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1 Einleitung 

1.1 Gentherapie 

Die Aufklärung der DNA-Struktur 1953 durch WATSON und CRICK
1
 legte die Voraussetzung 

für das molekulare Verständnis des genetischen Codes und von Vererbungsprozessen. Durch 

die Entschlüsselung des humanen Genoms 2001 wurde ein weiterer Grundstein für das 

Verständnis genetischer Prozesse gelegt.
2
 Viele Erbkrankheiten konnten auf molekularer 

Ebene aufgeklärt werden. Die monogenen Erbkrankheiten, für die es bis zum heutigen 

Zeitpunkt keine kausale Behandlung gibt, rückten stärker in den Focus der Gentherapie. In 

diesem Rahmen sind folgende Krankheiten zu nennen: X-SCID, ADA-SCID, Mukoviszidose, 

Hämophilie A und Hämophilie B.
3
 

Die Gentherapie bezeichnet das Einbringen von genetischem Material in Zellen oder Gewebe 

mit dem Ziel durch die Expression und Funktion dieser Gene therapeutischen oder 

präventiven Nutzen zu erlangen.
4
 Dabei gilt diese Therapieform nicht mehr als eine rein 

experimentelle Behandlungsstrategie. So wurde im Jahr 1990 erstmals eine erfolgreiche 

gentherapeutische Behandlung am Menschen beschrieben.
5
 Dabei handelte es sich um ein 

vierjähriges, an ADA-SCID erkranktes Mädchen, dem man Lymphozyten entnahm und diese 

in-vitro mit einem intakten ADA-Gen transduzierte. Nach Reinfundierung der Lymphozyten 

trat eine Verbesserung des Krankheitszustandes auf. Im Jahre 2012, 22 Jahre nach der ersten 

erfolgreichen Gentherapie am Menschen, wurde von der EMA mit Glybera
®

 

(EMA/506772/2012) erstmals ein Virus-basiertes Gentherapeutikum zugelassen.
6
 Das Arznei-

mittel, mit der Wirksubstanz „alipogene tiparvovec“, dient der Behandlung von Lipoprotein-

lipase-Defiziens. Dabei handelt es sich um eine monogene Erbkrankheit, welche auf einen 

Gendefekt der Lipoproteinlipase basiert. 

Des Weiteren ist die Gentherapie längst in der deutschen und europäischen Gesetzgebung 

verankert. So ist nach §5 Embryonenschutzgesetz die genetische Veränderung von 

Keimbahnzellen aus ethischen Gründen verboten und somit auf Körperzellen begrenzt. Ferner 

wird der Begriff Gentherapeutikum in der Richtlinie 2009/120/EG und im §4 Abs. 9 

Arzneimittelgesetz eindeutig definiert. 

Durch die Entdeckung und Entwicklung des „Gene Silencing“, mit Hilfe von Antisense 

Oligonukleotiden
7
 oder siRNA

8,9
, hat sich das Spektrum der Zielerkrankungen für die Gen-

therapie erweitert. So traten auch erworbene Krankheiten, wie Tumor- oder Viruserkran-

kungen, in den Focus der Gentherapie. In Tab. 1 ist eine Übersicht über die Anwendungs-

gebiete von Gentherapeutika in klinischen Studien im Zeitraum von 1989 bis 2013 dargestellt. 
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„Nackte“ Polynukleotide eignen sich nur bedingt für die Gentherapie, da sie als Polyanion 

und Makromolekül nur ineffizient von Zellen aufgenommen werden. Des Weiteren werden 

sie von Nukleasen abgebaut.
11

 Um diese biopharmazeutischen Probleme zu überwinden, 

bedient man sich spezieller Vehikelsysteme, den so genannten Vektoren. Diese werden in 

zwei Hauptkategorien eingeteilt: die viralen und die nicht-viralen Vektoren. Der Anteil 

verschiedener Vektorsysteme in klinischen Studien mit gentherapeutischem Hintergrund nach 

dem Stand vom Juli 2013 ist in Abb. 1 zusammengefasst. 

Die derzeit am häufigsten eingesetzten Systeme stellen die viralen Vektoren dar, deren 

Gentransferprozess im Rahmen der Gentherapie als Transduktion bezeichnet wird, um den 

Prozess von der natürlichen Infektion abzugrenzen.
12,13

 Virale Vektoren sind replikations-

defiziente Viren und sie zeichnen sich durch ihre hohe Effizienz beim Transfer des 

genetischen Materials aus. Weiterhin ermöglicht die Verwendung spezieller Virustypen, wie 

Tab. 1: Anwendungsgebiete der von 1989-2013 gemeldeten klinischen Studien, welchen ein gentherapeutischer Ansatz zu 

Grunde liegt.10 Angegeben sind der prozentuale Anteil der klinischen Studien mit gemeinsamer Indikation sowie die absolute 

Anzahl der Studien. 

Anwendungsgebiete/Krankheiten 
Anteil [%] 

(Anzahl) 
Anwendungsgebiete/Krankheiten 

Anteil [%] 

(Anzahl) 

Krebserkrankungen 64,2 (1264) neurologische Erkrankungen 1,9 (37) 

monogene Erbkrankheiten 8,9 (176) Augenerkrankungen 1,4 (28) 

Infektionskrankheiten 8,2 (162) inflammatorische Erkrankungen 0,7 (13) 

kardiovaskuläre Erkrankungen 8,1 (160) Sonstige 6,6 (129) 

Abb. 1: Vektorsysteme, welche in klinischen Studien mit gentherapeutischem Hintergrund im Zeitraum von 1989-2013 zur 

Anwendung kamen.10 Die prozentuale Häufigkeit der Anwendung ist in Klammern angegeben. 
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Retroviren oder Adeno-assoziierte Viren (AAV), eine dauerhafte Expression eingeschleuster 

Gene.
3,13,14

 Dem gegenüber stehen einige Nachteile viraler Vektoren: die geringe Beladungs-

kapazität mit Polynukleotiden, die aufwendigen und kostenintensiven Herstellungsverfahren, 

das immunogene und kanzerogene Potential, sowie die Gefahr der Rückbildung pathogener 

Viren.
15-17

 

Aufgrund der Nachteile der viralen Vektoren rücken nicht-virale Vehikelsysteme in den 

Fokus der Gentherapie. Der Gentransfer mit nicht-viralen Vektoren wird als Transfektion 

bezeichnet, wobei es sich um ein Kunstwort aus Transformation und Infektion handelt.
18

 Zu 

den nicht-viralen Vektoren zählen sowohl chemische als auch physikalische Systeme. 

Physikalische Systeme beinhalten Methoden wie Mikroinjektion von Polynukleotiden in 

Zellen, Bioballistik mittels „Gene Gun“, Elektroporation, Sonoporation und Magneto-

fektion.
11

 Bei den chemischen Vektoren zählen der Polynukleotidtransfer mit kationischen 

Polymeren (Polyfektion) und kationischen Lipiden (Lipofektion) zu den bedeutendsten 

Methoden. Wichtige Polymere für den Gentransfer sind Poly-L-Lysin (PLL) und Polyethylen-

imin (PEI). Da Polymersysteme jedoch nicht Thema dieser Arbeit sind, soll hier auf 

zusammenfassende Literatur hingewiesen werden.
19-23

 Die Lipofektion wird in Kap. 1.2 

ausführlicher betrachtet. 

In der Gentherapie gibt es zwei grundlegende Behandlungsstrategien: die in-vivo und die 

ex-vivo Strategie. Beim in-vivo Gentransfer wird der Patient direkt mit dem genetischen 

Material behandelt.
24

 Dabei kann der Vektor systemisch oder lokal appliziert werden. Beim 

ex-vivo Gentransfer werden dem Patienten Zellen entnommen und in Kultur mit dem Vektor 

behandelt. Anschließend werden die genetisch modifizierten Zellen dem Patienten reimplan-

tiert/reinfundiert.
24

 Diese Strategie wird unter anderem für die gentherapeutische Behandlung 

von Blutzellen genutzt. 

1.2 Lipofektion und Lipidassoziate 

1987 prägten FELGNER et al. den Begriff Lipofektion mit der Erstbeschreibung des 

kationischen Lipids DOTMA (siehe Abb. 2), welches erfolgreich für in-vitro Gentransfer-

experimente eingesetzt wurde.
25,26

 Seit dieser Zeit sind die kationischen Lipide, auch 

Cytofektine genannt, in den Fokus der Gentherapie gerückt und stellen derzeit den größten 

Anteil an nicht-viralen Vektoren in klinischen Studien dar (Abb. 1). Die Gründe hierfür sind 

die Vorteile der Lipofektion gegenüber der viralen Transduktion: eine vergleichsweise 

preiswerte und einfache Herstellung der Vektorsysteme, welche auch in größeren Maßstäben 

realisierbar ist, das Fehlen von immunogen wirkenden Proteinkomponenten und das fehlende 
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onkogene Potential, sowie die Möglichkeit auch größere Polynukleotide zu übertragen.
27

 

Dennoch stehen bis zum heutigen Zeitpunkt die kationischen Lipide den viralen Systemen in 

der Effektivität des Gentransfers nach.
21,28

 Zudem stellt die Toxizität vieler kationischer 

Lipide ein Problem dar.
28

 

In den vergangenen zwei Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von kationischen Lipiden 

synthetisiert. Da diese sehr vielfältige chemische Strukturen besitzen, soll hier auf einige 

Übersichtsartikel verwiesen werden.
23,29,30

 Dennoch besitzen alle Cytofektine eine gemein-

same Grundstruktur (Abb. 2): ein lipophiles Grundgerüst, welches über eine Linkerstruktur 

mit einer kationischen Kopfgruppe verbunden ist. Dabei kann die lipophile Struktur sowohl 

von einer unterschiedlichen Anzahl von Alkylketten mit variabler Länge und Sättigungsgrad, 

als auch von Steroidstrukturen, wie Cholesterol, gebildet werden (siehe DC-Chol Abb. 2). Die 

Linkerstruktur kann sehr ausgedehnt sein oder lediglich aus dem Lipidrückgrat bestehen. Der 

kationische Kopfbereich bietet weitere zahlreiche Variationsmöglichkeiten. So können perma-

nente Kationen, wie quartäre Ammoniumionen, oder protonierbare Gruppen, wie primäre 

Amine oder Guanidinfunktionen, für die positive Ladung verantwortlich sein. Des Weiteren 

variiert die Anzahl der kationischen/basischen Funktionen. So spricht man bei einer 

kationischen/basischen Gruppe von monovalenten Lipiden, bei mehreren Ladungen von 

polyvalenten Lipiden. 

Der Aufbau der Cytofektine zeigt, dass sie zu den klassischen Amphiphilen gehören. Sie 

bestehen aus einem hydrophilen Kopfbereich und aus einem hydrophoben Alkylketten-

bereich. Somit bilden sie im wässrigen Milieu verschiedene Molekülassoziate/Molekül-

aggregate. Die treibende Kraft für die Assoziatbildung ist der hydrophobe Effekt, welcher von 

den Alkylketten ausgeht.
31

 Die Aggregationseigenschaften bestimmen auch die Struktur der 

Abb. 2: Schematische Darstellung der Grundstruktur von Cytofektinen (oben links): lipophiles Grundgerüst (Blau), Linker 

(Rot) und kationische Kopfgruppe (Grün). Diese Regionen sind durch Übernahme der zugehörigen Farben auf drei klassische 

Vertreter der Cytofektine (DOTMA, DOSPA und DC-Chol) übertragen worden. 
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Komplexe zwischen Cytofektinen und DNA, was in den folgenden Abschnitten näher 

erläutert werden soll. 

Kationische Lipide werden in der Regel als liposomale Formulierungen eingesetzt. 

Liposomen sind Lipidaggregate, welche 1964 erstmals von BANGHAM beschrieben wurden.
32

 

Der Begriff Liposom wurde 1968 von SESSA und WEISSMANN geprägt.
33

 Liposomen bestehen 

aus einer oder mehreren Lipiddoppelschichten, welche das wässrige Vesikelinnere von der 

äußeren wässrigen Phase (Dispersionsmittel) abgrenzen (siehe Abb. 3). Je nach der Größe der 

Vesikel und der Anzahl der Lipiddoppelschichten unterscheidet man zwischen:
35

 

 kleinen unilamellaren Vesikeln (SUV) – eine Lipiddoppelschicht, ø < 100 nm, 

 großen unilamellaren Vesikeln (LUV) – eine Lipiddoppelschicht, ø > 100 nm, 

 multilamellaren Vesikeln (MLV) – mehrere Lipiddoppelschicht welche von einer 

wässrigen Schicht separiert sind. 

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

Vesikel mit einem Durchmesser über 50 nm als LUV.
36

 

Kationische Liposomen bestehen in der Regel aus einem Cytofektin und einem neutralen 

Helferlipid.
29

 Als Helferlipid kommen häufig Cholesterol und DOPE zum Einsatz (siehe 

Abb. 4). Diesen wird neben der Erleichterung der Liposomenpräparation zusätzlich eine 

transfektionssteigernde Wirkung zugeschrieben.
27,37,38

 Bei der Formulierung kationischer 

Liposomen ergeben sich jedoch Schwierigkeiten hinsichtlich der reproduzierbaren 

Herstellung im Großmaßstab sowie der Lagerung. So ist Art und Größe der Liposomen stark 

von der Herstellungsmethode und den Eigenschaften des Dispersionsmittels abhängig.
39

 Des 

Abb. 3: Schematischer Aufbau von Mizellen und Liposomen. Abbildungen nach BALAZS et al.34 

Abb. 4: DOPE und Cholesterol als klassische Helferlipide für Cytofektinformulierungen. 
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Weiteren gibt es Stabilitätsprobleme durch Fusi-

onsprozesse. Das diese Probleme jedoch überwind-

bar sind, zeigen kommerziell erhältliche, etablierte 

Liposomenformulierungen wie Lipofectin
®
 

(DOTMA/DOPE, 1/1, m/m) und Lipofectamine
®
 

(DOSPA/DOPE, 3/1, m/m).
25,40

 

Im vergangenen Jahrzehnt haben auch „Solid Lipid 

Nanoparticles“ (SLN’s) Anwendung in der Lipid-

vermittelten Gentransfektion gefunden.
23

 

Auch Mizellen eignen sich als Formulierungs-

system für die Lipofektion. Der Begriff Mizelle für 

Assoziationskolloide wurde Anfang des 20. Jahr-

hunderts von MCBAIN geprägt.
41,42

 Nur wenige 

mizellare Lipidformulierungen für den Gentransfer 

werden derzeit beschrieben.
43-47

 Dies kann auf die 

Tatsache zurückzuführen sein, dass Mizellbildner 

als stark oberflächenaktive Stoffe in der Regel mit 

Membranschädigungen und somit mit zytoto-

xischen Eigenschaften einhergehen. Dennoch 

haben sie Vorteile gegenüber den liposomalen For-

mulierungen. Mizellen sind kolloidale Aggregate, 

welche sich spontan aus Amphiphilen in Lösung 

bilden, wodurch die Herstellung wesentlich 

einfacher im Vergleich zur Liposomenherstellung 

ist.
42

 Zudem sind sie thermodynamisch stabil.
42

 

Die Selbstaggregation erfolgt jedoch nur oberhalb 

der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) und der kritischen Mizellbildungs-

temperatur (CMT).
41,42,48,49

 Unterhalb der CMC liegen mizellbildende Amphiphile gelöst vor 

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

Die Art der Molekülaggregate, welche von Amphiphilen gebildet werden, ist abhängig von 

ihrer Molekülgeometrie. Der Zusammenhang zwischen Molekülform und Aggregations-

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

dargestellt.
50

 Als Maß für die Molekülgeometrie des Amphiphils dient hierbei der kritische 

Packungsparameter (P), welcher nach Gl. 1 berechnet wird:
41

 

Abb. 5: Zusammenhang zwischen Molekülform und 

Packungseigenschaften von Amphiphilen und daraus 

resultierende bevorzugte Aggregate. Thermodyna-

misch bevorzugte Aggregatstrukturen werden durch 

das Zusammenwirken von Entropie und Packungs-

möglichkeiten aufgrund der Molekülform bestimmt. 

Abbildung modifiziert nach ISRAELACHVILI.51 
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P =
V

AKG×lC
  (Gl. 1). 

Dabei stellen AKG die von der Kopfgruppe des Amphiphils eingenommene Fläche, VC das 

Volumen der Kohlenwasserstoffketten und lC deren kritische Länge dar. Der Zusammenhang 

zwischen P und den bevorzugten Molekülaggregaten ist in Abb. 5 veranschaulicht. So bilden 

Amphiphile mit P < 1/3 (kegelförmige Molekülgeometrie) sphärische Mizellen und Amphi-

phile mit 1/2 < P <1 (Kegelstumpf) vesikuläre Strukturen. Diese Lipide sind befähigt ge-

krümmte Lipiddoppelschichten auszubilden – eine Voraussetzung für die Ausbildung von 

Vesikeln. Lipide mit P ≈ 1 (Zylinder) formieren auch Lipiddoppelschichten, wobei sich durch 

die fehlende Membrankrümmung eher planare lamellare Strukturen ausbilden. 

Es soll aber darauf hingewiesen werden, dass nicht nur die Molekülform allein die Art der 

Molekülassoziate bestimmt. Auch die Konzentration des Amphiphils und die Zusammenset-

zung des Lösungsmittels (Ionenstärke, pH-Wert, Art des Lösungsmittels) sowie die Tempe-

ratur haben Einfluss auf die Aggregatstruktur. Dabei wirken sich die Umgebungsbedingungen 

auch auf die bevorzugte Packungsgeometrie aus. Den komplexen Zusammenhang zwischen 

Struktur-bedingten und Lösungsmittel-bedingten Einflüssen auf P veranschaulicht Abb. 6. 

Der folgende Abschnitt geht genauer auf die Strukturen der Lipid/DNA-Komplexe 

(Lipoplexe) ein. Zuvor soll jedoch die Nomenklatur von lyotropen flüssigkristallinen Phasen 

(Mesophasen) erläutert werden, wodurch die Struktur und Bezeichnung der Lipoplexe 

verständlicher wird. 

Abb. 6: Schematischer Zusammenhang zwischen P, HLB, Lösungsmittel- und Lipideigenschaften und deren Auswirkung auf 

die Packungseigenschaften von Amphiphilen. Abbildung modifiziert nach ISRAELACHVILI.41 

P

HLB

1/3 1/2 1 2 3

40 20 10 12

VClC

D
AKG

kleinere AKG

größeres VC, kürzere lC

größere AKG

kleineres VC, längere lC

O/W W/O

große stärker hydratisierte Kopfgruppen,

geringere Ionenstärke, großer Quotient D/lC,

niedriger pH-Wert (basische Lipide),

hoher pH-Wert (saure Lipide),

niedrige Temperaturen (nicht-ionische Lipide)

kleine schwächer hydratisierte Kopfgruppen,

höhere Ionenstärke, kleiner Quotient D/lC,

hoher pH-Wert (basische Lipide),

niedriger pH-Wert (saure Lipide),

hohe Temperaturen (nicht-ionische Lipide)

gesättigte und kurze Alkylketten

eine Alkylkette, großer Quotient D/lC

Verzweigte und ungesättigte Alkylketten,

zwei Alkylketten, hohe Temperaturen
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Eine Auswahl bekannter lyotroper Mesophasen ist in Abb. 7 dargestellt. Die Nomenklatur 

wurde von LUZATTI geprägt und im Zuge neuer Erkenntnisse von anderen Wissenschaftlern 

ergänzt.
35,54

 Folgende Nomenklatur wird in dieser Arbeit verwendet: 

Fernordnung (engl. long range order): 

L – lamellar (eindimensional), 

P – „rippled“ (zweidimensional geneigt oder zentriert), 

H – hexagonal (zweidimensional), 

Q – kubisch (dreidimensional), 

LC – kristallin lamellar (dreidimensional), 

tiefgestellte Indizes in griechischen Buchstaben für die Nahordung (engl. short range 

conformation) der Alkylketten: 

α – ungeordnet flüssigartig, 

β – teilweise geordnet gelartig, ungeneigt, 

β´ – teilweise geordnet gelartig, geneigt. 

Die folgenden tiefgestellten Indizes kennzeichnen das Phasenverhalten: 

I – normale Phase und 

II – inverse Phase. 

In den vergangenen zwei Jahrzehnten wurden wichtige Erkenntnisse über die Struktur von 

Lipoplexen gewonnen. So wurde anfänglich postuliert, dass die DNA elektrostatisch an der 

Oberfläche von kationischen Liposomen gebunden ist.
27,29,55

 In der Regel ist der Lipoplex-

aufbau jedoch wesentlich kompakter, was in der Beschreibung der „Spaghetti-Meatball“-

Strukturen zum Ausdruck kommt.
56,57

 Im Laufe der Zeit konnten durch RÖNTGEN-

Abb. 7: Schematische Darstellung ausgewählter lyotroper Mesophasen (entnommen aus Arbeiten von WINTER und BALAZS 

et al.)34,52,53. Die Abkürzungen der Mesophasen sind im Text erläutert. Es sind drei lamellare Mesophasen dargestellt: die 

flüssig-kristalline Lα-Phase, die Lβ‘-Gelphase mit geneigten Amphiphilen und die kristalline LC-Phase. Des Weiteren ist die 

„rippled“-Phase mit geneigten Molekülen dargestellt (Pβ‘). Die hexagonalen Phasen sind in ihrer normalen (HI) und in ihrer 

inversen (HII) Form abgebildet. Zusätzlich sind drei kubische Mesophasen dargestellt. Die hochgestellten Buchstaben P 

(primitiv), G (gyroid) und D (diamand-Typ) kodieren für das Symmetrieverhalten der drei inversen kubischen Phasen QII. 
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Beugungsexperimente verschiedene Lipoplexmikrostrukturen aufgeklärt werden, wobei 

RÄDLER et al. 1997 Pionierarbeit auf diesem Gebiet lieferten.
58

 SAXS-Experimente mit 

DOTAP/DOPC- bzw. DOTAP/DOPE-Mischungen im Komplex mit DNA zeigten einen 

lamellaren Lipoplexaufbau, wobei die DNA sandwichartig zwischen Lipiddoppelschichten 

eingelagert ist. Da die Lipiddoppelschichten der Lα-Phase von Lipidassoziaten entsprachen, 

aber zusätzlich DNA komplexierten, wurde in der Nomenklatur ein hochgestelltes C, für 

englisch „complex“, eingeführt. In diesen von RÄDLER et al. erstmals beschriebenen 

Lα
C
-Strukturen liegt die komplexierte DNA in einem eindimensionalen Gitter vor (siehe 

Abb. 8). Diese gitterförmige DNA-Anordnung wurde auch in nachfolgenden Arbeiten 

verschiedener Arbeitsgruppen für Lα
C
-Komplexe mit verschiedenen kationische Lipiden 

beschrieben.
60-62

 Neben der Lα
C
-Lipoplexstruktur existieren auch andere Assoziatformen 

(siehe Abb. 8). 1998 berichteten KOLTOVER et al. erstmals über die invershexagonale 

Lipoplexstruktur (HII
C
) für DOTAP/DOPE-Mischungen im Komplex mit DNA. Dabei liegt 

die DNA innerhalb der im hexagonalen Gitter angeordneten Lipidröhren komplexiert vor.
63

 

Die hexagonale Lipoplexstruktur (HI
C
) wurde 2006 erstmals von EWERT et al. für ein 

kationisches Lipid mit einer voluminösen Dendrimär-artigen Kopfgruppenstruktur 

beschrieben.
64

 Die DNA liegt in diesem Fall zwischen den Lipidröhren komplexiert in einer 

wabenförmigen Symmetrie vor. In jüngerer Zeit wurden auch kubische Lipoplexe gefunden.
65

 

Der Lipoplexaufbau steht auch im Zusammenhang mit der Effektivität des Gentransfers. So 

besitzen Lipoplexe von Lα
C
-Typ einen stabilisierenden Effekt auf die DNA, da diese im 

Lipoplexinneren teilweise vor dem Abbau durch DNasen geschützt ist.
27

 Somit ist die 

Lα
C
-Struktur günstig für die in-vivo Lipofektion. Auch der HII

C
-Phase wird ein positiver 

Einfluss auf die Transfektionseffektivität zugeschrieben, da sie die intrazelluläre Freisetzung 

des genetischen Materials fördert.
27

 Auf diesen Freisetzungsmechanismus soll im Folgenden 

kurz eingegangen werden. 

Die Wege der zellulären Aufnahme von Lipoplexen und die intrazelluläre Freisetzung des 

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

Abb. 8: Modelle für drei beschriebene Lipoplexstrukturtypen: lamellarer Lipoplex (A), invershexagonaler Lipoplex (B) und 

hexagonaler Lipoplex (C). Abbildung nach ZIDOVSKA et al.59 
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Auseinandersetzung mit diesem Thema soll auf 

zusammenfassende Literatur verwiesen werden.
66-

69
 Nach aktuellem Stand der Forschung ist die 

Endozytose der Hauptaufnahmeweg für Lipoplexe 

in die Zelle. Für einen erfolgreichen Gentransfer 

muss nach der Endozytose das genetische 

Material aus dem Endosomeninneren freigesetzt 

werden, bevor es dem lysosomalen Abbau unter-

zogen wird. Die Ausbildung der HII
C
-Struktur 

vermag diesen Schritt zu ermöglichen. Eine 

besondere Bedeutung kommt hier dem Helferlipid 

DOPE zu, da die Endosomenreifung und die 

damit verbundene pH-Wert Senkung (von pH 7,4 

[in der Regel Zellumgebung] auf pH 6,5 [frühes 

Endosom] bis hin zu pH 5 [spätes Endosom])
70

 

eine Vergrößerung von P durch Protonierungs-

effekte induziert, wodurch die invershexagonale 

gegenüber der lamellaren Anordnung bevorzugt 

wird.
63,66

 Die invershexagonale Phase, als 

fusogene Struktur, triggert die Fusion und 

Mischung von Lipoplexstrukturen mit der Endosomenmembran, was letztendlich zur 

Freisetzung des genetischen Materials führt. 

ZELPHATI und SZOKA postulierten für diesen Schritt einen als „Flip-Flop“-Mechanismus 

bezeichneten Weg der endosomalen Freisetzung (siehe Abb. 9).
72

 Hierbei induziert der 

Lipoplex, aufgrund der positiven Ladung, im Endosom neben der Membranfusion den „Flip-

Flop“ von anionischen Lipiden von der zytosolischen Seite der Endosomenmembran auf die 

luminale Seite. Die Mischung der Cytofektine mit den anionischen Lipiden der Endosomen-

membran führt weiterhin zum Ladungsausgleich durch Ionenpaarbildung, wodurch die DNA 

aus dem Komplex in das Zytosol freigesetzt wird. Neuere Arbeiten auf dem Gebiet zeigen, 

dass auch andere Mesophasen für die endosomale Freisetzung von Lipoplexen verantwortlich 

sein können. So bilden kationische Lipide nach Mischen mit Lipiden der Zellmembran 

kubische Phasen, was mit einer erhöhten Transfektionseffizienz einhergeht.
73

 Die Korrelation 

von Transfektionseffizienz und Lipoplexstruktur ist ein Ziel aktueller Forschungen,
73-75

 wobei 

derzeit noch kein allgemeingültiger Zusammenhang gefunden werden konnte. Der Grund 

zwitterionisches Lipid

anionisches Lipid

kationisches Lipid

DNA
Schritt 1

Schritt 2

Schritt 3

Schritt 4

Abb. 9: Von ZELPHATI und SZOKA postulierter Me-

chanismus für die Freisetzung von Polynukleotiden 

aus Lipoplexen nach XU et al.71 

Schritt 1: Lipoplexaufnahme durch Endozytose. 

Schritt 2: Im frühen Endosom resultiert die Lipoplex-

induzierte Membrandestabilisierung in einen „Flip-

Flop“ anionischer Lipide von der zytosolischen auf 

die luminale Seite der Endosomenmembran. 

Schritt 3: Anionische Lipide diffundieren in den 

Lipoplex und bilden ladungsneutrale Ionenpaare mit 

den kationischen Lipiden. 

Schritt 4: Die DNA wird aus dem Lipoplex freigesetzt 

und diffundiert in das Zytoplasma. 
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dafür scheint einleuchtend: Die Lipofektion ist ein multifaktorieller Prozess und deren 

Gelingen/Erfolg hängt nicht nur von der Lipoplexstruktur, sondern auch von vielen anderen 

Lipoplexeigenschaften, wie Ladungsdichte, Größe, Art der DNA, Art der zu transfizierenden 

Zelle oder Anwesenheit von Serum ab, um nur einige Einflussfaktoren zu nennen.
66

  

Die Komplexbildung zwischen DNA und kationischen Lipiden ist ein hoch dynamisches 

Geschehen bei dem viele Prozesse zeitgleich ablaufen und letztendlich zu der finalen 

Lipoplexstruktur führen. So zeigen Untersuchungen, dass neben der elektrostatischen 

Komponente (COULOMB-Wechselwirkung zwischen den positiven Ladungen der Lipide und 

den negativen Ladungen der DNA-Phosphatgruppen) die Freisetzung von Gegenionen, und 

der damit einhergehende Entropiegewinn, eine treibende Kraft für die Komplexbildung 

ist.
76,77

 Aufgrund der hohen negativen Ladungsdichte der DNA bindet diese kleine 

Gegenionen, wie z.B. Natriumionen (MANNING`s-Ionen-Kondensationsmodell).
78,79

 Auch die 

kationischen Lipide sind von Gegenionen entgegengesetzter Ladung umgeben. Der 

Lipoplexbildungsprozess setzt einen Teil dieser Gegenionen frei. 

Abschließend gilt: Obwohl seit FELGNERs Erstbeschreibung der Lipofektion mehr als 25 Jahre 

vergangen sind, ist der Prozess der Lipofektion nur in Ansätzen verstanden. Somit gilt es 

weitere wissenschaftliche Forschungsarbeit auf diesem Gebiet zu investieren. Ein besseres 

Verständnis der Lipofektion ermöglicht einen sichereren und effektiveren Einsatz dieser 

vielversprechenden Behandlungsmethode in der Gentherapie. 
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1.3 Zielstellung der Arbeit 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich, aufbauend auf früheren Arbeiten,
80,81

 mit der 

Synthese und physiko-chemischen Charakterisierung einer neuen Klasse an Cytofektinen, 

welche als Charakteristikum eine Malonamidstruktur aufweisen. Dabei wurden folgende 

Schwerpunkte gesetzt: 

 Es sollte eine neue Grundgerüststruktur entwickelt werden, welche eine stärkere Kopf-

gruppenverzweigung ermöglicht (Malonamide der 2. Generation). Dabei galt es eine 

Synthesestrategie für einen modularen Aufbau verschiedener Lipide mit variierenden 

Kopfgruppenstrukturen und Alkylkettenkombinationen zu entwickeln. 

 Des Weiteren galt es die Synthese von Lipiden mit Oleylketten von hoher Reinheit 

(>95 %) zu etablieren, da in den vorangegangenen Arbeiten lediglich Oleylketten mit einer 

Reinheit zwischen 70 % und 80 % zum Einsatz kamen. 

 Weiterhin waren Methyl-verzweigte Alkylketten zu synthetisieren und in ausgewählte 

Lipidstrukturen einzufügen. 

 Ferner sollten Synthesestrategien für Lipide mit Erkennungsstrukturen etabliert werden, 

da bis zum jetzigen Zeitpunkt dieser Aspekt der Cytofektinentwicklung innerhalb der 

Arbeitsgruppe noch nicht behandelt wurde. 

 Ergänzend galt es, die neuen Substanzen neben der üblichen analytischen Charakteri-

sierung auch einer kalorimetrischen Charakterisierung mittels DSC zu unterziehen, um 

diese Daten für spätere Korrelationen zwischen physiko-chemischen Eigenschaften und 

Transfektionseffizienz bereitzustellen. 

 Zusätzlich sollten physiko-chemische Untersuchungen der DNA-Komplexierung an 

ausgewählten Lipiden der neu synthetisierten Cytofektine durchgeführt werden.  

Diese Arbeit dient vorrangig der Bereitstellung von Lipiden für weiterführende Untersu-

chungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. ANDREAS LANGNER (MLU, Halle-Wittenberg) 

und der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. GERALD BREZESINSKI (MPI für Kolloid und Grenz-

flächenforschung, Potsdam). Ergebnisse aus diesen Untersuchungen werden lediglich in stark 

reduzierter Form in dieser Arbeit behandelt, da sie bei der großen Anzahl an Substanzen den 

Rahmen weit überschreiten würden. Detaillierte Ergebnisspräsentationen dieser Arbeiten sind 

den durchführenden Personen vorbehalten. 
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2 Synthetisch-präparative Arbeiten 

2.1 Synthesekonzept 

Die Synthesestrategie dieser Arbeit (siehe Abb. 10) beruht auf der Chemie der Malonsäure, 

welche eine Vielzahl an Synthesevariationen bietet. So ermöglichen die beiden Carboxyl-

funktionen nicht nur eine Molekülvergrößerung durch Acylierungsreaktionen, sondern der 

CH-azide Charakter der α-Methyleneinheit zudem eine Molekülvergrößerung durch 

Alkylierungs- und Acylierungsreaktionen mit dem α-C-Carbanion als Nukleophil. Durch 

diese Vielfalt an Umsetzungsmöglichkeiten stellt die Malonsäure seit dem letzten Jahrhundert 

einen wichtigen Baustein für die Synthese von Fettsäuren dar. CHARGAFF nutzte das 

Malonesterverfahren für die Synthese α-verzweigter Fettsäuren.
82

 WEITZEL und WOJAHN 

wendeten die Malonestersynthese für die Darstellung von Fettsäuren mit Methylverzweigung 

in der Alkylkette an.
83,84

 Auch andere Naturstoffe, wie Aminosäuren, wurden durch die 

Vielfalt der Malonsäurechemie zugänglich: So nutzte EMIL FISCHER das Verfahren für die 

Synthese verschiedener Aminosäuren.
85

 Auch SNYDER et al. gebrauchte die Malonester-

synthese für die Darstellung von Tryptophan.
86

 Außerdem sind Malonsäure bzw. deren 

Derivate hervorragende C3-Bausteine in der Heterozyklenchemie. 

Diese Strategien aufgreifend wurde in vorangegangenen Arbeiten in der Arbeitsgruppe die 

α-Alkylierung des Malonsäurediethylesters als zentraler Schritt für die Synthese des 

lipophilen Molekülteils von Lipiden genutzt. Daraus resultierten zwei neue Klassen von 

aminofunktionalisierten Transfektionslipiden, deren erstmalige Synthese von I. SCHULZE 

beschrieben wurde: die verzweigten Fettsäureamide und die Malonsäurediamide der 

1. Generation.
80

 Das Lipidrückgrat der Malonamide der 1. Generation wird aus dem 

Malonsäurediamidbaustein gebildet (siehe Abb. 10, roter Molekülausschnitt). Darauf 

aufbauend wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue Malonsäurediamid-basierte Lipidgrund-

struktur entwickelt, welche die 2. Generation der Malonamide darstellt. Diese zeichnet sich 

durch ein neues Peptid-mimetisches Rückgrat bestehend aus einem Malonsäurediamid-

baustein aus, welcher mit der α-Aminogruppe eines Lysinbausteins verbunden ist (siehe 

Abb. 10, roter und blauer Molekülausschnitt). Resultierend aus dieser Rückgratstruktur 

besitzen die Malonamide der 2. Generation zwei Ansatzpunkte für aminofunktionalisierte 

Kopfgruppen: die ɛ-Aminogruppe des Lysins und die Carbonylfunktion der Malonsäure. Dies 

ermöglicht es größere Dendrimär-artige Kopfgruppenstrukturen aufzubauen. 

Der zentrale Baustein der Synthese ist ein alkylierter Malonsäuremonoethylester (siehe 

Abb. 10, blauer Kasten). Dieser ist in der Lage mit der freien Carboxylfunktion Acylierungs-
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reaktionen einzugehen, während die zweite Carboxylfunktion als Ethylester vor einer 

Umsetzung geschützt ist. Dies ermöglicht eine modulare Synthese der Lipide. So führt die 

Acylierung eines einfachen Alkylamins zu Malonamiden der 1. Generation, wogegen die 

Acylierung der α-Aminogruppe eines N-Alkyllysinamids in den Malonamiden der 

2. Generation resultiert (siehe Abb. 10). Die Verseifung der Ethylesterfunktion setzt die 

Säurefunktion frei, an welcher der Kopfbereich aufgebaut werden kann. Bei den Malon-

amiden der 2. Generation wurde für diesen Zweck Ethylendiamin und Tris(2-aminoethyl)-

amin genutzt, was die Grundstrukturen der zwei Haupttypen dieser Lipide lieferte: den 

Ethylendiamin-Typ und den Tris(2-aminoethyl)amin-Typ (siehe Abb. 10). Diese zwei 

Grundstrukturen können durch Acylierungsreaktionen im Kopfgruppenbereich mit Lysin 

vergrößert werden, welche das Spektrum an Verbindungen erheblich erweitern. 

Die modulare Synthese ermöglicht zusätzlich eine einfache Variation der Alkylketten der 

kationischen Lipide. Durch Verwendung verschiedener Alkylmalonsäuremonoethylester und 

Anknüpfung von Aminkomponenten mit variierenden Alkylketten ist die Synthese homologer 

Lipide möglich, welche sich nur in ihrem Alkylkettenmuster unterscheiden. In dem folgenden 

Kapitel (Kap. 2.2) werden die in dieser Arbeit synthetisierten Malonamide der 2. Generation 

und die verschiedenen Alkylketten- und Kopfgruppenvariationen vorgestellt. 

Abb. 10: Synthesestrategie der Malonamide der 1. und 2. Generation unter Verwendung des alkylierten Malonsäuremono-

ethylesters (blauer Kasten) als zentralen Baustein. In grün sind die Aminkomponenten für Acylierungsreaktionen mit der 

Carboxylfunktion der Malonsäuremonoethylesterderivate dargestellt. In den Formeln der Malonamide der 2. Generation vom 

Tris(2-aminoethyl)amin-Typ und vom Ethylendiamin-Typ steht das R im Kopfgruppenbereich für ein Wasserstoffatom oder 

ein Lysinmolekül. Nähere Einzelheiten sind im Text erläutert. 
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Des Weiteren wurde in dieser Arbeit das Synthesespektrum der Malonamide der 

1. Generation erweitert. Das Ersetzen der aminofunktionalisierten Kopfgruppe durch eine 

hydrophile Linkerstruktur ermöglicht es Erkennungsstrukturen wie Galactose an die Lipide zu 

knüpfen. 

2.2 Nomenklatur der Malonsäurediamide der 2. Generation 

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen wurden durchlaufend mit Ziffern/ 

Buchstaben nummeriert. Eine Ausnahme bilden die Endprodukte, welche das Malonsäuredi-

amid-Rückgrat der 2. Generation enthalten. Aus Gründen der besseren Strukturzuordnung 

anhand des Namens wurde eine Bezeichnung aus zwei bis drei Buchstaben (Art der Alkyl-

ketten) gefolgt von römischen Ziffern (Kopfgruppentyp) gewählt. 

Die Strukturen der synthetisierten Malonsäurediamide der 2. Generation sind in Abb. 11 

dargestellt. Die Legende zeigt sowohl die römischen Ziffern für die 6 Kopfgruppentypen der 

synthetisierten Endverbindungen, als auch die Buchstabenkombinationen der verschiedenen 

Alkylkettenmuster. So steht die Bezeichnung HT-X für ein Lipid mit der 

Kopfgruppenstruktur vom Typ-X und einer Lysin-gebundenen Tetradecylkette sowie einer 

Malonsäure-gebundenen Hexadecylkette als lipophilen Molekülteil (siehe Abb. 12a). Die 

Bezeichnung der Lipide mit drei Alkylketten ist in Abb. 12b dargestellt. Die Malonamide der 

Abb. 11: Strukturen der Malonamide der 2. Generation unter Angabe der Nomenklatur für den Kopfgruppentyp und den 

Abkürzungen für die Alkylkettenmuster. 
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1. Generation, welche im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden, werden im folgenden 

Teil durch eine römische Ziffer kodiert. 

Bei Betrachtung der Alkylkettenkombinationen fällt auf, dass jedes Malonamid eine 

Tetradecyl- bzw. eine Oleylkette besitzt. Dies liegt darin begründet, dass nach Literatur-

angaben der Einbau dieser Alkylketten in kationische Lipide mit einer Steigerung der 

Transfektionseffizienz einhergeht.
87

 Da innerhalb der Arbeitsgruppe analoge Beobachtungen 

bezüglich der Oleylketten gemacht wurden,
88

 kamen auch in dieser Arbeit bevorzugt 

Tetradecyl- und Oleylketten zum Einsatz. Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, 

dass die Synthese von Lipiden mit anderen Alkylkettenkombinationen mit geringem Aufwand 

möglich ist, jedoch den Rahmen dieser Arbeit sprengen würde. Daher wurde der Synthese-

schwerpunkt auf die hier beschriebenen Alkylkettenkombinationen gelegt. 
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Abb. 12: a) Bezeichnungsbeispiel HT-X. Es ist ein Malonamid der 2. Generation mit der Kopfgruppenstruktur vom Typ-X 

und einer Lysin-gebundenen Tetradecylkette sowie einer Malonsäure-gebundenen Hexadecylkette. b) Strukturen und Be-

zeichnungen der Malonsäurediamide der 2. Generation mit drei Alkylketten. 
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2.3 Amidsynthesen 

Ein Schlüsselschritt der im Folgenden vorgestellten Synthesestrategie ist die Ausbildung einer 

Amidbindung. Die Amidsynthese ist eine wichtige Reaktion in der organischen und 

bioorganischen Chemie. So ist sie beispielsweise der wesentliche Reaktionsschritt der 

Peptidsynthese. Für die Amidknüpfung werden Aktivierungsreagenzien benötigt, welche 

durch Intermediatbildung die Carbonylaktivität der Carbonsäurefunktion erhöhen, da 

ansonsten unter milden Reaktionsbedingungen Carbonsäuren mit Aminen im Sinne einer 

Säure/Base-Reaktion lediglich zum Ammoniumsalz reagieren.
89

 

Klassische Vertreter solcher Aktivierungsreagenzien sind Chlorierungsmittel, welche die 

Carbonsäurefunktion als Säurechlorid aktivieren. Diese Aktivierungsmethode fand schon bei 

EMIL FISCHER für die Peptidsynthese Anwendung.
90

 Repräsentative Vertreter für 

Chlorierungsreagenzien sind Thionylchlorid und Cyanurchlorid (2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin) 

(siehe Abb. 13). Die Säurechloridmethode zeichnet sich durch die hohe Reaktivität der 

Acylierungsmittel aus und findet dadurch bei sterisch anspruchsvollen Reaktionen 

Anwendung. Jedoch besteht in dieser hohen Reaktivität, in Verbindung mit der bei der 

Chlorierung frei werdenden Salzsäure, die Gefahr von Nebenreaktionen. 

Während es sich bei den Säurechloriden um isolierbare Acylierungsmittel handelt, werden die 

im Folgenden dargestellten Verbin-

dungen in der Regel für in-situ Akti-

vierungen von Carbonsäuren genutzt. 

Klassische Vertreter solcher Agen-

zien sind Carbodiimide mit dem von 

SHEEHAN beschriebenen DCC als 

Prototyp (siehe Abb. 13).
91

 Durch die 

Addition der Carbonsäuren an die 

C=N-Doppelbindung der Carbodi-

imide entstehen O-Acylisoharnstoffe 

als aktiviertes Carbonsäurederivat. 

Des Weiteren kommen wasserlösliche 

Derivate wie EDC, deren Nebenpro-

dukte auch wasserlöslich sind, bei der 

Festphasensynthese von Peptiden 

zum Einsatz (siehe Abb. 13). Der 

große Nachteil der Amidknüpfung 
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CyanurchloridThionylchlorid

EDC

Chlorierungsreagenzien

Cabodiimide

moderne Kupplungsreagenzien

Abb. 13: Häufig verwendete Vertreter verschiedener Gruppen von 

Aktivierungsreagenzien für Acylierungsreaktionen mit Carbonsäuren. 
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mit Carbodiimiden liegt in der partiellen Racemisierung in α-Position von Aminosäuren bei 

der Anwendung in der Peptidsynthese.
92,93

 Dieser Nachteil konnte durch die Zugabe von 

Racemisierungssuppressoren behoben werden. Klassische Suppressoren sind 1-Hydroxy-

benzotriazol (HOBt) und N-Hydroxysuccinimid (HOSu). Diese Verbindungen unterdrücken 

nicht nur die Racemisierung, sondern bilden selber reaktive Ester (Aktivester = Ester mit 

höherem Acylierungspotential als Alkylester) mit der zu aktivierenden Carbonsäure.
94-96

  

Die Nachteile der Carbodiimide führten zur Entwicklung moderner Kupplungsreagenzien für 

Acylierungsreaktionen (siehe Abb. 13). Eine wichtige Gruppe sind die Imidazolium-

Reagenzien mit CDI als klassischen Vertreter, welche Carbonsäurefunktionen in reaktive 

Acylimidazole überführen.
97

 Auch die Uronium-Reagenzien, wie HBTU und dessen Analoga, 

finden heute breite Anwendung bei Acylierungsreaktionen.
98-100

 

Eine zentrale Rolle im Rahmen dieser Arbeit nimmt PyBOP
®
 ein. Dieses Kupplungsreagenz 

aus der Familie der phosphorhaltigen Aktivierungsreagenzien findet eine breite Anwendung 

in der Peptidsynthese.
101-103

 Es ist ein Analogon von BOP, welches ebenfalls in der 

Peptidsynthese Verwendung fand. Allerdings wurde es wegen der Entstehung des 

karzinogenen Hexamethylphosphortriamids, ein Nebenprodukt der Carbonsäureaktivierungs-

reaktion, durch PyBOP
®
 ersetzt.

104,105
 PyBOP

®
 aktiviert Carbonsäuren in-situ als hoch 

reaktive Phosphoniumintermediate (siehe Verbindung A, Abb. 14), welche mit Nukleophilen 

reagieren.
106

 Handelt es sich bei dem Nukleophil um ein Amin, entstehen Amide. Des 

Weiteren reagiert das Phosphoniumintermediat mit dem aus PyBOP
®
 frei werdenden HOBt 

als Nukleophil zum Benzotriazolylester (siehe Verbindung B, Abb. 14). Benzotriazolylester 

sind ebenfalls Acylierungsreagenzien und reagieren mit Aminen zu Amiden.
106

 Die 
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Abb. 14: Reaktionsschemata der in dieser Arbeit verwendeten Amidsynthesereagenzien. Oben: PyBOP® und die bei der 

Verwendung in-situ entstehenden Acylierungsderivate (Phosphoniumintermediat A und Benzotriazolylester B). Unten: 

kommerziell erhältliches BOC-geschütztes Acylierungsreagenz von Lysin (BOC-Lys(BOC)-OSu). 
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Verwendung von PyBOP
®
 ist präparativ sehr einfach zu handhaben und lieferte im Rahmen 

dieser Arbeit hohe Ausbeuten, washalb auf eine Testung anderer Amidknüpfungsreagenzien 

verzichtet wurde. 

Eine Ausnahme bildete das BOC-Lys(BOC)-OSu, welches ein kommerziell erhältliches 

BOC-geschütztes Acylierungsreagenz für Kupplungsreaktionen mit Lysin ist. Es reagiert als 

N-Hydroxysuccinimidester racemisierungsfrei mit Aminen zu Amiden
107,108

 und lieferte im 

Rahmen der vorliegenden Dissertation ebenfalls hohe Ausbeuten. Weiterhin überzeugt es 

durch seine, im Vergleich zu PyBOP
®
, noch einfachere präparative Anwendung. Aus diesem 

Grund wurde BOC-Lys(BOC)-OSu in dieser Arbeit zur Vergrößerung der 

Kopfgruppenstrukturen durch Amidkupplungen von primären Aminen mit Lysin verwendet. 

2.4 Schutzgruppen für Amine 

Da im Rahmen dieser Dissertation primäre Amine eine zentrale Rolle spielen, soll an dieser 

Stelle auf vier klassische Schutzgruppen für Amine (Fmoc-, BOC-, Cbz- und Trifluoracetyl-

Schutzgruppe) näher eingegangen werden. Für die Einführung und Spaltung weiterer 

Schutzgruppen sei auf die Fachliteratur verwiesen.
109

 

Die Fmoc-Schutzgruppe ist ein Carbamat, welches eine ausgezeichnete Säurestabilität 

aufweist. Sie wird nicht-hydrolytisch von Aminen gespalten (siehe Abb. 15).
110,111

 Diese 

Eigenschaft erlaubt eine selektive Fmoc-Spaltung in Anwesenheit von BOC- und Benzyl-

basierten Schutzgruppen. Klassische Amine für die Fmoc-Spaltung sind Morpholin oder 

Piperidin. Diese Schutzgruppe fand Anwendung in der in dieser Arbeit beschriebenen 

Synthesestrategie der Malonamide der 2. Generation (siehe Kap. 2.5.3). 

Eine weitere wichtige Aminschutzgruppe ist die BOC-Schutzgruppe. Sie ist unter basischen 

Bedingungen stabil und inert gegenüber einer Vielzahl von Nukleophilen.
109

 Sie wird 

säurekatalysiert gespalten, wobei vorrangig Salzsäure und Trifluoressigsäure zum Einsatz 

kommen.
112,113

 Des Weiteren kann sie thermisch entfernt werden (185 °C, 20-30 min, 97 % 

Ausbeute).
114,115

 Die bei der Spaltung entstehenden Nebenprodukte, CO2 und tert.-Buten 

(siehe Abb. 15), entweichen als Gase leicht aus dem Reaktionsansatz. Die einfache Spaltung 

der BOC-Schutzgruppe in Verbindung mit ihrem robusten Charakter trug dazu bei, dass sie 

bei den im Folgenden beschriebenen Synthesen bevorzugt Anwendung fand (siehe Kap. 2.5.2 

bis Kap. 2.7). 

Eine weitere klassische Aminschutzgruppe ist die Cbz-Schutzgruppe (siehe Abb. 15). Sie ist 

unter basischen und sauren Bedingungen relativ stabil. Lediglich im stark sauren Milieu,
116-120

 

oder durch Einwirken hoher Konzentrationen an Hydroxiden,
121,122

 findet eine Spaltung statt. 
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Üblicherweise wird die Cbz-Schutzgruppe durch Hydrierung abgespalten.
123-127

 Dies ist, 

neben der doch vorhandenen Anfälligkeit gegenüber Säuren und Basen, der Grund für den 

Ausschluss dieser Schutzgruppe aus den im Folgenden präsentierten synthetischen Arbeiten, 

da bei Vorliegen ungesättigter Alkylketten die Gefahr der Hydrierung von Doppelbindung 

beim Abspalten der Cbz-Schutzgruppe besteht. 

Als Letztes soll die Trifluoracetyl-Schutzgruppe vorgestellt werden (siehe Abb. 15). Diese 

kam in der Synthesestrategie der vorliegenden Arbeit nicht zur Anwendung, wurde aber als 

Nebenprodukt der BOC-Spaltung mit Trifluoressigsäure beobachtet, wenn diese nicht 

anteilig, sondern mit einem Mal zum Reaktionsansatz zugegeben wurde. Die Trifluoracetyl-

Schutzgruppe ist unter sehr milden basischen Bedingungen spaltbar. So reichen schon 

Natrium- oder Kaliumcarbonat für die Spaltung des Amids aus.
128-130

 

  

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

resultierenden Produkte. 
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2.5 Synthese der Vorstufen 

2.5.1 Synthese nicht-kommerziell erhältlicher Alkylamine 

2.5.1.1 Synthese von Oleylamin (rein)  

Für die Synthese der Verbindungen mit einer Amid-gebundenen Oleylkette wurde aus 

Kostengründen das kommerziell erhältliche Oleylamin (tech., Reinheitsangaben des Her-

stellers: 70 %, Gehalt an primären Aminen > 98 %) verwendet. GC-MS Untersuchungen des 

Oleylamins (tech.) zeigten, dass zu 75,1 % ein Amin mit einer einfach ungesättigten Octa-

decylkette enthalten war. Daneben konnten folgende gesättigte Alkylamine nachgewiesen 

werden: Tetradecylamin (1,7 %), Hexadecylamin (5,9 %) und Octadecylamin (6,2 %) (GC-

MS-Spektrum siehe Anhang). 
1
H-NMR- und 

13
C-NMR-Spektren zeigten weiterhin einen 

nicht zu vernachlässigenden Anteil an trans-Doppelbindungen im Oleylamin (tech.) 

(5,35 ppm in Abb. 16c und 130,1-130,4 ppm in Abb. 16d). 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten ungesättigte Lipide mit hoher Alkylkettenreinheit 

synthetisiert werden um in weiterführenden Arbeiten den Einfluss der Reinheit des 

verwendeten Oleylamins auf das Aggregationsverhalten und die Transfektionseffizienz der 

Lipide zu untersuchen (siehe auch Kap. 3.3.3). Da Oleylamin von hohem Reinheitsgrad nicht 

kommerziell verfügbar war, musste es synthetisch zugänglich gemacht werden. Als Aus-

gangsstoff diente Ölsäure von hohem Reinheitsgrad (99 %). Es kamen zwei verschiedene 

Synthesewege zum Einsatz (siehe Abb. 17). 

Variante 1: Eine zweistufige Synthese über das Ölsäureamid, welches im nachfolgenden 

Schritt mit LiAlH4 zum gewünschten Produkt reduziert wurde. Dieser Syntheseweg ist in der 

Literatur beschrieben und ohne Reinigung des Zwischenprodukts durchführbar.
131,132

 Es 

fanden jedoch Variationen in der Aktivierung der Ölsäure statt. Während in der Literatur die 

Abb. 16: Auszüge aus NMR-Spektren welche die Signale der olefinischen Wasserstoff- und Kohlenstoffatome von 

Oleylamin mit unterschiedlichem Reinheitsgrad zeigen: 1H-NMR (a) und 13C-NMR (b) von Oleylamin (rein) sowie 1H-NMR 

(c) und 13C-NMR (d) von Oleylamin (tech.). 

a) b) 

c) d) 
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Aktivierung als Säurechlorid über Thionylchlorid erfolgte, wurde im Rahmen dieser Arbeit 

Ethylchloroformiat (ECF) genutzt. Grund hierfür war das Auftreten von schwarz gefärbten 

Nebenprodukten bei der Aktivierung als Säurechlorid, die vermutlich auf säurekatalysierte 

Polymerisationsreaktionen über die Doppelbindung der Ölsäure zurückzuführen waren (HCl 

als Nebenprodukt der Thionylchloridaktivierung). Bei der Aktivierung mit ECF, welches die 

Carbonsäure als gemischtes Anhydrid aktiviert,
133

 traten diese schwarzen Nebenprodukte 

nicht auf. Das Ethyloleoylcarbonat wurde im folgenden Schritt mit Ammoniak zum 

Ölsäureamid umgesetzt, wobei sowohl ein Ammoniak/THF-Gemisch (Methode 1) als auch 

wässriger Ammoniak (Methode 2) zum Einsatz kamen. 

Variante 2: Der alternative Weg der Oleylamindarstellung führt über den Oleylalkohol und 

das entsprechende Azid (siehe Abb. 17, Methode 3) und ist in abgewandelter Form in der 

Literatur beschrieben.
134

 Dieser Reaktionsweg weist im Vergleich zu Methode 1 bzw. 2 ein 

Zwischenprodukt mehr auf. Des Weiteren war eine chromatographische Reinigung auf der 

Stufe des Oleylazids notwendig. Trotz dieser beiden Nachteile war Methode 3 den anderen 

Methoden bezüglich der Gesamtausbeute überlegen (siehe Tab. 2). 

Das 
1
H-NMR- und 

13
C-NMR-Spektrum des synthetisierten Oleylamins (rein) zeigt, dass die 

Doppelbindung ausschließlich in der cis-Konfiguration 

vorliegt (siehe Abb. 16a,b). Die drei Reaktionswege gehen 

demzufolge nicht mit einer cis/trans-Isomerisierung der 

Doppelbindung einher. GC-MS-Untersuchungen bestätigten 

(Spektren siehe Anhang) den hohen Reinheitsgrad des 

Oleylamins (rein), da lediglich das Signal der gewünschten 

Verbindung detektiert wurde. 

Tab. 2: Ausbeuten der drei Methoden 

für die Darstellung von Oleylamin 

(rein). 

Ausbeute in % 

Methode 1 39 

Methode 2 22 

Methode 3 53 

 

3 3

O

OH

3 3 OH

3 3

3 3

O

NH2

3 3 NH2

N

1. ECF / TEA / THF / -5°C
2. NH3(gas) / THF / -40°C
   (Methode 1) oder
    NH3(32%) / 0°C
   (Methode 2)

1. LiAlH4 / THF / 55°C
2. H2O / 0°C

1. LiAlH4 / Et2O / 35°C
2. H2O / 0°C

1. LiAlH4 / Et2O / RT
2. H2O / 0°C

1. MsCl / CHCl3 / TEA
2. NaN3 / DMF / 60°C

Methode 1 / 2: Methode 3:

N N

Abb. 17: Synthesewege für die Darstellung von Oleylamin (rein). 
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2.5.1.2 Synthese von (10R,S)-10-Methylhexadecylamin  

Für die Synthese des racemischen 10-Methylhexadecylamins wurde die Alkylkette nach einer 

von DOBNER
135

 beschriebenen Synthesestrategie aufgebaut (siehe Abb. 18). Als Ausgangs-

stoff diente der CH-azide α-Methylmalonsäurediethylester, welcher unter Verwendung von 

Natriumhydrid als Base mit Hexylbromid am α-Kohlenstoff alkyliert wurde. Der entstandene 

bisalkylierte Malonsäurediethylester wurde daraufhin zur freien Alkylmalonsäure verseift. 

Durch anschließendes trockenes Erhitzen auf 150-200 °C konnte die (2R,S)-2-Methyloctan-

säure dargestellt werden. Diese Strategie für die Synthese von α-Alkylcarbonsäuren wurde 

schon von WEITZEL et al.
136

 und CHARGAFF
82

 beschrieben. Für die Synthese des racemischen 

2-Methyloctylbromids musste die (2R,S)-2-Methyloctansäure zunächst in den Methylester 

überführt werden, welcher im Anschluss durch LiAlH4 zu dem entsprechenden Alkohol 

reduziert wurde. Die Aktivierung der erhaltenen Hydroxylfunktion mit p-Toluolsulfon-

säurechlorid (TsCl), gefolgt von einer nukleophilen Substitution mit LiBr, führt zum 

gewünschten (2R,S)-2-Methyloctylbromid. Das Alkylbromid wurde vor der Umsetzung in der 

anschließenden GRIGNARD-Reaktion säulenchromatographisch gereinigt. Für die GRIGNARD-

Reaktion wurde das Alkylbromid mit Magnesium zum entsprechenden GRIGNARD-Reagenz 

umgesetzt. Dieses reagierte mit THP-geschütztem 8-Bromoctan-1-ol in einer in der 

Arbeitsgruppe etablierten Li2CuCl4-katalysierten Kupplung.
137

 Durch säurekatalysierte 

Abspaltung der THP-Schutzgruppe in Methanol mit nachfolgender säulenchromato-

graphischer Reinigung konnte (10R,S)-10-Methylhexadecanol sauber erhalten werden.
138

 

Um die Hydroxylfunktion des (10R,S)-10-Methylhexadecanols in ein primäres Amin zu 

überführen wurde diese durch Substitutionsreaktion in das endsprechende Azid überführt und 

anschließend zum Amin reduziert (siehe Abb. 19). Für die Azidsynthese wurde die 

Hydroxylfunktion als Mesylat aktiviert um im folgenden Schritt dieses mit Natriumazid zu 

substituieren. Im Anschluss wurde das Azid chromatographisch gereinigt. 
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Abb. 18: Syntheseschema für die Darstellung von (10R,S)-10-Methylhexadecanol. 
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Die Umsetzung des Azids zum primären Amin sollte auf zwei Wegen erfolgen. Die 

Reduktion mit LiAlH4
139

 lieferte das gewünschte Amin mit hoher Ausbeute (93 %). Die 

Reduktion mit Wasserstoff bei Raumtemperatur (20 bar, Pd/C 10 %) mit THF als 

Lösungsmittel
140,141

 führte nicht zum gewünschten primären Amin. Stattdessen erfolgte unter 

den gewählten Reaktionsbedingungen die Reduktion des Azids zum Amin in Kombination 

mit einer 4-Hydroxybutylierung. So konnten massenspektrometrisch und im 
1
H- und 

13
C-NMR sowohl das Mono- als auch das Bis-4-hydroxybutylderivat des 10-Methyl-

hexadecylamins nachgewiesen werden (siehe Abb. 19). Die Verwendung von alternativen 

Lösungsmitteln (MeOH, EtOH, Et2O), die Variation des Katalysators oder die Verminderung 

des Drucks stellen Möglichkeiten dar um das Auftreten dieser unerwünschten Reaktions-

produkte zu verhindern oder zu vermindern. Da allerdings die Verwendung von LiAlH4 als 

Reduktionsmittel das gewünschte Produkt in sehr hoher Ausbeute bei geringem präparativen 

Aufwand lieferte, wurde die Hydrierung nicht weiter optimiert.
 

2.5.2 Synthese der Alkylmalonsäuremonoethylester 

Eine essentielle Vorstufe für die in dieser Arbeit beschriebenen Lipidsynthesen stellen 

verschiedene mono- und bisalkylierte Malonsäuremonoethylester dar. Sie sind der zentrale 

Baustein für die Rückgratsynthese der Malonamide der 1. und der 2. Generation. 

Die in Abb. 20 dargestellte Synthese beruht auf einer von CHARGAFF
82

 etablierten Strategie 

des Malonester-Verfahrens für die Darstellung verzweigter Fettsäuren. Es wurden jedoch 

folgende Abwandlungen durchgeführt: Bei dem Verseifungsschritt wurde nur eine 

Ethylesterfunktion gespalten und der Schritt der Decarboxylierung wurde ausgelassen. Dies 

führte zu Darstellung der Alkylmalonsäuremonoethylester 2a-d. 

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

Methyleneinheit für Alkylierungsreaktionen in der α-Position zugänglich ist. Durch 

4

1. LiAlH3 / 
    Et2O / 35°C
2. H2O / 0°C

1. MsCl / CHCl3 / TEA
2. NaN3 / DMF / 60°C

2

H2 / Pd/C 10% /
THF / 20 bar

NH2
42
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N
N

42
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42

H
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42

N
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Abb. 19: Darstellung von (10R,S)-10-Methylhexadecylamin aus dem Alkohol mit einem Alkylazid als Zwischenprodukt. Die 

Reduktion des Azids mit LiAlH4 führt zum gewünschten Produkt. Die Reduktion mit Wasserstoff führte zu den dargestellten 

unerwünschten Hydroxybutylderivaten. 
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Monoalkylierung konnten die Verbindungen 1a-c erhalten werden. Für diese Reaktion gibt es 

eine Vielzahl von Vorschriften.
142-148

 Erfahrungen in der Arbeitsgruppe haben gezeigt, das 

Toluol als Lösungsmittel und Natriumhydrid als Base die besten Ergebnisse lieferte.
80,81

 

Für die Alkylierung wurde der Malonsäurediethylester mit Natriumhydrid in das Carbanion 

überführt, wobei das Ende der Salzbildung durch Aussetzen der Gasbildung (Wasserstoff) 

angezeigt wird. Das entstandene Salz wurde mit dem entsprechenden Alkylhalogenid 

(Hexadecyl- oder Tetradecylbromid) oder Oleylmesylat (reagiert als Pseudohalogenid) unter 

Rückfluss erhitzt. Bei der dabei stattfindenden Substitutionsreaktion entstehen sowohl Mono- 

als auch Bisalkylierungsprodukte. Die Menge an unerwünschten Bisalkylierungsprodukten 

kann durch eine Erhöhung der eingesetzten Menge an Malonsäurediethylester verringert 

werden. Dabei erwiesen sich 2 Äquivalente Malonester und Natriumhydrid auf 1 Äquivalent 

Bromid/Mesylat als günstig.
136

 Dennoch musste das Rohprodukt säulenchromatographisch 

gereinigt werden um Mono- und Bisalkylmalonester zu trennen. Die Verbindung 1d fällt 

dabei als Nebenprodukt bei der Synthese von 1b an. Durch gezielte Zweitalkylierung von 1b 

mit Tetradecylbromid wurde 1d in größeren Mengen synthetisiert. Die Reaktion erfolgte 

analog der Monoalkylierung mit zwei essentiellen Änderungen: 

 Toluol wurde durch Xylol ersetzt, da der höhere Siedepunkt des Lösungsmittels bei der 

Reaktion unter Rückfluss die Ausbeuten der sterisch anspruchsvolleren Zweitalkylierung 

erhöht. 

 Weiterhin wurde das stöchiometrische Verhältnis von Edukt/NaH/Tetradecylbromid zu 

1/1/2 (n/n/n) abgewandelt, um 1d in hohen Ausbeuten zu erhalten. 
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Abb. 20: Synthese der Alkylmalonsäuremonoethylester. Es kamen folgende Alkyl(pseudo)halogenide zur Anwendung: 

Oleylmesylat → 1a, Tetradecylbromid → 1b, Hexadecylbromid → 1c 
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Für die Darstellung der Alkylmalonsäuremonoethylester 2a-d wurde auf eine von BRESLOW 

beschriebene Vorschrift zur Monoverseifung von Malonsäurediestern zurückgegriffen.
149

 

Hierbei wird die geringere Carbonylaktivität der Ethylesterfunktion bei Anwesenheit einer 

Carboxylatfunktion in β-Position ausgenutzt. So kommt es bei der Umsetzung des 

α-Alkylmalonsäurediethylesters mit einer äquivalenten Menge Kaliumhydroxid bevorzugt zur 

Bildung des entsprechenden Monoethylesters. Bei Anwendung dieser Reaktion ist jedoch 

darauf zu achten, dass die Ausbeute mit abnehmender Kettenlänge der Alkylketten abnimmt. 

Die Synthese der Verbindungen 2a-d aus den entsprechenden Diethylestern 1a-d lieferte 

Ausbeuten über 80 % nach säulenchromatographischer Aufreinigung. 

Mit der hier beschriebenen Synthesestrategie waren die Alkylmalonsäuremonoethylester 2a-d 

im Gramm-Maßstab zugänglich und standen als Module für eine breite Variation an 

kationischen Lipiden zur Verfügung. 

2.5.3 Synthese der ε-BOC-geschützten N-Alkyllysinamide 

Das 2. Modul für die Synthese des Grundgerüsts ist ein BOC-geschütztes N-Alkyllysinamid, 

dessen Synthese in Abb. 21 dargestellt ist. Als Ausgangsstoff diente ein orthogonal 

geschütztes L-Lysin-Derivat mit einer Fmoc-geschützten α- und einer BOC-geschützten 

ε-Aminogruppe. Die Fmoc-Schutzgruppe wird von Aminen katalysiert gespalten und weist 

eine verhältnismäßig hohe Säurestabilität auf,
109,111,150,151

 während die basenstabile 

BOC-Schutzgruppe vorrangig säurekatalysiert gespalten wird.
109

 Dies ermöglicht es, die 

Aminogruppen des Lysins selektiv zu entschützen. 

Als erster Syntheseschritt wurde das α-N-Fmoc-ε-N-BOC-L-Lysin mit unterschiedlichen 

Alkylaminen zum orthogonal geschützten N-Alkyllysinamid 3a-d umgesetzt (siehe Abb. 21). 

Dabei kam PyBOP
®

 als Aktivierungsreagenz zum Einsatz (siehe Kap. 2.3). Bei dieser 

Reaktion ist die richtige Wahl der Hilfsbase essentiell, um eine Spaltung der 
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Abb. 21: Synthese der ε-BOC-geschützten N-Alkyllysinamidderivate 4a-d. 
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Fmoc-Schutzgruppe während der Amid-

kupplung zu verhindern. Ein Entschützen der 

α-Aminogruppe während der Reaktion 

würde zur Ausbildung einer unerwünschten 

Peptidbindung zwischen zwei Lysinmole-

külen führen. Die Wahl fiel auf Diiso-

propylethylamin (DIPEA), eine effektive 

Hilfsbase für Amidkupplungen.
152,153

 Des 

Weiteren spaltet DIPEA die Fmoc-Schutz-

gruppe im Vergleich zu anderen Aminen mit einer sehr großen Halbwertszeit (siehe Tab. 3). 

Da unter den gewählten Reaktionsbedingungen für die Amidkupplung die Reaktion in 

3 Stunden abgebrochen wurde, blieb die Fmoc-Schutzgruppe intakt. Die ermittelten 

Ausbeuten für diesen Reaktionsschritt (72-98 %) sprechen ebenfalls für eine geringe Spaltung 

der Fmoc-Schutzgruppe unter den gewählten Reaktionsbedingungen. 

Als nächster Reaktionsschritt wurde die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten um die freie 

α-Aminogruppe des Lysins für nachfolgende Amidkupplungsreaktionen freizusetzen. Als 

spaltendes Agens diente Piperidin, da es in der Lage ist, die Fmoc-Schutzgruppe in 

15 Minuten bei Raumtemperatur quantitativ zu spalten.
154

 Zunächst wurde eine 20 %ige 

Piperidinlösung in Methylenchlorid (m/m) für die Fmoc-Spaltung genutzt.
155,156

 

DC-Untersuchungen zeigten eine nahezu vollständige Umsetzung, jedoch gab es Probleme 

bei der Aufarbeitung. Die Entfernung des Piperidins erwies sich als schwierig. Bei der 

Verteilung des Rohprodukts zwischen verschiedenen organischen Phasen und gesättigter 

NH4Cl-Lösung konnte das Produkt nicht vom Piperidin getrennt werden. Auch die Versuche, 

das Piperidin am Rotationsverdampfer oder durch Lyophilisation zu entfernen schlugen fehl. 

Des Weiteren war eine chromatographische Trennung nicht möglich, da das Produkt trotz 

Elutionsmittelvariation mit Piperidin zusammen eluiert wurde. Die von LEE et al.
155

 

beschriebene Methode der Verteilung zwischen Chloroform und 1 %iger H2SO4 war auf das 

Reinigungsproblem nicht anwendbar, da unter diesen Bedingungen eine Spaltung der 

BOC-Schutzgruppe erfolgen würde. Durch die Substitution von Methylenchlorid gegen DMF, 

in Anlehnung an die MERRIFIELD Peptidsynthese,
154

 konnten die Aufarbeitungsprobleme 

umgangen werden. Durch die Verteilung des Reaktionsansatzes zwischen Wasser und Heptan 

konnte sowohl das DMF als auch Piperidin erfolgreich mit der wässrigen Phase abgetrennt 

werden, während die gewünschten Produkte 4a-d und die Fmoc-Spaltprodukte in der 

Heptanphase verblieben. Des Weiteren wurde die Piperidinkonzentration in DMF von 20 % 

Tab. 3: Halbwertszeiten (t1/2) der Fmoc-Schutzgrup-

penspaltung für verschiedene Amin/DMF-Gemische 

nach GREEN.109 

%Amin (m/m) in DMF t1/2 

20 % Piperidin 6 s 

5 % Piperidin 20 s 

50 % Morpholin 1 min 

50 % Cyclohexylamin 35 min 

10 % DMAP 85 min 

50 % DIPEA 10 h 
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(m/m) auf 5 % (m/m) verringert, da bei dieser Piperidinkonzentration ebenfalls ausreichend 

kurze Reaktionszeiten beschrieben wurden (siehe Tab. 3). 

Es war somit möglich in einer zweistufigen Synthese die ε-BOC-geschützten N-Alkyl-

lysinamide 4a-d in guter Ausbeute zu synthetisieren und damit das 2. Modul für das Rückgrat 

der Malonamide der 2. Generation im Gramm-Maßstab zur Verfügung zu stellen. 

2.5.4 Synthese des Rückgrats der Malonamide der 2. Generation 

Für die Rückgratsynthese wurden die Synthesemodule 2a-d und 4a-d unter Ausbildung einer 

Amidbindung miteinander verknüpft, wobei die ersten Lipidvorstufen 5a-h der 

Malonsäureamide der 2. Generation entstanden (siehe Abb. 22). Durch unterschiedliche 

Kombination der 8 Module (2a-d und 4a-d) steht ein großes Spektrum an homologen Lipiden 

mit variierenden Alkylketten zur Verfügung, wobei im Rahmen dieser Arbeit nur 8 der 16 

möglichen Kombinationen synthetisiert wurden. Die Verknüpfung der Carbonsäuren 2a-d mit 

der primären Aminofunktion der Verbindungen 4a-d erfolgte in Methylenchlorid bei 

Raumtemperatur unter Verwendung von PyBOP
®
 als Kupplungsagenz. Da es sich um eine 

sterisch anspruchsvolle Reaktion handelt, wurde besonderes Augenmerk auf die zu 

verwendende Hilfsbase gelegt. Es kam erneut DIPEA zum Einsatz, da in der Literatur hohe 

Ausbeuten für sterisch gehinderte Ester- und Amidkupplungen unter Verwendung des 

Systems PyBOP
®
/DIPEA beschrieben sind.

157,158
 Die für die Synthese der Verbindungen 5a-h 

ermittelten Ausbeuten zwischen 90 % und 99 % unterstützen diese Aussage. 

Die chromatographische Aufarbeitung der Produkte war jedoch mit Problemen behaftet. So 

gelang es nicht mit den in dieser Arbeit routinemäßig genutzten Chromatographiemethoden 

(Säulenchromatographie Methode 1 und 2, Kap. 6.3.1), trotz Variation des Elutionsmittels, 

das gewünschte Produkt vom Tripyrrolidinophosphorsäureamid, ein Nebenprodukt der 

PyBOP
®
-Kupplung, welches massenspektrometrisch und NMR-spektroskopisch nach-

gewiesen wurde, zu trennen. Es musste auf eine als Frontchromatographie bezeichnete 

Methode (Säulenchromatographie Methode 3, siehe Kap. 6.3.1) zurückgegriffen werden. 

Dafür wurde in DC-Vorversuchen ein Laufmittel gesucht, bei dem die Substanz einen 

Rf-Wert von 0,5 aufwies, wobei ein Ether/Chloroform-Gemisch (1/1, V/V) die gewünschten 

Eigenschaften besaß. Für die Frontchromatographie wurde die Substanz in Elutionsmittel 

gelöst, auf trockenes unkonditioniertes Kieselgel (5 Masseteile Kieselgel für 1 Masseteil 

Rohprodukt) gegeben und isokratisch eluiert. Das Produkt wurde unter Anwendung dieser 

Methode sauber mit der Elutionsmittelfront eluiert, was namensgebend für diese Technik ist. 
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Im Folgeschritt der Synthese war es nötig die verbleibende Ethylesterfunktion der 

Verbindungen 5a-h zu verseifen (siehe Abb. 22). Die daraus resultierenden Verbindungen 

6a-h besitzen eine freie Carbonsäurefunktion, welche essentiell für die Anknüpfung der 

Kopfgruppe über eine Säureamidbindung ist. Bei dieser Verseifungsreaktion war darauf zu 

achten, dass die ε-BOC-Schutzgruppe des Lysinbausteins erhalten bleibt. Aus diesem Grund 

wurde unter sehr milden Bedingungen gearbeitet: Die Verseifung fand mit 1,5 Äquivalenten 

Kaliumhydroxid in einem THF/Wasser-Gemisch (3/1, V/V) bei Raumtemperatur statt. Ein 

kritischer Schritt war das Ansäuern des entstandenen Kaliumsalzes um die freien Säuren 6a-h 

zu erhalten, wobei die Spaltung der säurelabilen BOC-Schutzgruppe vermieden werden 

musste. Dies geschah durch Einsatz einer, dem zugegebenen Kaliumhydroxid äquivalenten 

Menge, verdünnten Schwefelsäure, welche dem Ansatz unter Eiskühlung zugeführt wurde. 

Schwefelsäure besitzt gegenüber der sonst verwendeten Salzsäure den Vorteil, dass sie 

schlecht mit Chloroform mischbar ist. Somit lässt sich das Produkt gut durch Extraktion mit 

Chloroform eine Minute nach Zugabe der Schwefelsäure aus dem sauren wässrigen Milieu 

entfernen. Die ermittelten Ausbeuten zwischen 89 % und 99 % zeigen, dass die Carbonsäuren 

6a-h unter den gewählten Bedingungen unter Erhalt der BOC-Schutzgruppe zugänglich 

gemacht werden konnten. 
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Abb. 22: Syntheseschema für die Amidkupplung zur Darstellung des Rückgrats der Malonamide der 2. Generation mit 

anschließender Esterverseifung. 
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2.6 Synthese der Lipide mit Tris(2-aminoethyl)amin-Baustein – 

Lipide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ 

Eine zentrale Rolle der Synthese spielt ein aminofunktionalisierter Baustein, welcher als 

Kopfgruppe oder als Linker dient. In dieser Arbeit kamen mit Tris(2-aminoethyl)amin und 

Ethylendiamin zwei solcher Bausteine zum Einsatz. Das folgende Kapitel beschäftigt sich mit 

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

Als Vorstufen dienten die Verbindungen 6a-h, welche eine 

freie Carboxylfunktion für weitere Funktionalisierungen 

besitzen (siehe Abb. 23). Diese ermöglicht es den Tris-

(2-aminoethyl)amin-Baustein als Amid anzuknüpfen. Da 

das Tris(2-aminoethyl)amin drei gleichwertige primäre 

Aminogruppen besitzt, kommt es bei der Amidknüpfung 

ohne Schutzgruppenstrategie theoretisch zur Ausbildung 

unerwünschter Bis- und Trisamide. 

Durch die richtige Wahl des stöchiometrischen Verhält-

nisses der Reaktanden sowie des Reaktionsablaufs war es 

dennoch möglich, auf eine Schutzgruppenstrategie zu 

verzichten. Die Umsetzung der Verbindungen 6a-h mit einem 20fachen Stoffmengenüber-

schuss an Tris(2-aminoethyl)amin erwies sich als günstig. Zudem wurde die durch PyBOP
®

 

aktivierte Säure zu der Aminkomponente langsam zugetropft, was den effektiven 

Tris(2-aminoethyl)amin-Überschuss weiter erhöhte. Wie aus Tab. 4 ersichtlich wird, resultiert 

diese Synthesestrategie in hohen Ausbeuten für die Darstellung der Verbindungen 7a-h. 

Die Verbindungen 7a-h stellen einen Schnittpunkt in der Synthese der verschiedenen 

Lipidkopfgruppen vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ dar (siehe Abb. 23). Die säure-

katalysierte Abspaltung der BOC-Schutzgruppe an der ε-Aminofunktion des Lysinbausteins 

liefert die Lipide vom Kopfgruppentyp-IV. Des Weiteren wurde der Kopfbereich vergrößert, 

indem die freien Aminogruppen der Verbindungen 7a,c-f mit BOC-Lys(BOC)-OSu 

umgesetzt wurden. Es resultierten die BOC-geschützten Lipide 10a,c-f, welche die Vorstufen 

der Cytofektine vom Kopfgruppentyp-VIII sind. Für die Synthese der Lipide mit der 

höchsten Anzahl an primären Aminogruppen im Kopfgruppenbereich wurden die 

Verbindungen 8a,c-f,h mit BOC-Lys(BOC)-OSu zu den BOC-geschützten Verbindungen 

9a,c-f,h umgesetzt, welche final die Cytofektine vom Kopfgruppentyp-VI ergeben. 

Tab. 4: Ausbeuten für die Synthese der 

Verbindungen 7a-h durch Kupplung 

von 6a-h mit Tris(2-aminoethyl)amin. 

Verbindung Ausbeute [%] 

7a 95 

7b 93 

7c 94 

7d 94 

7e 95 

7f 85 

7g 99 

7h 61 
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Die Abspaltung der BOC-Schutzgruppen der Verbindungen 9a,c-f,h und 10a,c-f war dabei 

mit Problemen behaftet. So zeigte sich, dass die in dieser Arbeit verwendete Standardmethode 

der BOC-Spaltung mit TFA (Methode C, Kap. 6.4.2.1) nicht anwendbar war. Auch wenn 

DC-Untersuchungen des Reaktionsverlaufs einen nahezu vollständigen Umsatz zeigten, war 

es nicht möglich das entstandene aminofunktionalisierte Lipid bzw. dessen TFA-Salz 

aufzuarbeiten. So gelang nach Einstellung von pH 10 mit Ammoniak keine Extraktion des 

Lipids mit verschiedenen organischen Lösungsmitteln (Chloroform, Diethylether, Ethyl-

acetat). Auch der Einsatz eines Perforators zur kontinuierlichen Extraktion
89

 führte trotz einer 

Extraktionsdauer von 5 Tagen lediglich zu Ausbeuten unter 5 %. 

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

R
2

N
H

NHBOC

O

HN

OH

O

OR
1

R
3

R
2

N
H

NHBOC

O

HN

HN

O

OR
1

R
3

N
NH2

NH2

R
2

N
H

NH2

O

HN

HN

O

OR
1

R
3

N
NH2

NH2

R
2

N
H

H
N

O

HN

HN

O

OR
1

R
3

N

H
N

HN

Lys(BOC)-BOC

Lys(BOC)-BOC

Lys(BOC)-BOC

R
2

N
H

H
N

O

HN

HN

O

OR
1

R
3

N

H
N

HN

BOC

Lys(BOC)-BOC

Lys(BOC)-BOC

6-10a: R
1
= C14H29; R

2
= (9Z)-C18H35 (tech.); R

3
= H

6-8b: R
1
= C14H29; R

2
= (9Z)-C18H35 (rein); R

3
= H

6-10c: R
1
= R

2
= (9Z)-C18H35 (tech.); R

3
= H

6-10d: R
1
= R

2
= C14H29; R

3
= H

6-10e: R
1
= C16H33; R

2
= C14H29; R

3
= H

6-10f: R
1
= C16H33; R

2
= (9Z)-C18H35 (tech.); R

3
= H

6-8g: R
1
= C14H29; R

2
= (CH2)9CH(CH3)(CH2)5CH3; R

3
= H

6-9h: R
1
= R

2
= R

3
= C14H29

PyBOP
®

 / TEA / CH2Cl2

H2N

N

NH2

NH2

TEA / CH2Cl2 /
BOC-Lys(BOC)-OSu

TEA / CH2Cl2 /
BOC-Lys(BOC)-OSu

1. TFA / CH2Cl2
2. NH3 / H2O

1. HCl / H2O / EtAc
2. DMAP / CHCl3 / MeOH

1. HCl / H2O / EtAc
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7a-h 8a-h =
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9a,c-f,h10a,c-f
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Da Extraktions- und Aufarbeitungsprobleme 

durch ein ungünstiges Verteilungsverhalten des 

Ammoniumtrifluoracetatsalzes der Lipide zwi-

schen wässriger und organischer Phase verur-

sacht werden können, kam Salzsäure als 

spaltendes Agens für die BOC-Schutzgruppe 

zum Einsatz um die Hydrochloridsalze der 

Lipide zu erhalten. Gewöhnlich werden zu 

diesem Zweck mit Chlorwasserstoff gesättigte 

organische Lösungsmittel, wie z.B. Ethylacetat, 

verwendet.
112

 Da jedoch auf die Anwendung von 

Chlorwasserstoffgas zur Sättigung der organi-

schen Lösungsmittel verzichtet werden sollte und 

kommerziell erhältliche organische Chlorwasser-

stofflösungen zu preisintensiv waren, kam in 

Anlehnung an die Literatur wässrige Salzsäure 

zum Einsatz.
159

 Aufgrund der schlechten Lös-

lichkeit der BOC-geschützten Lipide in wässrigen Lösungen wurde zudem in einem Zwei-

phasensystem aus Ethylacetat und Wasser gearbeitet. Eine vergleichbare Reaktion ist in der 

Literatur für ein Toluol/Wasser/HCl-Gemisch beschrieben.
160

 

Die in dieser Arbeit angewendete Strategie der BOC-Schutzgruppenspaltung mit Salzsäure im 

Zweiphasensystem verlief nach DC-Untersuchungen vollständig. Zudem war die Aufarbei-

tung der entstandenen Hydrochloridsalze der Lipide durch Alkalisieren der wässrigen Salz-

suspension und anschließender Extraktion möglich und verlief für die Umsetzung der Lipide 

10a,c-e in adäquaten Ausbeuten (siehe Tab. 5 Aufarbeitung 1). Dadurch wurden die Lipide 

vom Kopfgruppentyp-VIII zugänglich. 

Die Ausbeuten für die Synthese der Lipide vom Kopfgruppentyp-VI durch BOC-Spaltung mit 

Salzsäure waren, unter Verwendung des üblichen Extraktionsschrittes in der Aufarbeitung 

(siehe Kap. 6.4.2.1, Methode D, Aufarbeitung 1), zu gering um diese Methode auf die 

Synthese aller homologen Lipide dieses Kopfgruppentyps anzuwenden (siehe Tab. 5 

Aufarbeitung 1). Folglich wurde die Aufarbeitung modifiziert um die verlustreichen 

Extraktionsschritte zu umgehen. Es galt eine starke Base zu finden, welche die 

Ammoniumhydrochlorid-Funktionen der Lipide in die freien Amine überführt, deren Salz 

sich aber vollständig ohne Anwendung eines Extraktionsschritts abtrennen lies. Die Wahl fiel 

Tab. 5: Gegenüberstellung der beiden Aufarbeitungs-

methoden nach der Abspaltung der BOC-Schutz-

gruppe mit HCl (Kap. 6.4.2.1 Methode D) im Zwei-

phasensystem Wasser/Ethylacetat. Aufarbeitung 1 

entspricht der herkömmlichen Aufarbeitung durch 

Extraktion der alkalischen Wasserphase mit Chloro-

form. Aufarbeitung 2 entspricht der beschriebenen 

DMAP-Methode. 

Lipid 
Ausbeute [%] 

Aufarbeitung 1 Aufarbeitung 2 

TO-VI 21 97 

OO-VI n.b. 90 

TT-VI 27 99 

HT-VI n.b. 97 

HO-VI n.b. 94 

DiTT-VI n.b. 79 

TO-VIII 70 n.b. 

OO-VIII 58 n.b. 

TT-VIII 69 n.b. 

HT-VIII 58 n.b. 

HO-VIII n.b. 96 
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auf 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), eine in organischen Lösungsmitteln sehr starke Base 

(pKs[Wasser]
161-163

 ≈ 10, pKs[Acetonitril]
164,165

 ≈ 18), welche zudem in der organischen 

Synthese als Acylierungskatalysator genutzt wird.
163,166

 Aufgrund der starken Basizität von 

DMAP werden die Hydrochloridsalze der aminofunktionalisierten Lipide in wasserfreien 

Medien in die freie Base überführt. Hierfür wurden das entsprechende Hydrochloridsalz der 

Lipide und DMAP in einem Chloroform/Methanol-Gemisch (1/5, V/V) gelöst. Diese Lösung 

wurde über Kieselgel chromatographiert, wobei das DMAP-Hydrochlorid als lipophiles 

Ionenpaar unter Verwendung einer Chloroform/Methanol-Mischung (1/5, V/V) eluiert wurde. 

Anschließend konnte das gewünschte Lipid durch Steigerung der Elutionskraft der mobilen 

Phase (Chloroform/Methanol/Ammoniak-Mischungen) eluiert werden. Diese Methode ist im 

Kap. 6.3.1 (Säulenchromatographie Methode 4) näher erläutert. Die mit dieser schnellen Art 

der Produktaufarbeitung erzielten hohen Ausbeuten (siehe Tab. 5 Aufarbeitung 2) führten 

dazu, dass im weiteren Verlauf der Synthese der Cytofektine vom Typ-VI ausschließlich 

diese DMAP-Methode zum Einsatz kam. Die in Tab. 5 angegebene Ausbeute für die 

Anwendung dieser Aufarbeitungsmethode auf die Synthese der Cytofektine vom Typ-VIII 

(HO-VIII) zeigt, dass diese auch für die Reinigung dieser Lipide geeigneter erscheint. Bei 

einer möglichen Übertragung auf die Synthese wesentlich lipophilerer aminofunktionalisierter 

Lipide muss jedoch beachtet werden, dass bei der chromatographischen Abtrennung des 

DMAP-Hydrochlorids Probleme durch ähnliche Retentionszeiten auftreten können. Trotzdem 

handelt es sich bei der DMAP-Methode um eine neue Aufarbeitungsmethode basischer 

Lipide, welche sich durch eine schnelle Durchführung bei geringem präparativen Aufwand 

und hohen Ausbeuten auszeichnet. 

Für die chromatographische Reinigung der Lipide mit dem Kopfgruppentyp-VI wurden 

alternative stationäre Phasen im Vergleich zu den in dieser Arbeit beschriebenen 

Chromatographiemethoden mit Kieselgel (siehe Kap. 6.3.1) getestet. Zunächst wurde die 

Umkehrphasenchromatographie ((RP)-Chromatographie) zur Aufreinigung von TO-VI 

verwendet. Bei der RP-Chromatographie werden alkylmodifizierte Kieselgele als stationäre 

Phase genutzt, wodurch diese lipophile Eigenschaften erhält. Sie eignet sich besonders zur 

chromatographischen Trennung sehr hydrophiler Substanzen. Des Weiteren ist die 

RP-Chromatographie in der Literatur als HPLC-Methode für die Trennung von kationischen 

Lipiden und Phospholipiden beschrieben.
167-170

 In Anlehnung daran wurde Kieselgel 60 RP18 

(40-63 µm) der Firma Merck, ein mit n-Octadecylketten modifiziertes Kieselgel, verwendet. 

Als mobile Phase kamen verschiedene Gemische aus Wasser und organischen Lösungs-

mitteln, unter Zusatz von 0,1 % (m/m) Trifluoressigsäure, zum Einsatz. Es war jedoch nicht 
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möglich eine chromatographische Trennung der gewünschten Produkte von den Verunrei-

nigungen zu erzielen. Vermutlich ist das Aggregationsverhalten der Lipide, welche im 

wässrigen Milieu Mizellen ausbilden und somit die Chromatographie erschweren (siehe 

Kap. 3.4.1), dafür verantwortlich. 

Eine weitere stationäre Phase, die als mögliches Trennsystem genutzt wurde, war Sephadex
®

 

LH-20. Dabei handelt es sich um ein quervernetztes Dextran, welches durch Hydroxypro-

pylierung sowohl hydrophile als auch lipophile Eigenschaften besitzt und daher in Wasser 

und einer Vielzahl von organischen Lösungsmitteln quillt.
171

 Die Substanztrennung bei der 

Chromatographie mit Sephadex
® 

LH-20 erfolgt durch Größenausschluss und spezifische 

Wechselwirkungen zwischen Substanz und stationärer Phase. Die Anwendung auf die 

Chromatographie von Lipidgemischen ist bereits in der Literatur beschrieben.
172,173

 Als 

Elutionsmittel für die Reinigung von TO-VI diente eine Chloroform/Methanol-Mischung mit 

steigender Polarität. Mit dem Trennsystem gelang lediglich eine unvollständige Aufreinigung 

der Verbindung TO-VI, da auch Mischfraktionen mit Produkt und Verunreinigung erhalten 

wurden. Das Verfahren wurde zu Gunsten der Chromatographie mit Kieselgel (Kap. 6.3.1 

Säulenchromatographie Methode 4) verworfen, da es bei einer schlechteren Trennleistung mit 

einem höheren präparativen Aufwand verbunden war. So stellte das Flotieren der stationären 

Phase bei der Verwendung von Chloroform-haltigen Elutionsmitteln, aufgrund der geringen 

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

Zusammenfassend gelang es durch Optimierung von Synthese und Aufreinigungsschritten 

über die Tris(2-aminoethyl)amin-haltigen Verbindungen 7a-h die Lipide vom Kopfgruppen-

typ-IV, -VI und -VIII in guten Ausbeuten zu synthetisieren. 

2.7 Synthese der Lipide mit Ethylendiamin-Baustein – Lipide vom 

Ethylendiamin-Typ 

Die Synthese zur Darstellung der Malonamide vom Ethylendiamin-Typ ist in Abb. 24 gezeigt. 

Diese Malonamide gehören ebenfalls zur 2. Generation, wobei die verwendete Strategie mit 

der Synthese der Lipide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ vergleichbar ist (siehe Abb. 23). 

Als Vorstufe werden ebenfalls die freien Carbonsäuren 6a-g verwendet. Unter Nutzung von 

PyBOP
®
 als Kupplungsreagenz wird die Carbonsäurefunktion der Verbindungen 6a-g mit 

Ethylendiamin zu den Amiden 11a-g umgesetzt. Dabei konnte ebenfalls durch Einsatz von 

20 Äquivalenten Ethylendiamin auf 1 Äquivalent Carbonsäure auf eine Schutzgruppen-

strategie zur Vermeidung von Bisamidierungen verzichtet werden. 
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Die Verbindungen 11a-g stellen ein zentrales Zwischenprodukt für die Synthese der 

Ethylendiamin-haltigen Lipide dar (siehe Abb. 24). So wurde aus 11a-g durch die 

Amidkupplung mit BOC-Lys(BOC)-OSu und anschließender BOC-Spaltung mit TFA der 

Kopfgruppentyp-XIV zugänglich. Des Weiteren konnte durch die direkte Behandlung der 

Verbindungen 11a-g mit TFA der Kopfgruppentyp-X dargestellt werden. Eine weitere 

Umsetzung der Verbindungen 12a-g (Kopfgruppentyp-X) durch Amidkupplung mit 

BOC-Lys(BOC)-OSu und anschließender BOC-Spaltung mit TFA macht die Cytofektine 

vom Kopfgruppentyp-XII zugänglich. 

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

BOC-spaltendes Agens verwendet werden (Vergleich dazu: Syntheseschwierigkeiten beim 
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Abb. 24: Synthese der Lipide vom Ethylendiamin-Typ (Kopfgruppentyp-X, -XII und -XIV). 
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Tris(2-aminoethyl)amin-Typ, Kap. 2.6). Auch die säulenchromatographische Reinigung der 

Endprodukte verlief unter Anwendung von Kieselgel und Chloroform/Methanol/Ammoniak-

Gemischen steigender Polarität unproblematisch. 

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

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

2.8 Stereochemie der Malonamide der 2. Generation 

Um die Biokompatibilität der Lipide zu gewährleisten, wurde die proteinogene Aminosäure 

L-Lysin sowohl in den Kopfgruppenbereich als auch in das Rückgrat der Lipide eingebaut. 

Dabei galt es auf die Stereochemie der Aminosäurebausteine zu achten um die natürliche 

Konfiguration der proteinogenen Aminosäuren (L-Konfiguration nach FISCHER) zu bewahren. 

So wies das in der Synthese verwendete BOC-Lys(BOC)-OSu die S-Konfiguration am 

α-Kohlenstoff auf (entspricht L-Konfiguration nach FISCHER). Da die Amidknüpfung mit 

N-Hydroxysuccinimidestern in der Literatur als racemisierungsfrei beschrieben wird, kann 

davon ausgegangen werden, dass die über BOC-Lys(BOC)-OSu eingeführten Lysineinheiten 

S-konfiguriert sind.
108

 Die Amidknüpfung mit PyBOP
®
 als Kupplungsreagenz für die 

Aktivierung von Aminosäuren verläuft racemisierungsarm.
104,147

 Somit kann auch bei den auf 

diesem Weg eingeführten Lysinbausteinen (Ausgangstoff für das Lysin des Rückgrats war 

α-N-Fmoc-ε-N-BOC-L-Lysin) von der S-Konfiguration ausgegangen werden. 

Weiterhin wurde jeder Reaktionsschritt so geplant, dass keine Racemisierungsreaktionen am 

α-Kohlenstoff der Lysinbausteine auftreten sollten. So wurden die Schutzgruppen unter 

solchen Bedingungen abgespalten, wie sie auch in der Peptidsynthese Anwendung finden.
103

 

Auch die Verseifungsreaktionen bei Vorhandensein von Lysineinheiten im Molekül wurden 

unter sehr milden Bedingungen durchgeführt (siehe Kap. 2.5.4), was eine Racemisierung in 

α-Position am Lysin ausschließt. Somit wird in der vorliegenden Arbeit davon ausgegangen, 

dass die Lysineinheiten in den Lipiden S-konfiguriert sind. 

Im folgenden Teil soll eine stereochemische Besonderheit der Malonsäurediamide der 

2. Generation, welche zwei Alkylketten aufweisen, beschrieben werden. Überraschenderweise 

zeigten die aminofunktionalisierten Lipide nach der Abspaltung der BOC-Schutzgruppe im 

letzten Syntheseschritt zwei identisch große Flecke mit unterschiedlichen Rf-Werten auf den 

entwickelten Dünnschichtchromatogrammen - ein Hinweis auf zwei verschiedene Substanzen 

(siehe Abb. 25). ESI-MS-Untersuchungen der beiden Substanzen nach Extraktion von der 

DC-Platte zeigten jedoch für beide Extrakte identische Massenspektren des gewünschten 

Produkts. Aufgrund dieser Beobachtung und unter genauerer Betrachtung des Synthesewegs 
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der Lipide, wurde die These aufgestellt, dass die beiden Substanzen ein Diastereomerenpaar 

darstellen: Die Alkylamide des BOC-geschützten L-Lysins (4a-d) und die racemischen 

monoalkylierten Malonsäuremonoethylester (2a-c) wurden bei der Rückgratsynthese über 

eine rigide Amidbindung verknüpft, wodurch die zwei Diastereomere mit (S,R)- und 

(S,S)-Konfiguration entstehen (siehe Abb. 26). 

Zunächst wurde versucht das Diastereomerenpaar säulenchromatographisch zu trennen, was 

trotz der unterschiedlichen Rf-Werte nicht gelang. Eine Antwort auf dieses Trennproblem 

lieferte folgendes Experiment, welches in Abb. 25 dargestellt ist: Das Diastereomerenpaar 

wurde auf der DC-Platte getrennt, die Substanzflecken (o und u) von der DC-Platte gekratzt, 

extrahiert und anschließend in einer zweiten DC-Untersuchung mit dem gleichen 

Trennsystem entwickelt. Dabei zeigten sich sowohl für den Extrakt der Substanz mit dem 

größeren Rf-Wert (o) als auch für die Substanz mit dem kleineren Rf-Wert (u) erneut beide 

Flecken (o und u). Offensichtlich racemisiert das Stereozentrum am α-Kohlenstoff der 

Malonsäureeinheit sehr einfach. Abb. 26 zeigt den postulierten Mechanismus der 

Racemisierung über ein Enolintermediat (Struktur in der Mitte). 

Letztendlich konnte die Diastereomerenhypothese auch synthetisch bewiesen werden. So 

besitzen die Lipide DiTT-IV und DiTT-VI kein Stereozentrum mehr am α-Kohlenstoff der 

Malonsäureeinheit. Durch den Verlust des Stereozentrums sind diese Verbindungen nicht 

mehr befähigt Diastereomere auszubilden, sondern stellen lediglich einfache Enantiomere dar. 

Diese Substanzen zeigen nach der DC-Untersuchung nur einen Fleck.  

Abb. 25: Schematische Darstellung und Abbildung der original-DC des Extraktionsexperiments mit HT-X. Das Schema 

demonstriert das Extraktionsexperiment: Zunächst wurde das Diastereomerengemisch einer DC-Trennung unterzogen 

(1. DC). Anschließend wurden die Substanzflecke ausgeschnitten und die Substanzen getrennt extrahiert. Die 2 Sub-

stanzextrakte wurden einer zweiten DC-Untersuchung unterzogen (2. DC), wobei erneut 2 Flecke auftraten. Die original-DC 

zeigt die 2. DC, welche mit den Extrakten der 1. DC entwickelt wurde. o bezeichnet den Extrakt vom Substanzfleck der 

1. DC mit dem größeren Rf-Wert, u bezeichnet den Extrakt vom Substanzfleck der 1. DC mit dem kleineren Rf-Wert. 
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2.9 NMR-Untersuchungen der Malonsäurediamide der 

2. Generation 

Alle in dieser Arbeit synthetisierten Endverbindungen wurden mittels 
1
H- und 

13
C-NMR 

untersucht. Die 
1
H-Übersichtsspektren der Malonamide der 2. Generation haben Ähnlichkeit 

mit Übersichtsspektren, welche für Polymere erhalten werden (siehe Abb. 27).
174

 Eine 

Ursache dafür liegt in den komplexen Molekülstrukturen, die eine große Anzahl an 

Wasserstoffatomen mit vergleichbarer chemischer Verschiebung aufweisen. Des Weiteren 

sorgen charakteristische NMR-Eigenschaften von Amidgruppen für eine weitere Komplexität 

der 
1
H-NMR-Spektren. Hier sind besonders Anisotropie-Phänomene in der Umgebung der 

Amidfunktion und cis/trans-Isomerisierung des N-gebundenen Protons der Amidbindung bei 

N-monosubstituierten Amiden zu nennen.
175

 Aus diesem Grund ist es sehr schwierig die 

Spektren mit Hilfe von Signalaufspaltungen und Kopplungskonstanten zu interpretieren. Erst 

Abb. 27: 1H,1H-COSY- und die zugehörigen 1H-NMR-Spektren für das Lipid OO-VIII (Formel rechts) gelöst in 

CDCl3/CD3OD. Die Signale wurden den entsprechenden Gruppen an Protonen mit ähnlicher chemischen Verschiebung zuge-

ordnet: A – CH3, B – Protonen der Alkylketten, C – CH2 benachbart zu der tertiären Aminogruppe und den ε-Aminogruppen 

der Lysinbausteine, D – CH2 benachbart zum Amid-NH und α-H der Malonsäureeinheit und der Tris(2-aminoethyl)amin-

gebundenen Lysine, E – α-H des Lysins des Rückgrats, F – olefinische Protonen und G – Amid-NH. 
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Abb. 26: Postulierter Mechanismus für die Racemisierung des Stereozentrums in α-Position der Malonsäurestruktur der 

Malonsäurediamide der 2. Generation über ein Enolintermediat. 
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durch die Aufnahme von 
1
H,

1
H-COSY-Spektren war eine sichere Zuordnung der Signale 

möglich (siehe Abb. 27 und Supporting Information WÖLK et al.
176

). 

Üblicherweise wurde CDCl3 als Lösungsmittel für die Aufnahme der NMR-Spektren 

verwendet. Überraschenderweise zeigten dabei einige der aminofunktionalisierten Lipide 

(Kopfgruppentyp-X und -XII) die Bildung eines Organogels in CDCl3, wobei eine auffällig 

starke Bandenverbreiterung aufgrund der eingeschränkten Beweglichkeit der Lipide 

beobachtet wurde. Die Gelbildung konnte durch die Verringerung der Lipidkonzentration 

oder der Zugabe kleiner Mengen CD3OD, welches Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 

den Lipidmolekülen zu brechen vermag, unterdrückt werden. Leider beeinflussen diese 

Maßnahmen die Signalintensität (Konzentrationsverringerung) sowie die Vergleichbarkeit der 

Spektren von homologen Lipiden (Signal-Verschiebungen bei Anwesenheit von CD3OD 

sowie Verlust der NH-
1
H-NMR-Signale durch den schnellen Protonenaustausch in 

Anwesenheit von CD3OD). 

Eine weitere Besonderheit stellen die Lipide vom Kopfgruppentyp-VI und einige Lipide vom 

Kopfgruppentyp-VIII dar. Diese Lipide waren aufgrund ihrer Hydrophilie oder ihres 

Aggregationsverhaltens in den deuterierten Standard-NMR-Lösungsmitteln (DMSO, 

Methanol, Chloroform, Aceton sowie deren Mischungen) unlöslich. Lediglich D2O war als 

Lösungsmittel für die NMR-Untersuchungen geeignet. Zur Aufnahme der Spektren in D2O 

wurde bei 60 °C gearbeitet, da bei 27 °C starke Bandenverbreiterungen durch die Ausbildung 

von Lipidaggregaten in D2O auftraten. 

13
C-NMR-Spektren wurden üblicherweise in CDCl3/CD3OD-Mischungen aufgenommen, da 

in reinem CDCl3 eine ausreichende Löslichkeit nicht gegeben war. Bei den Lipiden, deren 

1
H-NMR-Spektren bereits in D2O aufgenommen wurden, erfolgte die 

13
C-NMR-

Spektroskopie ebenfalls mit D2O als Lösungsmittel. Da die 
13

C-NMR-Spektren der Lipide 

sehr komplex sind, ist es in der Regel nur möglich bestimmte Signalgruppen den 

entsprechenden Gruppen von Kohlenstoffatomen mit einer ähnlichen chemischen 

Verschiebung zuzuordnen (siehe Abb. 28). Durch Aufnahme von 
1
H,

13
C-COSY-Spektren 

wurden wertvolle Informationen für die Signalzuordnung erhalten. 

Bei den 
13

C-NMR-Spektren wurde eine starke Lösungsmittelabhängigkeit in Bezug auf 

Anzahl und Lage von Signalen beobachtet. Dies wird in Abb. 29 verdeutlicht. Es sind zwei 

Ausschnitte der 
13

C-NMR-Spektren von TO-X in verschiedenen Konzentrationen bzw. in 

verschiedenen Lösungsmitteln dargestellt. So zeigen die Spektrenausschnitte der Probe mit 

hoher Lipidkonzentration in CDCl3 (Abb. 29c1,c2), wobei eine Gelbildung beobachtet wurde, 

eine starke Signalverbreiterung im Vergleich zu der niedrig konzentrierten, ungelierten Probe 
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in CDCl3 (Abb. 29b1,b2). Die Signallage ist durch den Konzentrationsunterschied nur 

schwach beeinflusst. Das Spektrum des gleichen Lipids in einer CDCl3/CD3OD-Mischung 

zeigt, verglichen mit den in CDCl3 aufgenommenen Spektren, eine deutliche Signalver-

schiebung (siehe Abb. 29a1,a2). 

Weiterhin wurde beobachtet, dass neben der Signalverschiebung zusätzlich eine Änderung der 

Signalanzahl auftrat. So zeigen die in CDCl3 aufgenommenen Spektren (siehe Abb. 29b2,c2) 

4 Signale im Bereich von 39-43 ppm (Kohlenstoffatomzuordnung: 2×CH2NHCO und 

2×CH2NH2) und die in CDCl3/CD3OD-Mischung (Abb. 29a2) aufgenommenen Spektren 

lediglich 3 Signale, verursacht von denselben Kohlenstoffatomen. Noch stärker wird die Sig-

nalanzahl im Bereich der Carbonylkohlenstoffe (170-172 ppm) beeinflusst (siehe Abb. 29a1-

c1). In CDCl3 erscheinen 2 Signale, welche von 3 Carbonylkohlenstoffatomen stammen. 

Dagegen verursachen diese 3 Kohlenstoffatome 6 Signale bei der Anwesenheit von CD3OD. 

Der Grund für diese Signalaufspaltung ist die Koexistenz von freien Carbonylfunktionen und 

Carbonylfunktionen in Wasserstoffbrückenbindung mit Methanol.
177,178

 

Die beschriebenen Beobachtungen machen die Interpretation der NMR-Spektren der Lipide 

sehr schwierig. Dennoch war eine eindeutige Zuordnung der 
1
H-NMR-Signale möglich (siehe 

Kap. 6.4). Die 
13

C-NMR-Signale wurden als „Fingerprint“ ohne detaillierte Signalzuordnung 

angegeben. Zudem ist die Wahl der NMR-Lösungsmittel ein Kompromiss aus Substanz-

löslichkeit und der Vergleichbarkeit der Spektren der Lipide untereinander, d.h. beim 

Abb. 28: 1H,13C-COSY- und die zugehörigen 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren in CDCl3 für das Lipid OO-VIII (Formel 

rechts). Die Signale wurden im 1H,13C-COSY den entsprechenden Gruppen an Kohlenstoffatomen mit ähnlicher chemischen 

Verschiebung zugeordnet: A – CH3, B – Alkylkohlenstoffatome, C – CH2 benachbart zu den ε-Aminogruppen der 

Lysinbausteine und Amid-NH, D – CH2 benachbart zur tertiären Aminogruppe und α-C der Malonsäureeinheit sowie α-C der 

Lysine, E - olefinische Kohlenstoffe.
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Vergleich der Spektren einer homologen Reihe von Verbindungen (siehe Kap. 6.4) ist immer 

auf das verwendete Lösungsmittel zu achten. 

2.10 Synthese von Malonsäurediamiden der 1. Generation für 

gezielte Fragestellungen 

Im Laufe der Untersuchung von neuen kationischen Lipiden innerhalb der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. A. LANGNER haben sich einige Vertreter der Malonsäurediamide der 1. Generation 

als effektive Vektoren für den Gentransfer erwiesen.
88

 Dennoch blieben spezielle Frage-

stellungen offen, welche die Synthese von neuen Derivaten erforderten. So kamen für die 

ungesättigten Vertreter dieser Transfektionslipide bisher Oleylketten von technischer Reinheit 

zum Einsatz. Mit der gezielten Synthese kettenreiner Lipide sollte der Einfluss der Ketten-

reinheit auf das Transfektionsverhalten untersucht werden. 

Weiterhin wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt in der Arbeitsgruppe kein Malonsäurediamid mit 

Erkennungsstruktur synthetisiert. Im Rahmen dieser Arbeit werden erste Schritte zur 

Einführung von Liganden in Malonsäurediamide der 1. Generation für eine Targetierung 

beschrieben. 

Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass diese Fragestellungen auch auf die 

Malonsäurediamide der 2. Generation übertragen werden können. So wurde bei der Synthese-

planung der Malonsäurediamide der 2. Generation die Problematik der Kettenreinheit bereits 

mit bedacht. Mit den Strukturpaaren TO-IV/RTO-IV, TO-X/RTO-X und TO-XIV/ 

Abb. 29: Ausschnitte aus den 13C-NMR-Spektren von TO-X (siehe Formel) in verschiedenen Konzentrationen und Lösungs-

mitteln: a1-c1) Carbonylregion zwischen 170,0 ppm und 172,3 ppm; a2-c2) Methylenkohlenstoffe in Nachbarschaft zu Amid-

Stickstoffatomen und in Nachbarschaft zu primären Aminogruppen in der Region von 38 ppm bis 56 ppm. a1,a2) Lipidlösung 

in CDCl3/CD3OD-Mischung (2/1, V/V); b1,b2) Lipidlösung niedriger Konzentration in CDCl3; c1,c2) Lipidlösung hoher 

Konzentration in CDCl3 unter Organogelbildung. 

a1) 

b1) 

c1) 

a2) 

b2) 

c2) 
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RTO-XIV wurden ebenfalls Lipide synthetisiert, welche sich lediglich im Reinheitsgrad des 

verwendeten Oleylamins unterscheiden. Jedoch bedarf es für diese Lipide noch einer ausgie-

bigeren Charakterisierung. 

2.10.1 Synthese der Malonsäurediamide der 1. Generation mit 

unterschiedlicher Alkyltettenreinheit 

Aus der Gruppe der Malonsäurediamide der 1. Generation wurde das Lipid XV (siehe 

Abb. 30), neben Untersuchungen hinsichtlich der Transfektionseffizienz am Zellkulturmodell, 

auch einer intensiven physiko-chemischen Charakterisierung, sowohl auf der Monoschicht 

(IRRAS, GIXD, XR)
179

 als auch im Volumensystem (SAXS, WAXS, DSC)
180

, unterzogen, 

um das Aggregationsverhalten des Lipids sowie die Komplexbildung mit DNA ausführlich zu 

erforschen. Daher fiel die Wahl für erste Untersuchungen des Einflusses der Kettenreinheit 

auf das Aggregationsverhalten und die Transfektionseffizienz auf Lipid XV. Infolge dessen 

wurde das strukturanaloge Lipid XVp unter Verwendung von Oleylamin (rein) synthetisiert. 

Des Weiteren wurde das Lipid XV auf einen im Vergleich zur Erstbeschreibung modifizierten 

Weg nachsynthetisiert um vergleichende Untersuchungen zwischen den Lipiden XV und 

XVp vervollständigen zu können. 

Die Synthese der Lipide XV und XVp erfolgte in Anlehnung an einen bereits beschriebenen 

Syntheseweg.
88

 Durch die Optimierung der Synthese an 3 Stellen soll im Folgenden noch 

einmal kurz auf die Darstellung der beiden Lipide eingegangen werden soll (siehe Abb. 30). 

Im 1. Schritt der Rückgratsynthese wurde der Hexadecylmalonsäuremonoethylester 2c mit 

Oleylamin (rein oder tech.) zu dem entsprechenden Malonsäurederivat 15a,b unter 

Verwendung von PyBOP
®
 als Amidkupplungsreagenz umgesetzt. HEINZE et al. beschrieb die 

2c
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    BOC-Lys(BOC)-OSu
2. TFA / CH2Cl2
3. NH3 / H2O

1. Oleylamin / PyBOP
® /

PyBOP
®

 /

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

(tech.) synthetisiert. Die Verbindungen 15b, 16b und Lipid XVp wurden mit Oleylamin (rein) synthetisiert. 
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Verwendung von EEDQ oder Thionylchlorid für diesen Syntheseschritt. Durch die 

Substitution dieser beiden Kupplungsreagenzien gegen PyBOP
®
 konnte die Reaktions-

ausbeute etwas erhöht (siehe Tab. 6) und im Vergleich zu EEDQ die Reaktionszeit verringert 

werden (PyBOP
®
: 16 h; EEDQ: 24 h). Des Weiteren ist der präparative Aufwand bei der 

Verwendung von PyBOP
®
 geringer als bei der Amidkupplung mit EEDQ (24 h bei 50 °C) und 

Thionylchlorid (Schritt 1: Säurechloridsynthese; Schritt 2: Aminacylierung unter Eiskühlung). 

Nach der Amidkupplung folgte ein Verseifungsschritt in Ethanol mit Kaliumhydroxid zu den 

freien Carbonsäuren 15a,b. 

Für die Umsetzung der Carbonsäuren 15a,b mit Ethylendiamin zu den Verbindungen 16a,b 

wurde, in Abweichung zu den von HEINZE et al. beschriebenen Methoden (BOP- und 

HOSu/DCC-Kupplung),
88

 auf die in dieser Arbeit beschriebene schutzgruppenfreie PyBOP
®
-

Kupplung zurückgegriffen. Zwar erzielte die in-situ Carbonsäureaktivierung mit PyBOP
®
 

keine Verbesserung der Reaktionsausbeute (siehe Tab. 6), jedoch ist diese Abwandlung durch 

den Verzicht auf BOP (kanzerogenes Potential) als Aktivierungsreagenz und der einfacheren 

Handhabung gegenüber der HOSu/DCC-Aktivierung den von HEINZE et al. beschriebenen 

Methoden vorzuziehen. 

Die Synthese der Lipide XV und XVp wurde in Analogie zu HEINZE et al. durch die 

Amidkupplung mit BOC-Lys(BOC)-OSu (HOSu-Ester) als Acylierungsagenz und der 

anschließenden BOC-Spaltung mit verdünnter TFA in Methylenchlorid durchgeführt. 

Allerdings weicht die Art der Reaktionsdurchführung im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

etwas ab (Vergleich Kap. 6.4.2.1 Methode B mit Synthesevorschrift von HEINZE et al.
88

), was 

zu einer Steigerung der Ausbeute führte (siehe Tab. 6). 

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

im Rahmen dieser Arbeit erzielt wurden (Methode A), mit den Ausbeuten der bereits in der Literatur veröffentlichten 

Synthesewege (Methode B/C). 

Verbindung/ 

Lipid 

Methode A
[a]

 Methode B
[b]

 Methode C
[c]

 

Ausbeute 

[%] 

Amidkupp-

lungsreagenz 

Ausbeute 

[%] 

Amidkupp-

lungsreagenz 
Ausbeute [%] 

Amidkupp-

lungsreagenz 

15a 75 PyBOP
®
 68 Thionylchlorid 68 EEDQ 

15b 81 PyBOP
®
 n.b. - n.b. - 

16a 79 PyBOP
®
 80 BOP 68 HOSu/DCC 

16b 65 PyBOP
®
 n.b. - n.b. - 

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

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

[a]  in dieser Arbeit beschriebener Syntheseweg 

[b]  Syntheseweg von Heinze et al.88 

[c]  alternativer Syntheseweg von Heinze et al.88 
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Zusammenfassend gelang es, das strukturanaloge Lipidpaar XV/XVp zu synthetisieren. Dabei 

wurde sich an einer bereits in der Literatur beschriebenen Synthesestrategie orientiert, welche 

in einigen Reaktionsschritten optimiert werden konnte. 

2.10.2 Synthese von Galactose-Derivaten der Malonsäurediamide der 

1. Generation 

2.10.2.1 Einführung – Targetierung mittels Erkennungsstrukturen 

Das Einführen von Kohlenhydratstrukturen in Lipidkopfgruppen kann zur aktiven 

Targetierung von Erkennungsstrukturen mit Nanopartikeln, d.h. der spezifischen Bindung an 

Zielstrukturen bei systemischer Applikation von Lipidformulierungen, genutzt werden. So 

stellt der Einbau von Lipiden mit biologischen Erkennungsstrukturen (z.B. Glycolipide) in 

Lipoplexen eine gezielte Genexpression in Zielzellen und Zielgeweben in Aussicht und dient 

damit der Reduzierung von unerwünschten systemischen Wirkungen. Tab. 7 stellt eine 

Übersicht über mögliche Erkennungsstrukturen dar.
181-188

 Neben den aufgelisteten Liganden 

finden weitere Erkennungsstrukturen, wie Antikörper, Anwendung. 

Ziel der im Folgenden vorgestellten Synthese war es, erste Erkennungsstrukturen für die 

Malonamide der 1. Generation zu etablieren. Dafür sollte das für diese Lipide typische Grund-

gerüst über eine hydrophile Linkerstruktur mit Galactose als Kohlenhydratkomponente 

verknüpft werden, wobei auch die Anzahl der Galactosereste in den Glycolipiden variiert 

werden sollte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Glycolipide synthetisiert, welche sich 

untereinander in der Anzahl der Galactosemoleküle unterscheiden. Dabei handelt es sich um 

ein Monoglycolipid mit 1 Galactosebaustein sowie ein Cluster-Glycolipide mit 3 Galactose-

Tab. 7: Übersicht über eine Auswahl von möglichen Erkennungsstrukturen für die Zelltargetierung bei systemischer 

Anwendung. Neben den Erkennungsstrukturen (Ligand) sind die zugehörigen Rezeptoren (Target) und Beispiele für 

Zelltypen, welche diese exprimieren, angegeben. 

Ligand Target exprimierende Zelltypen 

Galactose ASGP-R Hepatozyten 

N-Acetylgalactosamin ASGP-R Hepatozyten 

Mannose-6-phosphat M6P/IGF-II hepatische Stammzellen 

Mannose/Oligomannose MM-R Makrophagen 

sLex E-,P-Selektin 
Tumorzellen, Thrombozyten, 

Endothelzellen 

Serotonin Serotonin-Rezeptoren Nervenzellen, Darmzellen 

RGD-Peptid Αvβ3-Integrine Endothelzellen 

NGR-Peptid Aminopeptidase N Endothelzellen 



Synthetisch-präparative Arbeiten 

45 

resten. Die damit verbundene Erhöhung der Zuckerdichte in den Glycolipiden kann die 

Bindungsaffinität an den Rezeptoren erhöhen (Cluster-Effekt).
189,190 

Die Synthese der 

einzelnen Bausteine soll nun im Folgenden beschrieben werden. 

2.10.2.2 Synthese der β-D-Galactoside 

Für den Zuckerbaustein der Glycolipide wurde β-D-Galactose ausgewählt. Diese sollte über 

eine „click“-Reaktion an das Aglycon geknüpft werden. Folglich galt es verschiedene Azid- 

und Alkin-haltige Galactoside herzustellen. Als Ausgangsstoff wurde kommerziell erhältliche 

peracetylierte β-D-Galactose ausgewählt. Diese wurde einerseits mit Propargylalkohol und 

andererseits mit 2-Azidoethanol zu den β-D-Galactosiden 18 und 19 umgesetzt (siehe 

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

einer Vorschrift von PFAENDLER und WEIMAR dargestellt.
191

 

Die Darstellung der O-Glycoside erfolgte in Anlehnung an die von TAKANO beschriebene 

Vorschrift für die Darstellung von O-Allylglycosiden
192

 nach Abwandlung von SCHMIDT,
193

 

wobei ein anderer Alkohol (Aglycon) eingesetzt wurde (siehe Abb. 31). Die Reaktion wird 

mit Hilfe des Bortrifluoridetherat-Komplexes als LEWIS-Säure katalysiert. 

Für die angewendete Vorschrift wurde eine hohe Stereoselektivität beschrieben. So betrug 

nach SCHMIDT die Anomerenreinheit der 1,2-trans-Verbindung des Zuckerderivats 95 %.
193

 

Da jedoch von ERDMANN eine geringere Stereoselektivität für die Glycosylierung von 

O
O
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Abb. 31: Synthese der Galactoside 18 und 19 durch Umsetzung peracetylierter Galactose mit verschiedenen Alkohol-

komponenten. Die Kupplung mit Propargylalkohol liefert das alkinfunktionalisierte Galactosid 18, die Umsetzung mit 

2-Azidoethanol liefert das azidfunktionalisierte Galactosid 19. 

Abb. 32: Sesselkonformation (obere Struktur) und NEWMAN-Projektion (untere Struktur) entlang der C2-C1-Achse für das 

β-Anomer und das α-Anomer der D-Galactose. Der Diederwinkel ϕ zwischen H1 und H2 ist blau gekennzeichnet. Das 

Diagramm zeigt die Abhängigkeit der vicinalen Kopplungskonstante 3J von ϕ (KARPLUS-Kurve)195. 
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siliziumhaltigen Alkoholen durch peracetylierte Zucker mit Bortrifluoridetherat-Komplex als 

Katalysator beschrieben wurde,
194

 galt es die Galactoside 18 und 19 NMR-spektroskopisch 

nach der säulenchromatographischen Aufreinigung zu untersuchen. 

Bei den Galactosederivaten eignet sich die Analyse der Kopplungskonstante 
3
J zwischen dem 

H1-Atom am anomeren Zentrum mit dem H2-Atom des Zuckers. α- und β-Anomere besitzen 

unterschiedlichen Diederwinkel ϕ zwischen den beiden Protonen (siehe Abb. 32). Dieser 

Winkel steht im Zusammenhang mit der Größe der vicinalen Kopplungskonstante, ein Zu-

sammenhang, der 1959 als erstes von KARPLUS beschrieben wurde und in der KARPLUS-

Kurve dargestellt ist (siehe Abb. 32).
196,197

 Demnach besitzen trans-diaxiale Wasserstoffatome 

eine große Kopplungskonstante (8-14 Hz) und axial-äquatorial sowie äquatorial-äquatorial 

orientierte Wasserstoffatome eine kleine Kopplungskonstante (1-7 Hz). Das β-Anomer der 

synthetisierten Galactosederivate 18 und 19 besitzt trans-diaxial orientierte Wasserstoffatome 

H1 und H2, während diese beim α-Anomer axial-äquatorial angeordnet sind. 

Abb. 33: Ausschnitt aus dem 1H-NMR Spektrum in CDCl3 (500 MHz, 27 °C) und Strukturformel der Galactoside 18 (a) und 

19 (b). Die Kopplungskonstanten, welche für H1 bestimmt wurden, entsprechen denen der β-Anomere: Galactosid 18 
3J(H1,H2) = 7,9 Hz, Galactosid 19 3J(H1,H2) = 8,0 Hz. 

a) 

b) 
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Zusätzlich bieten NOE-Differenzspektren eine gute Möglichkeit der Anomerenunterschei-

dung. Diese Methode findet vor allem bei Mannosiden Anwendung, da hier nur die axial-

äquatoriale sowie äquatorial-äquatoriale Orientierung von H1 und H2 auftritt und somit der 

Unterschied der Kopplungskonstanten zu gering für eine eindeutige Unterscheidung im 

1
H-NMR-Spektrum ist.  

Die 
1
H-NMR-Untersuchungen der in dieser Arbeit synthetisierten Galactoside 18 und 19 

zeigen Kopplungskonstanten in der für β-Anomere typischen Größenordnung: 
3
J(H1,H2) = 

7,9 Hz für 18 und 
3
J(H1,H2) = 8,0 Hz für 19. Die Spektren zeigen keine Signale, welche den 

α-Glycosiden zuzuordnen sind (siehe Abb. 33). Somit kann eine Anomerenreinheit von >95 % 

angenommen werden. 

2.10.2.3 Synthese der TRIS-Derivate 

Um die Cluster-Struktur in das Glycolipid zu integrieren, galt es eine Verzweigung einzu-

führen. Die Wahl fiel auf die TRIS-Base, welche drei identische Hydroxymethyl-Strukturen 

an einem C-Atom aufweist. Zu Beginn der Syntheseversuche galt es das BOC-geschützte 

Triazid 21b zu synthetisieren (siehe Abb. 34). Als Ausgangsstoff diente TRIS, eine Base, 

welche in der Biochemie als physiologischer Puffer Anwendung findet und preisgünstig in 

hoher Reinheit kommerziell erhältlich ist. 

Zunächst wurde die Aminofunktion durch die Umsetzung mit Di-tert.-butyldicarbonat nach 

einer Vorschrift von SEGURA et al. BOC-geschützt.
198

 Diese Reaktion läuft quantitativ ab. 

Anschließend galt es die Hydroxylfunktionen durch Mesylierung oder Tosylierung für Substi-

tutionsreaktionen zu aktivieren und, durch nachfolgende Substitution mit Natriumazid, in das 

Triazid 21b zu überführen. Für diese Reaktion wurde nach abgewandelten Vorschriften für 
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Abb. 34: Syntheseschema für die Darstellung der substituierten TRIS-Derivate als Verzweigung für Cluster-Strukturen. 
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beschriebene Polyazidsynthesen gearbeitet,
199,200

 jedoch konnte das gewünschte Produkt 21b 

auf diesem Wege nicht in isolierbaren Mengen synthetisiert werden. Auch die Azidsynthese 

aus Alkoholen mit Diphenylphosphorylazid und DBU als Hilfsbase in THF
201,202

 lieferte nicht 

das gewünschte Triazid. Stattdessen wurden immer die Oxacyclobutanderivate A-C (siehe 

Abb. 34) massenspektrometrisch nachgewiesen. Es kommt bei der Reaktion folglich zum 

intramolekularen Ringschluss durch Substitutionsreaktion zwischen den aktivierten Estern 

und einer benachbarten Alkoholatfunktion. Des Weiteren zeigt das Auftreten des Oxacyclo-

butans C, welches zusätzlich durch 
1
H- und 

13
C-NMR-spektroskopische Untersuchungen 

nachgewiesen werden konnte, dass die BOC-Schutzgruppe unter den gewählten Substitutions-

bedingungen in DMF instabil ist und eine Formamidstruktur durch Umacylierung entsteht. 

Dieses Problem konnte durch Austausch des Lösungsmittels behoben werden. Die 

Unterdrückung des intramolekularen Ringschlusses stellte ein größeres Problem dar. Da bei 

der Aktivierung von Hydroxylfunktionen für Substitutionsreaktionen (z.B. durch 

Mesylierung, Tosylierung) Protonen frei werden, musste die Hilfsbase (z.B. TEA, Pyridin) in 

äquimolaren Mengen eingesetzt werden um die Spaltung der BOC-Schutzgruppe durch 

Protonenkatalyse zu verhindern. Die Hilfsbase ist, je nach Basizität, auch in der Lage einen 

gewissen Prozentsatz an Hydroxylfunktionen zu deprotonieren, wodurch der Ringschluss mit 

benachbarten aktivierten Estern begünstigt wird.  

Demzufolge wurde die Synthesestategie abgewandelt und das Trisalkin 21a durch 

O-Alkylierung von 20 mit Propargylbromid nach einer Vorschrift von SEGURA et al. 

dargestellt.
198

 Die Abspaltung der BOC-Schutzgruppe führt zum aminofunktionalisierten 

Trisalkin 22, welches als Ersatz für das ursprünglich gewünschte Triazid 21b in der 

nachfolgenden „click“-Reaktion bereitgestellt werden konnte. 

2.10.2.4 Synthese der Polyethylenglycol-haltigen Linkerstrukturen 

Als Ausgangsstoff für die Linkerstruktur diente Tetraethylenglycol, welches in das Azid 24 

überführt wurde (siehe Abb. 35). Ursprünglich sollte dafür die Synthesestrategie nach 

BOGDAN et al. über das Monochlorid 23c Anwendung finden.
203

 Jedoch erwies sich schon der 

erste Syntheseschritt, die Monochlorierung von Tetraethylenglycol mit Thionylchlorid, als 

ungeeignet. Es kam zur Polymerisierung der Tetraethylenglycolketten und die in der Literatur 

angegebene Ausbeute von 31 % wurde nicht erreicht. 

Als Alternative fand die Monomesylierung bzw. Monotosylierung von Tetraethylenglycol 

Anwendung. Dabei wurden verschiedene Ansatzverhältnisse von Tosylchlorid zu Tetra-

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

mit 0,7 Äquivalenten Tosylchlorid auf 1 Äquivalent Tetraethylenglycol und DMAP als 

Hilfsbase (siehe Tab. 8). 

Für die anschließende Substitutionsreaktion wurde das Mesylat 23b bzw. Tosylat 23a mit 

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

das Azid 24 in guten Ausbeuten. 

Im weiteren Syntheseverlauf sollte die Carbonsäure 25b über eine Ethersynthese zwischen 

dem Azidoalkohol 24 und α-Bromessigsäure dargestellt werden. Dafür wurde zunächst in 

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

schrift von BOGDAN et al. gearbeitet.
203

 Da diese Reaktion entgegen den Literaturangaben 

lediglich mit 10 % Ausbeute einher-

ging, wurden andere Verfahren zur 

Ethersynthese angewendet. Für diesen 

Zweck musste die Carbonsäurefunk-

tion geschützt werden, wobei der säu-

relabile tert.-Butylester zum Einsatz 

kam. 

Die Ethersynthese zur Darstellung der 

Verbindung 25a, unter Verwendung 

von Natriumhydrid als Base für die 

Alkoholatbildung (Reaktionsbedin-

Tab. 8: Übersicht über die Ausbeuten verschiedener Wege zur 

Darstellung von Monotosylaten und Monomesylaten aus Tetra-

ethylenglycol. Die angegebenen Aquivalente beziehen sich auf 

1 Äquivalent Tetraethylenglycol. 

OH-Aktivierungsagenz 

(Äquivalente) 

Hilfsbase 

(Äquivalente) 
Ausbeute [%] 

Tosylchlorid (0,7) DMAP (0,7) 46 

Tosylchlorid (0,7) Pyridin (0,7) 35 

Tosylchlorid (0,8) TEA (0,8) 21 

Tosylchlorid (0,7) TEA (0,7) 39 

Tosylchlorid (0,6) TEA (0,6) 30 

Mesylchlorid (0,7) DMAP (0,7) 32 
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Abb. 35: Synthese der beiden Linkerstrukturen 25b und 26 ausgehend von Tetraethylenglycol. Die Reaktionsbedingungen 

1-6 sind in Tab. 9 erläutert. 
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gungen 1-3, Tab. 9), erzielte, trotz Variation des Lösungsmittels, Ausbeuten unter 30 % (siehe 

Tab. 9). Auch die von SCHMIDT beschriebene Synthesevorschrift (Reaktionsbedingung 4, 

Tab. 9) zur Darstellung von Ethern mit THP-geschützten Ethylenglycolderivaten
193

 erzielte 

bei der Anwendung auf die Synthese der Verbindung 25a lediglich Ausbeuten von 35 %. Bei 

dieser Vorschrift zur Ethersynthese kam Kalium-tert.-butylat als Base für die Alkoholat-

bildung zum Einsatz. Die von SCHMIDT angegebenen Ausbeuten zwischen 49 % und 95 % 

wurden nicht erreicht. 

Die effektivsten Synthesewege der Testreihe für die Darstellung von 25a beruhen auf der 

Ethersynthese mit Silberoxid (Reaktionsbedingungen 5/6, Tab. 9). Dabei wurde nach einer 

modifizierten Vorschrift von DIF et al. gearbeitet,
333

 wobei das Eisenoxid durch Silberoxid 

ersetzt und die eingesetzten Äquivalente abgewandelt wurden. Als Additiv kam Kaliumiodid 

zum Einsatz, wobei dieses den α-Bromessigsäureester in das reaktivere α-Iod-Derivat im 

Sinne einer in-situ FINKELSTEIN-Reaktion überführt. 

Die Substanz 25a bietet mehrere Möglichkeiten für weitere synthetische Variationen (siehe 

Abb. 35). So resultiert die saure Esterspaltung in der Bildung der freien Carbonsäure 25b. 

Diese Verbindung stellt die erste Linkerstruktur dar und weist einerseits durch die 

Carboxylfunktion eine Verknüpfungsmöglichkeit mit aminofunktionalisierten Lipidankern 

und andererseits durch die Azidfunktion eine Verknüpfungsmöglichkeit mit alkinfunkti-

onalisierten Zuckerderivaten auf. Die Überführung der Azidfunktion von Verbindung 25a in 

die Aminfunktion von Verbindung 26 resultiert in einer zweiten Linkerstruktur, welche bei 

der Synthese des Cluster-Glycolipids Anwendung fand (Kap. 2.10.2.5). 

Für die Synthese der Verbindung 26 wurden zwei verschiedene Darstellungswege von 

Aminen aus Aziden getestet. Zum einen kam die Reduktion nach STAUDINGER
204

 basierend 

auf einer Vorschrift von SCHULZE zum Einsatz.
80

 Dabei wurde das Azid 26 mit Triphenyl-

Tab. 9: Synthese der Verbindung 25a durch O-Alkylierung des Tetraethylenglycolderivats 24 mit α-Bromessigsäure-tert.-

butylester unter Verwendung verschiedener Alkylierungsverfahren. Die angegebenen Äquivalente sind auf 1 Äquivalent der 

Verbindung 24 bezogen. 

Reaktions-

bedingung 

α-Bromessigsäure-

tert.-butylester 
Base Lösungsmittel Additiv Ausbeute [%] 

1 1 äq 1 äq NaH Toluol TBAI 30 

2 1 äq 1 äq NaH THF TBAI 20 

3 1 äq 1 äq NaH 
1,2-Dimet-

oxyethan 
TBAI 28 

4
[a]

 1 äq 1 äq K-tert.-butylat THF TBAI 35 

5 1 äq 1,5 äq Ag2O CHCl3 KI 62 

6 1,6 äq 1,5 äq Ag2O CHCl3 KI 80 

[a] Synthesevorschrift nach SCHMIDT.193  
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phosphin in THF bei Raumtemperatur umgesetzt, und der Reaktionsansatz nach 24 h mit 

Wasser versetzt. Dieser Syntheseweg lieferte lediglich eine Ausbeute von 36 %. Grund hierfür 

war einerseits die unvollständige chromatographische Abtrennung des Nebenprodukts 

Triphenylphosphinoxid und andererseits die Entstehung von Dimerisierungsprodukten durch 

Umacylierungsreaktionen (Ester/Amid-Umwandlung). Letzteres stellte sich als größeres 

Problem heraus. So scheint die Esterfunktion der Verbindung 26 aktiv genug zu sein, um mit 

der Aminofunktion eines zweiten Moleküls ein Amid zu bilden. Das dimerisierte Neben-

produkt (siehe Abb. 35) konnte massenspektrometrisch sowie durch 
1
H- und 

13
C-NMR-

Untersuchungen nachgewiesen werden. 

Es galt somit eine Reaktion zu finden, welche das gewünschte Amin 26 in kurzer 

Reaktionsdauer liefert. Eine Hydrierung bei 20 bar Wasserstoffatmosphäre am Palladium/ 

Kohle-Katalysator erwies sich dabei als günstig. Hier konnte das gewünschte Produkt 26 bei 

einer Reaktionsdauer von einer Stunde in einer Ausbeute von 65 % erhalten werden. Die 

gewählten Reaktionsbedingungen für die Hydrierung sind das Resultat eines intensiven 

Optimierungsprozesses, welcher im Rahmen der Synthese Anwendung fand, jedoch nicht 

näher erläutert werden soll. 

2.10.2.5 Synthese der Glycolipide 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Glycolipide (XVI und XVII, siehe Abb. 36 und 

Abb. 37) synthetisiert. Das Aglycon besitzt als lipophile Grundstruktur das Malonamidgerüst 

der 1. Generation, welches mit einer hydrophilen, aus 4 Ethylenglycoleinheiten bestehenden 

Linkerstruktur verbunden ist. Die Galactosestruktur ist über einen Triazolring an den Linker 

gekoppelt. Die beiden Glycolipide unterscheiden sich sowohl im Linkeraufbau, als auch in 

der Anzahl der Zuckermoleküle. So weist das Lipid XVI nur 1 Galactosemolekül im 
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Kopfgruppenbereich auf (siehe Abb. 36). Im Lipid XVII sind dagegen 3 Galactosereste 

eingebaut, welche in einer symmetrischen Cluster-Struktur angeordnet sind (siehe Abb. 37). 

Die Synthese basiert auf einem modularen Aufbau der Lipide. Ausgangsstoff ist das 

aminofunktionalisierte Lipid 27, welches analog der Verbindung 16a (siehe Kap. 2.10.1 

Abb. 30) unter Verwendung des Oleylmalonsäurediethylesters anstatt des Hexadecylmalon-

säurediethylesters synthetisiert wurde. Durch Amidkupplung mit der Linkerstruktur 25b 

konnte die Verbindung 28 als Vorstufe für die Kupplung mit dem Propargylalkohol-

modifizierten Galactosederivat 18 synthetisiert werden. Die Kupplung des Zuckerbausteins 

fand über die Kupfer-(I)-acetat-vermittelte „click“-Reaktion
205,206

 zwischen Azid und Alkin 

statt. Der Mechanismus dieser schnellen und unter moderaten Reaktionsbedingungen 

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

H
N O

HN

O

NH2

OO O
Py / CHCl3 /

H
N O

HN

O

N
H

O

OH

O

H
N O

HN

O

N
H

O

N
H

O

O

O

O

H
N O

HN

O

N
H

O

N
H

O

O

O

N
H

O

O

O

H
N O

HN

O

N
H

O

N
H

O

O

O

N
H

O

O

O
N

NN

N
N

N

N

N N

O

O

O

O

O
O

RO

OR

RO

RO
OR

RO
RO

OR

OR

OR
OR

RO

4

43

34

43

3

4

CuAc / DMF / Ultraschall

27 30

31

Lipid XVII: R = H

4

43

3

4

32

4

43

3

26 / PyBOP
®

 / TEA / CH2Cl2

1. TFA / CH2Cl2

2. 22 / PyBOP
®

 / TEA / CH2Cl2

4

4

43

3

KMeO / MeOH

33: R = Ac

Abb. 37: Darstellung des Glycolipids XVII. 



Synthetisch-präparative Arbeiten 

53 

von HUISGEN aufgeklärt.
207

 Die Verwendung von Kupfer-(I)-Salzen als Katalysator 

ermöglicht die regioselektive Darstellung der 1,4-substituierten Triazole.
208,209

 Die 

Kupfer-(I)-Salze können dabei entweder direkt dem Reaktionsansatz beigefügt werden
153,210

 

oder in-situ aus Kupfer-(II)-Salzen und Ascorbinsäure durch Reduktion erzeugt werden.
208,211

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Kupfer-(I)-acetat als Katalysator einer Ultraschall-

unterstützten „click“-Reaktion verwendet.
153

 Unter diesen Bedingungen war die Reaktion 

nach einer Stunde abgeschlossen. Das Produkt 29 konnte mit einer Ausbeute von 54 % nach 

säulenchromatographischer Aufreinigung erhalten werden. Die anschließende Abspaltung der 

Acetatschutzgruppen der Galactoseeinheit verlief unter sehr milden Bedingungen und unter 

Verwendung von katalytischen Mengen Kaliummethanolat in trockenem Methanol quantita-

tiv.
212,213

 Dabei wird die Acetatschutzgruppe durch Umesterung mit dem im großen 

Überschuss vorhandenen Methanol als Methylester abgespalten. Somit konnte das Glycolipid 

XVI ohne weitere Aufreinigung erhalten werden. 

Für die Synthese des Cluster-Glycolipids XVII wurde die Verbindung 27 durch die 

Umsetzung mit Glutarsäureanhydrid in die Carbonsäure 30 überführt. Dabei handelt es sich 

um eine klassische Reaktion für die Funktionalisierung von Phosphatidylethanolaminen um 

eine Kupplung von Erkennungsstrukturen mit Amino- oder Hydroxylfunktionen zu 

ermöglichen.
39

 Durch die anschließende Amidknüpfung zwischen Lipid 30 und der 

aminofunktionalisierten Verbindung 26 (Linkerstruktur) wurde Lipid 31 synthetisiert. 

Die Spaltung der tert.-Butylesterfunktion in Verbindung 31 im sauren Milieu lieferte die freie 

Carboxylfunktion für die Amidkupplung mit dem TRIS-Derivat 22. Die dadurch erhaltene 

Lipidstruktur 32 besitzt drei homologe, endständige Alkinfunktionen, welche für die „click“-

Reaktion mit dem Acetat-geschützten Azidoethylgalactopyranosid 19 zur Reaktion gebracht 

werden können. 

Unter Anpassung der stöchiometrischen Verhältnisse erfolgte die „click“-Reaktion unter den 

gleichen Bedingungen, wie sie für die Synthese der Verbindung 29 beschrieben sind. Die 

Verbindung 33 wurde dabei lediglich in einer Ausbeute von 18 % erhalten. Nach der 

chromatographischen Aufreinigung der Verbindung 33 wurden die Acetatschutzgruppen der 

Galactoseeinheiten unter sehr milden Bedingungen mit katalytischen Mengen Kalium-

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

Zusammenfassend ist es gelungen zwei Glycolipide als funktionalisierte Lipide für die 

Zelltargetierung zu synthetisieren. Für zukünftige Arbeiten auf dem Gebiet gilt es jedoch die 

„click“-Reaktion durch eine effektivere Methode zu ersetzen und somit die Ausbeute zu 

steigern, welche vor allem bei der Cluster-Struktur niedrig ausfiel. 
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Dennoch ist die hier entwickelte Linkerstruktur eine geeignete Verbindung für eine Vielzahl 

von Derivatisierungen. An dieser Stelle soll auf die Verbindung 31 hingewiesen werden. 

Durch Spaltung des Esters wird die Carbonsäurefunktion freigesetzt. Somit stehen vielfältige 

Variationsmöglichkeiten für die Funktionalisierung der Lipide zur Verfügung. Eine einfache 

Kupplung über eine Amidbindung ermöglicht die Anknüpfung einer Vielzahl von 

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

3.1 Vorbemerkung 

Wie in der Einleitung bereits ausgeführt wurde, ist es für die Lipofektion von Bedeutung, 

Korrelationen zwischen Transfektionseffizienz und physiko-chemischen Eigenschaften 

sowohl der Lipide als auch der Lipoplexe zu ermitteln. Gelingt dies, könnte das in der 

Neuentwicklung von Cytofektinen aufwendige und kostenintensive in-vitro Screening von 

kationischen Lipidformulierungen an Zellkulturen reduziert werden. Das Verständnis der 

Komplexbildung zwischen DNA und Cytofektin ist hierfür ein wichtiger Schritt. 

Im Rahmen der Arbeit wurde diese Thematik mit berücksichtigt. Um auch Daten für 

zukünftige Korrelationsversuche zur Verfügung zu stellen wurden die synthetisierten 

Cytofektine hinsichtlich der Phasenübergänge in wässrigen Dispersionen untersucht. 

Ausführlichere Analysen über die DNA-Komplexierung durch das Lipid TO-VI unter 

Anwendung einer Vielzahl von physiko-chemischen Methoden folgten. 

3.2 Methoden 

Im folgenden Abschnitt werden die Grundlagen der Messmethoden kurz dargestellt, welche 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit für die Charakterisierung des Aggregationsverhaltens der 

Lipide in wässrigen Dispersionen sowie der Lipoplexbildung Anwendung fanden. 

3.2.1 Differential Scanning Calorimetry (DSC) 

Die DSC ist eine Methode zur quantitativen kalorimetrischen Untersuchung von temperatur-

induzierten Zustandsänderungen und hat einen hohen Stellenwert in der Lipidanalytik 

eingenommen, da sie die Untersuchung von Phasenumwandlungen ermöglicht.
35,214,215

 Als 

Messprinzip werden die Unterschiede im Wärmestrom (Φ = dQ/dt) der Probe zur Referenz in 

Abhängigkeit von der Temperatur gemessen, wobei sowohl die Probe als auch die Referenz 

einer kontinuierlichen Heiz- oder Kühlrate unterzogen werden. Demzufolge wird der Wärme-

stromunterschied als Funktion der Temperatur aufgezeichnet. Als Ergebnis erfolgt in der 

Regel die Angabe der molaren Wärmekapazität bei konstantem Druck (Cp) als Funktion der 

Temperatur. Für einen Einblick in die genauere Funktionsweise soll hier auf die Fachliteratur 

verwiesen werden.
216

 

Die Verwendung hochempfindlicher Mikrokalorimeter, wie das von VALERIAN PLOTNIKOV 

entwickelte Gerät,
217

 dessen Messprinzip mit der VP-DSC von Microcal auch im Rahmen 

dieser Arbeit Anwendung fand, ermöglicht die Vermessung mit geringen Probenmengen. 
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Im Folgenden sollen wichtige Parameter, welche aus dem Thermogramm abgeleitet werden 

können, kurz erläutert werden (Abb. 38): Unter Annahme eines Phasenübergangs 1. Ordnung 

lässt sich die Übergangsenthalpie ∆H bei konstantem Druck durch das Integral über Cp 

berechnen: 

∆H = ∫ Cp(T)dT
T2

T1
  (Gl. 2). 

Eine weitere wichtige Kenngröße ist die Übergangstemperatur (Tm), welche über das 

Peakmaximum des Phasenübergangs ermittelt wird. Zusätzlich werden die Peakhalbwerts-

breite (T0,5), welche ein Maß für die Kooperativität des Übergangs darstellt, sowie die durch 

Tangentenkonstruktion ermittelte extrapolierte Anfangstemperatur (Ton) und extrapolierte 

Endtemperatur (Toff) für die Charakterisierung von Phasenübergängen verwendet. 

3.2.2 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 

Die ITC ist eine kalorimetrische Methode um Prozesswärmen in einem isothermen 

Titrationsprozess zu ermitteln. Das Messprinzip ähnelt dem der DSC, wobei Proben- und 

Referenzzelle getrennt temperiert werden. Während des Titrationsprozesses wird die 

Heizleistungsdifferenz zwischen beiden Zellen gemessen, wobei die Zellen bei einer 

konstanten Temperatur gehalten werden.
218

 Die ITC findet breite Anwendung bei der 

Untersuchung von Makromolekül/Ligand-Wechselwirkungen, wie z.B. Wechselwirkungen 

von Peptiden oder Proteinen mit Liganden.
219-222

 Auch Interaktionen von Molekülen mit 

Lipidmembranen sind potenzielle Anwendungsgebiete dieser Methode. So sind Unter-

suchungen von Wechselwirkungen zwischen Lipidmembranen mit kationischen oder anti-
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Abb. 38: Beispiel eines Wärmekapazitäts/Temperatur-Profils als Ergebnis eines DSC-Experiments (DMPE 1 mg ml-1 in 
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mikrobiellen Peptiden beschrieben.
223-226

 Auch Untersuchungen zu DNA/Cytofektin-Inter-

aktionen sind bekannt
76,77,227-234

 und wurden auch im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. 

Die Anwendung der ITC ist jedoch auf Kurzzeitprozesse beschränkt (Zeitskala von Sekunden 

bis wenige Minuten). Langzeitprozesse (Zeitskala von mehreren Minuten bis Stunden) sind 

aufgrund des Instrumentendrifts nicht erfassbar.
77

 Da der Komplexbildungsprozess in einem 

Zeitraum von wenigen Minuten abgeschlossen ist,
77,235,236

 eignet sich diese Methode für die 

Untersuchung der Lipoplexbildung. 

Die ITC ermöglicht neben der Bestimmung des Äquivalenzpunkts der Komplexbildung eine 

direkte Ermittlung der Prozessenthalpie (∆H) durch Integration der bei der Titration 

auftretenden Änderung des Wärmestroms (Φ).
237

 Des Weiteren ist die Bindungskonstante K 

durch Anwendung eines geeigneten Bindungsmodells aus der Titrationskurve bestimmbar.
220

 

Dies ermöglicht eine ausführliche thermodynamische Beschreibung des Titrationsprozesses, 

da sowohl die GIBBS-Energie (∆G) als auch die Entropie (∆S) durch folgende Gleichungen 

zugänglich sind:
218

 

∆G = −RTlnK  (Gl. 3), 

∆G = ∆H − T∆S  (Gl. 4). 

3.2.3 Dynamische Lichtstreuung (DLS) 

Die dynamische Lichtstreuung, auch als quasielastische Lichtstreuung bezeichnet,
52

 ist ein 

Verfahren zur Ermittlung von Partikelgrößen. Daneben erlaubt sie aufgrund der kurzen 

Registrierzeit die Bestimmung von Translations-, Rotations- und intramolekularen Molekül-

bewegungen.
52

 In Bezug auf die Zeitskala der Messmethode unterscheidet man folgende zwei 

Techniken: Photonen-Korrelationsspektroskopie (PCS) – Prozesse > 10
-6

 s – und elektro-

optische Filtermethoden – Prozesse < 10
-6

 s.
52

 

Im Rahmen dieser Arbeit kam die PCS Methode zum Einsatz, eine Methode, bei der die 

Anzahl der von Partikeln gestreuten Photonen pro Zeiteinheit in einem bestimmten 

Streuwinkel (θ) gemessen wird. Die dabei detektierte zeitliche Intensitätsfluktuation wird in 

die Intensitätskorrelationsfunktion (C(τ), Gl. 5) umgerechnet. Dabei wird die Photonen-

intensität des Streulichts zu einer bestimmten Zeit (ti) für y aufeinander folgende Streulicht-

signale mit der Photonenintensität zu einer späteren Zeit (ti + τ) multipliziert:
52,238

 

C(τ) =
1

y
∑ Is(ti)

y

i=1 ∙ Is(ti + τ) = [1 + γ[g(1)(τ)]2]  (Gl. 5). 

Dabei ist γ die Gerätekonstante (Kohärenzfaktor) und g
(1)

(τ) die normalisierte Zeit-Autokor-

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

der Partikel und der Länge des Streuvektors q (q = (4π/λ)sin(θ/2)) bestimmt:
238
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g(1)(τ) = exp(-q2Dτ)  (Gl. 6). 

Somit ist der Molekülradius (r) über die STOKE-EINSTEIN-Gleichung (Gl. 7) zugänglich: 

D =
kBT

6πηr
   (Gl. 7). 

Die DLS ist eine Technik zur Ermittlung des hydrodynamischen Durchmessers/Radius.
52,238, 

239
 Des Weiteren muss beachtet werden, dass die Theorie von sphärischen Partikeln in 

verdünnten Systemen ausgeht – ein Idealzustand, welcher üblicherweise nicht vor-

herrscht.
238,239

  

3.2.4 Zetapotential (ζ-Potential) 

Die ζ-Potentialbestimmung ermöglicht es Aussagen über die Partikelladung zu treffen. Das 

ζ-Potential ist dabei das unter Einwirken eines elektrischen Feldes messbare Potential in der 

hydrodynamischen Gleitebene (Scherebene - S).
240-242

 Als Messprinzip dient die elektro-

phoretische Mobilität (µe = ν/E) der Partikel, wobei die Partikelgeschwindigkeit (v) mit einem 

Laserlichtstreuverfahren bestimmt wird. Ist der Teilchenradius sehr viel größer als die 

elektrische Doppelschicht, gilt die SMOLUCHOWSKI-Gleichung (Gl. 8) als Näherung zur 

Bestimmung des ζ-Potentials in einem definierten elektrischen Feld der Feldstärke E:
242

 

ζ =
ην

εE
=

ημ
e

ε
  (Gl. 8). 

Das ζ-Potential spiegelt jedoch nicht die direkte Ladung an der Partikeloberfläche (NERNST-

Potential Ψ0) wieder, was in Abb. 39a, eine Abbildung nach MÜLLER,
241

 verdeutlicht wird. 

Darin ist die Abhängigkeit des Potentials (Ψ) an der Oberfläche eines Partikels in einer 

Elektrolytlösung als Funktion des Abstands von der Partikeloberfläche dargestellt. So wird 

bei der Bewegung des Partikels im elektrischen Feld ein Teil der nicht-fixierten diffusen 

Ionenhülle (GOUY-CHAPMAN-Schicht) abgeschert. Hier liegt die Scherebene (S), deren 

Potentialdifferenz zum Lösungsmittel (elektrisch neutral) dem ζ-Potential entspricht. Es ist 

jedoch nicht möglich die an der Partikeloberfläche fest fixierte Ionenhülle (STERN-Schicht) 

abzuscheren. Demzufolge ist mit diesem Versuchsaufbau die tatsächliche Oberflächenladung 

(Ψ0) nicht zugänglich. 

Des Weiteren gilt es zu beachten, dass die Ionenhülle eines Partikels und somit auch Ψ und ζ 

von der Art und Konzentration des Elektrolyts im Dispersionsmittel abhängt. Dies wird in 

Abb. 39b verdeutlicht. Hier sind exemplarisch drei verschiedene Potentialverläufe an einer 

Partikeloberfläche ausgehend von dem gleichen Ψ0 dargestellt. In allen drei Fällen werden 

verschiedene ζ-Potentiale ermittelt. So ist die Potentialdifferenz in der Scherebene (S) einmal 

positiv (rote Kurve), einmal negativ (blaue Kurve) und einmal nahezu Null (grüne Kurve). 
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Dies gilt es beim Vergleich von verschiedenen ζ-Potentialen zu beachten. So wurde im 

Rahmen dieser Arbeit für alle ζ-Potentialmessungen in HEPES-Puffer (pH 7,3) mit einer 

geringen Ionenstärke (20 mM) gemessen. Dies ermöglicht die Vergleichbarkeit der Messungen 

untereinander. Die geringe Ionenstärke verhindert ebenfalls einen zu starken Abfall von Ψ als 

Funktion vom Partikeloberflächenabstand, wobei die ermittelten Werte Rückschlüsse auf die 

tatsächliche Partikelladung zulassen (jedoch nicht auf den genauen Betrag).
241

 Weiterhin 

weist HEPES lediglich eine schwache Wirkung als Peptisator auf, wogegen z.B. 

Phosphationen durch Absorptionseffekte an der Oberfläche positiv geladener Partikel ein 

negatives ΨS induzieren können.
241

 

3.2.5 RÖNTGEN-Untersuchungen – Streuung an teilgeordneten Strukturen 

RÖNTGEN-Beugungsexperimente sind ein wichtiges Werkzeug zur Strukturaufklärung. So 

liefern Reflexe aus RÖNTGEN-Diffraktionsexperimenten wertvolle Strukturinfomationen von 

Lipidaggregaten. Die Positionen der RÖNTGEN-Reflexe im Diffraktogramm werden durch die 

BRAGG-Gleichung (Gl. 9) beschrieben:
52

 

nλ = 2dsinθr  (Gl. 9), 

wobei λ die Wellenlänge, d den Netzebenenabstand, θr den BRAGG-Winkel und n ganze 

Zahlen darstellen. 

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

werden die Beugungsreflexe im Kleinwinkelbereich (2θr ≈ 0,5-5 °, abhängig von λ)
243

 

Abb. 39: a) Schematische Darstellung der Ionenverteilung in Abhängigkeit von der Entfernung zur Oberfläche eines Partikels 

in einem elektrolythaltigen Dispersionsmittel mit einwertigen Kationen und Anionen. Die STERN-Schicht wird in die innere 

HELMHOLTZ-Schicht (dehydratisierte fixierte Anionen) und die äußere HELMHOLTZ-Schicht (hydratisierte fixierte Kationen) 

unterteilt. Die rote Kurve stellt den Potentialverlauf als Funktion des Abstands von der Partikeloberfläche dar. Es sind 

verschiedene charakteristische Potentiale gekennzeichnet: Ψo – NERNST-Potential = Potential an der Partikeloberfläche, Ψi –

 Potential an der inneren HELMHOLTZ-Schicht, Ψa – Potential an der äußeren HELMHOLTZ-Schicht, welches gleichzusetzen ist 

mit ΨS – Potential am Ende der STERN-Schicht, ζ – Potential an der Scherebene (S). b) Beispiel für drei mögliche 

Potentialverläufe (unterschiedliches ζ-Potential) ausgehend vom gleichen Oberflächenpotential Ψo des Partikels in 

verschiedenen Dispersionsmedien. Für nähere Erläuterungen siehe Text. 

a) b) 
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detektiert, wobei Aussagen über die Periodizität der Lipidaggregate getroffen werden können 

(Wiederholabstände). So lässt sich beispielsweise über das Reflexmuster die Art der lyotropen 

flüssigkristallinen Phase bestimmen (siehe Tab. 10). Eine weitere wichtige Methode für die 

Strukturaufklärung von Lipidaggregaten ist die WAXS-Technik. Bei dieser Methode werden 

die Beugungsreflexe im Weitwinkelbereich (2θr > 5 °, abhängig von λ)
243

 betrachtet. Die 

Reflexe im Weitwinkelbereich geben Auskunft über die zweidimensionale laterale 

Anordnung der Alkylketten in den Lipidaggregaten.
52,243

 

3.3 Untersuchungen des Aggregationsverhaltens von wässrigen 

Dispersionen der Malonsäurediamide der 2. Generation 

3.3.1 DSC-Untersuchungen der Lipide mit den Alkylkettenkombinationen 

OO, TO, HO, TT und HT 

Mit Hilfe der DSC sollte der Alkylketten- und Kopfgruppeneinfluss auf die Phasenübergangs-

temperatur der Lipidaggregate in wässrigen Systemen untersucht werden. Dafür wurden 

Thermogramme in einem Temperaturbereich von 2-95 °C bei verschiedenen pH-Werten 

aufgenommen. 

Um eine weitgehende Deprotonierung der Aminogruppen der Lipide zu gewährleisten, wurde 

ein pH-Wert von 10 (Carbonatpuffer) gewählt. Höhere pH-Werte wurden aus Stabilitäts-

gründen vermieden. Bei pH 10 bildeten die Lipide trübe Dispersionen (c = 1 mg ml
-1

), wobei 

TEM-Untersuchungen auf die Ausbildung multilamellarer Lipidschichten oder ähnlicher 

Aggregate hinweisen (siehe Anhang Abb. S-19 bis Abb. S-22). Zwei Kopfgruppentypen 

bildeten eine Ausnahme: Lipide vom Kopfgruppentyp-VI bildeten klare Dispersionen, Lipide 

vom Kopfgruppentyp-VIII bildeten klare Dispersionen wobei sich Zeit- und Temperatur-

abhängig ein Präzipitat bildete. 

Die DSC-Kurven von Dispersionen der Lipide vom Alkylkettentyp-TT, -HT, -TO und -HO 

in Carbonatpuffer pH 10 im Temperaturbereich von 2-95 °C sind in Abb. 40, nach 

Tab. 10: Beispiele für lyotrope flüssigkristalline Phasen, deren Abkürzungen sowie die dazugehörigen Reflexpositionen 

und Verhältnisse im RÖNTGEN-Diffraktogramm nach WINTER:52, 53 s gibt den reziproken Netzebenenabstand und d den 

Netzebenenabstand an; a ist die kubische Gitterkonstante; h, k und l sind die MILLER-Indizes.52,53 

Struktur Abkürzung Reflexposition Verhältnisse der Reflexpositionen 

lamellar L 𝑠ℎ =
ℎ

𝑑
 1, 2, 3, 4, 5,… 

hexagonal HI 𝑠ℎ𝑘 =
2

√3𝑎
√ℎ2 + 𝑘2 + ℎ𝑘 1, 3

1/2
, 4

1/2
, 7

1/2
, 9

1/2
, 12

1/2
, 13

1/2
,… 

primitiv-kubisch QI
P
 𝑠ℎ𝑘𝑙 =

1

𝑎
√ℎ2 + 𝑘2 + 𝑙2 1, 2

1/2
, 3

1/2
, 4

1/2
, 5

1/2
, 6

1/2
, 8

1/2
, 9

1/2
,… 
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Kopfgruppen und Alkylketten geordnet, dargestellt. Zunächst fällt auf, dass die Umwand-

lungen der Lipide mit Oleylketten deutlich breiter sind als die der homologen gesättigten 

Lipide. Diese geringere Kooperativität der Umwandlungen kommt durch das für die Synthese 

verwendete Oleylamin (tech.) zustande. Dadurch enthalten diese Lipide neben der 

deklarierten Alkylkettenkombination-TO oder -HO andere Alkylkettenmuster als Verun-

reinigung (siehe Kap. 2.5.1.1). Streng genommen handelt es sich bei diesen Lipiden nicht um 

definierte Substanzen, sondern um Substanzgemische, womit die geringere Kooperativität der 

Umwandlung erklärt werden kann.
180

 

Die Peakmaxima (Tm) und Umwandlungsenthalpien (∆H) der in Abb. 40 dargestellten DSC-

Kurven sind in Tab. 11 zusammengefasst. Weitere Umwandlungen niedrigerer Intensität, 

welche unterhalb der Tm-Werte liegen, wurden mit Tp bezeichnet. 

Als erstes sollen die Tm-Werte für die Lipide vom Ethylendiamin-Typ verglichen werden. Für 

die kleinste Kopfgruppe (Typ-X) steigt die Umwandlungstemperatur von TT-X (Tm = 

92,9 °C) nach HT-X (Tm > 95 °C) aufgrund der Verlängerung der Alkylkette um zwei 

Methyleneinheiten an. Im Gegensatz dazu senkt der Austausch der Amid-gebundenen 

Tetradecylkette in TT-X und HT-X gegen eine Oleylkette die Umwandlungstemperatur auf 

annährend vergleichbare Werte (Tm(TO-X) = 82,5 °C; Tm(HO-X) = 82,6 °C). Der gleiche 
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Abb. 40: DSC-Kurven der wässrigen Dispersionen der Lipide vom Alkylkettentyp-TT, -HT, -TO und -HO bei pH 10 (c = 

1 mg ml-1 in Carbonatpuffer). Linkes Diagramm: Lipide vom Ethylendiamin-Typ. Rechtes Diagramm: Lipide vom 

Tris(2-aminoethyl)amin-Typ. Die Kurven wurden aus Übersichtsgründen vertikal verschoben. Die Heizrate betrug 60 K h-1, 

mit Ausnahme der Lipide vom Kopfgruppentyp-VIII, bei denen die Heizrate 20 K h-1 betrug. 
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Effekt der Alkylkettenvariation auf das thermotrope Verhalten ist für den um zwei Lysine 

vergrößerten Kopfgruppentyp-XII zu beobachten. Es gilt die Reihenfolge: Tm(HT-XII) > 

Tm(TT-XII) > Tm(TO-XII) ≈ Tm(HO-XII). Für den um nur ein Lysin erweiterten 

Kopfgruppentyp-XIV gilt die Sequenz mit einer Abweichung: Tm(HT-XIV) > Tm(TT-XIV) > 

Tm(TO-XIV) > Tm(HO-XIV). Hier liegen die Tm-Werte für TO-XIV und HO-XIV nicht auf 

dem gleichen Niveau. 

Tab. 11: Die Hauptumwandlungs- (Tm) und Vorumwandlungstemperaturen (Tp) sowie die dazugehörigen Enthalpien (∆H) 

für die DSC-Messungen der Lipide der TT-, HT-, TO- und HO-Reihe in Carbonatpuffer (pH 10, c = 1 mg ml-1) im 

Temperaturbereich von 2-95 °C unter Verwendung einer Heizrate von 60 K h-1. 

Lipid Typ Anzahl der Lysine 
Anzahl primärer 

Aminogruppen 

Tp [°C] 

(∆H [kJ mol
-1

]) 

Tm [°C] 

(∆H [kJ mol
-1

]) 

TT-X 
E

th
y

le
n
d

ia
m

in
-T

y
p
 

1 2 35,1 (1,7) 92,9 (20,0) 

TT-XIV 2 3 - 84,2 (47,9) 

TT-XII 3 4 69,4 (2,8) 83,4 (42,4) 

HT-X 1 2 69,9 (0,6) [a] 

HT-XIV 2 3 - 91,4 (41,3) 

HT-XII 3 4 - 86,9 (43,7) 

TO-X 1 2 - 82,5 (24,2) 

TO-XIV 2 3 - 70,0 (51,7) 

TO-XII 3 4 - 72,7 (29,8) 

HO-X 1 2 - 82,6 (16,3) 

HO-XIV 2 3 - 66,2 (34,6) 

HO-XII 3 4 - 73,2 (40,8) 

TT-IV 

T
ri

s(
2

-a
m

in
o
et

h
y
l)

am
in

-T
y
p
 

1 3 - 77,6 (52,9) 

TT-VIII 3 5 - 57,4 (59,1)
[b]

 

TT-VI 4 6 - - 

HT-IV 1 3 - 74,1 (44,1) 

HT-VIII 3 5 - 27,6 (9,2)
[b]

 

HT-VI 4 6 - - 

TO-IV 1 3 - 50,0 (11,8) 

TO-VIII 3 5 [c] [c] 

TO-VI 4 6 - - 

HO-IV 1 3 - 67,9 (33,2) 

HO-VIII 3 5 [c] [c] 

HO-VI 4 6 - - 

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

[b]  Die Heizrate betrug 20 K h-1. 

[c]  Die DSC-Daten waren aufgrund nicht-reproduzierbarer DSC-Kurven nicht ermittelbar. 
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Vergleicht man die Phasenübergänge der Lipide mit unterschiedlichen Kopfgruppen bei 

gleichbleibender Alkylkettenkombination (HT, TT, HO, TO), so ist ersichtlich, dass durch 

die Kopfgruppenvergrößerung um einen Lysinbaustein (X→XIV) der Tm-Wert um ungefähr 

10 K gesenkt wird. Bei Einführung eines weiteren Lysinbausteins (XIV→XII) bleibt der 

Tm-Wert annährend konstant (Ausnahme: Alkylkettenkombination-HO). 

Die Auswertung der Alkylketten- und Kopfgruppen-bedingten Änderungen des thermotropen 

Verhaltens der Lipide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ in wässriger Dispersion bei pH 10 

zeigt eindeutige Abweichungen zu den Lipiden des Ethylendiamin-Typs. Betrachtet man die 

Abhängigkeit der Tm-Werte der Lipide vom Kopfgruppentyp-IV und -VIII von der 

Alkylkettenvariation, so zeigt sich, dass ausgehend von den TT-Lipiden ein Alkylkettenaus-

tausch durch Hexadecyl- und/oder Oleylketten die Temperatur der Hauptumwandlung senkt. 

Es gilt: Tm(TT-IV) > Tm(HT-IV) > Tm(HO-IV) > Tm(TO-IV) und Tm(TT-VIII) > 

Tm(HT-VIII). Die Kopfgruppenabhängigkeit der Lage des Phasenübergangs ist mit den 

Lipiden vom Ethylendiamin-Typ vergleichbar. So senkt die Einführung von zwei Lysinen die 

Phasenübergangstemperatur: Tm(TT-IV) > Tm(TT-VIII) und Tm(HT-IV) > Tm(HT-VIII). 

Die Lipide TT-VIII und HT-VIII zeigten nur reproduzierbare DSC-Kurven bei einer 

Heizrate von 20 K h
-1

. Bei einer Heizrate von 60 K h
-1

 wurde ein nicht-reproduzierbarer 

langsamer Abfall der Wärmekapazität Cp über einen weiten Temperaturbereich, gefolgt von 

einem sprunghaften Anstieg von Cp, beobachtet (siehe Anhang Abb. S-1 und Abb. S-2). Die 

Lipide TO-VIII und HO-VIII zeigten keine reproduzierbaren DSC-Kurven (siehe Anhang 

Abb. S-3 und Abb. S-4). Eine experimentell untermauerte Erklärung für diese Beobachtung ist 

noch nicht vorhanden, jedoch scheint das Dispersionssystem nicht im Gleichgewicht zu 

stehen. Vermutlich werden unter den experimentellen Bedingungen metastabile Zustände 

gebildet, deren Umwandlung die beobachteten nicht-reproduzierbaren Cp-Änderungen 

verursacht. Ein Indiz für diese These sind Temperatur- und Zeit-abhängige DLS-Messungen, 

welche starke Präzipitationsvorgänge ausgehend von klaren Lipiddispersionen zeigten (Daten 

nicht gezeigt). 

Die Lipide mit dem Kopfgruppentyp-VI zeigten in DSC-Untersuchungen bei pH 10 keinen 

Phasenübergang im Temperaturbereich von 2-95 °C. Es ist lediglich eine sehr breite 

Umwandlung im Bereich von 15-80 °C zu erkennen, deren Ursache nicht geklärt ist. DLS-

Untersuchungen zeigten, dass diese Lipide unter den gegebenen Bedingungen sehr kleine 

Aggregate (Mizellen) bilden. Auf die Besonderheit dieser Lipide wird im Folgenden noch 

detailliert eingegangen (siehe Kap. 3.4.1). 
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Zusammenfassend sind bei den Malonamiden der 2. Generation folgende Strukturab-

hängigkeiten auf die Phasenübergangstemperatur bei pH 10 ermittelt worden: 

1) Ausgehend von den Lipiden mit zwei Tetradecylketten (TT) wurde durch das Einführen 

von zwei zusätzlichen Methyleneinheiten in die Malonsäure-gebundene Alkylkette 

(TT→HT) die Phasenübergangstemperatur im Falle der Malonamide vom Ethylendiamin-

Typ erhöht und im Falle der Malonamide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ gesenkt. 

Während die 1. Beobachtung (Tm↑) im Vergleich zu äquivalenten Alkylkettenvariationen bei 

Phospholipiden erwartet wurde,
244

 lässt sich die 2. Beobachtung (Tm↓) für den Austausch 

einer Tetradecylkette gegen eine Hexadecylkette schwerer erklären. Vermutlich sind 

Kopfgruppen-abhängige Veränderungen in der Molekülkonformation und eine damit 

einhergehende Veränderungen in den Packungseigenschaften der Lipide dafür verantwortlich. 

Es sind jedoch weitere physiko-chemische Untersuchungen, wie z.B. RÖNTGEN-Beugungs-

untersuchungen, nötig um diese Vermutung zu unterstützen. 

2) Der Austausch der Lysin-gebundenen Tetradecylkette gegen eine Oleylkette (TT→TO und 

HT→HO) senkt die Phasenübergangstemperatur sowohl bei den Lipiden vom 

Ethylendiamin-Typ als auch vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ. Diese Beobachtung stimmt 

mit analogen Alkylketteneffekten bei Phospholipiden überein: cis-Doppelbindungen 

reduzieren die effektive Kettenlänge und stören die Kettenanordnung in den Lipidaggregaten, 

was letztlich in einer Erniedrigung der Phasenübergangstemperatur resultiert.
244

  

3) Des Weiteren wurden klare Einflüsse der Kopfgruppengröße auf das thermotrope 

Verhalten der Lipide in wässriger Dispersion ermittelt. So resultiert die Einführung von ein 

oder zwei Lysinmolekülen bei gleichbleibendem Alkylierungsmuster in einer Verschiebung 

der Tm-Werte zu niedrigeren Temperaturen. Der Kopfgruppentyp-X stellt die kleinste 

Kopfgruppe dar, wodurch eine zylinderartige Lipidform entsteht – eine Struktur, welche eine 

dichte Lipidpackung erlaubt. Die Kopfgruppenerweiterung durch Lysin führt aufgrund der 

Volumenvergrößerung des polaren Lipidteils zu einer konischen Lipidform. Daraus resultiert 

eine Senkung der Phasenübergangstemperatur aufgrund der Distorsion der Lipidpackung. Des 

Weiteren kann eine Erhöhung der Kopfgruppenhydratation durch die zusätzlichen 

hydrophilen Lysineinheiten angenommen werden. Der Anstieg des Solvatationsgrads im 

Kopfgruppenbereich ist mit Änderungen der Eigenschaften der Lipiddoppelschicht/Solvent-

Grenzschicht verbunden und beeinflusst somit auch das Phasenübergangsverhalten.
245

 

Aus den Umwandlungstemperaturen der Lipide vom Kopfgruppentyp-X, -XII, -XIV und -IV 

lassen sich noch weitere Rückschlüsse ziehen: alle Tm-Werte liegen oberhalb von 59 °C. Unter 

Berücksichtigung der Anwesenheit von Oleyl- und Tetradecylketten liegen diese Werte in 
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sehr hohen Temperaturbereichen. Vergleicht man die Tm-Werte der Malonamide mit 

Glycerol-basierten Phospholipiden mit vergleichbaren Alkylkettenkombinationen, so weisen 

die betrachteten Malonamide deutlich höhere Werte auf (vergleiche Tab. 11 und Tab. 12). 

Zusätzlich zeigt eine in der Literatur beschriebene Klasse Aminosäure-basierter kationischer 

Lipide (Lysin als Kopfgruppe, zwei Tetradecylketten als lipophilen Molekülteil und Glutamat 

als Rückgrat) deutlich niedrigere Phasenübergänge (Tm 25,5-41 °C) als die Lipide TT-X, 

TT-XII, TT-XIV und TT-IV.
253

 Die hohen Tm-Werte der hier betrachteten Malonamide sind 

ein Indiz dafür, dass zusätzlich zu den VAN-DER-WAALS-Kräften zwischen den Alkylketten 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Lipiden im Bereich der Lipidkopfgruppen und 

des Rückgrates vorliegen.
245,254-259

 

Des Weiteren wird diese These durch die hohe Umwandlungsenthalpie der Hauptum-

wandlung der Lipide TT-XIV, TT-XII, TT-IV und TT-VIII unterstützt (42,4-59,1 kJ mol
-1

, 

siehe Tab. 11). Diese Werte übertreffen den Bereich für die Lα/Lβ-Phasenübergangsenthalpien 

der 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phospholipide und Glycolipide mit vergleichbaren Alkylketten-

längen (publizierte ∆H-Werte liegen im Bereich von ≈ 21-25 kJ mol
-1

).
248

 Des Weiteren 

wurden hohe Übergangsenthalpien auch für die Lipide HT-XIV, TO-XIV, HO-XIV, 

HT-XII, HO-XII, HT-IV und HO-IV ermittelt (siehe Tab. 11). Der Enthalpieänderung, 

welche bei Umwandlungen zwischen lamellaren Phasen auftritt, liegen folgende Prozesse 

zugrunde:
244,245

 

Tab. 12: Phasenübergangstemperaturen (Tm) und, wenn angegeben, Enthalpiewerte (∆H) ausgewählter Phospholipide mit 

Glycerol-Rückgrat in verschiedenen Dispersionsmitteln (wassergesättigtes Milieu).35,246-252 

Lipid Medium Tm [°C] (∆H [kJ mol
-1

]) 

DMPC H2O, pH 7 24,0 

DMPC H2O, pH 12 23,63 

DMPE H2O, pH 7 51,3 

DMPE H2O, pH 12 21,5 

DM-TAP Na2HPO4/NaH2PO4 (50 mM), pH 7,4 38,4 

MPPC H2O 34,0 (33,8) 

PMPC H2O 26,0 (32,6) 

MOPC H2O, Ethylenglycol -19,0 (20,1) 

OMPC H2O, Ethylenglycol -27,0 

POPC H2O, Ethylenglycol -4,6 (21,3) 

OPPC H2O, Ethylenglycol -7,9 

POPE nicht angegeben 25,0 

OPPE nicht angegeben -8,0 
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1) Konformationelle Änderungen im Bereich der Alkylketten und somit Änderungen der 

VAN-DER-WAALS-Interaktionen, sowie 

2) Wärmebeiträge durch Kopfgruppenhydratation und dem Aufbrechen von Wasserstoff-

brückenbindungen und anderer intra- sowie intermolekularer Wechselwirkungen im 

Bereich der Kopfgruppen- und/oder Lipidrückgratregion. 

Zum bisherigen Zeitpunkt liegt kein weiterer Beweis für die Annahme der dichteren Ketten-

packung mit abnehmender Kopfgröße sowie der Ausbildung von Wasserstoffbrückenbin-

dungen zwischen den Lipiden vor. Hier sind ergänzende Experimente basierend auf RÖNT-

GEN-Beugung oder Infrarotspektroskopie nötig. SAXS-Experimente geben jedoch Hinweise, 

dass es sich bei den Phasenübergängen der Lipide vom Kopfgruppentyp-X, -XII, -XIV 

und -IV um Umwandlungen zwischen verschiedenen lamellaren Phasen handelt (Lα/Lβ).
260

 

Die DSC-Heizkurven von Lipiddispersionen der Malonamide mit zwei Oleylketten 

(OO-Reihe) in Carbonatpuffer pH 10 sind in Abb. 41 dargestellt. Betrachtet man zunächst die 

Lipide vom Ethylendiamin-Typ (OO-X, OO-XIV und OO-XII), so zeigen die DSC-Kurven 

mindestens zwei breite Umwandlungen von geringer Intensität im betrachteten Temperatur-

bereich von 2-95 °C. Demgegenüber zeigen die Dispersionen der Lipide vom Tris(2-amino-

ethyl)amin-Typ entweder keine Umwandlung (OO-IV) oder sehr breite Umwandlungen von 

geringer Kooperativität (OO-VIII und OO-VI). Das thermotrope Verhalten aller Lipide der 

OO-Reihe in wässriger Dispersion bei pH 10 lässt sich wie folgt erklären: Die Abwesenheit 

von detektierbaren Phasenumwandlungen in den DSC-Kurven kann auf das Vorhandensein 

von zwei ungesättigten Alkylketten zurückgeführt werden, welche die Phasenübergangs-

temperatur stark senken, so dass diese unterhalb des betrachteten Temperaturbereichs liegt.
244

 

Das Auftreten von sehr breiten bzw. 

mehreren Umwandlungen geringer Inten-

sität beruht auf der Tatsache, dass ein 

gewisser Anteil an Lipiden mit gesättigten 

Alkylketten in den Lipiden der OO-Reihe 

vorhanden ist, wodurch Mischungs- und 

Phasenseparationseffekte auftreten.
243,261

 

Grund für diese „Alkylkettenverunrei-

nigung“ ist die Verwendung von Oleylamin 

(tech.) und Oleylalkohol (tech.) in der 

Synthese (siehe Kap. 3.3.3). 

Abb. 41: DSC-Kurven der wässrigen Dispersionen der Lipide 

vom Alkylkettentyp-OO bei pH 10 (c = 1 mg ml-1 in Carbonat-

puffer). Die Kurven wurden aus Übersichtsgründen vertikal 

verschoben. Die Heizrate betrug 60 K h-1. 
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Um Aussagen über das thermotrope 

Verhalten der Lipide im vollständig 

protonierten Zustand treffen zu 

können, wurden DSC-Untersuchun-

gen bei pH 5 (Acetatpuffer) durch-

geführt. Vergleichbare pH-Werte 

werden in späten Endosomen von 

Zellen erreicht.
70,262

 

Die Dispersionen der untersuchten 

Malonamide (1 mg ml
-1

) in Acetat-

puffer pH 5 waren klar, was auf die 

Bildung von Mizellen oder sehr 

kleinen Lipidaggregaten hinweist. 

Diese Annahme konnte durch DLS-

Messungen unterstützt werden 

(siehe Tab. 13). Die Radien der 

kleinsten ermittelten Partikelgrö-

ßenpopulation liegen für alle aufge-

führten Lipiddispersionen (TO-Reihe) in Acetatpuffer pH 5 unter 4 nm. Diese geringe Größe 

der Lipidaggregate deutet auf Mizellen hin. Die kleinste Partikelgrößenpopulation in der 

massengewichteten Größenverteilung, welche für polydisperse Größenverteilungen repräsen-

tativer ist,
263

 macht über 99 % der Gesamtmenge der Partikel aus. Dies zeigt, dass diese 

kleinen Strukturen die vorherrschende Aggregatstruktur in den Lipiddispersionen darstellen. 

Auch das thermotrope Verhalten der Dispersionen bei pH 5 im DSC-Experiment gibt einen 

Hinweis auf Veränderungen im Aggregationsverhalten. Analog zu den Lipiden vom 

Kopfgruppentyp-VI, welche bei pH 10 Mizellen bilden (siehe Kap. 3.4.1), zeigen die Lipide 

der TO-Reihe bei pH 5 keine Phasenumwandlung im Temperaturbereich von 2-95 °C (siehe 

Abb. 42). Erste Annahmen, dass dies nur bei den Lipidsystemen mit ungesättigten 

Kohlenwasserstoffketten zutrifft, konnten durch weiterführende DSC-Messungen der Lipide 

TT/HT-IV, TT/HT-VIII, TT/HT-XIV, TT/HT-XII und TT/HT-X widerlegt werden. Auch 

diese Lipide zeigten, mit Ausnahme von TT-X und HT-X, keinen Phasenübergang in 

Acetatpuffer pH 5 (siehe Anhang Abb. S-5 und Abb. S-6). 

Zusammenfassend scheint bei den Malonamiden der 2. Generation eine vollstandige 

Protonierung der Kopfgruppe, durch Verringerung des pH-Werts (pH 10→pH 5), mit einer 

Tab. 13: Massengewichtete und intensitätsgewichtete Partikelgrößen-

populationen (Modus der Verteilung angegeben als Radius r sowie 

deren Häufigkeit angegeben als Peakfläche A in %) für Lipid-

dispersionen (c = 1 mg ml-1) von Lipiden der TO-Reihe in Acetatpuffer 

pH 5 bei 25 °C. Es sind die 2 Populationen mit den kleinsten 

Partikelgrößen berücksichtigt. Größere Partikelpopulationen, deren 

Häufigkeit sich aus der Differenz der summierten Häufigkeiten aus 

Population 1 und 2 der Tabelle zu 100 % ergibt, wurden nicht mit in 

die Tabelle übernommen. 

Lipid 
Population 1: 

r [nm] (A [%]) 

Population 2: 

r [nm] (A [%]) 

Wichtung 

der 

Verteilung 

TO-IV 
3,7 (53,1) 77,1 (32,3) Intensität 

3,4 (99,9) 90,8 (0,03) Masse 

TO-VI 
2,7 (22,8) 42,1 (70,7) Intensität 

2,6 (99,8) 37,6 (0,1) Masse 

TO-VIII 
3,4 (50,6) 66,2 (21,4) Intensität 

3,0 (99,97) 59,9 (0,01) Masse 

TO-X 
3,6 (35,5) 421 (42,9) Intensität 

2,7 (99,7) 999 (0,2) Masse 

TO-XII 
3,8 (31,9) 81,1 (34,0) Intensität 

3,2 (99,8) 92,3 (0,1) Masse 

TO-XIV 
3,9 (76,1) 55,5 (14,1) Intensität 

3,5 (99,98) 51,3 (0,01) Masse 
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Verschiebung des Phasenübergangs zu 

niedrigeren Temperaturen einherzugehen. 

Dieser Effekt ist so stark, dass bei pH 5 kein 

Phasenübergang im betrachteten Tempe-

raturbereich von 2-95 °C detektiert wurde. 

Grund für dieses Phänomen ist die Vergrö-

ßerung der Lipidkopfgruppe durch Proto-

nierung der Aminofunktionen und die damit 

einhergehende Vergrößerung der Solvat-

hülle. Diese Veränderung im Molekül geht 

auch mit einer Veränderung des Aggre-

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

Bei den DSC-Experimenten bei pH 7,3 traten häufig Probleme hinsichtlich der Repro-

duzierbarkeit auf (aufeinanderfolgende Heizkurven waren nicht äquivalent, siehe Beispiel 

Abb. S-7). Offensichtlich bilden sich aufgrund des Protonierungsgrads bei pH 7,3 metastabile 

Zustände aus, was eine Auswertung der DSC-Kurven nicht zulässt. Auf das thermotrope 

Verhalten der Lipiddispersionen bei physiologischem pH-Wert (pH 7,3) wird nicht weiter 

eingegangen. 

3.3.2 DSC-Untersuchungen der Lipide mit drei Tetradecylketten – 

die DiTT-Reihe 

Die beiden Vertreter der DiTT-Reihe wurden aus zwei rationellen Gründen synthetisiert. Zum 

einen um die Diastereomerenhypothese synthetisch zu beweisen (siehe Kap. 2.8). Zum 

anderen sollte der Einfluss der Einführung einer dritten Alkylkette auf das thermotrope 

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

Betrachten wir zunächst die Einführung einer weiteren Tetradecylkette in TT-VI 

(TT-VI→DiTT-VI) und deren Auswirkung auf das thermotrope Verhalten der Verbindung 

im Wasser-gesättigten System. Die 2. und 3. Heizkurve eines DSC-Experiments mit einer 

DiTT-VI-Dispersion bei pH 10 sind in Abb. 43 dargestellt. Zwei Unterschiede im Vergleich 

zu der DSC-Kurve von TT-VI (zum Vergleich siehe Abb. 40) sind erkennbar: Die Kurven 

sind im Falle von DiTT-VI nicht deckungsgleich und damit nicht reproduzierbar. Das nicht 

reproduzierbare Verhalten weist auf ein thermodynamisch instabiles System hin, wie es schon 

für die Lipide der Kopfgruppenstruktur-VIII postuliert wurde. Weiterhin sind zwei 

Umwandlungen sehr geringer Intensität zu erkennen (siehe Pfeile Abb. 43).  

0 20 40 60 80 100

2

3

4

5

6

7

8

TO-X

TO-IV

TO-XIV

TO-XII

TO-VIII

 

 

C
p
 [

k
J 

m
o

l-1
 K

-1
]

T [°C]

TO-VI

Abb. 42: DSC-Kurven der wässrigen Dispersionen der Lipide 

vom Alkylkettentyp-TO bei pH 5 (c = 1 mg ml-1 in Acetat-

puffer). Die Kurven wurden aus Übersichtsgründen vertikal 

verschoben. Die Heizrate betrug 60 K h-1. 
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TT-VI ist ein Mizellbildner (Vergleich Kap. 3.4.1). Die Volumenvergrößerung des lipophilen 

Molekülteils durch die dritte Tetradecylkette (TT-VI→DiTT-VI) verhindert die Bildung von 

Mizellen. So zeigt die in Abb. 44 dargestellte Größenverteilung drei Partikelgrößenpopu-

lationen, welche zu groß für Lipidmizellen sind. Bereits die kleinste Partikelgrößenpopulation 

weist einen Radius zwischen 40 nm und 50 nm auf. 

Das thermotrope Verhalten von DiTT-VI-Dispersionen bei pH 10 ähnelt dem der Lipide vom 

Kopfgruppentyp-VIII, welche unter den DSC-Bedingungen ein thermodynamisch instabiles 

Aggregationsverhalten aufweisen. Folglich hat die Volumenvergrößerung des lipophilen 

Molekülteils die Lipidstruktur von DiTT-VI so verändert, dass das Aggregationsverhalten 

eher mit Lipiden vom Kopfgruppentyp-VIII, als mit den zweikettigen Lipiden vom Kopf-

gruppentyp-VI, übereinstimmt. Diese Aussage lässt sich mit dem Molekülformkonzept von 

ISRAELACHVILI erklären: so scheint die Einführung der dritten Tetradecylkette den Packungs-

parameter zu vergrößern, wodurch die Mizellbildung verhindert wird. Diese These muss 

jedoch noch experimentell über die Ermittlung der Molekülabmessungen bestätigt werden. 

Betrachten wir nun das thermotrope Verhalten wässriger DiTT-IV-Dispersionen. Die 

DSC-Kurven für das Lipid DiTT-IV in Abhängigkeit vom pH-Wert sind in Abb. 45 

dargestellt. Des Weiteren ist als Vergleich die DSC-Kurve von TT-IV in Carbonatpuffer 

(pH 10) dargestellt. Es ist offensichtlich, dass die zusätzliche Tetradecylkette die 

Phasenübergangstemperatur senkt: Tm(TT-IV) > Tm(DiTT-IV) bei pH 10 (Vergleich Tab. 11 

und Tab. 14). Auch diese Beobachtung lässt sich mit Hilfe der Molekülform erklären. So 

erhöht die zusätzliche Alkylkette das Volumen des lipophilen Lipidbereichs. Eine gestörte 

Alkylkettenpackung, verursacht durch den Raumbedarf der dritten Alkylkette, kann die starke 

Tm-Absenkung erklären. 
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Abb. 43: DSC-Heizkurven der wässrigen Dispersion 

von DiTT-VI bei pH 10 (c = 1 mg ml-1 in Carbonat-

puffer). Die Heizrate betrug 60 K h-1. Die Pfeile 

markieren Phasenumwandlungen geringer Intensität. 
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Abb. 44: Intensitätsgewichtete Größenverteilung einer 

Dispersion von DiTT-VI in Carbonatpuffer pH 10 

(c = 1 mg ml-1). Es sind drei verschiedene Größen-

populationen zu erkennen. 



Physiko-chemische Charakterisierungen 

70 

Wässrige DiTT-IV-Dispersionen wurden auf die pH-Abhängigkeit des thermotropen 

Verhaltens untersucht. Diese Versuche fanden im Rahmen für Untersuchungen zum 

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

nicht weiter eingegangen werden soll.
264

 

Bei Betrachtung von Abb. 45 sowie Tab. 14 fällt auf, dass sich Tm von pH 10 nach pH 5 

kontinuierlich zu niedrigeren Temperaturen verschiebt. T0,5 nimmt mit sinkendem pH-Wert 

zu, die Peaks der Umwandlung werden breiter und flacher. Die Umwandlungsenthalpie hat 

ein Maximum von 61,7 kJ mol
-1

 in Wasser (siehe Tab. 14). Die Verschiebung von Tm zu 

niedrigeren Temperaturen und die Zunahme von T0,5 mit sinkendem pH-Wert sind auf die 

zunehmende Protonierung der Aminogruppen im Lipid zurückzuführen. So nimmt mit 

steigendem Protonierungsgrad die elektrostatische Abstoßung im Kopfgruppenbereich zu, 

was zu einer Destabilisierung der Gelphase führt.
265-267

 

Tab. 14: Phasenübergangstemperatur (Tm), -enthalpie (∆H) und Halbwertsbreite (T0,5) sowie extrapolierte Anfangs- (Ton) 

und extrapolierten Endtemperatur (Toff) von DiTT-IV-Dispersionen (c = 1 mg ml-1) in verschiedenen wässrigen Disper-

sionsmedien. 

Dispersionsmedium pH-Wert Tm [°C] 
∆H 

[kJ mol
-1

] 
T0,5 [°C] Ton [°C] Toff [°C] 

Carbonatpuffer 10,0 46,5 42,9 3,2 42,5 48,8 

Wasser ~8
[a]

 43,9 61,7 3,8 38,8 45,7 

HEPES-Puffer 7,3 39,8 50,0 6,8 30,0 43,5 

Acetatpuffer 5,0 7,6 -
[b]

 -
[b]

 -
[b]

 12,5 

0 20 40 60 80 100

0

10

20

30

DiTT-IV

 

 

TT-IV pH 10

pH 5

pH 7,3

C
p
 [

k
J 

m
o

l-1
 K

-1
]

T [°C]

pH 10

H
2
O (pH ~8)

A
B

Abb. 45: Links: TEM-Aufnahme einer Dispersion von DiTT-IV (c = 0,05 mg ml-1 in HEPES-Puffer pH 7,3). Schwarzer 

Pfeil: kollabiertes Vesikel, weißer Pfeil: schichtartige Strukturen, welche auch in der Vergrößerung links oben dargestellt 

sind. (schwarzer Balken = 200 nm, weißer Balken = 100 nm) Rechts: DSC-Heizkurven der wässrigen Dispersionen von 

DiTT-IV (c = 1 mg ml-1) in Carbonatpuffer (pH 10), H2O (pH ~8), HEPES-Puffer (pH 7,3) und Acetatpuffer (pH 5) im Ver-

gleich zu einer TT-IV-Dispersion in Carbonatpuffer (pH 10). Die Heizrate betrug 60 K h-1. Für nähere Erläuterungen siehe 

Text. 

[a]  Mit pH-Elektrode ermittelt. 

[b]  Werte nicht ermittelbar, da Phasenübergang bei 2 °C noch nicht beendet ist. 
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In den DSC-Kurven fallen zwei weitere 

pH-abhängige Charakteristika auf, welche 

in Abb. 45 mit Pfeilen gekennzeichnet sind: 

(A) Bei pH 10 ist neben der Hauptum-

wandlung eine breite Nachumwandlung zu 

erkennen, mit Tpost ≈ 70 °C, deren Ursache 

nicht geklärt ist. (B) Die Hauptumwandlung 

bei pH 7,3 weist eine Schulter auf, welche 

durch unterschiedlich protonierte Formen 

von DiTT-IV verursacht werden kann. 

Dadurch kann es zur Entmischung im 

Lipidsystem kommen. Abb. 46 zeigt das 

Ergebnis der nicht-linearen Kurvenanpassung (Fit nach GAUß)
268,269

 für die DSC-Kurve der 

DiTT-IV-Dispersion in HEPES-Puffer (pH 7,3), wobei die Summe der 2 GAUß-Funktionen 

deckungsgleich mit der gemessenen DSC-Kurve ist. Dies unterstützt die Hypothese der zwei 

unterschiedlich protonierten Lipidspezies. Bei pH 7,3 sind in den TEM-Aufnahmen zwei 

verschiedene Strukturen zu erkennen, wobei es sich um vesikuläre und schichtartige 

Aggregate handelt (siehe Abb. 45). Möglicherweise sind die unterschiedlichen protonierten 

DiTT-IV-Spezies für die Ausbildung unterschiedlicher Aggregatstrukturen verantwortlich. 

3.3.3 Erste Betrachtungen des Aggregationsverhaltens von Lipiden mit 

reinen Oleylketten, sowie der Ersatz von Doppelbindungen durch 

Methylverzweigungen – Alkylkettentyp-RTO und -THM, sowie Lipid 

XV und XVp 

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Bereitstellung von ungesättigten Lipiden mit hoher 

Alkylkettenreinheit. So wurde seit der Etablierung der Malonamide durch I. SCHULZE
80

 

Oleylamin (tech.) und Oleylalkohol (tech.) als Edukt für die Synthese genutzt. Nachfolgende 

Arbeiten resultierten in einer Reihe von effektiven Transfektionslipiden, welche Oleylketten 

von einem Reinheitsgrad zwischen 70 % und 80 % aufwiesen.
80,81,88,176,179,180,270

 Der 

Reinheitsgrad der Alkylketten ist dabei auf die Reinheit der erworbenen Ausgangsstoffe 

zurückzuführen (Sigma Aldrich: Oleylamin (70 %), Oleylalkohol (85 %); GC-MS-Spektren 

beider Edukte siehe Anhang). Reines Oleylamin ist bei Sigma Aldrich nicht erhältlich. 

Oleylalkohol (99 %) wäre kommerziell verfügbar, jedoch um den Faktor 200 preisintensiver 

als Oleylalkohol (85 %).
271

 

Abb. 46: Ergebnis einer nicht-linearen Kurvenanpassung 

(nach GAUß) für die DSC-Heizkurve einer Dispersion von     

DiTT-IV in HEPES-Puffer (c = 1 mg ml-1). Die rote Kurve ist 

die Summe der beiden über die Kurvenanpassung ermittelten 

GAUß-Kurven. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals Malonamide mit kettenreinem Oleylamin (pur) 

dargestellt (Lipide XVp, RTO-IV, RTO-X und RTO-XIV) um den Einfluss der 

Kettenreinheit auf das Gentransfer- und das Aggregationsverhalten der Cytofektine 

untersuchen zu können. 

Als weiteres Ziel dieser Arbeit galt es, einen 

Ersatz für die oxidationsempfindliche Doppelbin-

dung zu etablieren. So wurden erstmalig Malon-

amide mit Methyl-verzweigten Alkylketten syn-

thetisiert. Methylverzweigungen in Alkylketten 

erhöhen die Kettenfluidität, da sie eine Störung in 

der Alkylkettenpackung der Lipiddoppelschicht 

verursachen.
272,273

 Natürlich vorkommende 

Methyl-verzweigte Alkylketten in Lipiden findet 

man in Membranen von Mikroorganismen (siehe 

Abb. 47). Dabei sind Iso- und Anteiso-Fettsäuren, 

d.h. Fettsäuren mit Verzweigungen am Methyl-

ende der Alkylketten, am häufigsten anzutreffen.
274,276

 In Archaebakterien treten Lipide mit 

isoprenoid verzweigten Alkylketten auf.
277,278

 In Lipiden tierischer Herkunft sind Methyl-

verzweigte Fettsäuren eher selten anzutreffen,
279

 da hier die Kettenfluidität von Lipiden 

bevorzugt über den Sättigungsgrad gesteuert wird. Dennoch sind Methyl-verzweigte Lipide 

für die technologische Anwendung von Interesse, da sie, im Gegensatz zu ungesättigten 

Lipiden, nicht oxidationsempfindlich sind. 

In Untersuchungen zum Aggregationsverhalten Methyl-verzweigter Lipide konnte gezeigt 

werden, dass der Betrag der Absenkung der Phasenübergangstemperatur im Vergleich zu den 

unverzweigten Gegenstücken entscheidend von der Position der Methylverzweigung in der 

Alkylkette abhängt. So zeigte sich ein Minimum der Phasenübergangstemperatur, wenn die 

Methylverzweigung in der Kettenmitte positioniert war. Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind 

in Abb. 48 dargestellt (Werte sind der Literatur entnommen)
280-283

 und dienten im Rahmen 

dieser Arbeit als Basis für die Auswahl der 10-Methylhexadecylkette als Ersatz für die 

Oleylkette. MENGER et al. zeigten in Untersuchungen von Lipiden mit Methyl-verzweigten 

Octadecansäuren ein Tm-Minimum für die Methylverzweigung in C10-Position.
283

 Die 

Untersuchungen von Lipiden mit Methyl-verzweigten Hexadecansäuren durch NUHN et al. 

lassen das Tm-Minimum ebenfalls in der C10-Position vermuten.
282

 Da der Phasenübergang 

von 1,2-Di(10-methylpalmitoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin unter -20 °C liegt, konnte er 
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Abb. 47: Beispiele für natürlich vorkommende 

Methyl-verzweigte Fettsäuren oder Fettalkohole. Die 

dargestellten Fettsäureserien sind Vertreter aus Mem-

branlipiden von Bakterien des Genus Bacillus. 

Phytanol kommt in Etherlipiden von Archaebakterien 

vor.274,275 
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nicht mittels DSC bestimmt werden, 

sondern wurde durch Extrapolation als 

Minimum ermittelt. Der Phasenübergang 

des Ölsäure-haltigen Analogons DOPC 

liegt ebenfalls unter -20 °C (Tm= -21 °C).
284

 

Des Weiteren unterstützten theoretische 

Betrachtungen die Wahl der 

10-Methylhexadecylkette als Ersatz für die 

Oleylkette. CEVS diskutierte für die 

Oleylkette eine effektive Kettenlänge von 

neun C-Atomen.
244

 Die Ursache dafür ist 

ein „Abknicken“ der Alkylkette, verursacht durch die Doppelbindung, wodurch die Anzahl 

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

„Abknicken“ der Alkylkette in Position der Methylverzweigung,
283

 woraus für die 

10-Methylhexadecylkette ebenfalls eine effektive Kettenlänge von neun C-Atomen resultiert. 

Für die folgende Betrachtung des Einflusses der Oleylkettensubstitution (Reinheitsgrad und 

Austausch gegen 10-Methylhexadecyl) auf das thermotrope Verhalten der Substanzen mittels 

DSC wurde der Carbonatpuffer pH 10 gewählt, da unter diesen Bedingungen im betrachteten 

Temperaturbereich Phasenübergänge detektiert wurden (siehe Kap. 3.3.1). 

Zunächst soll Lipid XV mit XVp verglichen werden. Die Testung im Zellkulturmodell zeigte, 

dass die alkylkettenreine Verbindung Lipid XVp keinen effektiven Gentransfer ermöglicht, 

während die alkylkettenunreine Substanz Lipid XV zur Transfektion von pDNA befähigt 

ist.
180

 Diese überraschende Beobachtung führt zu einer wichtigen Frage: Wo liegt der Grund 

für den Effektivitätsunterschied? Ein Unterschied kommt im thermotropen Verhalten der 

beiden betrachteten Lipide zum Ausdruck (siehe Abb. 49a). So ist die Umwandlung für 

Lipid XV breiter und flacher als die Umwandlung für Lipid XVp. Die zugehörigen ∆H-Werte 

sind für Lipid XV geringer, die Tm- und T0,5-Werte dagegen höher (siehe Tab. 15). Der 

Einfluss der als Verunreinigung enthaltenen gesättigten Alkylketten des Lipid XV wird 

deutlich sichtbar. T0,5 ist, verglichen mit der reinen Substanz (Lipid XVp), größer – ein 

typisches Phänomen für Lipidmischungen.
243,261

 Des Weiteren ist der höhere Tm-Wert von 

Lipid XV den gesättigten Lipidkomponenten in der Mischung, welche höhere Tm-Werte 

aufweisen, zuzuschreiben. Bei genauerer Betrachtung des Kurvenverlaufs der Umwandlung 

von Lipid XV sind zusätzliche Peaks zu erkennen, was auf eine Entmischung des 

Lipidsystems hindeutet (siehe Pfeile Abb. 49a). Ob diese Entmischungserscheinungen mit der 
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höheren Transfektionseffizienz des Lipids XV, verglichen mit Lipid-XVp, zusammenhängen, 

gilt es in nachfolgenden Arbeiten zu klären. 

Im folgenden Abschnitt wird die Substitution der Oleylkette (tech.) gegen die Oleylkette 

(rein) sowie die Methyl-verzweigte Alkylkette an ausgewählten Beispielen der Malonamide 

der 2. Generation betrachtet. Dabei soll jede einzelne Alkylkettenvariation gesondert 

behandelt werden um Übersichtlichkeit zu bewahren. 

Zu Beginn wird der Austausch der unreinen Oleylkette mit dem reinen Analogon 

(TO→RTO) betrachtet. Der Vergleich der Heizkurven in Abb. 49b-d zeigt, dass die 

Phasenübergänge der alkylkettenreinen Lipide schärfer sind als die der alkylkettenunreinen 

Analoga. Dies spiegelt sich auch in den T0,5-Werten wieder (siehe Tab. 15). Eine Ausnahme 

bildet der Kopfgruppentyp-X, bei dem T0,5 mit steigender Alkylkettenreinheit zunimmt. Der 

Einfluss der Oleylkettenreinheit auf ∆H ist kopfgruppenabhängig: So steigt ∆H für den 

Kopfgruppentyp-IV mit steigender Oleylkettenreinheit, sinkt jedoch für die Kopfgruppen-

typen-X und -XIV. Tm nimmt mit steigender Kettenreinheit ab. Ausnahme bildet der Kopf-
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Abb. 49: DSC-Heizkurven von verschiedenen homologen Malonamiden der 1. und 2. Generation mit speziellen Alkyl-

kettenvariationen (unreine Oleylketten – schwarz –, reine Oleylketten – rot –, und racemische 10-Methylhexadecylketten als 

Oleylersatz – grün –) in Carbonatpuffer pH 10 (c = 1 mg ml-1): a) Lipid XVp im Vergleich mit Lipid XV. b) THM-X und 

RTO-X im Vergleich zu TO-X. c) THM-IV und RTO-IV im Vergleich zu TO-IV. d) THM-XIV und RTO-XIV im 

Vergleich zu TO-XIV. Kühlkurven sind gesondert beschriftet. Die Kurven sind aus Gründen der Veranschaulichung vertikal 

verschoben. Markierungen mit Pfeilen werden im Text näher erläutert. 
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gruppentyp-XIV, bei dem die Tm-Werte der Phasenübergänge vergleichbar sind: Tm(TO-XIV) 

= 70,0 °C; Tm(RTO-XIV) = 71,3 °C. 

Somit konnte gezeigt werden, dass die Oleylkettenreinheit bei den Malonamiden der 

2. Generation überwiegend vergleichbare Auswirkungen auf das thermotrope Verhalten hat: 

T0,5 der Lipide mit unreinen Oleylketten ist größer verglichen mit den kettenreinen Analoga, 

ein typisches Phänomen für Lipidmischungen.
243,261

 Des Weiteren führen die gesättigten 

Lipidkomponenten (Verunreinigung), welche höhere Tm-Werte aufweisen als die Komponente 

mit Oleylkette, zu höheren Tm-Werten: Tm(TO-X) > Tm(RTO-X) und Tm(TO-IV) > 

Tm(RTO-IV). Es ist auch ersichtlich, dass der Einfluss der Kettenreinheit auf den 

Phasenübergang für die Malonamide der 1. Generation ausgeprägter ist als für die Malon-

amide der 2. Generation (siehe Abb. 49). Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung 

bietet folgender Sachverhalt: Bei der 2. Generation der Malonamide mit 2 Alkylketten handelt 

es sich um ein Diastereomerenpaar. Da Diastereomere unterschiedliche physikalische Eigen-

schaften haben, können sie sich in der DSC wie ein Stoffgemisch verhalten. So zeigten 

MANNOCK et al., dass Diastereomerenpaare je nach Art des Phasenübergangs ein 

unterschiedliches oder identisches Phasenübergangsverhalten im Vergleich mit den Reinkom-

ponenten aufwiesen.
285

 Die Malonamide der 1. Generation sind, aufgrund der racemischen 

Alkylierung am Malonbaustein, ein Enantiomerenpaar. Diese verhalten sich in DSC-

Experimenten wie eine Substanz. Verunreinigungen können sich hier stärker auf die 

Peakbreite auswirken. 

Tab. 15: Übersicht über die DSC-Kenngrößen Tm, T0,5, Ton, Toff und ∆H für die in Abb. 49 dargestellten DSC-Heizkurven 

in Carbonatpuffer pH 10. Die roten Werte markieren die gute Übereinstimmung zwischen den Parametern der 

Umwandlungen von RTO-X und THM-X. 

Lipid Tm [°C] 
∆H 

[kJ mol
-1

] 
T0,5 [°C] Ton [°C] Toff [°C] 

Lipid XV 62,1 30,7 8,6 34,4 65,5 

Lipid XVp 57,1 41,6 1,8 54,3 58,5 

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

RTO-X 78,5 14,9 3,7 72,7 79,8 

THM-X 75,5 12,3 3,3 70,2 77,0 

TO-IV 50 11,8 14,8 38,0 60,5 

RTO-IV 37,5 15,3 8,5 23,3 41,1 

THM-IV 46,9 31,7 2,3 42,2 48,3 

TO-XIV 70,0 51,7 8,4 58,8 73,2 

RTO-XIV 71,3 49,0 2,8 66,6 72,3 

THM-XIV 58,8 31,0 4,4 52,9 61,7 
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Der Austausch der Oleylkette (unrein) gegen die racemisch methylierte 10-Methylhexadecyl-

kette (TO→THM) äußerte sich wie folgt: Tm wurde zu kleineren Werten verschoben. Die 

abgewandelte Alkylkettenstruktur resultiert somit in einem abweichenden Aggregations-

verhalten. Der Einfluss auf die Umwandlungsenthalpie variiert je nach Kopfgruppe (siehe 

Tab. 15). T0,5 sinkt durch die Substitution mit der 10-Methylhexadecylkette – einzige 

Ausnahme: T0,5(TO-X) < T0,5(THM-X). Die steigende Kooperativität der Umwandlung der 

THM-Lipide gegenüber den Lipiden der TO-Reihe lässt sich durch die Verunreinigungen im 

TO-System erklären, welche die Alkylkettenpackung stören und zu Entmischungser-

scheinungen führen können.
246,261,286-288

 

Einige Alkylkettenvariationen weisen Besonderheiten im thermotropen Verhalten der Lipid-

dispersionen auf. So zeigt sich bei dem Kopfgruppentyp-X, dass die Verbindungen RTO-X 

und THM-X eine breite Vorumwandlung besitzen (siehe Pfeile Abb. 49b). Die Umwandlung 

des Lipids THM-XIV zeigt hingegen eine Schulter an der Hauptumwandlung (siehe 

schwarzer Pfeil Abb. 49d). Bei der Betrachtung der Kühlkurve fällt auf, dass sich zwei 

Umwandlungen überschneiden (siehe graue Pfeile in Abb. 49d). Die Ursachen für die 

Vorumwandlungen von RTO-X und THM-X sowie für die zwei Umwandlungen des Lipids 

THM-XIV müssen durch weitere Untersuchungen, wie beispielsweise RÖNTGEN-Beugungs-

experimente, aufgeklärt werden. 

Zusammenfassend soll an dieser Stelle noch einmal hervorgehoben werden, dass durch die 

Einführung der Methylverzweigung in 10-Position einer Hexadecylkette Lipide synthetisiert 

wurden, deren Phasenübergänge im Bereich homologer Lipide mit einer Oleylkette anstelle 

der 10-Methylhexadecylkette liegen. Eine sehr gute Übereinstimmung konnte zwischen den 

Lipiden RTO-X und THM-X festgestellt werden (siehe Abb. 49b und rote Markierung 

Tab. 15). Ob die Einführung von Methylgruppen in Alkylketten als Ersatz für die ungesät-

tigten Alkylketten dienen kann, muss jedoch noch durch Testung der Gentransferaktivität der 

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

3.4 Untersuchungen zum Aggregationsverhalten der Lipide vom 

Kopfgruppentyp-VI 

3.4.1 Lipide vom Kopfgruppentyp-VI – Mizellbildner 

Wie in den vorangegangenen DSC-Untersuchungen bei pH 10 gezeigt wurde, weisen die 

Lipide vom Kopfgruppentyp-VI keine detektierbare Phasenumwandlung im untersuchten 

Temperaturbereich sondern lediglich einen langsamen Drift in der molaren Wärmekapazität 
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auf (siehe Abb. 40). Zudem waren die Lipiddispersionen klar (c = 1 mg ml
-1

). Durch diesen 

Sachverhalt lassen sich zwei Thesen aufgestellen: 

i) Die Lipide, welche sechs primäre Aminogruppen aufweisen, sind aufgrund ihrer Hydro-

philie in Carbonatpuffer pH 10 unter den experimentellen Bedingungen der DSC löslich 

oder, 

ii) die Lipide bilden unter den DSC-Bedingungen mizellare Aggregate, welche keine 

Umwandlung im betrachteten Temperaturbereich zeigen. 

Um diese Thesen zu stützen oder zu widerlegen wurden DLS-Untersuchungen in wässrigen 

Dispersionen (c = 1 mg ml
-1

 Lipid in Carbonatpuffer pH 10) durchgeführt. Die Ergebnisse sind 

als Radien der Größenpopulationen der intensitäts- und massengewichteten Partikelgrößen-

verteilungen in Tab. 16 zusammengefasst. Bei der Betrachtung der Daten ist zu berück-

sichtigen, dass die massengewichtete Partikelgrößenverteilung für polydisperse Proben, in 

Bezug auf die tatsächlichen Mengenverhältnisse der verschiedenen Größenspezies, aussage-

kräftiger ist als die intensitätsgewichtete Verteilung.
263

 Alle 5 Lipide zeigen reproduzierbar 2 

Größenspezies, wodurch die These (i), dass die Lipide gelöst vorliegen, widerlegt ist. Die 

dominierende Partikelgrößenspezies liegt für alle 5 Lipide bei einem Radius von 4-6 nm. 

Diese Partikelgröße ist ein Indiz für die Existenz von Mizellen. Des Weiteren ist eine zweite 

Partikelgrößenspezies in den Lipiddispersionen vorhanden (siehe Tab. 16), welche zu groß für 

Mizellen ist und etwa 0,4-2,0 % der Gesamtmenge in der massengewichteten Verteilung 

Tab. 16: Partikelgröße der Aggregate, welche in wässrigen Dispersionen der Lipide vom Kopfgruppentyp-VI gebildet 

werden (Carbonatpuffer pH 10, c = 1 mg ml-1). Es sind die Maxima und die Peakflächen der zwei kleinsten 

Größenpopulationen in der intensitäts- und massengewichteten Partikelgrößenverteilung angegeben. Die Werte sind als 

Mittelwert ± Standardabweichung für eine Versuchsanzahl von 3 angegeben. 

Lipid 

intensitätsgewichtet massengewichtet 

Peak 1: r [nm] 

(Fläche [%]) 

Peak 2: r [nm] 

(Fläche [%]) 

Peak 1: r [nm] 

(Fläche [%]) 

Peak 2: r [nm] 

(Fläche [%]) 

TT-VI 
4,4 ± 0,1 

(22,2 ± 1,7) 

196,2 ± 160,3 

(68,8 ± 14,4) 

3,8 ± 0,3 

(99,1 ± 0,3) 

155,6 ± 76,2 

(0,9 ± 0,3) 

HT-VI 
4,4 ± 0,1 

(17,9 ± 0,6) 

46,9 ± 2,1 

(76,1 ± 4,5) 

4,1 ± 0,2 

(99,2 ± 0,1) 

34,6 ± 2,8 

(0,7 ± 0,1) 

TO-VI 
6,1 ± 0,2 

(10,7 ± 0,5) 

85,9 ± 1,3 

(85,7 ± 1,4) 

5,4 ± 0,2 

(97,7 ± 0,1) 

95,6 ± 3,6 

(2,2 ± 0,1) 

HO-VI 
5,0 ± 0,1 

(60,5 ± 0,7) 

22,3 ± 2,2 

(18 ± 0,1) 

4,4 ± 0,1 

(99,5 ± 0,1) 

18,7 ± 1,3 

(0,4 ± 0,1) 

OO-VI 
3,6 ± 0,1 

(1 ± 0,1) 

31,6 ± 0,9 

(96,0 ± 1,2) 

3,4 ± 0,1 

(63,7 ± 4,9) 

14,4 ± 1,1 

(35,4 ± 4,8) 
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ausmacht (Ausnahme OO-VI). Die Vermutung liegt nahe, dass es sich hierbei um 

agglomerierte Mizellen handelt. 

Die Bildung von Mizellen bei einer Lipidkonzentration von 1 mg ml
-1

 konnte auch in Wasser, 

HEPES-Puffer pH 7,3 und Acetatpuffer pH 5 für die Lipide vom Kopfgruppentyp-VI 

nachgewiesen werden. Abb. 50a zeigt hierzu die massen- und intensitätsgewichtete Größen-

verteilung von TO-VI-Dispersionen in Carbonatpuffer pH 10 und HEPES-Puffer pH 7,3. 

Betrachtet man zunächst die intensitätsgewichteten Größenverteilungen, so ist eine Größen-

population mit Radien kleiner als 10 nm zu erkennen, welche den Mizellen zugeschrieben 

wird. Zusätzlich treten Populationen mit größeren Radien (10-200 nm) auf, welche von 

aggregierten Mizellen verursacht werden könnten. Bei pH 10 nehmen diese Populationen 

einen größeren Anteil ein (größere AUC) als bei pH 7,3. Diese Beobachtung ist mit einer 

verringerten Aggregationstendenz der Mizellen bei pH 7,3, aufgrund der höheren elektro-

statischen Stabilisierung durch protonierte Aminogruppen, erklärbar. Die massengewichtete 

Größenverteilung bei pH 7,3 zeigt lediglich den Peak bei ~4 nm, welcher den Mizellen 

zuschreibbar ist. 

Zur Absicherung der Mizell-Hypothese wurden Cryo-TEM-Aufnahmen angefertigt. Die 

Aufnahmen einer TO-VI-Dispersion bei pH 10 zeigen lediglich sehr kleine Aggregate mit 

Radien unter 10 nm, welche als Mizellen interpretiert werden können (siehe Abb. 50b). Diese 

Beobachtung stimmt mit der massengewichteten Größenverteilung von TO-VI-Dispersionen 

bei pH 10 überein (Abb. 50a und Tab. 16), in der Partikel mit Radien unter 10 nm dominieren. 

  

Abb. 50: a) Massen- und intensitätsgewichtete Partikelgrößenverteilungen als Ergebnis der DLS-Messungen von TO-VI-

Dispersionen (c = 1 mg ml-1) in Carbonatpuffer pH 10 und HEPES-Puffer pH 7,3. r entspricht dem hydrodynamischen Radius 

einer Kugel. Die Kurven wurden zur Veranschaulichung vertikal verschoben. b) Cryo-TEM-Aufnahme einer TO-VI-

Dispersion (c = 2 mg ml-1) in Carbonatpuffer pH 10. Die weißen Pfeile markieren kleine Aggregate, welche als Mizellen 

interpretiert werden können. Der Balken entspricht 100 nm. 
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3.4.2 Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) bei 

pH 7,3  

Da Mizellbildner nur oberhalb der CMC zu Mizellen aggregieren, galt es diese charakter-

istische Kenngröße für die Lipide vom Kopfgruppentyp-VI zu ermitteln. Für die CMC-

Bestimmung kamen drei verschiedene Methoden zum Einsatz. Bei Methode A handelt es sich 

um die Bestimmung mit Hilfe der ITC. Diese Methode basiert auf der Erfassung der Demizel-

lisationswärmen:
289-292

 Wird eine Mizelldispersion in reines Lösungsmittel titriert, so wird bis 

zum Erreichen der CMC die Wärmeänderung des Mizellzerfalls (Demizellisation) gemessen. 

Nach dem Erreichen der CMC im Reaktionsgefäß werden lediglich Wärmeänderungen durch 

Verdünnungseffekte detektiert (Abb. 51a). Die CMC wird mit Hilfe einer nicht-linearen 

Kurvenanpassung aus den detektierten Wärmemengen ermittelt (Abb. 51b). Der Vorteil dieser 

Methode liegt darin, dass eine Bestimmung der CMC ohne den Einbau von Fremdmolekülen 

möglich ist. Sie kann jedoch nur angewendet werden, wenn die Demizellisationswärme und 

die Verdünnungswärme der Mizellen sich ausreichend unterscheiden, was nur für die Lipide 

TT-VI und TO-VI zutrifft. Für die Lipide HT-VI, HO-VI und OO-VI konnte die 

ITC-Titration zur CMC-Bestimmung nicht angewendet werden – hier wurden zwei weitere 

Methoden herangezogen. 

Die Methoden B und C basieren auf dem Einschluss von lipophilen Farbstoffen in Mizellen, 

da die Farbstoffe eine höhere Affinität für die lipophile Umgebung im Mizellinneren besitzen. 

Für Methode B kam Fluorescein zum Einsatz. Fluorescein wird in der Literatur als geeignetes 

Agens für die CMC-Bestimmung kationischer Tenside beschrieben.
293

 Das Absorptions-

maximum des Farbstoffs ändert sich bei dem Transfer aus der wässrigen Umgebung des 
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Abb. 51: Bestimmung der CMC mit Hilfe der ITC (Methode A) am Beispiel des Lipids TO-VI. a) Wärmestrom/Zeit-Profil 

für die Titration einer Lipiddispersion (c = 0,84 mM, HEPES-Puffer pH 7,3) in reinen HEPES-Puffer mit Titrations-

inkrementen von 10 µl in Intervallen von 600 s. Positive Signale resultieren aus exothermen Prozessen. b) Molare Prozess-

wärmen der Demizellisation als Funktion der Lipidkonzentration in der Messzelle. Die rote sigmoidale Kurve wurde durch 

Kurvenanpassung nach BOLTZMANN aus den experimentellen Daten generiert (R2 = 0,9542). Das Maximum der ersten 

Ableitung der BOLTZMANN-Funktion entspricht der CMC. 
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Dispersionsmediums in die lipophile Umgebung der Mizelle, so dass über die Ermittlung der 

Absorption als Funktion der Lipidkonzentration die CMC ermittelt werden kann. Diese ist 

durch eine Anstiegsänderung in der resultierenden Kurve gekennzeichnet (Abb. 52a). 

Die Methode C basiert hingegen auf der Abhängigkeit des Fluoreszenzverhaltens des 

Fluorophors 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) von der Polarität des umgebenden 

Mediums.
294

 So verschiebt sich das Emissionsmaximum beim Transfer des Fluorophors von 

der wässrigen Umgebung des Dispersionsmediums in die lipophile Umgebung des 

Mizellinneren nach Erreichen der CMC. Die CMC ergibt sich dabei aus dem Knickpunkt des 

Fluoreszenz/Lipidkonzentrations-Profils (Abb. 52b). 

Die Ergebnisse der CMC-Bestimmungen in HEPES-Puffer sind in Tab. 17 zusammengefasst. 

HEPES-Puffer wurde aufgrund des physiologischen pH-Werts (7,3) als Dispersionsmedium 

ausgewählt, da dieser für die Lipid/DNA-Komplexbildung sowie der Inkubation von Zellen 

mit Lipoplexen relevant ist. Es muss jedoch beachtet werden, dass das Aggregationsverhalten 

und somit auch die CMC stark pH-Wert abhängig sein kann, vor allem, wenn das Amphiphil 

protonierbare funktionelle Gruppen, wie in diesem Fall Aminofunktionen, aufweist. 

Die ermittelten CMC-Werte liegen für alle Lipide im Bereich zwischen 10 µM und 100 µM 

und sind somit relativ niedrig. Sie befinden sich im unteren Bereich der typischen 

CMC-Werte für Mizell-bildende Lipide (10 µM-10 mM).
41

 Bilayer-bildende Lipide besitzen 

niedrigere CMC-Werte (1 µM-0,1 nM).
41

 

Die Werte, welche mit den Farbstoffeinschlussmethoden (Methode B und C) ermittelt 

wurden, sind für jedes einzelne Lipid vergleichbar (Tab. 17). Die etwas stärkeren 

Abweichungen zwischen Methode B und C, welche im Falle der Lipide TT-VI und TO-VI 

auftraten, sind in der Auswertungsmethode begründet. So variiert, je nachdem welche 
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Abb. 52: Ermittlung der CMC mit Hilfe von Farbstoffeinschlussmethoden am Beispiel des Lipids TO-VI. Die dargestellten 

Ergebnisse sind die Mittelwerte aus drei Einzelmessungen. a) Ermittlung der CMC nach Methode B (Fluorescein). 

Dargestellt ist die Absorption einer 10-5 M Fluoresceinlösung in HEPES-Puffer pH 7,3 als Funktion der Lipidkonzentration. b) 

Ermittlung der CMC nach Methode C (DPH). Dargestellt ist die Fluoreszenzintensität einer 5x10-6 M DPH-Lösung in 

HEPES-Puffer pH 7,3 als Funktion der Lipidkonzentration. Die CMC wird für beide Methoden durch die Interpolation des 

initialen und terminalen Abschnitts der Funktion ermittelt, wobei der Schnittpunkt als CMC angegeben wird. 

a) b) 
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Messwerte bei der Ermittlung der Geraden für die Extrapolation mit berücksichtigt werden, 

die ermittelte CMC (Abb. 52). Die CMC-Werte, welche mit der ITC-Methode (Methode A) 

ermittelt wurden, sind tendenziell höher als die mit Methode B/C ermittelten Werte (Tab. 17). 

Für diesen Unterschied gibt es mehrere mögliche Erklärungen: 1) Die Auswertungsmethode 

bietet eine Erklärung: Mit dem BOLTZMANN-Fit, welcher für die Auswertung der Methode A 

Anwendung fand, wird der Mittelpunkt der Umwandlung zum mizellaren System ermittelt 

(Wendepunkt der sigmoidalen Kurve). Die lineare Extrapolation (Methode B und C) 

bestimmt eher den Beginn des Mizellbildungsprozesses. 2) Die verwendeten Farbstoffe 

unterstützen die Mizellbildung. Normalerweise würde man für Methode B und C eine 

Verschiebung der CMC zu höheren Lipidkonzentrationen erwarten, da Fremdsubstanzen (z.B. 

Farbstoffe) die Lipidaggregation zu Mizellen stören. Die ansteigende DPH-Fluoreszenz 

(Methode C) vor erreichen der CMC (Abb. 52b) weist jedoch auf die Bildung prämizellarer 

Aggregate zwischen Tensid und Farbstoff hin. Diese prämizellaren Aggregate können mit 

einer Aggregation zu Mizellen bei geringerer Tensidkonzentration (verglichen mit reinem 

Tensid) verbunden sein. 

3.4.3 Untersuchungen des DNA-Komplexierungsverhaltens des Lipids 

TO-VI 

In-vitro Versuche am Zellkulturmodell zeigten, dass die Lipide vom Kopfgruppentyp-VI 

befähigt sind, bei hoher Viabilität, DNA in Zellen zu schleusen (siehe Kap. 4.2). Somit stehen 

mit diesen Substanzen mizellare Lipidformulierungen für die Gentransfektion zur Verfügung. 

Diese Formulierungen sind von Interesse, da sie im Vergleich zu Liposomen einfacher 

herzustellen sind und in der Regel eine höhere Lagerstabilität aufweisen. Im folgenden 

Abschnitt soll ausführlich auf das Lipid TO-VI als Vertreter dieser Gruppe eingegangen 

werden. Es wurde die Komplexbildung zwischen TO-VI und einem Modellpolynukleotid 

Tab. 17: CMC-Werte der Lipide vom Kopfgruppentyp-VI. Die angegebenen Werte sind mit drei verschiedenen Methoden 

ermittelt worden: Methode A (ITC), Methode B (Fluorescein-Einschluss) und Methode C (DPH-Einschluss). 

Lipid 

CMC [µM] (CMC [µg ml
-1

]) 

Methode A Methode B Methode C 

TT-VI 54 (61) 32 (36) 15 (17) 

HT-VI -
[a]

 51 (59) 58 (67) 

TO-VI 85 (101) 20 (24) 49 (58) 

HO-VI -
[a]

 47 (57) 44 (53) 

OO-VI -
[a]

 45 (56) 35 (44) 

[a] CMC-Bestimmung mit ITC nicht möglich. 
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(sspDNA) ausführlich, unter Anwendung eines breiten Spektrums an biophysikalischen 

Methoden, untersucht. Weiterhin konnte die Struktur des TO-VI/sspDNA-Komplexes mittels 

RÖNTGEN-Beugungsexperimenten aufgeklärt werden. 

3.4.3.1 ITC-Experimente 

Im Verlauf der Arbeiten für die vorliegende Dissertation wurde versucht die Komplexierung 

von DNA durch kationische Liposomen, bestehend aus verschiedenen Malonamiden der 

1. Generation in Mischung mit DOPE, unter Verwendung der ITC zu untersuchen. 

Ausgewählte Ergebnisse dieser Titrationsexperimente wurden bereits veröffentlicht.
295

 Die 

dafür verwendeten Lipide („lipid 1-6“) wurden im Rahmen einer Diplomarbeit
81

 synthetisiert 

und in Arbeiten zu dieser Dissertation hinsichtlich des Aggregationsverhaltens charakterisiert. 

Für weiterführende Informationen sei auf die entsprechende Veröffentlichung von WÖLK et 

al. verwiesen.
270

 

In ITC-Experimenten unter Verwendung der Malonamide der 1. Generation stellte sich 

heraus, dass für zahlreiche vesikuläre Lipofektionssysteme Probleme hinsichtlich der Repro-

duzierbarkeit der Ergebnisse auftraten. So zeigten verschiedene Liposomenchargen bei 

gleicher Lipidzusammensetzung unterschiedliche Reaktionswärmen und Titrationsendpunkte 

bei der Untersuchung der Komplexierung von DNA (siehe Anhang Abb. S-8). Diese 

Beobachtung kann mit Hilfe des Vesikeltyps begründet werden: So entstehen bei der 

verwendeten Liposomenbildungsmethode (Filmbildungsmethode mit anschließender Ultra-

schallbehandlung) Mischungen aus MLV, LUV und SUV.
36,39,296

 Folglich werden durch 

Entmischungserscheinungen sowie durch Unterschiede in der Membrananzahl (Lamellarität) 

der Liposomen in verschiedenen Liposomenchargen gleicher Lipidkonzentration unterschied-

liche Mengen an positiver Ladung an den Vesikeloberflächen präsentiert. Dies kann 

wiederum Einfluss auf das Komplexierungsverhalten haben. Zusätzlich finden bei der DNA-

Komplexierung durch unterschiedliche Vesikeltypen auch Umlagerungs- und Reorganisa-

tionsprozesse in den Lipidaggregaten in verschieden starkem Ausmaß statt, welche auch mit 

detektierbaren Wärmeänderungen einhergehen.
227

 Folglich können unterschiedliche Prozess-

wärmen durch Verwendung verschiedener Vesikeltypen für die DNA-Komplexierung 

detektiert werden. 

Die Herstellung von einheitlichen unilamellaren Vesikeln, wie z.B. durch Extrusion, könnte 

zu einer besseren Reproduzierbarkeit der ITC-Experimente führen. Extrusionsversuche 

zeigten jedoch, dass die verwendeten Cytofektine stark an Polycarbonatmembranen binden, 

wodurch diese Methode der Vesikelpräparation nicht genutzt werden konnte. 
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Im Gegensatz zu vesikulären Systemen sind mizellare Transfektionssysteme reproduzierbar 

herstellbar. So aggregieren Mizellbildner (wie TO-VI) bei gleicher Konzentration im selben 

Dispersionsmedium oberhalb der CMC reproduzierbar zu Mizellen, wobei bei gleicher Lipid-

konzentration die Oberfläche der dispergierten Phase geringeren Schwankungen als bei 

Dispersionen von multilamellaren Liposomen unterworfen ist. Folglich bietet sich die ITC als 

Werkzeug für die Untersuchung des Komplexierungsverhaltens zwischen kationischen 

Mizellen und DNA an. Für die folgenden Untersuchungen wurde beispielhaft TO-VI 

verwendet. Analoge Untersuchungen wurden mit TT-VI durchgeführt und in WÖLK et al. 

veröffentlicht.
297

 

Zunächst wird die TO-VI-zu-DNA-Titration in HEPES-Puffer (pH 7,3) betrachtet 

(Abb. 53a,b). Zu Beginn der Titration werden ausschließlich exotherme Prozesse detektiert. 

Die Reaktionsenthalpie ist hier deutlich negativer als die Enthalpie des Titrationsprozesses 

einer TO-VI-Dispersion gleicher Konzentration in reinen Puffer (vergleiche Abb. 51, 

Kap. 3.4.2). Bei nTO-VI/nNuk-Werten kurz vor dem Titrationsendpunkt (TEP, Ermittlung siehe 

Anhang Abb. S-9 und Abb. S-10) treten endotherme Prozesse auf. Betrachtet man nun die 

DNA-zu-TO-VI-Titration, so ergibt sich für diesen Titrationsprozess eine stark veränderte 

Titrationskurve (Abb. 53c,d). Bis zum erreichen des TEP treten endotherme Signale auf, 

welche von exothermen Prozessen überlagert sind. Wie sind diese Unterschiede bei der 

Umkehr des Titrationsprozesses zu interpretieren? 

Bei beiden Titrationsprozessen treten zu Beginn des Experiments unterschiedliche 

Konzentrationsverhältnisse zwischen Lipid und DNA in der Reaktionszelle auf. Dies führt zu 

einem unterschiedlichen Ausmaß der DNA-Komplexierung in den einzelnen Titrations-

schritten. Im ersten Fall, wenn das Lipid zu einer in der Messzelle vorgelegten DNA-Lösung 

titriert wird, interagiert zu Beginn eine kleine Anzahl an Lipidmolekülen mit einem großen 

Überschuss an DNA, so dass das Cytofektin nur eine geringe Anzahl der freien 

Bindungsstellen an der DNA besetzt. Mit fortschreitender Titration werden weitere freie 

Cytofektinbindungsstellen an der DNA besetzt, was in einem kontinuierlichen 

Lipoplexaufbau bis zum Erreichen des TEP resultiert. Dem gegenüber interagiert bei der 

DNA-zu-TO-VI-Titration eine geringe Menge an DNA-Molekülen mit einem großen 

Überschuss an Cytofektinen (Monomere und Mizellen). Als Konsequenz wird die gesamte 

DNA in einem Titrationsschritt komplexiert. Bei dieser Titrationsvariante wird im Vergleich 

zur TO-VI-zu-DNA-Titration weniger kationisches Lipid benötigt (siehe TEP Tab. 19). 
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Wie sind nun die biphasischen Peaks bei der DNA-zu-TO-VI-Titration zu interpretieren? Ein 

ähnliches Phänomen wurde bereits von PECTOR et al. beschrieben.
229

 Hier wird das 

biphasische Verhalten wie folgt erklärt: Der exotherme Prozess reflektiert die elektrostatische 

Komponente der Komplexbildung (Interaktion der Phosphatgruppen der DNA mit den 

protonierten Aminogruppen der Lipide), während der endotherme Prozess aus der 

Lipid/DNA-Reorganisation resultiert. In den Experimenten dieser Arbeit äußert sich dieser 

Reorganisationsprozess als Präzipitation der Lipoplexe – eine Beobachtung, welche auch in 

der Literatur beschrieben ist.
227-229

 Aufgrund der fehlenden elektrostatischen Stabilisierung 

tendieren vor allem neutrale Lipoplexe zur Koagulation und Präzipitation (siehe Kap. 3.4.3.2). 

Die Komplexbildung ist vermutlich für die exotherme Prozesswärme verantwortlich, welche 

von der endothermen Prozesswärme des Koagulationsprozesses überlagert wird. Beide 

Prozesse finden bei der DNA-zu-TO-VI-Titration in einem Titrationsschritt statt. Die Theorie 

kann auch auf die TO-VI-zu-DNA-Titration übertragen werden. Neutrale Komplexe und 

somit Koagulationsprozesse treten lediglich am TEP auf, an welchem in der ITC-Titrations-

kurve endotherme Prozesswärmen beobachtet werden (Abb. 53a). 
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Abb. 53: a) Wärmestrom/Zeit-Profil und b) Prozesswärmen normalisiert auf die Stoffmenge des injizierten TO-VI als 

Funktion von nTO-VI/nNuk in der Reaktionszelle für die TO-VI-zu-DNA-Titration (csspDNA = 0,45 mMNuk, cTO-VI = 0,84 mM) in 

HEPES-Puffer pH 7,3. Die rote Linie markiert den Punkt, an dem die für TO-VI zuvor ermittelte CMC in der Reaktionszelle 

theoretisch erreicht ist. c) Wärmestrom/Zeit-Profil und d) Prozesswärmen normalisiert auf die Stoffmenge der injizierten 

DNA als Funktion von nNuk/nTO-VI in der Reaktionszelle für die DNA-zu-TO-VI-Titration (cTO-VI = 0,26 mM, csspDNA = 

4,85 mMNuk) in HEPES-Puffer pH 7,3. Im Wärmestrom/Zeit-Profil treten exotherme Prozesse durch positive Peaks in 

Erscheinung. 

 

a) 

c) 

b) 

d) 
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Vergleicht man die in der Literatur beschriebenen ITC-Untersuchungen von Lipoplexbil-

dungsprozessen, so werden überwiegend endotherme Prozesswärmen erwähnt.
77,227,228,231,232

 

Eine Ausnahme bildet die Komplexierung von DNA durch DOTAP/DOPE-Vesikel.
77

 In 

diesem Fall wird die exotherme Prozessenthalpie für die Lipoplexbildung der Protonierung 

der PE-Aminogruppe in DOPE zugeschrieben. Die in der Arbeit beobachteten Prozess-

enthalpien für die Lipoplexbildung mit TO-VI sind ebenfalls exotherm. Um Änderungen im 

Protonierungsstatus während der Lipoplexbildung zu ermitteln, wurden ergänzende ITC-Ex-

perimente in MES- und TRIS-Puffer durchgeführt. 

MES, HEPES und TRIS besitzen unterschiedliche Dissoziationsenthalpien (MES: ∆HDiss = 

12,7 kJ mol
-1

, HEPES: ∆HDiss = 16,4 kJ mol
-1

, TRIS: ∆HDiss = 47,3 kJ mol
-1

).
298

 Die Gegenüber-

stellung der ITC-Titrationskurven in den verschiedenen Puffersystemen ist in Abb. 54 

dargestellt. Der TEP wird durch die Puffersubstitution für beide Titrationsrichtungen nicht 

beeinflusst. Dem gegenüber variieren die Prozesswärmen (Tab. 18) in Abhängigkeit vom 

Puffersystem, was auf einen Protonenübergang während des Lipoplexbildungsprozesses 

hinweist. Die Protonenaktivität des Lösungsmittels wird durch den Puffer konstant gehalten, 

wodurch zusätzlich zu der Wärme, welche der Komplexbildung zuzuschreiben ist, die Wärme 

der Pufferaktivität erfasst wird. 

An dieser Stelle soll der Ursprung von Protonierungsreaktionen während der Lipoplexbildung 

diskutiert werden. Ein Transfer der Aminogruppen in TO-VI bzw. der Phosphatgruppen des 

DNA-Rückgrats aus einer wässrigen Umgebung in ein Milieu mit niedrigerer Dielektrizitäts-

konstante, wie beispielsweise das des Lipoplexinneren, destabilisiert die geladene und stabili-

siert die ungeladene Form solcher (de)protonierbaren funktionellen Gruppen. Dies geht mit 

einer Änderung des apparenten pKa-Werts (pKa
app

) einher.
299

 Eine weitere Erklärung liefert 

a) 
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Abb. 54: Prozesswärmen (korrigiert mittels Kontrolltitration) für den Komplexbildungsprozess zwischen sspDNA und 

TO-VI in drei Puffersystemen (HEPES, TRIS und MES) bei pH 7,3. a) Prozesswärmen normalisiert auf die Stoffmenge des 

injizierten Lipids für die TO-VI-zu-DNA-Titration (csspDNA = 0,45 mMNuk, cTO-VI = 0,84 mM). b) Prozesswärmen normalisiert 

auf die Stoffmenge der injizierten DNA für die DNA-zu-TO-VI-Titration (cTO-VI = 0,26 mM, csspDNA = 4,85 mMNuk). 

b) 
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der Sachverhalt, dass negativ geladene Oberflächen (DNA-Moleküle) Protonen akkumulieren, 

wodurch der lokale pH-Wert an der Oberfläche sinkt. Bei Bindung von aminofunktionali-

sierten Lipiden an DNA kann sich somit der Protonierungsgrad der Cytofektine ändern.
299

 

Die Enthalpie des Gesamtprozesses (∆HTot) und die Dissoziationsenthalpie des Puffers 

(∆HDiss) stehen in folgendem linearen Zusammenhang:
299

 

∆HTot = p × ∆H2 + ∆H1 + p × ∆HDiss  (Gl. 10). 

Diese Gleichung erlaubt es die Anzahl der migrierten Protonen (p) während des 

Komplexbildungsprozesses zu bestimmen. Dabei ist ∆H2 die Dissoziationsenthalpie des 

Reaktanden, welcher das Proton aufnimmt/abgibt, und ∆H1 die Assoziationsenthalpie der 

Komplexbildung. Bei Anwendung auf das Pufferexperiment wurde eine Protonenaufnahme 

(positives p) für die Lipoplexbildung ermittelt, wobei während der TO-VI-zu-DNA-Titration 

1,5 Protonen pro zutitriertem Lipidmolekül und während der DNA-zu-TO-VI-Titration 0,2 

Protonen pro zutitriertem Nukleotid aufgenommen werden (vergleiche Tab. 19). 

Welche funktionellen Gruppen können für die Protonenaufnahme verantwortlich sein? Die 

basischen Funktionen der DNA-Purine/Pyrimidine sind in Wasserstoffbrückenbindungen im 

DNA-Inneren involviert und stehen theoretisch nicht für den Protonierungsprozess zur 

Verfügung. Die Phosphatgruppen der DNA (pKa-Wert der OH-Funktion des Phosphorsäure-

diesters ist ~2) sind unter den gewählten experimentellen Bedingungen bei pH 7,3 

deprotoniert. Die ε-Aminogruppe des Lipid-gebundenen Lysins (pKa-Wert ~10) ist bei pH 7,3 

protoniert. Demgegenüber ist der Protonierungsgrad der α-Aminogruppe dieses Lysinbau-

steins in TO-VI (pKa ~9) am wahrscheinlichsten für geringe pH-Wert-Änderungen der 

Mikroumgebung anfällig, so dass diese Aminogruppe für die Protonenaufnahme verant-

wortlich ist. Zusätzlich ist nicht auszuschließen, dass ein unbekannter Anteil der 6 primären 

Aminogruppen von TO-VI in intra- bzw. intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen 

involviert ist. Konformationsänderungen im Lipid während des Komplexbildungsprozesses 

Tab. 18: Vergleich der mit Hilfe der ITC ermittelten TEP- und ∆HTot-Werte in Abhängigkeit vom Puffersystem. Es sind 

sowohl die Ergebnisse für die TO-VI-zu-DNA- als auch die DNA-zu-TO-VI-Titration dargestellt. Der jeweilige Puffer 

(20 mM) wies einen pH-Wert von 7,3 auf. Für eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde der TEP in N/P-

Verhältnisse umgerechnet (N/P = 6nTO-VI/nNuk) 

Puffer 
TO-VI-zu-DNA DNA-zu-TO-VI 

TEP ∆HTot ± s [kJ mol
-1

TO-VI] TEP ∆HTot ± s [kJ mol
-1

Nuk] 

HEPES N/P 1,9 -26,5 ± 3,6 N/P 2,2 -2,2 ± 0,4 

MES N/P 1,9 -29,0 ± 3,3 N/P 2,2 -1,9 ± 0,9 

TRIS N/P 1,7 19,6 ± 1,8 N/P 2,4 3,9 ± 0,1 
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können zum Aufbrechen der Wasserstoffbrückenbindungen führen, wodurch Aminofunk-

tionen für Protonierungsreaktionen zugänglich werden. 

ANTIPINA et al. beschrieben ebenfalls Protonierungseffekte während der Lipoplexbil-

dung.
300,301

 So konnte am LANGMUIR-Film gezeigt werden, dass das unprotonierte mono-

valente Cytofektin AHHP in der Lage war DNA zu binden. Dieses Verhalten indiziert lokale 

pH-Veränderungen oder pKa
app

-Verschiebungen während der DNA-Bindung, wodurch das 

Cytofektin protoniert und in Folge dessen die DNA-Bindung forciert wird. 

Abschließend soll das komplexe Zusammenspiel verschiedener Prozesse während der 

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

(1) Wird Lipid schrittweise zur DNA gegeben, tritt zu Beginn der Titration zusätzlich zum 

Komplexbildungsprozess der Demizellisationsprozess auf. Es stellt sich nun die Frage, ob 

nur Mizellen oder auch Lipidmonomere die DNA komplexieren. Das Titrationsprofil der 

TO-VI-zu-DNA-Titration zeigt deutlich, dass TO-VI-Monomere befähigt sind DNA zu 

komplexieren (Abb. 53b). Wären nur Mizellen dazu befähigt, so würden bis zum Erreichen 

der CMC in der Messzelle lediglich die Demizellisationswärmen ermittelt und Komplex-

bildungswärmen erst mit Erreichen der CMC detektiert werden. Die Interaktion von 

Mizellen mit der DNA konnte nicht bewiesen werden, ist aber aus elektrostatischer Sicht 

anzunehmen. Bei pH 7,3 besitzen TO-VI-Mizellen eine hohe Ladungsdichte: Unter 

Verwendung von AKG = 120 Å
2
 (siehe Kap. 3.4.3.5) und der Annahme, dass lediglich die 

ɛ-Aminogruppen protoniert sind, ergibt sich eine Ladungsdichte von ρ = e(40 Å
2
)
-1

. DNA 

hat eine deutlich geringere Ladungsdichte von ρ = e(110 Å
2
)
-1

.
60

  

(2) Ein wichtiger Schritt in der Lipoplexbildung ist die elektrostatische Anziehung 

zwischen der negativ geladenen DNA und den kationischen Lipiden. Des Weiteren wird der 

Entropiegewinn durch Freisetzung von Gegenionen als wichtige treibende Kraft für die 

Lipoplexbildung diskutiert.
60,227,232

 Im Rahmen der ITC-Experimente dieser Arbeit gelang 

es nicht die Prozessentropie zu ermitteln. Grund hierfür ist der multifaktorielle Charakter 

der Lipoplexbildung, wodurch kein einfaches thermodynamisches Modell für die 

Auswertung der Titrationskurven angewendet werden konnte (die Gleichgewichts-

konstante, welche mit Hilfe solcher Modelle ermittelt wird, ist für die Berechnung der 

Entropie notwendig). DNA besitzt verschiedene Bindungsstellen für Cytofektine: 

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

gruppen) und 

ii) Phosphatgruppen in Nachbarschaft zu bereits besetzten Bindungsstellen.
233
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Für den zweiten Fall (ii) muss, zusätzlich zu der Wechselwirkung zwischen Phosphat und 

Cytofektin, die Interaktion benachbarter Cytofektine für die Entwicklung eines Bindungs-

modells berücksichtigt werden. Zu diesen Lipid/Lipid-Interaktionen zählen z.B. Wasser-

stoffbrückenbindungen im Bereich des Rückgrats, elektrostatische Abstoßung und hydro-

phobe Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten. Des Weiteren wird der Komplex-

ierungsprozess durch die helikale DNA-Struktur mit „kleiner und großer Furche“ und der 

konformationellen Flexibilität der TO-VI-Kopfgruppe wesentlich vielschichtiger, was eine 

Aufstellung eines realistischen thermodynamischen Bindungsmodells erschwert. 

(3) Die Wechselwirkungen zwischen den Lipidalkylketten führen zu der finalen 

kompakten Lipoplexstruktur. Je mehr Cytofektine an einem DNA-Strang binden, desto 

häufiger kommt es zu Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten verschiedener 

Lipidmoleküle, welche am selben oder an anderen DNA-Strängen gebunden sind. Dies 

führt zu einer Kompaktierung der DNA-Stränge, wobei durch die Abschirmung der 

Phosphatgruppen durch die Cytofektine auch verschiedene DNA-Stränge zusammengeführt 

werden. Es kommt zur Ausbildung der finalen Lipoplexstruktur, auf welche in Kap. 3.4.3.4 

eingegangen wird. 

Der multifaktorielle Charakter des Komplexierungsprozesses, welcher in den vorange-

gangenen drei Punkten beschrieben wurde, erlaubt lediglich eine Modell-freie Methode für 

die Auswertung der in dieser Arbeit beschriebenen ITC-Experimente (Ermittlung von ∆HTot 

und TEP). Die durch Integration des Wärmestrom/Zeit-Profils ermittelten Prozesswärmen 

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

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

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

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

angegeben. Für eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden sowohl TEP als auch IEP in N/P-Verhältnisse 

umgerechnet (N/P = 6nTO-VI/nNuk). 

ITC ζ-Potential effektivstes 

N/P- 

Verhältnis 

in-vitro
[f]

 

c in Spritze 

[mM] 

c in Zelle 

[mM] 

∆HTot ± s 

[kJ mol
-1

]
[a]

 

∆HKomp 

[kJ mol
-1

]
[a][b]

 
p

[c]
 TEP

[d]
 IEP

[e]
 

TO-VI: 

0,84 

Nukleotid: 

0,45 
-26,5 ± 3,6 -48,6 1,5 N/P 1,9 N/P 2,0 N/P 4 

Nukleotid: 

4,85 

TO-VI : 

0,26 
-2,2 ± 0,4 -4,6 0,2 N/P 2,2 N/P 1,9 N/P 4 

[a] kJ mol-1
TO-VI wenn die Spritze mit Lipid gefüllt ist und kJ mol-1

Nuk wenn die Spritze mit DNA gefüllt ist. 

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

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

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

[e] Mittels sigmoigaler Kurvenanpassung des ζ-Potential/Konzentrations-Profils nach BOLTZMANN ermittelter isoelektrischer 

Punkt (siehe Abb. S-11 und Abb. S-12 Anhang). 

[f] Siehe Kap. 4.2. 
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∆HTot beinhalten auch die Wärmebeiträge der Pufferdissoziation. Gl. 12 ermöglicht es, unter 

Annahme von Gl. 11, die Enthalpie der Komplexbildung ∆HKomp von ∆HDiss zu separieren: 

∆HKomp = p × ∆H2 + ∆H1   (Gl. 11), 

  ∆HTot = ∆HKomp + p × ∆HDiss  (Gl. 12). 

Die im Rahmen der ITC-Experimente zur Lipoplexbildung ermittelten ∆HKomp-Werte sind in 

Tab. 19 zusammengefasst. 

3.4.3.2 Zetapotential- und DLS-Messungen 

Um aufzuklären, ob der Titrationsendpunkt der ITC-Experimente mit dem isoelektrischen 

Punkt (IEP) der DNA-Komplexierung übereinstimmt, wurden ζ-Potentialmessungen 

durchgeführt. Am IEP sind die negativen Ladungen der DNA durch die positiven Ladungen 

von TO-VI neutralisiert. 

Das ζ-Potential, als Funktion des molaren Verhältnisses der Komplexbildungsteilnehmer im 

Vergleich mit den Prozesswärmen der ITC-Experimente, ist in Abb. 55 dargestellt. Für beide 

Versuche (TO-VI-zu-DNA-Titration und DNA-zu-TO-VI-Titration) wurden sigmoidale 

ζ-Potentialkurven, welche die Abszisse (ζ = 0 mV) schneiden, ermittelt (siehe BOLTZMANN-

Funktionen im Anhang Abb. S-11 und Abb. S-12). Bei Molenbrüchen mit Lipidüberschuss 

zeigen die Lipoplexe eine positive Gesamtladung, bei Molenbrüchen mit DNA-Überschuss 

dagegen eine negative Gesamtladung. Diese „Überladungsphänomene“ sind für die Lipoplex-

bildung in der Literatur bereits beschrieben.
59,62

 Des Weiteren zeigt die ζ-Potentialkurve ab 

einem gewissen Lipid- oder DNA-Überschuss einen Plateaubereich, in dem sich das 

ζ-Potential kaum verändert. Dieses Plateau liegt unter den gewählten Bedingungen bei 30 mV 

(Lipidüberschuss) bzw. -40 mV (DNA-Überschuss). 
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Abb. 55: Gegenüberstellung des ζ-Potentials (dreifache Bestimmung) und der Prozessenthalpie der ITC-Experimente für die 

Lipoplexbildung als Funktion des molaren Verhältnisses zwischen Titrand und Titrator in HEPES-Puffer pH 7,3 für die 

TO-VI-zu-DNA- (a) als auch die DNA-zu-TO-VI-Titration (b). Die horizontale Linie markiert den Neutralpunkt des 

ζ-Potentials. Die für die ζ-Potentialbestimmung verwendeten Konzentrationen wurden an die ITC-Experimente angepasst. 

a) b) 
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Die ζ-Potentialkurve gibt zudem Hinweise über die kolloidale Stabilität der Lipoplex-

dispersionen. Neutrale Partikel (Partikel am IEP) neigen zur Aggregation. Dieses Phänomen 

kann mit Hilfe der DLVO-Theorie beschrieben werden.
41,302

 Ein Minimum der Partikelladung 

am IEP führt dazu, dass anziehende Kräfte (wie VAN-DER-WAALS-Kräfte), welche nur auf 

kurzen Distanzen wirksam werden, überwiegen. Mit steigender Partikelladung überwiegen 

abstoßende elektrostatische Kräfte zwischen den Partikeln. Das Dispersionssystem ist 

kolloidal stabilisiert. In den Plateaubereichen der ζ-Potentialkurve ist die elektrostatische 

Stabilisierung der Dispersion am größten, was auch in den DLS-Messungen zum Ausdruck 

kommt (Abb. 56). So wurden in den Plateaubereichen der ζ-Potentialkurve Partikel mit 

Radien unter 200 nm ermittelt. Dagegen konnten im Bereich des IEP Partikel mit Radien über 

2 µm detektiert werden. 

Der Vergleich der ζ-Potentialkurve mit der Enthalpiekurve der ITC-Messungen zeigt, dass der 

IEP der ζ-Potentialmessung mit dem TEP der ITC-Experimente für beide Titrationsrichtungen 

identisch ist (vergleiche Abb. 55 und Tab. 19 Kap. 3.4.3.1). Das beobachtete Phänomen der 

„Überladung“ zeigt, dass sowohl Lipid- als auch DNA-Überschuss zum zusätzlichen Einbau 

von Molekülen (TO-VI oder DNA) in die Lipoplexe führt, was mit einer Aufladung dieser 

einhergeht. Die treibende Kraft für dieses Phänomen ist der Entropiegewinn durch die 

Freisetzung von Gegenionen.
303

 Diese „Überladungsphänomene“ sind durch elektrostatische 

Abstoßungseffekte im Lipoplexinneren begrenzt, was in den Plateauregionen der ζ-Potential-

kurven zum Ausdruck kommt. Diese elektrostatische Abstoßung tritt sowohl zwischen den 

inkorporierten negativ geladenen DNA-Strängen als auch zwischen den kationischen Lipid-

doppelschichten auf. 
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Abb. 56: Partikelgröße von Lipoplexdispersionen (angegeben als z-Average-Radius) als Funktion des molaren Verhältnisses 

zwischen Titrand und Titrator (dreifache Bestimmung) in HEPES-Puffer pH 7,3 für die TO-VI-zu-DNA- (a) als auch die 

DNA-zu-TO-VI-Titration (b). Die eingefügten Diagramme stellen die intensitätsgewichtete Größenverteilung der mit Rot 

markierten z-Average-Werte dar (y-Achse: Intensität [a.u.]). Die grüne Linie markiert den IEP aus den ζ-Potentialmessungen. 

a) b) 
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Theoretisch würden die beschriebenen „Überladungseffekte“ zu folgender Beobachtung 

führen: IEP ≠ TEP. Der zusätzliche Moleküleinbau über den Ladungsausgleich (IEP) hinaus 

müsste durch Wärmeeffekte im ITC-Experiment zu erkennen sein, wurde aber durch die 

Übereinstimmung von TEP und IEP nicht bestätigt. Eine Erklärung für diese Unstimmigkeit 

bieten Untersuchungen von CARACCIOLO et al.
303

 So wurde demonstriert, dass lediglich die 

Lipoplexpräparationen, welche in einem Mischungsschritt präpariert wurden, wie es bei der 

Lipoplexpräparation für die ζ-Potentialmessung im Rahmen dieser Arbeit praktiziert wurde 

(siehe Kap. 6.2.6), zu „Überladungseffekten“ führten. Voraussetzung ist der Überschuss eines 

Komplexbildungspartners bei der Komplexierung. Bei Lipoplexbildung durch langsame 

Erhöhung der Cytofektinkonzentration wird der Komplexierungsprozess mit dem Entstehen 

neutraler Lipoplexe beendet. Ein Einbau überschüssiger Lipide in neutrale Komplexe ist nach 

CARACCIOLO et al. nicht möglich. Die TO-VI-zu-DNA-Titration (ITC) ist eine Komplex-

bildung in mehreren Schritten und, in Übereinstimmung mit CARACCIOLO et al.,
303

 mit der 

Bildung des neutralen Komplexes abgeschlossen (IEP = TEP). Das Auftreten eines Präzipitats 

mit Partikelgrößen >1 µm nach Beendigung der ITC-Experimente unterstützt diese These, da 

neutrale Lipoplexe zur Koagulation und Präzipitation neigen. 

Demgegenüber ist die DNA-zu-TO-VI-Titration (ITC) zu Beginn des Experiments ein 

Komplexbildungsprozess in einem Mischungsschritt bei einem Überschuss an Cytofektin, 

wodurch positiv geladene Lipoplexe in kolloidal stabiler Dispersion erwartet werden sollten. 

Im Experiment entstand jedoch ein Präzipitat und der ermittelte TEP stimmte auch im Fall der 

DNA-zu-TO-VI-Titration mit dem IEP überein. Diese Beobachtung kann durch einen 

Lipidtransfer von positiv geladenen Lipoplexen mit TO-VI-Überschuss auf unkomplexierte 

oder unvollständig komplexierte DNA im Verlauf des Titrationsexperiments erklärt werden. 

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

3.4.3.3 Untersuchung der DNA-Komplexierung mittels DSC 

Die Komplexierung von DNA mit TO-VI wurde zusätzlich mittels DSC untersucht um den 

Einfluss des Komplexierungsgrads auf die DNA-Denaturierung zu ermitteln. Die Ergebnisse 

sind in Abb. 57 dargestellt. Die 1. Heizkurve der sspDNA-Lösung zeigt eine breite 

endotherme Umwandlung mit einem Maximum bei 60 °C. Diese Umwandlung stimmt mit 

Literaturwerten der Denaturierungstemperatur für dsDNA2000 (dsDNA→ssDNA) überein.
304

 

UV-VIS-Absorptionsuntersuchungen bei 260 nm unterstützen diese Annahme. In der 2.-

5. Heizkurve der sspDNA-Lösung wurden keine Umwandlungen beobachtet. Dies zeigt, dass 

im Zeitraum der gewählten experimentellen Bedingungen der DSC-Experimente keine 
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Renaturierung zum DNA-Doppelstrang 

stattfand. Die Fähigkeit der Annelierung 

von ssDNA zur dsDNA in DSC-Ex-

perimenten hängt von der gewählten Kühl-

rate und dem Equilibrierungszeitraum vor 

dem folgenden Heizzyklus ab. Die im 

beschriebenen Experiment gewählten Ein-

stellungen ermöglichen es sowohl Verän-

derungen der DNA-Denaturierung, durch 

den Vergleich der 1. Heizkurven verschie-

dener Experimente, zu erfassen, als auch 

Rückschlüsse auf die DNA-Renaturierung 

durch den Vergleich der 1. und 5. Heiz-

kurve eines DSC-Experiments zu ziehen. 

Die Zugabe von TO-VI zur DNA verändert 

das thermotrope Verhalten der DNA. Bei 

einem N/P-Verhältnis von 0,5 und 1 treten 

zwei endotherme Umwandlungen bei 60 °C 

und 80 °C in der 1. Heizkurve auf (Abb. 57). 

Sie unterscheiden sich jedoch in den zu-

gehörigen Prozessenthalpien. Die 5. Heiz-

kurve zeigt in beiden Fällen eine sehr breite Umwandlung zwischen 40 °C und 90 °C mit 

geringer Enthalpie. Bei einem N/P-Verhältnis von 2 verschwindet die Umwandlung bei 60 °C 

in der 1. Heizkurve und es ist lediglich eine Umwandlung bei 80 °C vorhanden. Die folgenden 

Heizkurven zeigen weiterhin die breite Umwandlung zwischen 40 °C und 90 °C. Bei einem 

N/P-Verhältnis von 4 und 6 ist in der 1. Heizkurve eine Umwandlung bei ~85 °C zu erkennen, 

welche auch in den nachfolgenden Heizkurven erscheint. Die Umwandlungsenthalpie nimmt 

im Vergleich zur 1. Heizkurve ab, bleibt jedoch ab dem 3. Heizzyklus konstant. Zusätzlich 

tritt die breite Umwandlung zwischen 40 °C und 70 °C auf, welche auch bei den niedrigeren 

N/P-Verhältnissen beobachtet wurde. 

Die beobachteten Umwandlungen werden dem DNA-Denaturierungsprozess zugeschrieben, 

da TO-VI in HEPES-Puffer pH 7,3 keine Umwandlung im betrachteten Temperaturbereich 

aufweist (siehe Anhang Abb. S-14). Die breite Umwandlung zwischen 40 °C und 90 °C im 

5. Heizzyklus hat vermutlich ihre Ursache im Schmelzen partiell annelierter DNA-Stränge. 
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Abb. 57: DSC Heizkurven im Bereich von 2-95 °C von reiner 

sspDNA und sspDNA im Komplex mit TO-VI für ver-

schiedene N/P-Verhältnisse (blaue Zahlen) in HEPES-Puffer 

pH 7,3. Die DNA-Konzentration betrug 1 mg ml-1. Die Kurven 

wurden aus Übersichtsgründen vertikal verschoben. Die Kur-

ven eines N/P-Verhältnisses wurden untereinander nicht ver-

schoben. Die 5. Heizkurve repräsentiert Heizkurven 2-5 eines 

Experiments. Heizrate für Heiz- und Kühlzyklus: 60 K h-1; 

Equilibrierungszeit vor Heiz- und Kühlzyklen: 10 min. 
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Die Komplexierung von DNA mit TO-VI führt zum Anstieg der Denaturierungstemperatur 

der DNA. So ist die 60 °C-Umwandlung bei einem N/P-Verhältnis von 0,5 und 1 der 

unkomplexierten DNA zuzuordnen, während die 80 °C-Umwandlung der komplexierten DNA 

zugewiesen werden kann. Ein Anstieg der Denaturierungstemperatur von DNA im Komplex 

mit kationischen Lipiden oder Polymeren ist bereits in der Literatur beschrieben.
305,306

 Die 

Enthalpie der Denaturierung unkomplexierter DNA nimmt mit steigendem N/P-Verhältnis ab 

während die Denaturierungsenthalpie der komplexierten DNA zunimmt. Das Verschwinden 

der beiden Umwandlungen in den nachfolgenden Heizzyklen zeigt, dass es unter den 

Bedingungen des DSC-Experiments nicht zur vollständigen Renaturierung der komplexierten 

und unkomplexierten DNA kommt. Lediglich partielle Strangannelierungen finden statt, was 

durch die breite Umwandlung zwischen 40 °C und 90 °C vermutet werden kann. 

Bei einem N/P-Verhältnis von 2 ist die DNA-Komplexierung abgeschlossen, da lediglich die 

Umwandlung bei 80 °C beobachtet wird. Dies ist auch mit den Ergebnissen der 

ITC-Experimente und ζ-Potentialmessungen konform (siehe Tab. 19 Kap. 3.4.3.2). Auch bei 

diesem N/P-Verhältnis findet keine vollständige DNA-Annelierung nach dem ersten 

Denaturierungsprozess statt. Die Situation ändert sich bei den N/P-Verhältnissen 4 und 6. Es 

wird ein weiterer Anstieg der Denaturierungstemperatur der komplexierten DNA auf 85 °C 

ermittelt. Zusätzlich tritt diese Umwandlung mit geringerer Enthalpie in den nachfolgenden 

Heizzyklen auf. Folglich kann von einer vollständigen Renaturierung eines Teils der 

denaturierten DNA im Komplex ausgegangen werden. Die Lipoplexstruktur ermöglicht 

demzufolge eine schnellere Annelierung von ssDNA-Strängen nach der DNA-Denaturierung, 

was durch einen höheren Ordnungsgrad im Komplex erklärt werden kann. 

3.4.3.4 RÖNTGEN-Untersuchungen von TO-VI-Dispersionen in An- und 

Abwesenheit von DNA 

SAXS-Untersuchungen zur Strukturaufklärung wurden sowohl mit reinen TO-VI 

Dispersionen als auch mit TO-VI/DNA-Komplexen durchgeführt. 

Das RÖNTGEN-Beugungsmuster einer TO-VI-Dispersion in HEPES-Puffer pH 7,3 im 

Kleinwinkelbereich ist in Abb. 58a dargestellt. Es ist lediglich ein breiter Reflex zu erkennen, 

welcher auf schwach zueinander korrelierte fluide Lipiddoppelschichten hinweist. Die SAXS 

Experimente wurden bei einer sehr hohen Konzentration von c = 2 g ml
-1

 (Faktor 2000 

oberhalb der CMCTO-VI) durchgeführt, wodurch die Ausbildung einer isotropen mizellaren 

Phase unwahrscheinlich ist. Die Existenz einer flüssig-kristallinen Phase ist anzunehmen, 

wobei es anhand des RÖNTGEN-Beugungsmusters nicht möglich ist zwischen Stapel 
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discoidaler Mizellen, „Bicelles“ oder anderen schwach geordneten lamellaren Phasen zu 

unterscheiden. 

Da die Streukurve nur einen Reflex aufweist, wurde ein geeignetes Modell für die 

Auswertung benötigt. Für die Kurvenanpassung der Streukurve wurde der GAP-Fit (GAP 1.3 

Programm von GEORG PABST)
307,308

 genutzt, welcher auf einer Abwandlung der CAILLÈ-

Theorie beruht und auf Lα- und SmA-Phasen anwendbar ist. Als Ergebnis der Kurven-

anpassung wird ein Elektronendichteprofil erhalten, aus dem die Dicke der Doppelschicht 

berechnet werden kann. Der daraus erhaltene d-Wert beträgt 46,3 Å (Abb. 58b). Die neben der 

SAXS-Messung ermittelten WAXS-Daten waren von schlechter Qualität und ließen somit 

keine Auswertung bezüglich der Alkylkettenanordnung zu. Um dennoch genauere Aussagen 

über die Fluidität der Alkylketten in den TO-VI-Aggregaten machen zu können, wurden 

infrarotspektroskopische Untersuchungen durchgeführt. FT-IR-Messungen zeigten, dass die 

Alkylketten einen hohen Anteil an gauche-Konformeren aufweisen und sich somit im fluiden 

Zustand befinden (siehe Anhang Abb. S-13). Fluide Alkylketten sind kürzer als Ketten in der 

all-trans-Konformation, können aber nicht den kleinen d-Wert erklären. Die theoretische 

Länge der Lipidmoleküle beträgt ~40 Å für ein gestrecktes Lipid und ~34 Å für ein 

energieminimiertes Lipid. Die einzige Erklärung für den kleinen d-Wert bietet eine 

Verzahnung der fluiden Alkylketten innerhalb einer Lipiddoppelschicht. 

Das SAXS-Diffraktogramm einer Dispersion von TO-VI/sspDNA-Komplexen (N/P 1) in 

HEPES-Puffer pH 7,3 ist in Abb. 59a dargestellt. Das Reflexmuster ist typisch für die 

Lα
c
-Phase. Es sind drei BRAGG-Reflexe zu erkennen, wobei die Signale bei q001 = 0,115 Å

-1
 

und q002 = 0,232 Å
-1

 von der multilamellaren Anordnung der TO-VI-Doppelschichten mit 

interkalierten DNA-Strängen resultieren (Lα
c
).

58,63
 Der BRAGG-Reflex bei qDNA = 0,180 Å
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Abb. 58: a) SAXS-Diffraktogramm (experimentelle Daten und GAP-Fit) von TO-VI (c = 0,2 g ml-1) in HEPES-Puffer pH 7,3 

bei 25 °C. b) Aus dem GAP-Fit resultierendes Elektronendichteprofil. z ist die Distanz in Å und ρ die Elektronendichte. Die 

angegebenen Strukturen stellen eine mögliche Anordnung der Lipidmoleküle in der Doppelschicht dar. 

a) b) 
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dem zweidimensionalen DNA-Gitter zuzuordnen. Die SAXS-Messungen von TO-VI/ 

sspDNA-Komplexen (N/P 3) zeigen ein vergleichbares Reflexmuster mit leicht verschobenen 

q-Werten für die lamellare Phase (q001 = 0,110 Å
-1

 und q002 = 0,220 Å
-1

, qDNA = 0,180 Å
-1

, 

siehe Anhang Abb. S-15). 

Die BRAGG-Reflexe der Lipoplexe bei N/P 1 ergeben folgende d-Werte (d = 2π/q): 54,6 Å für 

den Wiederholabstand der Lipiddoppelschicht zuzüglich einer DNA-Schicht (d(Lα
c
)) und 

34,9 Å für den Abstand der DNA-Stränge im zweidimensionalen DNA-Gitter (d(DNA)) 

(Abb. 59b). Unter der Annahme, dass die Dicke der Lipiddoppelschicht mit den d-Werten des 

GAP-Fits der reinen TO-VI-Dispersion übereinstimmt (46,3 Å), bleiben lediglich 8,3 Å für 

die DNA-Schicht übrig. Dies ist jedoch zu wenig für dsDNA, welche einen Durchmesser von 

~20 Å aufweist.
309

 Der Sachverhalt kann nur durch eine sehr dichte Packung der DNA-

Stränge zwischen den Lipiddoppelschichten erklärt werden, wobei die Wasserschicht, welche 

an den Lipiddoppelschichten gebunden ist, verdrängt wird. Dabei wird ein großer Teil der 

Hydrathülle der DNA von den Lipidkopfgruppen ersetzt. Weiterhin erlaubt die flexible 

Struktur der TO-VI-Kopfgruppe mit 3 endständigen Lysinbausteinen ein partielles 

Eindringen der DNA-Moleküle in den hydrophilen Bereich der Lipiddoppelschicht. Auch der 

d(DNA)-Wert (34,9 Å) weist auf eine sehr dichte DNA-Packung hin.
59

 

Die Besonderheit der hier beschriebenen Lα
c
-Phase liegt in der Verzahnung der Alkylketten 

innerhalb der Lipiddoppelschicht. Lamellare Lipoplexstrukturen mit verzahnten Lipiddoppel-

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

BRAGG-Reflexe bei q001 = 0,115 Å-1 und q002 = 0,232 Å-1 resultieren aus der multilamellaren Struktur der TO-VI/sspDNA-

Komplexe (Lα
c). Der BRAGG-Reflex bei qDNA = 0,180 Å-1 beruht auf dem Abstand zwischen den parallel geordneten DNA-

Strängen zwischen den Lipiddoppelschichten. b) Schematische Darstellung des TO-VI/sspDNA-Komplexes. Die Abstände 

d(Lα
c) = 55 Å und d(DNA) = 35 Å resultieren aus dem in a) abgebildeten SAXS-Diffraktogramm. Der Durchmesser der DNA 

(~20 Å) ist der Literatur entnommen.309 c) TEM-Aufnahme einer TO-VI/sspDNA-Komplexdispersion (N/P 3) in HEPES-

Puffer (c = 0,05 mg ml-1). Die Probe wurde mit Uranylacetat kontrastiert. Der Balken entspricht 50 nm. Nach WÖLK et al.297 

a) b) c) 
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schichten sind selten beschrieben. KOYNOVA et al.
310

 und FIELDEN et al.
311

 wiesen diese 

Struktur für Lipide in der Gelphase nach. 

Der lamellare Lipoplexaufbau konnte auch elektronenmikroskopisch bestätigt werden. 

Abb. 59c zeigt deutlich streifenförmige Strukturen in TO-VI/DNA-Komplexen (N/P 3). 

Messungen der streifenförmigen Strukturen zeigen eine Periodizität von 50 Å bis 60 Å. Diese 

Wiederholdistanz stimmt somit mit dem in SAXS-Experimenten ermittelten d(Lα
c
)-Wert von 

55 Å überein. TEM-Aufnahmen von TO-VI-Lipoplexen (N/P 1) weisen ebenfalls 

schichtförmige Strukturen auf, welche auf den lamellaren Lipoplexaufbau zurückzuführen 

sind (siehe Anhang Abb. S-16 und Abb. S-17). Es sei darauf hingewiesen, dass neben den 

deutlichen Schichtstrukturen auch weniger geordnete Strukturen in den TEM-Aufnahmen zu 

erkennen sind (siehe Anhang Abb. S-18). Vermutlich hängt dies mit der Orientierung der 

Probe nach der Präparation auf dem Kupfernetz zusammen. 

Ein weiterer Hinweis auf eine geringe Periodizität der lamellaren Ordnung ist die breite 

Struktur der BRAGG-Reflexe im SAXS-Diffraktogramm (siehe Abb. 59a), ein Phänomen 

welches auch von ZIDOVSKA et al. für oktavalente Cytofektine beschrieben wurde.
59

 

Weiterhin zeigen die TEM-Aufnahmen zwar schichtförmige Wiederholeinheiten, aber keinen 

zwiebelschalenartigen Lipoplexaufbau, wie er in der Literatur für lamellare Lipoplexe 

beschrieben ist.
312

 Dies zeigt ebenso, dass der lamellare Lipoplexaufbau von geringer 

Periodizität ist. 

3.4.3.5 Abschließende Diskussion zur Komplexierung von DNA durch TO-VI 

TO-VI bildet sowohl mizellare Lipidaggregate (reines Lipid in wässrigem Lösungsmittel), als 

auch lamellare Mesophasen (Lipid im Komplex mit DNA in wässrigem Lösungsmittel) (siehe 

Abb. 60). Wie ist dieses Verhalten mit dem Molekülformkonzept nach ISRAELACHVILI in 

Einklang zu bringen? Mizellen werden nach diesem Konzept von Lipiden mit kegelförmiger 

Molekülform gebildet (positive Membrankrümmung), während Lipide mit zylinderartiger 

Molekülform lamellare Aggregate ausbilden (vernachlässigbare Membrankrümmung).
41

 Ein 

Maß für die Molekülform bietet der Packungsparameter P (Kap. 1.2), für dessen Berechnung 

VC, lC und AKG benötigt werden. lC und VC können für Alkylketten mit x Kohlenstoffatomen in 

all-trans-Konfiguration folgendermaßen berechnet werden:
41

 

lC = (1,54 + 1,265 × x)[Å]  (Gl. 13), 

VC = (27,4 + 26,9 × x)[Å
3
]  (Gl. 14). 

Aufgrund der Löslichkeit von TO-VI in wässrigen Lösungsmitteln konnte AKG nicht über die 

Druck/Flächen-Isothermen mittels LANGMUIR-Filmwaage bestimmt werden. Zur Abschätzung 
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von AKG für TO-VI wurde der in Monoschichtexperimenten mittels LANGMUIR-Filmwaage 

ermittelte AKG-Wert eines Malonamids der 1. Generation (N-2-[(2,6-Diamino-1-oxohexyl)-

amino]ethyl-2,N‘-(dihexadecyl)propandiamid) herangezogen. Dieses Lipid enthält 2 Tetra-

decylketten als lipophilen Molekülteil und 1 Lysinmolekül im Kopfgruppenbereich. Es weist 

im kondensierten Zustand, sowohl bei pH 4 als auch pH 8, einen AKG-Wert von 40 Å
2
 auf.

179
 

TO-VI besitzt drei terminale Lysinmoleküle, wodurch ein AKG-Wert von rund 120 Å
2
 

angenommen werden kann. Dieser Wert wurde durch Berechnung nach FARAGO et al. mittels 

Gl. 15 bestätigt, wonach zwischen AKG und d(DNA) folgender Zusammenhang besteht:
313

 

d(DNA) =
AKG

2×1,7Å
  (Gl. 15). 

Unter Verwendung des in den SAXS-Experimenten für TO-VI-Lipoplexe (N/P 1) ermittelten 

d(DNA)-Werts (siehe Kap 3.4.3.4) ergibt sich nach Gl. 15 für AKG ein Wert von 119 Å
2
. Unter 

Anwendung von Gl. 1 ergibt sich somit für TO-VI ein P von 0,32. Nach den FT-IR-

Messungen befinden sich die Alkylketten im Bereich von 10-70 °C im fluiden Zustand (siehe 

Anhang Abb. S-13), wodurch, bei gleichbleibenden Alkylkettenvolumen, die tatsächliche 

Alkylkettenlänge kürzer als der berechnete lC-Wert ist. Folglich ist der reelle Wert für P 

größer als 0,32. Ein Packungsparameter von P < 0,33 ist typisch für die Bildung sphärischer 

Mizellen, während ein Packungsparameter von 0,33 < P < 0,5 typisch für nicht-sphärische 

Mizellen als Aggregate ist (siehe Kap. 1.2 Abb. 5). Demzufolge können nicht-sphärische 

Mizellen als bevorzugte Aggregatstruktur für TO-VI in wässriger Dispersion (HEPES-Puffer 

pH 7,3) angenommen werden. 

Demgegenüber steht die Ausbildung der Lα
c
-Phase von TO-VI im Komplex mit DNA. 

Lamellare Phasen werden gewöhnlich von Lipiden mit P ≈ 1 ausgebildet. Um auch für 

TO-VI die Ausbildung lamellarer Phasen zu ermöglichen spielen zwei Faktoren eine 

wesentliche Rolle. Bei der Komplexbildung mit der DNA verliert der Lipidkopfbereich einen 

Teil der Gegenionen und der Hydrathülle, wodurch die scheinbare Fläche AKG kleiner wird 

und folglich P größer. Zusätzlich führt die Verzahnung der Alkylketten innerhalb einer 

Lipiddoppelschicht zu effektiv 4 Alkylketten pro Kopfgruppe (Abb. 60). 

Die bei der Untersuchung der Lipoplexbildung zwischen sspDNA und TO-VI ermittelten 

Werte für TEP und IEP zeigen, dass nicht alle 6 primären Aminogruppen des Cytofektins am 

Komplexierungsprozess beteiligt sind (siehe Kap. 3.4.3.1 Tab. 19). Die komplette 

DNA-Komplexierung findet erst bei einem N/P-Verhältnis von ~2 statt. Somit hat ein TO-VI-

Molekül in HEPES-Puffer pH 7,3 bei der DNA-Komplexierung eine effektive Ladung von 3. 

Erklärungen für diese Beobachtung können sowohl Protonierungs- und Deprotonierungs-

effekte (wie für die α-Aminogruppe der Lysineinheiten diskutiert, siehe Kap. 3.4.3.1) als auch 
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sterisch-konformationelle Effekte liefern, wobei im zweiten Fall aus räumlichen Gründen 

nicht alle 6 Aminogruppen für die Komplexbildung mit DNA zur Verfügung stehen. 

  

Abb. 60: Graphische Zusammenfassung der DNA-Komplexierung durch TO-VI. Das Lipid bildet im wässrigen Milieu 

Mizellen. Durch die Komplexbildung mit DNA entstehen lamellare Lipoplexe (Lα
C) mit einem zweidimensionalen DNA-

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

Lipiddoppelschicht. 
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4 Transfektionseffizienz im Zellkultursystem – ausgewählte 

Ergebnisse 

4.1 Einführung 

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten kationischen Lipide sollen am Zellkultursystem 

hinsichtlich ihrer in-vitro Transfektionseffizienz getestet werden. Zum Zeitpunkt der 

Fertigstellung dieser Arbeit wurden noch nicht alle Lipide am Zellkultursystem getestet. Da 

diese Experimente als Grundlage weiterführender Arbeiten dienen, ist die Veröffentlichung 

der Ergebnisse den durchführenden Personen vorbehalten. Demzufolge soll hier nur eine 

Auswahl an Ergebnissen aus den in-vitro Transfektionsuntersuchungen vorgestellt werden. 

Erste Ergebnisse welche die Effektivität der Malonamide der 2. Generation beschreiben sind 

in JANICH et al. publiziert.
314

 

Die hier dargestellten Versuche wurden von Herrn Dipl. Pharm. P. KREIDEWEIß und Frau 

A. MUNK in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. A. LANGNER durchgeführt. Die Experimente 

wurden an einer humanen Lungenkarzinomzelllinie (A549) nach einem in der Arbeitsgruppe 

etablierten Assay
315

 durchgeführt. 

Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe des ONPG-Assays untersucht.
316-318

 Der Assay 

basiert auf der Aktivitätsbestimmung des Enzyms β-Galactosidase, nachdem die Zellen mit 

dem Plasmid pCMV-SPORT-β-Gal unter Verwendung des zu untersuchenden Vektors 

transfiziert wurden. Das Plasmid kodiert neben Genen für die Funktion als Expressionsvektor 

für das Enzym β-Galactosidase. Unter Berücksichtigung der β-Galactosidaseaktivität von 

unbehandelten Zellen liefert die Bestimmung der Enzymaktivität einen Rückschluss auf die 

Menge an eingeschleuster DNA. Die Aktivität der β-Galactosidase wird durch Behandlung 

des Zelllysats mit o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid (ONPG), einem künstlichen Substrat, 

welches zu o-Nitrophenol und Galactose abgebaut wird, bestimmt. o-Nitrophenol kann durch 

Absorptionsmessung bei 405 nm quantifiziert werden. Die so ermittelte β-Galactosidase-

aktivität wurde auf den Gesamtproteingehalt des Zelllysats normiert, welcher mittels des 

etablierten BCA-Assays quantifiziert wurde.
319

 

Die Zytotoxizität, welche für die Beurteilung eines Vehikelsystems für die Gentransfektion 

wichtig ist, wurde unter Verwendung des MTT-Assays bestimmt. Dieser Assay beruht auf der 

Umsetzung des gelben Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-

bromid zum blauen Formazanderivat, dessen Gehalt UV-Vis-spektroskopisch bei 570 nm 

bestimmt wird. Diese Umsetzung findet nur in lebenden Zellen statt.
320
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4.2 Transfektionseffizienz von TO-VI 

Mit dem kationischen Lipid TO-VI steht ein Mizellbildner für die Lipofektion zur 

Verfügung. Wie in Kap. 1.2 erwähnt, besitzen mizellare Formulierungen gegenüber liposo-

malen Formulierungen Vorteile in Bezug auf die Herstellung und der Lagerstabilität der 

Dispersionen. Im vorangegangenen Kap. 3.4.3 wurde die Komplexbildung zwischen TO-VI 

und sspDNA ausführlich untersucht. Nachfolgend gilt es die Transfektionseffizienz und 

zytotoxischen Eigenschaften zu klären. 

Die Ergebnisse des ONPG-Assays und des MTT-Assays sind in Abb. 61 für verschiedene 

N/P-Verhältnisse dargestellt. Die β-Galactosidaseaktivität weist in Abhängigkeit vom 

N/P-Verhältnis einen glockenförmigen Kurvenverlauf auf. Bei niedrigen N/P-Verhältnissen 

(N/P 0,5-1) ist die Enzymaktivität sehr gering und steigt bei höheren N/P-Verhältnissen an, 

wobei das Maximum bei N/P 4 erreicht wird. Mit einer weiteren Erhöhung des 

N/P-Verhältnisses sinkt die β-Galactosidaseaktivität wieder stark ab. 

Die Zellviabilität zeigt ebenfalls eine deutliche Abhängigkeit vom N/P-Verhältnis, wobei 

diese mit steigendem N/P-Verhältnis sinkt. Die Viabilität ist jedoch immer über 50 %, obwohl 

TO-VI ein Mizellbildner ist. Da Mizellbildner häufig Membranschäden und damit verbunden 

Zelllyse und Zelltod verursachen, sind die ermittelten Viabilitätswerte ein sehr gutes 

Ergebnis. Bei N/P 4, dem untersuchten N/P-Verhältnis mit der höchsten Transfektions-

effizienz, beträgt die Viabilität ~80 %. 

Somit steht mit TO-VI ein effektives 

Cytofektin für weitere Tests zur Verfügung. 

Das effektivste getestete N/P-Verhältnis 

(N/P 4) weist Eigenschaften auf, welche es 

für weitere Transfektionsuntersuchungen 

interessant machen. Die Lipoplexe bei 

N/P 4 sind kleiner als 1 µm (siehe 

Kap. 3.4.3.2), was eine in-vivo Applikation 

aufgrund des geringen Embolierisikos 

erlaubt. Die Lipoplexe weisen weiterhin 

eine positive Gesamtladung auf (ζ-Potential 

+30 mV, siehe Kap. 3.4.3.2), was die 

Zelladhäsion, und damit die Aufnahme 

durch Endozytose, begünstigt.
66
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Abb. 61: Ergebnisse des ONPG- (β-Galactosidaseaktivität) 

und MTT-Assays (Viabilität) für TO-VI-Lipoplexe in unter-

schiedlichen N/P-Verhältnissen mit pCMV-SPORT-β-Gal 

(Fixkonzentration: 0,15 µg DNA pro 200 µl A549-Zell-

suspension mit 2x104-2,5x104 Zellen pro ml). Die Auswertung 

erfolgte 48 h nach 4 h serumfreien Inkubationsintervall der 

Zellen mit den Lipoplexen. Die Ergebnisse stellen Mittelwert 

und Standardabweichung aus 24 Einzelversuchen (8 Parallel-

versuche an 3 verschiedenen Tagen) dar. 
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ist aufgrund der positiven Partikelladung die Dispersion kolloidal stabilisiert. Des Weiteren ist 

eine vollständige Komplexierung der DNA bei einem N/P-Verhältnis von 4 anzunehmen 

(siehe ITC-, DSC- und ζ-Potentialuntersuchungen Kap. 3.4.3), auch wenn zu berücksichtigen 

ist, dass die Komplexierungsuntersuchungen mit linearer Modell-DNA (sspDNA) und die 

Transfektionsuntersuchungen mit Plasmid-DNA durchgeführt wurden. Es sollten jedoch 

keine gravierenden Unterschiede im Komplexierungsverhalten auftreten,
321

 obwohl laut 

Literatur weniger kationisches Lipid für die Komplexierung von Plasmid-DNA im Vergleich 

zur linearen DNA benötigt wird.
322

 Letztendlich bildet TO-VI mit DNA lamellare Lipoplexe, 

was als günstig für in-vivo Transfektionsversuche beschrieben ist.
27

 

Somit sind für die Zukunft weitere Untersuchungen von TO-VI an anderen in-vitro Modellen 

(andere Zellkulturen) und erste in-vivo Versuche als sinnvoll zu erachten, auch wenn die 

ersten Transfektionsuntersuchungen an A549 Zellen die Standardformulierungen 

Lipofectamine
®
 und Lipofectamine

®
 2000 in ihrer Transfektionseffizienz nicht übertrafen. 

4.3 Transfektionseffizienz ausgewählter Lipidformulierungen mit 

weiteren Lipiden der TO-Reihe. 

Der folgende Abschnitt beschäftigt sich mit der in-vitro Transfektionseffizienz einer Auswahl 

von Lipiden der TO-Reihe. Dabei wird die Transfektionseffizienz und Viabilität am 

Zellkultursystem (A549-Zellen) sowohl in Abwesenheit als auch Anwesenheit von Serum 

(10 % FBS) während der 4 h Inkubation der Zellen mit den Lipoplexen betrachtet. Für die 

Versuche wurden die Cytofektine mit dem Helferlipid DOPE unter Anwendung der 

Filmbildungsmethode und anschließender Ultraschallbehandlung nach einem in der 

Arbeitsgruppe etablierten Protokoll zu Liposomendispersionen formuliert.
315,323

 Die 

Lipoplexbildung erfolgte durch Inkubation der pDNA mit den kationischen Liposomen.
315,323

 

Die Untersuchungen der Transfektionseffizienz in Serum liegen darin begründet, dass die 

Transfektionseffizienz nicht-viraler Vektoren durch unspezifische Wechselwirkungen von 

Serumbestandteilen mit den Vektor/DNA-Komplexen in der Regel verringert wird. Daher 

sind in-vitro Untersuchungen des Serumeinflusses auf die Gentransferleistung wichtig um 

Aussagen über mögliche in-vivo Experimente treffen zu können. An dieser Stelle soll dennoch 

darauf hingewiesen werden, dass für bestimmte therapeutische Fragestellungen in-vitro 

Anwendungen von Vektoren vorteilhaft sind (siehe Kap. 1.1). Des Weiteren finden in-vitro 

Transfektionssysteme für Laborarbeiten in den Biowissenschaften eine breite Anwendung. 

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

hältnisses mit pDNA ist für die Lipide TO-IV, TO-X, TO-XII und TO-XIV in Abb. 62 für 
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serumfreie Transfektionsversuche dargestellt. Als Referenzsubstanz diente Lipofectamine
®

 

2000, ein effektives und häufig verwendetes Transfektionsreagenz der Firma Invitrogen
TM

 mit 

unbekannter Zusammensetzung.
324

 Lipofectamine
®
 2000 kann als aktueller Standard der 

nicht-viralen Transfektionsreagenzien angesehen werden.
325

 Bei Betrachtung von Abb. 62 fällt 

auf, dass die dargestellten Cytofektinformulierungen dem Lipofectamine
®
 2000 in dessen 

Transfektionseffizienz unterlegen sind, wobei die Formulierungen TO-IV/DOPE 1/3 (n/n) 

N/P 1,5 und TO-X/DOPE 1/3 (n/n) N/P 1,5 dennoch sehr effektive Gentransferaktivitäten 

aufweisen. Die Lipoplexformulierung TO-XIV/DOPE 1/5 (n/n) N/P 1,5 erreicht annährend das 

Niveau der Transfektionseffizienz von Lipofectamine
®
 2000, wobei es in der Aktivität 

dennoch signifikant unterlegen ist aber signifikant bessere Viabilitätswerte aufwies (p-Wert 

< 0.05, einseitiger ANOVA-Test und BONFERRONIs multipler Paarvergleich-Test). Im 

Allgemeinen ist die Viabilität der 4 dargestellten Cytofektinformulierungen besser als die 

Viabilität der Referenzformulierung Lipofectamine
®
 2000. 

Betrachtet man die Transfektionseffizienz der Serumversuche (Abb. 63) im Vergleich mit den 

serumfreien Transfektionsversuchen (Abb. 62), so ist ersichtlich, dass die Anwesenheit von 

Serum die Transfektionseffizienz aller dargestellten Formulierungen verringert. Eine Aus-

nahme bildet die Lipidformulierung TO-XII/DOPE 1/4 (n/n) N/P 2, welche in Anwesenheit 

und Abwesenheit von Serum vergleichbare Ergebnisse liefert. Aufgrund der geringen 

Transfektionseffizienz ist diese Lipoplexformulierung jedoch für weiterführende Untersu-

chungen der Gentransferaktivität uninteressant. Bei den Lipiden TO-IV und TO-X hat sich 

das effektivste Lipid/DOPE-Verhältnis und/oder N/P-Verhältnis verschoben. Die Effektivität 
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Abb. 62: Ausgewählte Ergebnisse des ONPG- (β-Galactosidaseaktivität) und MTT-Assays (Viabilität) für die Lipoplexe der 

Lipide TO-IV, TO-X, TO-XII und TO-XIV im effektivsten Cytofektin/DOPE-Verhältnis (n/n) sowie im effektivsten 

N/P-Verhältnis mit pCMV-SPORT-β-Gal (Fixkonzentration: 0,1 µg DNA pro 200 µl A549-Zellsuspension mit 2x104 Zellen 

pro ml). Die Auswertung erfolgte 24 h nach 4 h serumfreien Inkubationsintervall der Zellen mit den Lipoplexen. Die 

Ergebnisse stellen Mittelwert und Standardabweichung aus 36 Einzelversuchen (12 Parallelversuche an 3 verschiedenen 

Tagen) dar. Referenz = Lipofectamine® 2000 im optimierten Ladungsverhältnis. 
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der Lipoplexformulierung TO-X/DOPE 1/2 (n/n) N/P 1 sinkt in Anwesenheit von Serum sehr 

stark ab (β-Galactosidaseaktivität 151 ± 96 µU µg
-1

Protein). Die Lipoplexformulierungen 

TO-IV/DOPE 1/3 (n/n) N/P 2 und TO-XIV/DOPE 1/5 (n/n) N/P 1,5 erreichen annährend die 

Effektivität der Referenz in Anwesenheit von Serum. Dabei ist die Lipoplexformulierung 

TO-XIV/DOPE 1/5 (n/n) N/P 1,5 interessanter für weiterführende Untersuchungen in-vivo, da 

sie im Vergleich zu Lipofectamine
®
 2000 eine signifikant bessere Viabilität von 92 ± 10 % 

aufweist (p-Wert < 0.05, einseitiger ANOVA-Test und BONFERRONIs multipler Paarvergleich-

Test), während die Formulierung TO-IV/DOPE 1/3 (n/n) N/P 2 mit 72 ± 4 % lediglich mit 

Lipofectamine
®
 2000 vergleichbare Werte liefert (Abb. 63). 

Zusammenfassend kann für die ersten Transfektionsuntersuchungen von 4 Stellvertretern der 

Malonamide der 2. Generation ein positives Resümee gezogen werden. Mit der Lipoplex-

formulierung TO-XIV/DOPE 1/5 (n/n) NP 1,5 wurde ein nicht-virales Transfektionssystem 

entwickelt, welches in serumfreien Tests an A549 Zellen sehr effektiv transfizierte und dabei 

signifikant bessere Viabilitätswerte als Lipofectamine
®
 2000 aufwies. Auch bei Anwesenheit 

von Serum ist die Transfektionseffizienz ausreichend um in-vivo Untersuchungen in 

Erwägung zu ziehen, wobei die gegenüber Lipofectamine
®
 2000 signifikant bessere Viabilität 

einen großen Vorteil bei der in-vivo Applikation bietet. 

Abb. 63: Ausgewählte Ergebnisse des ONPG- (β-Galactosidaseaktivität) und MTT-Assays (Viabilität) für die Lipoplexe der 

Lipide TO-IV, TO-X, TO-XII und TO-XIV im effektivsten Cytofektin/DOPE-Verhältnis (n/n) sowie im effektivsten 

N/P-Verhältnis mit p-CMV-SPORT-β-Gal (Fixkonzentration: 0,1 µg DNA pro 200 µl A549-Zellsuspension mit 2x104 Zellen 

pro ml). Die Auswertung erfolgte 24 h nach 4 h Inkubationsintervall der Zellen mit den Lipoplexen unter Anwesenheit von 

10 % Serum. Die Ergebnisse stellen Mittelwert und Standardabweichung aus 36 Einzelversuchen (12 Parallelversuche an 3 

verschiedenen Tagen) dar. Referenz = Lipofectamine® 2000 im optimierten Ladungsverhältnis. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Synthese neuer kationischer Lipide für die 

Gentransfektion. Dabei galt es die Synthese nachvollziehbar zu beschreiben und sowohl die 

Zwischen- als auch die Endprodukte analytisch zu charakterisieren. Weiterhin sollten 

ausgewählte physiko-chemische Fragestellungen bearbeitet werden. 

Dabei gelang es die Synthese eines neuen Lipidrückgrats für die bereits beschriebene Klasse 

der Malonamide (Malonamide der 1. Generation) zu etablieren. Dieses neue Rückgrat, 

welches das Charakteristikum der Malonamide der 2. Generation darstellt, besteht aus einem 

Lysinbaustein, dessen α-Aminogruppe über eine Amidbindung mit einem Malonsäurebaustein 

verbunden ist. Sowohl der Lysinbaustein als auch der Malonamidbaustein bilden dabei 

Anknüpfungspunkte für die Alkylketten des lipophilen Molekülteils sowie die amino-

funktionalisierten Kopfgruppen. 

Die Synthesestrategie für die Darstellung der Malonamide der 2. Generation wurde optimiert 

und in der vorliegenden Arbeit ausführlich beschrieben. Sie zeichnet sich durch einen 

modularen Aufbau aus. So kann z.B. durch unterschiedliche Kombination der Lipidvorstufen 

das Alkylierungsmuster variiert werden. Die Vorschriften der optimierten Syntheseschritte 

sowie die analytischen Daten der Zwischen- und Endprodukte sind im Kap. 6.4 aufgeführt. 

Es wurden 2 Strukturtypen der Malonamide der 2. Generation etabliert: Die Lipide vom 

Tris(2-aminoethyl)amin-Typ und vom Ethylendiamin-Typ. Von den Malonamiden vom 

Tris(2-aminoethyl)amin-Typ wurden 3 unterschiedliche Kopfgruppenstrukturen synthetisiert, 

welche sich in der Größe und der Anzahl an primären Aminogruppen unterscheiden: 

Kopfgruppentyp-IV (3×NH2), -VI (6×NH2) und –VIII (5×NH2). Auch von den Malonamiden 

vom Ethylendiamin-Typ wurden 3 unterschiedliche Kopfgruppenstrukturen dargestellt: 

Kopfgruppentyp-X (2×NH2), -XII (4×NH2) und –XIV (3×NH2). 

Von den 6 neuen Kopfgruppenstrukturen wurden homologe Lipide synthetisiert, welche sich 

lediglich in der Alkylkettenkombination unterscheiden. Dabei wurden folgende 5 Alkyl-

kettenkombinationen synthetisiert: 2 Tetradecylketten (TT), eine Hexadecyl- und eine 

Tetradecylkette (HT), eine Tetradecyl- und eine Oleylkette (TO), eine Hexadecyl- und eine 

Oleylkette (HO) sowie 2 Oleylketten (OO). 

Insgesamt wurden unter Anwendung des modularen Synthesekonzepts 30 neue Malonamide 

der 2. Generation mit systematischen Variationen, sowohl im aminofunktionalisierten Kopf-

bereich (Anzahl der primären Aminogruppen sowie Kopfgruppengröße und Grad der Ver-

zweigung) als auch im lipophilen Molekülteil (Sättigungsgrad und Länge der Alkylketten), 

synthetisiert, charakterisiert und für die Testung der Transfektionseffizienz bereitgestellt. Die 
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neuen Lipide bieten damit die Möglichkeit Struktur/Effektivitäts-Untersuchungen durchzu-

führen. Weiterhin ist die modulare Synthesestrategie auch für die Synthese von Malonamiden 

mit weiteren Alkylkettenmustern oder mit anderen Kopfgruppen anwendbar. 

Die Testung der Transfektionseffizienz der neuen Lipide war zum Zeitpunkt der Anfertigung 

dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen. Im Rahmen dieser Dissertationsschrift wurden 

ausgewählte Daten der Transfektionsuntersuchungen am Zellkultursystem für die Lipide 

TO-IV, TO-VI, TO-X, TO-XII und TO-XIV vorgestellt. Die guten Ergebnisse im Vergleich 

mit der Standardsubstanz Lipofectamine
®
 2000 lassen das Potential der Malonamide der 

2. Generation erkennen. 

Das Aggregationsverhalten der 30 Lipide in wässrigen Dispersionen – alle 6 Kopfgruppen-

typen der TT-, HT-, TO-, HO- und OO-Reihe – wurde in Abhängigkeit vom pH-Wert 

mittels DSC untersucht. Die hohen Umwandlungstemperaturen bei pH 10 lassen dabei auf 

starke intermolekulare Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbrückenbindungen, schließen. Die 

ergänzenden Untersuchungen mittels SAXS und WAXS bleiben noch offen. Diese sind 

jedoch Gegenstand aktueller Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. 

BREZESINSKI. 

Im Laufe der Arbeiten zur Anfertigung der vorliegenden Dissertationsschrift ergaben sich 

unterschiedliche Fragestellungen, welche in der Synthese der Lipide mit 3 Tetradecylketten 

(DiTT-IV und DiTT-VI) resultierten: 

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

verhalten der Lipide? 

2. Handelt es sich bei den Malonamiden der 2. Generation um ein Diastereomerenpaar? 

Chromatographieexperimente in Kombination mit ESI-MS-Spektrometrie zeigten, dass jedes 

Malonamid der 2. Generation, welches eine Lysin-gebundene und eine Malonsäure-

gebundene Alkylkette aufweist, ein Diastereomerenpaar darstellt. Weitere Untersuchungen 

ergaben, dass die Diastereomere ineinander überführbar sind, wobei ein Mechanismus über 

die Keto/Enol-Tautomerie an der Malonsäure als Ursache postuliert wird. Die These der 

Diastereomerenpaare konnte durch die Darstellung von DiTT-IV und DiTT-VI synthetisch 

bewiesen werden. Das Aggregationsverhalten der beiden dreikettigen Lipide wurde mittels 

DSC und DLS untersucht. SAXS- und WAXS-Untersuchungen bleiben noch offen. 

Des Weiteren wurden mit Lipid XVp, RTO-IV, RTO-X und RTO-XIV Verbindungen 

synthetisiert, welche einen hohen Reinheitsgrad der Oleylketten aufweisen. Bis zum jetzigen 

Zeitpunkt wiesen Lipide mit Oleylketten, welche im Rahmen dieser und vorangegangener 

Arbeiten in der Arbeitsgruppe synthetisiert wurden, bedingt durch die kommerziell 
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erhältlichen Reinheitsgrade von Oleylalkohol und Oleylamin, einen Reinheitsgrad der 

olefinischen Alkylkette zwischen 70 % und 80 % auf. Durch DSC-Untersuchungen der 4 

kettenreinen Lipide und vergleichende Untersuchungen mit den kettenunreinen Analoga 

(Lipid XV, TO-IV, TO-X und TO-XIV) konnten erste Einflüsse der Kettenreinheit der 

Lipide auf das Aggregationsverhalten ermittelt werden. Untersuchungen des Aggregations-

verhaltens mittels SAXS und WAXS, sowie des Einflusses auf das Transfektionsverhalten, 

sind Teil weiterführender Arbeiten. 

Mit den Lipiden THM-IV, THM-X und THM-XIV wurde erstmals eine Methyl-verzweigte 

Alkylkette ((10R,S)-10-Methylhexadecylkette) als Ersatz für die Oleylkette in Cytofektinen 

mit Malonamidgrundgerüst eingeführt. Der Einfluss dieser Substitution auf das Aggregations-

verhalten der Lipide wurde mittels DSC-Experimente, durch Vergleich mit den Lipiden 

RTO-IV, RTO-X und RTO-XIV, untersucht. Die Zellkulturergebnisse der Auswirkungen 

dieser Alkylkettensubstitution auf die Transfektionseffizienz sind noch offen und sind Thema 

weiterführender Arbeiten. 

Es konnte gezeigt werden, dass Malonamide vom Kopfgruppentyp-VI in wässrigen 

Dispersionsmitteln Mizellen bilden. Die CMC wurde mit 3 verschiedenen Methoden (ITC, 

Fluorescein-Einschluss und DPH-Einschluss) bestimmt. 

Des Weiteren wurde, exemplarisch für diese neue Klasse mizellarer Transfektionssysteme, 

die Komplexbildung zwischen TO-VI und DNA mit verschiedenen Methoden untersucht. 

Wichtige Resultate aus diesen Untersuchungen sind: 

 nicht alle Aminogruppen des Lipids sind an der Komplexierung beteiligt, 

 während der Lipoplexbildung werden Protonen aufgenommen, 

 TO-VI bildet lamellare Lipoplexe mit DNA (Lα
c
), wobei die Alkylketten innerhalb 

einer Lipiddoppelschicht verzahnt sind. 

Transfektions- und Viabilitätsuntersuchungen konnten zeigen, dass TO-VI bei geringer 

Zytotoxizität befähigt ist, genetisches Material in Zellen zu schleusen. Somit steht mit den 

mizellbildenden Malonamiden eine interessante Alternative zu liposomalen Cytofektin-

formulierungen zur Verfügung. 

Letztendlich ist es gelungen mit den Lipiden XVI und XVII 2 Glycolipide als 

funktionalisierte Lipide für die Zelltargetierung zu synthetisieren. Die Synthese bedarf für 

zukünftige Arbeiten jedoch einer Optimierung der Anknüpfung der Zuckerreste. Dennoch 

stellen die etablierten Ethylenglycol-basierten Linkerstrukturen interessante Zwischen-

verbindungen für weitere Modifikationen dar. 



Experimenteller Teil – Allgemeines und Methoden 

107 

6 Experimenteller Teil 

6.1 Verwendete Chemikalien 

Kommerziell erworbene Substanzen 

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

(Deutschland) bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. 

Acetonitril (99 %) [Grüssing] 

Ammoniakgas [Air Liquide] 

Ammoniaklösung (32 %) [Grüssing] 

Ammoniumchlorid (>99 %) [Roth] 

Bortrifluorid-Diethylether Komplex 

(>46,5 % BF3) 

BOC-Lys(BOC)-OSu (≥98 %) 

α-Bromessigsäure-tert.-butylester (98 %) 

2-Bromethanol (95 %) 

Chloroform-d1 (99,8 %) [Euriso-top] 

Deuteriumoxid (100 %) 

[ARMAR chemicals] 

Di-tert.-Butyldicarbonat (99 %) 

3,4-Dihydro-2H-pyran (97 %) 

N,N-Diisopropylethylamin (≥98 %) 

4-Dimethylaminopyridin (99 %) 

1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (98 %) 

Na4EDTA (≥99,5 %) 

Essigsäure (99,5 %) [Grüssing] 

Ethanol, absolut (99,8 %) 

Ethylchloroformiat (>99 %) [Fluka] 

Ethylendiamin (99 %) 

Fluorescein (BioReagent) 

β-D-Galactose-pentaacetat (98 %) 

Glutarsäureanhydrid (98 %) 

HEPES (≥99,5 %) 

Hexadecylbromid (97 %) 

Kaliumbromid (≥99 %) 

Kaliumhydroxid (≥85 %) [Roth] 

Kaliumiodid (≥99,5 %) 

Kaliummethylat (95 %) 

Kupfer-(I)-acetat (97 %) 

Kupfer-(II)-chlorid (99,999 %) 

Lithiumaluminiumhydrid (95 %) 

Lithiumbromid (≥99 %) 

Lithiumchlorid (99,99 %) 

Magnesium (≥99,5 %) 

Malonsäurediethylester (99 %) 

MES (≥99,5 %) 

Methanol-d4 (99,8 %) [Euriso-top] 

Methansulfonsäurechlorid (98 %) 

Methylmalonsäurediethylether (99 %) 

Natriumacetat Trihydrat (≥99,5 %) [Merck] 

Natriumazid (>99,5 %) [Merck] 

Natriumcarbonat (99,5 %) [Grüssing] 

Natriumchlorid (99,5 %) [Grüssing] 

Natriumhydrid 60 % (m/m) in Paraffinöl 

Natriumhydrogencarbonat 

(≥99,5 %) [Merck] 

Natriumhydroxid (98 %) [Grüssing] 

Natriumsulfat, wasserfrei  

(99 %) [Grüssing] 

1,8-Octandiol (98 %) 

Oleylalkohol (tech.) (85 %) 

Oleylamin (tech.) (70 %) 

Ölsäure (99 %) 

Piperidin (99 %) 

Propargylalkohol (99 %) 

Propargylbromid 80 % (m/m) in Toluol 

PyBOP
®
 (≥97 %) [Sigma-Aldrich] oder 
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(99 %) [Carbolution] 

Salzsäure (37 %) [Grüssing] 

Schwefelsäure (95-97 %) [Grüssing] 

Silbernitrat (≥99 %) [Roth] 

Tetradecylbromid (97 %) 

Tetraethylenglycol (99 %) 

p-Toluolsulfonsäure (≥98,5 %) 

p-Toluolsulfonsäurechlorid (≥98 %) 

Triethylamin (≥99 %) 

Trifluoressigsäure (99 %) 

TRIS (99,9 %) [Roth] 

Tris(2-aminoethyl)amin (96 %) 

Alle weiteren verwendeten Lösungsmittel sowie Pyridin wurden nach anerkannter Vorschrift 

gereinigt, getrocknet und vor Gebrauch destilliert.
89

 

2-Bromethanol wurde vor der Umsetzung frisch destilliert. 

6.2 Physiko-chemische Methoden 

6.2.1 Dispersionsmedien 

Wasser: Für die Herstellung der verwendeten wässrigen Medien wurde deionisiertes 

Wasser, welches mit einer Milli Q Advantage A10 Anlage mit Q-Pod der Firma 

Merck Millipore (Billerica, MA, USA) aufbereitet wurde, verwendet. 

Carbonatpuffer pH 10 (10 mM): 5,5 mmol Na2CO3 

     4,5 mmol NaHCO3  ad 1 l mit Wasser 

Acetatpuffer pH 5 (10 mM):   2,69 mmol Essigsäure 

     7,31 mmol Natriumacetat ad 1 l mit Wasser 

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

     0,1 mmol Na4EDTA  ad 1 l mit Wasser 

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

     0,1 mmol Na4EDTA  ad 1 l mit Wasser 

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

     0,1 mmol Na4EDTA  ad 1 l mit Wasser 

Die Puffer wurden vor ihrer Verwendung mit 1 M Natronlauge bzw. 1 M Salzsäure auf den 

jeweiligen pH-Wert eingestellt. Alle wässrigen Lösungsmittel wurden vor der Nutzung steril 

filtriert (0,2 µm Celluloseacetat Filter, VWR International GmbH (Dresden)). 
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6.2.2 Probenpräparation 

Lipiddispersionen - Reinsubstanzen: 

Das entsprechende Lipid wurde in dem entsprechenden Dispersionsmittel suspendiert. Wenn 

nicht anders angegeben, betrug die Endkonzentration c = 1 mg ml
-1

. Anschließend wurde die 

Probe 2× für 5 min auf 80 °C temperiert und gevortext. Die erhaltene Lipiddispersion wurde 

im Ultraschallbad bei 60 °C für 10-30 min (je nach Lipid) bei 37 kHz und 80 % Leistung 

beschallt. Die Lipiddispersionen wurden vor der weiteren Verwendung 24 h bei 7 °C gelagert. 

Dispersionen mit Konzentrationen c < 1 mg ml
-1

 wurden durch Verdünnung der Stamm-

dispersion (c = 1 mg ml
-1

) erhalten. 

DNA-Dispersion: 

Als DNA wurde „salmon sperm DNA“ (sspDNA) der Firma Invitrogen
TM

 life technologies
TM

 

(Darmstadt, Deutschland) verwendet (Produktnummer: 15632-011). Es handelte sich um eine 

wässrige Lösung mit einer Konzentration von c = 10 mg ml
-1

. Für die Verwendung wurde die 

Stammlösung mit dem entsprechenden Lösungsmittel auf die benötigte Endkonzentration 

verdünnt. Die Konzentration der Stammlösung wurde durch UV-Absorptionsmessungen bei 

260 nm (A260 = 1 für c = 50 µg ml
-1

 dsDNA und 1 cm Schichtdicke) überprüft.
316

 

Lipoplexpräparation für ζ-Potential- und DLS-Messungen: 

Die Proben wurden in einem Mischungsschritt präpariert. Die Endkonzentrationen wurden 

den Konzentrationen in der Messzelle der entsprechenden ITC-Titration angepasst. Folgende 

Mischungssequenzen wurden angewendet, wobei sich die eingesetzten Volumina aus den 

gewünschten Endkonzentrationen ergaben. TO-VI-zu-DNA-Titration: 1. sspDNA-Stamm-

lösung (c = 1 mg ml
-1

) 2. HEPES-Puffer 3. TO-VI-Stammlösung (c = 1 mg ml
-1

). DNA-zu-

TO-VI-Titration: 1. TO-VI-Stammlösung (c = 1 mg ml
-1

) 2. HEPES-Puffer 3. sspDNA-

Stammlösung (c = 1 mg ml
-1

). 

6.2.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC) 

Die DSC-Messungen wurden mit einem VP-DSC-Gerät der Firma MicroCal Inc. 

(Northampton, MA, USA) durchgeführt. Die verwendeten Heizraten betrugen 60 K h
-1

 bzw. 

20 K h
-1

, wobei zur Gewährleistung der Reproduzierbarkeit mehrere Heiz- und Kühlzyklen 

aufgenommen wurden. Mit Ausnahme der Messungen mit DNA wurde der 1. Heizzyklus 

eines jeden DSC-Experiments verworfen. Wenn nicht anders angegeben, betrug der 

betrachtete Temperaturbereich 2-95 °C. Die Referenzzelle wurde mit reinem Dispersions-

medium gefüllt. Die erhaltenen Thermogramme wurden durch Subtraktion der Dispersions-

medium/Dispersionsmedium-Basislinie korrigiert und mit der MicroCal Origin 8.0 Software 

ausgewertet. Alle Proben wurden vor der Messung 10 min entgast 
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Für die Analyse der reinen Lipide wurden Lipiddispersionen in dem entsprechenden 

Dispersionsmittel (c = 1 mg ml
-1

) verwendet. 

Für die Untersuchungen der Lipoplexe wurde eine gleichbleibende sspDNA-Konzentration 

von c = 1 mg ml
-1

 verwendet. Die Menge an Lipid ergab sich aus dem zu untersuchenden N/P-

Verhältnis. Die Lipiddispersion wurde in 810 µl HEPES-Puffer präpariert und 24 h bei 7 °C 

gelagert. Anschließend wurden 90 µl sspDNA-Lösung (c = 10 mg ml
-1

) ergänzt und 15 min bei 

RT inkubiert. 

6.2.4 ITC-Experimente 

Die Experimente wurden in verschiedenen Puffersystemen (HEPES, MES, TRIS) mit einer 

CSC Model 5300 Nano-ITC III der Firma TA Instruments (New Castle, DE, USA) 

durchgeführt. Das Volumen der Probenzelle betrug 950 µl, das Volumen der Spritze 250 µl. 

Die Experimente wurden bei 25 °C und einer Rührgeschwindigkeit von 200 rpm durchgeführt. 

Die Proben wurden vor der Titration 10 min entgast. Folgende Konzentrationen fanden 

Anwendung. TO-VI-zu-DNA-Titration: sspDNA – 0,45 mMNuk; TO-VI – 0,84 mM. DNA-zu-

TO-VI-Titration: sspDNA – 4,85 mMNuk; TO-VI – 0,26 mM. Die Referenzzelle wurde mit 

reinem Puffer gefüllt. 10 µl Lipiddispersion bzw. DNA-Lösung wurde in Intervallen von 600 s 

(in diesem Zeitraum wurde das Niveau der Basislinie wieder erreicht) in die Probenzelle 

injiziert. Des Weiteren wurden Verdünnungswärmen (Kontrolltitration) durch die Titration 

von Lipiddispersion bzw. die DNA-Lösung in die mit Puffer gefüllte Probenzelle ermittelt. 

Diese Kontrolltitrationen wurden für die Korrektur der ermittelten Titrationswärmen genutzt. 

Die Daten wurden mit der NanoAnalyze Software 2.2.0 der Firma TA-Instruments 

ausgewertet. Die Titrationen wurden zur Gewährleistung der Reproduzierbarkeit zweifach 

durchgeführt. 

6.2.5 DLS-Messungen 

Partikelgrößen und Partikelgrößenverteilungen wurden mit dem Zetasizer Nano ZS ZEN3600 

der Firma Malvern Instruments (Worcestershire, UK) ermittelt. Das Gerät besitzt einen 

He/Ne-Laser welcher monochromatisches Licht der Wellenlänge λ = 633 nm erzeugt. Der 

Streuwinkel θ betrug 173 °, die Messtemperatur betrug 25 °C. Es wurden 3 Messungen 

bestehend aus jeweils 15 Einzelmessungen mit einer Messdauer 20 s je Einzelmessung 

durchgeführt. Für die Berechnungen wurde eine Viskosität von η = 0,8872 mPa s und ein 

Brechungsindex von 1,33 angenommen. Die erhaltenen Autokorrelationsfunktionen wurden 

sowohl mit der Zetasizer Software 6.34 der Firma Malvern Instruments für die Bestimmung 

des z-Average mittels Kumulantenanalyse, als auch mit der ALV-Correlation Software 3.0 der 

Firma ALV-Laser Vertriebsgesellschaft m.b.H. (Langen, Deutschland) für die Berechnung der 

Größenverteilungsfunktionen mittels „exponential regularized fit (g2(t))“ ausgewertet. 
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6.2.6 ζ-Potential-Messungen 

Die Messungen der elektrophoretischen Beweglichkeit wurden auf Basis der Laser-Doppler 

Elektrophorese Technik mittels Zetasizer Nano ZS ZEN3600 der Firma Malvern Instruments 

(Worcestershire, UK) durchgeführt. Die Messtemperatur betrug 25 °C. Es wurden 3 

Messungen, bestehend aus jeweils 30 Einzelmessungen unter Anwendung einer Spannung 

von 50 V, durchgeführt. Für die Berechnungen wurde eine Viskosität von η = 0,8872 mPa s 

und eine Dielektrizitätskonstante von ɛ = 78,5 F m
-1

 zu Grunde gelegt. Die Auswertung 

erfolgte mittels Zetasizer Software 6.20 der Firma Malvern Instruments. Die elektro-

phoretische Mobilität µe der Partikel wurde mit Hilfe der SMOLUCHOWSKI-Gleichung (Gl. 8) 

in das ζ-Potential umgerechnet: ζ = (µe × η) × ε
-1

. 

6.2.7 TEM und cryo-TEM 

TEM: 

Präparation und Vermessung erfolgten durch Frau PD. Dr. A. MEISTER und Herrn Dr. S. 

DRESCHER. Lipid- und Lipoplexdispersionen wurden mit einer Konzentration von c = 

1 mg ml
-1

 präpariert (die Lipoplexherstellung erfolgte analog der Präparation der DSC-Proben 

(Kap. 6.2.3)) und mit dem entsprechendem Dispersionsmedium auf eine Endkonzentration 

von c = 0,05 mg ml
-1

 verdünnt. Die negativ-kontrastierten Proben wurden durch Spreiten von 

5 µl der entsprechenden Dispersion auf ein Kupfernetz der Firma PLANO (Wetzlar, 

Deutschland), welches mit einem Formvar-Film beschichtet ist, präpariert. Nach 1 min wurde 

die Flüssigkeit mit einem Filterpapier entfernt und 5 µl einer 1 %igen wässrigen Uranyl-

acetatlösung hinzugefügt, welche wiederum nach 1 min entfernt wurde. Die getrockneten 

Proben wurden an einem EM 900 TEM der Firma Carl Zeiss Microscopy GmbH 

(Oberkochen, Deutschland) untersucht. Die Bilder wurden mit einer SSCCD SM-1k-120 

Kamera der Firma TRS (Moorenweis, Deutschland) aufgenommen. 

cryo-TEM: 

Präparation und Mikroskopie erfolgten durch Frau PD. Dr. A. MEISTER. Die Lipiddispersion 

wurde mit einer Konzentration von c = 2 mg ml
-1

 in Carbonatpuffer pH 10 hergestellt. Die 

Proben wurden mit der „blotting procedure“ für Cryo-TEM präpariert. Dabei wurde in einer 

Kammer mit konstanter Temperatur und Luftfeuchtigkeit unter Verwendung eines „EM GP 

grit plunger“ der Firma LEICA (Wetzlar, Deutschland) gearbeitet. Ein Tropfen der 

Lipiddispersion wurde auf ein C-flat
TM

 (ein mit einem löchrigen Kohlenstofffilm überzogenes 

EM-Netz) der Firma Protochips Inc. (Raleigh, NC, USA) aufgetragen und überschüssige 

Flüssigkeit mit einem Filterpapier entfernt, wobei ein dünner Film zurückbleibt, welcher die 

Löcher des EM-Netzes durchspannt. Durch schnelles Eintauchen in flüssiges Ethan wurde die 
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wässrige Probe eingefroren und bei Temperaturen unter 108 K gelagert, transportiert und 

mikroskopiert. Die Proben wurden an einem LIBRA 120 PLUS TEM der Firma Carl Zeiss 

Microscopy GmbH (Oberkochen, Deutschland) bei 120 kV untersucht. Das Mikroskop ist mit 

einem Gatan 626 Cryotransfersystem ausgestattet. Die Bilder wurden mit einer BM-2k-120 

Dual-Speed on axis SSCCD-Kamera der Firma TRS (Moorenweis, Deutschland) 

aufgenommen. 

6.2.8 SAXS-Messungen 

Die Lipide bzw. Lipoplexe wurden als 20 %ige Dispersion (m/m) in HEPES-Puffer 

dispergiert. Um eine komplette Hydratisierung zu gewährleisten, wurden die Lipiddisper-

sionen 3× auf 90 °C erhitzt und gevortext. Die Lipoplexe wurden analog der Lipoplexproben 

für die DSC-Experimente (Kap. 6.2.3), wobei die Konzentrationen angepasst wurden. Für die 

Vermessung wurden die Dispersionen in Glaskapillaren (ø 2 mm) überführt und 3 Tage bei 

4 °C gelagert. 

Die SAXS-Messungen wurden am Elektronenspeicherring BESSY II (Berlin, Deutschland), 

welcher Synchrotronstrahlung im THz-Bereich bis hin zur RÖNTGEN-Strahlung liefert,
326

 von 

Frau M. Sc. D. PAWLOWSKA durchgeführt. Die Wellenlänge des Strahls betrug λ = 0,826 Å 

und wurde mittels „MoBC Multilayer“ Monochromator generiert. Die Strahlenbreite wurde 

durch eine Lochblende mit einem Durchmesser von 100 µm gefolgt von einer Lochblende mit 

einem Durchmesser von 150 µm bestimmt. Die SAXS-Beugungsmuster wurden von einem 

MarMosaic 225 Detektor der Firma MarUSA Inc. (Evanston, IL, USA) bestehend aus 9 

unabhängigen 16-bit CCD Chips, welche über Lichtfaserkabel mit einem Phosphorbildschirm 

mit einer Kantenläge von 225 mm (Pixel Größe 73,24 µm) verbunden waren, aufgenommen. 

Der Abstand zwischen Probe und Detektor betrug 794 mm. Die Daten wurden mit Hilfe der 

Fit2D Software ausgewertet.
327

 

6.2.9 CMC-Bestimmungsmethoden 

Methode A – CMC-Bestimmung durch ITC: Die ITC-Experimente wurden wie unter 6.2.4 

beschrieben durchgeführt, wobei die Probenzelle mit HEPES-Puffer pH 7,3 und die Spritze 

mit einer 0,8 mM Lipiddispersion in HEPES-Puffer pH 7,3 gefüllt waren. 

Methode B – CMC-Bestimmung mittels Fluorescein: Eine Lipidverdünnungsreihe in HEPES-

Puffer pH 7,3 wurde in 96-Well Platten (F-bottom) der Firma Greiner Bio-One GmbH 

(Frickenhausen, Deutschland) pipettiert und mit Fluorescein versetzt, so dass eine 

Endkonzentration c (Fluorescein) = 10
-5

 mM und ein Füllvolumen von 200 µl erhalten wurden. 

Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 25 °C unter Lichtausschluss wurde die Absorption 
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bei 503 nm mittels Polastar Omega der Firma BMG LABTECH GmbH (Ortenberg, 

Deutschland) vermessen. Die Experimente wurden dreifach durchgeführt. 

Methode C – CMC-Bestimmung mittels DPH: In 96-Well Platten (clear-plate, black, 

F-bottom) der Firma Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland) wurden 199 µl 

Lipiddispersion steigender Konzentration in HEPES-Puffer pH 7,3 mit 1 µl DPH-Lösung 

(1 mM in THF) versetzt und für 30 min bei 25 °C unter Lichtausschluss inkubiert. 

Anschließend wurde die Fluoreszenzintensität mittels Polastar Omega der Firma BMG 

LABTECH GmbH (Ortenberg, Deutschland) gemessen (λex: 355 nm, λem: 460 nm). Die 

Experimente wurden dreifach durchgeführt. 

6.3 Analysenmethoden und Reinigungsverfahren 

6.3.1 Chromatographische Methoden 

Dünnschichtchromatographie (DC) 

Die Dünnschichtchromatographie diente zur Kontrolle von Reaktionsverläufen, zur Prüfung 

der Reinheit von Zwischen- und Endprodukten sowie zur Charakterisierung der einzelnen 

Verbindungen durch Bestimmung der Rf-Werte. Die angegebenen Rf-Werte stellen 

unkorrigierte Werte dar. Es wurden mit Kieselgel 60 F254 beschichtete Aluminiumplatten der 

Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Substanz wurde in einem geeigneten 

Lösungsmittel gelöst, auf die Platten aufgetragen und in Chromatographiekammern unter 

Kammersättigung entwickelt. Als mobile Phase dienten Standardlaufmittel folgender 

Zusammensetzungen (V/V/V): 

LM 1: CHCl3/MeOH/NH3 90/10/0,5 

LM 2: CHCl3/MeOH/NH3 80/20/2 

LM 3: CHCl3/MeOH/NH3 65/35/5 

LM 4: CHCl3/MeOH/NH3 50/50/10 

LM 5: CHCl3/MeOH/NH3 35/65/15 

LM 6: CHCl3/MeOH 95/5 

LM 7: CHCl3/MeOH 9/1 

LM 8: CHCl3/MeOH 8/2 

LM 9: CHCl3/Et2O 1/1 

LM 10: CHCl3/Heptan 6/4 

LM 11: CHCl3/Heptan 8/2 

LM 12: Ethylacetat 

LM 13: Ethylacetat/Heptan 1/1 

LM 14: Acetonitril/NH3 9/1 

Folgende Detektionsverfahren kamen zum Einsatz: 

 UV-Licht der Wellenlänge 254 nm. Dieses Verfahren der Detektion mittels 

Fluoreszenzlöschung kam bei Substanzen mit aromatischen Ringsystemen zum 

Einsatz. 

 Bromthymolblau-Lösung (0,1 g Bromthymolblau und 0,2 g KOH in 10 ml Ethanol 

lösen und mit destilliertem Wasser auf 0,5 l auffüllen): Sensitiver Nachweis für 
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Verbindungen mit lipophilem Charakter. Die Empfindlichkeit wird durch das 

Bedampfen mit Ammoniak erhöht. 

 wässrige KMnO4-Tauchlösung (1 % m/m): Durch Tauchen der DC-Platten mit 

anschließendem Erwärmen für 5 min bei 80 °C im Trockenschrank werden redu-

zierende Substanzen durch Bildung von Braunstein sichtbar. Die Methode fand bei 

Substanzen mit aliphatischen Alkoholfunktionen Anwendung, welche als gelbe 

Flecken auf rosa Grund sichtbar werden. 

 H2SO4/MeOH-Mischung (10 % V/V): Wurde für die Detektion von Kohlenhydrat-

derivaten verwendet. Die entwickelte DC-Platte wurde in die Mischung getaucht und 

anschließend bei 80 °C 5 min im Trockenschrank erwärmt. Die Substanz erscheint 

durch Oxidationsprozesse als schwarzer Fleck. 

 Iodkammer (Iodbedampfung): Iod lagert sich unspezifisch an eine Vielzahl lipophiler 

Strukturen an, welche als brauner Fleck sichtbar werden. Das Verfahren wurde für die 

Detektion der Verbindungen 25a/b und 26 genutzt. 

Säulenchromatographie (SC) 

Die Säulenchromatographie diente zur Reinigung der Zwischen- und Endprodukte. Als 

Trennmittel diente Kieselgel 60 (Korngröße: 0,063-0,200 mm) der Firma Merck (Darmstadt, 

Deutschland). Als Elutionsmittel dienten Heptan/CHCl3-, Heptan/Et2O-, CHCl3/Et2O-, 

CHCl3/MeOH-, CHCl3/EtOH- und CHCl3/MeOH/NH3-Mischungen unterschiedlicher 

Zusammensetzung. In der Regel wurde die Polarität der Elutionsmittel während der Chro-

matographie diskontinuierlich erhöht. Die Detektion erfolgte dünnschichtchromatographisch. 

Es kamen vier verschiedene SC-Methoden zum Einsatz: 

 Methode 1 – trocken gepackte Säulen: Die benötigte Kieselgelmenge wurde für ein 

Verhältnis von 10/1 (mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet, trocken in die Säule eingefüllt 

und anschließend mit dem Elutionsmittel konditioniert. 

 Methode 2 – eingeschwemmte Säulen: Die benötigte Kieselgelmenge wurde für ein 

Verhältnis von 100/1 (mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet, mit dem Elutionsmittel sus-

pendiert und unter kontinuierlichem Elutionsmittelstrom in die Säule eingeschwemmt. 

 Methode 3 – Frontchromatographie: Die benötigte Kieselgelmenge wurde für ein Ver-

hältnis von 5/1 (mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet und trocken in die Säule eingefüllt. 

Das zu trennende Substanzgemisch wurde in 5 ml Elutionsmittel gelöst auf das tro-

ckene unkonditionierte Kieselgel aufgetragen. Anschließend wurde isokratisch eluiert. 

 Methode 4 – DMAP-Methode: Das zu reinigende Hydrochloridsalz der Lipide wurde 

in einer Mischung aus 4 ml CHCl3 und 1 ml MeOH gelöst und mit DMAP 

(nDMAP/nSubstanz 6/1) versetzt. Die benötigte Kieselgelmenge wurde für ein Verhältnis 



Experimenteller Teil – Allgemeines und Methoden 

115 

von 15/1 (mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet, trocken in die Säule eingefüllt und 

anschließend mit dem Elutionsmittel konditioniert. 

6.3.2 Schmelzpunktbestimmung 

Die Bestimmung der Schmelzpunkte bzw. Schmelzbereiche erfolgte an einem Boetius 

Heiztischmikroskop. Die angegebenen Schmelzpunkte stellen unkorrigierte Werte dar. 

6.3.3 Elementaranalyse (EA) 

Die Bestimmung des Gehalts an Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff in den Verbindungen 

erfolgte im automatischen Mikroverfahren an einem CHNS-932 der Firma Leco-Corporation 

(St. Joseph, MI, USA). 

6.3.4 Massenspektrometrie (MS) 

Elektronenstoßionisation-Massenspektrometrie (EI-MS) 

Die Aufnahme der Massenspektren durch Elektronenstoßionisation erfolgte an einem AMD 

402 (70 eV) der Firma AMD Intecta GmbH (Harpstedt, Deutschland). 

Gaschromatographie-gekoppelte Massenspektrometrie (GC-MS) 

Die Proben wurden mittels HP 5890 II-GC der Firma Hewlett-Packard unter Verwendung 

einer DB5 30 m × 0,25 mm (Innendurchmesser) Säule mit 0,25 µm Innenbeschichtung gas-

chromatographisch getrennt. Die Injektionstemperatur betrug 250 °C, die Temperatur am 

Detektor betrug 280 °C. Als Detektor diente ein MS 5971 A-Massenspektrometer der Firma 

Hewlett-Packard, an welchem das Eluat mittels Elektronenstoßionisation massenspektrometrisch 

vermessen wurde. 

Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS) 

Die Proben wurden in einer CHCl3/MeOH-Mischung (unterschiedliche Zusammensetzung) 

gelöst und über eine Spritzenpumpe Havard Apparatus 22 injiziert (20 µl min
-1

). Die 

Ionisation wurde sowohl positiv als auch negativ im Elektronenspray bei 5,0 kV durchgeführt. 

Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit einem Ionenfallen-Massenspektrometer Finnigan 

LCQ-Classic der Firma Thermo Electron (Egelsbach, Deutschland). Das Gerät verfügt über 

eine beheizbare Kapillare (220 °C) und weist eine Flussrate von 20 µl min
-1

 auf. 

Hochauflösende Massenspektrometrie (HR-MS) 

Für die Identitätsbestimmung der Endprodukte wurden Massenspektren mit hoher Auflösung 

aufgenommen. Die Proben wurden in einer CHCl3/MeOH-Mischung (unterschiedliche Zu-

sammensetzung) gelöst und mittels Proxeon-Nano-ESI-Quelle der Firma Thermo Fisher 

Scientific (Bremen, Deutschland) bei 1,3 kV ionisiert. Die Aufnahme der Spektren erfolgte 



Experimenteller Teil – Allgemeines und Methoden 

116 

mit einem LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer der Firma Thermo Fisher Scientific 

(Bremen, Deutschland). 

6.3.5 NMR-Spektroskopie 

1
H-NMR- und 

13
C-NMR-Spektren wurden an einem Varian Gemini 2000 (400 MHz für 

1
H-NMR und 100 MHz für 

13
C-NMR) und an einem Varian Inova 500 (500 MHz für 

1
H-NMR und 125 MHz für 

13
C-NMR) aufgenommen. Als interner Standard diente das 

verwendete Lösungsmittel. Für die Kalibrierung der 
1
H-NMR-Spektren in D2O wurde die 

Temperaturabhängigkeit des HDO Peaks berücksichtigt.
328

 
1
H-NMR-Spektren wurden in 

CDCl3 aufgenommen, bei Löslichkeitsproblemen in D2O und CDCl3/CD3OD-Mischungen 

(unterschiedliche Zusammensetzung in Abhängigkeit der Substanzlöslichkeit). Bei den 

13
C-NMR-Spektren wurden je nach Löslichkeit in CDCl3/CD3OD-Mischungen, CDCl3 und 

D2O verwendet. 

Die chemische Verschiebung δ ist in ppm angegeben und für Signale mit definierten 

Multiplizitäten auf die Symmetrieachse bezogen. Für Multipletts wurde ein Bereich der 

chemischen Verschiebung angegeben. Die Signale im 
1
H-NMR-Spektrum werden wie folgt 

zugeordnet: [Multiplizität, Kopplungskonstante J in Hz, Protonenzahl; zugeordnetes Proton 

(fett, kursiv)]. Für die Multiplizitäten wurden folgende Abkürzungen verwendet: s (Singulett), 

d (Duplett), t (Triplett), dd (Duplett vom Duplett), ddd (Duplett vom Duplett vom Duplett), dt 

(Duplett vom Triplett), m (Multiplett). 
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6.4 Synthese und analytische Charakterisierung 

der Verbindungen 

6.4.1 Synthese der Vorstufen 

6.4.1.1 Synthese der Alkylamine 

(9Z)-Octadec-9-enylamin - Oleylamin (rein) 

Methode 1: 18 mmol (5 g) Ölsäure (>99 %) und 18 mmol (1,8 g) TEA wurden in 20 ml THF 

gelöst. Anschließend wurde unter Rühren 20 ml eine Lösung, bestehend aus 18 mmol (1,95 g) 

Ethylchloroformiat in THF, langsam bei -5 °C zugetropft und 1 h bei -5 °C gerührt. Die 

erhaltene Lösung der aktivierten Carbonsäure wurde nach Filtration unter Inertbedingungen 

(Entfernung des Triethylammoniumchlorids) mit NH3 (gelöst in THF) umgesetzt. Dafür 

wurden 20 ml THF auf -40 °C abgekühlt und für 5 min NH3-Gas eingeleitet. Anschließend 

wurde die aktivierte Ölsäure zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde innerhalb von 1 h auf 

0 °C und anschließend innerhalb von 1 h auf 10 °C erwärmt und 5 h bei 10 °C gerührt. Im 

Anschluss wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. 

Das so erhaltene Oleylamid wurde in 30 ml THF gelöst und unter Rühren und Eiskühlung 

tropfenweise mit einer Suspension aus 25 mmol (0,95 g) LiAlH4 in 40 ml THF versetzt. Das 

Reaktionsgemisch wurde für 8 h bei 55 °C gerührt und anschließend unter Eiskühlung mit 5 ml 

Wasser versetzt. Im Anschluss wurden 20 ml einer NH4Cl-Lösung (ges.) zugesetzt und 3× mit 

50 ml Et2O extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit NaCl-Lösung (ges.) 

neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt. Das erhaltene (9Z)-Octadec-9-enylamin wurde säulenchromatographisch (SC Metho-

de 2) mittels CHCl3/MeOH/NH3-Gradient gereinigt. 

Methode 2: Die Reaktionsabläufe wurden analog der Methode 1 durchgeführt, wobei als 

Abwandlung mit wässrigem konzentrierten NH3 (33 % m/m) bei 0 °C, statt mit der THF/NH3-

Lösung bei -40 °C, gearbeitet wurde. 

Methode 3: 18 mmol (5 g) Ölsäure (>99 %) wurde in 20 ml Et2O gelöst und unter Rühren und 

Eiskühlung tropfenweise mit einer Suspension aus 25 mmol (0,95 g) LiAlH4 in 30 ml Et2O 

versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde für 24 h unter Rückfluss gerührt und anschließend 

unter Eiskühlung mit 5 ml Wasser versetzt. Im Anschluss wurden 20 ml einer NH4Cl-Lösung 

(ges.) zugesetzt und 3× mit 50 ml Et2O extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, 

mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lö-

sungsmittel im Vakuum entfernt. Der so erhaltene Oleylalkohol wurde, analog des (10R,S)-

10-Methylhexadecylalkohols in der Vorschrift der Synthese des (10R,S)-10-Methylhexa-

decylamins (siehe unten), weiter zum Oleylamin umgesetzt. 

NH2
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Aussehen: farblose ölige Flüssigkeit  Summenformel: C18H37N 

Ausbeute: 39 % (Methode 1)   Molare Masse: 267,49 g mol
-1

 

22 % (Methode 2)    Rf:   0,67 (LM 2) 

53 % (Methode 3)    ESI-MS:  268,2 [M+H]
+
 

1
H-NMR: siehe Anhang    

13
C-NMR:  siehe Anhang 

(10R,S)-10-Methylhexadecylamin 

Die Verbindung wurde in einer Mehrschrittsynthese aus Methylmalonsäurediethylester 

synthetisiert. Dabei erfolgte die Synthese von (10R,S)-10-Methyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-

yl-oxy)hexadecan nach MARKOWSKI.
329

  

Für die Abspaltung der THP-Schutzgruppe wurde der THP-Ether in Methanol mit 

katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsäure für 3 h unter Rückfluss erhitzt. Anschließend 

wurde das Lösungsmittel auf die Hälfte eingeengt und der Ansatz mit 20 ml Wasser versetzt. 

Die wässrige Mischung wurde 3× mit 50 ml CHCl3 extrahiert. Die organischen Phasen 

wurden vereinigt, über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt. Der erhaltene (10R,S)-10-Methylhexadecylalkohol wurde säulenchromatographisch 

(SC Methode 1) mittels CHCl3/Heptan-Gradient gereinigt (Ausbeute: 98 %). 

Für die Synthese des Azids wurden 20 mmol (5,0 g) des Alkohols und 25 mmol (2,52 g) TEA 

in 50 ml CHCl3 gelöst. Anschließend wurde eine Lösung aus 24 mmol (2,75 g) Methan-

sulfonsäurechlorid in 10 ml CHCl3 unter Rühren und Eiskühlung zugetropft und für 7 h bei RT 

gerührt. Zur Aufarbeitung wurden unter Eiskühlung 10 ml Wasser zum Ansatz gegeben. Die 

abgetrennte organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel 

im Vakuum entfernt. Im Anschluss wurde das erhaltene Mesylat ohne Reinigung mit 80 mmol 

(5,15 g) Natriumazid in 30 ml DMF suspendiert und für 24 h auf 60 °C erhitzt. Nach 

Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz mit 30 ml Wasser versetzt und 3× mit 100 ml 

CHCl3 extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, über Na2SO4 getrocknet, filtriert 

und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene (10R,S)-10-Methylhexadecylazid 

wurde säulenchromatographisch (SC Methode 1) mittels CHCl3/Heptan-Gradient gereinigt 

(Ausbeute: 96 %). 

Für die Synthese des Amins wurden 7,1 mmol (2,0 g) des erhaltenen Azids in 50 ml Et2O 

gelöst. Anschließend wurden 11,2 mmol (424 mg) LiAlH4 in 5 ml Et2O suspendiert, unter 

Rühren und Eiskühlung zum Ansatz zugetropft und 4 h unter Rückfluss gerührt. Zur Auf-

arbeitung wurden unter Eiskühlung 5 ml Wasser zugetropft. Anschließend wurden 20 ml 

NaOH-Lösung (7,5 % m/m) zugesetzt und 2× mit 50 ml Et2O extrahiert. Die organischen 

Phasen wurden vereinigt, mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über Na2SO4 getrock-

net, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene (10R,S)-10-Methyl-

NH2
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hexadecylamin wurde säulenchromatographisch (SC Methode 1) mittels CHCl3/MeOH/NH3-

Gradient gereinigt (Ausbeute: 93 %). 

Aussehen:  farblose ölige Flüssigkeit Molare Masse: 255,48 g mol
-1

  

Summenformel: C17H37N   Rf:   0,31 (LM 1) 

Ausbeute:  87 %    ESI-MS:  256,3 [M+H]
+ 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR:  siehe Anhang 

6.4.1.2 Synthese der alkylierten Malonsäurediethylester 

Die Alkylierung des Malonsäurediethylesters mit den entsprechenden Alkylbromiden 

/Alkylmesylaten erfolgte in Anlehnung an Literaturangaben mit der Abwandlung, dass Toluol 

als Lösungsmittel genutzt wurde.
144

 Das entsprechende Produkt wurde säulenchroma-

tographisch (SC Methode 1) mittels Heptan/Et2O-Gradient gereinigt. 

Oleylmalonsäurediethylester (1a) 

Die Verbindung wurde durch die Umsetzung des Malonsäurediethylesters 

mit Oleylmesylat erhalten. Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.
148,330

 

Tetradecylmalonsäurediethylester (1b) 

Die Verbindung wurde durch die Umsetzung des Malonsäurediethylesters mit 

Tetradecylbromid erhalten. Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.
143-145,331

 

Hexadecylmalonsäurediethylester (1c) 

Die Verbindung wurde durch die Umsetzung des Malonsäurediethylesters mit 

Hexadecylbromid erhalten. Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.
143,146,331

 

Ditetradecylmalonsäurediethylester (1d) 

Die Verbindung wurde durch die Umsetzung von 1b mit Tetradecylbromid unter 

Substitution von Toluol durch Xylol (Isomerengemisch) erhalten. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  81 %    Fp:  25-27 °C 

Summenformel: C35H68O4   Rf:  0,58 (LM 10) 

Molare Masse: 552,91 g mol
-1

   ESI-MS: 575,6 [M+Na]
+ 

EA:   ber.: C 76,03 H 12,40 

   gef.: C 75,95 H 12,38 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.1.3 Synthese der alkylierten Malonsäuremonoethylester durch 

Monoverseifung 

Die Verbindungen 2a-d wurden nach der Vorschrift der Monoverseifung von Alkylmalon-

säurediethylestern nach BRESLOW synthetisiert.
149

 Eine Abwandlung erfolgte durch die 
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säulenchromatographische Aufreinigung (SC Methode 1) der Produkte mittels CHCl3/EtOH 

Gradient. 

Oleylmalonsäuremonoethylester (tech.) (2a) 

Die Verbindung wurde durch Monoverseifung von 1a erhalten. Die 

analytischen Daten entsprechen der Literatur.
88

 

Tetradecylmalonsäuremonoethylester (2b) 

Die Verbindung wurde durch Monoverseifung von 1b erhalten. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  81 %    Fp:  44-46 °C 

Summenformel: C19H36O4   Rf:  0,37 (LM 7) 

Molare Masse: 328,5 g mol
-1

   ESI-MS: 327,0 [M-H]
- 

EA:   ber.: C 69,47 H 11,05 

   gef.: C 69,34 H 10,87 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

Hexadecylmalonsäuremonoethylester (2c) 

Die Verbindung wurde durch Monoverseifung von 1c erhalten. Die analytischen 

Daten entsprechen der Literatur.
332

 

Ditetradecylmalonsäuremonoethylester (2d) 

Die Verbindung wurde durch Monoverseifung von 1d erhalten. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  54 %    Fp:  33-35 °C 

Summenformel: C33H64O4   Rf:  0,20 (LM 7) 

Molare Masse: 524,9 g mol
-1

   ESI-MS: 1047,6 [2M-H]
- 

EA:   ber.: C 75,52 H 12,29 

   gef.: C 75,56 H 12,04 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.1.4 Synthese der BOC-Fmoc-geschützten Lysinalkylamide 

10 mmol des entsprechenden Alkylamins und 10 mmol (1,29 g) DIPEA wurden in 10 ml 

CH2Cl2 gelöst und bei RT gerührt. Anschließend wurde eine Lösung aus 10 mmol (4,69 g) 

Fmoc-Lys(BOC)-OH und 10 mmol (5,20 g) PyBOP
®
 in 50 ml CH2Cl2 zugetropft und 3 h unter 

Argonatmosphäre gerührt. Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz mit 20 ml CH2Cl2 ver-

dünnt und mit NaHCO3-Lösung (ges.) gewaschen. Die abgetrennte organische Phase wurde 

mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lö-
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sungsmittel unter Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt wurde säulenchromato-

graphisch (SC Methode 1) mittels CHCl3/MeOH-Gradient gereinigt. 

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

[(9Z)-octadec-9-enyl]hexanamid (tech.) (3a) 

Die Verbindung 3a wurde aus Oleylamin (tech.) synthetisiert. 

Die analytischen Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

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

[(9Z)-octadec-9-enyl]hexanamid (rein) (3b) 

Die Verbindung 3b wurde aus Oleylamin (rein) synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  98 %    Fp:  112-114 °C 

Summenformel: C44H67N3O5   Rf:  0,78 (LM 7) 

Molare Masse: 718,02 g mol
-1

   ESI-MS: 740,4 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 73,60 H 9,41  N 5,85 

   gef.: C 73,52 H 9,68  N 5,91 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

tetradecylhexanamid (3c) 

Die Verbindung 3c wurde aus Tetradecylamin synthetisiert. 

Die analytischen Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

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

[(10R,S)-10-methylhexadecyl]hexanamid (3d) 

Die Verbindung 3d wurde aus (10R,S)-10-Methylhexadecyl-

amin synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  79 %    Fp:  118-120 °C 

Summenformel: C43H67N3O5   Rf:  0,77 (LM 6) 

Molare Masse: 706,01 g mol
-1

   ESI-MS: 728,5 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 73,15 H 9,57  N 5,95 

   gef.: C 73,11 H 9,91  N 5,95 

1
H-NMR:  siehe Anhang 
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6.4.1.5 Fmoc-Schutzgruppenspaltung – Synthese der ɛ-BOC-geschützten 

Lysinalkylamide 

10 mmol der Fmoc-geschützten Verbindung 3a-d wurde in 55 ml DMF gelöst und mit 

64,6 mmol (4,2 g) Piperidin versetzt. Der Ansatz wurde 3 h bei RT gerührt. Anschließend 

wurde der Reaktionsansatz mit 50 ml Wasser verdünnt und 3× mit 100 ml Heptan extrahiert. 

Die organische Phasen wurden vereinigt, mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über 

Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende 

Produkt wurde säulenchromatographisch (SC Methode 1) mittels CHCl3/MeOH/NH3-Gradi-

ent gereinigt. 

(2S)-2-Amino-6-[(tert.-butoxycarbonyl)]amino-N-[(9Z)-octadec-9-enyl]hexanamid (tech.) 

(4a) 

Die Verbindung wurde aus 3a synthetisiert und enthält 

Oleylamin (tech.) als Baustein. Die analytischen Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation 

siehe Anhang) beschrieben. 

(2S)-2-Amino-6-[(tert.-butoxycarbonyl)]amino-N-[(9Z)-octadec-9-enyl]hexanamid (rein) 

(4b) 

Die Verbindung wurde aus 3b synthetisiert und enthält 

Oleylamin (rein) als Baustein. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  94 %    Fp:  51-56 °C 

Summenformel: C29H57N3O3   Rf:  0,87 (LM 7) 

Molare Masse: 495,78 g mol
-1

   ESI-MS: 518,4 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 70,25 H 11,59 N 8,48 

   gef.: C 70,19 H 11,41 N 8,54 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

Die Verbindung wurde aus 3c synthetisiert. Die analytischen Daten sind in 

WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

(2S)-2-Amino-6-[(tert.-butoxycarbonyl)]amino-N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]-

hexanamid (4d) 

Die Verbindung wurde aus 3d synthetisiert 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  88 %    Fp:  46-48 °C 

Summenformel: C28H57N3O3   Rf:  0,5 (LM 7) 

Molare Masse: 483,77 g mol
-1

   ESI-MS: 484,3 [M+H]
+
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EA:   ber.: C 69,52 H 11,88 N 8,69 

   gef.: C 69,15 H 11,98 N 8,86 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.2 Synthese der Malonsäurediamide (2. Generation) 

6.4.2.1 Allgemeine Synthesevorschriften 

Methode A (Amidknüpfung mit PyBOP
®

) 

20 mmol (2,93 g) Tris(2-aminoethyl)amin bzw. 20 mmol (1,20 g) Ethylendiamin und 2 mmol 

(202 mg) TEA wurden in 2 ml CH2Cl2 gelöst. Anschließend wurden 1 mmol der entspre-

chenden Carbonsäure und 1 mmol (520,4 mg) PyBOP
®
 in 50 ml CH2Cl2 gelöst, bei RT unter 

Argonatmosphäre und Rühren der Aminlösung zugetropft und für 16 h bei RT gerührt. Zur 

Aufarbeitung wurde die entstandene Suspension filtriert. Das Filtrat wurde mit CHCl3 

verdünnt und mit K2CO3-Lösung (15 % m/m) gewaschen. Die abgetrennte organische Phase 

wurde mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt wurde säulenchromato-

graphisch (SC Methode 2) mittels CHCl3/MeOH/NH3-Gradient gereinigt. 

Methode B (Amidknüpfung mit N-Hydroxysuccinimidestern) 

Die benötigten Mengen des entsprechenden aminofunktionalisierten Lipids, BOC-Lys(BOC)-

OSu und TEA (exakte Mengenangaben siehe entsprechende Lipidgruppe) wurden in 20 ml 

CH2Cl2 gelöst und für 16 h unter Argonatmosphäre bei RT gerührt. Anschließend wurde das 

Reaktionsgemisch mit 20 ml CHCl3 verdünnt und mit K2CO3-Lösung (15 % m/m) gewaschen. 

Die abgetrennte organische Phase wurde mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über 

Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende 

Produkt wurde säulenchromatographisch (SC Methode 2) mittels CHCl3/MeOH-Gradient 

gereinigt. 

Methode C (BOC-Schutzgruppenspaltung mit TFA) 

0,5 mmol BOC-geschütztes Lipid wurden in 10 ml CH2Cl2 gelöst. Anschließend wurde unter 

Rühren die benötigte Menge TFA (exakte Mengenangaben siehe entsprechende Lipidgruppe) 

schrittweise der Reaktion zugeführt und 5 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wurde der 

Reaktionsansatz am Rotationsverdampfer auf 1/10 des Volumens eingeengt. Der Rückstand 

wurde in 20 ml CHCl3 aufgenommen und auf dem Eiswasserbad unter Rühren tropfenweise 

mit 10 ml NH3-Lösung (10 % m/m) versetzt. Anschließend wurde die organische Phase 

abgetrennt und die wässrige Phase 3× mit 20 ml CHCl3 extrahiert. Die organischen Phasen 

wurden vereinigt, mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet, 
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filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt wurde 

säulenchromatographisch (SC Methode 2) mittels CHCl3/MeOH/NH3-Gradient gereinigt. 

Methode D (BOC-Schutzgruppenspaltung mit HCl) 

0,2 mmol BOC-geschütztes Lipid wurden in 15 ml Ethylacetat suspendiert. Anschließend 

wurde unter Rühren 4 ml HCl-Lösung (35 % m/m) schrittweise der Reaktion zugeführt und 6 h 

bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wurde der Reaktionsansatz am Rotationsverdampfer 

eingeengt. Anschließend kamen folgende Aufarbeitungsmethoden zum Einsatz: 

Aufarbeitung 1: Der Rückstand wurde unter Kühlung auf dem Eiswasserbad mit 10 ml NH3-

Lösung (10 % m/m) versetzt. Anschließend wurden 5 ml NaCl-Lösung (ges.) und 5 ml K2CO3-

Lösung (15 % m/m) zugegeben und 3× mit 20 ml CHCl3 extrahiert. Die organischen Phasen 

wurden vereinigt, mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet, 

filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt wurde 

säulenchromatographisch (modifizierte SC Methode 1: 2 g Kieselgel für 150 mg Rohprodukt) 

mittels CHCl3/MeOH/NH3-Gradient gereinigt. 

Aufarbeitung 2: Das erhaltene Hydrochloridsalz der Lipide wurde säulenchromatographisch 

nach SC Methode 4 (DMAP-Methode) gereinigt und in das freie aminofunktionalisierte Lipid 

überführt. 

6.4.2.2 Synthese des Lipidrückgrats über Amidknüpfung 

1 mmol des entsprechenden N-Alkyllysinamids (4a-d) und 2 mmol (250,5 mg) DIPEA wurden 

in 3 ml CH2Cl2 gelöst. Anschließend wurden 1 mmol des entsprechenden Alkylmalon-

säuremonoesters (2a-d) und 1 mmol (520,4 mg) PyBOP
®
 in 15 ml CH2Cl2 gelöst, unter 

Rühren und Argonatmosphäre zugetropft und für 16 h bei RT gerührt. Abschließend wurde 

der Reaktionsansatz mit CHCl3 verdünnt und mit NaHCO3-Lösung (5 % m/m) gewaschen. 

Die organische Phase wurde mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über Na2SO4 

getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt 

wurde säulenchromatographisch (SC Methode 3) mittels CHCl3/Et2O (V/V) gereinigt. 

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

(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansäureethylester (tech.) (5a) 

Die Verbindung wurde aus 2b und 4a synthetisiert. Die 

analytischen Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

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

(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansäureethylester (rein) (5b) 

Die Verbindung wurde aus 2b und 4b synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  98 %    Fp:  62-65 °C 

Summenformel: C48H91N3O6   Rf:  0,47 (LM 9) 

Molare Masse: 806,25 g mol
-1   

ESI-MS: 828,7 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 71,51 H 11,38 N 5,21 

   gef.: C 71,31 H 11,57 N 5,39 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

(11Z)-2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-

oxohexan-(2S)-2-yl}amino)carbonyl]icosa-11-ensäureethylester 

(tech.) (5c) 

Die Verbindung wurde aus 2a und 4a synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  97 %    Fp:  55-58 °C 

Summenformel: C52H97N3O6   Rf:  0,50 (LM 9) 

Molare Masse: 860,34 g mol
-1   

ESI-MS: 882,6 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 72,59 H 11,36 N 4,88 

   gef.: C 72,48 H 11,27 N 4,85 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

yl}amino)carbonyl]hexadecansäureethylester (5d) 

Die Verbindung wurde aus 2b und 4c synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

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

yl}amino)carbonyl]octadecansäureethylester (5e) 

Die Verbindung wurde aus 2c und 4c synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

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

(2S)-2-yl}amino)carbonyl]octadecansäureethylester (tech.) (5f) 

Die Verbindung wurde aus 2c und 4a synthetisiert. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  90 %    Fp:  73-77 °C 

Summenformel: C50H95N3O6   Rf:  0,67 (LM 9) 

Molare Masse: 834,31 g mol
-1   

ESI-MS: 856,4 [M+Na]
+
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EA:   ber.: C 71,98 H 11,48 N 5,04 

   gef.: C 71,66 H 11,52 N 4,89 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

oxohexan-(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansäureethylester (5g) 

Die Verbindung wurde aus 2b und 4d synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  92 %    Fp:  71-76 °C 

Summenformel: C47H91N3O6   Rf:  0,66 (LM 9) 

Molare Masse: 794,24 g mol
-1   

ESI-MS: 816,6 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 71,07 H 11,55 N 5,29 

   gef.: C 71,12 H 11,88 N 5,67 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

yl}amino)carbonyl]-2-tetradecylhexadecansäureethylester (5h) 

Die Verbindung wurde aus 2d und 4c synthetisiert. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  99 %    Fp:  37-39 °C 

Summenformel: C58H113N3O6   Rf:  0,86 (LM 6) 

Molare Masse: 948,53 g mol
-1   

ESI-MS: 971,9 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 73,44 H 12,01 N 4,43 

   gef.: C 73,41 H 11,96 N 4,48 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.2.3 Verseifung der Ethylester in Anwesenheit einer BOC-Schutzgruppe. 

1 mmol des entsprechenden Ethylesters (5a-h) wurden in einer Mischung aus 15 ml THF und 

5 ml Wasser gelöst und mit 1,5 mmol (82,2 mg) pulverisiertem KOH versetzt. Der Ansatz 

wurde 46 h bei RT gerührt. Anschließend wurden 0,75 mmol (73,6 mg) H2SO4 in 13 ml 

Wasser gelöst und unter Eiskühlung zum Reaktionsansatz getropft. Nach 15 min Rühren 

wurde die freie Säure durch mehrmaliges Ausschütteln mit CHCl3 aus dem wässrigen 

Reaktionsansatz extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit NaCl-Lösung (ges.) 

neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch (SC Methode 1) mittels CHCl3/MeOH-

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

(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansäure (tech.) (6a) 

Die Verbindung wurde aus 5a synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

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

(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansäure (rein) (6b) 

Die Verbindung wurde aus 5b synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  95 %    Fp:  75-78 °C 

Summenformel: C46H87N3O6   Rf:  0,37 (LM 7) 

Molare Masse: 778,20 g mol
-1   

ESI-MS: 777,4 [M-H]
-
 

EA:   ber.: C 71,00 H 11,27 N 5,40 

   gef.: C 71,24 H 11,63 N 5,18 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

(11Z)-2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-

oxohexan-(2S)-2-yl}amino)carbonyl]icosa-11-ensäure (tech.) (6c) 

Die Verbindung wurde aus 5c synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  97 %    Fp:  59-60 °C 

Summenformel: C50H93N3O6   Rf:  0,39 (LM 7) 

Molare Masse: 832,29 g mol
-1   

ESI-MS: 830,4 [M-H]
-
 

EA:   ber.: C 72,15 H 11,26 N 5,05 

   gef.: C 71,94 H 10,91 N 5,13 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

yl}amino)carbonyl]hexadecansäure (6d) 

Die Verbindung wurde aus 5d synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

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

yl}amino)carbonyl]octadecansäure (6e) 

Die Verbindung wurde aus 5e synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

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

(2S)-2-yl}amino)carbonyl]octadecansäure (tech.) (6f) 

Die Verbindung wurde aus 5f synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  99 %    Fp:  85-89 °C 

Summenformel: C48H91N3O6   Rf:  0,48 (LM 7) 

Molare Masse: 806,25 g mol
-1   

ESI-MS: 805,3 [M-H]
-
 

EA:   ber.: C 71,51 H 11,38 N 5,21 

   gef.: C 71,11 H 11,24 N 5,12 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

oxohexan-(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansäure (6g) 

Die Verbindung wurde aus 5g synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  96 %    Fp:  64-68 °C 

Summenformel: C45H87N3O6   Rf:  0,59 (LM 7) 

Molare Masse: 766,19 g mol
-1   

ESI-MS: 765,4 [M-H]
-
 

EA:   ber.: C 70,54 H 11,45 N 5,48 

   gef.: C 70,57 H 11,57 N 5,39 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

yl}amino)carbonyl]-2-tetradecylhexadecansäure (6h) 

Die Verbindung wurde aus 5h synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  92 %    Fp:  47-52 °C 

Summenformel: C56H109N3O6   Rf:  0,67 (LM 7) 

Molare Masse: 920,48 g mol
-1   

ESI-MS: 919,6 [M-H]
-
 

EA:   ber.: C 71,67 H 11,92 N 4,48  (6h+1×H2O) 

   gef.: C 72,00 H 11,78 N 4,68 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.2.4 Kupplung der Carbonsäure mit Tris(2-aminoethyl)amin 

Die Verbindungen 7a-h wurden nach Methode A (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1) 

mit den Verbindungen 6a-h als Carbonsäure und Tris(2-aminoethyl)amin als Amin zum 

Amid umgesetzt. 
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N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-

[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-tetra-

decylpropandiamid (tech.) (7a) 

Die Verbindung wurde aus 6a synthetisiert. Die analytischen Daten sind 

in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N`-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-

[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid (rein) (7b) 

Die Verbindung wurde aus 6b synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  93 %    Fp:  63-67 °C 

Summenformel: C52H103N7O5   Rf:  0,33 (LM 2) 

Molare Masse: 906,42 g mol
-1   

ESI-MS: 906,8 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 67,56 H 11,45 N 10,61 (7b+1×H2O) 

   gef.: C 67,28 H 11,32 N 10,30 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N`-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-

[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid 

(tech.) (7c) 

Die Verbindung wurde aus 6c synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  94 %    Fp:  74-80 °C 

Summenformel: C56H109N7O5   Rf:  0,28 (LM 2) 

Molare Masse: 960,51 g mol
-1   

ESI-MS: 961,6 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 68,73 H 11,44 N 10,02 (7c+1×H2O) 

   gef.: C 69,04 H 11,63 N 10,19 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-

1-[N-(tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamide 

(7d) 

Die Verbindung wurde aus 6d synthetisiert. Die analytischen Daten sind 

in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 
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N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-2-hexadecyl-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)-

amino]-1-oxo-1-[N-(tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}propan-

diamid (7e) 

Die Verbindung wurde aus 6e synthetisiert. Die analytischen Daten sind in 

WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N`-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-

[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-hexa-

decylpropandiamid (tech.) (7f) 

Die Verbindung wurde aus 6f synthetisiert. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  85 %    Fp:  88-90 °C 

Summenformel: C54H107N7O5   Rf:  0,17 (LM 2) 

Molare Masse: 934,47 g mol
-1   

ESI-MS: 935,6 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 66,83 H 11,53 N 10,10 (7f+2×H2O) 

   gef.: C 66,92 H 11,50 N 10,50 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-

[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamid 

(7g) 

Die Verbindung wurde aus 6g synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  99 %    Fp:  73-77 °C 

Summenformel: C51H103N7O5   Rf:  0,21 (LM 2) 

Molare Masse: 894,41 g mol
-1   

ESI-MS: 895,7 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 67,13 H 11,60 N 10,75 (7g+1×H2O) 

   gef.: C 67,47 H 11,39 N 10,74 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-

1-[N-(tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}-2,2-ditetradecylpropandiamide (7h) 

Die Verbindung wurde aus 6h synthetisiert. 

Aussehen:  gelblich halbfeste Substanz 

Ausbeute:  61 %    Fp:  42-46 °C 

Summenformel: C62H125N7O5   Rf:  0,53 (LM 2) 

Molare Masse: 1048,70 g mol
-1  

ESI-MS: 1048,9 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 69,81 H 12,00 N 9,19  (7h+1×H2O) 

   gef.: C 69,69 H 11,66 N 9,28 

1
H-NMR:  siehe Anhang 



Experimenteller Teil – Synthetisches 

131 

N
H

NH2

O

HN

HN

O

O

N

NH2

NH2

3 4

6

N
H

NH2

O

HN

HN

O

O

N

NH2

NH2

3 4

6

N
H

NH2

O

HN

HN

O

O

N

NH2

NH2

6

6

6.4.2.5 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-IV 

Die Verbindungen 8a-h wurden nach Methode C (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1) 

aus den Verbindungen 7a-h als BOC-geschütztes Lipid unter Verwendung von 6 ml TFA 

synthetisiert. 

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N`-{2-[N,N-bis(2-

aminoethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid (tech.) 

(TO-IV = 8a) 

Die Verbindung wurde aus 7a synthetisiert. Die analytischen Daten sind 

in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N`-{2-[N,N-bis(2-

aminoethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid (rein) (RTO-IV = 8b) 

Die Verbindung wurde aus 7b synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  76 % 

Summenformel: C47H95N7O3   Rf(Diastereomere): 0,12/0,23 (LM 3) 

Molare Masse: 806,30 g mol
-1   

ESI-MS: 806,8 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 806,7569 Da  (C47H96N7O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 806,7569 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N`-{2-[N,N-bis(2-

aminoethyl)amino]ethyl}-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (tech.) (OO-IV = 8c) 

Die Verbindung wurde aus 7c synthetisiert. 

Aussehen:  farblose zähflüssige Substanz 

Ausbeute:  86 % 

Summenformel: C51H101N7O3   Rf(Diastereomere): 0,06/0,11 (LM 3) 

Molare Masse: 860,39 g mol
-1   

ESI-MS: 860,6 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 860,8039 Da  (C51H102N7O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 860,8060 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N`-{2-[N,N-bis(2-amino-

ethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid (TT-IV = 8d) 

Die Verbindung wurde aus 7d synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 
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N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N´-{2-[N,N-bis(2-

aminoethyl)amino]ethyl}-2-hexadecylpropandiamid (HT-IV = 8e) 

Die Verbindung wurde aus 7e synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N`-{2-[N,N-

bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-2-hexadecylpropandiamid (tech.) (HO-IV = 8f) 

Die Verbindung wurde aus 7f synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  80 % 

Summenformel: C49H99N7O3   Rf(Diastereomere): 0,05/0,08 (LM 3) 

Molare Masse: 834,36 g mol
-1   

ESI-MS: 834,9 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 834,7882 Da  (C49H100N7O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 834,7871 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-(6-Amino-1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl)-N`-{2-

[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid (THM-IV = 8g) 

Die Verbindung wurde aus 7g synthetisiert. 

Aussehen:  farblose kristalline Substanz 

Ausbeute:  76 % 

Summenformel: C46H95N7O5   Rf(Diastereomere): 0,08/0,11 (LM 3) 

Molare Masse: 794,29 g mol
-1   

ESI-MS: 794,7 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 794,7569 Da  (C46H96N7O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 794,7569 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N`-{2-[N,N-bis(2-

aminoethyl)amino]ethyl}-2,2-ditetradecylpropandiamid (DiTT-IV = 8h) 

Die Verbindung wurde aus 7h synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  80 % 

Summenformel: C57H117N7O3   Rf:  0,28 (LM 2) 

Molare Masse: 948,58 g mol
-1   

ESI-MS: 948,9 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 948,9291 Da  (C57H118N7O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 948,9323 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 
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6.4.2.6 Synthese der BOC-geschützten Verbindungen 9a,c-f,h 

Die Verbindungen 9a,c-f,h wurden nach Methode B (allgemeine Synthesevorschriften 

6.4.2.1) aus den BOC-geschützten Verbindungen 8a,c-f,h (0,5 mmol) unter Verwendung von 

1,5 mmol BOC-Lys(BOC)-OSu und 1,5 mmol TEA synthetisiert. 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-

amino)-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxo-

hexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid 

(tech.) (9a) 

Die Verbindung wurde aus 8a synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-

amino)-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(9Z)-octadec-9-

enyl]propandiamid (tech.) (9c) 

Die Verbindung wurde aus 8c synthetisiert. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  84 %    Fp:  86-90 °C 

Summenformel: C99H185N13O18   Rf:  0,72 (LM 7) 

Molare Masse: 1845,61 g mol
-1  

ESI-MS: 1867,8 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 64,43 H 10,10 N 9,87 

   gef.: C 64,10 H 9,99  N 10,03 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-

amino)-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2-

tetradecylpropandiamid (9d) 

Die Verbindung wurde aus 8d synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-

amino)-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2-

hexadecylpropandiamid (9e) 

Die Verbindung wurde aus 8e synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 
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N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-

amino)-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxo-

hexan-(2S)-2-yl]-2-hexadecylpropandiamid 

(tech.) (9f) 

Die Verbindung wurde aus 8f synthetisiert. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  76 %    Fp:  98-105 °C 

Summenformel: C97H183N13O18   Rf:  0,74 (LM 7) 

Molare Masse: 1819,57 g mol
-1  

ESI-MS: 1842,4 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 64,03 H 10,14 N 10,01 

   gef.: C 63,68 H 10,05 N 10,25 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-

amino)-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2,2-

ditetradecylpropandiamid (9h) 

Die Verbindung wurde aus 8h synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  77 %    Fp:  67-73 °C 

Summenformel: C105H201N13O18  Rf:  0,56 (LM 6) 

Molare Masse: 1933,80 g mol
-1  

ESI-MS: 1934,4 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 65,21 H 10,48 N 9,42 

   gef.: C 65,34 H 10,34 N 9,37 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.2.7 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-VI 

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode D (allgemeine Synthesevorschriften 

6.4.2.1) aus 9a,c-f,h als BOC-geschütztes Lipid synthetisiert. 

N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N`-(6-{N-

[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}-1-[N-(9Z)-

octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl)-2-tetra-

decylpropandiamid (tech.) (TO-VI) 

Die Verbindung wurde aus 9a synthetisiert. Die analytischen Daten sind 

in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 
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N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N`-(6-{N-

[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-

2-yl)-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid 

(tech.) (OO-VI) 

Die Verbindung wurde aus 9c synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  90 % (Aufarbeitung 2) 

Summenformel: C69H137N13O6   Rf(Diastereomere): 0,08/0,11 (LM 5) 

Molare Masse: 1244,91 g mol
-1  

ESI-MS: 1246,2 [M+H]
2+

 

HRMS:   ber.: 623,0480 Da  (C69H139N6O13 [M+2H]
+
) 

   gef.: 623,0479 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N`-(6-{N-

[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl)-2-

tetradecylpropandiamid (TT-VI) 

Die Verbindung wurde aus 9d synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

beschrieben. 

N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N`-(6-{N-

[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl)-2-

hexadecylpropandiamid (HT-VI) 

Die Verbindung wurde aus 9e synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

beschrieben. 

N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N`-(6-{N-

[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-

2-yl)-2-hexadecylpropandiamid (tech.) (HO-VI) 

Die Verbindung wurde aus 9f synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  94 % (Aufarbeitung 2) 

Summenformel: C67H135N13O6   Rf(Diastereomere): 0,09/0,12 (LM 5) 

Molare Masse: 1218,87 g mol
-1  

ESI-MS: 1220,0 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 1219,0731 Da  (C67H136N13O6 [M+H]
+
) 

   gef.: 1219,0721 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 
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N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N`-(6-{N-

[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl)-2,2-

ditetradecylpropandiamid (DiTT-VI) 

Die Verbindung wurde aus 9h synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  79 % (Aufarbeitung 2) 

Summenformel: C75H153N13O6   Rf(Diastereomere): 0,13 (LM 5) 

Molare Masse: 1333,10 g mol
-1  

ESI-MS: 1334,2 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 667,1106 Da  (C75H155N13O6 [M+2H]
2+

) 

   gef.: 667,1122 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

6.4.2.8 Synthese des BOC-geschützten Verbindungen 10a,c-f 

Die Verbindungen 10a,c-f wurden nach Methode B (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1) 

aus den BOC-geschützten Verbindungen 7a,c-f (0,5 mmol) unter Verwendung von 1 mmol 

BOC-Lys(BOC)-OSu und 1 mmol TEA synthetisiert. 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{[N-(9Z)-octadec-9-enyl-

amino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecyl-

propandiamid (tech.) (10a) 

Die Verbindung wurde aus 7a synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{[N-(9Z)-octadec-9-enyl-

amino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-[(9Z)-octadec-9-

enyl]propandiamid (tech.) (10c) 

Die Verbindung wurde aus 7c synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  97 %    Fp:  102-106 °C 

Summenformel: C88H165N11O15   Rf:  0,83 (LM 7) 

Molare Masse: 1617,32 g mol
-1  

ESI-MS: 1638,6 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 65,35 H 10,28 N 9,53 

   gef.: C 65,53 H 10,15 N 9,59 

1
H-NMR:  siehe Anhang 
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N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-(N-tetradecyl-

amino)hexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamid (10d) 

Die Verbindung wurde aus 7d synthetisiert. Die 

analytischen Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe 

Anhang) beschrieben. 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-(N-tetradecyl-

amino)hexan-(2S)-2-yl}-2-hexadecylpropandiamid (10e) 

Die Verbindung wurde aus 7e synthetisiert. Die 

analytischen Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation 

siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]amino}ethyl)-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{[N-(9Z)-octadec-9-enyl-

amino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-hexadecyl-

propandiamid (tech.) (10f) 

Die Verbindung wurde aus 7f synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  76 %    Fp:  98-102 °C 

Summenformel: C86H163N11O15   Rf:  0,72 (LM 7) 

Molare Masse: 1591,28 g mol
-1  

ESI-MS: 1613,8 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 64,91 H 10,32 N 9,68 

   gef.: C 64,51 H 10,29 N 9,70 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.2.9 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-VIII 

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode D (allgemeine Synthesevorschriften 

6.4.2.1) aus 10a,c-f als BOC-geschütztes Lipid synthetisiert. 

N-(6-Amino-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl})-N`-{2-[N,N-bis(2-

{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid 

(tech.) (TO-VIII) 

Die Verbindung wurde aus 10a synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

beschrieben. 
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N-(6-Amino-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl})-N`-{2-[N,N-bis(2-

{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)-amino]ethyl}-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]-

propandiamid (tech.) (OO-VIII) 

Die Verbindung wurde aus 10c synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  58 % (Aufarbeitung 1) 

Summenformel: C63H125N11O5   Rf(Diastereomere): 0,16/0,22 (LM 5) 

Molare Masse: 1116,74 g mol
-1  

ESI-MS: 1116,8 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 559,0005 Da  (C63H127N11O5 [M+2H]
2+

) 

   gef.: 559,0013 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N`-{2-[N,N-bis(2-{N-[(2S)-2,6-

diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-2-tetradecyl-

propandiamid (TT-VIII) 

Die Verbindung wurde aus 10d synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N`-{2-[N,N-bis(2-{N-[(2S)-2,6-

diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-2-hexadecyl-

propandiamid (HT-VIII) 

Die Verbindung wurde aus 10e synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(6-Amino-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl})-N`-{2-[N,N-bis(2-

{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)-amino]ethyl}-2-hexadecylpropandiamid 

(tech.) (HO-VIII) 

Die Verbindung wurde aus 10f synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  96 % (Aufarbeitung 2) 

Summenformel: C61H123N11O5   Rf(Diastereomere): 0,18/0,29 (LM 5) 

Molare Masse: 1090,70 g mol
-1  

ESI-MS: 1091,8 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 1090,9781 Da  (C61H124N11O5 [M+H]
+
) 

   gef.: 1090,9786 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

6.4.2.10 Kupplung der Carbonsäure mit Ethylendiamin 

Die Verbindungen 11a-g wurden nach Methode A (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1) 

aus 6a-g als Carbonsäure und Ethylendiamin als Amin zum Amid umgesetzt. 
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N-(2-Aminoethyl)-N`-[6-[N-(tert.-butoxy-carbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]-

amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid (tech.) (11a) 

Die Verbindung wurde aus 6a synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-Aminoethyl)-N`-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-

enyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid (rein) (11b) 

Die Verbindung wurde aus 6b synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  65 %    Fp:  99-102 °C 

Summenformel: C48H93N5O5   Rf:  0,81 (LM 2) 

Molare Masse: 820,28 g mol
-1   

ESI-MS: 820,8 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 68,77 H 11,42 N 8,35  (11b+1×H2O) 

   gef.: C 68,94 H 11,22 N 8,30 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-(2-Aminoethyl)-N`-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]-

amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid  

(tech.) (11c) 

Die Verbindung wurde aus 6c synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  98 %    Fp:  97-99 °C 

Summenformel: C52H99N5O5   Rf:  0,80 (LM 2) 

Molare Masse: 874,37 g mol
-1   

ESI-MS: 875,5 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 69,99 H 11,41 N 7,85  (11c+1×H2O) 

   gef.: C 70,24 H 11,51 N 7,85 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-(2-Aminoethyl)-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[N-(tetradecyl)amino]-

hexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamid (11d) 

Die Verbindung wurde aus 6d synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-Aminoethyl)-2-hexadecyl-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[N-(tetra-

decyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}propandiamid (11e) 

Die Verbindung wurde aus 6e synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 
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N-(2-Aminoethyl)-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-

enyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-hexadecylpropandiamid (tech.) (11f) 

Die Verbindung wurde aus 6f synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  98 %    Fp:  104-109 °C 

Summenformel: C50H97N5O5   Rf:  0,78 (LM 2) 

Molare Masse: 848,34 g mol
-1   

ESI-MS: 848,8 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 69,32 H 11,52 N 8,08  (11f+1×H2O) 

   gef.: C 69,61 H 11,23 N 8,18 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-(2-Aminoethyl)-N`-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(10R,S)-10-methyl-

hexadecyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamid (11g) 

Die Verbindung wurde aus 6g synthetisiert. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  99 %    Fp:  109-114 °C 

Summenformel: C47H93N5O5   Rf:  0,74 (LM 2) 

Molare Masse: 808,27 g mol
-1   

ESI-MS: 809,5 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 68,32 H 11,59 N 8,48 

   gef.: C 68,54 H 11,22 N 8,33 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.2.11 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-X 

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode C (allgemeine Synthesevorschriften 

6.4.2.1) aus 11a-g als BOC-geschütztes Lipid unter Verwendung von 4 ml TFA synthetisiert. 

N-(2-Aminoethyl)-N`-{6-amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-

tetradecylpropandiamid (tech.) (TO-X = 12a) 

Die Verbindung wurde aus 11a synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-Aminoethyl)-N`-{6-amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-

tetradecylpropandiamid (rein) (RTO-X = 12b) 

Die Verbindung wurde aus 11b synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  62 % 

Summenformel: C43H85N5O3   Rf(Diastereomere): 0,09/0,14 (LM 2) 

Molare Masse: 720,17 g mol
-1   

ESI-MS: 720,5 [M+H]
+
 

  



Experimenteller Teil – Synthetisches 

141 

N
H

NH2

O

HN

HN

O

O

NH2

2 4

6

N
H

NH2

O

HN

HN

O

O

NH2

3

3 4

4

N
H

NH2

O

HN

HN

O

O

NH2

6

6

N
H

NH2

O

HN

HN

O

O

NH2

6

7

N
H

NH2

O

HN

HN

O

O

NH2

3 4

7

HRMS:   ber.: 720,6725 Da  (C43H86N5O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 720,6725 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-(2-Aminoethyl)-N`-{6-amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-

[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (tech.) (OO-X = 12c) 

Die Verbindung wurde aus 11c synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  84 % 

Summenformel: C47H91N5O3   Rf(Diastereomere): 0,20/0,30 (LM 2) 

Molare Masse: 774,26 g mol
-1   

ESI-MS: 774,5 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 774,7195 Da  (C47H92N5O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 774,7195 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-(2-Aminoethyl)-N`-[6-amino-1-oxo-1-[(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2-tetra-

decylpropandiamid (TT-X = 12d) 

Die Verbindung wurde aus 11d synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-Aminoethyl)-N`-[6-amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2-hexa-

decylpropandiamid (HT-X = 12e) 

Die Verbindung wurde aus 11e synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-Aminoethyl)-N`-{6-amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-

hexadecylpropandiamid (tech.) (HO-X = 12f) 

Die Verbindung wurde aus 11f synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  88 % 

Summenformel: C45H89N5O3   Rf(Diastereomere): 0,17/0,24 (LM 2) 

Molare Masse: 748,22 g mol
-1   

ESI-MS: 748,6 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 748,7038 Da  (C45H90N5O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 748,7031 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-(2-Aminoethyl)-N`-(6-amino-1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}-1-oxohexan-

(2S)-2-yl)-2-tetradecylpropandiamid (THM-X = 12g) 

Die Verbindung wurde aus 11g synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 
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Ausbeute:  98 % 

Summenformel: C42H85N5O3   Rf(Diastereomere): 0,09/0,16 (LM 2) 

Molare Masse: 708,16 g mol
-1   

ESI-MS: 708,6 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 708,6725 Da  (C42H86N5O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 708,6725 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

6.4.2.12 Synthese der BOC-geschützten Lipide 13a,c-f 

Die Verbindungen 13a,c-f wurden nach Methode B (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1) 

aus den BOC-geschützten Verbindungen 12a,c-f (0,5 mmol) unter Verwendung von 1 mmol 

BOC-Lys(BOC)-OSu und 1 mmol TEA synthetisiert. 

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N`-[6-(N-

{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-

enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecyl-

propandiamid (tech.) (13a) 

Die Verbindung wurde aus 12a synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N`-[6-(N-

{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-

enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(9Z)-octadec-9-

enyl]propandiamid (tech.) (13c) 

Die Verbindung wurde aus 13c synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  94 %    Fp:  131-135 °C 

Summenformel: C79H147N9O13   Rf:  0,73 (LM 7) 

Molare Masse: 1431,07 g mol
-1  

ESI-MS: 1452,7 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 66,30 H 10,35 N 8,81 

   gef.: C 66,68 H 9,99  N 9,04 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N`-[6-(N-

{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-oxo-1-(N-tetradecyl-

amino)hexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid (13d) 

Die Verbindung wurde aus 12d synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

beschrieben. 
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N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N`-[6-(N-

{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-oxo-1-(N-tetradecyl-

amino)hexan-(2S)-2-yl]-2-hexadecylpropandiamid (13e) 

Die Verbindung wurde aus 12e synthetisiert.Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

beschrieben. 

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N`-[6-(N-

{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-

enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-hexadecyl-

propandiamid (tech.) (13f) 

Die Verbindung wurde aus 12f synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  85 %    Fp:  134-137 °C 

Summenformel: C77H145N9O13   Rf:  0,80 (LM 7) 

Molare Masse: 1405,02 g mol
-1  

ESI-MS: 1429,1 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 65,82 H 10,40 N 8,97 

   gef.: C 65,60 H 10,20 N 8,91 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.2.13 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-XII 

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode C (allgemeine Synthesevorschriften 

6.4.2.1) aus 13a,c-f als BOC-geschütztes Lipid unter Verwendung von 8 ml TFA synthetisiert. 

N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-

oxohexyl}amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecyl-

propandiamid (tech.) (TO-XII) 

Die Verbindung wurde aus 13a synthetisiert. Die 

analytischen Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

beschrieben. 

N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-oxo-

hexyl}amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(9Z)-octadec-9-

enyl]propandiamid (tech.) (OO-XII) 

Die Verbindung wurde aus 13c synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  84 % 

Summenformel: C59H115N9O5   Rf(Diastereomere): 0,19/0,28 (LM 4) 

Molare Masse: 1030,60 g mol
-1  

ESI-MS: 1030,6 [M+H]
+
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HRMS:   ber.: 515,9583 Da  (C59H117N9O5 [M+2H]
2+

) 

   gef.: 515,9595 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-oxo-

hexyl}amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-yl]-2-tetradecylpropandiamid 

(TT-XII) 

Die Verbindung wurde aus 13d synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-oxo-

hexyl}amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2-hexadecylpropandiamid 

(HT-XII) 

Die Verbindung wurde aus 13e synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)-N`-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-oxo-

hexyl}amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-hexadecyl-

propandiamid (tech.) (HO-XII) 

Die Verbindung wurde aus 13f synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  70 % 

Summenformel: C57H113N9O5   Rf(Diastereomere): 0,17/0,28 (LM 4) 

Molare Masse: 1004,56 g mol
-1  

ESI-MS: 1005,0 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 1004,8937 Da  (C57H114N9O5 [M+H]
+
) 

   gef.: 1004,8937 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

6.4.2.14 Synthese der BOC-geschützten Lipide 14a-g 

Die Verbindungen 14a-g wurden nach Methode B (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1) 

aus den BOC-geschützten Verbindungen 11a-g (0,5 mmol) unter Verwendung von 0,5 mmol 

BOC-Lys(BOC)-OSu und 0,5 mmol TEA synthetisiert. 

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

(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (tech.) (14a) 

Die Verbindung wurde aus 11a synthetisiert. Die 

analytischen Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe 

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

(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (rein) (14b) 

Die Verbindung wurde aus 11b synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  97 %    Fp:  135-138 °C 

Summenformel: C64H121N7O10   Rf:  0,72 (LM 7) 

Molare Masse: 1148,69 g mol
-1  

ESI-MS: 1170,8 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 66,92 H 10,62 N 8,54 

   gef.: C 66,73 H 10,96 N 8,53 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)eth-

yl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (tech.) (14c) 

Die Verbindung wurde aus 11c synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  98 %    Fp:  136-139 °C 

Summenformel: C68H127N7O10   Rf:  0,77 (LM 7) 

Molare Masse: 1202,78 g mol
-1  

ESI-MS: 1224,6 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 67,90 H 10,64 N 8,15 

   gef.: C 68,16 H 10,48 N 8,16 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

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

N`-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-

tetradecylpropandiamid (14d) 

Die Verbindung wurde aus 11d synthetisiert. Die analytischen   

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

beschrieben. 

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

N`-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-

hexadecylpropandiamid (14e) 

Die Verbindung wurde aus 11e synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) 

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

(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]-2-hexadecylpropandiamid (tech.) (14f) 

Die Verbindung wurde aus 11f synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  97 %    Fp:  135-138 °C 

Summenformel: C66H125N7O10   Rf:  0,67 (LM 7) 

Molare Masse: 1176,74 g mol
-1  

ESI-MS: 1198,7 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 67,36 H 10,71 N 8,33 

   gef.: C 67,27 H 10,37 N 8,31 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino -1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}]-1-oxo-

hexan-(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-

amino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (14g) 

Die Verbindung wurde aus 11g synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  94 %    Fp:  135-139 °C 

Summenformel: C63H121N7O10   Rf:  0,73 (LM 7) 

Molare Masse: 1136,68 g mol
-1

   ESI-MS: 1159,7 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 66,57 H 10,73 N 8,63 

   gef.: C 66,19 H 10,58 N 8,48 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.2.15 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-XIV 

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode C (allgemeine Synthesevorschriften 

6.4.2.1) aus 14a-g als BOC-geschütztes Lipid unter Verwendung von 6 ml TFA synthetisiert. 

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-

diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamid 

(tech.) (TO-XIV) 

Die Verbindung wurde aus 14a synthetisiert. Die analytischen Daten 

sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-

diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (rein) (RTO-XIV) 

Die Verbindung wurde aus 14b synthetisiert. 

Aussehen:  farbloser kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  81 % 
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Summenformel: C49H97N7O4   Rf(Diastereomere): 0,11/0,17 (LM 3) 

Molare Masse: 848,34 g mol
-1   

ESI-MS: 848,6 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 848,7675 Da  (C49H98N7O4 [M+H]
+
) 

   gef.: 848,7689 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-

diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid 

(tech.) (OO-XIV) 

Die Verbindung wurde aus 14c synthetisiert. 

Aussehen:  durchsichtig wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  80 % 

Summenformel: C53H103N7O4   Rf(Diastereomere): 0,13/0,22 (LM 3) 

Molare Masse: 902,43 g mol
-1   

ESI-MS: 902,6 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 902,8144 Da  (C53H104N7O4 [M+H]
+
) 

   gef.: 902,8160 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-

oxohexyl}amino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (TT-XIV) 

Die Verbindung wurde aus 14d synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-

oxohexyl}amino)ethyl]-2-hexadecylpropandiamid (HT-XIV) 

Die Verbindung wurde aus 14e synthetisiert. Die analytischen 

Daten sind in WÖLK et al.
176

 (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N`-[2-(N-{(2S)-2,6-

diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-hexadecylpropandiamid (tech.) (HO-XIV) 

Die Verbindung wurde aus 14f synthetisiert. 

Aussehen:  weißer kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  82 % 

Summenformel: C51H101N7O4   Rf(Diastereomere): 0,08/0,12 (LM 3) 

Molare Masse: 876,39 g mol
-1   

ESI-MS: 876,7 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 876,7988 Da  (C51H102N7O4 [M+H]
+
) 

   gef.: 876,7977 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 
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N-[6-Amino-1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-N`-(2-{N-[(2S)-

2,6-diamino]-1-oxohexyl}amino)ethyl)-2-tetradecylpropandiamid (THM-XIV) 

Die Verbindung wurde aus 14g synthetisiert. 

Aussehen:  farblose kristalline Substanz 

Ausbeute:  87,1 % 

Summenformel: C48H97N7O4   Rf(Diastereomere): 0,11/0,17 (LM 3) 

Molare Masse: 836,33 g mol
-1   

ESI-MS: 836,6 [M+H]
+
 

HRMS:   ber.: 836,7675 Da  (C48H98N7O4 [M+H]
+
) 

   gef.: 836,7689 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

6.4.3 Synthese der Lipide XV und XVp 

Die Lipide XV und XVp wurden auf identischem Weg synthetisiert. Lediglich der 

Reinheitsgrad des verwendeten Oleylamins war unterschiedlich. Für die Synthese von XV 

wurde Oleylamin (tech.) verwendet während für die Synthese von XVp Oleylamin (rein) zum 

Einsatz kam. 

1 mmol (267,5 mg) Oleylamin und 2 mmol (250,5 mg) DIPEA wurden in 3 ml CH2Cl2 gelöst. 

Anschließend wurden 1 mmol (370,6 mg) 2c und 1 mmol (520,4 mg) PyBOP
®
 in 15 ml CH2Cl2 

gelöst, unter Rühren und Argonatmosphäre zugetropft und für 16 h bei RT gerührt. Abschlie-

ßend wurde der Reaktionsansatz mit CHCl3 verdünnt und mit NaHCO3-Lösung (5 % m/m) 

gewaschen. Die abgetrennte organische Phase wurde mit NaCl-Lösung (ges.) neutral gewa-

schen, über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Produkt wurde säulenchromatographisch (SC Methode 2) mittels CHCl3/MeOH/NH3-Gradi-

ent gereinigt, anschließend in 100 ml Ethanol suspendiert und mit 20 mmol (1,12 g) Kalium-

hydroxid versetzt. Die Mischung wurde für 5 h unter Rückfluss erhitzt. Der Ansatz wurde am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Zur Gewinnung der freien Säure (15a,b) wurde der Rück-

stand in 100 ml Wasser unter Eiskühlung und Rühren vorsichtig mit 2,5 ml konzentrierte Salz-

säure versetzt. Der Ansatz wurde 1 h gerührt und anschließend mehrfach mit CHCl3 extra-

hiert. Nach dem Vereinigen der organischen Phasen wurden diese über Na2SO4 getrocknet, 

filtriert und eingeengt. Die Säuren 15a,b wurden säulenchromatographisch (SC Methode 1) 

mittels CHCl3/Et2O (V/V) gereinigt. 

Für die Synthese der Amine 16a,b wurden die Carbonsäuren 15a,b mit PyBOP
®
 und Ethylen-

diamin nach Methode A der allgemeinen Synthesevorschriften (siehe Kap. 6.4.2.1) umgesetzt. 

Für die Synthese der Lipide XV und XVp wurde im ersten Schritt das Amin 16a,b (0,5 mmol) 

mit BOC-Lys(BOC)-OSu (0,5 mmol) nach Methode B (siehe Kap. 6.4.2.1) umgesetzt. Im 

zweiten Schritt erfolgte dann die Abspaltung der BOC-Schutzgruppe mit TFA nach 
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Methode C (siehe Kap. 6.4.2.1) unter Verwendung von 4 ml TFA je 0,5 mmol BOC-ge-

schütztes Lipid. 

2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}octadecansäure (tech.) (15a) 

Die Verbindung 15a wurde aus Oleylamin (tech.) synthetisiert. Die 

analytischen Daten entsprechen der Literatur.
88

 

Ausbeute:  75 % 

2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}octadecansäure (rein) (15b) 

Die Verbindung 15b wurde aus Oleylamin (rein) synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  81 %    Fp:  63-69 °C 

Summenformel: C37H71N1O3   Rf:  0,61 (LM 11) 

Molare Masse: 577,97 g mol
-1   

ESI-MS: 576,3 [M-H]
-
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-(2-Aminoethyl)-2-hexadecyl-N′-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (tech.) (16a) 

Die Verbindung 16a wurde aus 15a synthetisiert. Die analytischen 

Daten entsprechen der Literatur.
88

 

Ausbeute:  79 % 

N-(2-Aminoethyl)-2-hexadecyl-N′-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (rein) (16b) 

Die Verbindung 16b wurde aus 15b synthetisiert. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  65 %    Fp:  67-70 °C 

Summenformel: C39H77N3O2   Rf:  0,72 (LM 2) 

Molare Masse: 620,05 g mol
-1   

ESI-MS: 620,4 [M+H]
+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N′-2-[(2,6-Diamino-1-oxohexyl)amino]ethyl-2-hexadecyl-N-[(9Z)-octadec-9-enyl]-

propandiamid (tech.) (Lipid XV) 

Das Lipid XV wurde aus 16a synthetisiert. Die analytischen 

Daten entsprechen der Literatur.
88

 

Ausbeute:  70 % 

N′-2-[(2,6-Diamino-1-oxohexyl)amino]ethyl-2-hexadecyl-N-[(9Z)-octadec-9-enyl]-

propandiamid (rein) (Lipid XVp) 

Das Lipid XVp wurde aus 16b synthetisiert. 

Aussehen:  farblose kristalline Substanz 

Ausbeute:  81 % 
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O
O

OAc
AcO

AcO OAc

Summenformel: C45H89N5O3   Rf:  0,41 (LM 2) 

Molare Masse: 748,22 g mol
-1   

ESI-MS: 748,4 [M+H]
+ 

HRMS:   ber.: 748,7038 Da  (C45H90N5O3 [M+H]
+
) 

   gef.: 748,7031 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang   

13
C-NMR: siehe Anhang 

6.4.4 Synthese der glycosylierten Lipide 

6.4.4.1 Synthese von 2-Azidoethanol 

2-Azidoethanol wurde in Abwandlung einer Vorschrift von PFAENDLER und WEIMAR aus 

2-Bromethanol (in Originalvorschrift 2-Chlorethanol) und NaN3 dargestellt.
191

 Die 

analytischen Daten entsprechen der Literatur.
191

 

6.4.4.2 Synthese der Galactosederivate mit Acetylschutzgruppe – 

Glycosylierung 

Die im Folgenden beschriebene Synthese basiert auf der Synthesevorschrift zur Darstellung 

von 1-O-Allylglycopyranosiden nach SCHMIDT und stellt eine Abwandlung der von TAKANO 

et al. beschriebenen Synthese dar.
192,193

 

10 mmol (3,9 g) peracetylierte Galactose (17) wurden in 50 ml CH2Cl2 gelöst. 11 mmol 

(1,36 ml) BF3-Etherat-Komplex wurden langsam unter Argonatmosphäre zugetropft und 

60 min gerührt. Anschließend wurden 15 mmol der Alkoholkomponente zugetropft und 5 h bei 

RT gerührt. Für die Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 5 ml NaHCO3-Lösung (ges.) und 

20 ml CHCl3 versetzt und für 30 min gerührt. Die organische Phase wurde abgetrennt, mit 

NaCl-Lösung (ges.) neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Galactosid wurde säulenchromatographisch 

(SC Methode 1) mittels Heptan/Ethylacetat-Gradient gereinigt. 

1-O-Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosid (18) 

Die Verbindung 18 wurde aus peracetylierter Galactose (17) und 

Propargylalkohol synthetisiert. 

Aussehen:  farblose hochviskose Flüssigkeit Ausbeute: 73 % 

Summenformel: C17H22O10    Rf:  0,31 (LM 13) 

Molare Masse: 386,35 g mol
-1

    ESI-MS: 409,04 [M+Na]
+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 
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1-O-(2-Azidoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosid (19) 

Die Verbindung 19 wurde aus peracetylierter Galactose (17) und 

2-Azidoethanol synthetisiert. 

Aussehen:  farblose hochviskose Flüssigkeit Ausbeute: 81 % 

Summenformel: C16H23N3O10    Rf:  0,36 (LM 13) 

Molare Masse: 417,37 g mol
-1

    ESI-MS: 439,9 [M+Na]
+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.4.3 Synthese der Linkerbausteine 

tert.-Butyl-tris(hydroxymethyl)methylcarbamat (20) 

Die Verbindung wurde nach einer Vorschrift von SEGURA et al. dargestellt. Die 

analytischen Daten entsprechen der Literatur.
198

 

tert.-Butyl-tris(propargyloxymethyl)methylcarbamat (21a) 

Die Verbindung wurde nach einer Vorschrift von SEGURA et al. dargestellt. Die 

analytischen Daten entsprechen der Literatur.
198

 

Tris(propargyloxymethyl)methylamin (22) 

Die Verbindung 22 wurde nach Methode C (Kap. 6.4.2.1) aus 21a dargestellt. 

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.
203

 

p-Toluensufonsäure(11-hydroxy-3,6,9-trioxa-1-undecyl)ester (23a) 

12,5 mmol (2,5 g) Tetraethylenglycol und 9 mmol (1,72 g) Tosylchlorid wurden in 10 ml 

CHCl3 gelöst und mittels Eiskühlung auf 0 °C abgekühlt. 9 mmol (1,1 g) DMAP wurden in 

15 ml CHCl3 gelöst und langsam unter Rühren dem Ansatz zugetropft. Anschließend wurde 

der Ansatz für 2 h auf 0 °C gekühlt und weitere 24 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wurde 

der Ansatz mit 10 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde abgetrennt, über 

Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Tosylat wurde 

säulenchromatographisch (SC Methode 1) mit Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt. 

Aussehen:  farblose Flüssigkeit   Ausbeute: 46 % 

Summenformel: C15H24O7S    Rf:  0,19 (LM 12) 

Molare Masse: 348,41 g mol
-1

    ESI-MS: 371,1 [M+Na]
+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

11-Azido-3,6,9-trioxa-1-undecanol (24) 

18 mmol (6,13 g) Tosylat (23a) und 54 mmol (3.51 g) NaN3 wurden in 30 ml DMF gelöst und 

unter Rühren für 24 h auf 80 °C erwärmt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz zwischen 50 ml 

Wasser und 200 ml CHCl3 verteilt. Die abgetrennte organische Phase wurde über Na2SO4 
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getrocknet und eingeengt. Das Azid wurde säulenchromatographisch (SC Methode 1) mit 

Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt.  Ausbeute:  96 % 

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.
203

 

14-Azido-3,6,9,12-tetroxatetradecansäure-tert.-butylester (25a) 

10 ml 1 M NaOH wurden auf 80 °C erwärmt, mit 10 mmol (1,7 g) AgNO3 versetzt und 10 min 

gerührt. Anschließend wurde der braune Niederschlag abgesaugt und zunächst mit 80 °C 

heißen Wasser und anschließend mit Ethanol gewaschen. Das erhaltene Ag2O (brauner 

Feststoff) wurde 24 h unter Lichtausschluss im Exsikkator getrocknet. 

5 mmol (1 g) Verbindung 24, 1 mmol (0,17 g) KI, 7,5 mmol (1,74 g) Ag2O und 8 mmol (1,56 g) 

α-Bromessigsäure-tert.-butylester wurden in 10 ml CHCl3 suspendiert und für 5 d unter 

Lichtausschluss bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz filtriert und das Filtrat 

anschließend eingeengt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch (SC Methode 1) mit 

Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt. 

Aussehen:  farblose Flüssigkeit   Ausbeute: 83 % 

Summenformel: C14H27N3O6    Rf:  0,5 (LM 12) 

Molare Masse: 333,38 g mol
-1

    ESI-MS: 356,0 [M+Na]
+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

14-Azido-3,6,9,12-tetroxatetradecansäure (25b) 

Die Verbindung wurde nach einer Vorschrift von SEGURA et al. aus 25a dargestellt. Die 

analytischen Daten entsprechen der Literatur.
198

 

14-Amino-3,6,9,12-tetroxatetradecansäure-tert.-butylester (26) 

5 mmol (1,67 g) Azid 25a wurden in 50 ml THF gelöst und mit 0,5 ml TEA 

und 100 mg Pd/C (10 % m/m) versetzt. Der Ansatz wurde für 1 h bei 20 bar 

Wasserstoffatmosphäre in einer Hydrierapparatur (5500 Compact Mini Bench Top Reactor, 

Parr Instrument Company, Miline IL, USA) gerührt. Anschließend wurde filtriert und das 

Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde säulenchromato-

graphisch (SC Methode 1) mit Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt. 

Aussehen:  farblose Flüssigkeit   Ausbeute: 65 % 

Summenformel: C14H29NO6    
1
Rf:  0,39 (LM 14) 

Molare Masse: 307,38 g mol
-
    ESI-MS: 308,1 [M+H]

+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 
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6.4.4.4 Synthese der Lipidvorstufen für die Glycolipidsynthese 

N-(2-Aminoethyl)-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]-N′-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (27) 

Die Verbindung 27 wurde analog der Vorschrift für die Darstellung 

der Verbindung 16a nach der im Kap. 6.4.3 beschriebenen Vorschrift 

aus Oleylamin (tech.) und dem Oleylmalonsäuremonoethylester 2a synthetisiert. 

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.
88

 

N-2-[(14-Azido-1-oxo-3,6,9,12-tetroxatetradecyl)amino]ethyl-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]-N′-

[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (28) 

Die Verbindung wurde durch Amidkupplung zwischen 

Verbindung 27 als Aminkomponente und Verbindung 25b als 

Säurekomponente nach Methode A (Kap. 6.4.2.1) synthetisiert, mit der Abwandlung dass die 

Säurekomponente, die Aminkomponente, PyBOP
®
 und TEA in äquimolaren Mengen 

eingesetzt wurden. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  89 %     Fp:  28-33 °C 

Summenformel: C51H96N6O7    Rf:  0,5 (LM 6) 

Molare Masse: 905,34 g mol
-1

    ESI-MS: 927,7 [M+Na]
+
 

EA:   ber.: C 66,99 H 10,69 N 9,19  (28+0,5×H2O) 

   gef.: C 66,86 H 10,14 N 9,12 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-[(9Z)-Octadec-9-enyl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]-N′-[2-({1-oxo-14-[4-(2,3,4,6-tetra-O-

acetyl-β-D-galactopyranosidoyl)methyl-1,2,3-triazol-1-yl]-3,6,9,12-tetroxatetradecyl}-

amino)ethyl]propandiamid (29) 

1 mmol (905 mg) Azid (28) wurden mit 1,7 mmol 

(675 mg) Alkinkomponente (18) und 0,15 mmol (19 mg) 

Kupfer-(I)-acetat in 3 ml DMF suspendiert und für 1 h im Ultraschallbad (80 Hz) bei 50 °C 

behandelt. Anschließend wurde das Produkt chromatographisch gereinigt (SC Methode 1), 

wobei ein CHCl3/Acetonitril/TEA-Gemisch steigender Polarität als Elutionsmittel zum 

Einsatz kam. 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  54 %     Fp:  64-76 °C 

Summenformel: C68H118N6O17    Rf:  0,33 (LM 6) 

Molare Masse: 1291,69 g mol
-1

   ESI-MS: 1292,7 [M+H]
+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 
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N-(2-{[(11Z)-2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]amino}ethyl)glutar-

säuremonoamid (30) 

1 mmol (646 mg) der Verbindung 27 und 10 mmol (1,14 g) 

Glutarsäureanhydrid wurden in 10 ml CHCl3 gelöst und mit 800 µl Pyridin 

versetzt. Der Ansatz wurde 5 d bei RT gerührt. Für die Aufarbeitung wurde das Lösungsmittel 

abgezogen, der Ansatz wurde in 20 ml Wasser suspendiert und mit einer Lösung aus 20 mmol 

(1,96 g) H2SO4 in 10 ml Wasser unter Eiskühlung versetzt. Anschließend wurde mit 60 ml 

CHCl3 extrahiert und die abgetrennte organische Phase mit jeweils 10 ml Salzlösung in der 

folgenden Reihenfolge gewaschen: K2CO3-Lösung (20 % m/m), NH4Cl-Lösung (ges.) und 

NaCl-Lösung (ges.). Abschließend wurde die organische Phase über Na2SO4 getrocknet, 

filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde säulenchroma-

tographisch (SC Methode 2) mittels CHCl3/MeOH-Gradient gereinigt 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  94 %     Fp:  133-140 °C 

Summenformel: C46H85N3O5    Rf:  0,56 (LM 8) 

Molare Masse: 760,18 g mol
-1

    ESI-MS: 760,7 [M+H]
+
 

EA:   ber.: C 72,86 H 11,27 N 5,53 

   gef.: C 72,37 H 11,27 N 5,56 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-({5-[(2-{[(11Z)-2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]amino}ethyl)-

amino]-5-oxopentanoyl}amino)-3,6,9,12-tetraoxatetradecansäure-tert.-butylester (31) 

Die Verbindung wurde durch Amidkupplung  

aus Verbindung 26 als Aminkomponente und 

Verbindung 30 als Säurekomponente nach Methode A (Kap. 6.4.2.1) 

synthetisiert, mit der Abwandlung, dass die Säurekomponente, die Aminkomponente, 

PyBOP
®
 und TEA in äquimolaren Mengen eingesetzt wurden. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  89,1 %     Fp:  118-128 °C 

Summenformel: C60H112N4O10    Rf:  0,58 (LM 7) 

Molare Masse: 1049,55 g mol
-1

   ESI-MS: 1071,9 [M+Na]
+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

N-({14-Oxo-14-[tris(propargyloxymethyl)methylamino]}-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)-

N‘-(2-{[(11Z)-2-{[(9Z)-octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]amino}ethyl)pentan-

diamid (32) 

0,5 mmol (524 mg) des tert.-Butylesters 31 

wurden in 10 ml CH2Cl2 gelöst. Anschließend wurden unter 
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Rühren 4 ml TFA der Reaktion schrittweise zugeführt und 5 h bei RT gerührt. Zur 

Aufarbeitung wurde das Lösungsmittel und überschüssige TFA am Rotationsverdampfer 

abgezogen. Anschließend wurde die erhaltene freie Säure in einer Amidkupplung mit 

Verbindung 22 als Aminkomponente nach Methode A (Kap. 6.4.2.1) weiter umgesetzt, mit 

der Abwandlung, dass die Säurekomponente, die Aminkomponente, PyBOP
®
 und TEA in 

äquimolaren Mengen eingesetzt wurden. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  64 %     Fp:  115-120 °C 

Summenformel: C69H119N5O12    Rf:  0,72 (LM 7) 

Molare Masse: 1210,71 g mol
-1

   ESI-MS: 1208,9 [M-H]
-
 

1
H-NMR:  siehe Anhang  

N-(2-{[(11Z)-2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]amino}ethyl)-N‘-

({14-oxo-14-[tris-({1-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosidoyl)ethyl]-1,2,3-

triazol-4-yl}methyloxymethyl)]methylamino}-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)pentandiamid 

(33) 

0,5 mmol (605 mg) Alkinkom-

ponente (32) wurden mit 2 mmol (834 mg) 

acetatgeschütztem Azidoethylgalactopyranosid (19) und 0,3 mmol (38 mg) Kupfer-(I)-acetat 

in 3 ml DMF suspendiert, für 2 h im Ultraschallbad (80 Hz) bei 50°C behandelt und weitere 

24 h bei RT stehen gelassen. Anschließend wurde das Produkt säulenchromatographisch 

gereinigt (SC Methode 1, Elutionsmittel: Chloroform/Acetonitril) 

Aussehen:  farbloser wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  18 %     Fp:  69-72 °C 

Summenformel: C117H188N14O42   Rf:  0,19 (LM 6) 

Molare Masse: 2462,81 g mol
-1

   ESI-MS: 2463,2 [M+H]
+
 

1
H-NMR:  siehe Anhang 

6.4.4.5 Synthese der Glycolipide XVI und XVII – Spaltung der 

Acetatschutzgruppe 

1 mmol der Acetat-geschützten Verbindungen 29,33 wurde in 5 ml trockenem MeOH gelöst 

und mit katalytischen Mengen Kaliummethanolat versetzt und für 24 h bei RT gerührt. 

Anschließend wurde der Ansatz am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung 

erfolgte säulenchromatographisch nach Methode 1 mit einem CHCl3/MeOH-Gradient 

steigender Polarität. Das Elutionsmittel wurde mit 0,1 % (V/V) TEA versetzt um eine 

Spaltung der Acetalstruktur zu unterbinden. 
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N-[2-({14-[4-(β-D-Galactopyranosidoyl)methyl-1,2,3-triazol-1-yl]-1-oxo-3,6,9,12-tetroxa-

tetradecyl}amino)ethyl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]-N′-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid 

(Lipid XVI) 

Das Lipid wurde durch Umsetzung von 

Verbindung 29 erhalten. 

Aussehen:  weißer wachsartiger Feststoff 

Ausbeute:  98 % 

Summenformel: C60H110N6O13    Rf:  0,52 (LM 8) 

Molare Masse: 1123,55 g mol
-1   

ESI-MS: 1146,9 [M+Na]
+
 

HRMS:   ber.: 1123,8204 Da  (C60H111N6O13 [M+H]
+
) 

   gef.: 1123,8228 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang    

13
C-NMR: siehe Anhang 

N-(2-{[(11Z)-2-{[(9Z)-octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]amino}ethyl)-N‘-({14-

Oxo-14-[tris-({1-[2-(β-D-galactopyranosidoyl)ethyl]-1,2,3-triazol-4-yl}methyloxy-

methyl)]methylamino}-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)pentandiamid (Lipid XVII) 

Das Lipid wurde durch 

Umsetzung von Verbindung 

33 erhalten. 

Aussehen: durchsichtiger kristalliner Feststoff 

Ausbeute:  95 % 

Summenformel: C93H164N14O30    Rf:  0,16 (LM 5) 

Molare Masse: 1958,37 g mol
-1

   ESI-MS: 1979,9 [M +Na]
+
 

HRMS:   ber.: 1958,1811 Da  (C93H165N14O30 [M+H]
+
) 

   gef.: 1958,1810 Da 

1
H-NMR:  siehe Anhang    

13
C-NMR: siehe Anhang 
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GC-MS Spektren: 

Oleylamin (tech., 70 %) von Sigma Aldrich: 
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Oleylalkohol (tech., 85 %) von Sigma Aldrich: 
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Oleylamin (rein): 
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Ergänzende DSC-Kurven: 

Nicht reproduzierbare DSC-Kurven der Verbindungen TT-VIII und HT-VIII unter Verwendung einer Heizrate 

von 60 K h
-1

: 

 

Nicht reproduzierbare DSC-Kurven der Verbindungen TO-VIII und HO-VIII unter Verwendung verschiedener 

Heizraten von 60 K h
-1

 sowie 20 K h
-1

: 
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Abb. S-1: 1.-3. DSC-Heizkurve einer wässrigen Dis-

persion von TT-VIII (c = 1 mg ml-1, Carbonatpuffer 

pH 10) im Temperaturbereich von 2 °C bis 95 °C bei 

einer Heizrate von 60 K h-1. 

Abb. S-2: 1.-3. DSC-Heizkurve einer wässrigen Dis-

persion von HT-VIII (c = 1 mg ml-1, Carbonatpuffer 

pH 10) im Temperaturbereich von 2 °C bis 95 °C bei 

einer Heizrate von 60 K h-1. 
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Abb. S-3: DSC-Heizkurven einer wässrigen Disper-

sion von TO-VIII (c = 1 mg ml-1, Carbonatpuffer 

pH 10) im Temperaturbereich von 2 °C bis 95 °C. Die 

1.-3. Heizkurven wurden bei einer Heizrate von 

60 K h-1, die 4.-6. Heizkurven bei einer Heizrate von 

20 K h-1 aufgenommen. 
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Abb. S-4: DSC-Heizkurven einer wässrigen Disper-

sion von HO-VIII (c = 1 mg ml-1, Carbonatpuffer 

pH 10) im Temperaturbereich von 2 °C bis 95 °C. Die 

1.-3. Heizkurven wurden bei einer Heizrate von 

60 K h-1, die 4.-6. Heizkurven bei einer Heizrate von 

20 K h-1 aufgenommen. 
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DSC-Kurven von Lipiden der TT- und HT-Reihe in Acetatpuffer pH 5: 

 

 

DSC-Kurven von TT-IV in HEPES-Puffer pH 6,3: 

  

Abb. S-6: DSC-Heizkurven (3. Scan) einer wässrigen 

Dispersion von Lipiden der HT-Reihe (c = 1 mg ml-1, 

Acetatpuffer pH 5) im Temperaturbereich von 2 °C bis 

95 °C. Die Kurven wurden mit einer Heizrate von 

60 K h-1 aufgenommen. Die Lipide zeigen im betrach-

teten Temperaturbereich keine Umwandlung. Ledig-

lich das Lipid HT-X zeigt mehrere Umwandlungen. 

Die Kurven wurden zur Veranschaulichung vertikal 

verschoben. 
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Abb. S-7: DSC-Heizkurven einer wässrigen Dispersion von 

TT-IV (c = 1 mg ml-1, HEPES-Puffer pH 7,3) im Temperatur-

bereich von 2 °C bis 95 °C. Die 1-3. Heizkurve wurden bei 

einer Heizrate von 60 K h-1, die 4. Heizkurve wurde bei einer 

Heizrate von 20 K h-1 aufgenommen. 

Abb. S-5: DSC-Heizkurven (3. Scan) einer wässrigen 

Dispersion von Lipiden der TT-Reihe (c = 1 mg ml-1, 

Acetatpuffer pH 5) im Temperaturbereich von 2 °C bis 

95 °C. Die Kurven wurden mit einer Heizrate von 

60 K h-1 aufgenommen. Die Lipide zeigen im betrach-

teten Temperaturbereich keine Umwandlung. Ledig-

lich das Lipid TT-X zeigt eine Umwandlung von sehr 

geringer Intensität bei 60 °C (siehe Pfeil). Die Kurven 

wurden zur Veranschaulichung vertikal verschoben. 
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Ergänzende ITC-Experimente: 

Untersuchung der DNA-Komplexierung mit kationischen Liposomen: 

Die anschließend dargestellten ITC-Experimente verdeutlichen, dass diese Methode der Komplexbildungsunter-

suchung zwischen multilamellaren kationischen Liposomen und DNA mit Problemen hinsichtlich der Reprodu-

zierbarkeit behaftet und somit ungeeignet ist. Um diese Methode anzuwenden gilt es ein reproduzierbares Lipo-

somenherstellungsverfahren zu etablieren, um Unterschiede in der Lamellarität bei gleicher Lipidkonzentration 

zu vermeiden. 

 

Bestimmung des Titrationsendpunkts (TEP) der ITC-Experimente zur Komplexbildung zwischen TO-VI und 

sspDNA: 
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Abb. S-8: ITC-Experiment mit Liposomen, welche durch 

Filmbildungsmethode und anschließender Ultraschallbehand-

lung hergestellt wurden. Es wurden 4 unabhängige Versuche 

mit 4 verschiedenen Liposomenchargen durchgeführt. Experi-

mentelle Daten: Die Spritze (250 µl) war mit Liposomen-

dispersion (c = 1 mg ml-1 in HEPES-Puffer pH 7,3; Zusammen-

setzung: lipid 6/DOPE 2/1 (n/n)) und die Zelle mit 100 µg ml-1 

sspDNA-Lösung in HEPES-Puffer gefüllt. Es wurden jeweils 

10 µl in Intervallen von 600 s injiziert. Die erste Injektion 

wurde verworfen. Die Temperatur betrug 25 °C, die Rührge-

schwindigkeit 150 rpm. Lipid 6 entspricht N-[2-(N,N-Bis{2-

[N-(2,6-diamino-1-oxohexyl)amino]ethyl}amino)ethyl]-N‘,2-

di[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid. 
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Abb. S-10: Korrigierte Prozesswärmen (auf die Stoff-

menge zutitriertes Nukleotid normiert) als Funktion des 

molaren Nukleotid/TO-VI-Verhältnisses für die Titrati-

on von TO-VI (0,26 mM) mit sspDNA (4,85 mMNukleotid) 

in HEPES-Puffer pH 7,3. Der Schnittpunkt der roten 

Linien gibt den ermittelten TEP wieder. 

Abb. S-9: Korrigierte Prozesswärmen (auf die Stoff-

menge zutitriertes TO-VI normiert) als Funktion des 

molaren TO-VI/Nukleotid-Verhältnisses für die Titrati-

on von sspDNA (0,45 mMNukleotid) mit TO-VI (0,84 mM) 

in HEPES-Puffer pH 7,3. Der Schnittpunkt der roten 

Linien gibt den ermittelten TEP wieder. 
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Ergänzungen zu den ζ-Potentialmessungen: 

Bestimmung des isoelektrischen Punkts (IEP) mittels nicht linearer Kurvenanpassung nach BOLTZMANN: 

Abweichend zu Abb. 55 wurde hier das N/P-Verhältnis auf der Abszisse aufgetragen. Die Umrechnung erfolgte 

nach folgender Formel: N/P = 6nTO-VI/nNuk. Der Vorteil dieser Auftragung ist, dass die Kurven besser 

untereinander verglichen werden können und der IEP direkt aus der BOLTZMANN-Funktion ermittelbar ist. 
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Abb. S-12: Bestimmung des IEP durch sigmoidalen 

Fit nach BOLTZMANN (rote Linie) angewendet auf die 

Funktion des ζ-Potentials in Abhängigkeit vom N/P-

Verhältnis der Titration sspDNA-zu-TO-VI. Das N/P-

Verhältnis an dem die BOLTZMANN-Funktion 0 mV 

ergibt, wurde als IEP angegeben. 

In Abweichung zu den Zetapotentialkurven in Kap. 

3.4.3.2 wurde an Stelle des Molenbruchs das entspre-

chende N/P-Verhältnis auf der Abszisse aufgetragen. 

 

 

Abb. S-11: Bestimmung des IEP durch sigmoidalen 

Fit nach BOLTZMANN (rote Linie) angewendet auf die 

Funktion des ζ-Potentials in Abhängigkeit vom N/P-

Verhältnis der Titration TO-VI-zu-sspDNA. Das N/P-

Verhältnis an dem die BOLTZMANN-Funktion 0 mV 

ergibt, wurde als IEP angegeben. 

In Abweichung zu den Zetapotentialkurven in Kap. 

3.4.3.2 wurde an Stelle des Molenbruchs das entspre-

chende N/P-Verhältnis auf der Abszisse aufgetragen. 
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FT-IR-Messungen: 

Die Versuche wurden von Herrn Dr. S. DRESCHER durchgeführt. Die Aufnahme der FT-IR-Spektren in 

Abhängigkeit von der Temperatur wurde mit einem Bruker Vector 22 FT-Spektrometer mit einer Auflösung von 

2 cm
-1

 durchgeführt (Bruker Optik GmbH, Karlsruhe, Germany). Dafür wurde die TO-VI-Suspension (c = 

50 mg ml
-1

 in D2O oder c = 100 mg ml
-1

 in Carbonatpuffer pH 10) zwischen zwei CaF2-Scheiben mit einem 6 µm 

Teflonspacer platziert und vor der Messung 2 h bei 10 °C equilibriert. Anschließend wurden im Bereich von 

10 °C bis 75 °C an jedem Messpunkt 64 Scans durchgeführt, wobei die Equilibrierungszeit zwischen den 

einzelnen Temperaturschritten 8 min betrug. Die Spektren der reinen Lösungsmittel wurden als Referenz 

aufgenommen und für die Auswertung mittels OPUS-Software (Bruker Optik GmbH, Karlsruhe, Germany) von 

den Messspektren subtrahiert.  

Des Weiteren sind die DSC-Kurven für wässrige Dispersionen bei pH 10 und pH 7,3 dargestellt, um ergänzend 

zu den FT-IR-Messungen zu zeigen, dass im betrachteten Temperaturbereich kein Phasenübergang detektiert 

wurde, welcher durch Alkylkettenkonformationsänderungen verursacht wird. Die Ursache der breiten 

Umwandlung bei pH 10 ist nicht eindeutig geklärt. Konformationsänderungen im Kopfgruppenbereich oder 

Mizellaggregationsprozesse kommen als mögliche Erklärung in Frage.  
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Abb. S-14: DSC-Heizkurven (2. Scan) von wässrigen TO-VI-

Dispersion (c = 1 mg ml-1, Carbonatpuffer pH 10, HEPES-

Puffer pH 7.3) im Temperaturbereich von 2 °C bis 95 °C. Die 

Kurven wurden mit einer Heizrate von 60 K h-1 aufgenommen. 

Die Lipide zeigen im betrachteten Temperaturbereich keine 

scharfe Umwandlung. 

Abb. S-13: Wellenzahlen der symmetrischen CH2-Streckschwingung von TO-VI in wässrigen Dispersionen (Links: c = 

100 mg ml-1 in Carbonatpuffer pH 10, Rechts: c = 50 mg ml-1 in ungepuffertem D2O pH~8) als Funktion ansteigender 

Temperatur. Die Wellenzahlen sind in beiden Fällen bei allen betrachteten Temperaturen im Bereich für Alkylketten mit 

einem hohen Anteil an gauche-Konformeren (Reis, O.; Winter, R.; Zerda, T. W. The effect of high external pressure on DPPC-

cholesterol multilamellar vesicles: a pressure-tuning Fourier transform infrared spectroscopy study. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - 

Biomembranes 1996, 1279, 5-16; Mantsch, H. H.; McElhaney, R. N. Phospholipid phase transitions in model and biological membranes as 

studied by infrared spectroscopy. Chemistry and Physics of Lipids 1991, 57, 213-226). 
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Ergänzende SAXS-Ergebnisse: 
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Abb. S-15: SAXS-Diffraktogramme von TO-VI/sspDNA-Komplexen mit verschiedenen N/P-Verhältnissen (N/P 1 und 

N/P 3) in HEPES-Puffer pH 7,3 bei 25 °C. Die BRAGG-Reflexe der Lα
C-Phase sind gekennzeichnet. Die experimentellen 

Bedingungen für beide Proben waren identisch. 
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TEM-Aufnahmen 

Im folgenden Teil sind TEM-Aufnahmen von negativ kontrastierten TO-VI/sspDNA-Lipoplexen in verschie-

denen N/P-Verhältnissen dargestellt. Die Präparation der Proben ist im experimentellen Teil beschrieben: 

 

 

 

 

  

Abb. S-16: TEM-Aufnahme von TO-VI/sspDNA-

Lipoplexen N/P 1 in HEPES-Puffer pH 7,3 prä-

pariert aus einer Lösung der Konzentration c = 

0,05 mg ml-1. Der weiße Pfeil deutet auf eine 

schichtförmige Struktur im Lipoplex. Der Balken 

entspricht 200 nm. 

Abb. S-17: TEM-Aufnahme von TO-VI/sspDNA-

Lipoplexen N/P 1 in HEPES-Puffer pH 7,3 prä-

pariert aus einer Lösung der Konzentration c = 

0,05 mg ml-1. Die weißen Pfeile deuten auf eine 

schichtförmige Struktur im Lipoplex. Der Balken 

entspricht 200 nm. 

Abb. S-18: TEM-Aufnahme von TO-VI/sspDNA-Lipoplexen bei verschiedenen N/P-Verhältnissen in HEPES-Puffer pH 7,3 

präpariert aus einer Lösung der Konzentration c = 0,05 mg ml-1. Folgende N/P-Verhältnisse sind abgebildet: A – N/P 1, B –

 N/P 2 und C – N/P 3. Die Bildeinsätze zeigen Vergrößerungen der Lipoplexe. Die schwarzen Balken entsprechen 100 nm, 

die weißen Balken 50 nm. 
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Im folgenden Teil sind TEM-Aufnahmen von verschiedenen Lipiddispersionen (negativ kontrastierte Proben) in 

Carbonatpuffer pH 10 dargestellt. Die Präparation der Proben ist im experimentellen Teil beschrieben: 

 

 

  

 

  

Abb. S-21: TEM-Aufnahme von TO-IV präpariert aus 

einer Lösung der Konzentration c = 0,05 mg ml-1 in Carbo-

natpuffer pH 10. Der Balken entspricht 200 nm. 

Abb. S-22: TEM-Aufnahme von TT-XIV präpariert aus 

einer Lösung der Konzentration c = 0,05 mg ml-1 in Carbo-

natpuffer pH 10. Der Balken entspricht 500 nm. 

Abb. S-19: TEM-Aufnahme von TO-XII präpariert aus 

einer Lösung der Konzentration c = 0,05 mg ml-1 in Carbo-

natpuffer pH 10. Der Balken entspricht 200 nm. 

Abb. S-20: TEM-Aufnahme von TT-XII präpariert aus 

einer Lösung der Konzentration c = 0,05 mg ml-1 in Carbo-

natpuffer pH 10. Der Balken entspricht 500 nm. 
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Ergänzende 
1
H- und 

13
C-NMR-Spektren: 

(9Z)-Octadec-9-enylamin - Oleylamin (rein): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 400 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,85 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 3H; -CH2CH3]; 1,27-1,29 [m, 22H; -CH2-Alkyl]; 1,40-1,45  

[m, 2H; -CH2CH2NH2]; 1,98-2,05 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,67 [t, 
3
J(H,H) = 7,1 Hz, 2H; -CH2NH2]; 5,30-

5,38 [m, 2H; -CH=CH-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 100 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,0; 22,6; 26,8; 27,11; 27,13; 29,17; 29,24; 29,38; 29,44; 29,8; 31,8; 33,3; 42,0; 129,7; 129,8 

(10R,S)-10-Methylhexadecylamin: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 400 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,86 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,9 Hz, 3H; -CH2CH3]; 1,04-1,36  

[m, 25H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3]; 1,42-1,48 [m, 2H; -CH2CH2NH2]; 1,95 [s, 2H; -NH2]; 2,69 [t, 
3
J(H,H) = 

7,1 Hz, 2H; -CH2NH2] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 100 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 19,7; 22,7; 26,9; 27,0; 27,1; 29,5; 29,63; 29,65; 29,68; 30,0; 31,9; 32,7; 33,4; 37,08; 37,09; 42,1 

Verbindung 1d: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 400 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,13-1,46 [m, 54H; -CH2-Alkyl, 2×-OCH2CH3]; 1,82-

1,89 [m, 4H; (-CH2)2C(COEt)2]; 4,16 [q, 
3
J(H,H) = 7,1 Hz, 4H; 2×-OCH2CH3] 

Verbindung 2b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 400 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 7,0 Hz, 3H; -(CH2)2CH3]; 1,25-1,36 [m, 27H; -CH2-Alkyl, -OCH2CH3]; 1,87-1,98 

[m, 2H; (-CH2)CH(COEt)COOH]; 3,37 [t,
 3

J(H,H) = 7,3 Hz, 1H; (-CH2)CH(COEt)COOH]; 4,23 [q, 
3
J(H,H) = 

7,1 Hz, 2H; -OCH2CH3] 

Verbindung 2d: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 400 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,08-1,32 [m, 51H; -CH2-Alkyl, -OCH2CH3]; 1,80-1,99 

[m, 4H; (-CH2)2C(COEt)COOH]; 4,26 [q, 
3
J(H,H) = 7,1 Hz, 2H; -OCH2CH3] 

Verbindung 3b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm] = 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 7,0 Hz, 3H; -CH2CH3]; 1,27-1,88 [m, 39H; -CH2-Alkyl,  

-(CH2)3CH2NHBOC, -OC(CH3)3]; 1,98-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,10-3,24 [m, 4H; -CH2NHBOC,  

-CH2NHCO-]; 4,07-4,08 [m, 1H; -COCH(NHFmoc)CH2-]; 4,21 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 1H; H9-Fluoren]; 4,39-

4,40 [m, 2H; -CH2-Fluoren]; 4,58 [s, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,45 [s, 1H; -NHFmoc]; 

6,03 [s, 1H; -NHCO]; 7,31 [t, 
3
J(H,H) = 7,4 Hz, 2H; H3,H6-Fluoren]; 7,40 [t, 

3
J(H,H) = 7,4 Hz, 2H; H2,H7 

-Fluoren]; 7,59 [d, 
3
J(H,H) = 7,4 Hz, 2H; H1,H8-Fluoren]; 7,76 [d, 

3
J(H,H) = 7,5 Hz, 2H; H4,H5-Fluoren] 

Verbindung 3d: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,9 Hz, 3H; -CH2CH3]; 1,05-1,87  

[m, 42H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, -(CH2)3CH2NHBOC, -OC(CH3)3]; 3,10-3,24 [m, 4H; -CH2NHBOC,  

-CH2NHCO-]; 4,07-4,08 [m, 1H; -COCH(NHFmoc)CH2-]; 4,21 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 1H; H9-Fluoren]; 4,40-

4,41 [m, 2H; -CH2-Fluoren]; 4,57 [s, 1H; -NHBOC]; 5,45 [s, 1H; -NHFmoc]; 6,01 [s, 1H; -NHCO]; 7,31 [t, 
3
J(H,H) = 7,4 Hz, 2H; H3,H6-Fluoren]; 7,40 [t, 

3
J(H,H) = 7,5 Hz, 2H; H2,H7-Fluoren]; 7,59 [d, 

3
J(H,H) = 

7,4 Hz, 2H; H1,H8-Fluoren]; 7,76 [d, 
3
J(H,H) = 7,5 Hz, 2H; H4,H5-Fluoren] 



Anhang 

xvii 

Verbindung 4b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,77 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 3H; -CH2CH3]; 1,16-1,75 [m, 39H; -CH2-Alkyl, 

 -(CH2)3CH2NHBOC, -OC(CH3)3]; 1,88-2,91 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,99-3,05 [m, 2H; -CH2NHBOC]; 

3,09-3,14 [dt, 
3
J1(H,H) = 6,7 Hz, 

3
J2(H,H) = 6,7 Hz, 2H; -CH2NHCO-]; 3,21 [dd, 

3
J1(H,H) = 7,9 Hz, 

3
J2(H,H) = 

4,4 Hz, 1H; -COCHNH2CH2-]; 4,82 [s, 1H; -NHBOC]; 5,19-5,27 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,28 [t, 
3
J(H,H) = 5,6 Hz, 

1H;  

-NHCO] 

Verbindung 4d: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,9 Hz, 3H; -CH2CH3]; 1,05-1,89  

[m, 42H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, -(CH2)3CH2NHBOC, -OC(CH3)3]; 3,10-3,14 [m, 2H; -CH2NHBOC]; 

3,22 [dt, 
3
J1(H,H) = 7,3 Hz, 

3
J2(H,H) = 6,5 Hz, 2H; -CH2NHCO-]; 3,38-3,39 [m, 1H; -COCHNH2CH2-]; 4,58 [s, 

1H; -NHBOC]; 7,31 [s, 1H; -NHCO] 

Verbindung 5b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,85 [t, 
3
J(H,H) = 6,7 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,22-1,85 [m, 68H; -CH2-Alkyl,  

-(CH2)3CH2NHBOC, -OCH2CH3, -OC(CH3)3]; 1,95-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,00-3,23  

[m, 5H; -CH2NHBOC, -CH2NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,09-4,21 [m, 2H; -OCH2CH3]; 4,34-4,42  

[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,69 [s, 1H; -NHBOC]; 5,27-5,35 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,60/6,64 [2×s, 

1H; -CH2NHCO-]; 7,05 [d, 
3
J(H,H) = 8,3 Hz] / 7,08 [d, 

3
J(H,H) = 8,5 Hz] [2×d, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

Verbindung 5c: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,26-1,93 [m, 68H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OCH2CH3, -OC(CH3)3]; 1,93-2,05 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 3,05-3,24 [m, 5H; -CH2NHBOC,  

-CH2NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,16-4,23 [m, 2H; -OCH2CH3]; 4,31-4,36 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 

4,60 [s, 1H; -NHBOC]; 5,31-5,40 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 6,19/6,31 [2×s, 1H; -CH2NHCO-]; 6,90 [d, 
3
J(H,H) = 

8,0 Hz] / 6,95 [d, 
3
J(H,H) = 7.4 Hz] [2×d, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

Verbindung 5f: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,25-1,93 [m, 72H; -CH2-Alkyl -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OCH2CH3, -OC(CH3)3]; 1,94-2,03 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,04-3,25 [m, 5H; -CH2NHBOC, -CH2NHCO-,  

-COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,15-4,23 [m, 2H; -OCH2CH3]; 4,31-4,37 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,60  

[s, 1H; -NHBOC]; 5,33-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,20/6,32 [2×s, 1H; -CH2NHCO-]; 6,90 [d, 
3
J(H,H) = 7,9 Hz] / 

6,95 [d, 
3
J(H,H) = 7.8 Hz] [2×d, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

Verbindung 5g: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,5 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,03-

1,91 [m, 71H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, -(CH2)3CH2NHBOC, -OCH2CH3, -OC(CH3)3]; 3,04-3,25 [m, 5H;  

-CH2NHBOC, -CH2NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,15-4,23 [m, 2H; -OCH2CH3]; 4,31-4,38 [m, 1H;  

-COCH(NHCO-)CH2-]; 4,58 [s, 1H; -NHBOC]; 6,23/6,34 [2×s, 1H; -CH2NHCO-]; 6,91 [d, 
3
J(H,H) = 8,0 Hz] / 

6,97 [d, 
3
J(H,H) = 7.7 Hz] [2×d, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

Verbindung 5h: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 7,0 Hz, 9H; 3×-(CH2)2CH3]; 1,02-1,71 [m, 90H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OCH2CH3, -OC(CH3)3]; 1,77 [dt, 
3
J(H,H) = 4,4 Hz 

3
J(H,H) = 12,7 Hz, 2H; -(-CHH’)2(CO-)2-]; 1,96 [dt, 

3
J(H,H) 

= 4,8 Hz 
3
J(H,H) = 12,8 Hz, 2H; (-CHH’)2C(CO-)2-]; 3,05-3,22 [m, 4H; -CH2NHBOC, -CH2NHCO-]; 4,18-4,24 
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[m, 2H; -OCH2CH3]; 4,32-4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,57 [s, 1H; -NHBOC]; 6,37 [t, 
3
J(H,H) = 

5,5 Hz, 1H; -CH2NHCO-]; 8,38 [d, 
3
J(H,H) = 7,4 Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

Verbindung 6b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,24-1,90 [m, 65H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 1,98-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,06-3,29 [m, 5H; -CH2NHBOC, -CH2NHCO-,  

-COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,39-4,43 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,75 [s, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,37 [m, 2H;  

-CH=CH-]; 6,61-6,80 [m, 1H; -NHCO-]; 7,34-7,39 [m, 1H; -NHCO-] 

Verbindung 6c: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,86 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,26-1,86 [m, 65H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 1,94-1,99 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 3,06-3,24 [m, 5H; -CH2NHBOC, -CH2NHCO-,  

-COCH(Oleyl)CO-]; 4,40-4,46 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,81 [s, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,36 [m, 4H;  

2×-CH=CH-]; 6,95-7,15 [m, 1H; -NHCO-]; 7,41-7,62 [m, 1H; -NHCO-] 

Verbindung 6f: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,26-1,97 [m, 69H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 1,98-2,03 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,03-3,26 [m, 5H; -CH2NHBOC, -CH2NHCO-,  

-COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,35-4,40 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,68 [s, 1H; -NHBOC]; 5,33-5,39 [m, 2H;  

-CH=CH-]; 6,17-6,26 [m, 1H; -NHCO-]; 6,93-7,02 [m, 1H; -NHCO-] 

Verbindung 6g: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,7 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,06-

1,89 [m, 68H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, -(CH2)3CH2NHBOC, -OC(CH3)3]; 3,06-3,29 [m, 5H; -CH2NHBOC 

-CH2NHCO- -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,40-4,47 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,71-4,77 [m, 1H;  

-NHBOC]; 6,71 [s, 1H; -NHCO-]; 7,38-7,43 [m, 1H; -NHCO-] 

Verbindung 6h: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 9H; 3×-(CH2)2CH3]; 1,13-2,03 [m, 91H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 3,04-3,24 [m, 4H; -CH2NHBOC, -CH2NHCO-]; 4,38-4,40 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,65  

[s, 1H; -NHBOC]; 6,27 [s, 1H; -NHCO-]; 7,48 [s, 1H; -NHCO-] 

Verbindung 7b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,89 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,25-1,86 [m, 65H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 2,00-2,04 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,53-2,60 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,80-2,82  

[m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,05-3,41 [m, 7H; -CH2NHBOC, 2×-CH2NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,36-4,41  

[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,87/4,99 [2×s, 1H; -NHBOC]; 5,34-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,49-7,52 [m, 

1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,88/7,52/7,66/8,24/8,34 [5×s, 2H; 2×-NHCO-] 

Verbindung 7c: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,82 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,21-1,79 [m, 65H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 1,92-1,99 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,39-2,54 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,65-2,71  

[m, 4H; 2×-CH2NH2]; 2,99-3,38 [m, 7H; -CH2NHBOC, 2×-CH2NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,29-4,37  

[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,94/5,19 [2×s, 1H; -NHBOC]; 5,27-5,32 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 7,60/7,91 

[2×s, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,85/7,76/8,18 [3×s, 2H; 2×-NHCO-] 



Anhang 

xix 

Verbindung 7f: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,23-1,88 [m, 69H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 1,95-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,51-2,63 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,79-2,81  

[m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,06-3,37 [m, 7H; -CH2NHBOC, 2×-CH2NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,33-4,41  

[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,81/4,93 [2×s, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,39 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,42-7,44 [m, 

1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,79/7,32/7,50/8,19/8,30 [5×s, 2H; 2×-NHCO-] 

Verbindung 7g: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 7,0 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,06-

1,86 [m, 68H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, -(CH2)3CH2NHBOC, -OC(CH3)3]; 2,49-2,61 [m, 6H; -

CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,75-2,79 [m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,04-3,39 [m, 7H; -CH2NHBOC, 2×-CH2NHCO-, -

COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,30-4,39 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,79/4,95 [2×s, 1H; -NHBOC]; 7,33-7,37 

[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,58/8,20/8,29 [3×s, 2H; 2×-NHCO-] 

Verbindung 7h: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 9H; 3×-(CH2)2CH3]; 1,13-1,85 [m, 91H; -CH2-Alkyl,  

-(CH2)3CH2NHBOC, -OC(CH3)3]; 2,54-2,62 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,78 [t, 
3
J(H,H) = 5,7 Hz, 4H;  

2×-CH2NH2]; 3,03-3,40 [m, 6H; -CH2NHBOC, 2×-CH2NHCO-]; 4,39-4,44 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 

4,89 [s, 1H; -NHBOC]; 7,80 [d, 
3
J(H,H) = 7,6 Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,88/8,19 [2×s, 2H; 2×-NHCO-] 

RTO-IV (8b): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,85 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,21-1,82 [m, 56H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NH2]; 1,96-1,99 

[m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,49-2,55 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,66-2,78 [m, 6H; 3×-CH2NH2]; 3,05-

3,33 [m, 5H; 2×-CH2NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,34-4,40 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 5,28-5,35 

[m, 2H; -CH=CH-]; 7,00-7,01/7,63-7,81/8,25-8,37 [3×m, 3H; 3×-NHCO-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,7; 22,8; 26,96; 26,99; 27,2; 27,6; 27,7; 29,27; 29,29; 29,33; 29,45; 29,49; 29,63; 29,65; 29,68; 

29,73; 29,75; 31,86; 31,88; 37,3; 37,9; 39,13; 39,18; 39,55; 39,59; 41,1; 41,3; 53,3; 53,4; 53,7; 54,2; 54,3; 55,6; 

55,8; 129,7; 129,9; 170,3; 170,7; 171,3; 171,4; 171,5 

OO-IV (8c): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,85 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,24-1,88 [m, 56H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NH2]; 1,93-1,99 

[m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,45-2,56 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,64-2,76 [m, 6H; 3×-CH2NH2]; 

3,04-3,41 [m, 5H; 2×-CH2NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,31-4,37 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 5,27-5,35 

[m, 4H; 2×-CH=CH-]; 7,16-7,17/7,83-7,98/8,16-8,23 [3×m, 3H; 3×-NHCO-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 12,9; 21,8; 22,11; 22,14; 26,1; 26,3; 28,3; 28,4; 28,50; 28,58; 28,62; 28,7; 28,83; 28,88; 28,92; 28,98; 

30,4; 31,0; 31,1; 31,7; 36,6; 36,7; 38,0; 38,1; 38,6; 38,7; 40,1; 40,2; 48,4; 52,69; 52,74; 52,85; 55,26; 55,33; 

128,9; 129,0; 129,4; 129,5; 170,4; 170,5; 170,8; 171,5; 171,6 

HO-IV (8f): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,23-1,89 [m, 60H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NH2]; 1,95-2,02 

[m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,53-2,59 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,67-2,77 [m, 6H; 3×-CH2NH2]; 3,06-

3,36 [m, 5H; 2×-CH2NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,30-4,34 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 5,32-5,37 

[m, 2H; -CH=CH-]; 6,73-6,75/7,44-7,46/8,19-8,32 [3×m, 3H; 3×-NHCO-] 

  



Anhang 

xx 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,7; 22,8; 26,9; 27,2; 27,6; 29,27; 29,34; 29,38; 29,45; 29,49; 29,5; 29,6; 29,7; 29,8; 31,6; 31,9; 

32,3; 32,8; 38,0; 39,55; 39,58; 41,6; 52,9; 53,4; 54,7; 56,8; 129,7; 129,9; 130,2; 130,4; 170,7; 170,2; 170,3 

THM-IV (8g): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 7,0 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,06-1,89  

[m, 59H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, -(CH2)3CH2NH2]; 2,51-2,61 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,68-2,80 

[m, 6H; 3×-CH2NH2]; 3,09-3,40 [m, 5H; 2×-CH2NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,33-4,39 [m, 1H;  

-COCH(NHCO-)CH2-]; 6,79-6,80/7,45-7,49/8,21-8,35 [3×m, 3H; 3×-NHCO-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,7; 19,7; 22,7; 22,8; 26,9; 27,0; 27,1; 27,6; 29,3; 29,4; 29,5; 29,6; 29,7; 30,0; 31,6; 31,9; 32,2; 32,7; 

37,1; 38,0; 39,5; 41,6; 41,7; 52,9; 53,3; 53,4; 54,5; 54,6; 56,7; 56,9; 170,2; 170,7; 171,2; 171,3; 171,5 

DiTT-IV (8h): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 9H; 3×-CH3]; 1,13-1,94 [m, 82H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NH2]; 2,57-2,65 

[m, 6H; -CH2N(CH2CH2NH2)2]; 2,72-2,80 [m, 2H; Lysin-CH2NH2]; 2,85 [t, 
3
J(H,H) = 5,1 Hz, 4H; 

2×-CH2NH2]; 3,12-3,39 [m, 4H; 2×-CH2NHCO-]; 4,58-4,62 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 7,63 [t, 
3
J(H,H) = 

5,2 Hz, 1H; -NHCO-]; 7,37 [d, 
3
J(H,H) = 7,5 Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 8,46 [t, 

3
J(H,H) = 4,4 Hz, 

1H; -NHCO-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,7; 24,98; 25,04; 27,0; 29,3; 29,48; 29,51; 29,52; 29,64; 29,65; 29,7; 29,89; 29,90; 30,8; 31,9; 

32,3; 36,6; 37,3; 37,4; 39,1; 39,6; 40,8; 52,6; 53,9; 55,0; 57,3; 171,4; 172,5; 174,5 

Verbindung 9c: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,86 [t, 
3
J(H,H) = 6,7 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,25-1,86 [m, 128H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-, 

3×-(CH2)3CH2NHBOC, 6×-OC(CH3)3]; 1,89-1,99 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,38-2,65 [m, 6H;  

-CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 2,93-3,58 [m, 17H; 3×-CH2NHBOC, 5×-CH2NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,05-

4,45 [m, 3H; 3×-COCH(NHBOC)CH2-]; 4,46-4,53 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,71-4,99 [m, 3H;  

3×-NHBOC{ɛ}]; 5,26-5,36 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 5,46-5,64 [m, 3H; 3×-NHBOC{α}]; 6,13-6,22/6,65-

6,66/6,98-6,99/7,39-7,68 [4×m, 5H; 5×-NHCO-]; 8,06-8,17 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

Verbindung 9f: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,23-1,92 [m, 132H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-, 

3×-(CH2)3CH2NHBOC, 6×-OC(CH3)3]; 1,96-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,39-2,67 [m, 6H;  

-CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 2,92-3,60 [m, 17H; 3×-CH2NHBOC, 5×-CH2NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 

4,21-4,47 [m, 3H; 3×-COCH(NHBOC)CH2-]; 4,54-4,56 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,75-4,99 [m, 3H;  

3×-NHBOC{ɛ}]; 5,33-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,49-5,64 [m, 3H; 3×-NHBOC{α}]; 6,15-6,21/7,63-7,70/8,08-

8,20 [3×m, 6H; 6×-NHCO] 

Verbindung 9h: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 9H; 3×-(CH2)2CH3]; 1,10-2,01 [m, 154H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-, 

3×-(CH2)3CH2NHBOC, 6×-OC(CH3)3]; 2,50-2,57 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 3,07-3,45 [m, 16H;  

3×-CH2NHBOC, 5×-CH2NHCO-]; 4,05-4,25 [m, 3H; 3×-COCH(NHBOC)CH2-]; 4,48-4,49 [m, 1H;  

-COCH(NHCO-)CH2-]; 4,72-4,98 [m, 3H; 3×-NHBOC{ɛ}]; 5,38-5,58 [m, 3H; 3×-NHBOC{α}]; 6,67/7,18/ 

7,37/7,95/8,36 [5×s, 6H; 6×-NHCO-] 

  



Anhang 

xxi 

OO-VI: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: D2O  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83-0,84 [m, 6H; 2×-CH3]; 1,25-1,80 [m, 74H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-, 3×-(CH2)3CH2NH2]; 

1,92-1,99 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,64-2,68 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 2,72-2,75 [m, 6H;  

3×-CH2NH2]; 2,99-3,36 [m, 14H; 5×-CH2NHCO-, 3×-COCHNH2CH2-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,31-4,37 [m, 1H;  

-COCH(NHCO-)CH2-]; 5,26-5,33 [m, 4H; 2×-CH=CH-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: D2O  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 13,9; 22,2; 22,6; 27,1; 17,3; 28,3; 29,4; 29,6; 29,7; 29,8; 31,9; 32,7; 34,2; 36,7; 38,9; 39,2; 39,9; 40,0; 

52,6; 52,8; 52,9; 54,5; 129,4; 129,6; 129,9; 130,0; 170,8; 177,0; 177,2; 177,3 

HO-VI: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: D2O  Messfrequenz: 500 MHz  T: 70 °C 

δ[ppm]= 0,79-0,81 [m, 6H; 2×-CH3]; 1,23-1,86 [m, 78H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-, 3×-(CH2)3CH2NH2], 

1,90-1,96 [m, 4H, -CH2CH=CHCH2-]; 2,64-2,67 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 2,72-2,76 [m, 6H;  

3×-CH2NH2]; 2,99-3,36 [m, 14H; 5×-CH2NHCO-, 3×-COCHNH2CH2-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; nicht 

ermittelbar da unter HDO peak [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 5,26-5,31 [m, 2H; -CH=CH-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: D2O  Messfrequenz: 125 MHz  T: 70 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,8; 23,4; 23,4; 27,5; 27,6; 28,8; 29,7; 29,9; 30,2; 31,6; 32,2; 34,8; 37,6; 37,9; 39,4; 39,8; 40,7; 

53,5; 54,3; 55,1; 128,9; 129,9; 171,5; 173,1; 177,2; 177,9 

DiTT-VI: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [m, 
3
J(H,H) = 6,93 Hz, 9H; 3×-CH3]; 1,12-1,92 [m, 100H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-,  

3×-(CH2)3CH2NH2]; 2,52-2,58 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 2,71-2,75 [m, 6H; 3×-CH2NH2]; 3,13-3,38 

[m, 13H; 5×-CH2NHCO-, 3×-COCHNH2CH2-]; 4,33-4,37 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 7,33/7,56/7,69/8,07 

[4×s, 6H; 6×-NHCO-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 13,5; 22,1; 22,4; 22,6; 24,5; 24,6; 26,6; 28,5; 28,9; 29,06; 29,08; 29,2; 29,3; 29,4; 29,5; 31,0; 31,1; 

31,3; 31,5; 34,4; 36,06; 36,14; 36,9; 37,3; 38,4; 39,2; 40,4; 40,5; 52,8; 53,2; 53,3; 54,3; 54,4; 56,8; 171,5; 173,3; 

173,6; 175,5; 175,7 

Verbindung 10c: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,86 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,25-1,89 [m, 113H; -CH2-Alkyl, 3× 

-(CH2)3CH2NHBOC, 5×-OC(CH3)3]; 1,94-1,99 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,45-2,55 [m, 6H;  

-CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 3,06-3,28 [m, 15H; 3×-CH2NHBOC, 4×-CH2NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,18-

4,30 [m, 2H; 2×-COCH(NHBOC)CH2-]; 4,40-4,41 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,82-5,17 [m, 3H; 3× 

-NHBOC{ɛ}]; 5,32-5,36 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 5,59-5,66 [m, 2H; 2×-NHBOC{α}]; 6,75-6,77/7,08-7,11/7,35-

7,71 [3×m, 5H; 5×-NHCO-] 

Verbindung 10f: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,24-1,90 [m, 117H; -CH2-Alkyl, 3× 

-(CH2)3CH2NHBOC, 5×-OC(CH3)3]; 1,95-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,45-2,58 [m, 6H;  

-CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 3,07-3,34 [m, 15H; 3×-CH2NHBOC, 4×-CH2NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 

4,18-4,31 [m, 2H; 2×-COCH(NHBOC)CH2-]; 4,40-4,42 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,79-5,16 [m, 3H; 3× 

-NHBOC{ɛ}]; 5,33-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,57-5,59 [m, 2H; 2×-NHBOC{α}]; 6,69-6,71/7,48-7,55/7,70-

7,72 [3×m, 5H; 5×-NHCO-] 

  



Anhang 

xxii 

OO-VIII: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,27-1,87 [m, 68H; -CH2-Alkyl, 3×-(CH2)3CH2NH2]; 1,94-2,01 

[m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,49-2,60 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 2,67-2,75 [m, 6H; 3×-CH2NH2]; 

3,10-3,37 [m, 11H; 4×-CH2NHCO-, 2×-COCHNH2CH2-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,30-4,34 [m, 1H;  

-COCH(NHCO-)CH2-]; 5,34-5,36 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 7,20-7,22/7,69-7,71/7,85-7,87 [3×m, 4H; 4×-NHCO-], 

7,56-7,58 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 13,9; 22,48; 22,55; 22,59; 22,7; 26,8; 27,0; 27,3; 27,4; 29,0; 29,13; 29,17; 29,23; 29,26; 29,33; 29,35; 

29,41; 29,44; 29,47; 29,52; 29,57; 29,60; 29,64; 31,3; 31,57; 31,59; 31,62; 31,69; 31,71; 31,77; 31,83; 32,0; 

32,4; 34,7; 34,8; 37,20; 37,23; 37,4; 37,5; 39,4; 40,75; 40,80; 40,84; 53,1; 53,73; 53,74; 53,9; 54,0; 54,6; 54,7; 

129,6; 129,8; 130,2; 130,3; 170,6; 170,9; 171,0; 171,3; 171,5; 171,6; 175,7; 175,8; 175,9; 177,0 

HO-VIII: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: D2O  Messfrequenz: 500 MHz  T: 50 °C 

δ[ppm]= 0,85-0,86 [m, 6H; 2×-CH3]; 1,26-1,95 [m, 72H; -CH2-Alkyl, 3×-(CH2)3CH2NH2]; 1,98-2,01 [m, 4H;  

-CH2CH=CHCH2-]; 2,73-2,81 [m, 6H; -CH2N(CH2CH2NHCO-)2]; 3,02-3,07 [m, 6H; 3×-CH2NH2]; 3,13-3,47 

[m, 9H; 4×-CH2NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,98 [t, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 2H; 2×-COCHNH2CH2-]; 4,31-

4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 5,32-5,36 [m, 2H; -CH=CH-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: D2O  Messfrequenz: 125 MHz  T: 50 °C 

δ[ppm]= 14,0; 21,8; 22,5; 22,6; 22,8; 26,6; 27,2; 27,4; 27,5; 29,5; 29,6; 29,8; 30,0; 30,1; 31,1; 31,2; 32,1; 37,2; 

37,3; 37,4; 39,5; 39,7; 50,0; 52,6; 52,9; 53,7; 129,8; 129,9; 170,8; 170,9; 171,3; 171,6; 172,2; 172,3; 176,0 

Verbindung 11b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,23-1,84 [m, 65H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC  

-OC(CH3)3]; 1,98-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,89-2,90 [m, 2H; -CH2NH2]; 3,06-3,42 [m, 7H;  

-CH2NHBOC, 2×-CH2NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,28-4,37 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,82-4,84 

[m, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,35-7,44 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,59-6,69/7,47-

7,67 [2×m, 2H; 2×-NHCO-] 

Verbindung 11c: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,27-1,86 [m, 65H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 1,95-2,01 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,87-2,90 [m, 2H; -CH2NH2]; 3,04-3,43 [m, 7H;  

-CH2NHBOC, 2×-CH2NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,28-4,34 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,74 [s, 1H;  

-NHBOC]; 5,30-5,38 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 7,07-7,20 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,31-6,40/7,44-7,45 

[2×m, 2H; 2×-NHCO-] 

Verbindung 11f: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,24-1,84 [m, 69H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHBOC,  

-OC(CH3)3]; 1,95-2,01 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,86-2,87 [m, 2H; -CH2NH2]; 3,05-3,42 [m, 7H;  

-CH2NHBOC, 2×-CH2NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,29-4,36 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,77-4,80 

[m, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,29-7,30 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,44-6,53/7,52-

7,57 [2×m, 2H; 2×-NHCO-] 
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Verbindung 11g: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,5 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,06-

1,85 [m, 70H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, -(CH2)3CH2NHBOC, -OC(CH3)3]; 2,91-3,46 [m, 9H; -CH2NH2, 

2×-CH2NHCO-, -CH2NHBOC, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,28-4,34 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,78 [s, 

1H; -NHBOC]; 7,32-7,46 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,44-6,55/7,64-7,74 [2×m, 2H; 2×-NHCO-] 

RTO-X (12b): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,25-1,84 [m, 56H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NH2]; 1,99-2,01 

[m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,75-2,89 [m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,12-3,41 [m, 5H; -COCH(Tetradecyl)CO-,  

2×-CH2NHCO-]; 4,32-4,39 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 5,31-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,64-6,73 [m, 1H; 

Oleyl-NHCO-]; 7,31-7,43 [m, 1H; -NHCH2CH2NH2]; 7,54-7,68 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,7; 27,0; 27,2; 27,6; 29,3; 29,5; 29,7; 31,5; 31,9; 39,6; 41,0; 41,7; 53,4; 129,7; 130,0; 171,0; 

171,2; 171,3 

OO-X (12c): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,26-1,90 [m, 56H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NH2]; 1,95-2,01 

[m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,71 [t, 
3
J(H,H) = 6,5 Hz, 2H; -(CH2)3CH2NH2]; 2,82 [t, 

3
J(H,H) = 6,0 Hz, 2H;  

-NHCH2CH2NH2]; 3,05 [t, 
3
J(H,H) = 7,4 Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,14-3,36 [m, 4H; 2×-CH2NHCO-]; 4,31-

4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 5,31-5,37 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 6,43-6,45 [m, 1H; Oleyl-NHCO-]; 7,02-

7,03 [m, 1H; -NHCH2CH2NH2]; 7,33 [d, 
3
J(H,H) = 7,7 Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,6; 22,7; 26,9; 27,2; 27,6; 29,17; 29,28; 29,29; 29,38; 29,39; 29,48; 29,58; 29,63; 29,68; 29,71; 

31,5; 31,7; 31,9; 32,1; 32,3; 32,5; 32,6; 39,6; 41,2; 41,4; 41,5; 42,1; 53,4; 55,0; 129,7; 129,9; 130,2; 130,4; 

170,8; 171,1; 171,2 

HO-X (12f): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,25-1,86 [m, 60H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NH2]; 1,95-2,01 

[m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,70 [t, 
3
J(H,H) = 6,4 Hz, 2H; -(CH2)3CH2NH2]; 2,82 [t, 

3
J(H,H) = 5,7 Hz, 2H;  

-NHCH2CH2NH2]; 3,07 [t, 
3
J(H,H) = 7,4 Hz, 1H; -COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,16-3,35 [m, 4H; 2×-CH2NHCO-]; 

4,29-4,34 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 5,34-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,56 [s, 1H; Oleyl-NHCO-]; 7,15  

[s, 1H; -NHCH2CH2NH2]; 7,49 [s, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,7; 26,9; 27,2; 27,6; 29,3; 29,4; 29,5; 29,66; 29,70; 31,5; 31,6; 31,9; 32,2; 32,4; 32,6; 39,6; 

41,2; 41,3; 41,4; 42,1; 53,4; 53,5; 54,8; 55,1; 129,7; 130,0; 170,9; 171,1; 171,2 

THM-X (12g): 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,6 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,06-1,85 [m, 

59H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, -(CH2)3CH2NH2]; 2,70-2,74 [m, 2H; -(CH2)3CH2NH2]; 2,83 [t, 
3
J(H,H) = 

5,8 Hz, 2H; -NHCH2CH2NH2]; 3,08-3,36 [m, 5H; -COCH(Tetradecyl)CO-, 2×-CH2NHCO-]; 4,29-4,36 [m, 1H; 

-COCH(NHCO-)CH2-]; 6,56-6,57 [m, 1H; Tetradecyl-NHCO-]; 7,15-7,19 [m, 1H; -NHCH2CH2NH2]; 7,46-7,48 

[d, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 13,5; 19,2; 22,27; 22,32; 22,4; 26,5; 26,6; 26,7; 27,1; 27,2; 28,88; 28,96; 28,99; 29,1; 29,23; 29,26; 

29,29; 29,6; 30,36; 30,42; 30,8; 30,9; 31,2; 31,3; 31,5; 31,6; 32,4; 36,7; 39,2; 40,25; 40,31; 40,36; 40,44; 41,4; 

41,5; 49,2; 52,9; 53,1; 53,5; 53,8; 170,8; 170,9; 171,2; 171,3; 171,6; 171,8 
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Verbindung 13c: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,26-1,83 [m, 104H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-, 

2×-(CH2)3CH2NHBOC, 4×-OC(CH3)3]; 1,95-2,01 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 3,10-3,43 [m, 13H;  

2×-CH2NHBOC, 4×-CH2NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,06-4,07 [m, 2H; 2×-COCH(NHBOC)CH2-]; 4,29-4,34 

[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,72-4,88 [m, 2H; 2×-NHBOC{ɛ}]; 5,34-5,40 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 5,52-5,68 

[m, 2H; 2×-NHBOC{α}]; 6,56-6,78/7,08-7,21/7,31-7,52 [3×m, 5H; 5×-NHCO-] 

Verbindung 13f: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,23-1,84 [m, 108H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-, 

2×-(CH2)3CH2NHBOC, 4×-OC(CH3)3]; 1,95-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,10-3,41 [m, 13H;  

2×-CH2NHBOC, 4×-CH2NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,05-4,08 [m, 2H; 2×-COCH(NHBOC)CH2-]; 

4,29-4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,71-4,88 [m, 2H; 2×-NHBOC{ɛ}]; 5,31-5,39 [m, 2H; -CH=CH-]; 

5,41-5,68 [m, 2H; 2×-NHBOC{α}]; 6,55-6,74/7,08-7,17/7,29-7,50 [3×m, 5H; 5×-NHCO-] 

OO-XII: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,22-1,74 [m, 68H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-,  

2×-(CH2)3CH2NH2]; 1,91-1,97 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,68-2,74 [m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,05-3,41  

[m, 11H; 4×-CH2NHCO-, 2×-COCHNH2CH2-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,18-4,22 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 

5,29-5,33 [m, 4H; 2×-CH=CH-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 13,5; 22,26; 22,31; 22,34; 22,54; 22,59; 26,6; 26,8; 27,1; 28,3; 28,4; 28,8; 28,9; 29,1; 29,2; 29,3; 29,35; 

29,39; 29,6; 30,1; 30,46; 30,51; 30,7; 30,8; 31,2; 31,5; 32,2; 34,24; 34,29; 34,32; 38,2; 38,3; 38,4; 38,6; 38,7; 

38,8; 39,2; 39,3; 40,16; 40,28; 40,34; 53,1; 53,2; 54,33, 54,36; 54,42; 129,3; 129,6; 129,8; 130,0; 170,6; 170,7; 

170,9; 171,3; 171,8; 172,0; 175,62; 175,65; 175,9; 176,1 

HO-XII: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,86 [t, 
3
J(H,H) = 6,7 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,24-1,82 [m, 72H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NHCO-,  

2×-(CH2)3CH2NH2]; 1,94-2,00 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,69-2,70 [m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,03-3,43 [m, 11H; 

-COCH(Hexadecyl)CO-, 4×-CH2NHCO-, 2×-COCHNH2CH2-]; 4,29-4,32 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 

5,30-5,36 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,88-6,89/7,47-7,50/7,62-7,63/7,74-7,75 [4×m, 5H; 5×-NHCO-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,6; 22,8; 22,9; 27,0; 27,2; 27,6; 29,0; 29,29; 29,34; 29,5; 29,63; 29,69; 29,73; 31,2; 31,5; 31,9; 

32,6; 32,9; 33,06; 33,11; 34,87; 34,94; 34,98; 38,2; 38,3; 38,8; 39,0; 39,6; 39,7; 41,6; 41,7; 41,8; 53,2; 53,3; 

54,4; 54,7; 55,1; 129,7; 129,9; 130,2; 130,4; 170,95; 171,04; 171,1; 171,3; 171,4; 171,5; 175,4; 176,2; 176,3 

Verbindung 14b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,23-1,87 [m, 89H; -CH2-Alkyl, 2×-(CH2)3CH2NHBOC, 

3×-OC(CH3)3]; 1,99-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,03-3,52 [m, 11H; 2×-CH2NHBOC, 3×-CH2NHCO-,  

-COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,06-4,07 [m, 1H; -COCH(NHBOC)CH2-]; 4,28-4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-

]; 4,72-4,80 [m, 2H; 2×-NHBOC{ɛ}]; 5,30-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,42-5,43 [m, 1H; -NHBOC{α}]; 6,59-

6,78/7,17-7,19/7,45-7,47/7,59-7,61 [4×m, 4H; 4×-NHCO-] 

Verbindung 14c: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,86 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,25-1,83 [m, 89H; -CH2-Alkyl, 2×-(CH2)3CH2NHBOC, 

3×-OC(CH3)3]; 1,94-1,99 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 3,01-3,48 [m, 11H; 2×-CH2NHBOC, 3×-CH2NHCO-, 

-COCH(Oleyl)CO-]; 4,05-4,07 [m, 1H; -COCH(NHBOC)CH2-]; 4,31-4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 
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4,79-4,85 [m, 2H; 2×-NHBOC{ɛ}]; 5,32-5,39 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 5,52-5,53 [m, 1H; -NHBOC{α}]; 6,83-

6,84/7,00-7,01/7,32-7,33/7,57-7,60 [4×m, 4H; 4×-NHCO-] 

Verbindung 14f: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,24-1,86 [m, 93H; -CH2-Alkyl, 2×-(CH2)3CH2NHBOC, 

3×-OC(CH3)3]; 1,96-2,03 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,05-3,49 [m, 11H; 2×-CH2NHBOC, 3×-CH2NHCO-,  

-COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,03-4,07 [m, 1H; -COCH(NHBOC)CH2-]; 4,27-4,33 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-

]; 4,69-4,81 [m, 2H; 2×-NHBOC{ɛ}]; 5,33-5,39 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,40-5,41 [m, 1H; -NHBOC{α}]; 6,40-

6,44/6,87-6,88/7,03-7,06/7,39-7,48 [4×m, 4H; 4×-NHCO-] 

Verbindung 14g: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,5 Hz, 6H; 2×-(CH2)2CH3]; 1,06-

1,87 [m, 92H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, 2×-(CH2)3CH2NHBOC, 3×-OC(CH3)3]; 3,03-3,51 [m, 11H;  

2×-CH2NHBOC, 3×-CH2NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,06-4,07 [m, 1H; -COCH(NHBOC)CH2-]; 4,30-

4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 4,75-4,83 [m, 2H; 2×-NHBOC{ɛ}]; 6,70-6,77 [m, 1H; -NHBOC{α}]; 

7,02-7,08/7,50-7,52/7,62-7,65 [3×m, 4H; 4×-NHCO-] 

RTO-XIV: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,24-1,86 [m, 62H; -CH2-Alkyl, 2×-(CH2)3CH2NH2]; 1,99-2,02 

[m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,69-2,74 [m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,01 [m, 
3
J(H,H) = 7,5 Hz, 1H;  

-COCH(Tetradecyl)CO-]; 3,15-3,47 [m, 7H; 3×-CH2NHCO-, -COCHNH2CH2-]; 4,27-4,31 [m, 1H;  

-COCH(NHCO-)CH2-]; 5,31-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,56-6,58/7,61-7,63/7,73-7,75 [3×m, 3H; 3×-NHCO-]; 

7,29 [d, 
3
J(H,H) = 7,3 Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 13,9; 22,52; 22,59; 22,66; 22,72; 29,16; 29,20; 29,4; 29,50; 29,54; 29,6; 31,4; 31,6; 31,76, 31,82; 31,9; 

32,2; 34,65; 34,72; 38,6, 38,8; 38,9; 39,1; 39,4; 40,9; 41,0; 53,1; 53,2; 54,8; 129,6; 129,8; 170,9; 171,0; 171,5; 

171,6; 171,8; 176,0; 176,2 

OO-XIV: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,27-1,87 [m, 62H; -CH2-Alkyl, 2×-(CH2)3CH2NH2]; 1,96-2,01 

[m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,70-2,76 [m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,01 [m, 
3
J(H,H) = 7,1 Hz, 1H;  

-COCH(Oleyl)CO-]; 3,16-3,48 [m, 7H; 3×-CH2NHCO-, -COCHNH2CH2-]; 4,26-4,31 [m, 1H;  

-COCH(NHCO-)CH2-]; 5,34-5,38 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 6,53-6,55/7,66-7,68/7,60-7,74 [3×m, 3H; 3×-NHCO-

]; 7,31-7,36 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 13,5; 22,1; 22,26; 22,33; 26,6; 26,8; 27,1; 28,8; 28,9; 29,1; 29,30; 29,35; 29,39; 29,6; 29,7; 30,4; 30,5; 

31,1; 31,2; 31,5; 32,2; 34,2; 38,5; 38,7; 39,2; 39,3; 39,88; 39,92; 40,0; 53,0; 53,2; 53,6; 54,2; 54,3; 129,3; 129,6; 

129,8; 130,0; 170,7; 171,2; 171,8; 172,0; 175,9; 176,0 

HO-XIV: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,23-1,83 [m, 66H; -CH2-Alkyl, 2×-(CH2)3CH2NH2]; 1,95-2,02 

[m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,68-2,73 [m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,02 [m, 
3
J(H,H) = 7,4 Hz, 1H;  

-COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,13-3,44 [m, 7H; 3×-CH2NHCO-, -COCHNH2CH2-]; 4,28-4,32 [m, 1H;  

-COCH(NHCO-)CH2-]; 5,32-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,70/7,69/7,74 [3×s, 3H; 3×-NHCO-]; 7,39 [d, 
3
J(H,H) = 

6,8 Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH2-] 
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13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,7; 22,8; 22,9; 27,0; 27,2; 27,6; 29,28; 29,34; 29,5; 29,6; 29,7; 29,8; 31,8; 31,9; 32,0; 32,6; 

32,8; 34,9; 38,7; 39,6; 40,0; 41,57; 41,64; 53,4; 54,9; 55,0; 129,7; 130,0; 130,2; 130,4; 170,8; 171,39; 171,41; 

176,3 

THM-XIV: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,83 [d, 
3
J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH2-)2CH3]; 0,88 [t, 

3
J(H,H) = 6,7 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,06-1,84  

[m, 65H; -CH2-Alkyl, -CH(CH2-)2CH3, 2×-(CH2)3CH2NH2]; 2,70-2,74 [m, 4H; 2×-CH2NH2]; 3,00 [m, 
3
J(H,H) 

= 6,5 Hz, 1H; -COCH(Tetradecyl)CO-]; 3,17-3,49 [m, 7H; 3×-CH2NHCO-, -COCHNH2CH2-]; 4,27-4,31 [m, 

1H; -COCH(NHCO-)CH2-]; 6,52/7,23/7,60/7,74 [4×s, 4H; 4×-NHCO-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 19,7; 22,7; 22,8; 22,9; 26,96; 27,05; 27,12; 27,7; 29,35; 29,44; 29,5; 29,6; 29,7; 30,0; 31,8; 32,0; 

32,1; 32,8; 34,9; 37,1; 38,6; 39,6; 40,1; 41,7; 53,4; 54,9; 55,0; 170,8; 171,36; 171,41; 176,4 

Verbindung 15b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,25-1,29 [m, 50H; -CH2-Alkyl]; 1,51-1,55 [m, 2H;  

-CH2CH2CH2NHCO-]; 1,85-1,97 [m, 2H; -CH2CH(CONH-)2]; 1,99-2,02 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 3,17  

[t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 1H; -COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,23-3,36 [m, 2H; -CH2NHCO-]; 5,32-5,37 [m, 2H;  

-CH=CH-]; 6,29 [t, 
3
J(H,H) = 5,4 Hz, 1H; -NHCO-] 

Verbindung 16b: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,24-1,28 [m, 50H; -CH2-Alkyl]; 1,47-1,51 [m, 2H;  

-CH2CH2CH2NHCO-]; 1,82-1,87 [m, 2H; -CH2CH(CONH-)2]; 1,96-2,03 [m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,84  

[t, 
3
J(H,H) = 5,9 Hz, 1H; -CH2NH2]; 2,94 [t, 

3
J(H,H) = 7,4 Hz, 1H; -COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,20-3,35 [m, 4H; 

2×-CH2NHCO-]; 5,30-5,39 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,61 [t, 
3
J(H,H) = 5,4 Hz, 1H; -NHCO-]; 6,98 [t, 

3
J(H,H) = 

5,2 Hz, 1H; -NHCO-] 

Lipid XVp: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,23-1,81 [m, 60H; -CH2-Alkyl, -(CH2)3CH2NH2]; 1,98-2,02 

[m, 4H; -CH2CH=CHCH2-]; 2,72 [t, 
3
J(H,H) = 6,7 Hz, 2H; -CH2NH2]; 2,92 [t, 

3
J(H,H) = 7,5 Hz, 1H;  

-COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,18-3,41 [m, 7H; 3×-CH2NHCO-, -COCHNH2CH2-]; 5,30-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 

6,89-6,93/7,53-7,55/7,63-7,64 [3×m, 3H; 3×-NHCO-] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3/CD3OD Messfrequenz: 125 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,6; 22,8; 22,9; 26,9; 27,2; 27,6; 27,7; 29,25; 29,30; 29,34; 29,40; 29,42; 29,46; 29,58; 29,60; 

29,64; 29,69; 29,75; 31,88; 31,91; 32,7; 32,8; 32,9; 34,7; 34,8; 38,9; 39,0; 39,6; 39, 9; 41,6; 41,7; 55,1; 129,7; 

129,9; 170,7; 171,9; 172,0; 176,0; 176,6 

Verbindung 18: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 1,95 [s, 3H; -OCOCH3]; 2,02 [s, 3H; -OCOCH3]; 2,04 [s, 3H; -OCOCH3]; 2,12 [s, 3H; -OCOCH3]; 

2,45 [t, 
4
J(H,H) = 2,4 Hz, 1H; -C≡CH]; 3,90 [dt, 

3
J1(H,H) = 6,7 Hz 

3
J2(H,H) = 1,1 Hz, 1H; H5-Galactose]; 4,08-

4,16 [m, 2H; H6-Galactose]; 4,35 [d, 
4
J(H,H) = 2,4 Hz, 2H; -CH2C≡CH]; 4,71 [d, 

3
J(H,H) = 7,9 Hz, 1H;  

H1-Galactose]; 5,03 [dd, 
3
J1(H,H) = 10,4 Hz, 

3
J2(H,H) = 3,4 Hz, 1H; H3-Galactose]; 5,18 [dd, 

3
J1(H,H) = 

10,4 Hz, 
3
J2(H,H) = 7,9 Hz, 1H; H2-Galactose]; 5,37 [dd, 

3
J1(H,H) = 3,4 Hz, 

3
J2(H,H) = 1,0 Hz, 1H; H4-

Galactose] 
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Verbindung 19: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 1,98 [s, 3H; -OCOCH3]; 2,04 [s, 3H; -OCOCH3]; 2,06 [s, 3H; -OCOCH3]; 2,15 [s, 3H; -OCOCH3]; 

3,30 [ddd, 
4
J1(H,H) = 3,5 Hz, 

3
J2(H,H) = 4,6 Hz, 

3
J3(H,H) = 13,4 Hz, 1H; -CH2CHH‘N3]; 3,50 [ddd, 

4
J1(H,H) = 

3,6 Hz, 
3
J2(H,H) = 8,5 Hz, 

3
J3(H,H) = 13,3 Hz, 1H; -CH2CHH‘N3]; 3,69 [ddd, 

4
J1(H,H) = 3,3 Hz, 

3
J2(H,H) = 

8,4 Hz, 
3
J3(H,H) = 10,8 Hz, 1H; -CHH‘CH2N3]; 4,04 [ddd, 

4
J1(H,H) = 3,6 Hz, 

3
J2(H,H) = 4,7 Hz, 

3
J3(H,H) = 

10,7 Hz, 1H; -CHH‘CH2N3]; 3,92 [dt, 
3
J1(H,H) = 6,7 Hz, 

3
J2(H,H) = 1,0 Hz, 1H; H5-Galactose]; 4,12-4,18 [m, 

2H; H6-Galactose]; 4,55 [d, 
3
J(H,H) = 8,0 Hz, 1H; H1-Galactose]; 5,02 [dd, 

3
J1(H,H) = 10,5 Hz, 

3
J2(H,H) = 

3,4 Hz, 1H; H3-Galactose]; 5,23 [dd, 
3
J1(H,H) = 10,5 Hz, 

3
J2(H,H) = 8,0 Hz, 1H; H2-Galactose]; 5,39 [dd, 

3
J1(H,H) = 3,4 Hz, 

3
J2(H,H) = 1,0 Hz, 1H; H4-Galactose] 

Verbindung 23a: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 400 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 2,45 [s, 3H; -CH3]; 3,59-3,72 [m, 14H; HO(CH2CH2O)3CH2-]; 4,15-4,18 [m, 2H; -CH2O-Ts]; 7,33-

7,35 [m, 2H; m-H-Ts], 7,79-7,81 [m, 2H; o-H-Ts] 

Verbindung 25a: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 400 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 1,39 [s, 9H; OC(CH3)3]; 3,37 [t, 
3
J(H,H) = 5,1 Hz, 2H; N3CH2-]; 3,66-3,73 [m, 14H;  

-O(CH2CH2O)3CH2CH2N3]; 3,94 [s, 2H; -OCH2COO-] 

Verbindung 26: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 400 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 1,46 [s, 9H; OC(CH3)3]; 2,86 [t, 
3
J(H,H) = 5,2 Hz, 2H; NH2CH2-]; 3,51 [t, 

3
J(H,H) = 5,2 Hz, 2H; 

NH2CH2CH2-]; 3,60-3,70 [m, 12H; -O(CH2CH2O)3CH2CH2NH2]; 4,00 [s, 2H; -OCH2COO-] 

Verbindung 28: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,24-1,30 [m, 46H; -CH2-Alkyl]; 1,43-1,48 [m, 2H;  

-CH2CH2CH2NHCO-]; 1,80-1,82 [m, 2H; -CH2CH(CONH-)2]; 1,94-2,00 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,92  

[t, 
3
J(H,H) = 7,5 Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,12-3,26 [m, 2H; Alkyl-CH2NHCO-]; 3,36-3,44 [m, 6H;  

-NHCO(CH2)2NHCO-, -CH2N3]; 3,64-3,70 [m, 14H; -O(CH2CH2O)3CH2CH2N3-]; 3,97-3,98 [m, 2H;  

-OCH2COO-]; 5,31-5,36 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 6,87/7,27/7,45 [3×s, 3H; -NHCO-] 

Verbindung 29: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH2CH3]; 1,26-1,49 [m, 48H; -CH2-Alkyl]; 1,80-1,83 [m, 2H;  

-CH2CH(CONH-)2]; 1,94-2,00 [m, 14H; 2×-CH2CH=CHCH2-, 2×-COCH3]; 2,05 [s, 3H; -COCH3]; 2,14 [s, 3H; 

-COCH3]; 2,92 [t, 
3
J(H,H) = 7,5 Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,08-3,44 [m, 6H; 3×-CH2NHCO-]; 3,61-3,65  

[m, 12H; -O(CH2CH2O)3-]; 3,87 [t, 
3
J(H,H) = 5,4 Hz, 2H; -OCH2CH2-Triazin]; 3,95 [t, 

3
J(H,H) = 6,7 Hz, 1H; 

H5-Galactose]; 3,97 [s, 2H; -OCH2COO-]; 4,10-4,16 [m, 2H; H6-Galactose]; 4,49-4,57 [m, 2H;  

-OCH2CH2-Triazin]; 4,67 [d, 
3
J(H,H) = 8,0 Hz, 1H; H1-Galactose]; 4,80 [d, 

3
J(H,H) = 12,5 Hz, 1H;  

Triazin-CHH‘-Galactose]; 4,95 [d, 
3
J(H,H) = 12,5 Hz, 1H; Triazin-CHH‘-Galactose]; 5,02 [dd, 

3
J1(H,H) = 

3,4 Hz, 
3
J2(H,H) = 10,5 Hz, 1H; H3-Galactose]; 5,20 [dd, 

3
J1(H,H) = 8,0 Hz 

3
J2(H,H) = 10,4 Hz, 1H; H2-

Galactose]; 5,33-5,37 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 5,39 [d, 
3
J(H,H) = 3,2 Hz, 1H; H4-Galactose]; 6,79/7,27/7,48 [3×s, 

3H; -NHCO-]; 7,70 [s, 1H; H5-Triazin] 

Verbindung 30: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,88 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,26-1,31 [m, 46H; -CH2-Alkyl]; 1,48-1,50 [m, 2H;  

-CH2CH2CH2NHCO-]; 1,80-1,82 [m, 2H; -CH2CH(CONH-)2]; 1,95-2,01 [m, 10H; 2×-CH2CH=CHCH2-  

-COCH2CH2CH2COOH]; 2,25-2,30 [m, 2H; -COCH2CH2CH2COOH]; 2,40 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 2H;  



Anhang 

xxviii 

-CH2COOH]; 3,12 [t, 
3
J(H,H) = 7,6 Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,15-3,28 [m, 2H; -CH2NHCO-]; 3,33-3,47 

[m, 4H; -NHCO(CH2)2NHCO-]; 5,32-5,37 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 6,55/7,01/7,58 [3×s, 3H; -NHCO-] 

Verbindung 31: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,86 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH2CH3]; 1,25-1,29 [m, 46H; -CH2-Alkyl]; 1,45-1,48 [m, 11H;  

-CH2CH2CH2NHCO-, -OC(CH3)3]; 1,79-1,80 [m, 2H; -CH2CH(CONH-)2]; 1,89-1,99 [m, 10H;  

2×-CH2CH=CHCH2-, -COCH2CH2CH2CO-]; 2,22 [t, 
3
J(H,H) = 6,7 Hz, 4H; -COCH2CH2CH2CO-]; 2,98  

[t, 
3
J(H,H) = 7,5 Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,14-3,19 [m, 2H; Alkyl-CH2NHCO-]; 3,33-3,37 [m, 4H;  

-NHCO(CH2)2NHCO-]; 3,40-3,43 [m, 2H; -NHCOCH2CH2O-]; 3,55 [t, 
3
J(H,H) = 5,1 Hz, 2H;  

-NHCOCH2CH2O-]; 3,60-3,67 [m, 12H; -O(CH2CH2O)3-]; 4,08 [s, 2H; -OCH2COO-]; 5,32-5,35 [m, 4H;  

2×-CH=CH-]; 6,69//6,78/7,04/7,51 [4×s, 4H; -NHCO-] 

Verbindung 32: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,25-1,33 [m, 46H; -CH2-Alkyl]; 1,47-1,49 [m, 2H;  

-CH2CH2CH2NHCO-]; 1,81-1,82 [m, 2H; -CH2CH(CONH-)2]; 1,92-2,01 [m, 10H; 2×-CH2CH=CHCH2-,  

-COCH2CH2CH2CO-]; 2,23 [t, 
3
J(H,H) = 6,8 Hz, 4H; -COCH2CH2CH2CO-]; 2,46 [t, 

4
J(H,H) = 2,3 Hz, 3H;  

3×-C≡CH]; 3,04 [t, 
3
J(H,H) = 7,1 Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,18-3,22 [m, 2H; Alkyl-CH2NHCO-]; 3,35-3,39 

[m, 4H; -NHCO(CH2)2NHCO-]; 3,43-3,44 [m, 2H; -NHCOCH2CH2O-]; 3,56 [t, 
3
J(H,H) = 4,9 Hz, 2H;  

-NHCOCH2CH2O-]; 3,61-3,74 [m, 12H; -O(CH2CH2O)3-]; 3,85 [s, 6H; -C(CH2O-)3]; 3,92 [s, 2H; -OCH2COO-] 

; 4,14 [d, 
4
J(H,H) = 2,4 Hz, 6H; 3×-CH2C≡CH]; 5,33-5,36 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 6,83/6,87/7,00/7,09/7,65 [5×s, 

5H; 5×-NHCO-] 

Verbindung 33: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,86 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH2CH3]; 1,25-1,34 [m, 46H; -CH2-Alkyl]; 1,46-1,48 [m, 2H;  

-CH2CH2CH2NHCO-]; 1,80-1,82 [m, 2H; -CH2CH(CONH-)2]; 1,96-2,22 [m, 50H; 2×-CH2CH=CHCH2-,  

12×-COCH3, -COCH2CH2CH2CO-]; 2,97-2,99 [m, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,18-3,19 [m, 2H;  

-CH2CH2CH2NHCO-]; 3,34-3,91 [m, 40H; 2×-CH2NHCO-, -NH(CH2CH2O)4CH2CO-, 3×H5-Galactose,  

-C(CH2O-)3, 3×Galactose-CHH‘CH2-Triazin]; 4,06-4,16 [m, 6H; 3×H6-Galactose]; 4,23-4,27 [m, 3H;  

3× Galactose-CHH‘CH2-Triazin]; 4,46-4,58 [m, 9H; 3×-OCH2-Triazin, 3×H1-Galactose]; 4,97-4,98 [m, 3H; 

3×H3-Galactose]; 5,14-5,15 [m, 3H; 3×H2-Galactose]; 5,31-5,35 [m, 7H; 2×-CH=CH-, 3×H4-Galactose]; 5,59-

5,68/6,83-6,99 [2×m, 4H; 4×-NHCO-]; 7,53-7,63 [m, 3H; 3×H5-Triazin] 

Lipid XVI: 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,87 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,25-1,47 [m, 48H; -CH2-Alkyl]; 1,74-1,77 [m, 2H;  

-CH2CH(CONH-)2]; 1,94-2,00 [m, 8H; 2×-CH2CH=CHCH2-]; 3,06-3,37 [m, 7H; -COCH(Oleyl)CO-,  

3×-CH2NHCO-]; 3,55-3,73 [m, 15H; -O(CH2CH2O)3-, H2,H4,H5-Galactose]; 3,83-3,86 [m, 4H;  

-OCH2CH2-Triazin, H6-Galactose]; 3,97-4,61 [m, 3H; -OCH2COO-, H3-Galactose]; 4,40 [d, 
3
J(H,H) = 7,3 Hz, 

1H; H1-Galactose]; 4,51-4,53 [m, 2H; -CH2-Triazin]; 4,78 [d, 
2
J(H,H) = 12,3 Hz, 1H; Galactose-CHH‘-Triazin]; 

4,78 [d, 
2
J(H,H) = 12,5 Hz, 1H; Galactose-CHH‘-Triazin]; 5,32-5,36 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 7,19-7,23/7,54-

7,57/7,68-7,71 [3×m, 3H; 3×-NHCO-]; 7,92 [s, 1H; H5-Triazin] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CDCl3  Messfrequenz: 500 MHz  T: 27 °C 

δ[ppm]= 14,1; 22,6; 27,0; 27,2; 27,5; 29,3; 29,44; 29,49; 29,57; 29,64; 29,68; 29,73; 31,9; 32,6; 38,4; 39,5; 39,6; 

45,9; 50,2; 57,9; 61,8; 62,3; 69,1; 69,3; 70,1; 70,2; 70,3; 70,4; 70,5; 70,8; 71,3; 73,6; 74,7; 102,7; 124,6; 129,7; 

129,9; 130,2; 130,4; 144,2; 170,9; 171,2; 172,1 
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Lipid XVII 

1
H-NMR: Lösungsmittel: CD3OD  Messfrequenz: 500 MHz T: 27 °C 

δ[ppm]= 0,90 [t, 
3
J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2×-CH3]; 1,30-1,32 [m, 46H; -CH2-Alkyl]; 1,49-1,52 [m, 2H;  

-CH2CH2CH2NHCO-]; 1,75-1,91 [m, 4H; -CH2CH(CONH-)2, -COCH2CH2CH2CO-];1,96-2,05 [m, 8H;  

2×-CH2CH=CHCH2-]; 2,20-2,24 [m, 4H; -COCH2CH2CH2CO-]; 3,09-3,30 [m, 6H; Alkyl-CH2NHCO-,  

-NHCO(CH2)2NHCO-]; 3,37 [t, 
3
J(H,H) = 5,5 Hz, 2H; -NHCOCH2CH2O-]; 3,47-3,57 [m, 12H;  

-NHCOCH2CH2O-, -COCH(Oleyl)CO-, 3×H2,H4,H5-Galactose]; 3,62-3,65 [m, 12H; -O(CH2CH2O)3-]; 3,70-

3,78 [m, 6H; 3×H6-Galactose]; 3,78 [s, 6H; -C(CH2O-)3]; 3,83-3,85 [m, 3H; 3×H3-Galactose]; 3,93 [s, 2H;  

-OCH2COO-]; 4,00 [dt, 
3
J(H,H) = 5,0 Hz 

2
J(H,H) = 11,6 Hz, 3H; 3×Galactose-CHH‘CH2-Triazin]; 4,24  

[dt, 
3
J(H,H) = 5,0 Hz 

2
J(H,H) = 11,7 Hz, 3H; 3×Galactose-CHH‘CH2-Triazin]; 4,29 [d, 

3
J(H,H) = 7,4 Hz, 3H; 

3×H1-Galactose]; 4,57 [s, 6H; 3×-CH2-Triazin]; 4,64 [t, 
3
J(H,H) = 5,0 Hz, 6H; 3×Galactose-CH2CH2-Triazin]; 

5,33-5,39 [m, 4H; 2×-CH=CH-]; 8,11 [s, 3H; 3×H5-Triazin] 

13
C-NMR: Lösungsmittel: CD3OD  Messfrequenz: 500 MHz T: 27 °C 

δ[ppm]= 13,1; 21,7; 22,3; 26,6; 26,73; 26,76; 27,1; 28,8; 28,92; 28,98; 29,03; 29,15; 29,19; 29,23; 29,35; 29,39; 

29,42; 29,48; 30,9; 31,6; 32,2; 34,80; 34,84; 38,5; 38,8; 38,9; 39,1; 50,3; 59,7; 61,2; 63,9; 67,7; 68,0; 68,9; 

69,35; 69,37; 69,77; 69,78; 69,83; 69,94; 69,98; 70,39; 70,41; 71,0; 73,5; 75,4; 103,8; 124,9; 129,39; 129,45; 

130,05; 130,11; 144,2; 170,8; 171,1; 171,7; 174,0; 174,3 

 

Wölk et al., Chemistry – A European Journal. 2013, 19, 12824-12838. 

Im folgenden Abschnitt ist die Veröffentlichung der synthetischen Arbeiten für die Darstellung der Malonamide 

der 2. Generation (TO-, TT- und HT-Reihe) eingefügt. Sie enthält analytische Daten zu den synthetisierten 

Zwischen- und Endverbindungen (siehe Verweise in Kap. 6.4). Die Abkürzungen der synthetisierten 

Verbindungen in der Publikation entsprechen nicht den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Abkürzungen. 

Für die Erklärung der in der Publikation verwendeten Abkürzungen sei hier auf „Figure 1“ sowie „Scheme 1-3“ 

hingewiesen. Aus den „Supporting Information“ sind nur die für Analytik der Verbindungen relevanten Auszüge 

abgebildet. 
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