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Abstract: In dieser Arbeit wird eine neue Strategie vorgestellt,
die Sequenzkontrolle in der Polymerchemie erméglicht. Der
Ansatz basiert auf einer abwechselnden Verwendung der viel-
seitigen Passerini-Dreikomponentenreaktion (P-3CR) und der
effizienten Thiol-En-Addition. Zundchst wurde Stearinsdure
als Ausgangsmaterial gewdihlt, um ein Tetramer mit einem
Molekulargewicht von 1.6 kDa und genau definierter Mono-
merabfolge zu synthetisieren. Die Aufreinigung nach den
einzelnen Reaktionsschritten kann stark vereinfacht werden,
indem ein funktionales Polymer mit einer Siure-Endgruppe
als Ausgangssubstanz gewdhit wird. Die Produkte konnten
durch einfaches Ausfillen erhalten werden, sodass in einer
effizienten Synthese ein sequenzkontrolliertes Pentamer her-
gestellt werden konnte. In diesem neuen Ansatz kann auf den
Einsatz von Schutzgruppen verzichtet werden, und dariiber
hinaus konnen unterschiedliche Seitenketten miihelos und an
definierten Stellen in das Polymerriickgrat eingebaut werden.

H eutzutage gibt es eine Vielzahl an Methoden, um Ma-
kromolekiile mit definierter Architektur, definiertem Mole-
kulargewicht und definierten Endgruppen herzustellen.
Dabei ermoglichen kontrollierte radikalische Polymerisatio-
nen wie die RAFT-Polymerisation,"! die ATRP® und die
NMPE! die Synthese komplexer Polymerarchitekturen. Die
Synthese von Polymeren mit einer genau definierten Mono-
merabfolge wird jedoch erst seit kurzem zunehmend unter-
sucht.!! Die Entwicklung der Festphasen-Peptidsynthese im
Jahr 1963 kann als wichtigster Meilenstein in der Synthese
von sequenzkontrollierten Makromolekiilen betrachtet
werden.”) AuBerdem hat sich die Festphasen-Oligonukle-
otidsynthese in der organischen Synthese etabliert.’! Des
Weiteren sind einige Ansédtze bekannt, die, inspiriert von der
Biosynthese von DNA-Stringen, auf Basis eines DNA-
Templates durchgefiihrt werden (DTS). So wurden zahlreiche
DNA-Templat-basierte Reaktionen, wie nukleophile C-C-
Kniipfungen,”' Wittig-Olefinierungen,® reduktive Aminie-
rungen®! und 1,3-dipolare Cycloadditionen, beschrieben.”!

[*] S. C. Solleder, Prof. Dr. M. A. R. Meier
Institut fiir Organische Chemie
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT)
Fritz-Haber-Weg 6, 76131 Karlsruhe (Deutschland)
E-Mail: m.a.rmeier@kit.edu
Homepage: http://www.meier-michael.com

[7‘: £

Wir danken Prof. Barner-Kowollik (KIT) und seiner Gruppe fiir
Zugang zu ihrer SEC-ESI-MS-Ausstattung sowie Prof. Luy (KIT) und
seiner Gruppe fiir Diskussionen zur NMR-Spektroskopie. S.C.S.
bedankt sich beim Verband der Chemischen Industrie (VCI) fiir ein
Stipendium.

(M) Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201308960 zu finden.

Angew. Chem. 2014, 126, 729732

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Die DTS-basierte Wittig-Olefinierung wurde durch schritt-
weise Zugabe unterschiedlicher Monomere auch zur Syn-
these von sequenzkontrollierten Oligomeren verwendet.[*"
Dariiber hinaus wurde die DTS in der Polymersynthese ver-
wendet; Saito et al. oligomerisierten fiinf DNA-Pentamere
durch lichtinduzierte Cyclobutanring-Bildungen.'”! Liu et al.
berichteten von einem DNA-Templat-basierten Transla-
tionssystem, das die enzymfreie Translation von DNA-
Templaten in sequenzkontrollierte synthetische Polymere
ermoglicht.'!! Die Arbeitsgruppe um Leigh beschrieb die
Synthese von Peptiden mit definierter Sequenz, welche mit-
hilfe einer Rotaxan-basierten molekularen Maschine syn-
thetisiert wurden. In diesem Beispiel fiir eine DNA-freie
Templatsynthese wichst die Peptidkette durch sukzessive
native chemische Ligationsschritte.

Dariiber hinaus sind weitere, nicht auf DNA basierende
Templat-Ansitze, > Stufenwachstumspolykondensatio-
nen™ und Kettenwachstumspolymerisationen beschrieben
worden, die eine Sequenzkontrolle ermoglichen. Die Ansitze
zur Sequenzkontrolle mithilfe von Kettenwachstumspoly-
merisationen basieren meist auf der hohen Kreuzwachs-
tumsselektivitit von Styrol mit Maleinsiureanhydriden™
oder mit Maleinimiden in radikalischen Polymerisationen.'!
Unter Verwendung von kontrollierten/lebenden Polymerisa-
tionen ist es moglich, die Maleinimide an bestimmten Stellen
der Polymerkette (am Kettenanfang, in der Mitte der Kette
oder am Kettenende) einzubauen.'®!"! Aufgrund der Mog-
lichkeit zur N-Substitution der Maleinimide konnen spezifi-
sche funktionelle Gruppen in die Polymerkette eingebaut
werden. Auflerdem ist es moglich, unterschiedliche Malein-
imide nacheinander zum Polymerisationssystem zuzugeben
um Polymere zu synthetisieren, die unterschiedliche substi-
tuierte Maleinimide im Polymerriickgrat tragen.'*! Es muss
jedoch angemerkt werden, dass diese Polymere in einem
statistisch ablaufenden Prozess entstehen und die Malein-
imide daher nicht an einer absolut definierten Stelle in jeder
Polymerkette eingebaut werden konnen. Dariiber hinaus
wachsen in diesem radikalischen Prozess viele Ketten
gleichzeitig, wodurch es unvermeidbar ist, dass manche
Ketten nicht funktionalisiert werden und andere mehrere
funktionelle Gruppen tragen. Aufgrund dessen ist es not-
wendig, die zuvor erwidhnten stufenweisen Ansétze zu ver-
folgen, um hoch definierte, sequenzkontrollierte Materialien
herzustellen.

Unser neuer Ansatz basiert auf der effizienten Passerini-
Reaktion (P-3CR). Mehrkomponentenreaktionen (MCR)
sind bereits seit 1850 bekannt, als Strecker die Synthese von
o-Aminonitrilen aus einem Aldehyd, Ammoniak und Blau-
siure beschrieb.® Die Isocyanid-basierten Mehrkomponen-
tenreaktionen (IMCRs) sind eine wichtige Untergruppe der
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Mehrkomponentenreaktionen, wobei die wichtigsten Ver-
treter die P-3CR™ und die Ugi-4CR sind.” Die P-3CR
wurde 1921 entdeckt und ist eine Dreikomponentenreaktion
einer Oxo-Komponente mit einer Carbonsdure und einem
Isocyanid, die zu einem o-Hydroxyacylamid reagieren."
Wihrend MCRs in der organischen Synthese weit verbreitet
sind,”"! wurde ihr Potenzial in der Polymerchemie erst kiirz-
lich entdeckt. 2011 entwickelte unsere Gruppe eine neue
Passerini-Polymerisationsmethode, die durch den Einsatz von
difunktionellen Carbonsduren, difunktionellen Aldehyden
und verschiedenen Isocyaniden zu Makromolekiilen mit
hohem Molekulargewicht fiihrt.’?) Erst kiirzlich berichtete
unsere Gruppe iiber die Synthese von Acrylat-Monomeren
durch die P-3CR. Die nach der Polymerisation erhaltenen
Materialien zeigten thermisch schaltbare Eigenschaften.”!
Hier wird nun die Synthese eines sequenzkontrollierten Te-
tramers sowie die eines Blockcopolymers beschrieben, das
einen sequenzkontrollierten Pentamer-Block enthélt. Um
dies zu erreichen, wurden orthogonale Reaktionen abwech-
selnd angewendet, um sequenzkontrollierte Makromolekiile
schrittweise und ohne den Einsatz von Schutzgruppen zu
synthetisieren. Die vielseitige P-3CR und die effiziente Thiol-
En-Addition erwiesen sich dabei als leistungsstarke, ortho-
gonale Kombination. Mit diesem Ansatz gelingt das Einfiih-
ren von unterschiedlichen Seitenketten durch den Einsatz
unterschiedlicher Isocyanide in jeder P-3CR auf sehr einfache
Weise (Schema 1).
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Schema 1. Synthese eines sequenzkontrollierten Tetramers (ausgehend von 1a)
oder eines sequenzkontrollierten Blockcopolymers (ausgehend von 1b) durch ab-

wechselnde Passerini-Reaktionen und Thiol-En-Additionen.

Diese Strategie hat einige Vorteile, wenn man sie mit
anderen schrittweisen Ansédtzen, zum Beispiel mit der Poly-
peptidsynthese, vergleicht. Der Einsatz von Kupp-
lungs- und Aktivierungsreagentien wird vermieden,
und es sind keine Schutzgruppen fiir die Synthese des
Polymerriickgrats notig. Diese Tatsachen machen
unseren Ansatz vielseitiger (einfache Auswahl von
Seitenketten), in einem groBen MaBstab anwendbar
sowie effizienter und nachhaltiger, da weniger Abfall
produziert wird. AuB3erdem wird die chemische Viel-
falt der Methoden im Bereich der sequenzkontrol-
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lierten Makromolekiile durch den neuen Ansatz erweitert.

Zunichst wurde die P-3CR von Stearinsdure (1a) mit 2
und 3a untersucht. Zu Beginn wurden THF und Dichlorme-
than als Losungsmittel in unterschiedlichen Konzentrationen
untersucht. (siche Tabelle S1 in den Hintergrundinformatio-
nen). Die Ergebnisse zeigen, dass eine hohe Konzentration
der Reaktanten zu hohen Umsitzen und Ausbeuten inner-
halb kurzer Reaktionszeiten fiihrt. Wurden jedoch dquimo-
lare Mengen der Reaktanten verwendet, konnten Spuren von
Stearinsdure 1a in den Produkten detektiert werden. Daher
wurden, um einen vollstindigen Reaktionsumsatz der
Carboxygruppen zu erzielen, 2 und 3a in 1.5-fachem Uber-
schuss eingesetzt. Anschlieend wurde die Thiol-En-Additi-
on nidher untersucht. Hierbei wurden die besten Ergebnisse
erzielt, wenn die Reaktion mit einem 10-fachen Uberschuss
des Thiols 4, 5.0 Mol-% DMPA 5 als Photoinitiator und unter
Bestrahlung mit UV-Licht fiir zwei Stunden durchgefiihrt
wurde.

Diese optimierten Reaktionsbedingungen wurden in den
weiteren Schritten der Oligomer- und Blockcopolymer-Syn-
these angewendet. Auf diese Weise wurde ein sequenzkon-
trolliertes Tetramer (Abbildung 1) mit einem Molekularge-
wicht von 1.6 kDa in sieben Schritten und mit einer Ge-
samtausbeute von 26 % hergestellt.

Die detaillierten Ergebnisse der einzelnen Reaktions-
schritte der Synthese des Tetramers (Tabelle S2) sowie alle
analytischen Daten und weitere Details sind in den Hinter-
grundinformationen zu finden. Der Reaktionsumsatz
konnte anhand der charakteristischen Protonensi-
gnale im 'H-NMR-Spektrum mit den entsprechenden
Integralen fiir die eingefiihrten Amidprotonen sowie
durch das Fehlen von Signalen fiir olefinische Pro-
tonen nach den Thiol-En-Additionen verfolgt
werden. Des Weiteren wurde die Existenz der ge-
wiinschten Oligomere massenspektrometrisch nach-
gewiesen. GPC-Messungen (Abbildung?2) belegen
die erfolgreiche Synthese der gewiinschten Produkte
durch die Verschiebung der Molekulargewichtsver-
teilung zu hoherem Molekulargewicht. Auflerdem

4

o wird die hohe Reinheit der Produkte durch die Ab-

wesenheit von Nebenprodukten mit niedrigerem
Molekulargewicht bewiesen.

Die erfolgreiche Synthese des Tetramers 12 ergab
wichtige Details zu den verwendeten Synthese-
schritten sowie zum Verhalten und zur Stabilitét der
synthetisierten Oligomere. Um die Ausbeuten zu er-
hohen und die Aufarbeitung zu vereinfachen, wurde
die Ausgangskomponente variiert. Dazu wurde, wie
bereits berichtet,* ein loslicher Polymertriger synthetisiert,
welcher ein unkompliziertes und zeitsparendes Aufarbeiten

BRSNS RRA AR SR v

AR

Abbildung 1. Strukturformel des erhaltenen sequenzkontrollierten Tetramers mit
vier unterschiedlichen Seitenketten.
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Abbildung 2. GPC-Kurven, die nach den P-3CR und den Thiol-En-Addi-
tionen in der Synthese des sequenzkontrolliertem Tetramers erhalten
wurden.

durch Ausfillen ermoglicht. Zu diesem Zweck wurde die
Endgruppe eines kommerziell erhéltlichen PEG modifiziert.
Ausgehend von der PEG-S4ure 1b wurde der sequenzkon-
trollierte Block iiber den zuvor optimierten Syntheseweg
hergestellt. Wie erwartet konnten komplizierte Aufarbei-
tungsschritte in diesem Fall vermieden werden, und die Pro-
dukte wurden einfach durch Ausfillen erhalten. Die GPC-

Ergebnisse der Blockcopolymersynthese (Abbildung 3)
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Abbildung 3. GPC-Kurven des PEG-Copolymers nach jeder P-3CR.

zeigen die Verschiebung der kompletten Molekularge-
wichtsverteilung hin zu hoherem Molekulargewicht, was die
Bildung der gewiinschten sequenzkontrollierten Produkte
bestdtigt. In allen GPC-Kurven ist eine kleine Schulter zu
sehen, die bereits im eingangs verwendeten PEG enthalten
war und wahrscheinlich von doppelt OH-funktionalisierten
PEG-Ketten stammt. Zusitzliche GPC/ESI-MS-Messungen
bestitigen den Erfolg der einzelnen Syntheseschritte.
Abbildung 4 zeigt die Massenspektren der Produkte nach
der ersten und der zweiten P-3CR (13 bzw. 15). Man kann
erkennen, dass alle Polymerketten funktionalisiert wurden,
da die Molekulargewichtsverteilung um 357.3 Da [entspre-
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Abbildung 4. Die ESI-MS-Spektren von 13 und 15 zeigen eine Verschie-
bung der Molekulargewichtsverteilung in Richtung héherer Molekular-
gewichte. Die gezeigten Peaks entsprechen Ketten, die drei Natrium-
lonen tragen, und die hervorgehobenen Peaks entsprechen Polymer-
ketten mit 51 PEG-Monomereinheiten.

chend A(m/z) 119.1 also um die Masse von 4, 2 und 3b, ver-
schoben wird.

Ferner kann die Funktionalisierung der Polymerketten
durch NMR-Spektroskopie verfolgt werden. Die An- oder
Abwesenheit der Doppelbindungssignale sowie das Auftreten
der Amid-Signale bestétigen die vollstindige Umsetzung der
Edukte zu den gewlinschten Produkten in jedem Reaktions-
schritt. Dariiber hinaus ist die Integration der 'H-NMR-Si-
gnale der erhaltenen Produkte in guter Ubereinstimmung mit
den gewiinschten sequenzkontrollierten Produkten, was den
Erfolg der Syntheseschritte bestitigt. Die Ergebnisse, welche
fur die einzelnen Polymere nach dem Ausfillen erhalten
wurden sind in Tabelle S3 zusammengefasst.

Verglichen mit der Oligomersynthese ist die Blockcopo-
lymersynthese einfacher durchzufiihren und zeitsparender, da
die Produkte einfach durch Ausféillen erhalten werden
konnen. Aulerdem wurden in der Synthese von 21, das einen
sequenzkontrollierten Pentamer-Block enthélt, grofere
Ausbeuten erzielt. Das Polymer 21 wurde in einer Gesamt-
ausbeute von 34 % in neun Reaktionsschritten erhalten.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Blockcopo-
lymersynthese durch die einfache Aufarbeitung sowie die
Effizienz der einzelnen Schritte zu einer deutlich schnelleren
Produktsynthese fiihrt. Zudem wird eine interessantere Po-
lymerarchitektur aufgebaut, da die Kombination von defi-
nierten Polymeren, die durch kontrollierte/lebende Polyme-
risationen aufgebaut werden, mit sequenzkontrollierten Oli-
gomerblocken in der Zukunft zur Synthese von Polymeren
fithren kann, die Proteine und andere Biopolymere nachbil-
den.

Der neue Ansatz zur Synthese von sequenzkontrollierten
Makromolekiilen wurde erfolgreich zur Herstellung eines
sequenzkontrollierten Tetramers sowie eines Blockcopoly-
mers mit sequenzkontrolliertem Pentamer-Block mit fiinf
unterschiedlichen Seitenketten angewendet. Die entspre-
chenden Produkte wurden in hohen Ausbeuten und Rein-
heiten erhalten, sodass sich die Kombination von P-3CR mit
Thiol-En-Additionen als gute Methode zur Synthese von se-
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quenzkontrollierten Materialien erwies. Dariiber hinaus er-
moglicht der Ansatz ein sehr einfaches und vielseitiges Ein-
fiilhren von unterschiedlichen Seitenketten. AuBerdem
konnte durch den Einsatz einer PEG-Sédure die Aufreinigung
der sequenzkontrollierten Produkte stark vereinfacht
werden. Uberdies benotigt diese Methode keine Schutz-
gruppen, da orthogonale Reaktionen verwendet werden.
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