ZUSCHRIFTEN

Vertiefung einer 96-Microwell-Platte gegeben. Das Losungsmittel
wurde bei 37°C verdampft und die verbliebenen Bindungsstellen mit
200 uL PBS (PBS = phosphate buffered saline; 0.15M NaCl, 8.1 mm
Na,HPO,, 1.5mm NaH,PO,), das 2% BSA (BSA =bovine serum
albumin) enthielt (—PBS-BSA), 12h bei 4°C blockiert. Danach
wurden die Vertiefungen fiinfmal mit PBS gewaschen. Von einer
Losung des Polymers (200 pmol) in 0.2 % PBS-BSA wurde eine Reihe
von Verdiinnungen angefertigt, die sich jeweils um den Faktor Zwei
unterschieden. Diese verdiinnten Losungen wurden 2 h bei 4°C mit
50 pL der Influenzavirus-Suspension (32 HA-Einheiten) vorinkubiert
und dann in die Vertiefungen gegeben. Die Platten wurden 12 h bei
4°Cinkubiert, anschlieBend fiinfmal mit PBS gewaschen, dann 2 h bei
4°C mit einer mit 0.2% PBS-BSA 1000fach verdiinnten Losung von
50 pL Antiinfluenzavirus-Antikorpern inkubiert und 2 h bei 4 °C mit
Meerrettich-Peroxidase -konjugiertem Protein A (1000fach verdiinnt
mit Losung A) umgesetzt. Die an GM; gebundenen und in den
Vertiefungen immobilisierten Virionen wurden mit einer o-Pheny-
lendiamin(OPD)-Losung nachgewiesen, die 4 mg OPD und 0.01 %
H,O, in 100mM Phosphatpuffer (mit Citronensidure auf pH=5.0
eingestellt) enthielt. Die Reaktionen wurden durch Zusatz von 4N
H,SO, unterbrochen und die Virusbindung iiber die Farbentwicklung
bei 492 nm bestimmt (Referenzwellenldnge 630 nm). Verdiinnungs-
reihen (Verdiinnungsfaktor Zwei) von Sialyllactose (2 pmol), PGA
(800 pmol) und Lyso-GM; (20 nmol) wurden in der beschriebenen
Weise zum Vergleich untersucht.

[17] Im HA-Trimer des Influenzavirus vom Serotyp H1 gibt es insgesamt
15 Trp-Reste.
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Als Dendrimere bezeichnet man stark verzweigte Makro-
molekiile mit einer wohldefinierten dreidimensionalen Ge-
stalt, deren GréBe im Nanometerbereich liegt.[!! Sie sind als
Bausteine fiir organisierte funktionelle Materialien mit ex-
tremer Genauigkeit interessant. Die Entwicklung von Me-
thoden zur kontrollierten rdumlichen Anordnung funktionel-
ler Dendrimere ist daher besonders wichtig. Kiirzlich wurde
iiber die spontane Zusammenlagerung einiger keilformiger
Dendrimere (Dendrone) aufgrund von van-der-Waals-Kréf-
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ten, Wasserstoffbriickenbindungen oder metallvermittelten
Wechselwirkungen zu unter anderem kugel- sowie scheiben-
formigen Superstrukturen berichtet.> 3 Wir berichten hier
iiber die Ergebnisse einer ersten Untersuchung iiber elektro-
statische Zusammenlagerungen von Dendrimer-Elektroly-
ten.! Zu diesem Zweck haben wir negativ und positiv
geladene Dendrimere verwendet, die eine freie Porphyrin-
base oder deren Zinkkomplex als fluoreszenzaktives Zentrum
enthielten.

In einer fritheren Arbeit haben wir die konvergente
Synthese eines negativ geladenen, wasserloslichen dendriti-
schen Zinkporphyrins (32[—]DPZn) beschrieben,”! das in
seiner Molekiilperipherie 32 Carboxylatfunktionalitdten auf-
wies.[!l Dieses photofunktionelle Makromolekiil besteht aus
einem vierschichtigen Arylether-Dendrimergeriist, das wahr-
scheinlich eine kugelformige Konformation mit einem ge-
schitzten Durchmesser von 4—5nm annimmt.[”) Ausgehend
von 32[HO,C]DPZn!! haben wir nun ein positiv geladenes
dendritisches Zinkporphyrin (32[+]DPZn) hergestellt, das 32
Ammoniumfunktionalitédten in seiner Peripherie enthilt.
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32[HO,C]DPZn: X =CO,H,M=2n
32[-]DPH,: X =CO0zK*, M=H,
32[-]DPZn: X =COzK*, M=2Zn
32[Me,N]DPZn: X = CONH(CH,),NMe,, M = Zn
32[+]DPZn: X = CONH(CH,),N*Me,CI™, M = Zn

Das elektrostatische Zusammenlagern der negativ und
positiv geladenen dendritischen Elektrolyte 32[—]DPH,
(freie Porphyrinbase) und 32[+]DPZn wurde nach Mischen
der phosphatgepufferten Losungen (pH 6.9, 1.5 um) bei 20°C
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anhand der Transmission bei 500 nm!®l bestimmt. Abbildung 1
zeigt, daB3 die Transmission der Losung sehr vom molaren
Mischungsverhéltnis der beiden dendritischen Elektrolyte
abhingt und daB sie stark abnimmt, wenn deren Konzentra-
tionen annédhernd gleich grof sind. Fluoreszenzmikroskopisch
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Abb. 1. Anderung der Transmission bei 500 nm wihrend des Mischens
phosphatgepufferter Losungen (pH 6.9, 1.5um) von 32[—|DPH, und
32[+]DPZn bei 20°C.1¥]

unter Anregung bei 400-440 nm (Soret-Bande) erhaltene
Bilder einer 100um phosphatgepufferten Losung von
32[— ]DPZn (Abb. 2a) oder 32[+]DPZn zeigten eine homo-
gene, starke Emission der gesamten Losung. Wurden die
beiden Losungen im gleichen Molverhiltnis gemischt
([32[- |DPZn]:[32[+]DPZn] =1:1), wurde das Bild unter
dem Mikroskop dunkel, und es waren 10-20um grofe,
fluoreszierende Aggregate zu erkennen (Abb. 2b). LieB man
die dquimolare Mischung einen Tag bei Raumtemperatur
stehen, vergroBerten sich die Aggregate noch und kristalli-
sierten aus der Losung aus. War allerdings entweder
32[—]DPZn oder 32[+]DPZn im Uberschuf zum jeweiligen
Partner vorhanden, konnten keine Aggregate nachgewiesen
werden. 32[—|DPZn und 32[+]DPZn lagern sich also in
walriger Losung aufgrund elektrostatischer Anziehung zu
einem Polyelektrolytkomplex zusammen, dessen Grofe stark
vom Molverhiltnis der negativ und positiv geladenen Den-
drimere abhéngt. Dies steht in Widerspruch zum generellen
Trend elektrostatischer Aggregation linearer Polyelektrolyte
in wiBrigen Medien, wo iiber einen weiten Bereich des
Polyanion-Polykation-Molverhiltnisses Niederschlidge gebil-
det werden.

In Alkoholen wurden, unabhéngig von der Zusammenset-
zung, keine Niederschldge der beiden dendritischen Elektro-
lyte gebildet. Wir haben daher die Wechselwirkungen zwi-
schen diesen Elektrplyten spektroskopisch untersucht. Zuerst
wurde ein Fluoreszenz-Polarisationsprofil von 32[—]DPH,
unter Zugabe von 32[+]DPZn erstellt.”) Wird ein Chromo-
phor mit eingeschrinkter Rotationsfahigkeit mit polarisier-
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Abb. 2. Fluoreszenzmikroskopisch erhaltenen Bilder waBriger Losungen
(100 um) von 32[—|DPZn (a) und von einer dquimolaren Mischung aus
32[—]DPZn und 32[+]DPZn (b) nach Anregung bei 400-440 nm (Soret-
Bande) bei Raumtemperatur.

tem Licht angeregt, kann eine polarisierte Fluoreszenzbeob-
achtet werden. Der Polarisationsgrad P ist gegeben durch
(I;—1,)/(1;+1,), wobei I und I, die Fluoreszenzintensititen
der parallelen und rechtwinkligen Komponenten sind. P sollte
daher mit der Grofle des fluoreszeierenden Molekiils oder
Aggregates zunehmen. Wurde eine Losung von 32[— ]DPH,
(1.25pum) in 0.1m KOH-Losung in MeOH bei 20°C mit
polarisiertem Licht von 520+1nm (Q-Bande) angeregt,
emittierte die freie Porphyrinbase im Innern des Molekiils
bei 654 und 718 nm mit P(718 nm)=0.04. Gab man
32[+]DPZnl'l zu dieser Losung, nahm P zu, wobei die
entsprechende Kurve einen deutlichen Knickpunkt bei einem
Molverhiltnis von [32[+]DPZn]:[32[— ]DPH,] =4:1 aufweist
(Abb.3a, e).'"l Wurde dagegen das negativ geladene
32[— ]DPZn!"" anstelle von 32[+]DPZn mit 32[— |DPH, unter
ansonsten identischen Bedingungen gemischt, nahm P nur
geringfiigig zu (0),['” wobei allerdings keine Tendenz fiir eine
Sattigung zu erkennen ist.

Im weiteren Verlauf unserer Arbeiten haben wir die
Zusammenlagerung dendritischer Elektrolyte in unterschied-
lichen Alkoholen untersucht und anhand von Energietrans-
fermessungen verfolgt. Unter Einhaltung bestimmter rdum-
licher Abstinde wechselwirken das Zinkporphyrin und die
freie Porphyrinbase photochemisch, wobei Energie vom
Zinkporphyrin auf die freie Base iibertragen wird.'sl Wir
haben daher die Eignung von 32[+]DPZn (1.25 um) als Donor
und 32[—|DPH, als Acceptor in 0.1m KOH in Methanol
untersucht. Bei Anregung von 32[+]DPZn mit Licht der
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Abb. 3. Fluoreszenzprofile der Systeme 32[—]DPH,/32[+]DPZn und
32[— ]DPH,/32[— |]DPZn in sauerstofffreier KOH-Losung in Methanol
bei 20 °C: a) Fluoreszenzpolarisation, P = (I, — 1,)/({+1,), von 32[ - ] DPH,
in Gegenwart von 32[+]DPZn (e) oder 32[— ]DPZn (o) nach Anregung
bei 520+ 1 nm (/; und /, sind die Fluoreszenzintensitdten paralleler bzw.
rechtwinkliger Komponenten) und b) Grad der Energieiibertragung, R =
Livcic Base!Izink>» Vvon 32[+]DPZn (e, gemessen bei 718 und 613 nm) oder
32[-|DPZn (o, gemessen bei 718 und 608 nm) auf 32[—|DPH, nach
Anregung bei 439 + 1 nm.['¥

Wellenldnge 439 +1nm (Soret-Bande), fluoreszierte das
Zinkporphyrin im Inneren des Molekiils bei 613 und
664 nm. In Gegenwart einer #4quimolaren Menge an
32[-]DPH, verschwanden die Fluoreszenzbanden von
32[+]DPZn und es traten neue bei 654 und 718 nm auf, die
auf 32[—]DPH, zuriickzufiihren sind und offenbar durch
einen  Singulett-Energietransfer von 32[+]DPZn auf
32[-]DPH, hervorgerufen
wurden. Erstellte man eine
Kurve entsprechend der in
Abbildung 3a gezeigten, in
der der Grad des Energie-
transters (R = i Base!Izink)
gegen das Konzentrations-
verhéltnis [freie Base]/
[Zink] aufgetragen wur-
de,'Yl erhielt man wie-
der einen Sittigungspunkt
bei einem Molverhiltnis
[32[— |DPH,]:[32[+]DPZn]

UberschuB
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von etwa 4:1 (Abb. 3b, e). Fiir eine effiziente Energietiber-
tragung von 32[+]DPZn auf 32[— ]DPH, ist dementsprechend
eine bestimmte Konzentration an 32[— ]DPH, erforderlich.
Dagegen fand fiir die sich elektrostatisch abstoende Kom-
bination 32[—|DPZn/32[—|DPH, unter den gleichen Be-
dingungen keine Energietibertragung von 32[—]DPZn auf
32[— ]DPH, statt (o). Beriicksichtigt man das Sattigungsphi-
nomen der Fluoreszenzpolarisation (Abb. 3a), so zeigt das
Energietransferprofil in Abbildung 3b (e), daB3 die 32[+]DPZn
maximal vier Molekiile 32[— ]DPH, in einem Abstand binden
kann, in dem eine Energieiibertragung moglich ist (Sche-
ma 1). Zum Vergleich wurde ein Energietransferprofil von
32[+]DPZn mit 5,10,15,20-Tetrakis(4-carboxyphenyl)porphin
(TCPPH,), einem anionischen Acceptor mit nur vier nega-
tiven Ladungen, erstellt. Die Fluoreszenz von 32[+]DPZn
wurde durch Zugabe von TCPPH, nur unvollstdndig geloscht
(Zreie Base! Izink = 1.6 fiir [TCPPH,|:[32[+]DPZn] =4:1).

Es ist bekannt, dafl die Geschwindigkeitskonstante der
Energietibertragung in Zusammenhang mit dem Abstand von
Donor und Acceptor steht.[¥] Die Fluoreszenzlebensdauer T,
von 32[+]DPZn in KOH/MeOH (2.5uM) betrug bei 20°C
1.7 ns, was etwa mit der von 32[— ]DPZn (1.4 ns)! unter den
gleichen Bedingungen iibereinstimmt. In Gegenwart von
32[—]DPH, (1.25um) als Acceptor trat dagegen eine neue,
kurzlebige Komponente (r =0.3 ns, 70 % ) im Fluoreszenzzer-
fallsprofil von 32[+]DPZn auf. Die Konstante der Energie-
iibertragungsgeschwindigkeit kg (kpnr=7"'—15!) betrug
3.0 x 10°s7!. Ein Vergleich mit den bekannten kgy-Werten
von Energietibertragungsgeschwindigkeit mit festen Abstédn-
denl" legt fiir den von uns bestimmten kgy-Wert nahe, da3
der Donor 32[+]DPZn und der Acceptor 32[— ]DPH, direkt
miteinander wechselwirken.

Wir konnten zeigen, da3 entgegengesetzt geladene dendri-
tische Elektrolyte in protischen Medien elektrostatisch wech-
selwirken und so eine organisierte Anordnung entsteht
(Scheme 1). Die Topologie der Funktionalititen im Inneren
der Molekiile kann vorab festgelegt werden. Die vorliegende
Arbeit liefert somit eine neue Strategie zur kontrollierten,
nanometergenauen raumlichen Anordnung zweier miteinan-
der kommunizierender Funktionalitdten, was fiir die Nano-
chemie und die Materialwissenschaften von erheblicher
Bedeutung sein konnte. Zwar dhneln dendritische Elektrolyte
in morphologischer Hinsicht ionischen Micellen, doch ver-
lieren sie bei der elektrostatischen Zusammenlagerung nicht
ihre strukturelle Identitit, da sie aus einzelnen, kovalent
gebundenen Molekiilen bestehen.

UberschuB
D
&

groBBes unendliches Aggregat

([Al:[D]=1:1)

Schema 1. Schematische Darstellung der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen negativ and positiv geladenen
dendritischen Elektrolyten. D stellt einen Donor und A einen Acceptor der Energieiibertragung dar.
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Experimentelles

32[-|DPH,: Der Methylester 32[MeO,C|DPH,*! wurde mit KOH in
THF/Wasser in 30 h hydrolysiert. Die Reaktionsmischung wurde in
Essigsdure gegeben, der entstandene Niederschlag abzentrifugiert und
mit verdiinnter waBriger HCI gewaschen. Nach Gefriertrocknung wurde
32[HO,C]DPH, erhalten. 'H-NMR (270 MHz, [Ds]DMSO, 80°C): 6 = 8.84
(s, 8H, Pyrrol-f), 7.80, 7.32 (je ein d, °J = 8.10 Hz, 128 H, Ar-0-H, Ar-m-H),
748 (s, 8H, Ar-o-H), 7.14 (s, 4H, Ar-p-H), 6.76 (d, “J=2.7 Hz, 16 H, Ar-o-
H), 6.61 (d, ¥/ =2.7 Hz, 32H, Ar-0-H), 6.58 (s, 8H, Ar-p-H), 6.51 (d, /=
2.7Hz, 16H, Ar-p-H), 5.18 (s, 16 H, OCH,), 4.95 (s, 64H, OCH,), 4.93 (s,
32H, OCH,). 32[HO,C]DPH, wurde in Phosphatpuffer (pH 6.8) oder 0.1m
KOH in Methanol gelost, worauf man 32[— |DPH, erhielt. UV/Vis (KOH/
MeOH): A, (Ige) =427 (5.29), 517.8, 553, 592, 648.4 nm; Fluoreszenz
(KOH/MeOH): A =654, 718 nm.

32[—]DPZn: 32[HO,C]DPZn wurde durch alkalische Hydrolyse der
duBeren Methylestergruppen aus 32[MeO,C]DPZn erhalten und wurde
dhnlich wie fiir 32[— ]DPH, beschrieben isoliert. MALDI-TOF-MS (3-
Indolacrylsdure-Matrix): m/z: 8030 (ber. 8028); 'H-NMR (270 MHz,
[Dg]DMSO, 80°C): 6=8.81 (s, 8H, Pyrrol-f), 7.81, 7.33 (je ein d, /=
8.34 Hz, 128 H, Ar-0-H, Ar-m-H), 743 (s, 8H, Ar-0-H), 7.09 (s, 4H, Ar-p-
H), 6.74 (s, 16 H, Ar-0-H), 6.60 (s, 32H, Ar-0-H), 6.55 (s, 8H, Ar-p-H), 6.50
(s, 16 H, Ar-p-H), 5.17 (s, 16 H, OCH,), 4.96 (s, 64 H, OCH,), 4.91 (s, 32H,
OCH,); BC-NMR (68 MHz, [D¢]DMSO, 20°C): 0=166.85 (CO,H),
159.32,159.10, 141.59, 139.24, 129.91, 129.22, 127.06, 106.30, 101.04 (aromat.
C), 69.07, 68.58 (CH,0). Man erhielt 32[—|DPZn nach Lésen von
32[HO,C]DPZn in 0.lm KOH/MeOH.l! UV/Vis (KOH/MeOH): A
(loge) =429.5 (5.44), 559.8, 600.4 nm; Fluoreszenz (KOH/MeOH): A=
608, 660 nm.

32[+]DPZn: Eine Losung von 32[HO,C]DPZn (20.4mg, 2.54x
10-3 mmol), 1-Methyl-2-chlorpyridiniumiodid (427 mg, 1.67 mmol)!'®! und
N,N-Dimethylethylendiamin (0.7 mL, 6.3 mmol) in N,N-Dimethylacetamid
(10 mL, dest.) wurde 6 d bei 50°C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde
anschlieBend 4 d durch Dialyse gegen Wasser gereinigt. Nach Gefrier-
trocknung erhielt man 32[Me,N]DPZn (23.2 mg, 88.9% ). MALDI-TOF-
MS (3-Indolacrylsdure-Matrix): m/z: 10261 (ber. 10268); 'H-NMR
(270 MHz, [D¢]DMSO, 80°C): 6 =8.87 (s, 8H, Pyrrol-f), 8.14 (s, 32H,
Amid-NH), 7.74, 7.32 (je ein d, °J =8.23 Hz, 128 H, Ar-o-H, Ar-m-H), 7.45
(s, 8H, Ar-0-H), 7.13 (s, 4H, Ar-p-H), 6.76 (s, 16 H, Ar-o-H), 6.61 (s, 32H,
Ar-0-H), 6.58 (s, 8H, Ar-p-H), 6.52 (s, 16 H, Ar-p-H), 5.17 (s, 16 H, OCH,),
4.97 (s, 64H, OCH,), 4.93 (s, 32H, OCH,), 3.28 (br., 128H, NCH, und
NHCH,, iiberlagert von H,0), 2.22 (s, 192H, NCH,); “C-NMR (68 MHz,
[Dg]DMSO, 20°C): 6 =165.65 (CONH), 159.28, 159.06, 139.72, 139.11,
133.48,127.15,126.89, 106.37, 100.98 (aromat. C), 69.14, 68.60 (CH,0), 57.46
(CH,N), 44.35 (CH;N), 36.52 (NHCH,). Die quantitative Umwandlung der
Sédure- in die Amidfunktion wurde durch das Fehlen des Signals bei 6 =
166.85 bestitigt. Eine Mischung aus 32[Me,N|DPZn (15.2 mg, 1.48 x
103 mmol) und Methyliodid (0.60 mL, 9.6 mmol) in DMSO (10 mL, dest.)
wurde 3 d unter Riickfluf erhitzt. Nach Entfernen der fliichtigen Be-
standteile im Vakuum wurde der erhaltene Riickstand 3 d durch Dialyse
gegen Wasser gereinigt. Nach Gefriertrocknung erhielt man 32[+]DPZn in
Form seines Iodids (17.3 mg, 79.0%). Dieses wurde 2 d gegen gesittigte
NaCl-Losung und weitere 2 d gegen Wasser dialysiert und anschlieend
gefriergetrocknet. 'H-NMR (270 MHz, [D,]DMSO, 80°C): 6 =8.97 (s, 8H,
Pyrrol-B), 8.73 (s, 32H, Amid-NH), 7.84, 743 (d, °J =7.42 Hz, 128H, Ar-o-
H, Ar-m-H), 7.51 (s, 8H, Ar-0-H), 7.23 (br. s, 4H, Ar-p-H), 6.87 (s, 16 H, Ar-
0-H), 6.72 (s, 32H, Ar-0-H), 6.66 (s, 8H, Ar-p-H), 6.57 (s, 16H, Ar-p-H),
5.27 (s, 16 H, OCH,), 5.07 (s, 64 H, OCH,), 5.01 (s, 32 H, OCH,), 3.68, (br. q,
64H, CH,), 3.54 (br. t, 64H, CH,), 3.14 (s, 288H, NCHj;); *C-NMR
(68 MHz, [D4]DMSO, 20°C): 6 =166.02 (CONH), 159.30, 159.10, 140.25,
139.18, 132.82, 127.20, 106.68, 100.95 (aromat. C), 68.68 (CH,0O), 63.68
(CH,N), 52.57 (CH5N), 33.75 (NHCH,); UV/Vis (KOH/MeOH): A,
(loge) =436.5 (5.49), 563, 608 nm; Fluoreszenz (KOH/MeOH): 1 =613,
664 nm.

Die Elektronenabsorptionsspektren wurden auf einem Jasco-UV/Vis-
Spektrometer, Modell V-560, aufgenommen. Die Fluoreszenzpolarisa-
tions- und Energietransferexperimente wurden bei 20 °C mit einem Jasco-
Fluoreszenzspektrometer, Modell FP-777, aufgenommen. Um bei den
Energietransferexperimenten mit 32[— |DPH, als Acceptor eine uner-
wiinschte Uberlagerung mit den aus der direkten Anregung des Acceptors
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resultierenden Fluoreszenzenbanden zu vermeiden, wurde ein Kontroll-
experiment ohne den Donor durchgefiihrt. Das erhaltene Spektrum wurde
dann vom Gesamtspektrum des Donor/Acceptor-Systems subtrahiert. Die
Intensitdt der Banden im Spektrum von 32[—|DPH, aus dem Kontroll-
experiment folgt dem Lambert-Beer-Gesetz.

Die Fluoreszenzlebensdauer wurde in sauerstofffreier 0.1Mm KOH-Losung
in Methanol bei 20°C mit einem Hamamatsu-Gerit, Modell C4780, zur
Bestimmung von Fluoreszenzlebensdauern im Picosekunden-Bereich ge-
messen, das mit einem zeitaufldsenden Spektrometer (streak scope)
Modell C4334, ausgestattet war. Zur Anregung wurde ein N,-Laser-
gepumpter Cumarin-440-Farbstofflaser verwendet. Bei dem N,-Laser
handelte es sich um ein LN120C2-Gerit (15 Hz, Peakbreite (FWHM)
350 ps, 10 mJ pro Puls), die Anregungswellenlinge war 430 nm. Die
Fluoreszenzenbanden wurden aus dem gestreuten Laserlicht mit einem
Glasfilter mit einem Cutoff bei 600 nm herausgefiltert. Die Emissionen
wurden in einem Wellenldngenbereich von 600-680 nm aufgefangen und
mit dem Programm Photolumi Ver. 2.4.4 analysiert nach Transformation
der gemessenen Daten (zeitliche Auflosung 50 ps).
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