Biomimetische Strategien zur

Funktionalisierung von Metalloberflachen

Dissertation

Zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades

von

Elisa Franzmann

vorgelegt dem Fachbereich Biologie und Chemie der

JUSTUS-LIEBIG-
ﬁ UNIVERSITAT

GIESSEN

GielRen

2013






Eidesstattliche Erklarung

Ich erkldre: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstdndig und ohne unerlaubte fremde
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngeméR aus veroffentlichten Schriften entnommen sind und
alle Angaben, die auf mundlichen Auskinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei
den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die
Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,,Satzung der Justus-Liebig-
Universitdt GieBen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® niedergelegt sind,

eingehalten.



1. Gutachter: Prof. Dr. Wolfgang Maison
2. Gutachter: Prof. Dr. Richard Géttlich

Tag der miindlichen Prifung:



Viele kleine Leute, an vielen kleinen Orten,
die viele kleine Schritte tun,

kdnnen das Gesicht der Welt verandern.



Fir meine Familie



Danksagung

Am Ende einer Doktorarbeit kommt der Zeitpunkt, an dem man uber all die Personen und
Geschehnisse nachdenkt, die zum Gelingen dieser Arbeit und damit zu diesem bedeutenden
Schritt in meinem Leben beigetragen haben.

Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum zwischen Mérz 2009 und Juni 2012 am Institut fiir
Organische Chemie der Justus-Liebig-Universitat GieRen im Arbeitskreis von Prof. Dr.

Wolfgang Maison durchgefunhrt.

Zunachst mochte ich sehr herzlich Prof. Dr. Wolfgang Maison fir die Mdoglichkeit danken
dieses sehr interessante und tolle Thema bearbeiten zu diirfen. Besonders mdchte ich dabei
die sehr engagierte, hervorragende fachkundige und liebenswerte Betreuung und die vielen

hilfreichen, lehrreichen und vielseitigen wissenschaftlichen Gespréche erwahnen.

Prof. Dr. Richard Géttlich danke ich fir die freundliche Ubernahme der Begutachtung meiner
Arbeit.

Sehr herzlich méchte ich mich bei meiner Arbeitsgruppe und allen Ehemaligen fir eine
unvergessliche und wunderschéne Zeit wéhrend und nach der Arbeit bedanken. Ich danke
Euch fur eine sehr schone, hilfreiche und abwechslungsreiche Arbeitszeit und viele schone
und lustige Erinnerungen nach Feierabend oder in der Freizeit. Euch allen wiinsche ich von
Herzen viel Erfolg bei der ausstehenden Doktorarbeit und der Zukunft. Ich werde Euch sehr

vermissen!

Ich danke allen ,,guten Geistern” des Instituts fur ihre Unterstiitzung durch zahlreiche
Messungen, Chemikalien, Reparaturen, Ratschlage und stetige Hilfsbereitschaft und
Freundlichkeit.



Dariiber hinaus mdchte ich mich bei allen Arbeitskreisen des FB08 fiir den freundschaftlichen
Austausch und die Hilfsbereitschaft bedanken, inshesondere bei unseren Flurnachbarn der AG
Gottlich.

Mein Dank gilt allen Praktikanten, die mich im Rahmen ihrer Praktika unterstiitzt haben,
besonders zu nennen meine liebe Bachelorin Mathilde Fey und meine Praktikantin Julia

Migenda.

Ich danke unseren Kooperationspartnern AG Janek (Alexander Rein und Dr. Markus
Rohnke), AG Smarsly (Michael Schroder und Christoph Weidmann), AG Spengler (Stefanie
Gerbig und Christian Schafer), AG Rudloff (Prof. Dr. Silvia Rudloff, Christian Zimmermann
und Sinaida Streichert), AG Schnettler (Dr. Katrin Lips, Dr. Katrin Trinkaus und Olga
Dakischew), AG Waostmann (Gero Winkler und Michael Kohl) AG Gross Dipartimento Di
Scienze Chimiche — Univerisita’ Degli Studi Di Padova (Prof. Dr. Silvia Gross) und Dr.
Valerio Di Marco ebenfalls in Padua fir die guten Zusammenarbeit und hilfreiche

Unterstitzung.

Ich danke meinen Freunden fir lhre Hilfe, Geduld, ihre aufbauenden Worte, ihren Beitrag,

und Daumendriicken wahrend der Dr. Arbeit.

Meiner Familie und meinem Freund mdochte ich zu guter Letzt von ganzen Herzen fir ihre
Unterstutzung und lieben, aufmunternden Worte danken. Danke, dass ihr immer fir mich da

seid.

Ich liebe Euch so sehr.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ...t e e sreeneanes 4
R 1 1] (=T (0 o OSSPSR 7
1.1 BIOTOUIING ... 7
1.2 Beschichtung von Oberflachen.........cccov i, 10
1.2.1 Selbstorganisierte Monoschichten (SAMS) ........cocviiiiniiie i 10
1.2.2 Eine mdgliche Anwendungsart von beschichteten Oberflachen am Beispiel
von PolymerbesChiChtUNGeN ...........ooviiiiiie e 11
1.3 Die Verwendung von TiO, im menschlichen KOrper ..........cccocvovviiiiienenen, 12
1.4 Eigenschaften und Anwendungen von TiO, und Nanopartikeln aus TiOs ...... 13
141 NANOPAITIKEI ... 15
1.5 Komplikationen bei der Verwendung von TiO; in der Medizin ...........c.......... 15
2 Kenntnisstand Und ZIEISEIZUNG .......ccueiviriiiiieieieiese e 17
2.1 Natlrliche KIEDSIOTTE ........ccoiieicecee e 17
2.2 Muschel AdhESIONSPIOTEINE ........ccveieiiieiee e 18
2.3 SIABTOPNOIE. ... 19
2.4 CREIALOTEN ...ttt 21
2.5 Die Entwicklung von Catecholderivaten fiir Oberflachenbeschichtungen
und deren besondere VOrteile ... 21
2.6 Adamantan & multivalente Oberflachenbinder ..., 25
2.7 ZIEISEIZUNG....c.eeeee et 27
3 Resultate UNd DISKUSSION .......ccviieirieiiesiesie sttt sbe st 30
3.1 UDEISICAL. ..ottt 30
3.2 Adamantangrundgerlste ..........ccueiieiierieiie e 31
3.3 KEINTIAgMENTE ...t e e 33
3.4 Funktionalisierung des Briickenkopfatoms am Adamantangrundgerust.......... 34
35 Funktionalisierung der Seitenketten ..........ccccoveiiieiii i 37
3.5.1 Seitenketten mit AMINFUNKLION ......oooviiiiiii e 37
3.5.2 Seitenketten mit AIKOhOITUNKEION .......cooiiiiiii 42
3.5.3 Seitenketten mit Aktivesterfunktion ...........coccooveiiiiiiiiiii 42
3.6 Monovalente AdamantangerlsSte .........ccovvvvieiieiieeiie e 42



Inhaltsverzeichnis

3.7
3.7.1
3.7.2
3.8
3.8.1
3.8.2
3.8.3
3.8.4
3.9
3.9.1
3.10
3.11
3.12
3.12.1
3.12.2
3.13
3.14

3.14.1
3.14.2
3.143
3.14.4
3.15
3.151
3.15.2
3.15.3
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20
3.20.1
3.20.2

Catecholderivate als Oberflachenbinder ..., 43
Trivalente Catecholderivate auf Adamantanbasis ............cccocvniiiiiiiinicnenn, 44
DOPAMINGEIIVALE ...t 47
Catecholderivate mit Effektormolekulen. ..., 49
Poly(ethylenglyCol) (PEG) .....cooiiiiiieeie e 49
Funktionalisierung von Poly(ethylenglycol) (PEG) .........ccccovvvvvivevvccccienenn, 50
Verknipfung der Catecholderivate mit Poly(ethylenglycol) (PEG) ................ 51
Verknipfung der Catecholderivate mit dem Farbstoff Eosin Y ............c.......... 52
Catecholderivate als Metallchelatoren............ccocooeeiiiiniiiceee 54
Trivalente Catecholderivate auf Adamantanbasis ...........ccocoveveniiiinienininneenn, 54
Bindungs-Assays an Oberflachen...........cccoveiviii i, 59
Titan-ODErflAChEN ... 60
Oberflachencharakterisierung der hergestellten TiO,-Schichten ..................... 61
PrOTHOMELIIE ... b 61
Rasterelektronenmikroskop (REM).........ccoveiiiiiiiciccccece e, 62
Dip-Coating Verfahren ... 62
Charakterisierung der Oberflachenbeschichtung monovalenter und trivalenter

CateChOIAEIIVALE ..o 63
KontaktWinKelmMeSSUNG .......ccveiuiiiiiieie e 63
SIMS-TOF .ottt ne e 66
EHIPSOMETITE. ... 68
FTIR-Spektroskopie und visuelle Uberprifung ..........ccocoeeeveveeeerecreseecieenes 70
Untersuchung PEG-beschichteter Oberflachen ..., 72
Dip-Coating Verfahren ..., 72
KontaktwinkelmeSSUNGEN. ........ccviiiiiieeiesie e 73
EHIPSOMETITE. ... 75
Antifouling-Eigenschaften der beschichteten TiO,-Oberflachen..................... 77
SEAMMZEIIEN ... e 80
StADIIITAISTEST. ... 85
Bindungseigenschaften der Catecholderivate auf ZnO-Nanopartikeln............ 90
OberflachencharakteriSierung...........coveiveeiieiiic e 90
TGA [ DSC-MESSUNGEN.......eiiiieitieeiieciieesteesteesteesreesbee e staeareeseeabeessaeeree e 90
XPS MESSUNGEN ......vvieiiie ettt ettt sttt sbb e e s e e nseeeanes 95



Inhaltsverzeichnis

4 ZUSAMMENTASSUNG .....etitiitiiiieie ettt bbbt 98
5 SUIMMAANY ettt h ettt b ettt b et e et e e e st e e sbe e e be e s be e et e e nnneenes 106
6 EXPerimenteller TeIl.. ... 108
6.1 Losungsmittel, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien............ccccccooveneee. 108
6.2 ANAIYVEIK L. nreas 108
6.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV) ... 112
Immobilisierung der Catecholderivate auf TiO,-Oberflachen (AAV 1) ........ 112
Immobilisierung der Catecholderivate auf TiO,- und ZnO-Nanopartikel
(AAY 2) .ottt bttt ens 113
Durchfiihrung der Stabilitatstest (AAV 3)....ccveiiiieiieie e 113
Stammzellen Kultivierung (AAV 4 @) .......cccccveveiieiicie e, 113
Durchfiihrung des Biofouling-Assays (AAV 4 D) ......ccccceveieieive i 114
6.4 Darstellung der Adamantangrundgeriste ..........ccveveivereeveieeseese e 115
6.5 KOPFITAgMENTE ... 116
6.6 SEIENKEIIEN ... bbb 121
6.7 Monovalente Adamantangerlste ..........c.covevveiieiieiie s 133
6.8 Dopaminderivat als Oberflachenbinder...........ccccooveieiiii i, 134
6.9 Dopaminderivat auf Adamantanbasis als Oberflachenbinder ....................... 136
6.10 Trivalentes Catechol auf Adamantanbasis als Oberflachenbinder ................. 137
6.11 Poly(ethylenglyCol) PEG .........ccooiiiiiiee e 143
6.12 KIICK-REAKIIONEN ..ot enes 147
6.13 Verknupfung der PEG-Derivate mittels Klick-Reaktion und NHS-Ester
[T o] o] 1] 3o SRS 148
6.13.1  KICK-REAKIION......cciiiieiieiicieseee e ens 148
6.13.2  NHS-ESter KUPPIUNG.....cooiiiiiiiiiiceeeee e 150
6.13.3  FarDSIOT ..o s 151
6.14 Trivalente Catecholderivate auf Adamantanbasis als Metallchelatoren......... 153
MALDI-SPEKEIBN ...t 158
XPS-SPEKIIUM ...ttt bbbt 160
7 GefanrSIOTTE ... 161
8 LIteraturVerZEIChNIS .........covv i 165



Inhaltsverzeichnis

abs.
aq.
atm
Boc-
cat.

Cbz-

DC
DCC
DCU
dest.
DIBAL-H
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
DOPA
DPPA
DSC

EDTA:

Abkirzungsverzeichnis

absolutiert

Aquivalent

Atmosphére
tert-Butoxycarbonyl-
katalytisch
Benzyloxycarbonyl

Tage
Dunnschichtchromatographie
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid
N,N-Dicyclohexylharnstoff
destilliert
Diisobutylaluminiumhydrid
Diisopropylethylamin
4-(Dimethylamino)-pyridin
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
3,4-Dihydroxyphenylalanin
Diphenylphosphorylazid
Dynamische Differenzkalorimetrie

Ethylendiamintetraessigsaure



Inhaltsverzeichnis

ESI Elektrospray-lonisation

FTIR Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie
h Stunde(n)

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
HOBT 1-Hydroxybenzotriazol

IEP Isolektischer Punkt

J Kopplungskonstante

konz. konzentriert

Lsg. Losung

LM Losungsmittel

MAP Muscheladhasionsprotein

max. maximal

min Minute

Ms Methansulfonyl-(Mesyl-)

MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
MRSA Methicillin resistenter Staphylococcus aureus
MW Mikrowelle

n Brechungsindex

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMR Kernspinresonanzspektroskopie

quant. quantitativ

PBS Phosphate buffered saline

PC Phosphatidylcholin



Inhaltsverzeichnis

PE
PEG
PDMS

PPI

REM

RT

SAMs

sek
SIMS-ToF
Smp.

Th

TFA

TGA

THF

Tos

A

uv

XPS

Zn(acac);

Petrolether

(Polyethylen)glycol
Poly(dimthylsiloxan)
Poly(propylenimin)
Rasterelektronenmikroskop
Raumtemperatur
Selbstorganisierte Monoschichten
Sekunde(n)
Sekundarionenmassenspektrometrie-Time of Flight
Schmelzpunkt

Schichtdicke

Trifluoressigsaure
Thermogravimetrische Analyse
Tetrahydrofuran

Tosyl-

erhitzen

Ultraviolett

X-ray photoelectron spectroscopy

Zinkacetylaceton



1. Einleitung

1  Einleitung
1.1 Biofouling

Die Verwendung von kinstlichen Oberflachen in medizinischen, biochemischen und
biotechnologischen Bereichen, vor allem bei medizinischen Werkstoffen, ist stark beeinflusst
durch das sogenannte Biofouling.

Im téglichen Leben sind wir von einer Vielzahl schadlicher und unschédlicher Bakterien,
Viren und Pilzen aus dem Boden, der Luft oder dem Wasser umgeben. Bakterien und Pilze
sind als Einzeller in der Lage, sich selbstandig zu vermehren, Viren besitzen demgegenuber
keinen eigenen Stoffwechsel und bendtigen die Zelle eines fremden Organismus, um sich zu
vermehren.

Trotzdem gehen manche Bakterien eine symbiotische und lebensnotwendige Verbindung mit
dem Menschen ein, betrachtet man zum Beispiel die Darm- oder Mundflora. Selbst fur das
menschliche Immunsystem sind Bakterien ausgesprochen wichtig, damit es seine Funktion
regelmaRig erneuern kann.

Neben diesen harmlosen Bakterien gibt es allerdings eine grofle Anzahl von Bakterien, die
eine negative Auswirkung auf unsere Gesundheit haben. So kdnnen zum Beispiel
Wundentziindungen, Blutvergiftung, Blasen- oder Lungenentziindung auf einen bakteriellen
Befall zuriickgefiihrt werden.*

In Krankenhdusern und 6ffentlichen Einrichtungen besteht seit einigen Jahren ein hohes
Risiko an Methicillin resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) Bakterien zu erkranken,

welche riskante Infektionserreger des 21. Jahrhunderts sind.

Insbesondere beim Einsatz von medizinischen Gerédten wie Implantaten, Kathetern und Stents
stellen Infektionen ein groRes Risiko dar, da ein solcher bakterieller Befall eine Vielzahl an
Komplikationen (zum Beispiel Thrombosen) mit negativen Konsequenzen fiir den Patienten
nach sich ziehen kann.? Ein Faktor, dem bei diesen Infektionen herausragende Bedeutung

zukommt, ist die bakterielle Besiedlung von Oberflachen.

Das theoretische Verstandnis dieses Phanomens basiert auf den Erkenntnissen wvon
COSTERTON et al., die schon 1978 auf die Besonderheit des bakteriellen Biofilms hinwiesen

und den Begriff ,,race for the surface* préigten.2



1. Einleitung

Auch fir Oberflachen der Nahrungsmittelindustrie, Wasserreinigungsanlagen, Marine- und
Industrieausristungen bedeutet der bakterielle Befall, aber auch die mégliche Anlagerung von
Proteinen oder Mikroorganismen ebenfalls ein hohes Risiko an Kontaminationen. Daraus
resultieren aufwandigen Reinigungsabldufen, verminderte Produktion und Effizienz sowie
hohe Kosten.>*

Der biomedizinischen Wissenschaft war es daher in den vergangenen Jahren ein groRes

Anliegen, die Erforschung des bakteriellen Befalls von Oberfléchen voranzutreiben.’

Allgemein wird dieser mikrobielle Befall in Fachkreisen als ,,Biofouling® bezeichnet, das
Ergebnis dieses Befalls bzw. der Lebensraum der Bakterien als Biofilm.® Die
Geschwindigkeit der Oberflachenbesiedlung und die Ausbildung eines Biofilms sind flr das
Uberleben der Bakterien und die Entstehung einer Infektion entscheidend und &uferst

kompliziert.

Biofilme bilden sich Gberwiegend in wéssrigen Systemen, entweder auf der Wasseroberflache
oder auf einer Grenzflache zu einer festen Phase. Bakterien findet man dabei selten isoliert:
Haben sie sich erst einmal aus ihrer planktonischen, d.h. im flissigen Medium verteilten Form
vereinzelt auf einer Oberflache angelagert (1), koagulieren (2) sie dort zu durchorganisierten
und komplexen Lebensgemeinschaften (3) und vermehren sich exponentiell (4), um sich auf
der jeweiligen Oberflache vollstandig auszubreiten (5) (Abbildung 1).

Abbildung 1: Der Wachstumszyklus der Biofilmbildung®

Die Bindung der Bakterien auf der Oberflache erfolgt nach dem Initiierungsschritt, d.h. der
Anlagerung von Biomolekilen wie zum Beispiel Proteinen. Auf diesem initiierenden Film
lagern sich im zweiten Schritt Bakterien an, die in der Folge den sogenannten Biofilm

ausbilden.’



1. Einleitung

Eine Vielzahl von Hypothesen wurde aufgestellt, um die Resistenz von Biofilmen gegen

antibiotische Angriffe zu erklaren.

Eine haufig aufgezeigte Tatsache ist die nicht vollstdndige Durchdringung des Biofilms mit
Antibiotika. Dies konnte bei Versuchen bestatigt werden, bei welchen bakterielle Biofilme
unterschiedlichen Antibiotika-Konzentrationen ausgesetzt wurden. Das Phanomen der
limitierten Penetration einiger Antibiotika in Biofilmen lasst sich durch die extrazellulare,
polymere Matrix erkléren. Sie ist fir jeden Bakterienstamm spezifisch und besitzt eine
auflergewohnliche komplexe Zusammensetzung aus Polysacchariden, kleineren Peptiden und
DNA.

Ein weiterer Grund fir die hohe Resistenz verschiedener Bakterien ist der mannigfaltige
Mikrolebensraum in Teilen des Biofilms, der sich in unterschiedlichste Schichten von
Verteidigung gegen antibiotische Stoffe aufteilt. Biofilme sind in einem hohen Grad
strukturiert und besitzen in den einzelnen Schichten Wasserkanédle, um N&hrstoffe und
Abfallprodukte abzutransportieren oder ins Innere des Biofilms einzuschleusen. Zuséatzlich
wird Sauerstoff h&ufig an der Oberflache verbraucht. Dieser Vorgang fuhrt zum Entstehen

anaerober Taschen, die die Wirksamkeit einiger Antibiotika vermindern kénnen.*

Des Weiteren ist bekannt, dass sich Wachstumsraten innerhalb des Biofilms von Ort zu Ort
andern, sodass nicht proliferierende Regionen zum Beispiel durch pg-Lactamantibiotika, die
das Wachstum inhibieren, nicht beeinflusst werden kénnen.

Diese unterschiedlichen Wachstumsraten werden durch die Kommunikation der Bakterien mit
Hilfe von Signalmolekilen untereinander (Quorum Sensing) moglich. Bakterien nutzen dies,
um sich in erster Linie gegenseitig wahrzunehmen, um somit ihre Populationsdichte zu
erhéhen und ihre Uberlebensstrategie zu verandern.®®

Mit diesen Kenntnissen des bakteriellen Befalls und der Anlagerung von Proteinen oder
Mikroorganismen ist die Voraussetzung eines Ldsungsansatzes gegeben. Dieser besteht in
der Herstellung von beschichteten Materialien, die zum einen die Adsorption und Ausbildung
eines Biofilms verhindern, zum anderen biokompatible Eigenschaften in Bezug auf ihre

medizinische Anwendung aufweisen sollen.
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1.2 Beschichtung von Oberflachen

1.2.1 Selbstorganisierte Monoschichten (SAMs)

Das Konzept der selbstorganisierten Monoschichten SAMs (self-assembled monolayers) hat
seit seiner Einfuhrung 1980 groRe Aufmerksamkeit auf sich gezogen und damit die
Bedeutung der Oberflachenbeschichtung revolutioniert.’® Heutzutage ist es ein wichtiger
Bestandteil der Nanotechnologie und hat seitdem die Herstellung von neuartigen,

funktionalen und strukturierten Materialien inspiriert.**

Monoschichten konnen durch Adsorption von molekularen Bestandteilen aus Ldsungen oder
aus der Gasphase auf eine feste oder flussige Oberflache (Abbildung 2) abgeschieden werden
und bieten ein bequemes, flexibles und einfaches System, um die Grenzflacheneigenschaften

von Halbleitern, Metalloxiden und Metallen zu verandern. '3

WAL
L P

Abbildung 2: Ausbildung von selbstorganisierte Monoschichten (SAMs) auf einer Oberflache

Eine Vielzahl von zur verandernden Oberflache passenden ,,Ankergruppen® (zum Beispiel
Thiole, Silane und Phosph(on)ate) konnten dabei in den letzten Jahren erforscht werden.****
Dabei zeigen diese jedoch oft eine limitierte Anwendbarkeit beziglich der
Oberflachenmaterialien und / oder eine geringe Stabilitat.

Thiole zum Beispiel bilden Monoschichten auf Edelmetallen (wie Gold, Platin, usw.) aus,
Alkylsilane kénnen dagegen nur auf SiO, und Silizium-Oberflachen aufgebracht werden und

Phosph(on)ate eignen sich fiir eine Reihe von Metalloxiden!"18192021
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1. Einleitung

1.2.2 Eine mogliche Anwendungsart von beschichteten Oberflachen am Beispiel von

Polymerbeschichtungen

Die Immobilisierung von Polymeren auf Oberflachen, insbesondere auf Metallen, ist ein
haufig genutzter Ansatz, um die unspezifische Adsorption von Zellen, Proteinen oder
Bakterien gezielt zu minimieren bzw. zu verhindern.

Frihere Untersuchungen auf dem Gebiet der Zell-Material Interaktion haben gezeigt, dass es
zwei Arten von nicht toxischen Beschichtungen gibt, die fur diese Anwendung genutzt
werden konnen.

Zum einen sind es hydrophobe Oberflachen, wie beispielsweise Poly(dimethylsiloxan)
(PDMS), die gute ,Fouling Release” Eigenschaften besitzen, wohingegen hydrophile
Oberflachen, beschichtet mit einem Polymer, wie Poly(ethylenglycol) (PEG) (hydrophil,
flexibel, zur  Wasserstoffbriickenbindungen  féhig), mit einer sehr geringen
Grenzflachenenergie die Adsorption von Proteinen und Zellen verhindern.

Eine Vielzahl von Forschungsergebnissen konnte dabei belegen, dass vor allem auf
Goldoberflachen, immobilisiert Poly- und Oligo(ethylenglycol)-terminierte Alkanthiole
herausragende, proteinresistente Eigenschaften aufweisen.*?*

Es ist jedoch bekannt, dass PEG in Gegenwart von Luftsauerstoff zu Aldehyden und Ethern
oxidiert werden kann, was eine Verminderung der Antifouling-Eigenschaften zur Folge hat.
Die Einfuhrung von Oligo(ethylenglycol)-Gruppen bzw. der Austausch von Ethylenglycol

gegen Propylensulfoxid soll diese Oxidation verhindern.?

Doch weitere Forschungsschritte zeigen neue und verbesserte Oberflachenbeschichtungen,
wie zum Beispiel Polyampholyte auf. Diese Ergebnisse basieren auf einem simplen Prinzip,
demzufolge Polymere sowohl negative als auch positive geladene Gruppen tragen.

Ebenfalls ist die Anwesenheit von polaren funktionellen Gruppen und Wasserstoffbriicken-
Akzeptoren und die Abwesenheit von Wasserstoffbriicken-Donoren hervorragende
Voraussetzung fir solche Arten von Beschichtungen. Ersetzt man zum Beispiel bei
Peptidbindungen die Wasserstoffatome durch Methylgruppen, wird die Anzahl an
Wasserstoffbriicken-Donoren vermindert. Dies wiederum verbessert die Inertheit der
Oberflache. Zusatzlich erhoht sich die Protein-Resistenz infolge der Reduzierung der

Wasserstoffbriicken-Donoren. 2
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Ein weiteres Ziel ist die Einarbeitung von Proteasen in die Oberflache, die den Proteinabbau
fordern und eine biokatalytische Aktivitat besitzen. Enzyme kdnnen so fiir das Abtoten von
Bakterien oder fiir die Generierung von antimikrobiellen Wirkstoffen genutzt werden.?

Auch die Dotierung mit Silberpartikeln ist sehr beliebt, da Silber sehr gute antibakterielle
Aktivitaten aufweist.”®

Doch nicht nur keimtotende Beschichtungen kommen in Frage:

Auf Implantaten kdnnen so geeignete Beschichtungen oftmals eine signifikante Zunahme der
Osseointegration zwischen dem Knochen und dem Implantat bewirken. Dabei handelt es sich
um Beschichtungen mit Hydroxylapatit, Calciumphosphat oder mit dem Wirkstoff

Pamidronat, die ebenfalls eine Starkung des operativ beschadigten Knochens fordern.?”%%°

Generell kann festgehalten werden, dass die Entwicklung von innovativen und
bedarfsgerechten Materialien fur die industrielle oder private Nutzung nur durch eine
erfolgreiche und gezielte Beschichtung von Oberflachen fur zukinftige Anwendungen
moglich ist.

1.3 Die Verwendung von TiO, im menschlichen Kérper

Wir leben heute in einer alternden Gesellschaft, da immer mehr Menschen ein hoheres
Lebensalter erreichen. Die durchschnittliche Lebenserwartung betrug vor rund 100 Jahren
etwa 45 Jahre. Heute liegt sie bei 77 Jahren fiir neugeborene Jungen und 82 Jahren flr
neugeborene Madchen und steigt jahrlich um 3 Monate, taglich um 5 Stunden an.>*3!

Diese Entwicklung bedeutet einen Zuwachs an altersbedingten Leiden wie Herz-
Kreislauferkrankungen, Diabetes mellitus, Einschrankung des Bewegungsapparates und
Verlust der geistigen Kréfte.

Auf Grund dieser Erkrankungen kommt es unter anderem zu einer stetig wachsenden Zahl an
behandlungsbedurftigen Arthrosen (Abnutzung bedingte Gelenkerkrankungen), Arthritiden
(entziindliche Gelenkserkrankungen) und Herzrhythmusstérungen (zu langsame / zu schnelle
Herzfrequenz).*?

Sobald konservative Therapien wie medikamenttse, physiotherapeutische oder chirurgische
MaRnahmen keine Wirkung mehr zeigen, ist die Verwendung eines Implantats, in den
meisten Fallen aus Titan, der letzte Ausweg. (Abbildung 3).*
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1. Einleitung

Abbildung 3: Mdgliche Bereiche fur Implantate im Korper

1.4  Eigenschaften und Anwendungen von TiO, und Nanopartikeln aus
TiO,

Ob Knieprothesen, Herzschrittmacher oder Knochenimplantate - der Einsatz von Titan ist aus
der modernen Medizin nicht mehr wegzudenken.

Titan ist ein Ubergangsmetall, welches in verschiedenen Mineralien vorkommt und sich tiber
die gesamte Erdkruste verteilt. TiO, kann dabei in der Form des Rutils, Anatas und Brookit
und in Mineralien wie Titanit (CaTiO[SiOq4]), Perowskit (CaTiOgz) und Ilmenit (FeTiOy)
auftreten. Die Harte von Titan ist vergleichbar mit einigen Stéhlen, jedoch hat es eine nur halb
so groRe Dichte.

Titan, sowie seine Verbindungen und Legierungen, werden in einer Vielzahl von Bereichen
verwendet, zum Beispiel in der Luft- und Raumfahrt, in der chemischen Industrie, bei der
Energieerzeugung, in der Automobil- und Chemie-Industrie, im Sportartikelbereich sowie in
der Dental- und Medizintechnik. So ist zum Beispiel TiO,-Pulver als Wei3pigment in Farben,
Papier und Zahncremes sowie als UV-Absorber in Sonnenschutzcremes zu finden. Wegen
ihres groflen Brechungsindexes werden dinne Titandioxidfilme ebenso als Interferenzfilter

und Antireflexionsschichten (zum Beispiel auf Brillenglasern) aufgebracht.®*
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1. Einleitung

Unter den metallischen Werkstoffen gelten Titan und seinen Legierungen als die am besten
geeigneten Materialien fur medizinische Anwendungen, weil sie die komplexen
Werkstoffanforderungen im physiologischen Kontext besser erfullen als viele anderen
konkurrierende Werkstoffe, wie beispielsweise rostfreier Stahl oder Cr-Co-Legierungen. Die
kommerzielle Anwendung begann in den spéten 1940er Jahren, als Werkstoff fur Implantate

fand Titan erst in den 1960er Jahren Verwendung.

Die grofle Vielzahl von Anwendungen ist aufgrund seiner Eigenschaften, wie einer hohen
Festigkeit bei geringer Dichte, einer Uberlegenen Korrosionsbestandigkeit, sowie seiner
chemischen und biologischen Inertheit zu erkléren.

Diese ist darauf zuriick zu flhren, dass Titan spontan eine dlnne, zusammenh&ngende
Oxidschicht von etwa 3-7 nm ausbildet, welche passivierend wirkt. Diese ,,Schutz“-
Oxidschicht kann durch Oxidation bzw. Einstellung von Temperatur, Sauerstoff und Wasser

gezielt hergestellt werden.***

TiO,-Oberflachen besitzen dariiber hinaus ,,antibakterielle” Eigenschaften. Diese konnen
durch den photochemischen Effekt erklart werden: Da es sich bei TiO, um einen
Photohalbleiter handelt, kann Licht Elektronen-Loch-Paare erzeugen, sobald die Energie der
Photonen groRer als die Bandliicke E, ist. Sie betragt fur TiO; in der Anatas Kristallstruktur
3.2 eV bzw. bei Rutil ca. 3.0 eV. Dies entspricht der Energie von Licht mit einer Wellenlange
von 390 nm. Somit kdnnen Elektronen durch UV-Licht angeregt werden, was in Gegenwart
von O, und H,O zur Ausbildung von hochreaktiven Hydroxylradikalen und
Perhydroxylradikalen fiihrt. Diese Radikale kénnen Mikroorganismen abt6ten und sind damit
fur die selbstreinigenden Eigenschaften von TiO, verantwortlich.*>3®

Eine der wichtigsten Eigenschaften von TiO,-Oberflachen ist die Kompatibilitat gegeniiber
biologischen Medien, die auf die amphotere Eigenschaft der Hydroxylgruppen auf der
Metalloberflache bei Kontakt mit Wasser zurlickzufiihren ist. Experimenten von Mc
CAFFERTY et al ergaben, dass Titan mit zehn Hydroxylgruppen pro nm? die zweithdchste
Dichte an reaktiven Gruppen auf der Oberflache besitzt und auf Grund des basischen
Charakters des Metalloxids die chemische Adsorption von Molekilen (mit sauren
Eigenschaften) erméglicht.’

Abhédngig vom pH-Wert der Ldsung und des isoelektrischen Punktes (IEP) des Oxids
entstehen an der Grenzflache von TiO, zur flissigen Phase negative oder positive
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Oberflachenladungen. So wird bei einem physiologischen pH-Wert von 7.4 eine hohe Anzahl
an Hydroxylgruppen und eine geringe negative Oberflachenladung beobachtet. Somit kommt
es zu einer verstarkten Wechselwirkung zwischen Proteinen und der Oberflache, wie es zum

Beispiel beim Biofouling (Kapitel 1.1) zu beobachten ist.

1.4.1 Nanopartikel

Nicht nur Titan als medizinischer Werkstoff, sondern auch Nanopartikel sind heutzutage von
groRem Interesse, besonders im chemischen und medizinischen Bereich. Mit einer
PartikelgroBe von 1 bis 100 nm unterscheiden diese sich oft in ihren chemischen und
physikalischen Eigenschaften gegenuiber dem grobkdrnigen Festkorper.

Diese Tatsache ist damit zu erklaren, dass die spezifische Oberflache im Verhaltnis zum
Volumen groRer wird, je kleiner die Partikel werden. Bei einem Nanopartikel mit einem
Durchmesser von 10 nm befinden sich 20% aller Atome an der Oberflache, bei einem Partikel
mit einem Durchmesser 2 nm befinden sich hingegen schon 80% an der Oberflache, wodurch
es zu einer hoheren Reaktivitat kommt.*®

Dadurch finden sie breite und vielversprechende Anwendungen als Katalysatoren,
magnetische Nanopartikel in der Medizin, Wirkstofftrager, Adsorptionsmittel, bei der

bildgebenden Diagnostik und als Sensoren, 394041424344

1.5 Komplikationen bei der Verwendung von TiO; in der Medizin

Die Verénderung von Oberflachen, um gezielte Materialeigenschaften zu erhalten, ist fur die
Anwendung  beispielsweise in  der Industrie, der Marinetechnologie,*  der
Hygienetechnologie,” als Biosensoren, in der Pharmazie bei Wirkstoffen*® und auch in der

Implantologie von besonderer Bedeutung.*’

Dies kann zum Beispiel bei der Interaktion von Biomaterialien mit einem biologischen Milieu
besonders wichtig sein, da ein hohes Risiko an Kontaminationen, aufwéndigen
Reinigungsablaufen, verminderter Produktion und Effizienz und hohere Kosten auftreten

konnen.>*
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1. Einleitung

Besonders deutlich wird dies bei der Ausbreitung von Biofilmen und einer Resistenz
gegenuiber Antibiotika. Diese Resistenz kann eine Vielzahl von schwersten Komplikationen

hervorrufen; hier ist die periprothetische Infektion zu nennen.

Heutzutage z&hlt Staphylococcus aureus zu den haufigsten Erregern bei Knocheninfektionen
und Staphylococcus epidermis, Streptokokken sowie gramnegative Keime (z.B. E. coli) als

haufigste Ursache von Gelenkinfektionen.*®*°

Die Gefahr einer Infektion ist dabei abhdngig von der Infektionskraft des jeweiligen Erregers,
dem Immunsystem (korpereigener Wirkmechanismus, z.B. die Phagozytose) des Patienten,

den Eigenschaften des befallenen Gewebes und der sogenannten kritischen Keimmasse.>***

In Europa finden jahrlich 800000 Neuimplantationen statt. In Deutschland sind es jahrlich
mehr als eine Million Zahnimplantate, 220000 Huift-Endoprothesen (kompletter Ersatz des
Huiftgelenks) sowie mehr als 175000 bei Knie-Endoprothesen. Heutzutage lasst sich jedes
wichtige Gelenk ersetzen: Nicht nur Hufte, Knie, Schulter, Ellbogen (1000 Implantationen)
und Sprunggelenk (5000 Implantationen), sondern auch die Gelenke in Zehen oder Fingern
werden kinstlich ersetzt. Wird dabei eine Infektionsrate von nur 1.5% angenommen, so
kommt es etwa zu 12000 periprothetischen Infektionsfallen (bei 800.000 Neuimplantationen).
Realistisch muss insgesamt aber mit einer weit hoheren Infektionsrate von bis zu 17%

ausgegangen werden.*?
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2 Kenntnisstand und Zielsetzung
2.1 Natdrliche Klebstoffe

Eine Vielzahl von Lebewesen verlésst sich bei ihren Aktivitdten wie Bewegung, Schutz und
Selbstverteidigung, auf Adhasion an biotischen und abiotischen Objekten.

Diese Bioadhé&sion kann unter funktionalen Gesichtspunkten in zwei Typen eingeteilt werden:
die tempordre und die permanente Adhéasion.

Ein charakteristisches Beispiel fur tempordare Adhasion wird von Geckos zum Kletten an
Oberflachen verwendet, indem ihre speziellen FuRhaare, die sogenannten Setea, eine so grofle
Oberflache besitzen, dass zwischen ihnen und dem Untergrund Anziehungskrafte (van-der-
Waals-Krafte) wirken (Abbildung 4).>

Abbildung 4: Permanente Anhaftung einer Miesmuschel und die temporére Anhaftung eines Geckos durch seine

FuRharchen %

Ein Beispiel permanenter Adhésion ist ein natlrlicher Klebstoff, der es den Miesmuscheln
ermdglicht sich selbst unter Wasser an die Oberflachen von Meereskisten anzuheften.

Dabei handelt es sich nicht um van-der-Waals-Kréfte, sondern um ein besonderes ,,Klebe*-
Protein, dem Muscheladhdsionsprotein MAP (mussel adhesion protein), welches fir dieses
Ph&nomen verantwortlich ist.
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2. Kenntnisstand und Zielsetzung

2.2  Muschel Adhéasionsproteine

Viele marine Organismen, wie zum Beispiel Miesmuscheln (Mytilus edulis) haben
ausgezeichnete Strategien entwickelt, um sich mit einer Art von Faden an samtliche
Oberflachen ihres Lebensraumes, wie Schiffsrumpfe, Steine oder Holzplanken, anheften zu

konnen.>

Diese permanente Anheftung wird durch ein besonderes ,,Klebe*“ Protein ermdglicht, das
sogenannte Muscheladhé&sionsprotein MAP (mussel adhesion protein).
Abbildung 5 zeigt zum einen (rechts) die Substrukturen des ,,Adhésionsfules”, zum anderen

(links) die Struktursequenz des Proteins, aus welchem der ,,Fu3* aufgebaut ist.

Mefp5 B
1 SSEEYKGGYYPGNAYHYHSGGSYHG -

Mefp-3,5
/\ substrate

pad T Mefp-2,4

\/ thread

Mefp-1

Y: DOPA
S: Phosphoserine
R: Hydroxyarginine

Abbildung 5: Muscheladhasionsprotein MAP>*

1952 gelang es C.H. BROWN erste Erkenntnisse tber die Zusammensetzung zu erhalten und
eine ortho-Catechol Einheit zu vermuten.® J.H. WAITE gelang es schlieflich das
,Klebeprotein“ zu isolieren und zu charakterisieren. Er entdeckte eine signifikante Menge an

3,4-Dihydroxyphenyl-L-alanin (L-DOPA) in der Proteinstruktur.

AuRerdem erkannte er, dass es finf verschiedene Subtypen gibt, deren Gemeinsamkeit die
Verbindung DOPA (3,4-Dihydroxy-L-phenylalanin) ist. Sie unterscheiden sich in ihrer
Konzentration von einigen mol% bis hin zu 27 mol% im ,,AdhésionsfuB* (Mefp)-3

(21 mol %) und Mefp-5 (27 mol%) der Muscheln (Abbildung 5).>*°
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2.3 Siderophore

Gram-negative Bakterien nutzen Enterobaktin, einen hoch affin bindenden, C3 symmetrischen
Siderophor, welcher zu einer Stoffgruppe von rund 200 metallbindenden Substanzen gehort
und unlosliches Eisen(l111)-Oxidhydroxid aus der Erde heraus komplexiert (Abbildung 6).
Bakterien schleusen es in ihre Zellen, in denen es zu Eisen(ll) reduziert wird, um ihren
Eisenbedarf zu decken. Die maximale Konzentration an unkomplexierten Eisen(Il)-lonen in
Losung bei einem biologischen pH-Wert ist nicht gréRer als ungefahr 10*®M und somit ist die

Bioverfiigbarkeit duBerst gering.”’

Ein Mensch mit einem Korpergewicht von 70 kg, hat etwa 5 g Eisen (10° M) in seinem
Korper. Die Zelle eines Bakteriums (10° cm?®) bendtigt 105 bis 106 Eisen-lone pro
Generation, um die bendtigte interne Konzentration von 10°® M aufrecht zu erhalten.>®

Das regulierende Protein FUR (ferric uptake regulator) kontrolliert dabei die Eisenaufnahme
in vielen Bakterienarten, indem es die Produktion der Siderophore anregt und die Zell-
Transportkanale fiir Eisen 6ffnet.>® Da die Komplexbindungskonstante der Siderophore fiir
Fe(Il)-lonen sehr viel geringer ist als fir dreiwertiges Eisen, wird das Metallion in der Zelle

nach der Reduktion zu Eisen(l1) aus dem Komplex gelést und ist somit frei verfiigbar.®

Abbildung 6: Der Siderophor Enterobaktin mit seinen drei Bindungseinheiten

Liegt das Enterobaktin als freier, ungebundener Ligand vor, stehen die Hydroxygruppen in
ortho-Stellung zu den benachbarten Amid-Sauerstoff-Atomen und bilden mit diesen
Wasserstoffbriickenbindungen aus.

Bei der Deprotonierung erfolgt die Umwandlung in die trans-Form, indem das Amid-Proton
Wasserstoffbriickenbindungen zu dem Sauerstoff-Atom in ortho-Stellung ausbildet®:®?

(Abbildung 7).
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O\ -H* /O
H H,
o +H* 0
\ !
~ __-H H

= Makrozyklus

Abbildung 7: Neutrale (links) und deprotonierte (rechts) Teilstruktur des Enterobaktins

Das koordinierte Enterobaktin besitzt eine sechszdhnige Geometrie mit einer A Konfiguration

(rechts drehender ,,Propeller Twist®) am Metallzentrum (Abbildung 8 rechts). Diese helikale

Chiralitat ist ein Teil der Erkennungsprozesse fiir Siderophor Rezeptoren.®*%*
linksdrehender ! rechtsdrehender
Propeller ! Propeller
|
]

M = Metall, L = Ligand

Abbildung 8: Die unterschiedlichen Geometrien des Enterobaktins, in seiner gebundenen und ungebunden Form

mit einem Eisen lon

Auf Grund der genannten Eigenschaften handelt es sich bei Enterobaktin um das Siderophor
mit der hochsten Komplexbindungskonstante fiir Fe(I11) (K = 10°* M™"). Diese ist sogar hoher
als fur einige synthetisch hergestellte Metallchelatoren, wie zum Beispiel EDTA. Das
vielfaltige Vorkommen von Enterobaktin, nicht nur bei Mikroorganismen, sondern auch bei
marinen Bakterien, macht es so zu einem interessanten Forschungsobjekt.®>®®

Strukturelle Mimetika des Muscheladhéssionsproteins MAP oder des Enterobaktins waren
daher  vielversprechende  Kandidaten  fir die  Entwicklung leistungsfahiger

Metalloberflachenbinder fur eine vielseitige Anwendung, besonders im medizinischen Sinne.
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2.4  Chelatoren

Es existiert ein erhebliches Kklinisches Interesse an der Entwicklung neuer Chelatoren. Sie
kdénnen zum einen zur Behandlung von Krankheiten eingesetzt werden, beispielsweise bei
Vergiftungen mit Metallionen wie Eisen (H&mochromatose), Kupfer und Zink. Zum anderen
konnen sie die bildgebende Diagnostik im Bereich Radiomarkierungen verbessern, um

Bereiche im Korper gezielt sichtbar zu machen, die von diagnostischem Interesse sind.®’

Neuste Erkenntnisse deuten darauf hin, dass gerade die Anreicherung von Eisen, Kupfer und
Zink in gebundener Form mit dem B-Amyloid-Peptid (Plaque) Ausloser flr eine Vielzahl von
neurologischen Erkrankungen wie Alzheimer, Chorea Huntington oder Parkinson ist.%

Eine Hoffnung bietet dabei die Entwicklung von lipophilen Chelatoren, die in der Lage sind

die Blut-Hirn-Schranke zu tiberwinden und eine geringe zytotoxische Wirkung aufweisen.®®"

Generell mussen bei der Entwicklung von Chelatoren fiir die klinische Anwendung eine
Reihe von Voraussetzungen erfullt werden, wie zum Beispiel die Selektivitat und Affinitat fur
Metallionen, die kinetische Stabilitdat der Komplexe, die Bindungskapazitat (Konzentration

freier Liganden) sowie eine hohe Bioverfiigbarkeit und geringe Toxizitat.”*

25 Die Entwicklung von Catecholderivaten far

Oberflachenbeschichtungen und deren besondere Vorteile

Erkenntnisse  Uber die Zusammensetzung und die Haftungseigenschaften des
Muscheladhasionsproteins MAP (mussel adhesion protein) und die Entdeckung von 3,4-
Dihydroxyphenyl-L-Alanin (L-DOPA) ermdglichte die Entwicklung von Catecholderivaten
fur Oberflachenbeschichtungen.

Besonders die frilhen Forschungsarbeiten von WAIT’? und GRATzEL’® und die darauf

aufbauenden Forschungsergebnisse von MESSERSMITH>>"*"® und GADEMANN'"®! zeigen die
Besonderheit und vielversprechenden Anwendungsmoglichkeiten von monomeren und

polymeren Catecholderivaten fiir funktionale Verbundmaterialien.®
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Dabei wurden kleine bifunktionale Catecholderivate, beispielsweise Dopamin als

Ankergruppe fir die Oberflachenbeschichtung verwendet.

Eine kleine Auswahl von geeigneten Verbindungen ist in Abbildung 9 dargestellt.

ausgewdhlte bifunktionale Catechol Anker Molekiile:

NH2 NH2 NHZ
HO,C HO.__O -
A N\+’
OH OH OH OH
OH OH OH OH

L-DOPA Dopamin 3,4-Dihydroxy- Anachelin
benzoesiiure Chromophor

<—— Effektor Molekiil

Anker Molekiil

OH

OH .
dip and (6]

BB — 910

Abbildung 9: (A) Oberflachenmodifizierung mit bifunktionalen Catecholderivaten nach einem (B) Dip und
Rinse Protokoll

Diese  Ankergruppen konnten mit unterschiedlichsten  Effektormolekiilen  wie
Poly(ethylenglycol), Biopolymeren, Wirk- und Farbstoffen, konjugiert und fiir eine

spezifische Modulation der Oberflacheneigenschaften verwendet werden.®

Dabei wurde u.a. die Oberflachenbeschichtung mit Polydopamin und funktionalisierten
Dopaminderivaten, wie zum Beispiel PEG-Dopamin, gegen haufig auftretende

Proteinadsorptionen untersucht,”” 3%

Ein weiterer Vorteil dieser Catecholderivate ist dabei eine einzigartige und &uf3erst stabile
Anhaftung auf einer Vielzahl von anorganischen und organischen Materialoberflachen, wie
beispielsweise Edelmetallen, Metallen, Metalloxiden, Glimmer, Silicaten, Keramik und sogar

Polymeren.
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Der Adhédsionsmechanismus von Catecholderivaten an Substraten ist trotz intensiver
Forschung noch nicht ganz verstanden, dennoch sind verschiedene Formen der Interaktion

von Catecholgruppen mit Oberfl&chen vorgeschlagen worden.

GRATZEL et al. untersuchten die Komplexierung von verschiedenen Catecholderivaten an
TiO,-Nanopartikeln und kamen zu der Erkenntnis, dass durch eine Deprotonierung der

Hydroxygruppe des Catechols eine Bindung zur TiO,-Oberflache moglich ist (Abbildung

10).%°
OH o_ /
/ N~
C[ + HOTL v — Pl V'm0t
OH OH

Abbildung 10: Die deprotonierte Hydroxygruppe des Catechols bindet an das Ti-Atom

RAJHL et al. fuhrten die Untersuchung weiter und erkannten mittels Rontgenstrukturanalyse
eine bidentate Bindungsstruktur von Dopamin an Fe,Os-Nanopartikeln von zwei

Hydroxygruppen des Catechols zu jeweils einem Fe-Atom.®

MESSERSMITH, RODRIGUEZ und CHEN et al. gelangten schlieBlich experimentell zu der
Erkenntnis, dass Dopaminderivate auf TiO,.Oberflachen adsorbieren (Abbildung 11). Diese
Bindung erfolgt sowohl als monodentate (einzéhnige) Bindung, die nur eine
Wasserstoffbriickenbindung ausbildet, wobei die zweite Hydroxygruppe eine Bindung mit
dem Ti-Atom des Oxids eingeht und zusatzlich den Komplex stabilisiert (Abbildung 12), als
auch als bidentate (zweizahnige) Bindung, wobei sich entweder eine Chelatbindung oder eine
Briickenbindung ausbildet (Abbildung 13).

Catecholderivate binden an die Oberflache Ti-OH, indem eine Deprotonierung mit
anschlieBender Ausbildung eines Charge-Transfer-Komplexes stattfindet. Die bidentate
Briickenbindung ist dabei bevorzugt die Chelatbindung fir Dopaminderivate an TiO,-
Oberflachen und die monodentate fiir Hydroquinonderivate an TiO,-Oberflachen. Diese

Ergebnisse konnten durch Simulationen ebenfalls bestatigt werden.”>#’
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Adsorption
Catecholende
<|JH HO OH OH (‘DH T Ci TH
7 f°7< >/T'/ me
(e} (o] ‘ —— (@] o (@]
o/\/\/\ /\o T'\o AN B
TiO, Oberflache

Abbildung 11: Koordination des Catecholderivats an die TiO,-Oberfl4che
und Eliminierung von zwei H,O Molekiilen

Molekulare Adsorption, monodentate Bindung

Catecholende

O.

o0 " 0 "o
S N .
TiO, Oberflache

Abbildung 12: Molekulare Adsorption durch Wasserstoffbriickenbindungen.
Durch die Adsorption kann eine monodentate Bindung erfolgen

Molekulare Adsorption, bidentate Bindung

Chelatbindung g "+ (Catecholende Briickenbindung
O
; .é I

H \

OH HO o OH on ¢ 9

/ \ / \\Z |/ ~ / ~4 \J,/O\ ,/O\\_’/O\ |/
4 \O// / o INIPZIN . //T,'\O//T,'\O /T',\o//T',\
? 50 °' 7 (I

T102 Oberfliache

Abbildung 13: Molekulare Adsorption durch Wasserstoffbriickenbindungen.
Durch die Adsorption kann eine bidentate Bindung erfolgen
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Die starken Adhdsionen von Catecholderivaten zu Substraten, wie Glimmer, Polymere und
Glas, konnen sowohl auf kovalente als auch auf nicht-kovalente Bindungen, wie =-

Bindungen, Wasserstoffbriickenbindungen und weitere Interaktionen zurtickgefihrt werden.

Experimente haben ebenfalls gezeigt, dass die Einfihrung von Substituenten an der
Catecholeinheit einen groRen Einfluss auf die Bindungsstarke zu einer Oberflache haben
kann. Die Einfugung einer stark elektronenziehenden Nitro-Gruppe, zum Beispiel an der
sechsten Position der Catecholeinheit von Dopamin und DOPA, veréndert den pK, Wert der
Hydroxygruppe signifikant (von ca. pK; > 8.5 zu 6.7). Des Weiteren wird die Stabilitét
beziglich der Oxidierbarkeit der Catecholeinheit durch die Nitro-Gruppe betréachtlich
verbessert. Dadurch kommt es zu einer leichteren Adsorption der Catecholderivate und einer

schnelleren und gezielten Modifikation der Metalloberflache.?®°

2.6 Adamantan und multivalente Oberflachenbinder

Seit seiner Entdeckung im Jahr 1933 hat Adamantan 1, auf Grund seiner Symmetrie und
Anwendbarkeit, die Aufmerksamkeit vieler Chemiker auf sich gelenkt.®

Damals gelang es LANDA und Mitarbeitern Adamantan aus einer Erddlprobe zu isolieren.®*
1941 war es PRELOG und Mitarbeitern das erste Mal moglich Adamantan zu synthetisieren.*®
Heutzutage kann es kostenglinstig im Grofmalistab mit Hilfe einer Syntheseroute nach
SCHLEYER hergestellt werden.*®

Um Adamantan als Grundgerist fir multivalente Oberflachenbinder einzusetzen, kann es
uber die Bruckenkopfatome selektiv vierfach substituiert und dadurch sowohl als Gerust fur
einen monovalenten, bivalenten, trivalenten als auch tetravalenten Oberflachenbinder genutzt

werden (Abbildung 14).

D AT i g@

Abbildung 14: Substitutionsarten von Adamantan

Die Einfiihrung funktioneller Gruppen erfolgt durch Substitution oder Radikalreaktionen in

elektrophilen Medien wie Brom, Schwefelsdure oder Salpetersaure.
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Nicht nur diese speziellen Eigenschaften des Adamantans und seiner Derivate sind von
hohem wissenschaftlichem Interesse. Besonders der Adamantyl-Rest als molekulare
Struktureinheit in chemischen Verbindungen und Arzneistoffen ist von grof3er Bedeutung. In
den letzten Jahren sind viele neue Arzneistoffe mit Adamantyl-Funktion im Molekul zum

therapeutischen Einsatz entwickelt worden (Abbildung 15).%°

NH, H
N\©\ NH,
i N
Br %
O CN
OH
Amantadin Bromantan Saxapliptin
Parkinson- Psychostimulantium Antidiabetikum
Therapeutikum
NH, o
O] AN
O OH
HO
HsC CHy !g O
HO
Memantin Kemantan ST-1926
Antidementivum Immunstimulanz Krebs-Therapeutikum

Abbildung 15: Wirkstoffe mit Adamantan-Strukturelement

Ein Beispiel ist das 1-Aminoadamantan (Amantadin), das zur Behandlung von Morbus
Parkinson und verwandten Krankheiten, sowie als antivirales Medikament gegen Influenza

vom Typ A beim Menschen eingesetzt wird.

Des Weiteren spielen Grundgeruste auf Adamantanbasis im  Bereich  der
Oberflachenbeschichtung eine besondere Rolle. Thiole, Disulfide und Thioether, sowie deren
Adamantanderivate haben eine starke Tendenz beispielsweise auf Goldoberflachen zu binden

und bilden damit selbstorganisierte Monoschichten (SAMs).*"%%

Die vielen Vorteile, die Adamantan und seine Derivate bieten, erkldren die intensiven
Untersuchungen in vielen anderen Bereichen. VVon den vielfaltigen potentiellen Anwendungen
kann man unter Anderem das Forschungsgebiet der molekularen Mikroelektronik und der
Nanomaterialien nennen.” Die Ergebnisse dieser Arbeiten sowohl in der Pharmazie als auch

in anderen Disziplinen kdnnen mit grol3er Spannung erwartet werden.
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2. Kenntnisstand und Zielsetzung

2.7 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit kann in vier Teile untergliedert werden: (1) Synthese und
Charakterisierung von modularen, biomimetischen Catecholderivaten; (2) Immobilisierung
und Charakterisierung von Monoschichten dieser Verbindungen auf Ti- und Zn-
Metalloberflaichen und Nanopartikeln; (3) Stabilitatsuntersuchungen der beschichteten
Metalloberflaichen gegenuber Puffersystemen; (4) Wirksamkeit der beschichteten
Metalloberflachen gegenuber Proteinadsorption und Toxizitatsuntersuchung mit Hilfe von

Stammzellen.

1) Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag in der Synthese von biomimetisch,
tetraedrisch, rigiden Grundgertsten fur die mogliche Beschichtung von unterschiedlichen
Oberflachen.

Diese neuartigen Oberflachenbinder sind dabei modular aufgebaut und bestehen aus einem
zentralen, tetrasubstituierten Adamantankern, der mit drei Ankergruppen, variabler
Seitenkettenldange n = 0-3 und einem Effektormolekil an der vierten Position versehen
werden kann (Abbildung 16).

Effcktmimolckiil

// // // // / // // / / f // /'/ //
Oberflache

Abbildung 16: Neuartiger Oberflachenbinder auf Adamantanbasis®

Diese modularen Ankersysteme konnen jeder Oberflachenart individuell angepasst werden.
Zum Beispiel kann eine Immobilisierung auf Metall- oder Metalloxid Oberflachen mit Hilfe
von Ankergruppen in Form von Catecholderivaten erfolgen.

Darlber hinaus ist die Darstellung von Chelatoren zur Metallkomplexierung mit Hilfe dieser
Catecholderivate moglich.

Eine Beschichtung von Knochen- oder Zahnoberflachen, welche aus Apatit bestehen, kann

mit Ankersystemen bestehend aus Bisphosphonatderivaten realisiert werden.
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2. Kenntnisstand und Zielsetzung

Durch eine Verknlpfung der Adamantanderivate mit Effektormolekiilen, wie Polymeren,
Wirkstoffen, Farbstoffen, Kohlenhydraten usw. ist auBerdem eine gezielte und wirksame
Modifizierung der Oberfliche moglich. Ein Losungsansatz gegen das ,Faulen* von
Metalloberflachen  durch  Bakterienbefalls auf Grundlage des Effektormolekuls
Poly(ethylenglycol) (Abbildung 17),

Baktel’ier@

Bakterien \j
NN,
neN, NN, NeN,
% %

]
Praoeor” e R

]
Oberfliche Oberfliche

Abbildung 17: Antibakterielle Beschichtung

oder eine Beschichtung von Apatit, sei es medikamentdser Zielrichtung oder die Anwendung
eines Klebers fir den Knochen-Metall oder Knochen-Knochen/Zahn-Kontakt (Abbildung 18)
ware denkbar.

Oberfliche Oberfliche

oder

Abbildung 18: Mdglicher Knochen/Zahnkleber fiir unterschiedlichste Oberflachen flr den regenerativen Aufbau

(2) Die Immobilisierung der Adamantanderivate sollte durch ein selbst entwickeltes Dip-
Coating Verfahren erfolgen und die Charakterisierung der Monoschichten mittels
verschiedener, moderner Verfahren der Oberflachenanalytik durchgefiihrt werden.

(3) Da héaufig benutzte Methoden zur Oberflachenmodifizierung auf Grund der Stabilitat und
Starke der Bindung der jeweiligen Beschichtung beschrankt sind, sollten
Stabilitatsuntersuchungen an den beschichteten Metalloberflachen durchgefiihrt werden, um

deren Besténdigkeit aufzuzeigen.
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2. Kenntnisstand und Zielsetzung

Diese Uberpriifung der Stabilitat soll durch einen Vergleich der multivalenten Ankersysteme
2 mit einem monovalenten Referenzmolekil 3 und einer Beanspruchung mittels pH-Wert und

Temperaturveranderung sowie mechanischer Beanspruchung erfolgen.

Monovalent Multivalent
s v valp Ankergruppe
P/ L
Effektormolekul Oberfliche Effektormolekul

) Effektormolekdl It
HN J O\:\\” ]/”'L*v L‘ Jr%o i -t ][J‘IH{ ©
J AN T i AN
oo e e
M) J,;,\H L | {/U A
T OH HO™ S L { | | [L\\\ ,,‘l

@)
I
o
I
I
e}
Y
.
—/
O—
I
o
I
—O—{’/
—0
—0—
—0

1
TiO,-Oberflache
Abbildung 19: Monovalenter Oberflachenbinder versus multivalenter Oberflachenbinder

(4) Zu guter Letzt erhofft man sich durch in vitro-Assays die Wirksamkeit der beschichteten
Metalloberflachen gegentiber Proteinadsorption und Toxizitatsuntersuchung mit Stammzellen
durchfiihren zu koénnen und Erkenntnisse zu erhalten, wie Proteine und Zellen auf die
neuartigen Beschichtung und die jeweiligen Oberflachenbinder reagieren. Diese Erkenntnis

ist fur eine spatere medizinische Anwendung unverzichtbar.
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3. Resultate und Diskussion

3 Resultate und Diskussion
3.1 Ubersicht

In den folgenden Kapiteln (Kapitel 3.3) werden zunéchst die Synthesen der zentralen,
tetrasubstituierten multivalenten Adamantan Grundgeriiste aufgefuhrt, woraufhin die
Kupplung der Ankergruppen in Form von unterschiedlichen Catecholderivaten fur die
Funktionalisierung der Metalloberflachen folgt.

Des Weiteren wird die Funktionalisierung des vierten Briuckenkopfatoms am
Adamantangrundgeriist mit verschiedensten Effektormolekulen wie Farbstoffen und
Poly(ethylenglycol) prasentiert (Kapitel 3.8).

Ab Kapitel 3.10 werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Assays vorgestellt.

Die Funktionalisierung der Metalloberflachen umfasst die Beschichtung mit Hilfe eines Dip-
Coating Verfahrens (Kapitel 3.13) auf TiO,- und ZnO-Oberflachen.

Danach folgt die Uberpriifung mittels moderner Oberflachenanalytik (Kapitel 3.14, 3.15) und
die Uberpriifung der Antifouling-Eigenschaften durch ein Protein-Assay mittels Blut (Kapitel

3.16).

Die Kontrolle und der Beweis der Stabilitdt der Beschichtung (Kapitel 3.18) und die
Biokompatibilitat durch Stammzellen-Assays (Kapitel 3.17) beenden die Arbeit.
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3. Resultate und Diskussion

3.2  Adamantangrundgeriste

Um ein vierfach substituiertes Adamantangerist mit drei gleichen und einem

unterschiedlichen Substituenten zu erhalten, gibt es bekannterweise zwei Reaktionswege

(Abbildung 20).
A A Y X
A xx
S T &
f— fr— XX

Ph XX

Abbildung 20: Retrosynthetischer Reaktionsweg

Bis zum heutigen Tag konnten dadurch eine Vielzahl von Derivaten des Adamantans

dargestellt werden, die ihre Anwendung in vielen Bereichen finden,%0-93101-102.103-106

Der limitierende Faktor sowohl bei bekannten Adamantanderivaten,®” als auch bei
Dendrimeren,**" % die u.a. fiir die Oberflaichenmodifizierung verwendet werden, ist dabei
eine gleichartige Substitution des Grundgerusts.

Durch sie ist eine Immobilisierung auf der Oberflache mdglich, eine nachtrégliche Einfiihrung

einer weiteren Funktionalitdt dennoch nicht.

Folglich war es nun u.a. Aufgabe dieser Doktorarbeit vierfach substituierte Adamantangeriste
mit drei gleichen Substituenten, fir die Einfuhrung der Ankergruppen und einem
unterschiedlichen Substituenten, fir die spatere Einfuhrung der Effektormolekiile zu
synthetisieren (Abbildung 21).

31



3. Resultate und Diskussion

A B

Effektormolekiil
S

Efr N n X Ei !, Ankergruppe
X = -NH, -CO,H, -OH

n=0-3
Z =-H, -NH, -Alkin

Abbildung 21: Vierfach substituiertes Adamantangerist (A) und

orthogonal funktionalisierter Oberflachenbinder (B)

Fur die Einfihrung von Ankergruppen wie Dopamin 4, Dihydroxybenzoesaure 5 und 1,2-
Dihydroxybenzol 6 (Abbildung 22) war es daher notwendig, Funktionalititen an der
Alkylseitenkette des Adamantans wie Carbonséuren (Kapitel 3.3), Amine (Kapitel 3.5.1),
Alkohole (Kapitel 3.5.2) und Aktivester (Kapitel 3.5.3) einzufiihren (Abbildung 21).

Liganden
NH,
CO,H
OH OH L, OH
4 OH 5 OH 6

Abbildung 22: Verwendete Ankergruppen

Fur die Einfuhrung von Effektormolekilen wie Eosin Y 7 und Poly(ethylenglycol) 8 waren
Funktionalitaten an dem Kopffragment des Adamantans bestehend aus einem Amin (Kapitel
3.3) oder einem Alkin (Kapitel 3.4) notwendig.

Die Darstellung des Kernfragments und die unterschiedliche Funktionalisierung des Kern-

und Kopffragments soll im folgenden Abschnitt vorgestellt werden.
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3. Resultate und Diskussion

3.3 Kernfragmente

Als Kernfragmente der in dieser Arbeit darstellenden biomimetischen Verbindungen dienten
Adamantanderivate, deren Syntheseprotokolle in der Arbeitsgruppe von Prof. MAISON
entwickelt und optimiert wurden, 91

Abbildung 23 beschreibt die Synthese der Adamantantricarbonsdure 12 mit Einfiihrung von
Ethylen-Spacern in den Seitenketten.

Das kdauflich erhdltliche Adamantan 1 wird nach einem ionischen Mechanismus Uber eine
Bromierung und einer radikalischen Reaktion in Kombination mit Acrylnitril in das
Tricyanoethyladamantan 10 uberfihrt. Uber eine anschlieRende Hydrolyse des Nitrils zur
Carbonséure 11 und Ritterreaktion mit Brom, welches sowohl als Lewis-Séure als auch als

Losungsmittel fungiert, reagiert es nach einer weiteren Hydrolyse zum gewunschten Produkt

12.
Fe, Br,, 0°C, Acrylnitril, BuySnH, NC CN
20h, A Br Br AIBN, 3 h, A
_—

1 95% B o 67% 10
NC
950 | HCLH0,
24h, A
NHsCI
CH;CN, Br,, H,0,
A,20h
HO,C COxH 8% HO,C CO,H
-
H,0, HCI, 11
12 A,20h
HOZC 78% HOzC

Abbildung 23: Synthese der Adamantanaminotricarbonséure 12

Abbildung 24 beschreibt die Synthese der Adamantantricarbonséure 18 und die Einfuhrung
eines Ethylen-Spacers zwischen der Aminogruppe und dem Adamantankern.

In diesem Fall ist Monobromadamantan 13 die Ausgangsverbindung fir den folgenden
Syntheseweg, welches im ersten Schritt durch eine Friedel-Crafts &hnliche Reaktion in
Gegenwart von AICl3; und Benzol in das Triphenyladamantan 14 Gberfihrt und anschlieRend
mit Hilfe eines Phasentransferkatalysators'®™ an der vierten Briickenkopfposition bromiert
werden kann. Durch eine radikalische Reaktion in Analogie zu Abbildung 23 kann ein
Cyanoethylrest an dem Bruckenkopfatom eingefuhrt und durch eine anschliefende Oxidation

der aromatischen Gruppen mit dem in situ hergestellten RuO,4 17 dargestellt werden. % Durch
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3. Resultate und Diskussion

eine Hydrierung der Cyanofunktion am Briickenkopfatom kann das zweite Kernfragment 18

in guten Ausbeuten erhalten werden.

Br Br
Benzol, AICl;, Ph-F, CBry,
AlBr3, (CH,);CBr, Bu,NBr, NaOH,
90°C, 30 min Ph Ph 96 h, 75°C Ph Ph
—_—
17% Ph o PH
13 ° 14 S1% 15

o Acrylnitril, AIBN,
38% | Bu,SnH, 6 h, A

NH,CI

CN CN
PtO,/H,, RuCls, H51Og,
konz. HCI, CCl/MeCN/H,0
20 h, RT 40 h, RT
HO,C CO,H > HO,C CO,H Ph Ph
HO,C 60% HO.C 60% PH
2 18 17 16

Abbildung 24: Synthese der Adamantanaminotricarbonséure 18

3.4 Funktionalisierung des Brickenkopfatoms am Adamantangrund-

gerust

Fur die Einflhrung einer Alkinfunktion am Briuckenkopfatom des Adamantangrundgerusts
war es zuerst notwendig, die Carbonsaurefunktionen zu schitzen. Dies wurde auf zwei
unterschiedlichen Reaktionswegen erreicht (Abbildung 25).

Die erste Methode war die Methylierung mit SOCIl,, MeOH in Gegenwart katalytischer
Menge an DMF, wobei der gewiinschte Methylester 19 in sehr guten Ausbeuten erhalten

wurde.

Um Ester 20 auf einem zweiten Weg zu erhalten, wurde die Carbonsdure 12 mit
(Trimethylsilyl)-diazomethan und MeOH umgesetzt. Obwohl diese Reaktion mit etwas
besseren Ausbeuten durchzufihren ist, gab es dennoch zwei Probleme. Zum einen musste
eine groBe Menge (Trimethylsilyl)-diazomethan eingesetzt werden, was diesen Teilschritt
sehr kostspielig werden lieR. Zum anderen war es notwendig das Produkt
séulenchromatographisch zu reinigen. Daher wurde bei allen weiteren Reaktionen die erste

Reaktionsvariante mit SOCl, und MeOH favorisiert.
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NH, NHsCl NH,
MeO,C CO,Me HO,C CO,H MeO,C CO,Me
(CH,);SiCHN,, SOCL,, McOH,
20 MeOH, 0°C-RT, 20 h 12 DMF, 0°C-RT, 20 h 19
MeO,C T e, HO,C - . MeO,C

80% 70%

Abbildung 25: Schutz der Seitenkette

Ein sehr schones Produkt konnte in Abbildung 27 erhalten werden. Um dies zu realisieren
musste zuerst die Alkinsaure (21, 23) flir die erste Reaktion in eine aktivere Spezies, den NHS
Ester (22,24), Uberfiihrt werden. Die erste Reaktion war der Versuch die Einflihrung mit Hilfe
von N-Hydroxysuccinimid DCC zu realisieren, welcher leider nicht zum Produkt 22 flihrte.

Ein erfolgreicher Umsatz konnte auf einfachem Wege mit N-Hydroxysuccinimid und
EDC-HCI in DMF erzielt werden (Abbildung 27). Die gleiche Reaktion wurde ebenfalls in

Dioxan durchgefihrt. Es wurden dabei geringere Ausbeuten erhalten.
O

HONt;

(0] ° (0]
/J\ DCC, EtOAc, /k N
RT,17h .
& OH // (0) n
21 . 22

Abbildung 26: Einfihrung eines NHS-Esters
o)
HoNip
o)
/\)k EDC: HCl DMF, M
F OH __RTI7h 17h

23 89%

Abbildung 27: Einfihrung eines NHS-Esters

Fur die Kupplung der Alkineinheit an das Kopffragment des Adamantankerns wurde die
Aminotricarbonséure 12, mit dem NHS-Ester der Pentinsédure 24, in DMSO und EtzN
umgesetzt (Abbildung 28).

Diese Reaktion wurde ebenfalls in DMF durchgefiihrt. Auf Grund der geringen L&slichkeit
der Edukte konnte allerdings keine vollstindige Umsetzung erreicht werden. Die
Alkincarbonsdure 25 konnte auf Grund ihrer Polaritét, als Intermediat erhalten werden. Nach

Séure-Base Wasche wurde das Intermediat sofort weiter umgesetzt.
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3. Resultate und Diskussion

Das zweite Adamantanderivat mit einer Alkinfunktionalitat 26 konnte darstellt werden, indem
der Triester 19 mit Hilfe von DCC in DMF mit Propiolsdure gekuppelt wurde. Nach
sédulenchromatographischer Reinigung konnte die Alkinverbindung 26 mit 95% Ausbeute
erfolgreich erhalten werden. Die anschlielende Entschitzung des Triesters mit KOH in
MeOH flhrte nicht zum gewinschten Produkt 27, da eine Abspaltung der Alkinfunktion
beobachtet wurde (Abbildung 28).

o S 7
NH,Cl "0 N); HN)K/\
0

Et;N, DMSO,

HO,C CO,H RT. 24 h HO,C CO,H
12 25
HO,C HO,C
(0]
NH, HNJ\%
MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me
Propiolsédure, DCC,
DMF, RT, 20 h
19 26
95%
MeO,C MeO,C
KOH, MeOH, o
RT,12h
HNJ\Q
HO,C CO,H
27
HO,C

Abbildung 28: Einfiihrung einer Alkinfunktion am Kopffragment

Es handelt sich bei diesen Alkinverbindungen um &uRerst interessante Substrate, da man mit
ihrer Hilfe Effektormolekile Uber eine 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition einflhren

kann 111,112
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3.5 Funktionalisierung der Seitenketten

In diesem Abschnitt soll die unterschiedliche Funktionalisierung der Seitenketten, u.a. im
Hinblick auf die spatere Einfihrung der Ankergruppen, vorgestellt werden.

Dies beinhaltet die Darstellung von Aminen (Kapitel 3.5.1), Alkoholen (Kapitel 3.5.2) oder
Aktivestern (Kapitel 3.5.3), gegebenenfalls mit unterschiedlichen Seitenkettenlédngen.

3.5.1 Seitenketten mit Aminfunktion

Zur Darstellung von Adamantanverbindungen mit drei Aminfunktionen wurden
unterschiedliche Syntheserouten beschritten, um sowohl rigide als auch flexible Derivate des
Adamantans darzustellen.

Fur die ersten beiden Wege diente Tribromadamantan 9 als Ausgangsverbindung. Um zu dem
Triamin 29 zu gelangen, wurde das Tribromadamantan 9 einer Ritter-Reaktion unterzogen
(Abbildung 29). Hierbei wurde das Edukt 9 in Acetonitril und konz. Schwefelsdure erhitzt,
um zu dem dreifach acetylierten Triamin 28 zu gelangen, leider ohne Erfolg.

%\ Acetonitril, H,SO,, @ - @
Br Z , Br A24h Acir:HN ngAc  Hydrolyse Hzr:I z Zr;H2

Abbildung 29: Ritter-Reaktion

Mit Hilfe einer photochemischen, radikalischen Substitution wurde desweiteren versucht, das
Aminoadamantanderivat 31 zu erhalten. Daflr wurde das Tribromadamantan 9 mit NaCN und
DMSO fur 6 Stunden in einem Rayonet-Photoreaktor mittels UV Licht bei einer Wellenlange
von 254 nm belichtet, um die Kohlenstoff-Brom-Bindungen (267 kJ/mol) zu spalten. DMSO
wurde aufgrund seiner guten Losungsmitteleigenschaften fir Salze und seiner

photochemischen Inertheit eingesetzt (Abbildung 30).

NaCN, DMSO, H,oN NH,
Br Br hv, 6 h NC CN Reduktion
Br 9 7; NC 30 31

NH,

Abbildung 30: Photochemische Reaktion
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Leider konnte auch hier kein Produkt erhalten werden. Es ist nicht ganz auszuschlieRen, dass

es an der Quecksilberdampflampe lag, obwohl das Emissionsspektrum zu Beginn tberpriift

NaCN, DMF
o 0T HoN NH,
Br%& reny, NC%LCN Redukion %
————————— >
31

Br 9 NC 30
NH,

wurde.

Abbildung 31: Umsetzung von Tribromadamantan 9 mit NaCN

Auch die Umsetzung von Tribromadamantan 9 mit NaCN in DMF bei 100 °C und 20 Stunden

flhrte nicht zum gewiinschten Produkt 30.

Ziel weiterer Experimente war die Umsetzung einer Curtius-Reaktion.*® Die
Carbonséaurefunktion wird dabei mittels Diphenylphosphorylazid (DPPA) in das S&ureazid
umgewandelt, welches unter Abspaltung von Stickstoff und einer Sextett-Umlagerung des
intermediar gebildeten Nitrens zum Isocyanat zerféllt. Lasst man dieses im letzten Schritt mit
Wasser reagieren, erhédlt man das freie Amin, reagiert es hingegen mit einem Alkohol, erhalt

man das entsprechende Carbamat.™*

Im Fall der Adamantanderivate wurde von einer Cbz-geschutzten Aminotricarbonsaure 32
ausgegangen. Diese wurde 8 Stunden mit Diphenylphosphorylazid (DPPA) behandelt und
anschlieBend  mit tert-BuOH in der Hitze weiter umgesetzt, um nach
sédulenchromatographischer Reinigung das dreifach Boc-geschiitzte und einfach Cbz-
geschiitzte Tetraaminoadamantan 33 zu erhalten (Abbildung 32). Das Boc-geschiitzte Amin
33 konnte im letzen Schritt quantitativ mittels Trifluoressigsdure in CH,Cl, entschitzt
werden, was zum freien Amin 34 flhrte.

Es wurde ebenfalls versucht das Isocyanat nicht in Alkohol sondern in Wasser zur Reaktion
zu bringen. Hierbei konnte jedoch das freie Amin auf Grund seiner Polaritat nicht von
Verunreinigungen, welche zum Beispiel auf Grund der saulenchromatographischer Reinigung
auftraten, abgetrennt werden. Diese Variante wurde daher nicht weiter verfolgt.
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NH,CI Cbz-Cl, NHCbz
NaHCO,,
Dioxan/H,0,
HO,C COMH  1uph occrr  HOC CO,H
84%
12 ’ 32
HO,C HO,C DPPA, E;N,
CH,Cl,, 8 h, RT,

58% | tert-BuOH, 24 h, A

NHCbz NHCbz
TFA, CH,Cl,,
H,N NH, 12h, RT BocHN NHBoc

B
quant.

34 33
HoN BocHN

Abbildung 32: Curtius-Reaktion am Adamantanderivat 32

Des Weiteren konnte Tricyanoethyladamantan 10 nach einem etablierten Protokoll mittels
Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H) zu Tris(aminopropyl)adamantan 35 reduziert werden
(Abbildung 33).1%°

DIBALH, THF, M2N NH,

80°C, 24 h
_— >

83%

NC CN

NC
NH,

Abbildung 33: Reduktion mittels DIBAL-H zum Trisaminopropyladamantan 35

Um ein Aminderivat mit drei funktionalisierten Seitenketten und einem funktionalisierten
Briickenkopfatom am Adamantangrundgerst zu erhalten, wurde eine andere Syntheseroute
gewahlt. Dazu wurde die Boc-geschiitzte Aminotricarbonsdaure 36 zundchst mittels Boran-
Tetrahydrofuran-Komplex in ein Triol 37 0berfihrt. Die freien OH-Funktionen wurden
anschlieBend in zwei Varianten, einmal durch Methansulfonsdurechlorid (MsCI) und einmal
durch Toluolsulfonsdurechlorid (TosCl), in gute Abgangsgruppen fir Sy-Reaktionen
transformiert. Die Substitution dieser Sulfonatgruppen mit Natriumazid und die anschlieRende
Hydrierung dieser, sollte zum gewinschten Produkt 39 filhren (Abbildung 34). Leider war es
nicht moglich, das gewunschte Produkt zu erhalten, da das Erwéarmen des Edukts in DMF mit
Natriumazid bei 60 °C zum Abspalten der Boc-Schutzgruppe flihrte. Obwohl die vorherige
Stufe sauer, basisch und neutral gereinigt wurde, missen vermutlich beim Abspalten des
Mesylats bzw. Tosylats Spuren von S&ure vorhanden gewesen sein, die das Abspalten der

labilen Schutzgruppe beglinstigten.
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NH;Cl
HO,C CO,H

Boc,0, NaOH,

Dioxan/H,0, 12

14 h, 0°C-RT

HO,C
50%
NHBoc 1.BH; THF, THF, NHBoc

NH,

0°C-RT, 24 h,
2.MsCl bzw. TosCl, HyN
HO,C COH  (°C-RT,20h
_—
3.NaN;,, DMF,
36 A, 24h

HO.C .. /7,
NH,

Reduktion

4

Abbildung 34: Variante A

Aufgrund dieser Erkenntnis wurde die Cbhz-Schutzgruppe fir die Aminfunktion gewahlt
(Abbildung 35).

NHCbz NHCbz

HO OH
BH,-THF, THF,
HO,C CO,H 0%C.RT. 24 h
12 40
HO,C

MsCl, EiN, CH,Cl, OH
0°C-RT, 20 h
NHCbz NHCbz
N3 N3 NaN3, DMF, MsO OMs
60°C, 24 h
9 30% tiber 3 Stufen 41
N3 OMs

Abbildung 35: Variante B

Erneut wurde zuerst das Triol 40 generiert, das aufgrund seiner Polaritdt nicht aus der
wassrigen Phase abzutrennen war, sodass es zusammen mit borhaltigen Nebenprodukten fir
die nachste Stufe zusammen eingesetzt wurde. Auch die Uberfiihrung des Alkohols 40 in die
Mesylatverbindung 41 verlief reibungslos, sodass das gewilnschte Azidderivat 42 mit
stabilerer Cbz-Schutzgruppe nach sdulenchromatographischer Reinigung erhalten werden

konnte. Aufgrund der Stickstoff Regel gab es zu keiner Zeit Explosionsgefahr.™®

Bei der eigentlichen Darstellung des Triamins 46 wurde das zuvor dargestellte Mono-Boc-
geschitzte Butandiamin 44 mittels EDC-HCI und HOBLt an das Tricarboxyethyladamantan 11
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3. Resultate und Diskussion

gekuppelt (Abbildung 36). Der erste Syntheseschritt verlief sehr gut und die Reinigung sollte
sich ebenfalls als einfach herausstellen. Das Kupplungsreagenz EDC-HCI konnte leicht sauer,
wassrig herausgewaschen werden. Das Kupplungsreagenz HOBt und Verunreinigungen

konnten sdulenchromatographisch abgetrennt werden, sodass das Boc-geschiitzte Amin 45
mit einer Ausbeute von 46% erhalten wurde.

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mittels TFA in CH,Cl, verlief quantitativ zum
gewiinschten Produkt 46.

43
HZNNNHZ
Boc,O, THF,
0°C-RT, 18 h | 20%
44
HoNo~~NHBoc  BocHN H H NHBoc
EDC-HCL. HOBT M/N N\/\/\
HO,C CO,H C-HCI, HOBT,
2 Et;N, DMF, d %
24 h, 0°C-RT,
1 46%
HO,C o
NH
45
TFA, CH,Cl,,
24h, RT, quant.
BocHN
H,N H H NH
NN N~ N
o) o)
o 46
NH
H,N

Abbildung 36: Darstellung des Triamins mit “Spacer” 46
Trotz kleiner Probleme zu Beginn konnte anschlieBend erfolgreich ein Pool an sehr

interessanten Derivaten des Triaminoadamants mit sehr guten Ausbeuten synthetisiert
werden.
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3.5.2 Seitenketten mit Alkoholfunktion

Als weitere funktionelle Einheit wurde 1,3,5-Adamantantriol 47 dargestellt. Dazu wurde in
Anlehnung an eine Synthese von STETTER und Mitarbeitern Tribromadamantan 9 einer
nukleophilen Substitution mit AgSO,4 in H,SO4 und H,O unterworfen, wodurch 47 in guter
Ausbeute erhalten wurde (Abbildung 37).1%?

AgS0,, H,S0,, H,0,
80°C,5h
Br Br ——————— HO OH
75%

Br HO
9 47

Abbildung 37: Darstellung des Hydroxyadamantans 47

3.5.3 Seitenketten mit Aktivesterfunktion

Eine weitere hervorragende Methode, um spatere Ankergruppen einzufiihren, geht von NHS-

Aktivestern der Tricarbonséaure 11 aus.

OH
ON

HO,C CcOo,H EDC-HCL, DMF,
_ RT,23h
9 8%
HO,C

Abbildung 38: Darstellung des Aktivesters 48

Hierbei wurde die Tricarbonsaure 11, mit Hilfe von N-Hydroxysuccinimid und EDC-HCI in
DMF, in den NHS-Ester 48 Uberflhrt. Aktivester 48 wurde dabei in 68% Ausbeute erhalten
(Abbildung 38).

3.6  Monovalente Adamantangeruiste

Fur spatere Vergleiche zwischen trivalenten und monovalenten Adamantangeristen sollte ein
Adamantangerust synthetisiert werden, bei dem die Einfiihrung eines Effektormolekils und
einer Ankergruppe zur Oberflachenbindung maoglich ist. Dafur wurde flr die Darstellung des
Adamantankerns eine bewahrte Methode verwendet.
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3. Resultate und Diskussion

Die kommerziell erhaltliche Adamantanmonocarbonséaure 49 wurde nach einem Protokoll von
KHIL cHEVSKI mittels Ritter-Reaktion durch Acetonitril und H,O in siedendem Brom, sowie
anschlieBender Hydrolyse mittels H,O und HCI, in das Hydrochlorid der monovalenten

Aminoadamantancarbonsdure 50 tberfiihrt (Abbildung 39).

1.Br,, H,0, CH;CN, NH;CI
75°C, 18 h

2.HCI/H,0,
CO,H 110°C, 20 h CO,H

quant.

49 50

Abbildung 39: Darstellung der monovalenten Aminoadamantancarbonséaure 50

Die Einfiihrung der Alkinfunktion erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie in Abbildung 28,
indem die Pentinsdure in den NHS-Ester 24 berfiihrt und anschlieBend an die Aminfunktion

des Adamantangrundgerdists 50 gekuppelt wurde (Abbildung 40).

(@) 9 i
NH,CI ///\)LON>; HN)K/\\\
[©)

Et;N, DMSO,
COH RT, 20 h CO,H
50 51

Abbildung 40: Einfihrung der Alkineinheit

Auch hier handelt es sich um ein Zwischenprodukt, welches nur als Intermediat und nach

Séure-Base Wésche sofort weiter umgesetzt wurde (Abbildung 48).

3.7 Catecholderivate als Oberflachenbinder

Damit die synthetisierten monovalenten und trivalenten Derivate als Oberflachenbinder
fungieren konnen, war es notwendig sie, gemé&R ihrer Bestimmung und Oberflachenart mit
passenden Ankergruppen auszustatten. In den Kapiteln 2.2-2.3 wurde bereits ausfuhrlich auf
natlrliche Oberflachenbinder eingegangen. Hieraus geht hervor, dass sich Catecholderivate
hervorragend an Metalloberflachen, wie zum Beispiel Titan, haften kdnnen. Als geeignete
Ankergruppe wurde daher Dopamin ausgewdhlt, welches als Schlisselverbindung fiir die
geplante Beschichtungsmethode fungiert. Dopamin, ein Neurotransmitter, entsteht bei der
Verstoffwechselung von L-Tyrosin zu L-DOPA (L-Dihydroxyphenylalanin) und weiter zu
Dopamin (Abbildung 41).
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o o
HO HO
OH m
NH NH NH
HO 2 HO 2 HO ?

L-Tyrosin L-DOPA Dopamin

Abbildung 41: Dopaminderivate als mégliche Ankergruppen

3.7.1 Trivalente Catecholderivate auf Adamantanbasis

Fur Verknlpfungen der Ankergruppe (Dopamin Hydrochlorid 52) mit den Seitenketten des
Adamantangrundgeriists war es notwendig eine passende Kupplungsstrategie zu finden. Dies
erfolgte durch ein Protokoll mit den Kupplungsreagenzien HOBt (1-Hydroxybenzotriazol)
und EDC-HCI, mit Et3N als Base (Abbildung 42).

Mit Hilfe dieser erfolgreichen Kupplungsstrategie konnte eine Vielzahl an trivalenten
Catecholderivaten (53-56) mit und ohne funktionalisiertes Kopffragment dargestellt werden.
Die Synthese des Triscatechols 53 erfolgte durch die Kupplung von Dopamin Hydrochlorid
52 an die Adamantantricarbonsdaure 11, welche in guten Ausbeuten auch im Grammmalstab
durchzufthren ist.

Das zweite trivalente Catecholderivat 54 lasst sich Uber zwei Stufen darstellen, indem im
ersten Schritt Uber einen NHS-Ester die Alkinfunktion an das Kopffragment des
Adamantangrundgeriists 12 und im zweiten Schritt Dopamin an die Seitenketten gekuppelt
wird (Abbildung 28, Abbildung 42).

In einer weiteren Synthese konnten gleich zwei unterschiedliche Catecholderivate dargestellt
werden. Im ersten Schritt wurde Dopamin an die Tricarbonsaure des Adamantangrundgerusts
32 mit Cbz-funktionalisiertem Kopffragment gekuppelt. Im ndchsten Schritt gelang durch
eine Entschiitzung der Cbz-Funktion mit Pd/C und H; die Synthese des trivalenten

Catecholderivats mit freier Aminfunktion als Kopffragment 56 (Abbildung 42).
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Kupplungsmethode:
Dopamin-HCI,
EDC-HCI, HOBT, R R
HO,C CO,H  EtN, DMF,
0°C-RT, 3 Tage o 0
11 80% 53
HO,C o}
R
o
Do 9 J\/\
NH HN N
2 /\)(O N AN
(0] R R
HO,C CO,H Et;N, DMSO,
RT, 20 h, (0} lo)
12 2) Kupplungsmethode 54
HO,C 53% iiber 2 Stufen 0 .
NHCbz NHCbz

R R
HO,C COzH
Kupplungsmethode o O
32 84% 55
HO,C O
R

420, | PA/C. Hy, MeOH,
RT,72h

R =
/\/@OH NH2
HJ:\N OH R R
H
0 0
o 56
R

Abbildung 42: Einfihrung der Ankergruppe Dopamin 4

Durch eine allgemeine Aufarbeitungsvorschrift konnte das Kupplungsreagenz EDC-HCI und
die Base Et3N wassrig, leicht-sauer abgetrennt werden. Das Kupplungsreagenz HOBt wurde
mittels Diethylether vom Produkt separiert. Somit konnten die trivalenten Catecholderivate
mit einer hohen Reinheit und guten Ausbeuten dargestellt werden. Eine

sadulenchromatographische Reinigung ist auf Grund der hohen Polaritat nicht moglich.
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3. Resultate und Diskussion

Des Weiteren war eine Kupplung des Dopamin Hydrochlorids 52 an die

Adamantantricarbonsaure 18 nach der Kupplungsmethode maoglich (Abbildung 43).

NH;ClI NHBoc NHBoc
Dopamin-HCI,
EDC-HCI, HOB,
Boc,0, Na,COs, Et;N, DMF, o
HO,C CO,H 0°C-RT, 14h HO,C CO,H 0°C-RT, 3 Tage
HO,C 51% 51% R R
AT ° HOL 57 ’ 58
0~ R
R= /\/©:OH
rlJJ\N OH
H

Abbildung 43: Einfihrung der Ankergruppe Dopamin 4

Die im Vergleich etwas geringere Ausbeute l&sst sich auf die sterisch gehinderten
Séaurefunktionen zurickfihren, die einen moglichen Angriff der Kupplungsreagenzien und

der Aminfunktion des Dopamins erschweren.

Ein weiteres, sehr interessantes Catecholderivat fiir die Oberflachenbeschichtung entstand bei
der Reaktion zwischen dem Adamantantriamin 35 mit 3,4-Dihydroxybenzaldehyd zum Imin

59 (Abbildung 44).

OH
HO

HoN NH;  Dihydroxybenzaldehyd, =N NV@OH

Et;N, abs. EtOH,

RT, 16 h
35 59

quant.

NH,

Nz

OH

OH

Abbildung 44: Darstellung eines Catecholderivats 59 (iber eine Iminbildung

Die beiden Edukte wurden in wasserfreiem Ethanol mit EtsN zusammengegeben. Nach kurzer
Zeit fiel das gewtinschte Catecholderivat 59 aus, welches durch Zentrifugieren und Waschen

mit Diethylether und wenig kaltem Ethanol quantitativ erhalten werden konnte.
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3.7.2 Dopaminderivate

Wird Dopamin 4 unter alkalischen Bedingungen Sauerstoff ausgesetzt, wird seine
Catecholeinheit zu einem Chinon oxidiert und ausgehend von diesem beginnt es zu
polymerisieren (Abbildung 45).® Polymerem Dopamin ist es méglich diinne Schichten auf
Oberflachen, wie Metall, Glas und Keramik auszubilden. Die Bindung zur Oberflache erfolgt

sowohl kovalente als auch durch starke intermolekulare Interaktionen, wie

Wasserstoffbriickenbindungen, Chelatkomplexe und r-n-Wechselwirkungen.**"*18:19

NH,

NH,
NH
Oxidation
(QH" + 2¢)
HO — 0 — > HO
e} OH

OH

Dopamin Chinon Leukodopaminchrom

Oxidation

— (2H" +2¢)
NH N
Polymerisation Umlagerung
- HO
OH OH
5,6-Dihydroxyindol Dopaminchrom

Polydopamin

Abbildung 45: Bildung von Polydopamin

Um groBtenteils diese Polymerisation zu umgehen, war es notwendig, die Aminfunktion des
Dopamins 4 zum einen zu schiutzen, zum anderen mit Funktionalitdten zu versehen, um

Effektormolekiile einfach und schnell einfiihren zu kénnen.

Wie auch bei den trivalenten Catecholderivaten ist die Alkinfunktion eine hervorragende
Funktionalitat fur weitere Reaktionen, wie die 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition
(Abbildung 28, Abbildung 40). In Analogie zu Kapitel 3.4 wurde hier ebenfalls der NHS-
Aktivester der Pentinsédure mit Dopamin gekuppelt (Abbildung 46).

Aufgrund der Polaritat des Dopaminderivats 60 ist eine sdaulenchromatographische Reinigung
mit CHCI3:MeOH (5-10%:95-90%) als Laufmittel ohne Probleme maoglich und sehr einfach

durchzufihren.
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o)
o)
NH,Cl o HN)K/\\\
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Et;N, DMSO,

RT, 20 h
OH $3% OH
OH 32 OH 60

Abbildung 46: Acylierung von Dopamin Hydrochlorid 52 mit NHS-Pentinséureester

Des Weiteren ist die Einflhrung einer Schutzgruppe an der Aminfunktion des Dopamin
Hydrochlorids 52 Uber Cbz-Cl und EtsN in MeOH mit sehr guten Ausbeuten realisierbar
(Abbildung 47). Sehr gut gelingt hierbei eine Reinigung des Produktes 61 uber das
Umkristallisieren aus EtOH, CH,Cl, und Petrolether.

NH;ClI NHCbz
Cbz-Cl,
EtN,
MeOH,
0°C-RT, 24 h
OH 81% OH
OH 5 OH 61

Abbildung 47: Cbz-Schiutzung der Aminfunktion am Dopamin Hydrochlorid 52

Fur die systematischen Bindungsstudien an Oberflachen wurden weitere monovalente (60-61)
und trivalente Catecholderivaten (53-56) auf Dopamin- und Adamantanbasis dargestellt.
Ebenfalls ist es von Bedeutung einen groReren Pool an interessanten Derivaten herzustellen,

um das Forschungsgebiet der Catecholchemie zu erganzen und zu erweitern.

Fur die systematischen Bindungsstudien an Oberflichen wurde ein monovalentes
Catecholderivat auf Adamantanbasis 62 hergestellt. Erneut geschah die Kupplung der
monovalenten Adamantancarbonsdure mit Alkinfunktion am Brickenkopfatom des
Adamantangrundgerists 50 Uber die etablierte Methode mit EDC-HCI und HOBT in DMF
(Abbildung 40, Abbildung 42).

48



3. Resultate und Diskussion

(0]
HN J\/\
NHz 1) Dopamin*HClI, %

EDC*HCI,
HOBT, DMF, )
COzH 0°C-RT, 24 h

NH
"0 Nt;
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Et;N, DMSO,
RT, 20 h OH
iiber 2 Stufen, 30% OH

Abbildung 48: Acylierung der Aminoadamantancarbonsdure 50 mit NHS-Pentinséureester und anschlielende
Kupplung an Dopamin Hydrochlorid 52
Durch eine saulenchromatographische Reinigung konnte das Produkt 62 in méRiger Ausbeute

erhalten werden.

3.8 Catecholderivate mit Effektormolekilen

Nach der erfolgreichen Synthese adamantan-basierter Catechole sollten diese nun mit
Effektormolekilen zur gezielten Funktionalisierung von Oberflachen verkniipft werden. Als
Effektoren sollten hierbei Poly(ethylenglycol) 8 fir Antifouling-Anwendungen und Farbstoffe

eingesetzt werden.

3.8.1 Poly(ethylenglycol) (PEG)

Eine Ubliche Methode, um das Anhaften von Biomolekillen oder Mikroorganismen auf
Oberflachen zu verhindern, ist das Immobilisieren von Polymeren auf diesen.’® Einige
Klassen von Polymeren wurden fur diesen Zweck untersucht, wie zum Beispiel Polyacrylate,
Oligosaccharide, Polymere auf Phospholipidbasis und Poly(ethylenglycol) (PEG).*** Obwohl
die Griinde, warum diese Beschichtungen so gut gegen das Biofouling wirken, chemisch und
physikalisch nicht vollstandig geklart sind, wurde von MEeRRILL und WHITESIDES et al
folgendes postuliert: Damit eine Oberflache Antifouling-Eigenschaften besitzt, sollte diese
elektrisch neutral und hydrophil sein und dariiber hinaus Wasserstoffbriicken-Akzeptoren,
jedoch keine Wasserstoffbriicken-Donoren aufweisen. Obwohl viele Polymere diese
Anforderungen erfullen, zeigt Poly(ethylenglycol) (PEG) besonders gute Antifouling-

Eingenschaften.’**#
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Des Weiteren erwiesen die Arbeiten von MESSERSMITH et al., dass ein Poly(ethylenglycol)
(PEG) mit einem Molekulargewicht von etwa 5000 g/mol die besten Resultate gegen

Biofouling liefert."%+241%

3.8.2  Funktionalisierung von Poly(ethylenglycol) (PEG)

Bei diesen Studien ist man von PEG-OH mit Mw = 5000 g/mol 63 ausgegangen, doch
mussten dieses, vor der eigentlich Verknlpfung mit den Catecholderivaten funktionell
verandert werden.

Die erste Synthese, erfolgte in Anlehnung an ein in der Literatur bekanntes Protokoll**® und
beinhaltet im ersten Schritt die Oxidation von PEG-OH mit KMnOy in alkalischem Medium
zu PEG-CO;H 64, welches in sehr guten Ausbeuten erhalten wird (Abbildung 49). Der
nachste Schritt ist die Uberfilhrung der Carbonsaure 64 in den NHS-Aktivester 65 mittels N-
Hydroxysuccinimid und dem Kupplungsreagenz DCC (N,N-Dicyclohexylcarbodiimid).
Aufgrund der hohen Polaritat von Poly(ethylenglycol) ist eine séulenchromatographische
Reinigung, oder waéssrige Aufarbeitung nicht moglich, sodass der als Nebenprodukt
entstandene N,N- Dicyclohexylharnstoff (DCU) abfiltriert und der PEG-NHS-Ester 65 ohne

weitere Reinigung direkt weiter eingesetzt wurde.

OH
o
KMIIO4 KOH H2 DCC CH2C12

\{O/\/}SH RT,12h \& A,}O\)J\OH _RT,I2h + &/}OQJ\ ?
63

O

91%

Abbildung 49: Darstellung des PEG-NHS-Esters 65

Die zweite Synthese, erfolgte in Anlehnung an ein in der Literatur bekanntes Protokoll*?” und
beinhaltet die Umwandlung des PEG-OH 63 in PEG-OMs 66 mittels Methansulfonylchlorid
und Et3N. Das gewiinschte Sulfonat wird dabei in sehr guten Ausbeuten erhalten und kann im
folgenden Schritt durch Substitution mit NaN3 in das PEG-N3 67 uberflihrt werden, welches

mit 76% Ausbeute erhalten wurde.

Ms-Cl, Et;N, CH,Cl, o NaN; CH,Cl, .
OH 60°C, 12 h
\{o/\/} RT, 12h +O/\/} “soch, G 12h +o/\/} s
" 90% n 76% n
63 67

Abbildung 50: Darstellung des PEG-Azids 67
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3.8.3 Verknupfung der Catecholderivate mit Poly(ethylenglycol) (PEG)

Nachdem Effektormolekiile auf Poly(ethylenglycol)-Basis erfolgreich dargestellt werden
konnten, war der n&chste Schritt diese mit den synthetisierten monovalenten und trivalenten
Catecholderivaten zu verknipfen.

Die erste Verknipfung erfolgt Gber eine NHS-Ester Kupplung des reinen Dopamin
Hydrochlorids 52 mit dem PEG-NHS-Ester 65 (Abbildung 51). Die Umsetzung verlief
vollstéandig, leider konnte das Produkt 68 nicht rein erhalten werden.

0
0
NH,CI 65 HNJ\/ "ot
o}
0 ?
*0«40%0 N (
EtOH, CHCl,
OH RT, 12h OH
OH OH
52 68

Abbildung 51: PEG-Dopamin 68 via NHS-Ester Kupplung

Eine zweite Moglichkeit zur Verknupfung des Effektormolekils Poly(ethylenglycol) PEG
und dem Dopaminderivat bzw. Triscatechol war die 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition,
auch Klick-Reaktion genannt. Zuvor sollte die Reaktion an einem Testmolekul erprobt und
optimiert werden. Die Versuche mit Alkinderivat 69 und Benzylazid in Gegenwart von
Kupfer(l) fuhrten zu keiner erfolgreichen Kupplung. Erst der Umsatz mit CuSO, und Na-
Ascorbat verlief zum gewiinschten Produkt.**> Sowohl die Reaktion in DMF bei 100 °C fiir
30 Minuten in der Mikrowelle (a), als auch die Reaktion in wassrigem tert-BuOH bei

Raumtemperatur flir 24 Stunden (b) erzielten einen quantitativen Umsatz (Abbildung 52).

o} N3
HN J\ , CuSOy, HN )k(\
% Ej Na-Ascorbat, N

N=N /@
a) DMF, MW 100°C,

30 min

69 quant., 70

b) tert-BuOH, H,0,
RT, 24 h,
quant.

Abbildung 52: Optimierung der Klick-Reaktion

Die optimierte Klick-Reaktion wurde ebenfalls fiir das Dopaminderivat 60 und Triscatechol
54 angewendet (Abbildung 53, Abbildung 54).
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Im Fall des Dopaminderivats konnte das alkinylierte Dopaminderivat 60 mit dem PEG-Azid
67 in tert-BuOH und H,O mit CuSO, und Na-Ascorbat quantitativ umgesetzt werden
(Abbildung 53). Um das PEG-Derivat 71 flur Oberflachenuntersuchungen, vor allem fir Zell-
Assays, einsetzten zu kdnnen, wobei Kupfer-Salze toxisch wirken, konnten die Cu-Salze im
ersten Schritt Uber eine kurze Sdulenchromatographie und im zweiten Schritt Gber eine

EDTA-Wasche vollstandig abgetrennt werden.

le) O
67 {/\/Q}\
HN )K/\\ 1[0&/} N3 HN WN
AN n N :,N’ n
CuSOy,,
Na-Ascorbat,
tert-BuOH, H,0,
RT,24h
OH —t' OH
OH quant. OH
60 71

Abbildung 53: Klick-Reaktion am Alkin-Dopamin 60

Die gleiche optimierte Reaktion wurde auf das Triscatechol 54 angewendet. Das PEG-Derivat

72 konnte mittels Klick-Reaktion quantitativ erhalten werden (Abbildung 54).

O (0]
HN)K/\ 67 HN WN {/V Oi\
o e,
R o n N=N
R CuSOy, R
o Na-Ascorbat,
o tert-BuOH, H,0, (@)
RT,24h
(0] t. (0]
- 54 quan - 7
N N@[OH
rrlJ\N OH

Abbildung 54: Klick-Reaktion des Triscatechols 54

3.8.4 Verknupfung der Catecholderivate mit dem Farbstoff Eosin Y

Um eine erfolgreiche Beschichtung der Catecholderivate auf TiO,-Nanopartikeln zu
uberprifen, wurde ein visueller Beweis angestrebt. Als geeigneter Farbstoff zeigte sich
EosinY 7 (Dinatrium). Dieser Farbstoff gehort zur Familie der Xanthene und ist vom
Fluorescein abgeleitet. Dieser wird zum Rotférben von Textilien und Papier, aber auch in der

Medizin beispielsweise bei der Untersuchung von Zellen und Blut verwendet (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Eosin Y 7 (Dinatrium)

Nach der etablierten Kupplungsmethode mit den Reagenzien EDC-HCI und HOBt, konnte
Eosin Y erfolgreich an das Chz-entschiitzte Triscatechol 56 gekuppelt werden (Abbildung
56). Nach wassriger Reinigung wurde das Produkt 73 fur alle weiteren Versuche sofort auf
TiO,-Nanopartikeln immobilisiert, da es sonst durch Sauerstoff und Sonnenlicht oxidativ

zerstort wird.

NH, Br un""o
Eosin Y Dinatrium,
R R EuN, EDC-HCL, R R
HOBt, DMF,
o o) 0°C-RT, 5 h o ¢

56 quant. 73

Abbildung 56: Einfiihrung von Eosin Y
Das gleiche Verfahren wurde bei der Kupplung von Eosin Y 7 mit Dopamin Hydrochlorid 52

angewendet. Auch hier konnte problemlos das gekuppelte Produkt 74 erhalten und fir alle

weiteren Versuche sofort auf TiO,-Nanopartikel immobilisiert werden (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Einflihrung von Eosin Y

Somit wurden erfolgreich monovalente (71, 74) und trivalente Catecholderivate (72, 73) mit
unterschiedlichsten Effektormolekilen synthetisiert, die in Kapitel 3.14.4, 3.18 ihre

erfolgreiche Anwendung auf TiO,-Nanopartikeln finden.

3.9 Catecholderivate als Metallchelatoren

Das nachste Thema, welches in dieser Arbeit behandelt wurde, ist die Darstellung von
Catecholderivaten als Metallchelatoren.

In Kapitel 2.3, 2.4 wurde bereits ausfuhrlich auf natirliche Chelatoren eingegangen und es
wurde gezeigt, dass Catecholderivate hervorragend Metallkationen, wie zum Beispiel Eisen,

komplexieren kdnnen.

3.9.1 Trivalente Catecholderivate auf Adamantanbasis

Fur die Darstellung des Catecholderivats 78 wurde die Kupplungsreaktion an einem
Testmolekll optimiert. Dafiir wurde Adamtan-1-ol 75 mit 1,2-Dihydroxybenzol 6 und
Methansulfonsdure fiir 3 Stunden auf 85 °C erhitzt und anschlieBend bei Raumtemperatur 12
Stunden weiter reagieren gelassen. Der Umsatz nach einem abgeénderten Protokoll von Lu et
al. ist dabei vollstandig und die Produkt 76 und 77 konnten sdulenchromatographisch

gereinigt werden (Abbildung 58).1%
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OH
OH OH
OH OH
1,2-Dihydroxybenzol,
Methansulfonséure, +
85°C,3 h,RT, 12h
75 76 77

Abbildung 58: Reaktion zu den Catecholderivaten 76 und 77 nach einer Fridel-Crafts Reaktion

Die Reaktion lauft nach einem Friedel-Crafts-artigen Mechanismus ab, indem mit einer
starken Sdure, zum Beispiel Methansulfonsdure oder Trifluoressigsdure (TFA), die
Alkoholfunktion des Adamantans 75 protoniert und als Wasser abgespalten wird. Das
entstandene Carbeniumkation greift in einem zweiten Schritt Dihydroxybenzol 6 entweder in
der ortho- oder meta-Position an (Abbildung 59), woraus sich die beiden mdglichen

Konstitutionsisomere 76 und 77 ergeben.

OH
OH OH
(s .
5 H OH OH
5 OH
- 5 +
76 77

75 6

Abbildung 59: Angriffspunkte der Friedel-Crafts Reaktion

Um zu dem eigentlichen tripodalen Catecholderivat 78 zu gelangen, wurden 2 Varianten
erprobt (Abbildung 60). Variante A folgt dem oben beschriebenen Protokoll (Abbildung 58,
1,2-Dihydroxybenzol in Methansulfonsaure). In Variante B wurde Methansulfonséure gegen
Trifluoressigséure (TFA) ersetzt. Es wurde fur 24 Stunden auf 85 °C erhitzt. In beiden Féllen
konnte das trisubstituierte Produkt erhalten werden. Leider gestaltete sich eine
sédulenchromatographische Reinigung schwierig. Auf Grund seiner Polaritdt war eine
routinemaBige Reinigung des Produkts an SiO, kaum mdglich, daher wurde eine praperative
Dinnschichtchromatographie durchgefihrt. Das Produkt konnte zwar grofitenteils von der
Hauptverunreinigung (1,2-Dihydroxybenzol) abgetrennt werden, trotzdem war es nicht

vollstéandig rein.
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A) 1,2-Dihydroxybenzol,

OH HO
Methansulfonsiure, HO OH
HO OH 85°C,3h,RTI12h O O +
OH
78

HO B) 1,2-Dihydroxybenzol,
TFA

47 85°C, 24 h
OH

Abbildung 60: Verkirzte trivalente Adamantancatechole 77, 78

Bei diesem speziellen Catecholderivat handelt es sich um ein besonders interessantes Derivat
zur Oberflachenmodifizierung. Wahrend die Triscatechole 53-56, 59, 72, 73 (ber vielstufige
Synthesen dargestellt werden, erfolgt die Einflihrung der Catecholgruppe zu 79 in einem
Schritt. Des Weiteren handelt es sich bei dem Triscatechol 79, um eine chemisch duRerst
stabile Verbindung, im Vergleich zu den oben gezeigten Catecholderivaten mit mehrfach

vorhandenen Amidbindungen, die ggf. enzymatisch labil sein kénnen.

Ein weiteres sehr interessantes Catecholderivat 80, das als Komplexbildner fungieren kann,
entstand bei der Reaktion zwischen Adamantantriamin 35 und 2,3-Dihydroxybenzaldehyd.

HO
HoN NH2  Dihydroxybenzaldehyd, =N Nx
Et;N, abs. EtOH
35 quant. 80

NH,

N
7 OH
OH

Abbildung 61: Darstellung eines Catecholderivats 80 (iber eine Iminbildung

Die beiden Edukte werden mit der Base EtsN in wasserfreiem Ethanol zusammengegeben.
Nach kurzer Zeit fallt das gewunschte Catecholderivat 80 aus, welches nach Zentrifugieren

und Waschen mit Diethylether und wenig kaltem Ethanol quantitativ erhalten werden kann.

Die Darstellung der nachsten beiden Catecholderivate gestaltete sich zu Beginn duf3erst

schwierig. Keine der angestrebten Kupplungsreaktionen konnte dabei zum gewiinschten

Produkt fihren (Abbildung 62). Entweder war die Umsetzung nicht vollstdndig oder es

konnte gar kein Produkt erhalten werden.

Die bisher beschriebene Kupplungsstrategie mit HOBt und EDC-HCI (Abbildung 42,

Abbildung 43) fuhrte in allen drei Fallen zu keinem Umsatz, eine neue Kupplungsstrategie
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mit DCC und DMAP (4-(Dimethylamino)-pyridin) fiihrte zu geringen Ausbeute, sodass

dieses Verfahren nicht weiter verfolgt wurde.

CO,H

OH
HoN H @
/\/\/ N H\/\/\ NH, OH
EDC-HCI, HOB,
Et;N, DMF,

(0]
© 0°C-RT, 24 h

CO,H

A) ©OH

H,N OH
EDC-HCI, HOB,

Et;N, DMF,
HzN NH, 0°C-RT, 24 h

) DCC.DMAP,
35 Et;N, DMF,
0°C-RT, 24 h

NH,
CO,H

@[OH
OH
EDC-HCI, HOBE,

Et;N, DMF,
HoN NH, 0°C-RT, 24 h

NHCBz

43
H,N

Abbildung 62: Nicht verlaufende Kupplungsreaktion

Daher wurde eine dritte Strategie verfolgt, die letztendlich zum Erfolg flihren sollte
(Abbildung 63, Abbildung 64). Die methoxygeschiitze Dihydroxybenzoesaure 81 wurde
mittels SOCI, und katalytischen Mengen an absolutiertem DMF in das Saurechlorid 82

uberfihrt und im nédchsten Schritt mit dem jeweiligen Adamantantriamin 35 bzw. 46

Umgesetzt.
CO,H SOCl,, kat. abs. DMF, CO,CI
abs. CH,Cl,, [o)
>~ (0°C-RT,6h >
—_—
o~ quant. o~
81 82

Abbildung 63: Uberfiihrung in das Saurechlorid 82

Der letzte Schritt dieser Reaktionsfolge beinhaltet die Abspaltung der Methoxygruppen, um

die entschitzten Catecholderivate 84 und 86 fiir weitere Chelatuntersuchungen zu erhalten.
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CO,Cl o

OL , abs. DMF, H
HaN NH _ abs. Ei;N, N H o
2 O™ 0°C-RT,20h K ) \
(@] ~
35%
83
NH
(0] o~
/
(0]

BBr3, abs. CH,Cl,,
-78°C,2h,RT, 12h

35

NH,

OH
OH

H
N Hj(Q\OH
0 o OH
84

NH
o} OH
OH

Abbildung 64: Darstellung eines Catecholderivats 83 mit anschlieBender Entschiitzung

Dieses konnte durch die Umsetzung mit BBr3 bei -78 °C erhalten werden (Abbildung 64). Im
Fall des geschiitzten Catecholderivats 85 konnte leider kein Produkt erhalten werden, da es

zur Spaltung jeder Amid-Bindungen in 86 kam (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Darstellung des Catecholderivats 85

3.10 Bindungs-Assays an Oberflachen

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. BERND SMARSLY, Institut for
Physikalische Chemie an der Justus-Liebig-Universitat GielRen, war die Maoglichkeit gegeben
dinne Titanoxid Schichten auf Si-Wafern darzustellen und sie mit den synthetisierten
trivalenten und monovalenten Catecholderivaten zu beschichten.

Diese beschichteten Oberflachen konnte sowohl dort, als auch in der Arbeitsgruppe von Prof.
JURGEN JANEK, Institut fir Physikalische Chemie und in der Arbeitsgruppe von Prof. BERND
WOSTMANN, Institut fir Zahnheilkunde der Justus-Liebig-Universitat Giellen mittels

Oberflachenanalytik charakterisiert und vermessen werden.
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3.11 Titan-Oberflachen

Titan, seine Legierungen und Titanoxid finden aufgrund ihrer guten Eigenschaften eine breite
Anwendung als Material in vielen medizinischen Bereichen, wie zum Beispiel der
Implantologie.

Um eine besonders homogene Metalloberfliche zu erhalten, wurde das Flissigphasen-
Beschichtungsverfahren angewendet. Dieses Verfahren hatte sich in der Arbeitsgruppe
SMARsSLY bewahrt (Abbildung 67).

Es beruht auf dem Sol-Gel Verfahren, bei welchem eine Lésung von TiCly, in EtOH und H,O
hergestellt wird: TiCl, beginnt unter diesen Bedingungen nach gewisser Zeit zu hydrolysieren
und zu kondensieren und bildet vernetzte Strukturen aus (Abbildung 66, Abbildung 67 (A)).

vollst.
Kond.
bei AT

O_/1
Til STiC

N ,,O\OH ]
-H,0 0 o~ i

TiCl, — TiCl,(OH), Ti(OH),

Abbildung 66: Hydrolyse und Kondensation von TiCl,

Eine Oberflache geschnittener 2x3 cm grofRer Silizium Wafer wurde zundachst in die Losung
eingetaucht (B) und anschlieBend langsam hinausgezogen (C) (Geschwindigkeit 1mm/s,
Luftfeuchtigkeit 20%), wobei eine Schicht aus kondensierendem TiOH haften blieb und das
Losungsmittel (EtOH und H,0) verdampfte (D).

T

Abbildung 67: Sol-Gel Beschichtung

Die so TiO»-beschichteten SiO,-Wafer wurden zum Ausharten und Kalzinieren in einem Ofen
erhitzt (sechs Stunden bei 80 °C, danach sechs Stunden bei 300 °C, dann Aufheizen auf
550 °C bei 10 °C/min), wobei sich eine kristalline TiO,-Schicht (Anatas-Modifikation)

aushildete.
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3.12 Oberflachencharakterisierung der hergestellten TiO,-Schichten

Die TiO,-beschichteten Si-Wafer wurden vor dem Aufbringen von Catecholderivaten auf ihre

Oberflachenbeschaffenheit untersucht.

3.12.1 Profilometrie

Mittels Profilometrie lassen sich Aussagen Uber die Schichtdicke der TiO,-Oberflachen
treffen, indem eine Nadel die Probenoberflache topographisch abtastet und die Ergebnisse in

ein 2-dimensionales Bild umwandelt (Abbildung 68).

KU Yencor  Alpha-Step 1Q [;r

=] Cow e

Si-Wafer  [1] [ e e N

N

T10,-swtface

|

20 %0 40 %0 €0 0 MO0 00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1KV 1700 1600 1600 2000 pm
S D Ry e SR A f R I S A B S R P ALY s o smeor |
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Abbildung 68:Aufnahme einer Profilometer-Untersuchung

Die Aufnahme beginnt auf der oberen Halfte der Oberflache, einer reinen unbeschichteten Si-
Wafer Flache (1), die kein Hohenprofil anzeigt. Die Spitze fahrt nun langsam von oben nach
unten Uber die gesamte Oberflache und detektiert zum ersten Mal an Position (2) eine
deutliche Erhebung. Dies ist darauf zuriick zu fihren, dass sich dort beim Sol-Gel-Verfahren
mehr hydrolysiertes TiCl, abscheidet. Die Nadel fahrt weiter Gber die Oberflache (3) und
detektiert Uber die gesamte Oberflaiche eine Schichtdicke von 100 nm, was mit
Literaturwerten sehr gut dbereinstimmt. Auch optisch kann man den Unterschied
wahrnehmen: Handelt es sich um eine dinne TiO,-Schicht, d.h. unter 100 nm, ist die
Oberflache hellblau gefarbt. Um 100 nm ist sie kraftig blau. Liegt die Schichtdicke tUber 120

nm hat die Oberflache eine dunkel blaue Farbe.
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3.12.2 Rasterelektronenmikroskop (REM)

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) wird die Oberflache der Probe von einem
Elektronenstrahl gerastert und dabei aus den Wechselwirkungen der Elektronen mit der
Oberflache ein Bild erzeugt. Da Aufnahmen an leitfahigen Oberflachen erfolgen missen, es
sich aber bei dem Wafer um einen Isolator handelt, muss vor der eigentlichen Messung die
Oberflache am Rand mit einer dunnen Platinschicht versehen werden. Man versucht dadurch
u.a. auch Aufladungseffekte zu unterbinden. Ist die Energie des Elektronenstrahls zu niedrig,
werden nur sehr wenige Sekundarelektronen abgestrahlt und die Probe l&dt sich lokal negativ

auf, ist der Elektronenstrahl hingegen zu stark, l&dt sie sich lokal positiv auf.

Das Ergebnis dieser Untersuchung lasst sich in Abbildung 69 sehr eindrucksvoll darstellen.
Die REM Aufnahme 2 zeigt wie im oberen Fall (Abbildung 68) den Ubergang zwischen der
unbeschichteten Si-Oberflache und der TiO, beschichteten Oberflache. Die REM-Aufnahme
Nummer 3 zeigt die reine kristalline TiO,-Schicht. Die schwarzen Punkte sind wahrscheinlich
Artefakte, die durch das benetzen mit Platin fir die Leitfahigkeit zustande kommen.

Abbildung 69: REM-Aufnahmen des TiO, beschichteten Si-Wafers

3.13 Dip-Coating Verfahren

Nach der erfolgreichen Darstellung und Charakterisierung der TiO,-Oberflachen war es nun
wichtig die synthetisierten Oberflachenbinder auf Adamantancatecholbasis auf den
Oberflachen zu immobilisieren. Daflir wurde ein abgewandeltes, literaturbekanntes Verfahren
angewendet, in dem die TiO,-Oberflachen zuerst mit dest. MeOH und H,O gereinigt und in
eine Loésung aus Adamantantriscatechol 53-56 geldst in wenig dest. MeOH (1.25 mg/15 mL)
und einem konzentrierten Salzpuffer (0.1 M MOPS/0.6 M NaCl/0.6 M K,SO,4) 17 Stunden

eingetaucht werden.**"

62


http://de.wikipedia.org/wiki/Elektron

3. Resultate und Diskussion

17 Stunden

Nnkubieren/)

Unbeschichtete pH-Wert = 9, Beschichtete
Ti0O, Obertlache Mops-Puffer + TiO, Obertliache
Triscatecholat

Abbildung 70: Dip-Coating Verfahren

Nach der Inkubation wurde die beschichtete TiO,-Oberflache vorsichtig mehrmals mit dest.
MeOH und H,O gewaschen und im Druckluftstrom getrocknet, um mogliche Reste an

Pufferlésung oder ungebundenen Catecholderivat zu entfernen.

3.14 Charakterisierung der Oberflachenbeschichtung monovalenter und

trivalenter Catecholderivate

Die modifizierten Oberflachen wurden verschiedenen Techniken der Oberflachenanalyse

unterzogen, um die Bindung der Triscatechol- und Dopaminderivate zu uberprifen.

3.14.1 Kontaktwinkelmessung

Kontaktwinkelmessungen reagieren duBerst empfindlich auf die Verénderungen der
Oberflachenpolaritét bei bestimmten Materialien.

Die grundlegende Theorie dieser Technik wird durch die Youngsche-Gleichung beschrieben.
Wird ein Flussigkeitstropfen auf einer Oberflache platziert, bildet dieser einen definierten

Beruhrungswinkel abhéngig von der Polaritat der Oberflache (Abbildung 71).

Kontaktwinkel Fliissigkeitstropfen

Oberfliiche

Abbildung 71: Kontaktwinkelmessung

Besitzt sowohl die Oberflache als auch der Flissigkeitstropfen eine hohe Polaritit, zum
Beispiel OH-Gruppen auf dem zu untersuchendem Material, so benetzt dieser die Oberflache
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sehr gut und breitet sich auf dieser aus. Das Ergebnis ist ein kleiner Kontaktwinkel (6 > 45°)
und man spricht von einer hydrophilen Oberfléche.
Handelt es sich bei der Oberflache um eine unpolare, so ist der Kontaktwinkel grof3er und ab
90° spricht man von einer hydrophoben Oberflache.
Bei superhydrophoben Oberflachen (6 >160°) perlt der Tropfen an der Oberfldache vollstindig

ab, was auch als Lotuseffekt bekannt ist.**

In dieser Arbeit wurden die Kontaktwinkelergebnisse mit dem Sessile Drop Fitting (liegenden
Tropfen) ermittelt, d.h. der Flussigkeitstropfen wird auf die Oberflache aufgetragen, wobei
dieser ein konstantes VVolumen besitzt, welches wéhrend der Messung konstant gehalten wird
(statischer Kontaktwinkel). Die Messung besitzt den Vorteil, dass man die Zeitabhéngigkeit

des Winkels verfolgen kann.

Statisch bedeutet jedoch nicht, dass der Kontaktwinkel konstant bleibt. Durch
Wechselwirkungen mit der Oberflache kann sich der Kontaktwinkel mit der Zeit verandern.
Je nach Ursache der zeitlichen Veranderungen kann der Kontaktwinkel dabei kleiner oder
groler werden, was zum Beispiel durch Verdampfen der Flussigkeit, chemischen Reaktionen
zwischen Oberflache und Flissigkeit, oder Wanderung geloster Stoffe an die Grenzflache
(oder auch in die umgekehrte Richtung) geschehen kann.***

Die Grundlage fiir die Bestimmung des Kontaktwinkels ist das Bild des Tropfens auf der
Oberflache, wobei die Kontur des Tropfens und die Kontaktlinie (Basislinie) mit der
Oberflache ermittelt werden. Fir die Berechnung des Winkels wird die Kontur an ein
mathematisches Modell angepasst. Fur diese Arbeit wurde die Young-Laplace Methode
verwendet.

Die Youngsche Gleichung beschreibt das Kréftegleichgewicht eines Tropfens am
Dreiphasenkontaktpunkt (fest (s), flissig (1) und gasférmig (g)):

Gs]g - 'YLS = G|’g . COS ®

o5¢ Oberflachenspannung der Grenzfléche (Oberflache/Luft), v, s Grenzflachenspannung zwischen Fliissigkeit

und Oberfléche, o, 4 Oberflachenspannung der Flussigkeit (Flussigkeit/Luft), cos ® Kontaktwinkel
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Die Gleichung nach Young-Laplace beschreibt die Druckerhéhung in einem
Flussigkeitstropfen oder in einer Gasblase in einer Flussigkeit infolge der durch die

Oberflachenspannung hervorgerufenen Oberflachenkrimmung.

p=2c/r  (p-Druck,r- Kugelradius)

Nach der erfolgreichen Anpassung der Young-Laplace-Gleichung wird der Kontaktwinkel als
Steigung der Konturlinie im Dreiphasenkontaktpunkt (fest (s), flussig (I) und gasférmig (g))
ermittelt.

Somit wurden auf diese Art und Weise die beschichteten TiO,-Oberflachen bezlglich ihres
Kontaktwinkels (Wasser als Losungsmittel) untersucht und auf ihre Polaritat hin
charakterisiert.

Abbildung 72 zeigt die Ergebnisse mit Catecholderivat 53, wobei es sich bei Bild A um die
unbehandelte TiO,-Oberflache mit einem Kontaktwinkel von ® = 24° handelt. Bild B zeigt
die Oberflache nach Behandlung mit reinem MOPS-Puffer mit einem Kontaktwinkel von
Kleiner ® < 5° und Bild C zeigt die mit 53 beschichtete TiO,-Oberfliche mit einem
Kontaktwinkel von ® = 39°.

H H
N N
HO/Q/\/
Ho o o}
HO
o
A \H 53

HO OH

Abbildung 72: Beschichtete und unbeschichtete TiO,-Oberflachen

In allen Fallen lag der Kontaktwinkel fur die unbeschichteten TiO,-Oberflachen zwischen
® =25° und ® = 30°. Diese Polaritéat lasst sich auf die vielen OH-Gruppen auf der TiO,-
Oberflache zuriickfuhren. Nach der Behandlung mit MOPS-Puffer fiir 17 Stunden erhoht sich
die Oberflachenpolaritat sehr stark, was zu einem Abflachen des Winkels um ® = 5° fuhrt
und durch den alkalischen Puffer zu erkléren ist. Nach der Behandlung der TiO,-Oberflachen
mit den Catecholderivaten ist ein Anstieg des Kontaktwinkels zu erkennen, was eine deutliche
Verminderung der Polaritdt bedeutet. Dopamin 4 und das Catecholderivat 56 rufen eine

ahnliche Oberflachenpolaritdt hervor, wobei wie zu erwarten das unsubstituierte
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Catecholderivat 53 die hdchste Lipophilie besitzt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Kontaktwinkel der beschichteten TiO,-Oberflachen ( Toleranz +/- 2.5°),
Durchschnittswerte fur 3-4 Messungen
@O (TiO, + MOPS +

O (TiO, Kontaktwinkel) O (TiO, + MOPS Catecholderivat
Catecholderivat [°] Kontaktwinkel) [°] Kontaktwinkel) [°]
Catecholderivat 53 28.0 5.0 38.5
Cbz-Catecholderivat 55 247 8.2 229
NH,-Catecholderivat 56 29.1 5.0 11.7
Dopamin 4 30.9 7.6 10.7

Somit konnte ein erster Beweis dafur geliefert werden, dass die Catecholderivate auf der
TiO,-Oberflache erfolgreich binden.

3.14.2 SIMS-ToF

Flugzeit Sekund&rionenmassenspektrometrie (SIMS-ToF) ist eine Technik, welche die
molekulare oberste Atomlage der Oberflache erfasst, indem ein gepulster Primérionenstrahl
Uber die Probe rastert und die daraus resultierenden Fragmente der Sekundarionen

massenspektrometrisch detektiert werden (Abbildung 73).

Tonenstrahl Fragmentierung

| Probe |

Abbildung 73: Prinzip der SIMS-ToF Messung

Fur die Charakterisierung der catecholbeschichteten TiO,-Oberflachen wurde jede Probe mit
einem Bis'-Primérionenstrahl ,abgerastert und analysiert: Dies geschah sowohl im negativ
als auch im positiv Modus, was bedeutet, dass dabei sowohl positive als auch negativ
geladene Sekundarionen gemessen werden kénnen.

Zwecks Eliminierung des Probenhintergrundes wurde in jedem Fall ein Referenzbereich ohne
immobilisiertes Molekil gemessen und von dem eigentlichen Spektrum mit gebundenem

Catechol abgezogen. Durch den hohen Fragmentierungsgrad der gebundenen Molekile war
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es in vielen Féllen nicht moglich das intakte Molekdil zu detektieren. Daher war es notwendig

nach Fragmenten mit charakteristischen Massen zu suchen.

Im Fall des immobilisierten Dopamins 4 auf der TiO,-Oberflache war es im positiven
Massenspektrum mdglich, das intakte Molekul zu detektieren und Sekundarionen mit
charakteristischem Massensignal von CgHoNO,", TiCgHoNO," und Ti,CgHoNO,"

nachzuweisen.

Im Fall der mit Triscatecholderivaten beschichteten TiO,-Oberflachen war es auf Grund der
hohen Fragmentierung nicht moglich, das gesamte Molekil zu detektieren. Nichtsdestotrotz
war es in allen Fallen ebenfalls moglich charakteristische Fragmente zu erkennen: Ein sehr
guter Marker ist dabei das Adamantylkation C1oH1;*, welches bei allen drei Proben 53, 55 und
56 klar zu erkennen war. Ein kleiner Ausschnitt des Massenspektrums im positiven Modus flr
Probe 53 ist in Abbildung 74 zu sehen.
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Abbildung 74: Charakteristische Massensignal m/z = 131 fiir das Adamantylkation

Hier sieht man das charakteristische Massensignal bei m/z = 131 fur das Adamantylkation
einer Catechol-beschichteten TiO,-Oberfliche im Vergleich zu zwei Oberflaichen ohne
Beschichtung.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Oberflachenbinder mittels Dip-Coating Verfahren

erfolgreich auf der TiO,-Oberflache immobilisiert werden konnten.
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3.14.3 Ellipsometrie

Ellipsometrie ist ein Verfahren, bei dem die Anderung des Polarisationszustandes von Licht,
bei Reflexion an oder beim Durchtritt durch eine Probe gemessen wird. Dabei wird linear
oder zirkular polarisiertes Licht verwendet, das nach Reflexion elliptisch polarisiert ist
(Abbildung 75).

f p Ebene p Ebene

a sFEbene

sEbene :
Linear oder 3
zirkulierendes ‘
Licht |

Abbildung 75: Prinzip der Ellipsometrie

Die Orientierung der Ellipse hangt vom Einstrahlwinkel ab, zudem von der Orientierung der
Polarisierung des eingestrahlten Lichts und von den Reflexionseigenschaften der
Oberflache.*®
Die Anderung des Polarisationszustandes kann durch folgende Gleichung beschrieben
werden:

tan (¥)e““*2) = R, / R,

Rp = Reflexionskoeffizient parallel zur Einfallsebene, Rs = Reflexionskoeffizient senkrecht zur Einfallsebene,

A = Anderung der Phasendifferenz zwischen s- und p-polarisierter Welle

Sie stellen das Verhdltnis zwischen einfallender und reflektierender Amplitude des
polarisierten Lichts dar. Anhand dieser Gleichung und eines geréteunterstitzt,
mathematischen Rechenprogramms lassen sich W (Psi) und A (Delta) experimentell
bestimmen, aus denen Aussagen Uber die Schichtdicke (Th in nm) und den Brechungsindex

(n) der Oberflache getroffen werden kénnen.
Dieses Verfahren wurde somit fiir die beschichtete Oberflache mit Triscatechol 53 und fir die

beschichtete Oberflaiche mit Dopamin 4 angewendet. Die Ergebnisse der Untersuchungen

sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 zusammengefasst.
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Es wurden flr eine vollstandige Oberflachenbeschichtung unterschiedliche Konzentrationen
an Catechol gewahlt und ihre Veranderung bestimmt. Bei der Verwendung von 53 sieht man
bei Konzentrationen von 2, 3 und 4 mg pro 6 mL MOPS-Puffer eine Verdnderung der
Brechungsindices (unbeschichtete TiO,-Oberflache im Vergleich zur Oberflache nach
Behandlung mit MOPS-Puffer und nach Beschichtung mit dem Catecholderivat 53). Dies ist
ein Beweis einer Oberflachenveranderung und somit erfolgreicher Beschichtung. Auch andert
sich die Schichtdicke der unbeschichteten TiO,-Oberflache im Vergleich zur beschichteten.
Da es sich aber um monomolekulare Catecholschichten auf der Oberflache handelt, ist die

Veranderung der Schichtdicke dennoch signifikant (Tabelle 2).

Tabelle 2: Veradnderung des Brechungsindex und der Schichtdicke des Probentrégers TiO, in Abhéngigkeit von

den Konzentrationen von Catecholderivat 53 in MOPS-Puffer

n/Th[nm] n/Th[nm] n/Th[nm]
Unbeschichtetes TiO, 2.2434/70.6 2.2122/67.3 2.2249/67.7
TiO, nach Behandlung
2.1677/71.9 2.1729/67.2 2.2129/66.2
mit MOPS
TiO, nach Behandlung
mit Catecholderivat 53 + 2.1756/73.8 2.1895/68.2 2.1917/69.2
MOPS
2.0 mg von 3.0 mg von 4.0 mg von
Catecholderivat 53 in Catecholderivat 53 in Catecholderivat 53 in
6 mL MOPS 6 mL MOPS 6 mL MOPS

Anders sieht es bei der Beschichtung von TiO, mit Dopamin 4 aus. Hier wurden ebenfalls
unterschiedliche Konzentration von 1, 2.5 und 5 mg pro 6 mL MOPS-Puffer fur die
Immobilisierung gewahlt.

Da, wie in Kapitel 3.7.2 beschrieben, Dopamin in der Lage ist unter basischen Bedingungen
und Sauerstoffeinfluss Polydopamin und somit Multilagen zu bilden, hat dies einen
signifikanten Einfluss sowohl auf die Schichtdicke als auch auf den Brechungsindex.
Betrachtet man die beiden Merkmale, dann verdndern diese sich nicht signifikant bei
anschlieRender Behandlung mit MOPS-Puffer.
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Tabelle 3: Veranderung des Brechungsindex und der Schichtdicke des Probentrégers TiO, in Abhangigkeit von

den Konzentrationen von Dopamin 4 in MOPS-Puffer

n/Th[nm] n/Th[nm] n/Th[nm]
Unbeschichtetes TiO, 2.1646/71.7 2.1686/70.1 2.1611/81.5
TiO, nach Behandlung
2.1646/71.7 2.1710/70.2 2.1600/81.4
mit MOPS
TiO, nach Behandlung
. : 2.2689/76.4 2.4960/73.7 2.9907/159.8
mit Dopamin 4 + MOPS
1.0 mg Dopamin 4 2.5 mg Dopamin 4 5.0 mg Dopamin 4
in 6 mL MOPS in 6 mL MOPS in 6 mL MOPS

Sobald die TiO,-Oberflache mit Dopamin behandelt wird, steigt sowohl der Brechungsindex,
als auch die Schichtdicke stark an. Auch die Erhoéhung der Konzentration hat einen
bedeutsamen Einfluss und man erkennt sehr deutlich die starke Ausbildung der Polydopamin
Multilagen (Tabelle 3).

3.14.4 FTIR-Spektroskopie und visuelle Uberprifung

Ein letzter Beweis, der die erfolgreiche Immobilisierung der Catecholderivate auf
Oberflachen zeigen sollte, war das Aufbringen des Farbstoff-gekuppelten Catecholderivats 73
auf reinen TiO,-Nanopartikeln (P25) und die optische Uberpriifung und Charakterisierung
mittels FTIR-Spektroskopie.

Dafur wurde Verbindung 73 mittels Inkubation fir 16 Stunden in MOPS-Puffer im
Ultraschallbad auf TiO,-Nanopartikel immobilisiert und das Ergebnis mit einer Blindprobe
verglichen. Abbildung 76 zeigt die erfolgreiche Immobilisierung des EosinY-markierten-
Triscatechols 73 (1) indem sich die Nanopartikel typisch intensiv rot farben. Dieselbe
Behandlung der TiO,-Nanopartikel mit reinem Eosin Y 7 fuhrte zu keiner Verfarbung, d.h.
eine Immobilisierung, fand nicht statt (2). Nummer (3) zeigt die unbehandelten TiO,-
Nanopartikel.
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Abbildung 76: 1) Eosin Y Triscatechol 73 immobilisiert auf TiO,-Nanopartikel, 2) TiO,-Nanopartikel nach
gleicher Behandlung mit reinem Eosin Y 7, 3) reines TiO, (P25)

Des Weiteren wurde die erfolgreiche Immobilisierung mittels FTIR-spektroskopischen
Messungen nachgewiesen, indem das Spektrum des reinen TiO, (a), mit denen der
Reinsubstanz 73 (b) und 73 immobilisiert auf TiO; (c) verglichen wurde (Abbildung 77).
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Abbildung 77: FTIR-Spektrum (KBr Pressling) des immobilisierten Triscatechols 73, a) reines TiO,, b) reines

Triscatechol 73, ¢) TiO, immobilisiertes Triscatechol

Ein Vergleich des reinen TiO, (a) mit dem immobilisierten Triscatechol 73 auf TiO; (c) zeigt
eine erfolgreiche Beschichtung. Der Vergleich der Reinsubstanz (b) mit dem immobilisierten
Triscatechol 73 auf TiO, (c) zeigt, dass alle charakteristischen Valenzschwingungen der
aliphatischen und aromatischen C-H Bindungen, C=0 Bindungen und Amid-Bindungen
vorhanden sind. Der charakteristische ,,Finger-Print Bereich® ist auf Grund der

Hintergrundabsorption des TiO; nicht sichtbar.
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3.15 Untersuchung PEG-beschichteter Oberflachen

Die synthetisierten monovalenten und trivalenten mit Poly(ethylenglycol) PEG
funktionalisierten Catecholderivate 68, 71, 72 wurden ebenfalls auf die hergestellten TiO,-
Oberflachen mittels eines leicht veranderten Dip-Coating Verfahrens immobilisiert und
anschlieRend einer Oberflachenanalyse unterzogen.

3.15.1 Dip-Coating Verfahren

Nachdem das Dip-Coating Verfahren zur Beschichtung mit den synthetisierten
Catecholderivaten 53-56, 73-74 erfolgreiche Ergebnisse erbracht hatte, sollten nun die
synthetisierten PEG-Dopaminderivate 68, 71 und das PEG-Triscatecholderivate 72 ebenfalls
auf einer Metalloberflache immobilisiert werden. Das zuvor benutzte Dip-Coating Verfahren
wurde in Bezug auf pH-Wert und Temperatur angepasst.

Es ist bekannt, dass eine erhOhte Temperatur, ein hoher Salzgehalt und eine definierte
Konzentration notwendig sind, um sogenannte ,,Cloud point* (triib und wolkig) Bedingungen
zu erhalten, die fir eine vollstdndige Beschichtung von Oberflachen mit PEG-Derivaten
notwendig sind. Diese Bedingungen ermdglichen eine gestreckte Anordnung der PEG-Ketten
(C in Abbildung 78).133847

Abbildung 78: Unterschiedliche Anordnung der Poly(ethylenglycol)ketten auf einer Oberflache

Eine gestreckte und damit moglichst dichte Beschichtung der Oberflache mit PEG-Molekiilen
ist flr den angestrebten proteinabweisenden Effekt von entscheidender Bedeutung.

Das Verfahren, welches fur die PEG-Beschichtungen in dieser Arbeit angewendet wurde,
beinhaltet eine Reinigung der TiO,-Oberflaichen mit dest. MeOH und H,O und eine
anschlielende Behandlung mit basischem MOPS-Puffer (0.1 M MOPS/0.6 M NaCl/0.6 M
K,SO,4) und den darin gelosten PEG-Derivate 68, 71 und 72 (5 mg/5 mL). Die einzigen
Unterschiede dabei sind der pH-Wert von 7.5 und eine Temperatur von 50 °C bei einer

Beschichtungszeit von 17 Stunden. Um eine volistandige Ausrichtung der PEG-Ketten zu
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erreichen, wurden die beschichteten und gereinigten TiO,-Oberflachen anschlieRend fur 2
Stunden in eine 0.1 M HEPES-L6sung mit einem pH-Wert von 7.5 eingetaucht und im
Anschluss sofort charakterisiert.

3.15.2 Kontaktwinkelmessungen

Um ebenfalls eine Aussage Uber die Oberflachenpolaritdt und damit Uber den Erfolg der
Beschichtung machen zu kénnen, wurden auch in diesem Fall Kontaktwinkelmessungen
durchgefihrt. Dabei wurde sowohl das PEG-Dopaminderivat 71 als auch PEG- Triscatechol
72 untersucht. Der einzige Unterschied zu den vorherigen Messungen bestand darin, dass die
TiO,-Oberflache in zwei Halften unterteilt wurde: Der untere Teil wurde mit einer Ldsung
aus Catecholderivat und MOPS-Puffer behandelt, die obere Halfte nicht. Das Reinigen vor
und nach Immobilisierung wurde aber fur beide Halften gleichermafen durchgefiihrt.

Das Experiment wurde fur jede der Verbindungen mehrfach wiederholt und der gewonnene
Mittelwert in Abbildung 79 und Abbildung 80 zusammengefasst. Als Referenzwert
(Nullpunktmessung) wurde zundchst die unbehandelte TiO,-Oberflache analysiert, dann die
Oberflache mit H,O und MeOH gespilt und im Druckluftstrom getrocknet. Danach folgte das
Dip-Coating Verfahren und die Behandlung der TiO,-Oberflache mit HEPES-Puffer fur zwei
Stunden.

Es werden jeweils die Ergebnisse flr die obere (unbeschichtete) und untere (beschichtete)
Oberflache dargestellt. Das Spiilen mit den polaren Losungsmitteln H,O und MeOH hat einen
starken Einfluss auf die Polaritat der Oberflache, sodass es zu einem rapiden Abfall des
Kontaktwinkels kommt: Die Oberflache ist nun sehr polar. Durch das Beschichten der TiO,-
Oberflache kommt es zu der Immobilisierung durch das PEG-Dopamin, wodurch sich die
Polaritat der Oberflache verandert und der Kontaktwinkel zunimmt. Diese Zunahme wurde
bei der unbeschichteten Oberflache nicht beobachtet. Die abschliefende Behandlung der
Oberflache mit HEPES-Puffer hat kaum einen Einfluss, der Kontaktwinkel bleibt fir beide
Bereiche anndhernd konstant (Abbildung 79).
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Abbildung 79: Ergebnisse der Kontaktwinkel-Messung fir die PEG-Dopaminderivat 71 beschichtete TiO,-
Oberflache, untere (beschichtete) und obere (unbeschichtete) Hélfte der TiO,-Oberflache

Anhnliche Tendenzen lassen sich bei der PEG-Triscatechol 72 beschichtenden TiO;-
Oberflache erkennen. Auch hier hat das Lodsungsmittel einen starken Einfluss auf die

Polaritat. Ebenfalls nimmt nach Immaobilisierung der Kontaktwinkel wieder zu.

Zu beachten ist hier, dass zwei unterschiedliche TiO,-Oberflachen verwendet wurden. Wurde
die TiO,-Oberflache wie oben beschrieben (Kapitel 3.13) hergestellt (1), wurde ein
Kontaktwinkel von etwa 70° gemessen. Wird die Oberflache bei hdherer Temperatur etwas
langer kalziniert, befinden sich dadurch mehr OH-Gruppen auf der Oberflache (2), wodurch
die Polaritat steigt und der Kontaktwinkel dementsprechend geringer ausfallt (Abbildung 80).
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Abbildung 80: Kontaktwinkel Messergebnisse fiir die PEG-Triscatechol 72 beschichtete TiO,-Oberflache, untere
(beschichtete) und obere (unbeschichtete) Hélfte der TiO,-Oberflache. Die Oberflachen (1) und (2)
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Herstellung und Polaritét

Obwohl beide Oberflachen die gleichen Effektormolekile (PEG) tragen, nehmen die

Oberflachenbinder Dopamin 71 und das Triscatechol 72 einen Einfluss auf die Polaritat der
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Oberflache (Triscatechole erzeugen eine etwas weniger polare Oberflache). Dies ist

womdglich auf eine unterschiedliche Beladung zurtickzufthren.

3.15.3 Ellipsometrie

Das nachste Ziel dieser Arbeit war eine Aussage sowohl tber die Schichtdicke, als auch Uber
den Brechungsindex der immobilisierten TiO,-Oberflachen treffen zu konnen. Sowohl
TEXTOR/GADEMANN als auch MESSERSMITH et al. konnten in friheren Tests eine
Schichtdicke bei PEG(5000)-Beschichtungen von etwa 20 A nachweisen.”>24*3

Ahnliche Ergebnisse konnten auch fir die hier erwédhnten Beschichtungen mit
Poly(ethylenglycol) 8 erzielt werden und sind in Tabelle 4-Tabelle 7 zusammengefasst.

Die Grafiken zeigen das Ergebnis der Messung der unbehandelten TiO,-Oberflache
(Nullpunktmessung) sowie die Ergebnisse der unbeschichteten TiO,-Oberflache nach der
Behandlung mit den Losungsmitteln Wasser und MeOH (Nullpunktmessung Losungsmittel).
Als Néchstes folgen die Messwerte fiir die beschichteten TiO,-Oberflache (immobilisiert) und
zu guter Letzt die Ergebnisse der TiO,-Oberflache nach Behandlung mit HEPES-Puffer
(HEPES).

Sowohl bei der Beschichtung mit PEG-Dopamin 71 als auch mit PEG-Triscatechol 72 erkennt
man, dass die Schichtdicke nach der Immobilisierung fiur die beschichtete Halfte sehr stark
zunimmt, (20 und 25 Angstrom (2-2.5 nm)), wéhrend der unbeschichtete Teil unverandert
bleibt. Nach der Behandlung mit HEPES-Puffer ist nur eine minimale Zunahme der
Schichtdicke zu erkennen (Tabelle 4 und Tabelle 5).

Tabelle 4: Schichtdicke (nm) der TiO,-Oberflachen, vor und nach der Immobilisierung mit und ohne PEG-
Dopamin 71 und der Behandlung mit HEPES

Schichtdicke nicht

Schichtdicke . . . Schichtdicke behandelt
Oberflache immobilisiert mit PEG 71
Nullpunktmessung [nm] mit HEPES [nm]
[nm]
Tréager A (obere Halfte) 84.2 84.0 84.1
Schichtdicke Schichtdicke immobilisiert Schichtdicke behandelt
Oberflache . .
Nullpunktmessung [nm] mit PEG 71 [nm] mit HEPES [nm]
Tréger A (untere Hélfte) 85.7 87.8 87.9
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Tabelle 5: Schichtdicke (nm) der TiO,-Oberflachen, vor und nach der Immobilisierung mit und ohne PEG-
Triscatechol 72 und der Behandlung mit HEPES

Schichtdicke

Schichtdicke nicht

Schichtdicke behandelt

Oberflache immobilisiert mit PEG 72
Nullpunktmessung [nm] mit HEPES [nm]
[nm]
Trager B (obere Halfte) 75.5 75.4 75.4
Schichtdicke Schichtdicke immobilisiert Schichtdicke behandelt

Oberflache

Tréger B (untere Halfte)

Nullpunktmessung [nm]

77.3

mit PEG 72 [nm]

79.2

mit HEPES [nm]

79.3

Die Interpretation der Brechungsindizes sowohl fir die Beschichtung mit PEG-Dopamin 71
als auch fir das PEG-Triscatechol 72 gestaltet sich als nicht trivial. Man kann hierbei die
Tendenz betrachten, die eine Aussage ber eine mdgliche immobilisierte Monolage an PEG-
Molekiilen auf der TiO,-Oberflache und somit Verdnderung der Oberflachen und der

Brechungsindizes vor und nach der Immobilisierung, ermdglicht (Tabelle 6 und Tabelle 7).

Tabelle 6: Brechungsindizes der TiO,-Oberflachen, vor und nach der Immobilisierung mit und ohne PEG-
Dopamin 71 und der Behandlung mit HEPES

Brechungsindex nicht

Brechungsindex Brechungsindex behandelt

Oberflache immobilisiert mit PEG 71
Nullpunktmessung [nm] mit HEPES [nm]
[nm]
Trager A (obere Halfte) 2.2779 2.2203 2.2246

Brechungsindex

Brechungsindex Brechungsindex behandelt

Oberflache immobilisiert mit PEG 71 _
Nullpunktmessung [nm] mit HEPES [nm]
[nm]
Tréger A (untere Hélfte) 2.2296 2.1877 2.1853
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Tabelle 7: Brechungsindizes der TiO,-Oberflachen, vor und nach der Immobilisierung mit und ohne PEG-
Triscatechol 72 und der Behandlung mit HEPES

Brechungsindex nicht

Brechungsindex . o ) Brechungsindex behandelt
Oberflache immobilisiert mit PEG 72
Nullpunktmessung [nm] mit HEPES [nm]
[nm]
Trager B (obere Halfte) 2.2014 2.2189 2.2175

Brechungsindex

Brechungsindex . o . Brechungsindex behandelt
Oberflache immobilisiert mit PEG 72 .
Nullpunktmessung [nm] mit HEPES [nm]
[nm]
Trager B (untere Hélfte) 2.1976 2.2456 2.2617

Eine deutlichere Aussage ist nur mit der Schichtdicke mdglich gewesen, die zeigt, dass die
synthetisierten PEG-Catecholderivate 71 und 72 erfolgreich auf der TiO,.Oberflache
immobilisiert werden konnten und mit bekannten Literaturwerten sehr gut tGibereinstimmen.

Somit ist ein hervorragendes Fundament geschaffen, die so beschichteten Tréger auf ihre
eigentliche Bestimmung als antimikrobielle Oberflachen hin, in unterschiedlichen Assays, zu

untersuchen.

3.16 Antifouling-Eigenschaften der beschichteten TiO,-Oberflachen

Die mit den PEG-Catecholderivaten 71 und 72 beschichteten TiO,-Oberflachen wurden im

folgenden Kapitel auf ihre Antifouling-Eigenschaften hin untersucht.

Hierfir wurden die wie oben beschrieben praparierten TiO,-Oberflachen fur eine bestimmte
Zeit in Blut bei 37 °C inkubiert, dann vorsichtig mit PBS-Puffer gespult und anschlieRend fir
eine Visualisierung der anhaftenden Biomolekile weiter behandelt. Es wurden verschiedene
Inkubationszeiten von 30 Minuten bis zu 15 Stunden gewahlt. Da aber aus der Literatur
bekannt ist, dass ab einer 15 minitigen Behandlung mit Serum eine beinah vollstandige
Adhision von Biomolekiilen, ,,Steady-State* genannt, vorliegt, wurde eine Inkubationszeit
von 1 Stunde gewahlt.*®

Fur die Visualisierung der Biomolekule auf der TiO,-Oberflaiche musste ein Farbstoff

gefunden werden, der selektiv zelluldre Bestandteile anféarbt, sich aber trotzdem auferhalb des
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,»Quenching Bereichs* (Effekt der Fluoreszenzldéschung) von TiO, (Wellenldnge zwischen
325 und 550 nm) befindet. ¥

Acridin Orange erwies sich in diesem Zusammenhang als hervorragendes Fluorophor zum
Anférben der anhaftenden Blutbestandteile (Abbildung 81).
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Abbildung 81: Acridin Orange

Es handelt sich dabei um einen Acridin-Farbstoff, der in der Molekularbiologie zum
Nachweis der Nukleinsauren, DNA und RNA benutzt wird und in der Lage ist, diese farblich
zu unterscheiden. Die Bindung des Fluorophors erfolgt dabei durch Interkalation des planaren
Acridin-Grundkorpers zwischen die Nukleinbasen. Der DNA-Farbstoff-Komplex zeigt ein
Absorptionsmaximum bei A = 502 nm und ein Emissionsmaximum bei A = 526 nm (griin),
wahrend der RNA-Farbstoff-Komplex ein Absorptionsmaximum bei A = 460 nm und ein

Emissionsmaximum bei A = 650 nm (rot) aufweist.

Somit wurden die beschichteten TiO,-Oberflachen nach Inkubation in Blut flr eine Stunde
und Waschen mit PBS-Puffer in eine Ldsung aus Acridin Orange in Wasser (0.1%) fur
10 Minuten eingebracht. Danach wurden diese Oberflachen erneut mit PBS-Puffer vorsichtig
gewaschen und sofort unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert (Abbildung 82,
Abbildung 83).

Eine sofortige Untersuchung ist wichtig, da TiO, ebenfalls photobleichende Eigenschaften hat

und der Farbstoff somit schnell irreversibel zerstort wird. >3’

mit Blut inkubieren
spitlen mit PBS Puffer

anfarben mit Acridin s T »
— L g
- AR
| L |
unbeschichtete / beschichtete unbeschichtete / beschichtete
TiO, Oberflache TiO4 Oberflache

Abbildung 82: Uberpriifung der Antibiofouling-Eigenschaften der beschichteten TiO,-Oberflachen
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Abbildung 83: Aufnahmen des Fluoreszenzmikroskops (250 um Auflésung) flr die unbeschichtete (links) und
beschichtete (rechts) TiO,-Oberflache nach Behandlung mit Blut und Farbung mit Acridin Orange

Die unbeschichtete Oberflache zeigt eine hohe Proteinadsorption, wahrend die beschichtete
Oberflache die Proteine davon abhélt einen ,,Film* auszubilden.
Somit kann mit den synthetisierten PEG-Catecholderivaten sehr effektiv die Anlagerung von

Biomolekiilen verhindert werden.

Nicht nur der Nachweis mittels Mikroskopie, sondern auch der analytische Nachweis mittels
Ellipsometrie bestdtigt die eingangs gemachte Hypothese. Nach der Behandlung der
beschichteten TiO,-Oberflachen mit Blut erkennt man deutlich einen starken Zuwachs der
Schichtdicke auf der unbeschichteten Oberflachenseite, gleichbedeutend mit einer starken
Adhésion von Proteinen und zelluldren Bestandteilen: Die Schichtdicke nimmt hier um etwa
15 Angstrom (1.5 nm) zu, wohingegen sich die beschichtete Oberflachenseite kaum verandert
hat.
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Abbildung 84: Schichtdicke (nm) des immobilisierten PEG-Tricatechol 72 auf TiO, Oberfldchen nach
Behandlung mit Blut
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Abbildung 85: Schichtdicke (nm) des immobilisierten PEG-Dopamins 71 auf TiO, Oberflachen nach
Behandlung mit Blut

Somit konnte auf zwei verschiedene Weisen gezeigt werden, welche sehr guten Antifouling-
Eigenschaften die PEG-Catecholderivate 71 und 72 besitzen.

3.17 Stammzellen

Da gezeigt werden konnte, dass die synthetisierten Oberflachenbinder auf Catecholbasis
erfolgreich auf TiO,-Oberflichen immobilisiert werden konnen und des Weiteren
hervorragende Antifouling-Eigenschaften besitzen, war nun die nachste daraus resultierende
Frage, ob die Molekiile toxisch gegenuber Zellen sind und wie diese auf die beschichteten

Oberflachen reagieren.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KATRIN Lirs (Labor fiir
Experimentelle Unfallchirurgie an der Justus-Liebig-Universitat GielRen) war die Mdglichkeit

gegeben Stammzellen aus Knochenmark und Knochenmehl fir diese Experimente zu
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verwenden, um zu Uberprifen, ob die Beschichtungen einen Einfluss auf deren Viabilitat hat.
Das Knochenmehl und Knochenmark, das zum Zichten der Stammzellen verwendet wurde,
stammte von Patienten, bei denen nach chirurgischem Eingriff dieses als Bohrspéane
angefallen war.

Aus dieser Knochensubstanz wurde nach einem literaturbekannten Protokoll mittels eines
speziellen Nahrmediums (F12K Medium: 20% fetales Kélberserum, beinhaltet Proteine und
Wachstumsfaktoren; Penicillin und Streptomycin, verhindert die Bildung von Keimen und
Pilzen) innerhalb weniger Wochen proliferierte Stammzellen gezichtet. In der Zellkultur
waren auflerdem noch Fibroblasten (optisch geringerer Kontrast als Stammzellen),
Makrophagen (mehrkernig) und undifferenzierte Mesenchymalzellen, die sich spéter, da sie

aus dem Knochen stammen, zu Osteozysten und Osteoblasten entwickeln kénnen, enthalten.
138,139,140

Fur die ersten Tests wurden die beschichteten TiO,-Oberflachen mit den proliferierten Zellen
uberschichtet, mit Nahrmedium versehen und 1 Monat lang zum Wachstum gebracht (
Abbildung 86, links).

Zell Medium

\(.

Petrischale

hesch"lcl’\/tete
TiO2 Oberflache

A

Abbildung 86: (A) Kultivierung von Stammzellen mit beschichteter TiO,-Oberflache; (B) Mikroskopaufnahme

(100 pum Aufldésung) proliferierter Zellen nach 30 Tagen; (C) Mikroskopaufnahme (500 pm Auflésung)

proliferierter Zellen nach 30 Tagen mit beschichteter TiO,-Oberflache

In Abbildung 86 (B) wird deutlich, dass sich die Zellen nach einem Monat sehr gut entwickelt
und einen vollstandigen Zellrasen ausgebildet haben. Da bei den Aufnahmen ein
Durchlichtmikroskop verwendet wurde und ein Anféarben der Zellen auf der Oberflache nicht
moglich war, konnte keine Aussage fiir die Zellen auf der TiO,-Oberflache getroffen werden,
da dieser Bereich vollstandig dunkel blieb ( Abbildung 86, C). Somit musste nach einer

Alternative gesucht werden.
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Diese wurde in Gestalt einer beschichteten TiO,-Oberflache auf einem transparenten Trager
gefunden: Anstelle des Si-Wafers wurde Glas verwendet. Die Glasoberflachen wurden
ebenfalls mit Hilfe des Flussigphasen-Beschichtungsverfahren (siehe Kapitel 3.11) mit einer
diinnen TiO,-Schicht versehen, worauf dann die Catecholderivate immobilisiert wurden. Eine
Charakterisierung erfolgte mittels Ellipsometrie und die Oberflachen wurden wie im oberen
Fall erneut mit proliferierten Zellen Uberschichtet und einen Monat zum Wachsen gebracht.
Dabei wurden zwei Mal in der Woche Aufnahmen aller Oberflaichen gemacht, um einen
detaillierten Verlauf der Anpassung und Wachstumsphase der Zellen zeigen zu kénnen.

Die erste Fotoreihe zeigt die Wachstumsentwicklung der Zellen auf der unbeschichteten
Oberflache. Das Teilen, Ablésen und Uberfiihren der Zellen aus ihrem gewohnten
Lebensraum (aus der Zellkultur) auf die beschichteten TiO,-Oberflachen blieb zu Beginn
nicht ohne Folgen. Die Mikroskop-Aufnahme am Tag 1 zeigt dies sehr deutlich. Die Zellen
hatten sich kugelartig zusammengerollt und hafteten noch nicht auf der TiO,-Oberflache,
sondern schwammen am oberen Rand des N&hrmediums. Dies kann zum einen an den neuen
Bedingungen liegen, zum anderen an der verdnderten Oberflachenladung. Zellen wachsen
bevorzugt auf Kunststoffoberflachen, geladenen Glasoberflachen meiden sie hingegen
(Abbildung 87).

Abbildung 87: Mikroskop-Aufnahmen des Wachstums der Zellen am 1 Tag (A: 500 um), 4 Tag (B: 100 um)
und 21 Tag (C: 100 um) auf der unbeschichteten TiO, Glas Oberflache

Nach vier bzw. 21 Tagen hatten sich die Zellen jedoch sehr gut an ihren neuen Lebensraum
angepasst. Sie hatten Kollagen gebildet, um sich besser auf der Oberflache anzulagern,
proliferierten und hatten einen vollstandigen Zellrasen adhdrierend ausgebildet (Abbildung
87, Aufnahme B, C).

Des Weiteren erkennt man die typische spindelformige Ausbildung der Zellen und die
Zellkerne darin, ein Zeichen dafir, dass die Zellen gesund sind.
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Der oben erwéhnte vollstandige Bewuchs war aber nicht auf allen Bereichen der Oberflache
zu erkennen (Abbildung 88). Auf dem beschichteten Teil der TiO, Glasoberflache war zu
Beginn ein leichtes Anhaften, aber keine Ausbreitung der Zellen zu erkennen (A), der nach
kurzer Zeit zu einer Art ,,Riickzug™ (B) bis hin zu einem beinah vollstandigen Entfernen der
Zellen auf dem beschichteten Teil fiihrte. Somit konnte eine deutliche Grenze auf allen
beschichteten Oberflachen zwischen beschichteten Teil (unten) und unbeschichteten Teil
(oben) (C-E) erkannt werden. Es ist des Weiteren sehr interessant, dass die Zellen immer
mehr Richtung Grenzschicht wanderten, sodass es zu einem regelrechten ,,liberwuchern® am
Ubergang kam (E). Die restlichen verbliebenen Zellen auf der beschichteten Oberflache
streckten sich bildlich gesehen in alle Richtungen aus, da sie zum Uberleben (Stimulation und
Stoffwechsel) im Vereinzelten immer den Zell-Zellkontakt zum Nachbarn fiir ihr Uberleben
suchten (nur Stammzellen bendtigen dies nicht, sie kénnen getrennt voneinander ohne

Berlihrung wachsen) (B).

Abbildung 88: Zeitlicher Verlauf der Anhaftung (A-B) bis hin zu einem ,,Riickzug“ (C-F) der Zellen von der
beschichteten Oberfldche und Wachstum in Richtung der unbeschichteten TiO,-Oberfléche

Somit konnte in dieser in vitro Studie gezeigt werden, dass die beschichteten TiO,-
Oberflachen auch hier ihre ,,Antifouling“-Eigenschaften unter Beweis stellen konnten. Ein
toxischer Effekt der Beschichtung kann sicher ausgeschlossen werden, da vereinzelte Zellen
weiterhin auf der beschichteten Oberflache Uberleben und relativ gesund aussehen (F).
Gerade die nicht vorhandene Toxizitét ist bei kinftigen Mausmodellen (in vivo Studien)

aufRerst wichtig und als besonders positiv zu bewerten.
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Da es sich, wie im oberen Kapitel erwahnt, um eine Zellkultur aus undifferenzierten
Stammzellen handelte, war es eine letzte interessante Untersuchung, die Stammzellen
osteogen zu setzen und zu beobachten, wie sich diese auf den TiO,-Oberflachen entwickeln
wirden. Osteogen bedeutet, dass sich die undifferenzierten Stammzellen durch Stimulation in
osteogene Zellen umwandeln. Osteogene Zellen bilden im ersten Stadium Mineral, was sich
spater zu Knochensubstanz entwickelt.

Diese Stimulation wurde durchgefuhrt, nachdem sich ein geschlossener Rasen von
Stammzellen ausgebildet hatte. Ob es sich um Stammzellen handelt sient man in Abbildung
89 (Bild links). Es ist typisch fur diese Zellart und genetisch vorgegeben, dass sich die Zellen

spindelférmig und in eine Richtung orientiert ausbilden.

e:;».::;’, 2
SR

Nachdem nach 21 Tagen Wachstumsfaktoren zum Kulturmedium hinzugegeben wurden,
konnten sich die Stammzellen osteogen differenzieren. Die Entwicklung ist in der Bildabfolge
in Abbildung 89 von Tag 21 bis hin zu Tag 33 dargestellt und zeigt die Bildung von Mineral.
Dies ist ein weiteres Indiz dafir, dass die Beschichtung keinen negativen Einfluss auf die
Entwicklung von Zellen in Kulturen hat. Des Weiteren bedeutet dies eine Beglinstigung des
Knochenaufbaus an der Grenzflache des spateren Implantats.

Somit konnen die synthetisierten Catecholderivate absolut unbedenklich fir weitere

medizinische vorklinische Studien eingesetzt werden.

84



3. Resultate und Diskussion

3.18 Stabilitatstest

Kommt es im Zuge einer Operation zu Komplikationen und im Anschluss in der
Heilungsphase zu Problemen, ist dies oft auf eine Infektion zurlickzufuhren, die
schlimmstenfalls zu einer chronischen Wunde fiihren kann. Diese sind duRerlich meistens mit
endogenen féakalen, dermalen oder oralen Mikroorganismen besiedelt, die es zu bek&mpfen
gilt. Ein Anknupfungspunkt ist dabei u.a. die Veranderung des pH-Werts. Die meisten
humanpathogenen Keime kénnen in ihrem Wachstum in einem pH-Wert Bereich < 6.0 und
besonders zwischen 4-5 gehemmt werden, da ihr pH-Optimum zwischen 6.2 und 7.8 liegt. In
entziindetem Gewebe kann der pH-Wert auf Werte bis zu pH~5 absinken. Dies kommt daher,
dass der Kdrper organische Sauren bildet und durch eine Stase (Stau einer normal bewegten
Korperfllssigkeit) CO, anreichert. Eine Erhéhung der CO, Konzentration kann auch durch
einen erhohten O, Bedarf der heilenden Wunde kommen, wobei im Rahmen der
Kollagenbildung durch Glycolyse Milchsaure gebildet wird.**%

Da es ein zukiinftiges Ziel ist, die synthetisierten Catecholderivate als ,,Antifouling
Beschichtung® auf Implantat-Oberfl&chen zu immobilisieren, muss der Aspekt der pH-Wert
Veranderung bertcksichtig und Studien Uber die Stabilitat der Catecholderivate durchgefuhrt

werden (Abbildung 90).
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nH-Wert Verianderungvon basisch zu sauer

Abbildung 90: Auswirkung der Catecholbindung bei pH-Wert Veranderung

Um die pH-Stabilitat zu Gberprifen, wurden TiO,-Nanopartikel mit Cbz-Dopamin 61 bzw.
Triscatechol 55 beschichtet und mit Pufferlésungen unterschiedlicher pH-Werte behandelt.
Die Beladung der Nanopartikel wurde jeweils mittels FTIR-Spektroskopie untersucht
(Abbildung 91).
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Abbildung 91: Untersuchung zur Desorption der Catecholderivate 61 bei Verminderung des pH-Werts

Zunachst wurde die erfolgreiche Beladung der Oberflache mit Cbz-Dopamin 61 und des
trivalenten Chz-geschiitzten Adamantancatechol 55 mittels FTIR- Spektroskopie untersucht
(¢) und mit dem Spektrum unbeschichteter TiO,-Nanopartikel (a) und dem des reinen
Catechols (b) verglichen. Eine erfolgreiche Beladung konnte somit nachgewiesen werden
(Abbildung 92 und Abbildung 93).
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Abbildung 92: FTIR-Spektrum (KBr Pressling) des immobilisierten Cbz-Dopamin 61:
a) blaues Spektrum: reines TiO,, b) rotes Spektrum: reines Cbz-Dopamin 61,

¢) grunes Spektrum: TiO, immobilisiertes Cbz-Dopamin 61

100

20

ansmittance

50

—— Molekiil + TiO,

40

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
‘Wavenumber crm-1

Abbildung 93: FTIR-Spektrum (KBr Pressling) des immobilisierten Triscatechols 55:
a) blaues Spektrum: reines TiO,, b) rotes Spektrum: reines Triscatechol 55,

¢) griines Spektrum: TiO, immobilisiertes Triscatechol 55

86



3. Resultate und Diskussion

Fur die eigentlichen Stabilitatstests wurden die beschichteten Nanopartikel in der Dunkelheit
fir eine bestimmt Zeit in unterschiedlichen Puffersystemen mit abnehmendem pH-Wert
inkubiert. Danach erfolgte eine sorgféltige Reinigung mit H,O und dest. MeOH, um
uberschissige Puffersalze und desorbierte Catecholderivate zu entfernen. Mittels FTIR-
Messungen wurden die Nanopartikel erneut untersucht. Folgende Puffersysteme wurden daftr

verwendet (Tabelle 8):

Tabelle 8: Verwendete Puffersysteme mit gegebenen pH-Werten firr die Stabilitatstests

Puffersystem pH-Wert
Phosphat-Puffer 7.75-5.84
Essigsdure / Na-Acetat-Puffer 5.50 -3.50
Glycin / HCI-Puffer 292-1.76

Fur die Auswertung der gemessenen Spektren wurde ein Integrationsprogramm verwendet,
welches in der FTIR-Auswertungssoftware OPUS enthalten ist. Dabei werden die
gemessenen Spektren auf 1 mg kalibriert und mit der OPUS internen B-Methode ausgewertet.
Eine Grundlinie wird als Tangente entlang der beiden niedrigsten Punkte der zu
untersuchenden Absorptionsbande angelegt und das Computerprogramm integriert
anschlieRend die daruber liegende Flache (Abbildung 94).
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Abbildung 94: Darstellung der OPUS internen B-Methode am Beispiel des FTIR Absorptionsspektrums (KBr

Pressling) des trivalenten Adamantancatechols 55 im Wellenzahlbereich 1750 — 950 cm™

Fir Cbz-Dopamin 61 wurde aufgrund der wenigen vorhandenen charakteristischen FTIR-
Banden die charakteristische C=0 Valenzschwingung zu Hilfe gezogen und die Flache bei

v=1700 cm™ ermittelt.
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Die charakteristischen C-H Valenzschwingung fir Alkane bzw. Aromaten bei v = 3500 -
3000 cm™ konnten nicht verwendet werden, da diese von den OH-Schwingungen des TiO-
bzw. Kristallwassers uberlagert werden und das berechnete Flachenergebnis somit verfalscht
wird.

Ahnlich wurde fiir das trivalente Chz-geschiitzte Triscatechol 55 verfahren. Hier wurden die
charakteristischen FTIR-Valenzschwingungsbanden fir C=0, Amid und C-H Bindungen bei

v = 1750 - 950 cm™ fiir die Auswertung verwendet

& ] Mono-
£77 =y catecholat + TiO,
E \ 4,72221

Abbildung 95: Ergebnisse der Phosphat-Puffer Inkubation (30 Minuten) fiir Cbz-Dopamin 61 immobilisiert auf
TiO,-Nanopartikeln
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Abbildung 96: Ergebnisse der Phosphat-Puffer Inkubation (30 Minuten) fiir Triscatechol 55 immobilisiert auf
TiO,-Nanopartikeln
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Tabelle 9: Ergebnisse fir das Dopaminderivat 61 und Triscatechol 55 bei Verwendung des Phosphat-Puffers und

einer Inkubation von 30 Minuten

Probe pH-Wert Flache fur Chz- Flache fir
Dopamin 61 (cm?)@ Triscatechol 55
(sz)(a)
1 7.75 3.0 20.2
2 7.45 3.0 21.6
3 7.09 2.3 19.0
4 6.45 2.2 19.2
5 6.08 1.7 222
6 5.84 1.6 21.3

(a) Die Daten wurden nach der OPUS internen B-Methode ermittelt

Auch wenn eine Fehlergrenze von 10% angenommen wird, sieht man sehr deutlich, dass das
Triscatechol 55 beinahe unverandert auf der Oberflache haften bleibt, wéhrend im Vergleich
dazu Cbz-Dopamin 61 mit bis zu 60% von der Oberflache desorbiert (Abbildung 95,
Abbildung 96 und Tabelle 9).

Triscatechole wie 55 zeigen also eine signifikant starkere Bindung an TiO, und ermdglichen

auch bei leicht saurem pH-Wert eine bestandige Beschichtung von Metalloberflachen.

Weitere Versuche wurden unternommen, um herauszufinden, ab welchem pH-Wert sowohl
bei den Dopaminderivaten als auch bei den trivalenten Catecholderivaten eine vollstandige
Desorption stattfindet und welche Zeit dafur notwendig ist.

Es wurde sowohl der Essigsdure / Na-Acetat-Puffer bei pH-Werten von 5.15 bis 3.62 als auch
der Glycin / HCI-Puffer bei pH-Werten von 2.92 bis 1.76 verwendet. Ebenfalls wurde die
Reaktionszeit von 30 Minuten auf 2, 4, 24 Stunden und 4 Tage erhoht. Es konnten jedoch

keine verwertbaren Ergebnisse erzielt werden:

Es war an Hand der FTIR-Spektren zu erkennen, dass es teilweise zu einer Adsorption der
Pufferinhaltstoffe an den TiO,-Nanopartikeln kam, sodass die Flachen der IR-Banden
besonders im Bereich der charakteristischen C=0 Valenzschwingung zunahmen und man

somit keine Aussage hinsichtlich der Desoption der Catecholderivate machen konnte.
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3.19 Bindungseigenschaften der Catecholderivate auf ZnO-Nanopartikeln

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. SiLvIA GRoss am Dipartimento Di
Scienze Chimiche — Univerisita Degli Studi Di Padova wurden die synthetisierten
Catecholderivate als Oberflachenbinder auf ZnO-Nanopartikel aufgebracht und hinsichtlich
ihrer Bindungseigenschaften untersucht. Es wurden folgende Analysemethoden dafiir
verwendet: Rontgen —Photoelektronen Spektroskopie (XPS), thermogravimetrische Analyse
(TGA) und die dynamische Differenzkalorimetrie (DSC).

Fur die Funktionalisierung der ZnO-Nanopartikel wurden das Cbz-Dopamin 61, das Alkinyl-
Dopamin 60, das Cbz-geschiitzte Triscatechol 55 und das Alkin funktionalisierte Triscatechol
54 verwendet und nach dem in Kapitel 3.15 beschriebenen, etablierten Verfahren fir

Nanopartikel auf ZnO aufgebracht.

Untersuchungen von ZnO sind dabei von groBem Interesse, da es eines der wichtigsten und
vielseitigsten Funktionsmaterialien ist. Es besitzt hervorragende optische, elektronische und
magnetische Eigenschaften.’*® AuBerdem zeichnet es sich durch hohe Stabilitat und

144,145,146 (3P

Biokompatibilitat aus. Mogliche Anwendungsgebiete reichen von der Katalyse
Optik™’ bis hin zu medizinischen Applikationen.**®'*° AuRerdem ist die Synthese von ZnO
einfach, kostengiinstig und unter milden Bedingungen durchzufiihren.*

Auf Grund dieser genannten Charakteristika war es von Interesse die Bindungen der
Catecholderivate 54, 55, 60 und 61 auf ZnO-Nanopartikeln zu untersuchen, da dieser Bereich

nur wenig erforscht ist,1°11°21231>4

3.20 Oberflachencharakterisierung

3.20.1 TGA /DSC-Messungen

Um physikalische VVorgénge und chemische Reaktionen die mit Massendnderung verbunden
sind zu untersuchen, ist die Thermogravimetrische Analyse (TGA) ein hervorragendes
Verfahren. Die Verdnderung der Masse einer Probe wird unter kontrollierten Bedingungen als

Funktion der Temperatur und der Zeit aufgenommen.
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Dieses Messverfahren wird zur Untersuchung des Zersetzungsverhaltens oder zur
Bestimmung der thermischen Stabilitat von Materialien bis zu 1000 °C angewendet.

Ein weiteres Verfahren, welches parallel dazu angewendet wird, ist die Dynamische
Differenzkalorimetrie (DDK) (Differential Scanning Calorimetry DSC). Dabei handelt es sich
um ein Verfahren, bei der die von einer Probe abgegebene bzw. aufgenommene Warmemenge

bei isothermer Arbeitsweise, Aufheizung oder Abkiihlung vermessen wird.

Diese beiden Verfahren wurden fur die beschichteten ZnO-Nanopartikel angewendet, um
Aussagen Uber das thermische Verhalten und eine Quantifizierung der an der ZnO-Oberflache
gebundenen Catecholderivate 54, 55, 60, 61 treffen zu kénnen (Abbildung 97, Abbildung 98,
Abbildung 99).

TGA- und DSC-Kurven des auf ZnO immobilisierten Alkinyl-Dopamin 60 sind in Abbildung
97 dargestellt.

Die TGA-Kurve zeigt, dass das immobilisierte Alkinyl-Dopamin 60 bis etwa 300 °C
thermisch stabil ist und sich erst bei hoheren Temperaturen zersetzt (Abfall der Kurve ab
300 °C). Ab 440 °C ist nur noch reines ZnO vorhanden, welches im Messbereich bis 800 °C
thermisch stabil ist (Kurve bleibt konstant). Der Massenanteil des tbrig gebliebenen ZnO ist

79%, somit betragt die Beladung an Alkinyl-Dopamin 60 18%.

300 °C, 97 %
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Abbildung 97: TGA und DSC-Ergebnisse des ZnO-Nanopartikel immobilisierten Alkinyl-Dopamins 60

Betrachtet man die DSC-Kurve so wird deutlich, dass bei 250 °C ein schwach endothermer
Prozess stattfindet, welcher auf eine Desorption eines Adsorbaten von der Oberflache

zurtickzufuhren ist (3% Masseverlust bis 300 °C, leichter Anstieg der Kurve). Dabei kdnnte
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es sich um adsorbiertes Acetylacetonat handeln, welches bei der Herstellung der Nanopartikel
verwendet wird.

Bei 340 °C zeigt die DSC-Kurve einen exothermen Prozess (starker Anstieg der Kurve), was
auf die Zersetzung des Alkinyl-Dopamins 60 hindeutet. Ein schwacher exothermer Prozess
findet bei 440 °C statt, dessen Ursprung ebenso auf die Zersetzung des Alkinyl-Dopamins 60
zurlickgefuhrt werden kann. Nahere Untersuchungen der Prozesse wurden jedoch nicht

unternommen.

TGA- und DSC-Kurven des auf ZnO immobilisierten Cbz-Dopamins 61 sind in Abbildung 98
dargestellt.

Die TGA-Kurve zeigt, dass das immobilisierte Cbz-Dopamin 61 bis etwa 300 °C thermisch
stabil ist (Spaltung der Catechol-Bindung) und sich bei héheren Temperaturen zersetzt
(Abfall der Kurve ab 260 °C, Spaltung der Carbamat-Bindung). Ab 460 °C ist nur noch reines
ZnO vorhanden, welches im Messbereich bis 800 °C thermisch stabil ist (Kurve bleibt
konstant).

Sehr eindeutig erkennt man hier, dass die Amid/Carbamat-Bindung deutlich stabiler ist, als
die Alkinyl-Funktionalitdt am Dopamin-Molekdil.

Der Massenanteil des restlichen ZnO ist 62%, somit betragt die Beladung 38%, 35% an Chz-
Dopamin 61 und 3% Verunreinigung.

Die experimentellen Befunde der Beladung von Cbz-Dopamin 61 auf ZnO-Nanopartikeln
stimmen sehr gut mit den theoretisch berechneten Ergebnissen Uberein. Von 260 °C (96%) bis
300 °C (82%) findet die erste Spaltung im Molekil statt, dabei handelt es sich um die
Carbamat-Schutzgruppe. Es handelt sich hierbei um einen Massenverlust von 14% was auf
die gesamte Masse der Beladung einen Anteil von etwa 40% ausmacht. Der theoretisch
berechnete Wert im Molekil liegt dabei bei etwa 45%. Der néchste Sprung von 300 °C (82%)
zu 460 °C (62%) zeigt die Spaltung der Dopamin-Gruppe und bedeutet einen Massenverlust
von 20% bezogen auf die gesamte Masse der Beladung 57%. Der theoretisch berechnete Wert
im Molekl liegt dabei etwa bei 52%.
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Abbildung 98: TGA und DSC-Ergebnisse des ZnO-Nanopartikel immobilisierten Cbz-Dopamins 61

Betrachtet man die DSC-Kurve so wird deutlich, dass bei 260 °C ein schwach endothermer
Prozess stattfindet, welcher auf die Desorption des adsorbierten Acetylacetonats von der
Oberflache zurlckzufuhren ist (14% Masseverlust von 260 bis 300 °C, leichter Anstieg der
Kurve). Bei 300 °C und 460 °C zeigt die DSC-Kurve einen exothermen Prozess (starker
Anstieg der Kurve), was auf die Zersetzung des Cbz-Dopamins 61 hindeutet. Ein schwacher
exothermer Prozess findet bei 160 °C statt, dessen Ursprung unklar ist und vielleicht auf eine
Verunreinigung geflhrt werden kann. N&here Untersuchungen der einzelnen Prozesse wurden

nicht unternommen.

Abbildung 99 présentiert die aufgenommene TGA- und DSC-Kurve des ZnO-Nanopartikel
immobilisierten Cbz-geschiitzten Triscatechols 55.

Die TGA-Kurve zeigt, dass das immobilisierte Cbz-Triscatechol 55 bis etwa 380 °C
thermisch stabil (Spaltung der Amid-Bindung) ist und sich bei hoheren Temperaturen zersetzt
(leichter Abfall der Kurve ab 250 °C, Spaltung der Carbamat-Bindung). Ein weiterer
Zersetzungsprozess ist bei 500 °C zu erkennen (Spaltung der Catechol-Bindung). Ab 550 °C
ist nur noch reines ZnO vorhanden, welches im Messbereich bis 800 °C thermisch stabil ist

(Kurve bleibt konstant). Der Massenanteil des tibrig gebliebenen ZnO betrégt 64%.

Die experimentellen Befunde der Beladung von Cbz-Triscatechol 55 auf ZnO Nanopartikeln
stimmen sehr gut mit den theoretisch berechneten Ergebnissen iberein. Von 250 °C (98%) bis
300 °C (90%) findet die erste Spaltung im Molekul statt. Dabei handelt es sich um die
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Carbamat-Schutzgruppe. Es bedeutet einen Massenverlust von 8%, was auf die gesamte
Masse der Beladung einen Anteil von etwa 24% ausmacht (die Verunreinigung ist darin
enthalten). Der theoretisch berechnete Wert im Molekul liegt dabei bei etwa 14%. Der nachste
Sprung von 300 °C (90%) zu 500 °C (75%) zeigt die Spaltung der Dopamin-Gruppe und,

bedeutet einen Massenverlust von 15%, bezogen auf die gesamte Masse der Beladung 44%.

Der theoretisch berechnete Wert im Molekdl liegt dabei etwa bei 50%. Die letzte Sprung von
500 °C (75%) zu 550 °C (64%) beinhaltet die Spaltung der Adamantan-Gruppe und bedeutet
einen Massenverlust von 11%, bezogen auf die gesamte Masse der Beladung 32%. Der
theoretisch berechnete Wert im Molekil liegt dabei etwa bei 35%. Somit kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass das Molekdl nicht nur Uber die Catecholderivate an die ZnO-
Oberflache bindet, sondern dass es weitere Bindungen/Wechselwirkungen zwischen den

Carboxylat-Gruppen des Adamantans und der ZnO-Oberfldche geben muss.

L |

500 %C, 75 %

Masse (V)

S50 °2C, 64 %

w0 Cbz-Triscatechol 55 DsC
— TGA

200 Lol

. 400 -
Temperatur (*C)

Abbildung 99: TGA und DSC Ergebnisse des ZnO-Nanopartikel immobilisierten Chz-Triscatechols 55

Betrachtet man die DSC-Kurve so wird deutlich, dass bei 250 °C ein schwach endothermer
Prozess stattfindet, welcher auf die Desorption des adsorbierten Acetylacetonat von der
Oberflache zurickzufihren ist (10% Masseverlust bis 380 °C, leichter Anstieg der Kurve).
Bei 390 °C und 520 °C zeigt die DSC-Kurve einen exothermen Prozess (starker Anstieg der
Kurve), wodurch man auf die Zersetzung des Cbz-Triscatechols 55 schlie3en kann.

Besonders hervorzuheben ist hierbei die Tatsache, dass sich das Adamantangrundgerust
offenbar erst bei hoheren Temperaturen zersetzt (520 °C), nachdem die anderen Bestandteile

des Cbz-Triscatechol schon pyrolisiert sind (390 °C).
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3. Resultate und Diskussion

Die Ergebnisse der TGA- bzw. DSC Messungen spiegeln das wieder, was bei den vorherigen
Stabilitatsuntersuchungen bewiesen werden konnte (Kapitel 3.20). Vergleicht man die TGA-
und DSC Kurve der immobilisierten Dopaminderivate auf ZnO-Nanopartikeln mit dem
immobilisierten Triscatecholderivat auf 2ZnO-Nanopartikeln, erkennt man, dass die
gebundenen Dopaminderivate friiher und bei geringerer Temperatur von der ZnO-Oberflache
desorbieren und sich danach zersetzten, als die gebundenen Triscatecholderivate. Dies ist ein
weiterer Beweis flr die Hypothese, dass die synthetisierten Triscatecholderivate mit ihren drei
Bindungseinheiten eine stdarkere Bindung gegenuber dem Dopaminderivat mit seiner
einzelnen Bindungseinheit zum ZnO ausbilden und daher stabiler gegeniiber &uReren

Einflussen sind.

3.20.2 XPS Messungen

Die Photoelektronenspektroskopie (XPS) ist eine hervorragende Methode fiir die quantitative
Analyse von Festkorperoberflachen einschliellich Monolagen, da sie Informationen Uber die
chemische Beschaffenheit und elektronische Struktur liefert. Die Dicke der
Oberflachenschicht kann dabei ca. 5 nm betragen.

Theoretische Grundlage ist der photoelektrische Effekt: Wenn Rdéntgenstrahlung mit einer
Energie im Bereich von 200-2000 eV auf eine Probe trifft, kann es zur Emission von
Elektronen kommen. Dabei spricht man von Austrittsarbeit, die mindestens aufgewandt
werden muss, um ein Elektron aus einem Festkorper zu I6sen. Das emittierte Elektron besitzt
eine kinetische Energie Exi,, abhéngig von der eingestrahlten Energie und dem elektronischen

Zustand, aus dem es emittiert wurde. Damit ergibt sich nach dem Energieerhaltungssatz:

E (A) + hv =E(A") + Ei

E = Energie, A = Atom, h = Plancksche Wirkungsquantum, v = Frequenz

Die Energiedifferenz zwischen dem neutralen Zustand und dem ionisierten wird allgemein als
Bindungsenergie (BE) bezeichnet. Die MessgroRRe bei der XPS ist die kinetische Energie der
emittierten Elektronen anhand welcher auf die Bindungsenergien geschlossen werden kann,

welche flr jedes Element spezifisch sind.
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3. Resultate und Diskussion

Die Photoelektronenspektroskopie ist eine oberflachensensitive Methode, bei der nur

Elektronen in oberflachennahen Bereichen verlustfrei den Festkorper verlassen kénnen.

Die beschichteten ZnO-Oberflachen mit den monovalenten und trivalenten Catecholderivaten
wurden auf diese Weise untersucht. Dafiir wurden zwei Arten von Rontgenquellen eingesetzt,
die Ublicherweise in der XPS-Spektroskopie verwendet werden. Erstens eine Mg Ko Quelle
(1253.6 eV) und zweitens eine Al Ko Quelle (1456.6 eV), wobei die emittierenden

Photoelektronen eine kinetische Energie von 0-1250 eV bzw. 0-1480 eV besitzen kdnnen.

Im XPS-Spektrum wird die Anzahl der Elektronen in Abhangigkeit von der Bindungsenergie
(oder kinetischen Energie) aus einem festen Energieintervall dargestellt. Das XPS-Spektrum
zeigt die Peaks der Elemente C und O, die bei fast jeder Probe auftreten. Danach werden die
starksten Peaks und die zugehdrigen Nebenpeaks identifiziert. Aus den energetischen Lagen
der gemessenen Peaks ist eine Zuordnung zu den Elementen an der Schichtoberflache
moglich. Hierzu werden die gemessenen Peaklagen mit Referenzmessungen aus der Literatur
verglichen, welche fir fast alle Elemente vorliegen. In den meisten modernen kommerziellen
XPS-Geraten steht eine Software zur Peakidentifizierung zur Verfugung.

Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse der analysierten ZnO-Nanopartikel-Oberflachen mit den
Catecholderivaten 54, 55, 60 und 61. Angegeben ist die stochiometrische Zusammensetzung
der jeweiligen beschichteten ZnO-Oberflachen als prozentuale Zusammensetzung beziglich
der Elemente Sauerstoff, Kohlenstoff, Stickstoff und Zink.

Tabelle 10: Stochiometrische Zusammensetzung der beschichteten ZnO-Oberflachen anhand von XPS-
Messungen mit einer Mg Ka und Al Ko, Réntgenquelle, berechnete Zusammensetzung anhand der elementaren

Zusammensetzung in Klammern

ZnO + Alkin- ZnO + Chz- ZnO + Cbz- ZnO + Alkin-

Mg Ka Dopamin 60 Dopamin 61 Triscatechol 55  Triscatechol 54 Reines ZnO
O 1s 22.6% 25.2% 26.6% 65.0% 37.0%
Cls 65.6% 47.3% 67.0% 35.0% 0%

N 1s 2.5% 2.4% 3.2% 0% 0%

Zn 2p 9.3% 25.1 3.2% 0% 63.0%
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ZnO + Alkin- ZnO + Chz- ZnO + Chz- ZnO + AlKin-

Al Ka Dopamin 60 Dopamin 61 Triscatechol 55  Triscatechol 54 Reines ZnO
O 1s 22.7% 24.1% 28.4% 67.3% 32.0%
Cls 59.5% 51.7% 59.0% 32.7% 0%

N 1s 2.5% 3.0% 6.0% 0% 0%

Zn 2p 15.4% 21.1 6.6% 0% 68.0%

Jede Probe zeigte eine deutliche Immobilisierung der Catecholderivate auf den ZnO-
Nanopartikeln, da ein erhohter Sauerstoff-und Stickstoff Gehalt der Oberflache im Vergleich
zum unbehandelten ZnO zu erkennen ist. Zink ist sowieso vorhanden und die hohen
Sauerstoff Werte stammen zum einen von den Catecholderivaten immobilisiert auf der ZnO-

Oberflache, zum anderen von dem ZnO-Nanopartikeln selbst.

Die Probe des reinen ZnO dient dabei als Blindprobe, welche neben Zink und Sauerstoff
keine anderen Elemente aufweisen konnte. Eine Ubersicht des gesamten XPS-Spektrums ist

im experimentellen Teil aufgefuhrt (Abbildung 118).
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4  Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Charakterisierung von multivalenten, biomimetischen
Catecholderivaten fiir eine mogliche Beschichtung unterschiedlicher Oberflachen.
Diese neuartigen Catecholderivate sind dabei modular aufgebaut und bestehen aus einem
zentralen, tetrasubstituierten Adamantankern, der mit drei Ankergruppen und einem
Effektormolekdl an der vierten Position versehen werden konnte.
Effckfo&n@lckﬁl
C—

AN

Ankergruppe ! é !
n

LALTTS /7))
Oberflache

Abbildung 100: Neuartige Catecholderivate auf Adamantanbasis

Der Entwurf dieser Catecholderivate orientierte sich an nattrlichen, bekannten Systemen, wie
dem Muscheladhésionsprotein MAP oder dem Siderophor Enterobaktin. Dabei sollte der

modulare Aufbau durch Adamantan als Grundgerist und Dopamin als Ankergruppe erfolgen.

Der Vorteil des Adamantans als Grundgerdist besteht in der Mdglichkeit, die Ankergruppe als
ein trivalentes Bindungsmotiv einzufiihren, um Oberflachen zu funktionalisieren. Weiter
bietet die Synthese derartiger Molekiile die Mdglichkeit, Spacer verschiedener Léange
einzufihren und somit die Ankergruppen in variablen Abstdnden zum Adamantankern
einzuarbeiten. Des Weiteren ist die vierte Position des Adamantylfragments orthogonal
funktionalisiert, was einen Einfluss auf die Oberflachenpolaritdt hat und aulRerdem die
Einfuhrung unterschiedlichster Effektormolekile, wie Kohlenhydrate, Peptide aber auch
Antibiotika ermoglicht. Alle Derivate sind im Multigramm-MaRstab zugénglich (Abbildung
101).
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Abbildung 101: Synthese der Catecholderivate

Ausgangsverbindung ist das Tricarboxyadamantan 11, welches tber 3 Stufen mit einer
Gesamtausbeute von 61%, ausgehend von Adamantan 1, dargestellt werden kann. Eine
etablierte Kupplungsstrategie ausgehend von Adamantan 1 und Dopamin-Hydrochlorid 52
mittels EDC-HCI und HOBt ermdglicht eine schnelle und effiziente Einfllhrung der
Dopamineinheit.

Weitere Derivate 59 konnen Uber eine Iminbildung dargestellt werden (Abbildung 102).
Ausgangsverbindung ist dabei das Triaminoadamantan 35, welches tber 3 Stufen mit einer

Gesamtausbeute von 58% ausgehend von 10, dargestellt werden kann.

OH
HO
HoN NHy  Dihydroxybenzaldehyd, =N N ﬂ OH
Et;N, abs. EtOH,
RT, 16 h
35 59

quant.

NH,

Nz

OH

OH
Abbildung 102: Synthese des Catecholderivats 59
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Ausgehend vom 1-Bromadamantan 13 kann die Boc-geschitzte Adamantantricarbonséure 57
uber 5 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 35% synthetisiert werden. In einer weiteren

Stufe konnte das Catecholderivat 58 erhalten werden (Abbildung 103).

NHBoc NHBoc
Dopamin-HCI,
EDC-HCI, HOB,
Et;N, DMF, o
HO,C CO,H 0°C-RT, 3 Tage
_—
HO,C 51% R R
2 57 ’ 0" R 58
. /\/©iOH
rrrr\N OH
H

Abbildung 103: Synthese des Catecholderivats 58

Nach einem etablierten Dip-Coating Verfahren konnten die synthetisierten Catecholderivate
erfolgreich auf TiO,-Oberflachen immobilisiert werden (Abbildung 104).

17 Stunden

\\inkubleren/

Unbeschichtete pH-Wert = 9, Beschichtete
T10, Oberfliache Mops-Puffer + TiO, Oberfliche
Triscatecholat

Abbildung 104: Dip-Coating Verfahren zur Beschichtung von TiO,-Oberflachen mit den synthetisierten
Catecholderivaten als Oberflachenbinder

Mit Methoden der Oberflachenanalytik wie Kontaktwinkelmessungen, SIMS-ToF,
Ellipsometrie und XRD konnte die erfolgreiche Immobilisierung auf Metalloberflachen
nachgewiesen werden.

Nach der Immobilisierung der Catecholderivate auf TiO,- und ZnO-Nanopartikeln war auch
eine Charakterisierung mittels FTIR- und DRIFT-Spektroskopie mdglich. Durch Kupplung
des Catecholderivats 56 an den Farbstoff Eosin Y konnte optisch die Immobilisierung auf

Ti0,-Nanopartikeln verfolgt werden.

Die funktionale Beschichtung von Metalloberflichen gegen das ,,Biofouling™ konnte erreicht
werden, indem das Alkin-funktionalisierte Triscatechol 54 mit dem Effektormolekil

Poly(ethylenglycol) PEG 67 tber eine 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition versehen wurde.
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Abbildung 105: Klick-Reaktion

Das so erhaltene PEG-funktionalisierte Triscatechol 72 konnte erfolgreich auf TiO,-
Oberflachen immobilisiert werden. Mit einem fluoreszenzbasierten Assay konnte

anschlieBend der Antifouling-Effekt des PEG-Triscatechol 72 anhand der Inkubation in Blut
demonstriert werden (Abbildung 106).

Abbildung 106: Aufnahmen des Fluoreszenzmikroskops (250 um Auflésung) fur die unbeschichtete (links) und
beschichtete (rechts) TiO,-Oberflache nach Behandlung mit Blut und Farbung mit Acridin Orange

Die Inkubation der beschichteten TiO,-Oberflachen mit Knochenmarkstammzellen bestétigte
den Antifouling-Effekt der PEG-Triscatechole und lieferte einen ersten Hinweis auf die

toxikologische Unbedenklichkeit der Beschichtungen (Abbildung 107).
P i

~/

Abbildung 107: Verlauf des ,,Riickzugs*“ der Zellen von der beschichteten Oberfliche und Wachstum in
Richtung der unbeschichteten TiO,-Oberflache
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Eine letzte Untersuchung in Bezug auf die Oberflachenbeschichtung war die Uberpriifung der
Bindungsstabilitat der trivalenten Catecholderivate. Daftr wurden monovalente
Vergleichsderivate 60, 61 synthetisiert und mit den trivalenten Catecholderivaten 55
verglichen (Abbildung 108 und Abbildung 109).

o}
HN)K/\ NH,CI NHCbz

Cbz-Cl,

EGN,

EGN, DMSO MeOH,

RT,20h 0°C RT, 24 h
OH 539% T s
60

Abbildung 108: Darstellung der Dopaminderivate 60, 61
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2N 24
W (0]
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iiber 2 Stufen, 30% OH

Abbildung 109: Darstellung des Dopaminderivats 62

Die Untersuchung der Stabilitat erfolgte durch die Immobilisierung auf TiO,-Nanopartikeln
mit einer anschlieBenden Behandlung in Puffersystemen unterschiedlicher pH-Werte und
einer schlussendlichen Charakterisierung mittels FTIR-Spektroskopie. Hier konnte
nachgewissen werden, dass die Dopaminderivate 61 mit einem AusmaR von 60% von der
Oberflache desorbierten, wohingegen die trivalenten Catecholderivate 55 von einem leicht
sauren pH-Wert nahezu unveréndert auf der Metalloberflache verweilten.

Des Weiteren konnten Untersuchungen an immobilisierten Catecholderivaten auf ZnO mittels
thermogravimetrischer Analyse (TGA) und dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC) diese

Ergebnisse bestatigen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Adamantan basierte trivalente Catechole
eine dauerhafte Funktionalisierung von Metalloberflachen ermdglichen. Bemerkenswert ist
hierbei die hohe Stabilitat der Beschichtungen in Wasser auch unter erniedrigtem pH-Wert.

Durch Konjugation der Triscatechole mit PEG konnten dauerhafte Antifouling-Oberflachen
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erzeugt werden, die beispielsweise fiir die Anwendung auf Implantaten oder im Bereich der

klinischen Hygiene Verwendung finden kdnnten.

Ein weiterer Bereich dieser Arbeit war die Synthese von Metallchelatoren auf Basis trimerer

Catechole.

Es konnten eine Vielzahl von Beispielverbindungen oder Vorl&uferverbindungen
unterschiedlichster Seitenkettenldngen synthetisiert werden, welche im Multigramm-Malstab
zuganglich sind.

Fur das erste Catecholderivat war Trihydroxyadamantan 47 die Ausgangsverbindung, welches
in 2 Stufen aus dem reinen Adamantan 1 mit einer Gesamtausbeute von 70% dargestellt
werden konnte. Eine weitere Umsetzung mit Dihydroxybenzol fuhrte zu den Derivat 78, 79

(Abbildung 110).
OH HO
HO, !g OH
DAY,
A) 1,2-Dihydroxybenzol, O 78
OH

AgSO,, H,S0,, H,0, Methansulfonséure,
@\ 80°C. 5 h HO OH 85°C,3h,RT 12 h
Br Br ————————
75% HO B) 1,2-Dihydroxybenzol,
Br TFA,

+
HO OH
9 47 85°C, 24 h !g
HO O O OH
oI
OH

OH
Abbildung 110: Darstellung der Metallchelatoren 78, 79

Die weiteren Derivate 80 und 83 konnten aus der Ausgangsverbindung Triaminoadamantan
31 dargestellt werden. Triaminoadamantan 31 konnte zuvor Uber 3 Stufen mit einer
Gesamtausbeute von 58% ausgehend vom reinen Adamantan 1, synthetisiert werden
(Abbildung 111).
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Abbildung 111: Darstellung der Metallchelatoren 80, 83

Das letzte Derivat 85 konnte tiber das Tricarboxyadamantan 11, ausgehend von Adamantan 1,

in 3 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 61% synthetisiert werden (Abbildung 112).

HO,C CO,H
—_— o o)

4 Stufen, 15%

HO,C 11 @) 85

Abbildung 112: Darstellung des Metallchelators 85
Es konnten somit eine Vielzahl an Beispielverbindungen oder Vorlduferverbindungen fiir die

Verwendung als Metallchelatoren unterschiedlichster Seitenkettenlange synthetisiert werden,

welche im Multigramm Mafstab zuganglich sind.
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Das Ziel zuklnftiger Untersuchungen wére nun die Verkniipfung des Kopffragments mit
weiteren Effektormolekiilen und deren erfolgreiche Untersuchung in biologischen Assays.
Hier waren beispielsweise die Verknupfung mit Antibiotika und die Untersuchung mit
adhdrenten Bakterienstimmen sehr interessant. Aus der Literatur ist bekannt, dass geladene
Effektormolekiile einen positiven Einfluss auf ,,Antifouling“-Eigenschaften haben, was
ebenfalls interessante Untersuchungen waren, denen man nachgehen kénnte. Eine zusétzliche
Funktionalitat der Oberflachenbinder kann ebenso einen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit
eben dieser haben, welches weiterhin zu untersuchen notwendig waére.

Die wichtigste Frage jedoch, die in Zukunft geklart werden sollte, ist die Anwendung der
beschichteten Oberflichen in ,,in vivo / in vitro* Tests und ihre Uberpriifung der Stabilitit

unter enzymatischen und oxidativen Bedingungen.

Doch nicht nur Catecholderivate waren fiir die gezielte modulare Beschichtung von
Oberflachen interessant, sondern auch die Substanzklasse der Bisphosphonate wéren als
Ankergruppen denkbar und winschenswert. Diese neuartigen Bisphosphonatderivate auf
Adamantanbasis wéren hervorragende Trager von Wirkstoffen oder Medikamenten, welche
man auf Apatit (Knochensubstanz) aufbringen kénnte. Des Weiteren kdnnten diese Derivate
als Knochenkleber, funktionalisiert mit einer zusétzlichen Catecholfunktion als eine

Verbindung zwischen Knochen und Metalloberflache, verwendet werden.
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5  Summary

This work presents the synthesis and characterization of multivalent, biomimetic catechol
derivatives, which are useful for the functionalization of metal surfaces, sensing devices and

recognition of metal cations.

These derivatives can be coupled to various effector molecules, such as carbohydrates,

proteins, dyes or even antibiotics by standard techniques.

effector )

Iigand‘/?\,‘

surface

Figure 1: C3-symmetric adamantane analogues

Novel surface and cation binders have been synthesized by conjugation of three catechol units
and an effector molecule to a central tetrahedral scaffold based on adamantane (Figure 1).

In order to prevent accumulation of cells, proteins and bacteria on surfaces, so called
biofouling, it was necessary to modify the surface with hydrophilic polymers (PEGSs), based

on these adamantane analogues (Scheme 2).

Bacteria

| "o

{1
PP W
Surface Surface Surface

Modification

Scheme 2: General concept of adamantane-based scaffolds for surface modification

In this work it was possible to conjugate effector molecules, like PEG, to a central tetrahedral

scaffold based on adamantane and demonstrate the successful immobilization on titanium
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dioxide (TiO,) surfaces. With standard techniques of surface analysis it was possible to prove

successful immobilization on metal surfaces.

To prove that these surface binders, equipped with a PEG unit, have an effect on the anti-
biofouling properties of a coated TiO, surface, a biofouling assay was performed by exposing
the coated surface to human blood. The in this way treated surfaces were subsequently stained
with Acridin orange and analyzed with a fluorescence microscope. The surface binders,

bound via “dip coating technique” to the TiO, surface showed a high antifouling property.

The low toxicity of the synthesized molecules was confirmed by a stem cell test, by
incubating the immobilized surfaces for one month in a stem cell medium and analyzing their

cell-viability by regular microscope recordings.

The stability of these trivalent surface binders towards the TiO,-surfaces were investigated
with pH- and temperature-stability tests. In comparison to well known monovalent surface
binders, like dopamine, these trivalent derivates showed a higher stability in a wide pH-value

range.
In advance to surface binders based on the adamantane scaffold with catechol units, a small

library of metal cations binders or precursor molecules for these applications were

synthesized successfully. The investigation of them shall be subject of future studies.
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6  Experimenteller Teil

6.1 Losungsmittel, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die technisch verwendeten Lésungsmittel wurden vor Gebrauch durch Destillation gereinigt.
Falls das Arbeiten unter wasserfreien Bedingungen notwendig war, wurden alle Glasgerate
bzw. Apparaturen mit einem HeiRluftfohn im Olpumpenvakuum ausgeheizt. Die verwendeten
Losungsmittel wurden dabei nach Standardverfahren getrocknet und unter Schutzgas und
Molsieb (4 A) aufbewahrt. Als Schutzgas wurde Stickstoff 5.0 (Airliquide) verwendet.

Die eingesetzten Chemikalien stammten von den Firmen MERCK, ALDRICH, ACROS

ORGANICS, LANCASTER oder FLUKA.

Fur die S&ulenchromatographie und zur Filtration wurde als Fillmaterial Kieselgel 60 mit
einer KorngroRenverteilung von 0.063-0.200 mm der Firmen MERCK bzw. MACHEREY-

NAGEL verwendet.

Fur die Dlnnschichtchromatographie dienten DC-Aluminiumfolien der Firmen MERCK bzw.
MACHEREY-NAGEL, die mit Kieselgel 60 Fzs4 (KorngrofRenverteilung 0.063-0.200 mm)
beschichtet waren.

Zum Anfarben wurden folgende Reagenzien verwendet:

Cersulfat: 5.0 g Ammoniummolybdat, 0.1 g Cersulfat,
90 mL Wasser und 10 mL konz. Schwefelsdure
mit anschlieBender Warmebehandlung mittels
HeiBluftfohn

Ninhydrin: 0.2% Ninhydrin (2,2-Dihydroxy-1,3-indiandion)
in Ethanol mit anschlieRender Warmebehandlung
mittels HeiBluftfohn

Molybdatophsophorsaure: 5 g Molybdatophosphorsdaure, 100 mL Ethanol
mit anschlieBender Warmebehandlung mittels
Heilluftfohn
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Zur weiteren Detektion wurde Licht der Wellenldnge 254 nm verwendet.

6.2 Analytik

NMR-Spektroskopie

Die *H-NMR-Spektren wurden bei Raumtemperatur mit TMS als internen Standard an den
Spektrometern AV 600, 400 bzw. 200, welches bei 400, 200 und 100 MHz bzw. 151, 1100
und 50 MHz Modus misst, aufgenommen. Die **C-Spektren wurden mit denselben Geréten,
jedoch bei 200, 100 bzw. 50 MHz gemessen. Zur vollstandigen Charakterisierung der
Produkte wurden des Weiteren COSY -, HMBC- und HMQC-Spektren aufgenommen.

Bei den Spektrometern handelt es sich um die Gerate Avance II 200 MHz ,,Microbay* (AV
200), Avance Il 400 MHz WB (AV 400) und Avance Il 600 MHz WB (AV 600) der Firma
BRUKER BIO0SPIN GMBH, Rheinstetten.

Zur Kalibrierung wurden folgende Losungsmittel herangezogen: D,O, DMSO-ds, MeOH-d,
und CDClI; und mit Literaturquellen verglichen.

Die chemischen Verschiebungen sind als dimensionslose & in ppm angegeben. Fiir die
Signalmultiplizitaten wurden die Abkilrzungen s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, m =

Multiplett und br = breites Signal verwendet.

Fur die Bestimmung der Verschiebung wurden Literaturwerte, das Programm ChemDraw

Ultra 8.0.3, CAMBRIDGESOFT und die Spektrendatenbank SDBS zu Hilfe genommen.

Schmelzpunkt Messungen

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunktmessgerat der Firma BUcHI (SMP-20)

nach Dr. Tottoli bestimmt und sind nicht korrigiert.
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CHN-Messungen

Fur die CHN-Analysen diente ein C/H/N-Analysator: Carlo Erba 1106 (Waage: METTLER
ToLEDO UMX-2).

Massenspektrometrie

Alle Massenspektren mit Direkteinlass und ElektronenstoRionisation (EI) wurden an einem
MAT 95 (THERMO FINNIGAN MAT, Bremen) Sektorfeld-Massenspektrometer durch
Herrn Dr. E. Rocker durchgefiihrt, Massenspektren mit Elektronenspray-lonisation (ESI)
wurden an einem FINNIGAN LCQDuo (THERMO FINNIGAN) durchgefuhrt. ESI-Exakte
Masse Bestimmungen und LC-MS Messungen erfolgten an einem MicroToF der Fa.
BRUKER DALTONICS, Bremen, durchgefiihrt, wobei die Massenkalibrierung unmittelbar

vor der Probenmessung mit Natriumformiat-Clustern erfolgte.

IR-Messungen

Die IR-Spektren wurden mit dem Gerét IF S 25 der Firma BRUKER OpTICS aufgenommen und
entweder als KBr Pressling oder als Film der jeweiligen Substanz gemessen. Im Folgenden
werden die charakteristischen Signale zwischen 4000-700 cm™ wiedergegeben (w = schwach,

m = mittel, s = stark).

MALDI-Messungen

Die MALDI-Aufnahmen erfolgten mit einem MALDI-TOF-MS der Firma BRUKER
DALTONICS, Bremen, wobei ein 1:1 Acetonitril-Wasser-Gemisch als Losungsmittel und DHB
(5 mg / ml) als Matrix diente. Weitere Einstellungen: Beschleunigungsspannung 25 kV,
Reflektorspannung 26.3 kV, N, Laser (337 nm), Aufsummierung von 200 bis 1000

Einzelspektren.

Profilometrie
Die Aufnahmen wurden mit einem Alpha-Step 1Q der Firma KLA-TENCOR aufgenommen.
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Rasterelektronenmikroskop (REM)

Zur Rasterelektronenmikroskopie wurde das Gerdt Merlin der Firma ZEIss verwendet.

Ellipsometrie

Der Brechungsindex und die Schichtdicke der TiO,-Oberflachen wurden mit einem Laser-
Ellipsometer der Firma SENTECH Instruments GmbH (SE 400adv) bestimmt.

Kontaktwinkel-Messungen

Kontaktwinkel wurden bei Raumtemperatur mit dem Kontaktwinkelmessgerdat Oca 20 der
Firma DATA PHysics gemessen. Dazu wurden Tropfen mittels HPLC-Wasser der

Tropfengrolle 2 L erzeugt.

SIMS-ToF-Messungen

Fur die SIMS-Tof Messungen wurde das Gerdt TOF.SIMS 5 der Firma iOnTOF (Minster,
Deutschland) verwendet. Die Untersuchung erfolgte mittels Bis*-Priméarionenstrahl.

Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchungen wurden an dem Fluoreszenz-Mikroskop Olympus BX41 mit dem Filter 5
(Blue excitation U-MW1B2) durchgefihrt. Bei der Fluoreszenz-Lampe handelte es sich um

eine Quecksilberlampe (Olympus U-RFL-T).

XRD-Messungen

Fur die durchgefuhrten XRD-Untersuchungen wurde ein Bruker D8 Advance Diffraktometer
mit Bragg-Brentano-Geometrie verwendet, sowie eine Cu K, Strahlungsquelle (40 kV, 40
mA, A = 0.15406 nm). Die Berechnungen der durchschnittlichen Kristallgroe wurden mit
Hilfe der Scherrer-Gleichung durchgefuhrt, wobei die Halbwertsbreite der Reflexe mit Hilfe
der Rontgendiffraktogramme abgeschéatzt wurde. Die Scans wurden iiber einen 2 6 Bereich

von 10-80 durchgefuhrt. Die experimentellen Parameter wurden wie folgt gewahlt:
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Schlitz6ffnung des Detektors (1.0 nm), Antiscattering Schlitz (0.5 mm), Step size (0.02),
Scangeschwindigkeit (10 sek/step).

TGA Messungen

Die thermogravimetrischen Analysen wurden mit einem LabSys Setarm SDT 2960
Instrument an Luft in einem Temperaturbereich von 20-800 °C und einer Heizrate von
10 °C/min durchgefinhrt.

6.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

Immobilisierung der Catecholderivate auf TiO,-Oberflachen (AAV 1)

Silizium Wafer ((100) orientierte Si-Einkristalle (mit der GroRe 2.5 x 2.5 cm)) wurden mit
dinnen TiO,-Filmen der Schichtdicke von 100 nm beschichtet. Die Beschichtung erfolgte
durch Hydrolyse von TiCl, in H,O und EtOH.

Diese Oberflachen wurden zweimal mit H,O und MeOH gereinigt und mittels Druckluft
getrocknet.

5 mg der synthetisierten Catecholderivate 53-56 wurden in 5 mL MeOH und 15 mL H,0
gelost.

5 mL dieser Stammlésung wurden zu 10 mL einer 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure
(MOPS) Pufferlésung (0.1 M MOPS/0.6 M NaCl/ 0.6 M K,;SO4) gegeben. Die TiO,-
Oberflachen tauchten in diese Lésung aus Catecholderivat und Pufferlésung und verblieben
dort fur 16 Stunden. Die so beschichteten Oberflachen wurden anschlieBend intensiv mit H,O

und MeOH gereinigt und mittels Druckluft getrocknet.
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Immobilisierung der Catecholderivate auf TiO,- und ZnO-Nanopartikel (AAV 2)

Die TiO,-Nanopartikel sind bei Evonik-Degussa (TiO,, P 25) kduflich erwerblich. Sie haben
eine spezifische Oberflache von 50 +/- 15 mg®g™, eine Durchschnittspartikelgrée von 21 nm

und eine Reinheit von 99.5%.

Die ZnO-Nanopartikel (in der Wurtzit Kristallstruktur) wurden nach folgendem Verfahren
synthetisiert. Zn-Acetylacetonat [Zn(acac),-H,O] wurde mit 2 &. NaOH und H,O als
Losungsmittel fur 6 Stunden bei 80 °C unter Ruckfluss erhitzt. Nach Reinigung konnte ZnO

mit einer DurchschnittspartikelgroRe von 10-16 nm erhalten werden.

TiO,-Nanopartikel (1 &q. bei Masse) und das jeweilige Catechol (Dopaminderivat: 10 &q.,
Triscatechol 5 &q.) wurden in 3 mL MeOH, 3 mL H,0 und 100 mL MOPS-Puffer geldst und
im Ultraschallbad fiir 12 Stunden bei 40 °C belassen. AnschlieBen wurde die Lésung mittels
Zentrifugation abgetrennt, die so beschichteten Nanopartikel intensiv mit H,O und MeOH

gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Durchfiihrung der Stabilitatstests (AAV 3)

10 mg der Catechol beschichteten TiO,-Nanopartikel wurden mit 1 mL MeOH und 7 mL
Pufferlosung unterschiedlichen pH-Wertes (siehe Kapitel 3.20) versehen und fir 30 Minuten
leicht geriihrt (Umdrehungen: 1250).

AnschlieRend wurde die Losung mittels Zentrifugation abgetrennt, die Nanopartikel intensiv
mit H,O und MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die nachfolgende

Charakterisierung erfolgte mittels FTIR-Messungen.

Stammzellen Kultivierung (AAV 4 a)

In Ubereinstimmung mit der 6rtlichen ethischen Zulassung wurden von Knochen abgeleitete
stromale Zellen aus humanem Bohrmehl von 2 erwachsenen, mannlichen Patienten im Alter
von 64 und 75 Jahren, das wéhrend einer Operation auf Grund eines Knochenbruchs anfiel,

geerntet. Beide Patienten litten nicht an Sekundarerkrankungen oder zusatzlichen
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Verletzungen. Das Knochenbohrmehl wurde in eine Ldsung aus F12K-Medium mit 20%
fotalem Kalberserum (FCS, PAA, Osterreich), 0.05 U/mL Penicillin und 0.05 pm/mL
Streptomycin bei einer Luftfeuchtigkeit von 95%, 5% CO, Atmosphére inkubiert. Die
heranwachsenden stromalen Zellen wurden gesammelt und auf dem zu testenden Material
ausgesat (20 000/cm 2). Das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt. Nach einer
Woche wurden zur Differenzierung der Zellen ein Teil der Proben osteogen gesetzt. Das
Medium enthielt nun 10% FCS, 0.1 uM Dexamethason, 0.05 mM Ascorbinséure-2-Phosphat,
10 mM B-Glycerinphosphat (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) und Penicillin/Streptomycin.
Die Zellen wurden fiir einen Monat unter diesen Bedingungen kultiviert. Zur Uberpriifung der
Lebensfahigkeit der Zellen wurden zweimal pro Woche mit einem inversen Mikroskop
(LEICA, Wetzlar) Aufnahmen gemacht und diese analysiert.

Durchfiihrung des Biofouling-Assays (AAV 4 b)

Die TiO,-Oberflachen (1 x 2 cm) wurden zur Halfte mit Catecholderivaten 71, 72 nach
Vorschrift (AAV 1) beschichtet. Einziger Unterschied war, dass die Beschichtung nicht bei
Raumtemperatur, sondern bei 50 °C durchgefihrt wurde.

Daraufhin wurden die beschichteten TiO,-Oberflachen fiir 2 Stunden in HEPES-Puffer (0.1 M
HEPES, pH = 7.56) eingelegt, sodass sich die PEG-Effektormolekiile in der hohen Puffer-
Salzkonzentration ausrichten konnten.

Direkt im Anschluss erfolgte die Behandlung der Oberflachen in 3 mL Blut (frisches Blut,
welches am gleichen Morgen dem Spender entnommen und mit EDTA gegen die Gerinnung
behandelt wurde) fiir 1 Stunde bei 37 °C.

Danach wurden die Oberflachen dreimal mit jeweils 3 mL PBS-Puffer (137.0 mM NacCl,
2.7 mM KCI, 10.0 mM Na;HPO42H,0 und 1.8 mM KH,PO,, pH=7.4) vorsichtig gewaschen.
Zum Anfarben von Nucleinsauren, DNA, RNA und Zellbestandteilen wurden die Oberflachen
in 2 mL Acridinorange (0.1% Gew.) fur 10 Minuten behandelt und im Anschluss erneut mit
3mL PBS-Puffer vorsichtig gewaschen. Zusatzlich erfolgte eine Inkubation gewisser
Oberflachen fiir 3 Tage in Blut (Blut:PBS; 3:1).

Die anschlielende Charakterisierung geschah mittels Ellipsometrie, Kontaktwinkel-

messungen und Betrachtung der Proben unter einem Fluoreszenz-Mikroskop.
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6.4 Darstellung der Adamantangrundgeruste

Folgende Substanzen wurden nach beschriebenen Verfahren aus der Literatur dargestellt:

1,3,5-Tribromadamantan 9, 1,3,5-Tris-(2-cyanoethyl)-adamantan 10,*® 1,3,5-Tris-(2-
carboxyethyl)-adamantan 11, 1-Acetylamino-3,5,7-tris-(2-carboxyethyl)-adamantan,**® 1-
Amino-3,5,7-tris-(2-carboxyethyl)-adamantan Hydrochlorid 12,° 1,3 5-Triphenyladamantan
14,"° 1-Brom-3,5,7-triphenyladamantan 15, 7-(2-Cyanoethyl)-1,3,5-triphenyladamantan
16,"°  1,3,5-Tricarboxy-7-(2-cyanoethyl)-adamantan ~ 17,**®  7-(3-Aminopropyl)1,3,5-
tricarboxy-adamantan 18,"° 1,3,5-Tri-(3-aminopropyl)-adamantan 35,°" ** 1-Acetalamino-
3-carboxyadamantan,**’ 1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3,5,7-tris-(2-carboxyethyl)-
adamantan  36,"*®  1,3,5-Trihydroxyadamantan ~ 47,"*"  1-Amino-3-carboxyadamantan
Hydrochlorid 50, *” 7-(N-Boc-3-Aminopropyl)-1,3,5-tricarboxyadamantan 57,*° 1-(1,2-

Dihydroxyphenyl)-adamantan 67, 77,"*® Pamidronat™®
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6.5 Kopffragmente

1-Amino-3,5,7,-tris [(2-carboxymethyl)-ethyl]-adamantan 19 **°

NH,
! 2
(4 s~ Zonm
MeO,C CO-Me
/7 2
MeO,C

022H35N06, M = 409.52 g/mol

Zu 0.75 g (1.85 mmol) der Tricarbonsaure 12 in 75 mL abs. MeOH wurden langsam unter
Eiskuhlung 1.32 mL (11.10 mmol) Thionylchlorid und wenige katalytische Tropfen DMF
gegeben und weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum, erneuter Aufnahme mit geséttigter, wassriger NaHCOsg,
funfmaligem Ausschitteln mit EtOAc und erneutem Entfernen des Ldsungsmittels im
Vakuum konnten 0.14 g (0.34 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was einer

Ausbeute von 70% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.63 (s, 9H, 8-H), 2.22 (t, 6H, %J = 8.0 Hz,6-H),
1.50 (t, 6H, *J = 8.0 Hz, 5-H), 1.19 (s, 6 H, 2-H), 1.04 (d, 3 H, % = 12.0 Hz, 4a-H), 1.01 (d,
3H, 2 = 12.0 Hz, 4b-H); *C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 174.6 (C7), 51.7 (C8),
49.6 (C1), 49.1 (C4), 45.1 (C2), 37.5(C5), 35.3 (C3), 28.2 (C6); MS-ESI m/z (%): gefunden
= 410.1 [M+H]*(65).
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NHS-Ester der 4-Pentinsaure 24
(@]
3 (0] . 7
Zys 0/“?
1 (@]

CoHyNO4, M = 195.17 g/mol

0.50 g (5.10 mmol) 4-Pentinsaure wurden in 30 mL dest. DMF geldst, mit 0.88 g (7.65 mmol)
N-Hydroxysuccinimid, 1.47 g (7.65 mmol) EDC-HCI versehen und 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde die Losung bis zur Trockenheit eingeengt, in EtOAc
aufgenommen und dreimal mit 30 mL dest. H,O gewaschen. Die organische Phase wurde
uber Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Es konnten 0.89 g (4.54 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was einer

Ausbeute von 89% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.76-2.73 (m, 6H, 4-H, 7-H), 2.53 (td, 2H, %1 = 4.6
Hz, %3 = 2.8 Hz, 3-H), 1.96 (s, 1H, 1-H); *C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 169.2
(C5), 167.2 (C6) 80.9 (C1), 70.0 (C2) 30.2, (C4), 25.5 (C7), 14.0 (C3); MS-ESI m/z (%):
gefunden = 196.3 [M+H]"(85).
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1-(Pent-4-inamido)-3,5,7-tris-(2-carboxyethyl) -adamantan 25

O

8 101712
HN'g %13

1 ;
6 7
HO,C a 35 CO,H
/=7 2
HO,C

Cz4H33NO7, M =447.52 g/mol

0.25 g (1.23 mmol) des 1-Amino-3,5,7-tris(2-carboxyethyl)adamantans wurden in 30 mL
dest. DMSO und 0.35 mL (2.50 mmol) N,N-Diethylethanamin geldst, mit 0.18 g (0.62 mmol)
des NHS-Ester Alkins 24 vereint und die Losung 24 Stunden bei Raumtemperatur gerdhrt.
Danach wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt, das Rohprodukt in 50 mL dest. H,O
aufgenommen und dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinten, organischen Phasen wurden
uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die Vollstandigkeit der
Reaktion wurde mittels ESI-MS Uberprdift.

MS-ESI m/z (%):gefunden = 448.3 [M+H]"(74).

Danach wurde das Rohprodukt in wassriger 1 M NaOH aufgenommen und dreimal mit
EtOAc gewaschen, das H,O im Vakuum entfernt und das Produkt ohne weitere Reinigung

umgesetzt.
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1-(Propiolamido)-3,5,7-tris-[(2-carboxymethyl)-ethyl]-adamantan 26

(0]
9 11
HN"10 X 12

A
6 7 8
MeO,C ﬂ 35/ ~co,M
/=7 2Me
MeO,C

Cz5H35NO7, M = 461.55 g/mol

0.69 g (1.58 mmol) des Methylesters 19 und 0.14 g (2.03 mmol) Propiolsdure wurden in abs.
CH,Cl, gel6st und auf 0 °C abgekihlt. Nach 5 Minuten wurden 0.42 g (2.03 mmol) DCC
dazugegeben und 24 Stunden gerihrt. Das Uberschussige DCU wurde abfiltriert. Nach
saulenchromatographischer Reinigung konnten 0.63 g (1.50 mmol) eines gelben Ols erhalten

werden, was einer Ausbeute von 95% entspricht.

R;= 0.24 (Petrolether/EtOAc 1:1), Ninhydrin; *H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.96
(s, 1H, 9-H), 3.58 (s, 9H, 8-H), 2.69 (s, 1H, 12-H), 2.18 (t, 6H, % = 8.2 Hz, 6-H), 1.56 (s, 6 H,
2-H), 1.46 (t, 6H, 3J = 8.2 Hz, 5-H), 1.08 (d, 3 H, 2J = 12.0 Hz, 4a-H), 0.98 (d, 3H, 2J = 12.0
Hz, 4b-H); *C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 174.3 (C7), 151.1 (C10), 78.1 (C11),
71.7 (C12), 54.9 (C8), 51.6 (C1), 44.8 (C4), 44.3 (C2), 37.3 (C5), 34.8 (C3), 27.9 (C6);
HRMS (ESI): berechnet fiir CosHssNO7Na*™ [M+Na]™ = 484.2306, gefunden = 484.2308; IR
(Film): v [cm™] = 3259 (s), 2919-2851 (s), 2104 (m), 1732 (s), 1651 (s), 1535 (s), 1453-1437
(s), 1353-1199 (s), 1087-1018 (w).
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1-(N-Cbz)-1,3,5-tris-(2-carboxyethyl)-adamantan 32 ¢

o}
10 12
13
8HNJ$O/\©
11
6 14
5

7.1
HO,C 3 CO,H
sl
HO,C

C27H35N03, M =501.57 g/mol

0.30 g (4.09 mmol) NaHCO3; wurden in 30 mL dest. H,O gel6st und zu einer Lésung aus
0.50 g (1.2 mmol) Adamantancarbonsdure 12 in 30 mL Dioxan gegeben. Um einen pH-Wert
von etwa 9 zu erhalten, wurde gegebenenfalls 2 M wéssrige NaOH zugegeben. 0.24 mL
(1.74 mmol) Cbz-Cl wurden zu der Reaktionsldsung bei 0 °C langsam zugetropft, 24 Stunden
geriihrt und die Vollstandigkeit der Reaktion mittels Ninhydrin Test Uberpruft. Die wassrige,
basische Phase wurde dreimal mit CH,Cl, und dreimal mit EtOAc gewaschen, danach mit
2 M wassriger HCI auf pH-Wert 1 angesduert, erneut sechsmal mit EtOAc ausgeschdittelt, die
organische Phase tber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Es
konnten 0.52 g (1.05 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was einer Ausbeute

von 84% entspricht.

Smp.: 221 °C; *H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 12.0 (br s, 3H, 7-H), 7.28-7.38 (m,
5H, 12-14-H), 7.0 (s, 1H, 8-H), 4.95 (s, 2H, 10-H), 2.13 (t, 6H, J = 7.9 Hz, 6-H), 1.46 (s, 6H,
2-H), 1.37 (t, 6H, 3J = 8.2 Hz, 5-H), 1.04 (d, 3H, 2J = 13.2 Hz, 4a-H), 1.00 (d, 3H, 2J =
13.2 Hz, 4b-H); *C-NMR (100 MHz, DMSO): & [ppm] = 175.0 (C7), 154.2 (C9), 137.3
(C11), 128.4 (C13), 127.7 (C14), 127.7 (C12), 64.6 (C10), 52.0 (C1), 44.5 (C4), 44.5 (C2),
37.5 (C5), 34.3 (C3), 27.9 (C6); HRMS (ESI): berechnet fiir Co;H3sNOgNa™ [M+Na]* =
524.2255, gefunden = 524.2260; IR (KBr-Pressling): v [cm™] = 3330 (m), 3066 (m), 2918
(m), 2852 (w), 1706 (s), 1526 (m), 1454 (m), 1413 (m), 1353 (m), 1308 (m), 1280 (m), 1232
(m), 775 (w), 738 (w), 696 (w).
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6.6 Seitenketten

1-(N-Cbz)-1,3,5-tris-[2-(N,N,N-Boc-2-aminoethyl)]-adamantan 33 **°

1
/ 2 67 o0
BocHN 35 NH

BocHN 17

C39H62N403, M =714.93 g/mol

0.31 g (0.61 mmol) der Cbz-geschitzten Carbonsaure 32 wurde in abs. CH,Cl, geldst und mit
0.60 mL (2.38 mmol) DPPA und 0.60 mL (4.32 mmol) N,N-Diethylethanamin versetzt und
per DC Kontrolle 8 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde
das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand in 50 mL abs. tert-Butanol gel6st, 24
Stunden unter Ruckfluss und Stickstoffatmosphare erhitzt und danach weitere 24 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das Rohprodukt
wurde in CH,CI, aufgenommen, sechsmal mit wassriger 2 N NaOH gewaschen und Uber
Na,SO,4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum konnte das Rohprodukt
(0.89 g) séulenchromatographisch gereinigt werden. [EtOAc/Petrolether 2:1, EtOAc/MeOH
10:1 (R¢=0.69)]

Es konnten 0.25 g (0.35 mmol) eines gelblichen Ols erhalten werden, was einer Ausbeute von
58% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & [ppm] = 7.2-7.1 (m, 5H, 12-14-H), 4.9 (s, 2H, 10-H), 3.0-2.9
(m, 6H, 6-H), 1.57-1.55 (m, 6H, 5-H), 1.4 (s, 27H, 17-H), 1.35-1.34 (m, 6H, 2-H), 1.16-1.14
(m, 6H, 4-H); *C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 155.91 (C15), 154.3 (C9), 136.5
(C11), 129.6 (C13), 128.4 (C14), 127.9 (C12),79.1 (C16), 64.6 (C10), 51.6 (C1), 45.5 (C4),
42.7 (C2), 35.6 (C6), 35.6 (C5), 34.6 (C3), 28.4 (C17); MS-ESI m/z (%): gefunden = 737.5
[M+Na]* (100); IR (KBr-Pressling): v [cm™] = 3404 (m), 2898-2841 (w), 1644 (s), 1544-
1521 (w), 1463 (m), 1359 (w), 1232 (m), 1025 (w), 738 (w).
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1-(N-Cbz)-1,3,5-Tris-(3-aminoethyl)-adamantan 34 **°
0 12 13

)]\10

8
HN g0
9% 44

1
(s Jas°]
HoN NH
/7 2

14

HoN

C24H33N402, M =414.58 g/mol

0.25 g (0.35 mmol) des Boc-geschiitzten Amins 33 wurden in 40 mL dest. CH,Cl, geldst, mit
10 mL TFA versetzt und 24 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Es wurde danach dreimal
mit der gleichen Menge an CH,ClI, koevaporiert.

Es konnten 0.14 g (0.34 mmol) des entschiitzten Amins erhalten werden, was einer Ausbeute
von 100% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.9-7.7 (m, 6H, 7-H), 7.3-7.1 (m, 5H, 12-14-H), 4.9
(s, 2H, 10-H), 1.5-1.4 (m, 12H, 5-H, 6-H), 1.2-1.1 (m, 6H, 2-H), 1.1-0.9 (m, 6H, 4-H); *C-
MR (100 MHz, DMSO): & [ppm] = 154.1 (C9), 137.2 (C11), 128.3 (C13), 127.7 (C14, C12),
64.6 (C10), 51.6 (C1), 44.7 (C4), 44.5 (C2), 34.2 (C5), 34.0 (C3), 33.8 (C6); HRMS (ESI):
berechnet fiir CosH3N4O," [M+H]" = 415.3068, gefunden = 415.3060; IR (Film): v [cm™] =
2916 (m), 1689 (s), 1520-1365 (m), 1248-1025 (s), 798-720 (W).
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1-(3-tert-Butyloxycarbonylamino)-3,5,7-tris-(3-hydroxypropyl)-adamantan 37
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Co4H4sNOs, M = 425.60 g/mol

Zu einer Loésung von 50 mg der Boc-geschiitzten Aminocarbonséure 36 (0.11 mmol) in abs.
THF wurde langsam 0.54 mL (0.54 mmol) einer 1 M BHs-Lésung in THF bei 0 °C dazu
getropft. Die Reaktionslosung wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt und
anschlieBend mit 10 mL dest. H,O und 10 mL gesattigter, wassriger NaHCO3; Ldsung
versetzt, wobei sich die tribe Losung klarte. AnschlieBend wurde das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt.

Der Feststoff wurde dreimal in 50 mL EtOH zum Sieden erhitzt, heil? filtriert und erneut bis
zur Trockenheit eingeengt. Die Vollstandigkeit der Reaktion wurde mittels ESI-MS Gberpriift.
Der Trialkohol wurde als Rohprodukt (84 mg) erhalten und ohne weitere Reinigung

umgesetzt.
'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 3.58 (t, 6H, 3J = 6.8 Hz, 7-H), 1.51-1.57 (m, 12H, 2-H,

6-H), 1.39 (s, 9H, 11-H), 1.09-1.21 (m, 12H, 4-H, 5-H); MS-ESI m/z (%): gefunden= 448.3
[M+Na]"* (100).

123



6. Experimenteller Teil

1-(3-tert-Butyloxycarbonylamino)-3,5,7-tris-(3-mesyloxypropyl)-adamantan 38
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Co7H49NO11S3, M = 659.87 g/mol

Das Rohprodukt des Trialkohols 37 wurde in 20 mL abs. CH,Cl;, geldst und auf 0 °C gekdihlt.
Dazu wurde 77 puL (0.48 mmol) dest. N,N-Diethylethanamin gegeben und 15 Minuten
geriihrt. Nach Zugabe von 39 uL (0.49 mmol) Methansulfonylchlorid wurde die Reaktion fir
20 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, dann durch Zugabe von MeOH hydrolysiert, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand in 20 mL dest. CH,Cl, aufgenommen, mit
derselben Menge an H,O, wassriger 1 M HCI und geséttigter, wassriger NaCl-Losung
gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum
konnte die mesylatgeschiitzte Verbindung massenspektrometrisch nachgewiesen und ohne

weitere Reinigung weiter umgesetzt werden.

MS-ESI m/z (%): gefunden 682.2 [M+Na]" (100).
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1-(3-tert-Butyloxycarbonylamino)-3,5,7-tris-(3-tosyloxypropyl)-adamantan
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CusHg1NO11S3, M = 888.16 g/mol

Das Rohprodukt des Trialkohols 37 wurde in 20 mL abs. CH,Cl, geldst und auf 0 °C gekihlt.
Dazu wurde 0.066 mL (0.482 mmol) dest. N,N-Diethylethanamin gegeben und 15 Minuten
geriihrt. Nach weiterer Zugabe von 64 uL (0.497 mmol) para-Toluolsulfonsdaurechlorid wurde
das Gemisch fiir 20 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, dann durch Zugabe von MeOH
hydrolysiert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt, in 20 mL dest. CH,Cl, aufgenommen,
mit derselben Menge an H,0O, wassriger 1 M HCI und geséttigter, wéassriger NaCl-Ldsung
gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum
konnte die tosylatgeschiitzte Verbindung massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Ohne

weitere Reinigung wurde diese Verbindung weiter umgesetzt.

MS-ESI m/z (%): gefunden = 910.4 [M+Na]" (100).
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1-(N-Cbz)-1,3,5-tris-(3-hydroxypropyl)-adamantan 40 **°
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C,7H41NOs, M = 459.61 g/mol

Zu einer Lésung von 0.48 g der Cbz-geschitzten Aminocarbonsaure 32 (0.96 mmol) in abs.
THF wurde langsam 9.57 mL (9.57 mmol) einer 1 M BH3;-L6sung in THF bei 0 °C getropft.
Die Reaktionslésung wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieRend mit 10
mL dest. H,O und 10 mL geséttigter, wassriger NaHCO3; Losung versetzt, wobei sich die
tribe Losung kléarte. AnschlieBend wurde das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Feststoff wurde dreimal in 50 mL EtOH zum Sieden erhitzt, heil? filtriert und erneut bis zur
Trockenheit eingeengt. Der Trialkohol wurde als Rohprodukt (0.50 g) erhalten und wurde

ohne weitere Reinigung umgesetzt.

MS-ESI m/z (%): gefunden= 482.6 [M+Na]" (90).
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1-(N-Cbz)-1,3,5-tris-(3-mesyloxypropyl)-adamantan 41
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C39H47NO11S3, M = 693.89 g/mol

Das Rohprodukt des Trialkohols 40 wurde in 50 mL abs. CH,Cl, gel6st und auf 0 °C gekihlt.
Dazu wurde 0.59 mL (4.31 mmol) dest. N,N-Diethylethanamin gegeben und 15 Minuten
geruhrt. Nach weiterer Zugabe von 0.33 mL (4.31 mmol) Methansulfonylchlorid wurde die
Reaktion fur 20 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt, dann durch Zugabe von MeOH
hydrolysiert, das Lésungsmittel im Vakuum entfernt, in 60 mL dest. CH,Cl, aufgenommen,
mit derselben Menge an H,O, geséttigter, wassriger NaHCO3 Losung, gesattigter und
wassriger NaHSO, Losung gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum konnte die mesylat aktivierte Verbindung massenspektrometrisch

nachgewiesen und ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt werden.

MS-ESI m/z (%): gefunden 694.9 [M+H]" (100).
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1-(N-Cbz)-1,3,5-tris-(3- azidopropyl)-adamantan 42 '*°
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C,7H35N100,, M = 534.66 g/mol

Das Rohprodukt der mesylat aktivierten Verbindung 41 wurde in 40 mL abs. DMF gelost,
0.28 g (4.31 mmol) NaN3 hinzugegeben und 26 h bei 60 °C geruhrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wurde der Rickstand in 30 mL EtOAc aufgenommen, mit
derselben Menge an H,O, geséttigter, wassriger NaCl-Ldsung gewaschen und mit Na,SO,
getrocknet. Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum und saulenchromatographischer
Reinigung (CH,Cl,:MeOH = 10:1) konnten 0.15 g (0.27 mmol) des Produkts erhalten werden,

was einer Ausbeute von 30% Uber 3 Stufen entspricht.

IH-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.3-7.2 (m, 5H, 12-14-H), 4.9 (s, 2H, 10-H), 4.6 (s,
1H, 8-H), 3.1 (t, 6H, %] = 8.6 Hz, 7-H), 1.5-1.4 (m, 12H, 5-H, 6-H), 1.1-0.9 (m, 12H, 4-H, 2-
H): 3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 158.5 (C9), 136.4 (C11), 128.3 (C13), 127.9
(C14, C12), 65.9 (C10), 52.6 (C1), 51.9 (C7), 45.5 (C4), 45.2 (C5), 39.8 (C2), 34.9 (C3), 22.3
(C6); HRMS (ESI): berechnet fiir CyHagNyoO:Na® [M+Na]® 557.3071, gefunden =
557.3067; IR (Film) v [cm™'] = 3339 (w), 2008-2844 (m), 2096 (s), 1725 (m), 1507 (m), 1453
(m), 1351-1150 (m), 1118 (w), 1025 (w), 737 (w).
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Mono-Boc- Butan-1,4-diamin 44 1%

CoH»oN>0,, M = 188.27 g/mol

Zu einer Losung aus 7.40 mL (74.0 mmol) 1,4-Diaminobutan in 30 mL THF wurde unter
Eisklhlung innerhalb von 30 Minuten eine Lésung aus 1.60 g (7.40 mmol) Boc,O in 40 mL
THF zugetropft. Nach der Zugabe wurde die Reaktionslésung fur weitere 30 Minuten im
Eisbad und anschlieBend 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand mit EtOAc aufgenommen und dreimal mit
gesattigter, wassriger NaCl-Losung gewaschen, die organische Phase mit Na,SO,4 getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Dabei konnten 2.75 g (14.60 mmol) eines

gelblichen, 6ligen Feststoffs erhalten werden, was einer Ausbeute von 20% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 5.1 (s, 1H, 6-H), 2.9-2.7 (m, 2H, 5-H), 2.5 (t, %] =
8.0, 2H, 2-H), 1.32-1.28 (m, 4H, 4-H, 3-H), 1.23 (5,11 H, 1-H, 9-H); *C-NMR (100 MHz,
CDCl3): & [ppm] = 155.8 (C7), 78.2 (C8), 41.2 (C2), 39.9 (C5), 30.3 (C3), 28.0 (C9), 27.0
(C4); MS-ESI m/z (%): gefunden = 189.0 [M+H]*(100).
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Boc-geschiitztes Adamantantriamin 45 **°
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C4sHgoNgOg, M = 863.17 g/mol

Es wurden 0.30 g (0.85 mmol) der Tricarbonsaure 11 in 60 mL dest. DMF geldst und mit 1.52
mL dest. N,N-Diethylethanamin versetzt. Nach 5 Minuten wurden bei 0 °C 0.54 g (2.81
mmol) EDC-HCI und 0.38 g (2.81 mmol) HOBt dazugeben und 15 Minuten voraktiviert.
Danach wurden 0.53 g (2.81 mmol) mono Boc-geschiitztes- 1,4-Butadiamin 44 dazugegeben
und 3 Tage bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das
Rohprodukt in EtOAc aufgenommen und jeweils 3-mal mit wassriger, gesattigter NaHCO3
und NaHSO,4-L6sung gewaschen. Das Ldésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (EtOAc, 5% MeOH : EtOAc, 10% MeOH
:EtOAC). Es konnten 0.33 g (0.387 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was

einer Ausbeute von 46% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & [ppm] = 7.05-6.94 (m, 3H, 8-H), 5.27-5.19 (m, 3H, 13-H),
3.31-3.30 (m, 6H, 9-H), 3.20-2.17 (m, 6H, 12-H), 2.23-2.06 (m, 7H, 1-H, 6-H), 1.64-1.52 (m,
12H, 5-H, 11-H), 1.52-1.40 (m, 33H, 10-H, 16-H), 1.40-1.30 (m, 6H, 2-H), 1.21-1.03 (m, 6H,
4-H); *C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 174.5 (C7), 156.6 (C14), 79.3 (C15), 46.6
(C4), 415 (C2), 40.5 (C12), 39.8 (C10), 39.5 (C9), 33.7 (C3), 30.6 (C6), 29.4 (C1),
28.2 (C16), 27.8 (C11), 27.1 (C5); HRMS (ESI): berechnet fiir C4sHg2NsOgNa" [M+Na]”
885.6035, gefunden = 885.6045; IR (KBr-Pressling): v [cm™] = 3425 (w), 2918-2849 (w),
2416 (W), 1687 (W), 1536 (w), 1450 (w), 1391-1381 (m), 1271-1109 (w).
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Adamantantriamin 46 *°°
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C31Hs58NgO3, M =562.83 g/mol

0.16 g (0.19 mmol) des Boc-geschutzten Triamins 45 wurden in 40 mL dest.CH,CI, gelost,
mit 15 mL TFA versetzt und 24 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Es wurde danach
dreimal mit der gleichen Menge an CH,Cl, koevaporiert.

Es konnten 0.10 g (0.18 mmol) des entschiitzten Amins erhalten werden, was einer Ausbeute
von 94% entspricht.

MS-ESI m/z (%): gefunden = 563.5 [M+H]*(20), 282.3 [2M+H]"(100).
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1,3,5-[2- (NHS)-carboxyethyl]adamantan 48

C31H37N3012, M = 643.64 g/mol

Zu einer Losung von 1.00 g (2.84 mmol) der Tricarbonséure 9 und 1.47g (12.78 mmol) N-
Hydroxysuccinimid in 50 mL abs. DMF wurden 2.45 g (12.78 mmol) EDC-HCI bei
Raumtemperatur gegeben. Die Losung wurde fiir 24 Stunden geriihrt und anschlieBend das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde in EtOAc aufgenommen,
dreimal mit H,O gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt (EtOAc: PE; 2:1,
Rf=0.3). Es konnten 1.24 g (1.92 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was

einer Ausbeute von 68% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 2.80-2.77 (m, 12 H, 9-H), 2.57 (t, 6H, 3J = 9.0 Hz,
6-H), 1.60 (t, 6H, 3J = 8.0 Hz, 5-H), 1.37-1.29 (m, 6H, 2-H), 1.20 (d, 3 H, %J = 12.0 Hz, 4a-
H), 1.14 (d, 3H, 2J = 12.0 Hz, 4b-H); *C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 169.5 (C7),
169.4 (C8), 45.5 (C4), 40.6 (C2), 37.4 (C5), 33.5 (C3), 31.6 (C6), 29.1 (C1), 25.6 (C9); MS-
ESI m/z (%): gefunden = 666.3 [M+Na]*(100), 1309.9 [2M+Na]*(11).
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6.7 Monovalente Adamantangeriste

1-(N-Pentylamido)-3-carboxyadamantan 51
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CleH21N03, M =275.34 g/mol

0.49 g (2.10 mmol) des 1-Amino-3carboxyadamantan Hydrochlorids 50 wurden in 30 mL
dest. DMSO und 0.58 mL (4.10 mmol) N,N-Diethylethanamin gel6st, mit 0.54 g (2.74 mmol)
des NHS-Ester-Alkins 24 vereint und die Lésung 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Danach wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt, das Rohprodukt in 50 mL dest. H,O
aufgenommen und dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinten, organischen Phasen wurden
uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die Vollstandigkeit der
Reaktion wurde mittels ESI-MS Uberpruft.

MS-ESI m/z (%):gefunden = 274.1 [M-H](100).
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6.8 Dopaminderivat als Oberflachenbinder

1-(N-Pentylamido)-Dopamin 60

C13H15sNO3, M = 233.26 g/mol

0.50 g (2.64 mmol) Dopamin-HCI 52 wurden in 30 mL dest. DMSO und 1.1 mL (7.92 mmol)
N,N-Diethylethanamin geltst, mit 0.67 g (3.43 mmol) des NHS-Ester Alkins 24 vereint und
die Losung 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Reaktionslésung bis
zur Trockenheit eingeengt, das Rohprodukt in 50 mL dest. H,O aufgenommen und dreimal
mit EtOAc extrahiert. Die vereinten, organischen Phasen wurden tber Na,SO, getrocknet, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und saulenchromatographisch gereinigt (CHCl3:MeOH,
95:5).

Es konnten 0.52 g (2.16 mmol) eines farblosen Ols erhalten werden, was einer Ausbeute von
85% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.6-6.5 (aroma. Protonen, 3H), 3.31 (t, %J= 8 Hz,
2H, 8-H), 2.60 (t, *J= 8Hz, 2H, 7-H), 2.43-2.39 (m, 2H, 10-H ), 2.34-2.31 (m, 2H, 11-H),
2.23-2.21 (m, 1H, 13-H); **C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 178.8 (C9), 146.0 (C3),
144.5 (C4), 131.9 (C6), 121.1 (C1), 116.8 (C5), 116.1 (C2), 83.4 (C12), 70.3 (C13), 42.2
(C8), 35.9 (C10), 34.1 (C7), 15.6 (C11); MS-ESI m/z (%): gefunden = 232.1 [M-H] (70).
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1-(N-Cbz)-Dopamin 61
O
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3.01 g (15.90 mmol) Dopamin-HCl und 13.20 mL (95.20 mmol) N,N-Diethylethanamin
wurden in 50 mL MeOH bei 0 °C gelést. Dann wurden 6.50 mL (31.70 mmol) Chz-Cl
hinzugefiigt und die Reaktionslosung fur 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wurden 10 mL H,O hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde viermal
mit je 20 mL EtOAc extrahiert. Die organischen Phasen wurden (ber Na,SO, getrocknet und
im Vakuum eingeengt. Der daraus resultierende Feststoff wurde aus MeOH:Et,O:PE (1:1:1)
umkristallisiert und konnte mit einer Ausbeute von 3.71 g (12.9 mmol) und 81% erhalten

werden.

R¢= 0.54 (CH,Cl,:MeOH, 90:10); *H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 7.40-7.25 (m,
5H, aroma. Protonen), 6.70-6.40 (aromat Protonen, 3 H), 5.05 (s, 2 H, 10-H), 3.26 (t, %J= 7.6
Hz, 2H, 8-H), 2.62 (t, 3J= 6.8 Hz, 2H, 7-H); *C-NMR (100 MHz, MeOH-d,): & [ppm] =
158.8 (C9), 146.2 (C4), 144.7 (C3), 138.4 (C11), 132.0 (C6), 129.4 (C13), 128.9 (C14), 128.7
(C12), 121.1 (C1), 116.9 (C5), 116.3 (C2), 67.3 (C10), 43.7 (C8), 36.5 (C7); MS-ESI m/z
(%): gefunden = 310.1 [M+Na]*(50).
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6.9 Dopaminderivat auf Adamantanbasis als Oberflachenbinder

1-(N-Pentylamido)-3-carboxy-dopamin-adamantan 62
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C24H30N204, M =410.51 g/mol

0.74 g (2.10 mmol) des Rohprodukts der Alkin-Tricarbonsdure 51 wurden in 30 mL dest.
DMF gel6st und mit 1.17 mL (8.40 mmol) dest. N,N-Diethylethanamin versetzt. Nach 5
Minuten wurden bei 0 °C 0.52 g (2.73 mmol) EDC-HCI und 0.54 g (2.73 mmol) HOBt
dazugeben und 5 Minuten voraktiviert. Danach wurden 0.52 g (2.73 mmol) Dopamin-HCI
dazugegeben und 3 Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt, das Rohprodukt in EtOAc aufgenommen, dreimal mit gesattigter, wassriger KHSO,
Losung gewaschen, erneut eingeengt und sdulenchromatographisch gereinigt. Es konnten
0.22 g Produkt (0.54 mmol) als farbloser Feststoff erhalten werden, was einer Ausbeute von
30% entspricht.

Ri= 0.5 (MeOH:CH,Cl, 8%); *H-NMR (400 MHz, MeOH-d.):  [ppm] = 7.30-7.28 (m, 1H,
9-H), 6.59 (d, 1H, 2J = 8.0 Hz, 22-H), 6.54-6.50 (m, 1H, 19-H), 6.42 (d, 1H, % = 8.0 Hz, 23-
H), 3.22-3.20 (m, 2H, 17-H), 2.53 (t, *J= 8.0 Hz, 2H, 16-H), 2.32-2.30 (m, 2H, 11-H), 2.23-
2.20 (m, 2H, 12-H), 2.17-2.14 (' m, 1H, 14-H), 2.07-2.05 (m, 2H, 5-H), 1.98-1.98 (m, 2H, 2-
H), 1.88-1.85 (m, 4H, 7-H), 1.66-1.64 (m, 4H, 4-H), 1.57-1.55 (m, 2H, 6-H); *C-NMR (100
MHz, MeOH-d,): ¢ [ppm] = 179.5 (C8), 173.3 (C10), 146.3 (C21), 144.8 (C20), 132.4
(C18), 121.2 (C23), 117.0 (C19), 116.4 (C22), 70.3 (C14), 53.3 (C1), 41.4 (C17), 42.3 (C2),
39.2 (C7), 36.7 (C3), 36.4 (C4), 36.1 (C6, C11), 35.9 (C16), 30.7 (C5, C13), 15.8 (C12);
HRMS (ESI): berechnet fiir CosH3oN,0,Na” [M+Na]* = 433.2098, gefunden = 433.2081; IR
(KBr-Pressling): v [cm™] = 3427 (s), 2918-2855 (w), 1637 (m), 1527 (m), 1450-1114 (w).

136



6. Experimenteller Teil

6.10 Trivalentes Catechol auf Adamantanbasis als
Oberflachenbinder

Adamantantriscatechol 53 !
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Ca3Hs5N30g9, M = 757.91 g/mol

0.50 g (1.42 mmol) der Tricarbonséure 11 wurden in 60 mL dest. DMF gel6st und mit
2.54 mL dest. N,N-Diethylethanamin versetzt. Nach 5 Minuten wurden bei 0 °C 0.90 ¢
(4.69 mmol) EDC-HCI und 9.38 mL (4.69 mmol) HOBt dazugeben und 30 Minuten
voraktiviert. Danach wurden 0.89 g (4.69 mmol) Dopamin-HCI dazugegeben und 3 Tage bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das Rohprodukt in
EtOAc aufgenommen, dreimal mit gesattigter, wéssriger KHSO, Ldsung gewaschen, erneut
eingeengt, in Et,O suspendiert und abdekantiert. Es konnten 0.69 g Produkt (0.91 mmol) als

leicht beiger Feststoff erhalten werden, was einer Ausbeute von 80% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, MeOH-dy): & [ppm] = 6.65 (d, 3H, 2J = 8.0 Hz, 13-H), 6.51-6.49 (m,
3H, 16-H), 6.28 (d, 3H, 2J = 8.0 Hz, 12-H), 3.30-3.28 (m, 6 H, 10-H), 2.55 (t, 6 H, % = 8.0, 9-
H), 2.10 (t, 6H, 3] = 8.0 Hz, 6-H), 1.88 (s, 1H, 1-H), 1.35-1.31 (m, 12H, 2,5-H), 1.10-1.08 (m
6H, 4-H); *C-NMR (100 MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 177.1 (C7), 146.2 (C14), 144.7
(C15), 131.9 (C9), 129.5 (C11), 121.0 (C12), 116.9 (C16), 116.3 (C13), 54.88 (C1), 47.3
(C4), 42.2 (C2), 41.9 (C19), 38.00 (C5), 35.8 (C3), 34.5 (C10), 31.1 (C6); HRMS (ESI):
berechnet fiir C43Hs4N3Og [M-H] = 756.3866, gefunden = 756.3862; IR (KBr-Pressling): v
[cm?] = 3337 (s), 2906-2844 (m), 1626 (), 1527 (s), 1450 (m), 1359 (m), 1283-1197 (s),
1151-1115 (w).
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1-(N-Pentylalkin)-amino-adamantantriscatechol 54 **
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HO OH
C4sHegoN4O19, M = 853.01 g/mol

0.50 g (1.23 mmol) Rohprodukt der Alkin-Tricarbonsaure 25 wurden in 60 mL dest. DMF
geldst und mit 0.90 mL dest. N,N-Diethylethanamin versetzt. Nach 5 Minuten wurden bei
0°C 0.41 g (2.05 mmol) EDC -und 0.28 g (2.05 mmol) HOBt dazugeben und 5 Minuten
voraktiviert. Danach wurden 0.39 g (2.05 mmol) Dopamin-HCI dazugegeben und die Lésung
72 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das
Rohprodukt in EtOAc aufgenommen, dreimal mit gesattigter, wassriger KHSO, Ldsung
gewaschen, mit Na,SO, getrocknet, erneut eingeengt und in Et,O suspendiert. Es konnten
0.28 g (0.33 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was einer Ausbeute von 53%

entspricht.

'H-NMR (400 MHz, MeOH-dy): & [ppm] = 6.65 (d, 3H, 2J = 8.0 Hz, 21-H), 6.61-6.60 (m,
3H, 18-H), 6.50 (d, 3H, 2J = 8.0 Hz, 22-H), 3.32-3.27 (m, 6 H, 15-H),2.60 (t, 6H, 2J = 8.0 Hz,
16-H), 2.39-2.35 (m, 2 H, 10-H), 2.29-2.23 (m, 2 H, 11-H), 2.11-2.07 (m, 7H, 6-H, 13-H),
1.58 (m, 6H, 5-H),1.43-1.39 (m, 6H, 2-H), 1.12 (dd, 2J = 12.0 Hz, 3H, 4a-H), 1.03 (dd, %J =
12.0 Hz, 3H, 4b-H); *C-NMR (100 MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 176.8 (C7), 173.3 (C9),
146.3 (C20), 144.8 (C19), 132.0 (C17), 121.1 (C22), 116.9 (C18), 116.4 (C21), 79.3 (C12),
67.2 (C13), 49.9 (C1), 46.3 (C4), 45.6 (C5), 42.3 (C15), 40.2 (C2), 36.8 (C3), 36.1 (C10),
35.8 (C16), 31.2 (C6), 15.8 (C11); HRMS-ESI: berechnet CygHsgN4O10 (M-H) = 851.4237
gefunden = 851.4212.
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1-(N-Cbz)-amino-adamantantriscatechol 55 *¢*
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HO OH
C51H52N4011, M =907.66 g/mol

Zu 50 mg (0.1 mmol) der geschiutzten Adamantancarbonséure in 30 mL abs. DMF wurden bei
0 °C 0.22 mL (1.28 mmol) DIPEA zugegeben und fir 10 Minuten geriihrt. Danach wurden
nacheinander 63 mg (0.33 mmol) EDC-HCI und 44 mg (0.33 mmol) HOBt zugegeben und zur
Voraktivierung 20 Minuten geruhrt. Nach dieser Zeit wurden 62 mg (0.33 mmol)
Dopamin-HCI hinzugegeben und bei Raumtemperatur 3 Tage geriihrt. AnschlieBend wurde
das Losungsmittel im Vakuum entfernt, in 30 mL EtOAc und 5 mL wassriger 1 M HCI
aufgenommen und mit derselben Menge einer wassrigen, gesattigten KHSO4-L6sung dreimal
gewaschen. Nach dem Trocknen liber Na,SO, wurde das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt.
Mittels Gefriertrocknung konnte ein beigefarbener Feststoff erhalten werden, der in je
100 mL Et,0 sechsmal bei 30 °C im Wasserbad suspendiert und abdekantiert wurde. Dadurch
konnte ein beige- geféarbter Feststoff von 43 mg (0.05 mmol) erhalten werden, was einer
Ausbeute von 84% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, MeOH-dy): & [ppm] = 7.17-7.15 (m, 5H, 12-14-H), 6.54 (d, 3H, 2J = 8
Hz, 20-H), 6.50-6.48 (m, 3H, 23-H), 6.38 (d, 3H, %J = 8.0 Hz, 19-H), 4.84 (s, 2H, 10-H), 3.18
(m, 6H, 16-H), 2.49 (t, 3J = 7.2 Hz, 6H, 17-H), 1.97 (t, *J = 7.6 Hz, 6H, 6-H), 1.39 (s, 6H, 2-
H), 1.28 (t, J = 7.6 Hz, 6H, 5-H), 0.97 (d, 2J = 12.0 Hz, 3H, 4a-H), 0.88 (d, 2J = 12.0 Hz, 3H,
4b-H); C-NMR (100 MHz, MeOH-d4): & [ppm] = 176.8 (C7), 156.7 (C9), 146.2 (C21),
144.7 (C22), 138.4 (C11), 131.9 (C18), 128.7, 128.8, 129.4 (C12-C14), 121.0 (C19), 116.9
(C23), 116.3 (C20), 66.8 (C10), 53.7 (C1), 46.3 (C4), 45.8 (C2), 42.2 (C16), 40.0 (C5), 36.0
(C3), 35.8 (C17), 31.1 (C6); HRMS-ESI: berechnet Cs;HgN4O13Na” [M+Na]* = 929.4307
gefunden = 929.4314; IR (KBr-Pressling): v [cm™] = 3412 (s), 2918 (w), 1633 (m), 1527
(m), 1454-1026 (w).
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1-Amino-adamantantriscatechol 5

HO OH
Ca3Hs6N4Og, M = 772.93 g/mol

43 mg (0.05 mmol) der zu entschiitzenden bzw. zu hydrierenden Substanz 55 wurde unter N-
Atmosphére in destilliertem MeOH gelost und mit einer katalytischen Menge Pd/C
(Spatelspitze) versetzt. Die Suspension wurde entgast und bis zur vollstandigen Reaktion
unter Hp-Atmosphdre fir 3 Tage bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung filtriert, mehrmals mit destilliertem MeOH gespilt und das Lésungsmittel
im Vakuum entfernt. Es konnten 30 mg (0.04 mmol) eines hellgelben Ols erhalten werden,

was einer Ausbeute von 82% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 6.64 (d, 3H, %J = 8.0 Hz, 15-H), 6.60-6.58 (m,
3H, 18-H), 6.48 (d, 3H, 2J = 8.0 Hz, 14-H), 3.22-3.20 (m, 6H, 11-H), 2.59 (t, %J = 7.0 Hz, 6H,
12-H), 2.08 (t, %1 = 7.8 Hz, 6H, 6-H), 1.42-1.38 (m, 12H, 2-H, 5-H), 1.08-1.06 (m, 6H, 4-H);
BC-NMR (100 MHz, MeOH-da): & [ppm] = 176.42 (C7), 146.21 (C16), 144.79 (C17),
132.02 (C13), 121.12 (C14), 117.05 (C18), 116.42 (C15), 54.88 (C1), 45.33 (C4), 44.95 (C2),
42.24 (C11), 49.57 (C5), 36.39 (C3), 35.80 (C12), 31.05 (C6); HRMS-ESI: berechnet
Ca3Hs7N4O9" [M+H]" = 773.4120 gefunden = 773.4120; IR (Film): v [cm‘l] = 3416 (s), 2926-
1853 (w), 1632 (s), 1556 (m), 1454-1117 (w).
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1-(N-Boc)-amino-adamantantriscatechol 58 1*°

HO  OH
C45H58N4011, M =830.96 g/mol

Zu einer Losung von 0.10 g (0.24 mmol) der geschitzten Adamantancarbonsaure 57 in 30 mL
abs. DMF wurden bei 0 °C 0.39 mL (2.82 mmol) N,N-Diethylethanamin gegeben und fir 5
Minuten gertihrt. Danach wurden nacheinander 0.21 g (1.06 mmol) EDC-HCI und 0.14 ¢
(1.06 mmol) HOBt zugegeben und zur Voraktivierung 5 Minuten geriihrt. Nach dieser Zeit
wurden 0.20 g (1.06 mmol) Dopamin-HCI hinzugegeben und bei Raumtemperatur 3 Tage
geruhrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, in 30 mL EtOAc und 5
mL 1 M wassrige HCI aufgenommen und mit derselben Menge einer wassrigen gesattigten
KHSO,4-Lésung dreimal gewaschen. Nach dem Trocknen mit Na,SO, wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Mittels Gefriertrocknung konnte ein farbloser Feststoff
erhalten werden, der in 100 mL Et,O sechsmal bei 30 °C im Wasserbad suspendiert und
abdekantiert wurde. Es konnten 99 mg (0.12 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten

werden, was einer Ausbeute von 51% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, MeOH-dy): & [ppm] = 7.74-7.72 (m, 3H, 13-H), 6.63-6.60 (m, 3H, 20-
H), 6.59-6.57 (m, 4H, 8-H, 17-H), 6.47-6.39 (m, 3H, 21-H), 3.31-3.29 (m, 6H, 14-H), 2.91-
2.90 (m, 2H, 7-H), 2.60-2.57 (m, 6H, 15-H), 1.70-1.68 (m, 6H, 4-H), 1.40-1.35 (m, 17H, 2-H,
6-H, 11-H), 1.14-1.12 (m, 2H, 5-H); *C-NMR (100 MHz, MeOH-ds): & [ppm] = 178.9
(C12), 146.2 (C19), 144.8 (C18), 132.4 (C16), 121.2 (C21), 117.1 (C17), 116.3 (C20), 80.0
(C10), 43.4 (C7), 42.3 (C2), 40.7 (C5), 39.4 (C4), 35.8 (C14), 35.1 (C1), 24.2 (C11), 12.8
(C6); HRMS (ESI): berechnet fiir CssHsgN4O1iNa® [M+Na]® = 853.3994, gefunden =
853.3992; IR (KBr-Pressling): v [cm™] = 3374 (s), 2936 (w), 1633 (s), 1526 (s), 1366 (m),
1285 (m), 1285 (s), 1196-1046 (m).
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Adamantantriscatechol 59 %°
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C4oH49N306, M = 667.83 g/mol

50 mg (0.16 mmol) des Triamins 35 wurden in 10 mL abs. EtOH vorgelegt, zudem langsam
69 mg (0.49 mmol) 3,4-Dihydroxybenzaldehyd in wenig abs. EtOH gel6st, dazu getropft
wurde. Unter Schutzgasatmosphdre wurde die Reaktionslosung bei Raumtemperatur
24 Stunden gerihrt. Der Feststoff wurde daraufhin mittels Zentrifuge von dem Ldsungsmittel
abgetrennt, vorsichtig mit kaltem Et,O und wenig EtOH gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Es konnten 0.10 g (0.15 mmol) eines dunkel roten Feststoffs erhalten werden, was

einer Ausbeute von 100% entspricht.

'H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 8.05-8.02 (m, 3H, 8-H), 7.16-7.14 (m, 3H, 13-
H), 6.92.6.89 (m, 3H, 10-H), 6.72-6.69 (m, 3H, 14-H), 1.50-1.48 (m, 6H, 6-H), 1.29-1.27 (m,
6H, 5-H), 1.08-1.05 (m, 18H, 2-H, 4-H, 5-H); HRMS (ESI): berechnet fiir C4HsoN30s"
[M+H]" = 668.3694, gefunden = 668.3691; IR (KBr-Pressling): v [cm™] = 3410 (s), 2901-
2842 (s), 1583 (s), 1450 (s), 1383 (s), 1285 (s), 1116 (w), 816 (w).
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6.11 Poly(ethylenglycol) PEG

PEG-CO,H 64
) o)
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25.0 g (5.0 mmol) mPEG-OH 63 (MW 5000) und 7.0 g (0.13 mmol) KOH wurden in 125 mL
Wasser gelost, 2.37 g (15.0 mmol) KMnO,4 hinzugefugt und die Reaktionslésung bei
Raumtemperatur fur 12 Stunden geriihrt. Am néchsten Tag wurde die Suspension Uber Celite
filtriert und mit 22 mL konz. HCI versehen. Das Produkt wurde sechsmal mit 20 mL CHClI;
extrahiert, anschlieBend Uber MgSO, getrocknet, das Ldsungsmittel im Vakuum eingeengt
und das Produkt mit 40 mL Et,O in der Kalte gefallt. Der ausgefallene, farblose Feststoff
wurde filtriert und im Vakuum getrocknet. Somit konnten 22.76 g (4.55 mmol) des Produktes
erhalten werden, was einer Ausbeute von 91% entspricht.

Rt = 0.105 (UV, CHCI3:MeOH, 92:8); *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.03 (s, 2H,
4-H), 3.67-3.24 (m, n4H, 2-H, 3-H), 3.28 (s, 3H, 1-H); *C-NMR (150 MHz, CDCls): &
[ppm] = 171.4 (C5), 72.6 (-O-CH,-), 71.8 (-O-CHj-), 70.6 (-O-CH,-), 70.4 (-O-CH,-), 70.2 (-
O-CHj-), 70.0 (-O-CHjy-), 68.7 (C4), 61.3 (n-C2, n‘C3), 58.9 (C1); MALDI-ToF-MS m/z
(%): 5051.3 (100) [M+H]"; IR (KBr Pressling): v [cm™] = 2887 (s), 1746 (w), 1467-1454
(s), 1359-1342 (s), 1279 (s), 1241 (s), 1149-1059 (s).
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PEG-NHS 65
oot

10.0 g (2.00 mmol) der Verbindung 64 wurden in 70 mL CH,CI, geldst und mit 0.62 g
(3.00 mmol) DCC und 0.346 g (3.00 mmol) N-Hydroxysuccinimid versehen. Die Suspension
wurde fur 12 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und das entstandene DCU Uber Celite
filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum eingeengt und das Produkt mit 30 mL Et,0 in
der Kalte gefallt. Das Produkt wurde filtriert und im Vakuum getrocknet. Trotz zweifacher
Umsetzung des Eduktes konnte das gewiinschte Produkt im Verhéltnis 2:1 Teilen Edukt, mit

leichten Verunreinigungen, erhalten werden.

Rt = 2.4 (UV, CHCIl3:MeOH, 85:15); *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.44 (s, 2H, 4-
H), 3.72-3.39 (m, n-4H, 2-H, 3-H), 3.29 (s, 3H, 1-H), 2.78 (s, 4H, 7-H); *C-NMR (150 MHz,
CDClI3): 8 [ppm] = 171.9 (C5), 165.9 (C6), 71.8 (-O-CH>-), 71.2 (-O-CH,-), 70.5(-O-CH>-),
68.8(-O-CHy-), 68.7(-O-CH,-), 68.4 (-O-CH,-), 66.4 (C4), 58.9 (C1), 25.5 (C7); IR (KBr
Pressling): v [cm™] = 2888 (s), 1779 (w), 1780 (s), 1626-1536 (w), 1466-1451 (m), 1359-
1324 (s), 1280-1060 (s).
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PEG-OMs 66
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10.0 g (2 mmol) PEG-OH 63 wurden in 120 mL CH,Cl, gel6st, mit 1.11 mL (8.00 mmol)
N,N-Diethylethanamin und 0.54 mL (7 mmol) Methansulfonylchlorid versehen und 12
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das
Rohprodukt in 10 mL H,O aufgenommen und finfmal mit 10 mL CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SO,4 getrocknet, das Losungsmittel wurde im
Vakuum eingeengt und das Produkt mit 30 mL Et,O in der Kalte geféllt. Der ausgefallene,
farblose Feststoff wurde filtriert und im Vakuum getrocknet. Somit konnten 9.15 g (1.80

mmol) des Produktes erhalten werden, was einer Ausbeute von 90% entspricht.

R¢= 0.75 (UV, CHCls:MeOH, 80:20); "H-NMR (600 MHz, CDCly): § [ppm] = 4.31-4.26 (m,
2 H, 5-H), 3.70-3.44 (m, n-6 H, 2-H, 3-H, 4-H), 3.30 (s, 3H, 1-H), 3.01 (s, 3H, 6-H); *C-
NMR (150 MHz, CDCly):  [ppm] = 71.8 (-O-CHy-), 70.5 (-0-CH,-), 69.3 (-O-CH,-), 68.9 (-
0-CHy-), 59.0 (C1), 45.9 (C6); IR (KBr Pressling): v [cm™] = 2885 (s) 1467 (s), 1359-1342
(s), 1280 (s), 1241 (s), 1148-1059 (s).
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PEG-Azid 67
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9.05 g (1.78 mmol) PEG-Ms 66 wurden in 100 mL CH,ClI, geldst und mit 0.27 g (4.50 mmol)
NaN3; versehen. Die Reaktionsmischung wurde bei 60 °C fir 6 Stunden gerlhrt. Mit jeweils
15 mL wassriger, geséattigter NaCl Losung wurde die Reaktionslosung flinfmal gewaschen,
uber Na,SO, getrocknet und anschlielend das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Dabei
konnten 6.8 g (1.40 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was einer Ausbeute

von 76% entspricht.

Rt = 0.51 (CHCI3:MeOH, 85:15); *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.70-3.44 (m,
n-4H, 2-H, 3-H), 3.30 (s, 3H, 1-H); *C-NMR (150 MHz, CDCls): & [ppm] = 71.9 (-O-CH,-),
70.5 (-O-CH,-), 70.0 (-O-CH,-), 68.7 (-O-CH,-), 63.3 (-O-CH,-), 50.6 (n-C2, n-C3), 58.9
(C1); IR (KBr Pressling): v [cm™] = 2886 (s); 2102 (w), 1466-1454 (s), 1359-1342 (s), 1279
(s), 1241 (s), 1149-1059 (5s).
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6.12 Klick-Reaktionen

Adamantan-Derivat 70
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CooH24N4O, M = 336.43 g/mol

20 mg (0.098 mmol) Mono-Acetal-Adamantan und 12 uL (0.098 mmol) Benzylazid wurden
in 3 mL DMF gel6st und mit einer Spatelspitze CuSO,4 (0.1 &g.) und Natriumascorbat
(0.1 &q.) versehen. Die Losung wurde 30 Minuten in der Mikrowelle (volle Wattleistung) bei
100 °C und weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur gerlhrt. Danach wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, das Rohprodukt in EtOAc aufgenommen, dreimal mit
wassriger 1 M EDTA-L6sung gewaschen, mit Na,SO,; getrocknet und erneut das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es konnten 32 mg (0.098 mmol) eines braunen Feststoffs
erhalten werden, was einer Ausbeute von 100% entspricht.

'H-NMR (200 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.90 (s, 1H, 7-H), 7.28-7.19 (m, 5H, 10-12-H), 5.46
(s, 2H, 8-H), 2.10-1.90 (m, 9H, 2-H, 3-H), 1.73-1.58 (m, 6H, 4-H); *C-NMR (50 MHz,
CDCls): § [ppm] = 134.0 (C5), 129.3 (C10), 129.1 (C11), 128.3 (C12), 54.7 (C8), 52.3 (C1)
41.7 (C2), 36.4 (C4), 29.5 (C3), HRMS (ESI): berechnet fiur CyHasN4sO" [M+H]" =
337.2023, gefunden = 337.2027; IR (KBr-Pressling): v [cm™] = 3288 (w), 3114-3066 (w),
2962-2847 (s), 1647 (s), 1570 (s), 1513 (m), 1456 (m), 1360 (m), 1308-1246 (s), 1090-1017
(s), 804 (s), 724-695 (m).
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6.13 VerknlUpfung der PEG-Derivate mittels Klick-Reaktion und NHS-
Ester Kupplung

6.13.1 Klick-Reaktion

1-(N-PEG)-Dopamin 71
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20.0 g (0.086 mmol) des N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)pent-4-inamid 60 und 0.56 ¢
(0.11 mmol) PEG-Azid 67 wurden nach Vorschrift (siehe Derivat 70) umgesetzt.
Es konnten 0.45 g (0.08 mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was einer

Ausbeute von 100% entspricht.

Rf = 0.43 (CHCl5:MeOH, 85:15); *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.65 (s, 1H, 13-
H), 6.50-6.93 (aromat. Protonen 3H), 4.48 (m, 2H, 14-H), 3.45-3.70 (m, n-4H, 16-H, 17-H),
3.33 (m, n-4H, 8-H, n-16H oder 17H), 3.32 (s, n-5H, 18-H, n-16H oder 17H), 3.00 (m, 2H, 8-
H), 2.55-2.57 (m, 4H, 7-H, 11-H); *C-NMR (150 MHz, CDCls): & [ppm] = 144.4 (C4),
143.2 (C3), 130.8 (C6), 120.3 (C13), 116.1 (C1), 115.5 (C5), 72.6 (C2), 72.3 (-O-CH,-), 71.0
(-O-CHy-), 70.5 (-O-CHy-), 70.0 (-O-CH,-), 69.1 (-O-CH,-), 60.0 (C18), 40.8 (C8), 35.1
(C10), 34.7 (C7), 21.0 (C11); MALDI-ToF-MS m/z (%): 5292.6 (99) [M+H]"; IR (KBr
Pressling): v [cm™] = 3460 (s), 2885 (s), 1650 (W), 1469 (s), 1345 (s), 1281-1049 (s), 1116
(s), 959 (s), 842 (s).
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1-(N-PEG)-amino-adamantantriscatechol 72
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20 mg (0.02 mmol) des Alkin funktionalisierten Triscatechols 54 und 0.174 g (0.04 mmol)
PEG-Azid 67 wurden nach Vorschrift (AVV4) umgesetzt. Es konnten 0.13 g (0.02 mmol)
eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was einer Ausbeute von 94% entspricht.

Aufgrund der Komplexitat des Molekiils konnten die NMR Daten nicht ausgewertet werden.
MALDI-ToF-MS m/z (%): 5912.8 (86) [M+H]"; IR (KBr Pressling): v [cm™] = 3258 (m),

2880 (s), 1731 (w), 1650 (M), 1527 (m), 1466 (s), 1359-1342 (s), 1280-1241 (s), 1091 (s), 962
(s), 841-802 (s).
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6.13.2 NHS-Ester Kupplung
1-(N-PEG)-Dopamin 68
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0.10 g (0.53 mmol) Dopamin-HCI1 52 und 92 mg (0.91 mmol) N-Methylmorpholin wurden in
20 mL EtOH gelost. Separat wurde 1.34 g (0.62 mmol) PEG-NHS Ester 65 in 10 mL CHClI;
gelost, miteinander vereint und bei Raumtemperatur fir 12 Stunden gerlhrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das Rohprodukt in 40 mL CH,Cl, aufgenommen
und mit 10 mL H,O vorsichtig gewaschen, mit Na,SO, getrocknet, das Ldsungsmittel im
Vakuum eingeengt und das Produkt mit 30 mL Et,O in der Kalte gefallt. Der ausgefallene
farblose Feststoff wurde filtriert und im Vakuum getrocknet. Das gewiinschte Produkt konnte
im Verhaltnis 4:1 Teile Produkt / Edukt erhalten werden.

Rt = 0.45 (CHCl3:MeOH, 85:15); *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.74-6.50 (aromat.
Protonen 3H), 4.07 (s, 2H, 10-H), 3.70-3.41 (m, n-4H, 11-H, 12-H), 3.31 (s, 3H, 13-H), 2.64
(t, %= 7.2 Hz, 2 H, 7-H); *C-NMR (150 MHz, CDCls): & [ppm] = 157.2 (C9), 144.6 (C4),
143.2 (C3), 130.7 (C6), 116.0 (C5), 115.7 (C2), 72.3 (-O-CH,-), 71.9(-O-CH,-), 70.9 (-O-
CHy-), 70.8 (-O-CHy-), 70.5 (-O-CH,-), 70.1 (-O-CH,-), 68.9 (-O-CH-), 68.7 (-O-CH,-), 68.4
(-O-CHy-), 63.7 (-O-CH,-), 63.3 (-O-CH,-), 59.0 (C13), 40.1 (C8), 34.8 (C7); MALDI-ToF-
MS m/z (%): 5226.5 (85) [M+H]"; IR (KBr Pressling): v [cm™] = 3458 (s), 2881 (s), 1630
(W), 1468 (s), 1345 (s), 1281-1241 (s), 1116 (s), 959 (), 842 (5).

Aufgrund der Komplexitat des Spektrums konnten weitere Peaks nicht zugeordnet werden.
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6.13.3 Farbstoffmarkeirte Admamantanderivate

1-(N-Eosin)-amino-adamantantriscatechol 73 ***
OH

Br l Br
(@)

o)
HO. Br uNn"So
H
H
N
. D/» .
o 1) OH
OH
o)
NH
HO  OH

C64H638r4N4013, M=1411.11 g/mol

7.2 mg (0.001 mmol) Eosin-Di-Natrium wurden in 10 mL dest. DMF gel6st und mit
4 Tropfen dest. N,N-Diethylethanamin versetzt. Nach 5 Minuten wurden bei 0 °C 1.9 mg
(0.01 mmol) EDC-HCI und 1.4 mg (0.01 mmol) HOBt dazugeben und 5 Minuten voraktiviert,
6.2 mg (0.01 mmol) Amintriscatechol 56 dazugegeben und die Lésung 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und mittels ESI-MS
die Vollstandigkeit der Reaktion Uberprift. Das Rohprodukt wurde in 20 mL EtOAc
aufgenommen, dreimal mit 20 mL wassriger, gesattigter KHSO,4-LOsung gewaschen, die
vereinten, organischen Phasen mit Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum

entfernt.

MALDI-ToF-MS m/z (%): 1481.0 (100) [M+Br], IR (KBr Pressling): v [cm™] = 3418 (w),
2962-2854 (m), 1717-1356 (w), 1261 (s), 1098-1022 (s), 866 (w), 802 (s).
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1-(N-Eosin)-Dopamin 74

OH
OH

C23H17BF4N06, M = 783.05 g/mol

0.11 g (0.16 mmol) Eosin-Di-Natrium wurden in 10 mL dest. DMF gel6st und mit 58 pL
(0.42 mmol) dest. N,N-Diethylethanamin versetzt. Nach 5 Minuten wurden bei 0 °C 0.30 g
(0.126 mmol) EDC-HCI und 0.21 g (0.16 mmol) HOBt dazugeben und 5 Minuten voraktiviert.
Danach wurden 0.20 g (0.11 mmol) Dopamin-HCI dazugegeben und die Losung 24 Stunden
bei Raumtemperatur geruhrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und mittels ESI-
MS die Vollstandigkeit der Reaktion Uberpruft. Das Rohprodukt wurde in 50 mL EtOAc
aufgenommen, dreimal mit 50 mL wassriger, geséattigter KHSO,4-LOsung gewaschen, die
vereinten, organischen Phasen mit Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum

entfernt.

MS-ESI m/z (%):gefunden = 779.7 [M+H]* (70); IR (KBr Pressling): v [cm™] = 3431 (m),
2963 (w), 1634-1339 (w), 1110 (s), 803 (w).
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6.14 Trivalente Catecholderivate auf Adamantanbasis als

Metallchelatoren

Adamantantriscatechol 78 und 79

OH HO
HO !g OH HO !g OH
O O bzw. o O O OH
! OH
OH ! OH

OH
C23H2306, M = 460.52 g/mol

0.10 g (0.53 mmol) des 1,3,5-Trihydroxyadamantans 47 wurden mit 0.27 g (2.44 mmol) 1,2-
Dihydroxybenzol und 50 mL TFA versehen und bei 85 °C fir 24 Stunden erhitzt. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde versucht das Produkt mittels préperativer
Dinnschichtchromatographie (CH,Cl,:MeOH, 8:2) zu reinigen. Leider konnte auf Grund der
Polaritat sowohl des Produkts als auch des Diphenols keine vollstdndige Trennung erreicht

werden. An Hand des ESI-MS ist dennoch ein vollstandiger Umsatz zu erkennen.

Rf = 0.8 (CH.Cl;:MeOH 20%), HRMS (ESI): berechnet fiir CogHzsOsNa™ [M+Na]® =
483.1778, gefunden = 483.1777.
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Adamantantriscatechol 80 %°
OH
HO11
Q/OH HO:1 0); 12
1
2 9
—N ra s 6 7N 13

C4oH49N306, M = 667.83 g/mol

50 mg (0.16 mmol) des Triamins 35 wurden in 10 mL abs. EtOH vorgelegt, zudem langsam
69 mg (0.49 mmol) 2,3-Dihydroxybenzaldehyd in wenig abs. EtOH geldst, zugetropft wurde.
Unter Schutzgasatmosphédre wurde die Reaktionsldsung bei Raumtemperatur 24 Stunden
geriihrt, der Feststoff wurde daraufhin mittels Zentrifuge von dem Ldsungsmittel abgetrennt,
vorsichtig mit kaltem Et,O und wenig EtOH gewaschen und im Vakuum getrocknet. Es
konnten 0.10 g (0.15 mmol) eines braungelben Feststoffs erhalten werden, was eine Ausbeute
von 99% bedeutet.

IH-NMR (400 MHz, MeOH-dy): 5 [ppm] = 8.47-8.44 (m, 3H, 8-H), 6.80-6.75 (m, 6H, 10-H,
11-H), 6.59-6.50 (m, 3H, 12-H), 3.53-3.50 (m, 6H, 7-H), 1.57-1.50 (m, 6H, 6-H), 1.31-1.29
(m, 6H, 5-H), 1.13-1.10 (m, 18H, 2-H, 4-H, 5-H); HRMS (ESI): berechnet fir CaoHsoNsOg"
[M+H]" = 668.3694, gefunden = 668.3691.
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Adamantanmethoxytriscatechol 83

11
10 12
(0] H 1
/ ; iZ/N 2 g 78 9
—0 35 N 14 130\
o /=7 8 5 O 16

15

C46Hg1N3Og, M = 799.99 g/mol

0.10 g (0.33 mmol) des Triamins 35 wurden in 20 mL abs. DMF gel6st und mit 405 uL (2.93
mmol) abs. N,N-Diethylethanamin versetzt. Nach 2 Minuten wurden bei 0 °C 0.54 g (2.93
mmol) 2,3-Dimethoxybenzoesaurechlorid 82 geldst in wenig abs. DMF langsam dazu getropft
und fiir 2 Tage gerthrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das Rohprodukt in 50
mL H,O aufgenommen und dreimal mit 40 mL CH,Cl, extrahiert. Die vereinten, organischen
Phasen wurden mit Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
sédulenchromatographischer Reinigung konnten 91 mg (0.11 mmol) eines farblosen Feststoffs

erhalten werden, was einer Ausbeute von 35% entspricht.

Rt = 0.5 (Petrolether:EtOAc 50%), *H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.98-7.90 (m,
3H, 8-H), 7.65 (d, 2J = 1.2 Hz, 3H, 10-H), 7.12 (t, *J = 8.0 Hz, 3H, 11-H), 7.00 (d, °J = 1.4 Hz
3H, 12-H), 3.87 (s, 18H, 15-H, 16-H), 3.39-3.31 (m, 6H, 7-H), 1.87 (s, 1H, 1-H), 1.53-1.50
(m, 6H, 6-H), 1.30-1.20 (m, 6H, 5-H), 1.13-1.10 (m, 12H, 2-H, 4-H); *C-NMR (100 MHz,
CDCls): & [ppm] = 164.9 (C9), 152.4 (C14), 147.3 (C13), 126.8 (C10), 124.3 (C11), 115.0
(C12), 61.3 (C15), 55.9 (C16), 46.9 (C4), 41.3 (C7), 41.2 (C2), 40.4 (C5), 33.4 (C3), 29.2
(C1), 25.4 (C6); HRMS (ESI): berechnet fiir C4sHg1N3OgNa’ [M+Na]™ = 822.4300, gefunden
= 822.4300; IR (KBr-Pressling): v [cm™] = 3380 (m), 2928-2840 (m), 1649 (s), 1577-1531
(m), 1473-1426 (m), 1223 (s), 1073 (w).
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Adamantantriscatechol 84

HO

HO
C4oH49N30g, M = 715.83 g/mol

91 mg (0.11 mmol) der geschitzten Verbindung 83 wurde in abs. CH,Cl; bei -78 °C gelost,
vorsichtig mit 1.32 mL (1.32 mmol) 1M BBr; Losung versehen, fiir 12 Stunden gerihrt und
langsam auftauen gelassen. Danach wurde die Reaktionslosung mit 20 mL MeOH
hydrolysiert, das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt, das Rohprodukt in 20 mL Wasser
aufgenommen und viermal mit 30 mL EtOAc extrahiert. Die vereinten, organischen Phasen
wurden mit Na,SO,4 getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum konnten
71 mg eines gelblichen Feststoffs erhalten werden. Leider zeigte das Spektrum leichte
Verunreinigungen, die auf Grund der Polaritdt des Produkts sédulenchromatographisch nicht

entfernt werden konnten.

'H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 7.18 (d, 2J = 8 Hz, 3H, 10-H), 6.82 (d, %J = 8 Hz,
3H, 11-H), 6.61 (t, *J = 8.0 Hz, 3H, 12-H), 3.20-3.15 (m, 6H, 7-H), 1.90 (s, 1H, 1-H), 1.73-
1.69 (m, 6H, 6-H), 1.40-1.35 (m, 6H, 5-H), 1.18-1.10 (m, 12H, 2-H, 4-H); *C-NMR (100
MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 171.4 (C9), 150.2 (C14), 147.4 (C13), 119.6 (C10), 119.5
(C11), 116.8 (C12), 47.7 (C4), 42.8 (C7), 42.1 (C2), 41.4 (C5), 34.6 (C3), 30.7 (C1), 26.0
(C6); HRMS (ESI): berechnet fiir CsoHsN3OgNa® [M+Na]® = 738.3361, gefunden =
738.3361.
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Adamantanmethoxytriscatechol 85
21

AN
C; o (6] _ 22
aa 2 5o
N H 135
H/\/\/N 'a 6 7 \/\/\N)14K©/19

11 18

16
(0] 13 17

C53H32N6012, M = 1055.30 g/mol

0.10 g (0.178 mmol) des Triamins 35 wurden in 20 mL abs. DMF geldst und mit 223 uL
(1.60 mmol) abs. N,N-Diethylethanamin versetzt. Nach 2 Minuten wurden bei 0 °C 0.32 ¢
(1.60 mmol) 2,3-Dimethoxybenzoesaurechlorid 82 geldst in wenig abs. DMF, langsam dazu
getropft und fir 2 Tage gerlhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das
Rohprodukt in 40 mL H,O aufgenommen und dreimal mit 30 mL CH,CI, extrahiert. Die
vereinten, organischen Phasen wurden ber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach séulenchromatographischer Reinigung konnten 60 mg (0.06 mmol)

eines farblosen Feststoffs erhalten werden, was einer Ausbeute von 32% entspricht.

R = 0.31 (CH,Cl,:MeOH 4%); *H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.97 (t, °J = 8.0 Hz
3H, 16-H), 6.85 (d, 2J = 8 Hz, 3H, 17-H), 6.69 (d, 2J = 8.0 Hz, 3H, 18-H), 3.82 (s, 9H, 21-H),
3.78 (s, 9H, 22-H), 1.90-1.85 (m, 6H, 9-H), 1.78-1.70 (m, 6H, 12-H), 1.67-1.61 (m, 6H, 6-H),
1.50-1.45 (m, 12H, 5-H, 11-H), 1.13-1.10 (m, 18H, 10-H, 4-H, 2-H); **C-NMR (100 MHz,
CDCls): & [ppm] = 175.3 (C7), 166.0 (C14), 152.6 (C20), 147.5 (C19), 126.2 (C16), 124.5
(C17), 122.5 (C15), 115.6 (C18), 61.3 (C21), 56.0 (C22), 45.9 (C4), 41.0 (C2), 39.3 (C10),
39.1 (C9), 33.4 (C3), 29.6(C1), 27.2 (C1l), 26.3 (C5); HRMS (ESI): berechnet fir
CssHg2NgO1,Na" [M+Na]" = 1077.5883, gefunden = 1077.5901.
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MALDI-Spektren
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Abbildung 113:Gesamter Ausschnitt des MALDI-Spektrum des reines PEG-OH 63
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Abbildung 114: Ausschnitt des MALDI-Spektrums des reinen PEG-OH 63
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Abbildung 115: MALDI-Spektrum des reinen PEG-OH 63 und des synthetisierten PEG-COOH 64

(gefunden [M+H]" = 5051.3)
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Abbildung 116: Ausschnitt des MALDI-Spektrums des NHS-Dopaminderivat 68 (links)
(gefunden [M+H]* = 5226.5) und des geklickten Dopaminderivats 71 (rechts) (gefunden [M+H]" = 5292.6)
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Abbildung 117: Ausschnitt des MALDI-Spektrums des geklickten Triscatechols 72 (gefunden [M+H]" = 5912.8)
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XPS-Spektrum
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Abbildung 118: Gesamtes XPS-Spektrum des gemessenen, immobilisierten Alkin-Dopamins 60
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7 Gefahrstoffe

Stoff Gefahrsymbol R-Satze S-Satze
Aceton F, X 11-36-66-67 9-16-26
Acetonitril F, X» 11-20/21/22-36 16-36/37
45-11-23/24/25-
AcryInitril F, T,N 37/38-41-43- 53-9-16-45-61
51/53
AIBN E, X 2-11-20/22-52/53 39-41-47-61
7/8-26-36/37/
Aluminiumbromid C 22-34
39-45
Aluminiumchlorid C 34 (1/2)-7/8-28-45
Aluminiumoxid - - 22
_ (1/2)-9-16-26-
Ammoniak T,N 10-23-34-50
36/37/39-45-61
Ammoniummolybdat Xi 36/37/38 26
45-46-11-36/38-
Benzol F, T 53-45
48/23/24/25-65
Benzylbromid Xi 36/37/38 (2)-39
Boc,O T 10-26-36/38-43 28.1-36/37-45
Borantribromid
Brom TN, C 26-35-50 7/9-26-45-61
tert-Butanol F, Xn 11-20 9-16
tert-Butylbromid F 11 16-33
) _ 21-25-36/38- (1/2)-35-36/37/39-
Butylzinnhydrid T,N
48/23/25-50/53 45-60-61
45-20-34-48/ 53-26-36/37/
Cbz-ClI T,C,N
22-50/53 39-45-60-61
1-Carboxyadamantan - - 22-24/25
22-38-40-48/
Chloroform Xn 36/37
20/22
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Celite X 68/20 22
16-26-36/37/
DIBAL-H F,C 14/15-17-35
39-43-45
Dichlormethan X 40 23-24/25-36/37
Diethylether F*, X, 12-19-22-66-67 9-16-29-33
Dimethylformamid T 9-16-29-33 53-45
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
_ 11-19-36/37-40-
Dioxan F, X, 9-16-36/37-46
66
DCC T 22-24-41-43 24-26-37/39-45
16-26-36/37/39-45-
DIPEA F,C 11-22-34-52/53 61
DMAP T 25-27-36/37/38 26-28-36/37/39-45
Dopamin-HCI Xi, N 36/37/38 26-36/37
23/24/25-36/37/
DPPA T 26-36/37/39-45
38
EDC-HCI X 37/38-41 26-36/37/39
Eisen F 11 53-45-60-61
Essigséaure C 10-35 (1/2)-23-26-45
Ethanol F 11 7-16
Ethylacetat F, Xi 11-36-66-67 16-26-33
Fluorbenzol F 11 7-16-29-33
H» F 12 9-16-33
HBTU Xi 36/37/38 26
konz. HCI C 34-37 26-36/37/39-45
11-38-48/20-62- (2)-9-16-29-33-
Hexan F, Xn, N
65-67-51/53 36/37-61-62
61-20/21-36-5-
53-45-37/39-26-16-
HOAt T,Xi,F,Xn,E 36/37/38-11-41-
39-35-36
37/38-22-2
HOBt E 2 16-35
konz. H,SO,4 35 26-30-45
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Isopropanol F, Xi 11-36-37 7-16-24/25-26
Kaliumcarbonat Xi 36737/38 22-26
Kaliumhydrogensulfat C 34-37 26-36/37/39-45
Kaliumhydroxid C 22-35 26-36/37/39-45
o ) 9-20-26-36/37/39-
Lithiumhydroxid C 20/22-34
45-60
Methanol T,F 11-23/24/25-39 7-16-36/37-45
_ N 21/22-26-34-37-
Mesylchlorid C,T 26-28-36/37/39-45
52/53
Natriumcarbonat Xi 36 (2)-22-26
Natriumazid TN 28-32-50/53 28-45-60-61
Natriumhydrogen-
) Xn 22-31 25-46
sulfitlosung
Natriumhydroxid C 35 26-37/39-45
NHS 22-24/25
Ninhydrin Xn 22-36/37/38 26-28-36
) 26-36/37/39-
Oxalylchlorid C 14-20-29-34
43-45
Pd/C - - 14-22
_ 17-26-36/37/
Periodsdure O,C 8-34
39-45
9-16-23.2-24-
Petrolether (50-70) F, Xn 11-52/53-65
33-62
Platinoxid O, Xi 8-36 26
RuCls-H20 C 22-34 26-36/37/39-45
Silbersulfat Xi 36/37/38 26-36
Tetrabrommethan Xn 20/21/22 28
Tetrabutylammonium-
_ Xi 36/37/38 26-36
bromid
Tetrahydrofuran F, Xi 11-19-36/37 16-29-33
Titanoxid - - -
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_ _ 14-20/22-29-
Thionylchlorid C - 26-36/37/39-45
23/24/25-40- 23.2.36/37-45-
Tetrachlorkohlenstoff T,N
48/23-52/53-59 59-61
TMS-Diazomethan Fi, Xi 12-19-22-66-67 9-16-29-33
Toluol F, Xn 11-20 16-25-29-33
Tosylchlorid C 34 26-36/37/38/39-45
Triethylamin F,C 11-20/21/22-35 -
Zinkoxid N 50/53 60-61
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