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Chemisch gesteuerte schrittweise Entfaltung von Einzelketten-

Nanopartikeln
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Christopher Barner-Kowollik*

Abstract: Die vorliegende Studie beschreibt die stufenweise,
orthogonale und gleichzeitig pfadunabhiingige Entfaltung von
Einzelketten-Nanopartikeln (ENPs), um aktive Kontrolle iiber
die Faltungsdynamik von ENPs zu erlangen. Die Kompak-
tierung der NPs erfolgt zum einen iiber Wasserstoffbriicken
und zum anderen durch Wirt-Gast-Wechselwirkungen. Um
den Entfaltungsprozess zu untersuchen, wurden engverteilte
Diblock- (AB) und Tetrablockcopolymere (ABCD) syntheti-
siert, welche orthogonale Faltungsmotive entlang der lateralen
Kette beinhalten. In einem ersten Schritt wurde die Einzelket-
tenfaltung des AB-Diblockcopolymersystems durch eine Wirt-
Gast-Wechselwirkung von Benzo-21-Krone-7 (B21K7, Wirt)
mit einem sekunddren Ammoniumsalz (AS, Gast) ausgelost.
Anschliefend wurden die zwei orthogonalen Motive, beste-
hend aus Hamilton-Wedge/Cyanursiure und B21K7/AS, in
das Tetrablockcopolymersystem eingebaut. Zuletzt wurde,
durch Zugabe spezieller Substrate, die orthogonale, stufen-
weise und pfadunabhiingige Entfaltung der ENPs ausgelost
und untersucht. Die Faltung und Entfaltung wurde durch 1D-
'H-NMR-Spektroskopie, dynamische Lichtstreuung (DLS)
und diffusionsgeordnete NMR-Spektroskopie (DOSY) cha-
rakterisiert und nachgewiesen.

Komplex aufgebaute und funktionalisierte Biomolekiile wie
Proteine oder Enzyme reprisentieren wohldefinierte Ma-
kromolekiile. Die auflerordentliche natiirliche Kontrolle
wihrend der Synthese dieser Verbindungen liegt au3erhalb
der gegenwartigen synthetischen Moglichkeiten der makro-
molekularen Chemie. Die Konformation der Biopolymere
wird typischerweise durch reversible, kovalente Prozesse ge-
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steuert, welche héufig aber auch durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen zustande kommen konnen.'™! Ein Bei-
spiel dafiir sind Proteine, welche sich dynamisch in komple-
xere Strukturen falten, wie z.B. a-Helices oder B-Faltblitter.
Die Stabilisierung dieser geordneten Strukturen erfolgt bei-
spielweise durch intramolekulare Wasserstoffbriicken, iiber
Wechselwirkungen von Aromaten oder durch hydrophobe
Wechselwirkungen.**! Die intramolekulare Faltung von syn-
thetischen Polymeren mit den passenden Faltungssegmenten,
zur Bildung von kompakten Einzelketten Nanopartikeln
(ENP), ist ein Forschungsgebiet, welches momentan aktiv
untersucht wird.®” Inspiriert durch den fehlerlosen Aufbau
von Makromolekiilen in der Natur, ist vor allem die Poly-
merchemie daran interessiert, die Faltungsprozesse von Pro-
teinen synthetisch im Labor nachzustellen.®*'? Als Voraus-
setzung dazu werden engverteilte funktionelle Polymere be-
notigt, welche durch radikalische Polymerisation mit rever-
sibler Deaktivierung (RDRP; reversible deactivation radical
polymerization) hergestellt werden koénnen. Durch die
Kombination von RDRP-Techniken mit orthogonalen Poly-
merligationsmethoden ist es moglich, die Faltung von syn-
thetischen Makromolekiilen herbeizufiihren, sodass eine
Wechselwirkung zwischen spezifischen Funktionalitédten ent-
lang der lateralen Polymerkette stattfindet.'*'%! Die so ge-
bildeten Strukturen werden meist durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen stabilisiert.”! Diese konnen durch Was-
serstoffbriicken,"! m-m-Wechselwirkungen,® Wirt-Gast-
Komplexe?? oder Metallkomplexierung®?!! stabilisiert
werden. Bislang gibt es jedoch nur wenige Studien, die die
Entfaltung dynamischer ENPs durch verschiedene Trigger
untersuchen.

Bislang konzentrierten sich unsere Studien auf das Design
von engverteilten synthetischen Polymeren, welche orthogo-
nale komplementire Faltungsmotive beherbergen, die eine
Faltung in eine bestimmte Konfiguration hervorrufen. Hier
beschreiben wir den Einsatz eines neuen komplementédren
Faltungsmotivs, das aus dem Bereich der supramakromole-
kularen Chemie in den Bereich der Einzelkettenfaltung
tibernommen wurde und kombinieren dieses mit einem be-
kannten Wasserstoftbriickenfaltungsmotiv, um eine neue
Klasse von ENPs einzufiihren, bei welcher die Entfaltung
durch die Zugabe von unabhéngigen chemischen Trigger-
signalen dual ansteuerbar ist (Schema 1). Die Entfaltung von
ENPs wurde bisher nur von der Arbeitsgruppe Meijer un-
tersucht. In deren Studie wurde — im Gegensatz zur vorlie-
genden Arbeit — die Entfaltung mechanisch mittels Einzel-
molekiil-Kraftmikroskopie (SMFS) erzwungen. Unsere
Studie liefert ein erstes System im Bereich der kontrollierten
Entfaltung von ENPs, welches durch Zugabe von zwei un-
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Schema 1. a) Design des Diblockcopolymersystems, welches das Wirt/Gast-Faltungsmotiv beinhaltet (B21K7/AS), sowie Faltung/Entfaltung des
gebildeten ENP. b) Design des Tetrablockcopolymersystems, das die orthogonalen Komplementireinheiten (HW, CA und B21K7, AS) trigt, sowie
Faltung und orthogonale schrittweise Entfaltung. Die gezeigte Entfaltung ist unabhingig von der Reihenfolge der Zugabe der Stimuli (siehe Text).
c) Anordnung des HW/CA-Paares durch mehrere H-Briicken. d) Anordnung der B21K7/AS-Einheit durch Wirt/Gast-Komplexierung.

terschiedlichen chemischen Triggersignalen schrittweise ent-
faltet werden kann.

Synthetisch wurde ein engverteiltes Tetrablockcopoly-
mersystem mit orthogonalen Faltungsfunktionalititen (Was-
serstoffbriicken- und Wirt-Gast-System) hergestellt, die an
bestimmte Blocke des Copolymers gekniipft wurden. Des
Weiteren veranschaulichen wir zunéchst die intramolekulare
Faltung des Wirt-Gast-Systems, in welchem die Faltung durch
Wechselwirkungen zwischen Benzo-21-Krone-7 (B21K7,
Wirt) mit einem sekundiren Ammoniumsalz (AS, Gast)
stattfindet (Schema 2a). Die Orthogonalitit des Hamilton-
Wedge/Cyanursdure-Motivs wie auch die des B21K7/AS-
Paares wurde von Wang und Mitarbeitern mittels NMR-
Spektroskopie an kleinen funktionellen Molekiilen im Be-
reich der supramolekularen Chemie demonstriert.”®! Die
Vorlauferblockcopolymere (AB- und ABCD-artig) wurden
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per RAFT-Polymerisation synthetisiert und durch 1D-'H-
NMR-Spektroskopie sowie Grofenausschlusschromatogra-
phie (SEC) charakterisiert.”! Samtliche synthetischen De-
tails zu den Vorlauferblockcopolymeren kénnen in den Ab-
bildungen S16-S28 in den Hintergrundinformationen gefun-
den werden. Nach der Entfernung der RAFT-Endgruppe
wurden die Blockcopolymere mit den entsprechenden kom-
plementiiren Faltungseinheiten funktionalisiert.””! Der siu-
refunktionale B21K7 6 wurde mit der Brom-Funktionalitét
des Diblockcopolymers P2 umgesetzt, anschlieBend wurde
das boc-geschiitze AS 9 durch Kupfer-katalysierte [3+2]-
Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) angebracht (siche
Schema S3), um das Polymer P5 zu erzeugen.” Das end-
giiltige Diblockcopolymer P6 wurde nach der Entschiitzung
der AS-Funktionalitit erhalten.” Die Daten der 1D-'H-
NMR-Spektren und SEC-Daten fiir P1-P5 sind in den Ab-
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Schema 2. a) Chemische Struktur und NMR-Zuordnungen des funktionalisierten Diblockcopolymers P6. b) Chemische Struktur und NMR-Zuord-

nungen des funktionalisierten Tetrablockcopolymers P16.
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bildungen S16 und S17 angegeben. AnschlieBend wurde das
Tetrablockcopolymer hergestellt und mit den orthogonalen
Einheiten versehen. Das HW-CA-Paar wurde an die dufleren
Blocke A und D angebracht, die B21K7/AS-Reste an die in-
neren Blocke B und C gekniipft (Schema 2b). In einer nu-
kleophilen Substitutionsreaktion wurde das Hydroxy-funk-
tionelle HW 2 mit der Bromfunktionalitéit des Polymers P10
umgesetzt. Der Azid-funktionale B21K7 7 und das geschiitzte
AS 9 wurden orthogonal durch [34+2]-CuAAC angebracht
(siche Schema S5).

Der CA-Rest 3 wurde mittels Steglich-Veresterung an das
Polymer P14 gekniipft,”" bevor die boc-Schutzgruppe des AS
entfernt wurde, um das finale Polymer P16 zu erhalten. Die
molekularen Charakteristika der Polymere P6 und P16 sind
in Tabelle 1 aufgelistet (fiir 1D-"H-NMR- und SEC-Daten der
Polymere P7-P15 siche Abbildungen S27 und S28).

Tabelle 1: Charakterisierung des mittels RAFT-Polymerisation herge-
stellten Di- und Tetrablockcopolymers.?!

Polymer M, o™ M,sed? DY Mol-% Mol-%  Mol-% Mol-%
[kDa] [kDa] HWE  B21C79 Asd cAl

P6 37.5 30.6 1.1 - 5.2 6.5 -

P16 65.9 64.8 12 5.2 5.5 6.0 2.4

[a] Die vollstindigen Molekulargewichtsverteilungen (MWD) befinden
sich in den Hintergrundinformationen (Abbildungen S17 und S28).

[b] Einzelheiten der Berechnung von M, 4., befinden sich in den Hin-
tergrundinformationen. [c] Bestimmt durch SEC mit THF als Elutions-
mittel, berechnet mithilfe von pMMA-Standards. SEC-Analysen von P6
und P16 konnten aufgrund der ionischen Struktur des Polymers nicht
durchgefiihrt werden, deshalb werden die SEC-Daten des Polymers aus
der vorherigen Stufe angegeben. [d] Molprozent der eingebauten funk-
tionellen Monomere in den einzelnen Blécken relativ zu dem einge-
bauten EHMA-Monomer jedes Blocks, bestimmt durch '"H-NMR durch
Integration der Endgruppensignale und/oder relativer Intensititen der
ausgewihlten Signale. Details zur Berechnung befinden sich in den
Hintergrundinformationen.

Die Charakterisierung der dynamischen ENPs kann mit
den meisten {iblichen Charakterisierungsmethoden nicht
durchgefiihrt werden, da die nicht-kovalenten Wechselwir-
kungen durch Losungsmittel, Konzentration, Temperatur und
Druck beeinflusst werden.®? Die Bildung der H-Briicken
des HW-CA-Paares™ und des Wirt-Gast-Komplexes wurden
durch 1D-'"H-NMR-Spektren belegt (Abbildung 1).%2:3]

Die Protonresonanzen a und b bei 9.65 und 9.31 ppm
stammen von den Amid-Protonen des HW (Abbildung 1)
und lassen auf die Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen
HW und CA schlieBen."” Die Resonanzen der Imid-Proto-
nen im Bereich 11-13 ppm der CA liegen in einem Koales-
zenzregime, in welchem die Resonanzen der gebundenen
NH-Protonen sehr breit sind. Dies ist wahrscheinlich auf eine
starke Austauschverbreiterung zuriickzufithren (siche auch
Abbildung S35).5* Verinderungen der Resonanzen im
Aromatenbereich bei 6.9-7.7 ppm, welche von den Protonen
¢ und d stammen, als auch die Anderung der CH,-Resonanz
e bei 4.21 ppm, die von den Ethylenoxybriicken des Kro-
nenethers neben dem Phenolring stammt, weisen auf eine
Wechselwirkung der B21K7-AS-Motive aufgrund der verédn-
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Abbildung 1. Relevante Ausschnitte der 1D-'H-NMR-Spektren fiir die
Entfaltung des Tetrablockcopolymers P16. Resonanzen a und b zeigen
die Wechselwirkung des Komplementirmotivs HW-CA, die Resonan-
zen c bis e zeigen die Wechselwirkung des Wirt-Gast-Systems B21K7-
AS. Fiir die Zuordnungen der Resonanzen siehe Schema 2. Die ortho-
gonalen Faltungseinheiten sind in Schema 1¢,d dargestellt.

derten chemischen Umgebung durch die Wirt-Gast-Wech-
selwirkung hin (Abbildung 1). Die darauffolgenden Entfal-
tungsschritte konnten durch die Zugabe von Methanol
(MeOH), um die H-Briicken des HW/CA-Systems aufzu-
brechen (Resonanzen a und b), und KPF,, zur Dekomple-
xierung des B21K7/AS-Komplexes, beobachtet werden. Im
ndchsten Schritt wurde das dual gesteuerte unabhéngige
Faltungs-/Entfaltungsverhalten des synthetisierten Systems
mittels dynamischer Lichtstreuung und diffusionsgeordneter
NMR-Spektroskopie (DOSY) untersucht. Die auf DLS
(siche Abbildung 2a,b) basierten hydrodynamischen Durch-
messer (D,) der gefalteten und entfalteten Polymere P6 und
P16 sind in Tabelle 2 gegeniibergestellt. Wie bereits erwéhnt,
kann die Dissoziation des H-Briicken-Systems durch Zugabe
eines konkurrierenden Losungsmittels wie MeOH hervorge-
rufen werden,* wohingegen der Wirt-Gast-Komplex durch
Zugabe eines einfachen Kaliumsalzes aufgebrochen werden
kann, da das Kaliumkation stiarker von B21K7 komplexiert
wird als der AS-Rest.’™ Fiir die Entfaltung des dualen Sys-
tems in P16 wurden zunichst die H-Briicken des HW/CA-
Paares aufgebrochen und anschlieBend das B21K7/AS-Paar
dekomplexiert. Die Entfaltungsschritte konnen jedoch auch
umgekehrt werden (Richtungsunabhingigkeit). Bevor die
Entfaltung von P16 untersucht wurde (siche Abbildung 2b),
wurde das B21K7/AS-Paar in P6 getestet, um die Entfaltung
im ENP-Kontext zu zeigen (siche Abbildung 2a). Wir legen
in dieser Studie den Fokus auf den Bereich geringer Kon-
zentrationen,”! da bei geringen Konzentrationen eine intra-
molekulare Faltung auftritt, im Gegensatz zu intermolekula-
ren Aggregaten bei hoheren Konzentrationen.®*! Die DLS-
Werte zeigen einen flieBenden Ubergang von intramolekular
gefalteten Polymeren zu intermolekularen Aggregaten bei
hoheren Konzentrationen. Ab einer Konzentration von etwa
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Abbildung 2. a) Dynamische Lichtstreuung (DLS) (Zahlenverteilungen)
am gefalteten und entfalteten Polymer P6. b) DLS-Daten (Zahlenvertei-
lungen) fur das gefaltete und entfaltete Polymer P16. Die hydrodyna-
mischen Durchmesser (D,) der gefalteten und entfalteten Polymere P6
und P16 sind in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2: DLS- und DOSY-Werte fiir die gefalteten und entfalteten
Stufen der Di- und Tetrablockcopolymere P6 und P16.

Polymer Dh,DLS[a] [nm] Dh,DOSY[b'C] [nm]
P6 gefaltet 3.4 2.5

P6 entfaltet 4.8 3.3

P16 gefaltet 6.0 7.1

P16 + MeOH 7.9 8.7

P16 + MeOH + KPF 10.5 10.6

P16 + KPF, 8.6 9.6

P16 4 KPFs+ MeOH 10.0 10.1

[a] Die hydrodynamischen Durchmesser (D,) wurden mittels DLS in
einer Mischung aus DCM/Acetonitril (9:1, v:v) bei 25°C bestimmt;
Cholymer = 2.5 mgmL~". [b] D, wurde durch DOSY-Experimente in einer
Mischung aus DCM/Acetonitril (9:1, v:v) bei 25°C erhalten; cpoymer =
2.5 mgmL™"; fur die Berechnung wurde die Stokes-Einstein-Gleichung
herangezogen. [c] Fiir potentielle systematische Fehler der einfachen
exponentiellen Anpassungen siehe die Hintergrundinformationen.

8 mgmL ' dominieren intermolekulare Wechselwirkungen
(siche Abbildungen S33 und S34). Bei Zugabe eines Uber-
schusses an KPF; (4 mg) zum Polymersystem P6 (2.5 mg in
1 mL Losungsmittel, DCM/Acetonitril 9:1, v:v), ist ein An-
stieg von 1.4 nm des D, in DLS-Messungen zu beobachten
(Tabelle 2, Eintrdge 1 und 2). AnschlieBend wurden die or-
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thogonal und stufenweise entfaltenden Motive des Polymers
P16 untersucht. Nach der Zugabe von 20 uL. MeOH zu der
Losung von P16 ist ein Anstieg des D, von etwa 2 nm zu
erkennen (Tabelle 2, Eintrage 3 und 4). Wird KPF, zugege-
ben, steigt Dy erneut um etwa 2nm an. Die umgekehrte
Reihenfolge der Zugabe der Trigger fiihrt zu dhnlichen An-
stiegen bei den Entfaltungsschritten, welche durch DLS do-
kumentiert wurden (Tabelle 2, Eintrige 6 und 7). Zuletzt
wurden die Entfaltung von P6 und die orthogonale Disso-
ziation von P16 durch DOSY-Messungen untersucht.
Grundsitzlich wurden dieselben Ergebnisse beziiglich An-
derungen des hydrodynamischen Durchmessers erhalten wie
in den DLS-Messungen (ersichtlich in Tabelle 2). Dies stiitzt
die Annahme der orthogonalen, stufenweisen Entfaltung von
P16, unabhingig von der Reihenfolge der Zugabe der Trig-
gersignale.

In dieser Arbeit haben wir ein dual ansteuerbares und
orthogonales ENP-Entfaltungssystem hergestellt, welches auf
einer modularsynthetischen Strategie zur Herstellung von
wohldefinierten Blockcopolymeren basiert. Die Blockcopo-
lymere tragen orthogonale komplementidre Faltungseinhei-
ten, welche durch die Kombination der RAFT-Polymerisati-
on und modularen Ligationen hergestellt wurden. Dafiir
wurde zundchst ein AB-Diblockcopolymer synthetisiert,
welches das Wirt-Gast-System aus Benzo-21-Krone-7
(B21K7) und einem sekundidren Ammoniumsalz (AS) trégt,
und anschlieend das getriggerte Entfaltungsverhalten un-
tersucht. Im néchsten Schritt wurde ein ABCD-artiges Te-
trablockcopolymer mit den dualen, orthogonalen Faltungs-
einheiten bestehend aus Wasserstoffbriicken (Hamilton-
Wedge/Cyanursdure) und dem Wirt/Gast-System (B21K7-
AS) konstruiert. Die Entfaltung des Diblockcopolymers
wurde durch die Zugabe des konkurrierenden Gastes KPF
fir den B21K7-Rest induziert. Die duale Entfaltung des
einzelkettengefalteten Nanopartikels im Tetrablockcopoly-
mersystem wurde erreicht durch 1) die Zugabe von Methanol
zum Aufbrechen der H-Briicken und anschlieBende De-
komplexierung des Wirt/Gast-Systems durch die Zugabe von
KPF, und 2) die Dekomplexierung des Wirt/Gast-Systems
B21K7/AS und nachfolgende Dissoziation der H-Briicken
durch Methanolzugabe. Die Entfaltung des Wirt/Gast-Sys-
tems des Diblockcopolymers, wie auch die schrittweise Ent-
faltung des Tetrablockcopolymers, wurde durch dynamische
Lichtstreuung und diffusionsgeordnete NMR-Spektroskopie
charakterisiert. Die Einfiihrung des dual ansteuerbaren ENP
ist ein wichtiger Schritt hin zu einem gezielten Entwurf dy-
namischer ENPs, die orthogonal mit dufleren Reizen ange-
steuert werden konnen. Wir hoffen, dass die vorliegende
Studie die Entwicklung von Systemen mit noch mehr Ent-
faltungsmotiven, die beispielsweise durch photonische oder
magnetische Triggersignale entfaltet werden, vorantreibt.
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fiir finanzielle Unterstiitzung. Die NMR-Messungen wurden
in der DFG-geforderten Einrichtung Pro’NMR durchgefiihrt.
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