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1 Einleitung

In die Tiefe mul3t du steigen,
soll sich dir das Wesen zeigen.
SCHILLER

1.1 Biomaterialien

Seit jeher ist die Natur Vorbildui Wissenschatftler. Dieber jahrmillionen gebildete
Perfektion natilicher Prozesse fasziniert auch heute noch die Menschen. Besonde-
res Interesse hat die Idee von Biomaterialien gefunden. Unter Biomaterialien versteht
man die Kombination von biologischen (ndichen) Systemen mit technischen Ma-
terialien. Diese Kombination stellt eine ganz besondere Herausforderung an die Wis-
senschaft, sollen hier doch sehr verschieden Systeme zu einem neuen Material vereint
werden. Erschwerend ist die Kompleatisowohl von biologischen Systemen, als auch
die von synthetischen Systemen.

Besonders Zellen spielen die wesentliche Rolle das Lebens. So ist es nicht
verwunderlich, dal3 Zellen Vorbilcduf viele verschiedene Forschungsrichtungen sind
[1, 2].

Es ist also nicht verwunderlich, dal3 Zellen auch besonderes Interesse zur Her-
stellung von Biomaterialien finden. Die Kombination von Zellen oder Zellmembra-
nen mit synthetischen Obeaatihen stellt ein ideales BeispielrfBiomaterialien dar.
Anwendungen solcher Biomaterialien sind zum Beispigidtliche Gewebe oder Bio-
sensoren. Um eine solche Kombination zu realisieren sind neben derandest der
biologischen Struktur von Zellmembranen auch die Kenntniss der synthetischen Ober-
flachenmodifizierung von &tén.

In den folgenden Kapiteln soll daher eine Rihfung in biologische Membranen
und in die Oberichenmodifizierung gegeben werden. Anschlie3end sollen verschie-
dene Kombinationsoyglichkeiten besprochen werden.

1.2 Biologische Membranen

Jede Zelle ist von einer Zellmembran umgeben. Sie stellt eine der elementaren Vor-
aussetzungen des Lebens dar. Die Individabétiier jeden Zelle wird durch das Um-
schliel3en mit einer Membran erreicht. Durch diese Kompartimierung werden verschie-
dene Reaktionsaime fir unterschiedliche biochemische Aufgaben geschaffen. Mem-
branen sind jedoch nicht nur Barrieren zwischen den verschiedeaf@étgein Kompar-
timenten mit unterschiedlichem Inhalt, sondern sieaghchen auch einen geregelten
Transporuber diese Barriere hinweg. Dies wird durch den Einbau von bestimmten En-
zymen und Transportsystemen bewerkstelligt. Beides sind wichtige Elemerterf"
Nahrstoff- und Energietransport, die Zellteilung und die Zell-Zell-Erkennung [3, 4].
Dartiberhinaus ist die Zellmembran an den Bewegungsraygin von Zellen beteiligt.
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Das prinzipielle Konzept der Zellmembranstruktur ist die Lipiddoppelschicht. Die-
ses Vielteilchensystem besteht im wesentlichen aus Lipiden, Steroiden und Proteinen
[1]. Gemeinsam ist ihnen der amphiphile Charakter, d.h. sie bestehen aus einem hy-
drophilen und hydrophoben Bereich. Hierdura@nkén, anaigig von Konzentration
und hydrophil-hydrophob Vedithis, unterschiedlichstéberstrukturen gebildet wer-
den [5]. Typische Beispiele sind KugelmicellenaBthenmicellen, Scheibchenmicel-
len, Doppellamellen und Vesikel.

Bemerkenswert ist also die spontane Selbstorganisation dieser Amphiphd&iia w™
gen Systemen. Schonufi"wurde von der Mglichkeit berichtet, daf’ sich Doppel-
schichten ausbildendkinen [6]. Hier weisen die hydrophilenoiife beiderseits nach
auf3en und bilden so die Greraflie zum umgebenden Wasser. Die hydrophoben Teile
zeigen ins Membran innere und schaffen so einen hydrophoben Bereich. Eine solche
Doppelschicht ist der energetischrgstigste Zustanduf Lipide, da er die von -
GERund NicoLsoON beschriebenen hydrophoben und hydrophilen Wechselwirkungen
jeweils maximiert [7]. Es waren eben auciNSER und NicOLSON, die ein brauch-
bares Modell zur Beschreibung von Zellmembranen aufstellten [7]. Sie beschreiben in
ihrem fluid mosaic model die Zellmembran als eintlssigkristalline Matrix. In die-
ser Lipidmatrix herrscht eine freie Diffusion und Mischbarkeit, analog den Phasen
von klassischen EBsigkristallen [8, 9], in der die integralen Proteine wie Eisberge
in einem zweidimensionalen Lipidenmeer schwimmen [8]. Die peripheren Proteine
schwimmen nur wie Eisschollen oben auf.

Die in natirlichen Zellmembranen vorkommenden Lipide erstreckt sich auf un-
terschiedliche Substanzklassen. Man kennt vier Hauptbestandteile: Phosphoglyceri-
de und Sphingolipide als verseifbare Lipide, sowie Terpene und Steroide als nicht-
verseifbaren Lipide [1].

Lipiddoppelschichten die nur aus Lipiden gebildedreri, wirden eine zu grol3e
Fluiditat aufweisen, d.h. siewvden bei leichtestem mechanischen Stressa#mger-
den. Natifliche Zellmembranen sind daher stabilisiert. Die integralen und peripheren
Proteine sind untereinander verbunden, sowohl extraael{Glycocalix), als auch in-
trazellulr (Zytoskelett). Durch diese Stabilisierung ist die Aufrechterhaltung der Zell-
form gewahrleistet. Dauber hinaus ergibt sich hierdurch dieollichkeit zur lokalen
Kontraktion, bzw. Expansion bei Bewegungs\emgén (Fortbewegung, Zellteilung)
und Membranprozessen (Aufgiingen, Einstlpungen). An der intrazellatén Mem-
branoberfiche geschieht dies durch ein Spektrin-Aktin-Ankyrin-Netzwerk [10]. Die
Glycocalix entsteht durch an Membranlipide und Membranproteine gebundene Oli-
gosaccharid Ketten [11], welche dann hauptverantwortliclZEll-Zell-Erkennungen
sind [3].

Die Zellmembran besitzt also einen sehr komplexen Aufbau. Deshalb ist in Abbil-
dung 1 eine schematische Darstellung eineariatien Zellmembran wiedergegeben.
Diese falt die genannten Ausirungen bildlich zusammen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung einer Zellmembran nach dem Modell von SINGER
und NICOLSON[7].

1.3 Modellmembranen

Der beschriebene komplexe Aufbau vonurathen Zellmembranen macht es schwie-

rig detailierte Unteruchungen an diesen durcbhhuén. Lediglich die Patch-Clamp-
Methode &3t sich zur Untersuchug von integralen Transportproteinen heranziehen
[12]. Daher besteht die Notwendigkeit von Modellsystemen mit einem eindeutigen
Aufbau, um tiefergehende Studien zum Varstiiis der nairflichen Zellmembran durcbfiren
zu kénnen.

Die spontane Selbstorganisationstendenz amphiphiler MEeddfgrund des hy-
drophoben Effektes ist Grundlage aller untersuchten Modellmembranen [13, 21]. Ziel
aller Modellmembranen ist es verschiedene Untersuchungen an diesen dulncbauf”

Die hierdurch erhaltenen Ergebnisse lassen dammk§thlisse auf Struktur-Eigenschafts-
Beziehungen zu. Modellmembranen lassen es aber auch auf einfachem Wege zu neben
natirlichen Lipiden, auch synthetische Lipde [14, 15, 16] zu verwenden. Synthetisch
dargestellte Lipide haben den Vorteil deoghichen spteren Stabilisierung der erhal-
tenen Memranen.

Abbildung 2 gibt eineUbersicht der zurzeitblichen Modellmembranen. Dies
sind LANGMUIR-BLODGETT-Filme [17], schwarze Lipidmembranen [18], Liposo-
men [19] — oder auch Vesikel genannt — und substratunteest'ipiddoppelschichten
[20]. Jedes dieser Modellsysteme spiegelt mindestens eine oder mehrere Charakteriska
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Abbildung 2: Klassische Membranmodelle.

von Membranen wieder. Gleichzeitig bieten sie einen grol3en Bereich von variierbaren
Parametern, die das Zusammenspiel zwischen bekannten und unbekaramteméh”
nen in solchen Modellsystemen evgiichen.

Das einfachtste und zugleielftéste Biomembranmodell stellt die Langmuir-Blodgett-
Schicht dar [17]. Sie wird durch Spreiten lipophiler Moléér auf einer Wasserober-
flache gebildet. Schon die alten Babylonier fanden Verwendundiése Paihnomene,
jedoch nicht aus wissenschatftlicher Sicht, sondern zur Wahrsagung von Gesundheit,
Krieg oder Wohlstand [22]. In den durch Spreiten eines Lipids gebildeten Monoschich-
ten ragen die hydrophilendffe ins Wasser und die hydrophoben Kohlenwasserstoff-
ketten sind in die Gasphase gerichtet. Anfang des JahrhundertahaMuIrR diese
intensiv untersucht [23]. Auch wenn diese Monoschichten nur @dftédéiner Lipid-
doppelschicht entsprechen, lassen sich wichtige Erkenntnissedie Stabildt, das
Phasenverhalten und die Orientierung von Lipiden erhalten. Dieseubigdandere
Modellmembrane nicht oder nur schwer anglich. Desweiteren lassen sich Aussa-
genuber die Wechselwirkung von Lipiden mit anderen Md#xi treffen. So ist das
Mischungsverhalten von Lipden in der Monoschicht mit anderen Midéek[24] und
das Verhalten desANGMUIR-BLODGETT-Filmes in Anwesenheit von Mole#én in



1.3 Modellmembranen

der Subphase [25, 26] experimentell anglich. Mittels einer Filmwaage lassen sich
diese monomolekularen Filme durch SchubdAén-Diagramme (Isothermen) charak-
terisieren. Durch Kombination mit fluoreszensmikroskopischen Methoden lassen sich
so Entmischungs- und Kiristallisationgptomene in der Monoschicht direkt sichtbar
machen [27].

Die schwarze Lipidmembran oder auch als planare Doppelschicht bezeichnet stellt
eine wesentlich bessere Aaimérung an die natliche Zellmembran dar [18, 28]. Schwar-
ze Lipidmembranen werden durch das Streichen einer geeigneterosipndyiber ein
Loch in einer Teflonfolie, welche zwei af8rige Kompartimente voneinander trennt,
hergestellt. Es bildet sich zuerst eine dicke Lamelle aus, an der Interferenzfarben be-
obachtet werdenddinen. Nach einigen Sekunden bilden sich schwarze Punkte aus, die
langsam zusammenwachsen, bis die ganze Membran aufgrund destruktiver Interferenz
schwarz erscheint. In diesem Zustand besteht die Membran aus einer orientierten Li-
piddoppelschicht, die die beiden Kompartimerdgamilich voneinander trennt. Daher
lassen sich an dieser Modellmembran sehr gut &bigKeits-, Kapazits- oder Trans-
portstudien von inkorporierten Proteinen durdién [29, 30]. Schwarze Lipidmem-
branen khnen jedoch nur oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur der verwen-
deten Lipide existieren. #hlt man die fluide Membran unterhalb dieser Temperatur
ab, so bricht die Membran sofort zusammen. Der grof3e Nachteil der schwarzen Lipid-
membranen ist ihre kurze Lebenszeit von nicht mehr als einigen Stunden.

Liposome (Vesikel) sind sgnisch geschlossene Strukturen einer Lipidmembran,
die ein waldriges Kompartiment in Analogie zu Zellen einschliel3en und stellen daher
die beste Beschreibung des biologischen Vorbildes, der Zellmembran, dar [31, 32].
Abhangig von der Raparationsmethodeoknen vollkommen verschiedene Systeme
entstehen, die sich sowohl in ihrem Durchmesser von 20nm bjsi0&ls auch in der
Anzahl ihrer Lamellen unterscheiden. Man unterscheidet:

e kleine unilamellare Vesikel (SUV)mit einem Durchmesser bis zu 50nm. Sie
bestehen nur aus einer Doppelschicht, welche zudem noch einen sehr hohen
Krummungsradius aufweist. Dies wird durch einelggie Anzahl an Lipidmo-
lekiilen im&ulReren Monolayer als im inneren Monolayer erreicht.

e grof3e unilamellare Vesikel (LUV) mit ebenfalls nur einer Doppelschicht, je-
doch GoRRen vonuber 50nm. Der so verringerte imimungsraduis der Mem-
bran ihrt zu praktisch spannungsfreien Vesikeln.

e multilamellare grof3e Vesikel (MLV) mit einem Durchmesser gi8er 100nm.
Sie weisen zuszlich mehrere Doppelschichten auf und sind damit mehrschalig.
Bei groReren Systemen ergibt sich ein flieRerdieergang zumultivesikularen
Vesikeln (MVV), in denen ein Vesikel andere komplette Vesikel einschlief3t.

Vesikel eignen sich prinzipiellur" die Durchiihnrung von Permeabidtsmessungen
[33], Membranerkennungsversuchen [31], Staditit'und Fluididtsuntersuchungen
[34, 35, 36] sowie Membranrekonstitutionsexperimenten [37, 38]. Weiterhin ist die
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Verwendung von Vesikel als Arzneistoffigér ein wachsender Forschungsbereich [39,
40].

Substratunterstze Lipiddoppelschichten stellen Membranen mitoértier Stabi-
litat im Vergleich zu schwarzen Lipidmembranen dar. Da dies ein Schwerpunkt der
Arbeit ist, soll in Kapitel 1.5 ausftirlicher darauf eingegangen werden.

1.4 Oberflachenmodifizierungen

Bevor jedoch Lipidmembranen auf Obedhen fixiert werdendinen, um substrat-
unterstitzte Lipiddoppelschichten zu erhalten, ist eine geeignte Globlimodifi-
zierung durchzufhiren. Denn i viele Eigenschaften eines Materials ist seine Ober-
flachenbeschaffenheit verantwortlich. Daher ist die definierte Qisbdhimodifizie-
rung mit dinnen und insbesondere ulttahien (Filme molkularer Dicke) Schichten
von grofRem Interesse. In der Grearftiénforschung spielt daher die Modifizierung
von klassischen anorganischen Fesgpiein mit organischen Materialien eine wesent-
liche Rolle. Als Beispiel sei hier nur das Gebiet der Sensorik als eines von vielen
erwdhnt [41].

Gegeniber niedermolekularen Verbindungen besitzen Polymere hier eine deutliche
Uberlegenheit. Denn durch die geeignte Wahl von Monomeren bzw. durch polymer-
analoge UmwandlungerafRt sich fast jede beliebige physikalische oder chemische
Eigenschaft einstellen. Durch die gezielte Eigenschaftskombination innerhalb eines
Molekiils, die sich bei Copolymeren leicht realisierexfdt,” wird fir den Beschich-
tungsprozel nur eine einzige Moldkote gebraucht. Ein letzlich preiswerter Prozel3
ist die Konsequenz.

Polymere lohnen durch verschiedene Methoden auf Obehi€n angebracht wer-
den. Man unterscheidet hier zwischen der Chemisorption, d.h. der kovalenten Anbin-
dung an das Substrat, und der Physisorption, d.h. der nicht-kovalenten Bindung an das
Substrat durch z.B. elektrostatischealte. Die wohl technisch bedeutenste Methode
der Physisorption ist das Aufschleudern (engl. spin-coating) einer Polysoed auf
ein rotierendes Substrat. Verwandte Prozesse dieser Art ist das duéspilackieren)
und das Tauchen in eine Polynesling oder - schmelze. Die Schichtdicken all dieser
Methoden liegt im Bereich von 10nm und 1 mm. Emkeén jedoch lediglich planare
Trager verwendet werden und die Dicke ist schwer einstellbar. Um die Stadieser
Filme zu erlohen werden die Polymere nadgtich vernetzt (z.B. Fotolacke).

Die in Kapitel 2.1.3 angesprochenemNGMUIR-BLODGETT-Filme lassen sich
als hochorientierte ultraohine Filme auf planareagertbertragen [42]. Diese Metho-
de gestattet es hochgeordnete Multischichten durch mehrfatirersragen herzustel-
len, ist jedoch von grof3en technischen Aufwand und nur auf amphiphile Melek™
anwendbar.

Wesentlich flexibler ist hier das vonH2ZHER entwickelte Verfahren zum Aufbau
von Polymermultischichten [43]. Hierbei wird durch alternierendes Eintauchen eines
geladenen T&gers in zwei entgegengesetzt geladene Polyelekwslytigen raglich
Schichten immer gleicher Dicke aubértragen [44]. Es herrscht zwar eine gewisse
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Durchdringung der Schichten, doch die Grundordnung bleibt erhalten. Mittlerweile
konnte gezeigt werden, dal? es auf diese Weisglichi ist Polyelektrolyte mit funktio-
nellen Gruppen alsutine Filme mit vieléllitigen Eigenschaften herzustellen. So gelang
zum Beispiel auch der Einbau von Proteinen in Multischichten [45].

Die letzte Methode einfachuthhe Polymerfilme zu erhalten, besteht in dem di-
rekten Kontakt von Obedchen mit PolymedSungen. Polymeredkinen an der Ober-
flache adsorbieren , sofern die Oba&cHién-Polymer Wechselwirkung die Wechsel-
wirkung zwischen bsungsmittel und Polymexbertrifft. Bei den adsorbierten Ketten
unterscheidet man zwischen adsorbierten Segmenten (train), Schleifen zwischen zwei
adsorbierten Segmenten (loop) und Kettenenden, die nicht an der &hbertidsor-
biert sind (tail). Dies ist nochmal schematisch in Abbildung 3 gezeigt. Die Adsorption
von Blockcopolymere stellt ein Sonderfall dar. Hier kann man je nachdem, welcher
Block die giof3ere Wechselwirkung mit dem Substrat zeigt, definierte Filme fertigen.

tail
tail
loop
loop

train train

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines physisorbierten Polymeren auf einem Substrat.

Da die physisorbierten Filme nur auf schwachen Wechselwirkungen mit dem Sub-
strat beruhen, besitzten diese Filme gewisse Statsiitobleme. &' viele Anwendun-
gen besteht daher die Notwendigkeit der festen (kovalenten) Anbindung an das Sub-
strat. Es wurde daheuf'eine Reihe von Bgermaterialien entsprechende Haftgruppen
entwickelt, die eine kovalente Bindung mit dem Substrat eingebandsi. Sofern die
oberfiichenaktiven Molelié zusitzlich noch eine lange Alkylkette tragen, so bewirkt
der hydrophobe Effekt [13] auch bei der Chemisorption eine spontane Selbstorganisa-
tion auf der Ober#iche. Dieser Vorgang wird audelf-assembly (SA) genannt. Die
erhaltenen Schichten werden dann auchsaltassembled monolayers (SAM) be-
zeichnet. Die Tabelle 1 zeigt welche Substrate mit welchen Liganden SAMs bilden
[46].

Fur die kovalente Anbindung eines Polymeren gibt es nun zwei Vorgehensweisen.
Bei der einen wird das Substrat zuvor mit einem SAM beschichtet, dessen einzelne
Molekiile am Ende der Alkylkette jeweils eine weitere reaktive Gruppe tragen. Diese



1 Einleitung

Tabelle 1: Substrate und Liganden die zur SAM fahig sind.

Substrat Ligand Bindung

Au RSH, ArSH (Thiole) RS-Au

Au RSSR (Disulfide) RS-Au

Au RSR (Sulfide) RS-Au

Au RSOH RSO-Au

Au R;P R;P-Au

Ag RSH, ArSH RS-Ag

Cu RSH, ArSH RS-Cu

Pd RSH, ArSH RS-Pd

Pt RNC RNC-Pt
GaAs RSH RS-GaAs
InP RSH RS-InP

SiO, RSICk, RSi(OR) Siloxan
Si/SiH (RCOO) (rein) R-Si

Si/SiH RCH=CH RCH,CH,-Si
Si/SiCl RLi, RMgX R-Si
Metalloxide RCOOH RCOO...MO,,
Metalloxide RCONHOH RCONHOH...MQ
ZrO, RPGH, RPG ...zr"V
In,O3/SNG, (ITO) RPGH, RPG, ..M+

konnen nun mit entsprechenden reaktiven Gruppen eines Polymeren reagieren und es
so kovalent anbinden.

Die andere Mglichkeit ist die direkte Ausstattung der Polymere mit reaktiven
Gruppen. Diese &inen dann mit der Obeaithe reagieren. Es bieten sich prinzipiell
die gleichen Gruppen wie im vorher besprochenen Fall an, jedoch muss sichergestellt
werden, dalR diese nicht miteinander reagierennien. Andernfalls &finen Vernet-
zungsreaktionen auftreten.

Fur die Chemisorption auf Goldobeatihen haben sich Disulfidgruppen als geeig-
net erwiesen. So wurden verschiedene schwefelhaltige Polymer synthetisiert. Zu fin-
den sind unter anderem Polymere auf Styrol- [47], Acrylat- [48], Methacrylat- [49, 50]
und Siloxanbasis [51].

Mit diesen beiden Methoden ist esoglich stabile Polymerfilme mit mehreren
Nanometer Dicke zu erhalten. Die Dicke der Filme istatdig von der Anzahl der
Ankergruppen, der Konzentration deosuing, der bsungsmittelgte und des Mole-
kulargewichtes des Polymeren.

Alternativ zu den aufegitirten Methoden, bei denen die Polymerkettem an die
Oberflche gepfropft werden, besteht di@ylichkeit die Polymerketten von der Ober-
flache wachsen zu lassen. Eine Methode die dies im technischen Einsatdienn”
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stellt die Plasmapolymerisation dar [54]. Bei dieser undefinert ablaufenden Polymeri-
sationsart werden durch elektrische Entladungen Radikale im Monomer und auf der
Oberfliche erzeugt, die dann die Polymerisation starten. Einen definierteren Ansatz
konnte RIHE zeigen, in dem er Azoinitiatoren an einer Ob&efié chemisorbierte und
dadurch im Stande war Polymere von der OlaetiE wegwachsen zulassen. Hierdurch

ist es noglich eine wesentlichdtiere Belegungsdichte an Polymeren zu erhalten. Mit-
tels photochemischer Initiierung gelang es so auch strukturieggefierzustellen

[52, 53].

1.5 Oberflachenfixierte Biomembranen
1.5.1 Membranstabilisierung

Um Modellmembranen zu stabilisieren wurden viele Versuche unternommen. Die er-
sten wurden 1936 unternommen, um Monoschichten durch Polymersysteme zu sta-
bilisieren [55, 56]. Mittlerweile sind verschiedensteoiichleiten zur Stabilisierung

von Vesikeln verwirklicht worden. Eine ausiiliche Darstellung dieser findet man bei
RINGSDORFet al. [57]. Man kann hier drei Hauptgruppen unterscheiden:

e Einbau einer polymerisierbaren bzw. polykondensierbaren Gruppe in Lipide.
Nach erfolgreicher Orientierung der Membran kann dann polymerisiert [58, 59,
60] oder polykondensiert [61, 62] werden.

e Aufbau eines Zytoskeletts mit einem Polymersystem durch Wechselwirkung der
Modellmembran mit einenpolymeren Gegenion* (Polyelektroloyt) [63, 64, 65,
147] oder durch Insertion hydrophobisierter wassdither Polymere [67].

e Verwendung papolymerisierter Amphiphile mit einem hydrophilen Spacer [68,
69, 70, 71, 72, 73].

1.5.2 Oberflchenfixierung

Die erfolgreiche Stabilisierung von Vesikelahfte zur Frage nach detailierteren Un-
tersuchungen der dargestellten Systeme. Aus diesem Problem heraus hat sich dann die
Idee der oberéichenfixierten Lipidmembranen entwickelt. Dadurankien die be-
kannten Mbglichkeiten der Untersuchungsmethoden (siehe Kapitel 2) genutzt werden,
um ein weiteres Veratidnis von Modellmembranen zu erlangen. Es haben sich daher
verschiedene Modelle von obexthienfixierten Membranen entwickelt, welche ihrer-
seits wieder auf die bereits beschriebenen drei Hauptgruppen der Stabilisieoghghm”
keiten von Membranen mehr oder wenigerutkgreifen, siehe Abbildung 4.

Gemeinsam ist allen Methoden, daf3 eine Trennung der Membran von der festen
Oberfichen durch ein nanometer dickes, irgendwie geartetes Kissen, erfolgt [74].
Hierdurch sollen die thermodynamischen und strukturellen Eigenschaften der freien
Doppelschicht beibehalten werden. Die unterschiedlichen Modelle sind:
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b)

Abbildung 4: Unterschiedliche Wege der Oberflachenfixierung von Lipidmembranen.

a) Im einfachsten Fall ist die Lipiddoppelschicht direkt auf einer hydrophilen Ober-

b)

flache (z.B. Si©®) durch eine wenige Nanometer dicke Wasserschicht von der
Oberfliche getrennt [75, 76]. Die so erhaltene Membran weist die gleiche late-
rale Mobilitat vor, die in gewhnlichen fluiden Doppelschichten gefunden wird.
Solche Systeme sind einfach herzustellen, ihre Langzeitstébditaber nicht
zufriedenstellend.

Lipiddoppelschichtendtinen auch durch Bindung der inneren Monoschicht an
die Oberftiche erhalten werden [36, 77]. Dies kann z.B. durch thiolterminierte
Phospholipide [78] erreicht werden. Die Stalatider Membran ist hier zwar
erhoht, jedoch auf Kosten der Fluiditder unteren Monoschicht. Die Inkropo-
ration von integralen Proteinen scheidet daher bei diese Modell aus.

Ebenso lassen sich Monoschichten auf hydrophoben @bkl ,aus z.B. Oc-
tadecanthiol auf Gold, bilden [79]. Sie stellen zwar im strengen Sinne keine
Doppelschicht dar, beiten jedochddlichkeiten um z.B. Zell-Zell-Erkennungen
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zu studieren.

d) Membranen aus ionischen Lipiden lassen sich auch auf Polyelektrolytschich-
ten [80, 81], z.B. Poly(ethylenimin) oder Poly(acrylamidisopropylsuléams),
fixieren. Nicht immer weisen die so gebildeten Memebranen digiaié Flui-
ditat auf. Das gebildete Polymerkissen weist durch die Ladung ein definiertes lo-
nenreservoir vor, welches besondensdie Untersuchung von lonen-Transportproteinen
von Noten ist [82].

e) Copolymere aus ppolymerisierten Amphiphilen und Ankergruppen lassen sich
auch als Fixierungseinheit verwenden [78]. Es ist wieder ein Polymerkissen zwi-
schen Substrat und Membran vorhanden, jedoch ist die eingeddtaiViobilitit
der Lipide zu beachten, da diese praktisch am Poly/aegekettet* sind.

f) Verwendet man ein Copolymer mit nur wenigen amphiphilen Gruppemysoda
diese durch Insertion in die Doppelschicht die Membran auf der Globelver-
ankern [83, 84, 85, 86]. Es stellt sich hierdurch auch nicht mehr das Problem der
eingeschainkten Fluididit der Membran, da nur wenige Lipigangekettet* sind.

Aus der Aufahlung wird sehr deutlich, dal3 die Modellmembranen zunehmend
komplexer werden. Viele Parameter beeinflussen ein jeweiliges System und diese kom-
plexen Systeme sindif Spezialanwendungen konzipiert.

Esist auch ersichtlich, daf3 die Verwendung solch komplexer Biosysteme als funk-
tionale Materialien ebenson komplexe Polymere fordert.
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Ein Mann, der recht zu wirken
denkt, mul3 auf das beste Werkzeug
halten.

GOETHE

2.1 Untersuchungsmethoden

Besclafftigt man sich mit der Untersuchung aardien Filmen, ist es notwendig, dal3
einem die richtigen Methoden zu deren Charakterisierung zuuyeriy stehen. Die-

se sind in der Regel Mel3methoden die es erlauben nanometer dicke Filme auf Ober-
flachen zu charakterisieren. Daher sollen diese in einem zweiten einleitenden Kapitel
kurz beschrieben werden. Im besonderen handelt es sich bei den in dieser Arbeit ver-
wendeten Methoden um Kontakwinkelmessungen, die Gloddiriplasmonen Spek-
troskopie, Schub-Rkkchen-Diagramme, Quarzkristallmikragtingen und verschiede-

ne Fluoreszenzmethoden.

2.1.1 Kontaktwinkelmessungen

Die Benetzbarkeit einer Obeafthe mit Flissigkeiten hat in allen praktischen Berei-
chen eine fundamentale Bedeutung, denn sie stelédieist sensitives MaGrfderen
Struktur und Beschaffenheit dar [87]. Insbesondere die Benetzung einerad@herfl”
mit einem Wassertropfen liefert wertvolle Informationgvei deren Hydrophilie bzw.
Hydrophobie [88].

Die Form eines RlSsigkeitstropfens wird unter Vernaakkigung seiner rheologi-
schen Eigenschaften nur durch die Schwerkraft und seiner @Qbleethspannung be-
stimmt. Steht nun der Tropfen in Wechselwirkung mit einer Obehf€, so bestimmt
deren Ober#ichenenergie den Benetzungswinkel des Tropfens, d.h. seine makrosko-
pische Verformung [89].

Abbildung 5: Kontaktwinkel ©y mit ;3 der Grenzflachenenergie zwischen fest und gasformig,
712 der Grenzflachenenergie zwischen fliissig und fest sowie o3 der Grenzflachenenergie zwi-
schen fliissig und gasformig.

Gemessen wird der Kontaktwinkel eines liegenden Tropfens auf einer axyesfl”
Wird die Oberféiche nicht vollsiihdig benetzt, so bildet sich einusKigkeitstropfen,
dessen tangentialer Kontaktwinkel zur Greaefé bestimmt werden kann. Der Kon-
taktwinkel©, ist in Abbildung 5 mit den dazugehigen Oberfichenspannungen dar-
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gestellt. Mit den eingeszeichneten Vektoren der Oaehigénspannungnen lassen sich
nun die Gleichungen von&UNG und DUPRE fur Flissigkeitstropfen auf Obeafthen,
die einem Gas ausgesetzt sind, ableiten.

Y23(1 + cos Og) = Wigs YOUNG-DUPRE Gleichung (1)

oder
Y12 + Y23 €0s© = 713 YOUNG Gleichung. 2)

Wio3 steht hier &ir die Adhesionsenergie prodéheneinheit der Obeaithe 1, auf
der der Tropfen 2 im Medium 3 haftet.

Der Kontaktwinkel®, stellt eine thermodynamische und damit rein makroskopi-
sche Gol3e dar, unaldrigig von der Natur der Hafte zwischen den Molekén, so-
lange diese von geringerer Reichweite sind als die Dimension des Tropfens. Der ma-
kroskopische Kontaktwinkel sagt also niclitser den,molekularen Kontaktwinkel,
sprich die Form des EEsigkeitsprofils an der Grenatliie, aus [87].

Der Kontaktwinkel einer gegebenenuBbigkeit ist also umgekehrt proportional
zur Benetzbarkeit einer Obafihe. Wird eine ObedEhe nicht benetzt, bestehen al-
so keine attraktiven Wechselwirkungen zwischen dessiljkeit und der Obe&€he,
so ergibt sich ein Kontaktwinkel von 180Bei zunehmender Wechselwirkung zwi-
schen der RlSsigkeit und der Obedthe geht der Kontaktwinkel gegeh, @s bildet
sich ein Film. Generell gelten Kontaktwinkel kleiner°1@ls nicht mel3bar. Typische
Kontaktwinkel tir Wasser auf einer reinen Kohlenwasserstoffohen¢ sind z.B.ui
Polyethylen oder SAMs aus Alkanthiolen 110 - 21Bs gilt allgemein, dal3 Kontakt-
winkel kleiner 80 typisch tir hydrophile Oberéchen und Kontaktwinkel gfier 100
typisch tir hydrophobe Obesdichen sind.

In der Praxis mif3t man die Winkel des fortschreitenéen(advancing) und des
rickziehender®, (receding) Tropfens, die sich im Idealfall nicht voneinander unter-
scheiden sollten. Im Experiment weichen die beiden Werte jedacfigwoneinander
ab; man mif3t Hysteresen. Zu den Faktoren, die diese Hysterese bestirahien, an-
ter anderem, die Obeaithenrauhigkeit, die dslichkeit einer Festikperkomponente
oder die Reorientierung von Molalen auf der Oberéiche. Jedoch ist eine quantita-
tive Auswertung der Hysterese aufgrund der Vielzahl der einflieBenden Parameter in
der Regel nicht raglich.

2.1.2 Oberfchenplasmonen Spektroskopie

Die Oberflichenplasmonen Spektroskopie (SPS) stellt eine optische Untersuchungs-
methode dar, mit der manderungen der molekularen Architektur an feagigen

oder fest/gasirmigen Grenz#ichen detektieren kann. Insbesondere lassen sich kine-
tische Messungen mit guter Zeit- und Schichtdicken-@ailig durchihren. Sie hat

sich daher in dem Bereich der Biomaterialcharakterisierung alaugserst otzliches
Hilfsmittel erwiesen.



2.1 Untersuchungsmethoden 15

Theoretische Grundlagen

Oberfichenplasmonen sind Ladungsdichtewellen eines fast freien Elektronenga-
ses eines Metalls, die sich entlang der Grawf€ zwischen dem Metall und einem
dielektrischen Medium ausbreiten. Die Wahl des Metalls ist kritisch, da es dem Mo-
dell des Elektronengases gmyen muss. Passende Metalle sind Silber, Gold, Kupfer
und Aluminium, von denen Silber und Gold die breiteste Verwendung finden. Silber
ergibt sehr scharfe Obeafthenplasmonen Resonanz Peaks, Gold liefert eine sehr gute
Stabilitdt. In der Praxis finden zwei experimentelle Aufbauten Anwendung: der Otto-
[90] und der Kretschmannaufbau [91], wobei zweitereslggre Verwendung findet
und daher hier detailiert beschrieben werden soll.

Flassigkeit/Luft

i A\
—— AN
Metallfilm ——» N

Glasprisma

p—polarisierte Detekta

Lichtquelle

Abbildung 6: Kretschmannaufbau der Oberflachenplasmonen Spektroskopie.

Der Kretschmannaufbau, siehe Abbildung 6, basiert auf deam@&hén der tota-
len internen Reflexion. Dies tritt auf, wenn sich Licht durch ein optisch dichtes Medi-
um ausbreitet und auf eine Grerazdtie zwischen diesem Medium und einem optisch
diinneren Medium trifft. Dann wird das Licht in das optisch dichtere Mediumdur”
reflektiert. Jedoch penetriert ein Teil des Lichtes, die evaneszente Welle oder Feld, in
das optische utinere Medium bis zu einer Tiefe von einer Welkengé.

In der Oberfichenplasmonen Spektroskopie wird eine monochromatische, p-polarisierte
Lichtquelle verwendet und die Greratlie zwischen beiden optischen Medien ist mit
einem dinnen Metallfilm der Schichtdicke kleiner der Wellengje des verwendeten
Lichtes beschichtet. Der Wellenvektor des evaneszenten FEldast dann gegeben
als

K., = ﬂng sin © )
c

wobeiw, die Frequenz des einfallenden Lichtgg,der Brechungsindex des op-
tisch dichten Mediums (Glasy) der Winkel des einfallenden Lichtes undlie Licht-
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geschwindigkeit im Vakuum darstellen. Der Wellenvektor eines Cdoghréiinplasmons
lal3t sich @herungsweise als

K. — Wo 5m7732
sp — 2
c\ Em + 5

(4)

mit £,,, der dielektrischen Konstante des Metalls upddes Brechungsindex des
dielektrischen Mediums beschreiben.

Die evanszente Welle des einfallenden Lichtes ist nun in der Lage mit den freien os-
zilierenden Elektronen (Plasmonen) im Metallfilm zu wechselwirken, wenn bei einem
speziellen Einstrahlungswinkél,, = K., gilt und dann die Oberichenplasmonen
in Resonanz angeregt werden. Es wird daher Energie vom einfallenden Lichtstrahl ent-
zogen und die Intensit'des reflektierten Lichtes reduziert, was schlie3lich detektiert
werden kann.

Gleichung 4 zeigt, daRR’, vom Brechungsindex des dielektrischen Mediwrher’
dem Metallfilm ablahgt. Wenn sich der Brechungsindex dirakiei dem Metallfilm
andert, z.B. durch Adsorption vorudiien Filmen, soufirt das zu einer Verschiebung
des Winkel$9,, bei dem Plasmonenresonanz stattfindet. Dies ist in Abbildung 7 auf-
gezeigt.

0.9 T T T T T T T
08 S .
0.7 F

0.6 | .

Reflektivit t

04| \ 4
\

03} \ / i
\
\

N

46 48 50 52 54 56 58 60
Winkel []

Abbildung 7: Oberflachenplasmonen-Reflexionskurve R(O).

Gemessen wird nun die Reflekt@itR? in einer KRETSCHMANN-Anordnung in
Abhéangigkeit des externen Winke. Bei Anregung der Obedhenplasmonen tritt
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ein Minimum in der ReflektivittskurveR(©) auf. Die Halbwertsbreite dieses Mini-
mums ist ein MaR3di' die innere Rimpfung im Metall und steigt mit zunehmender
Dampfung an. Berechnealfbt sich der theoretische Verlauf véd{©) unter der Ver-
wendung der RESNEL-Gleichungen [92].

Eine zunehmende Dické, der Adsorbatschicht direktber dem Metallfilm oder
ein zunehmender Brechungsindgxdieser Deckschicht edint den Resonanzwinkel
O, des Obertichenplasmons wie folgt [78]:

AO ~ d(ns = NLuge) (5)

Kennt man den Brechungsindex aus einer anderen Messung, so kann die Schicht-
dicked mit grol3er Pazision bestimmt werden. Aber auch eine Messung der dielektri-
schen Schicht in zwei unterschiedlichen Medien mit unterschiedlichen Brechungsin-
dices kann die gesuchte Schichtdickiefern.

Kinetikmodus

Erfolgt die Messung der Resonanzkurve zu verschiedenen Zeiten, so lassen sich
zeitliche Veenderungen der Plasmonenresonanz verfolgen. Da eine Messung der kom-
pletten Winkelabhigigkeit aber lange dauert wird meistens das reflektierte Licht
zeitablaingig bei einem konstanten Winkel registriert. Man vahlt hiertir den Be-
reich der Flanke der Resonanzkurve (vgl. Abbildung 8), denn in diesem Winkelbe-
reich bewirkt die Verschiebung der Plasmonenresonanzkurve eimhammgsweise
lineare Intenisatssteigerung des reflektierten Lichtes vonnachR,. Die verwendete
Elekronik betimmt die Zeitaufisug solcher Messungen. In neuesten Arbeiten wurden
zeitliche Aufbsungen von 1 ns realisiert [93].

Wirkel g [°] 5 e

Abbildung 8: Prinzip der kinetischen Messungen der SPS.
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2.1.3 Schub-Fachen-Diagramme

Schon lange bekannt ist die Besonderheit von amphiphilen Substanzen sich an der
Gas/Wasser-Grenaithe in monomolekularen Schichten selbstzuorganisieren. Solche
monomolekularen Schichten bilden sich durch Spreiten der Lipide, d.h. man tropft
eine Losung von wasserupglichen Lipiden in einem mit Wasser nicht mischbaren,
fluchtigen Losungsmittel auf eine Wasserobactié auf. Nach dem Verdunsten des
Losungsmittel orientieren sich die Lipide zu einer Monoschicht. Dabei tauchen die
hydrophilen Kopfgruppen in die assrige Subphase einaiend die hydrophoben
Kohlenwasserstoffketten in die Gasphase herausragen.

Untersucht werden solche Monoschichten durch die Aufnahme von Schabef-
Diagramment-A-Diagramme) [23, 17]. Durch das Aufbringen von amphiphilen Sub-
stanzen, auch obeafthenaktiven Substanzen genannt, auf eine Wasseauterflvird
die Oberféichenspannung der Wasserolzetié herabgesetzt. Mil3t man nun die Er-
niedrigung der Oberdichenspannung in Alaingigkeit der inversen Obeatthenkon-
zentration, bzw. der den Lipiden zur Vagliing stehenden &the, so et man die
genannten Schub-&then-Diagramme. Praktisch spreitet man dazu bei grol3em Platz-
angebot eine definierte Menge Lipid, verkleinert sukzessive diegbdre Oberéiche
und regisriert stetig den Schub bei konstanter Temperatur.

Zur Druckaufnahme sind zwei unterschiedliche Methoden entwickelt worden. Bei
der WILHELMI -Methode [94] taucht ein hydrophilesd@ichen in die wassrige Sub-
phase ein. Gemessen wird dann die Kraft, die auf diesstscREn wirkt. Durch ei-
ne Eichung kann man die gemessene Kraft direkt in die Clmréiispanung um-
rechnen. Die kNGMUIR-Methode [23, 95] ist ein Differenzverfahren, bei dem eine
schwimmende Barriere eine saubere von einer mit dem Lipid besetzten @hberfl”
abtrennt. Sie entspricht der Versuchsanordnung, die \@xe& POCKELS in bewun-
dernswerter Heimarbeit entwickelt wurde und nur genirggdl durch RVING LANG-

MUIR verdndert wurde. SNES POCKELS entwickelte die notwendige Apparatur, mit

der es gelang reine Wasserobafién herzustellen, die Obadhien mit einem Schie-

ber beliebig zu verkleinern oder zu veo@ern und die rasch&nderung der Ober-
flachenspannung durch eine einfache Waagenkonstruktion schnellamseari mes-

sen [96, 97]. Die Trennbarriere bewegt sich entsprechend dem Unterschied der Ober-
flachenspannung in beiden Kompartimenten. Auch hier kann nach einer Eichung der
Schub aufgezeichnet werden.

Zeichnet man nun ein solches Schuladflien-Diagramm (auch Isotherme genannt)
auf, so erllt man eine wie in Abbildung 9 dargestellte Kurve, in der der Schub (in
mN/m) gegen die Rche (in nmM/Molekdl) bei konstanter Temperatur aufgetragen
wurde. Ganz analog zu den Isothermen bei Gasen, einem dreidimensionalen System,
konnen die Amphiphile in den Monoschichten, einem zweidimensionalen System, ver-
schiedene Aggregatzastde, als Funktion von Druck und Temperatur, durchlaufen.

Begonnen wird das Experiment bei grol3eadfié. Die Lipide haben also grol3e
Abstinde zueinander und wechselwirken kaum miteinander, d.h. es liegt weder eine
Fern- noch eine Nahordnung vor. In diesem Bereich der gasanalogen Phase ist der
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Abbildung 9: Schematische I sotherme eines Amphiphils bei konstanter Temperatur.

laterale Druck klein, die Kompressibditjedoch hoch und es gegt daher eine klei-

ne Druckerlohung um die Obemrdiche pro Molekl'zu verkleinern. Durch Verringerung

der den Lipiden zur Vetfgung stehenden &the mit einer Barriere treten die Moldk™

in Wechselwirkung und der laterale Druck nimmt mit einem mef3baren hyperbolischen
Anstieg zu. Man erreicht so demfiSiganalogen Zustand. Die Mold& beginnen mit-
einander zu wechselwirken und es liegt analog einesdgitjkeit eine Nahordnung vor.

Die Alkylketten besitzen aber immernoch eine grol3e Beweglichkeit. Weitach&ti-
verkleinerung @ihrt zum weiteren Kondensieren der Lipide und man gelabgt éin
inhomogenes Zweiphasengebiet zur festanalogen Phase, welche dem festen Aggre-
gatzustand entspricht. Die Kompressilaitier Lipide ist schliel3lich so stark einge-
schinkt, dal’ der Obedthendruck in der festanalogen Phase sehr steil ansteigt. Im
festanalogen Zustand besitzen die Lipide, bei gestreckter Konformation der hydropho-
ben Alkylketten, in der Monoschicht eine maximale Packungsdichte, entsprechend der

Packungsdichte im Kristall [98].
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Uberschreitet man die maximale Packungsdichte der Lipide, so bricht die Mono-
schicht am sogenannten Kollapspunkt, gekennzeichnet durch den Kollapsduck
und die KollapsticheA i, zusammen. Die Kollapsithe entspricht also derafstimogli-
chen Packungsdichte der Lipide. Sie bgtrbei unverzweigten Kohlenwasserstoff-
ketten etwa 282/Molekiil. Er wird auch RCKELS-Punkt genannt, zu EhrenaAEs
POCKELS[99].

Das unterschiedliche Spreitverhalten von Lipiden wird haagitéch durch die
Struktur der einzelnen Lipide bestimmt. Zudem ist es stark temperatmglgh Nicht
immer werden fluide und fest Phasen beobachtet. Sorstigen kurze oder ver-
zweigte Alkylketten, sowie geladene Strukturen das Auftreten von fluiden Phasen. Bei
Erhéhung der Temperatur neigen die Monoschichten dazu ebenso nur fluide Phasen
auszubilden. Allgemein gilt: Je hydrophober die Alkylketten sind (d.hamgér sie
sind), desto eher werden feste Phasen gebildet. Das Spreitvertaditesidh auch
durch Zusitze zur Subphase bei bestimmten Lipiden beeinflussen. Isothermen von
Lipiden mit basischen oder sauren Gruppen sind folglich stark pH-Wednregadp”

[25, 26].

Jedoch ist eine amphiphile Struktur keine Garaniiedids Ausbilden einer geord-
neten monomolekularen Schicht. Amphiphilenkien auch undefinierte dreidimen-
sionaleOle oder Kristallite an der Gas/Wasser-Greaeiié ausbilden, die trotzdem
Grenzflchenaktivisit zeigen und die Obegithenspannung erniedrigen. Dies zeigt sich
in nicht reproduzierbaren Kurven, bei denen ein definierter Kollapspunkt fehlt, sowie
in einem Schubanstieg zur festen Phase bei kleiner@thER, als es der dichtesten
Packung von Monoschichten entsprechemde [100].

2.1.4 Quarzkristallmikrowaage [101, 102]

Ubt man auf eine drine Quarzscheibe einen mechanischen Druck aus, so findet im
Material eine Ladungsverschiebung statt. Bei angelegten Elektroden auf dessen Ober-
flachen kann ein elektrisches Signal gemessen werden. DiesesrRén wurde 1880
von AQUES und RERRE CURIE entdeckt. Diese Eigenschatft wird als der piezoelek-
trische Effekt bezeichnet, abgeleitet vom griechischen \Wezein (driicken).

Der piezoelektrische Effekt tritt nur in Materialen auf, die in nicht zentrosymme-
trischen Raumgruppen kristallisieren. Auch der umgekehrte Effekt existiert. Er wurde
kurze Zeit spter von den GRIES verifiziert. Anlegen eines elektrischen Feldes an den
Kristall resultiert in einer mechanischen Deformierung (siehe Abbildung 10).

Piezoelektrische Kristalleddinen in Schwingkreise eingebaut werden, in denen der
Kristall die Rolle der frequenzbestimmenden Komponente einnimmt. Dies ist durch
die fundamentale Eigenschaft der konstanten Resonanzfrequenz eines Obgefiels,m”
vergleichbar mit dem Klirren eines Weinglases, wenn moiagr Seinen Rand mit einem
feuchten Finger streicht.

Eine Oszillation in einer Quarzkristallscheibe &lthman einfach durch Anlegen
eines elektrischen Feldes an die Elektroden auf den @lsbdh. Ablahgig von der
Form des Quarzes und der Plazierung der Elektrodeméri verschiedene Schwin-
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des piezoel ektrischen Effektes.

gungsmoden erhalten werden. Die Resonanzfrequenz des Quarzes wird von dessen
Dichte, dessen Dicke und dessen Schermodul bestimmt. Sie ist daher an sich sehr sta-
bil. Wird jedoch eine dieser physikalischen Parameteanéeit,andert sich die Re-
sonanzfrequenz. Dies ist die Grundlage der QCM (Quartzcrystalmicrobalance), denn
wird eine Masse auf die Quarzobexthie aufgebracht, so nimmt die Resonanzfrequenz
ab.

Diese Beziehung wurde erstmals voU&ERBREY [103] quantitativ untersucht. Er
stelle die beuhmte nach ihm benannte&@ERBREY-Gleichung auf,

2

AF = —22A 6
N, (6)

in der AF die Frequenafiderung,f? die fundamentale Resonanzfrequenz des Quar-
zes,N die Frequenzkonstante (1670 kHzmm) unile Dichte des Quarzes (2.648 gfom
sind. Am entspricht der Massanderung pro Elcheneinheit. Da die Konstanten phy-
sikalisch determiniert sind, ist die Beziehung absolut. Eine gemessene Frequenzver-
schiebung kann daher direkt in eine Masse umgerechnet werden, wenn die fundamen-
tale Resonanzfrequenz bekannt ist. Vereinfacht kann daher die Sauerbrey-Gleichung
daher auch als

Am = —C;AF (7

geschrieben werden:; sollte jedoch getrennt bestimmt werden, da die fundamentale
Resonanzfrequenz sich geringfg von Kristall zu Kristall unterscheidet.

In den fiihen Achtziger konnten ®NASH und BASTIAANS [104] sowie NOMURA
[105] zeigen, dal’3 die QCM auch irmokiing verwendet werden kann, vorausgesetzt
dal3 die beiden Seiten des Kristalls elektrisch isoliert voneinander sind. Dies konnte
einfach realisiert werden indem man nur eine Seite des Kristalls in Kontakt mit der
Losung brachte. Verschiedene Effekte beeinflussen eine Freanasrzing der QCM,
wenn diese in eine BEsigkeit eingetaucht wird. Erstensadit die Flissigkeitsschicht
nahe der Quarzobesithe eine Scherverschiebung aufgrund der inneren Reibung. Die
so produzierte Scherwelle breitet sich in diesuhg aus. Infolge der Viskoaitder
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Losung wird Energie verbraucht und die Welle nimmt exponentiell ab. Unter diesen
Umstinden mul3 die SJERBREY Beziehung zwischen Masse und FrequaTtderung
modifiziert werden, um die Dichte und die Viskagitier Flissigkeit miteinzubinden.
Hierzu wird ein zuatzlicher Term hinzuaddiert [106]:

3
2 f§ L
AF = —=2A O (An.Apr)? 8
Np m+Np( nLApr) (8)

mit Anz, undAp;, derAnderung in der Viskositt'und der Dichte des Mediums.

Zweitens kann eine akustoelekrische Kopplung zwischen dem elektrischen Feld
und lonen oder polarisierbaren Moldki in der losung auftreten. Wenn die loneadé
oder die Polardt der Losung veandert wird, so kann, in Abwesenheit einer Mas-
seranderung auf dem Kristall, eine Frequandérung auftreten. Jedoch schirmt bei
genigend grofRen loneraken (10 mM) die Doppelschicht an der Elektrodedting
Grenze das elektrische Feld ab und verringert so die akustoelektrische Kopplung, folg-
lich wird der Effekt minimiert.

Wie beschrieben beeinflussen viele Eigenschaften vasuhgen das Signal der
QCM. Zwar sind einige theoretische Methoden die sich mit diesen Effekten befassen
verflugbar, jedoch ist eine genaue Kenntniss der dominierenden Terme selten.

Die Anwendung der 8UERBREY Beziehung zur Massenbestimmung iu$sig-
keiten setzt einige Bedingungen voraus. Erstens sollte der auf der &zberthieder-
geschlagene Film keine@Bére Frequemxiderung & 2 % von defundamentalen Re-
sonanzfrequenz hervorrufenu=grol3ere Massenbelegungen ist die Beziehung nicht
langer linear und alternative Modelleussen herangezogen werden.

Da die QCM eine mittlere Masse des Niederschlages mif3t, ist eine uniforme Vertei-
lung tiber die Elektrode Voraussetzung €ine akkurate AbseltZzung der Filmdicke.
Ebenso ist eine glatte Obeaxtlie essentielui"die Verwendung in EiSsigkeiten. Bei
der Verwendung einer rauen Obadtie wirden Losungsmittelmoleldé, die in den
Téalern gefangen waren, zur gemessenen Masse beitragen.

Wenn das niedergeschlagene Material viskoelastisch, sprich, weich ist, kann eine
zusatzliche Cdmpfung der Scherwelle auftreten. Dies beeinflusst die Massenbestim-
mung in der Weise, dal? wenn zwei Filme mit identischen Massen, der eine jedoch vis-
koelastisch und der andere starr, auf einer QCM Odelhi#t niedergeschlagen werden,
so wird die Frequeraiderung, die durch den viskoelastischen Film erfolgt, geringer
sein, als die des starren FilmaurFabsolute Massenbestimmungen von dickeren Fil-
men, bei denen diese Effekte signifikant sebmkén, darf man sie nicht vernaahksi-
gen. kir sehr dinne Filme hingegen (vieluthiner als die Abfalinge der geainpften
Scherwelle in losung) ist gezeigt worden, daf3 diampfung der Scherwelle im Film
vernach#issigt werden kann. Dies wurder ftlie in dieser Arbeit durchgefirten Mes-
sungen angenommen.
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2.1.5 Fluoreszensmethoden

Es soll hier auf eine spezielle Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie eingegan-
gen werden. Zur Einifirung in die Fluoreszenzspektroskopie und insbesondere der
Verwendung in biologischen Fragestellungen sei an dieser Stelle auf dialtigelf”
Literatur verwiesen [108, 109, 110].

Eine immermehr aufkommende Technik ist die Verwendung von Fluoreszenzmi-
kroskopen. Mit diesen ist sogar eine Kombination mit einem Langmuir-Trogjioti.
Dadurch ist es mglich Vorgdnge in oder an der Monoschiahbér Fluoreszenzfarb-
stoffsonden zu beobachten. Hierzu wird das zu untersuchende Lipid mit einem sehr
geringen Anteil (2 - 1 mol%) eines fluoreszenzmarkierten Lipids dotiert. Das Pha-
senverhalten wird hierdurch nicht beeinfluf3t, sodal? im Fluoreszenzmikroskop direkt
das Phasenverhalten des eigentlichen Lipids beobachtet werden kann.

Die verschiedenen Phasenargdé eines Lipidsdinen so ahrend der Aufnahme
einer Isotherme beobachtet werden. In desglganalogen Phase ist das fluoreszenz-
markierte Lipid homogegel 0st. Weitere Kompressionufirt im Koexistenzbereich der
fest- und flissiganalogen Phase zu dunklémseln® (festanaloge Bereiche) in einem
floureszierenden homogenendsiganalogen Bereich. Der Fluoreszensfarbstoff wird
nicht in die kristallinen Bereiche der festanaloge Phase eingebaut und diese erschei-
nen dadurch dunkel. Jahé&r man nun an den voldsidig kristallisierten Bereich tritt,
desto kleiner werden die floureszierenden Bereiche in einer dunklen Matrix aus fest-
analogem Lipid. Besonders interessant und schon fast vostlerischen Wert sind
die dabei auftretenden Bilder der Entmischung [27].

2.2 Strukturierungsmethoden

Die Fahigkeit mikroskopisch kleine Strukturen erzeugen aar€n ist @i viele mo-
derne Anwendungen von zentraler Bedeutung. Viele neue Systeme konnten durch die
Realisierung von Mikrosystemen bzw. die Verkleinerung bestehender Strukturen ent-
wickelt werden. Es seinen an dieser Stelle die Mikroreaktoren, die Mikroanalyse, die
Mikrooptik und die Mikrosensoren exemplarisch genannt.

Die technich bedeutenste Strukturierungsmethode stellt die Photolithographie so-
wie deren Ablkimmlinge dar [46]. In den letzten Jahren hatWESIDES die Methode
der Softlithographie wesentlich vorangebracht [111]. Grundlage dieses Prozesses stellt
das Mikro-Kontakt-Stempeln (micro contact printing;P) dar, welches im folgenden
Kapitel mit seinen Varianten beschrieben werden soll.

2.2.1 Micro Contact Printing

Im Rahmen dieser Arbeit sind zwei wesentliche Methoden,d&B verwendet wor-
den. Zum einen das Stempeln einer hydrophoben Maske und zum andern das Stem-
peln einer hydrophilen Maske mit anschliel3ender Generierung vonaf@witfurch
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Entnetzungspdriomene. Beide sollen hier, trotz gewisser Gemeinsamkeiten, getrennt
dargestellt werden.

Stempeln hydrophober Strukturen.

Wie bereits angesprochen hatNVESIDES eine elegante Route zur lateralen He-
terogenisierung von Obeaithen durch:CP beschrieben [46, 111]. Hierzu werden
flexible Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) Stempel als Replika von einer Silicium Mas-
ke gegossen [112]. Diese Methode gestattet strukturelie Zon einigen Mikrometer
bis zu einigen Nanometern von einem Master auf den PDMS-Stempel zu transferieren
[113].

Die gefertigten Stempel werden nun mit einer chemischen Substanz, die zur Ober-
flachenmodifizierung geeignet ist, alkarbe" bestrichen. Geeignete Substanten wur-
den bereits in Kapitel 1.4 vorgestellt. Der beschichtete Stempel wird nun auf das Sub-
strat gesetzt bzw. gedckt. Dabei wird an den Kontaktstellen djEarbe” ubertragen
und der Teager entsprechend modifiziert. Die gesamte Prozedur ist in Abbildung 11
dargestellt.
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Abbildung 11: Prozedur des Mikro-Kontakt-Sempelns. a) PDMS Stempel Replika b) bestrei-
chen c) Ubertragen.

Stempeln hydrophiler Strukturen.

Zur Erzeugung hydrophiler Strukturen ergeben sich zwei prinzipietgiMrikei-
ten. Erstens lassen sich, entsprechend der im obigen Abschnitt beschriebenen Methode
des hydrohphoben Stempels, hydrophobe Mdlekiiit einer hydrophilen Kopfgrup-
pe stempeln [114]. Zweitenalkt sich der PDMS Stempel im Plasma hydrohpilisieren
und es steht dann die dglichkeit des Stempelns hydrophiler Substanzen frei.
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Eine Zwischerdsung der beiden oben beschreibenen Varianten idtHasragen
von Wasser-bsungstropfen auf einem hydrophoben PDMS-Stempel. Hierbei wird ei-
ne in Wasser gete Substanz als makroskopischer Tropfen auf die Stemgtedfige-
setzt. Ein leichtes Wegblasen des Tropfens resultiert in mikroskopischen Tropfen auf
den Strukturen des PDMS-Stempels. Diesarken dann wieder auf ein Substrat ge-
stempelt werden. Zusammenfal3end ist dies in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Mikro-Kontakt-Sempeln von walkrigen Losungen.

2.2.2 EntnetzungspBnomene

Die Perfektion von diinen und ultragrinen Filmen, die durch Aufschleudern oder
Dippen hergestellt werdenahgt stark von dem Be- und Entnetzungsverhalten der
Losung auf dem Substrat ab. Insbesondere, @ipdrétion von ultragtinen Filmen ist
sehr sensitiv auf das Entnetzungsverhalten [115].

Nutzt man jedoch die durch das beschriebene Verfahren des Mikro-Kontakt-Stempelns
hydrophil/hydrophob strukturiertendgér zur Entnetzung vorudinen Polymerfilmen,
so laRt sich das Entnetzungsverhalten kontrollieren [116].

Hierzu wird ein entsprechend hydrophil/hydrophob gestempeltegelrkurz in
eine Polymerdsung getaucht und durch das Verdampfen desubhgsmittels die Po-
lymerfilmbildierung initiert. Ein hydrophobes Polymer, z.B. Polystyrol, benetzt die
hydrophilen Stellen des @gers ungern und ein Ennetzen wird bevorzugt auf diesen
Stellen beobachtet. Entsprechend werden die hydrophoben Stellen benetzt [117, 118].
Schematisch ist dies in Abbildung 13 zusammenfassend dargestellt. &@mngidh
in einer einfachen Methode eine dreidimensionale Strukturierung erzielen. Mikrosko-
pisch kleine Kavisiten sind das Ergebnis.
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3 Aufgabenstellung

Wo man am meisten drauf erpicht,
grad das bekommt man meistens
nicht.

WILHELM BUSCH

Im Hinblick auf die zukinftige Herstellung von Biosensoren mittels inkorporierter
Enzyme in oberfichenfixierten Lipiddoppelschichten sollen in dieser Arbeit Grundla-
gen zum Aufbau von polymerunteustén Lipidmembranen auf Obexflhien erarbeitet
werden. Dazu sind zum einen hydrophile Polymere zu synthetisieren und zum anderen
diese auf ihre Eignung zum Aufbau von polymerunt@=en Lipidmembranen auf
Oberfichen zu untersuchen.

Ziel der synthetischen Arbeit ist die Entwicklung von Methoden zur Darstellung
hydrophiler Polymere deren notwendige Funktio@diti in einer definierten Struktur
eingebaut sind. Idealerweise sollep-funktionalisierte Polymere dargestellt werden.

In einer solchen Struktur sollte die-Funktionali&t eine lipophile Gruppe darstellen.
Diese sollte durch eine hydrophile Polymerkette von ddfunktionalitit getrennt

sein. Diew-Funktionalifit sollte ein Oberflichenanker sein, der eine Adsorption auf
einer Oberfiche ermglicht. Zu diesem Zweck sind geeignete lebende Polymerisa-
tionsmethoden zu testen, die es egiichen solche hochfunktionalisierten Polymere
aufzubauen. Zum Vergleich sollen Polymersysteme undefinierterer Struktur, d.h. stati-
stische Polymere synthetisiert werden.

Die dargestellten Polymere gilt es zu untersuchen. Sowohl ihr Verhaltessimig;,
als auch an Obedthen, spielt eine elementare Rolle. Im speziellen soll das amphi-
phile Verhalten der synthetisierten Polymere charakterisiert werden. Aber auch die
Hydrophilie der Polymere inasung und an der Obeafthe soll studiert werden. Letz-
lich ist auch deren Adsorption auf Obaxthien und die damit verbundene Filmbildung
von besonderem Interesse.

Letzendlich soll untersucht werden, in wie weit diese Polymerfilme zum Aufbau
von polymeruntersttzten Lipidmembranen verwendet werdemnkén. Hierzu sollen
Versuche mit Vesikeln durchgafirt werden. Ziel ist es durch Vesikelfusion auf mit
diinnen Polymerfilmen versehenen Olasfién, substratgesre Lipidmembranen zu
erhalten.
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Man muf etwas Neues machen, um
etwas Neues zu sehen.
LICHTENBERG

4.1 Konzepte

Im Rahmen dieser Arbeit sollen verschiedene Wege beschritten werden, um polymer-
unterstitze Lipidmembranen auf Obeafihen, insbesondere Goldobactién, realisie-

ren zu lonnen. kit diese Aufgabe sind einige Grundbedingungen an die zu verwen-
denden Polymere zu stellen. Zum einen sollen sie dazu dienen die Lipiddoppelschicht
von der rigiden Substratobeaafihe zu entkoppeln, damit potentiell inkorporierte Trans-
membranenzyme nicht der Denaturierung erliegen, sobald sie in Kontakt mit der Ober-
flache kommen. Zum weiteren sollen sie auchrdighe Oberféiche etwas abpuffern

und so eine ideale, flache Gremadte tir die Lipidmembranen bieten, siehe Abbil-
dung 14.

Abbildung 14: Schematische Darstellung einer polymeruntersiitzen Lipidmembranen auf ei-
ner Oberflache.

Neben diesen allgemeinen Bedingungeumssen die verwendeten Polymere noch
weitere Eigenschaften besitzen. Hier ist erst einmal die prinzipietglidhikeit das
Polymer auf dem entsprechenden Substrat zu fixieren, entweder per Chemisorption
oder Physisorption, zu nennen. Atdich sollte das Polymer lipophile Gruppen ent-
halten, die als Ankerut die Lipiddoppelschicht fungieren und diese aufgrund des hy-
drophoben Effektes versuchen an der ObetfE zu halten. Trotzdem sollte der Grol3-
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teil des Polymeren aus einem hydrophilen, in Wasser quellbarem Polymerteil beste-
hen, welches idealerweise auch basische Gruppealeridieinn es hat sich analog den
Lipoproteinen gezeigt, daf? sowohl lipophile Gruppen als auch basische Gruppen ei-
ne Attraktivitit auf eine Lipiddoppelschicht autsén [119]. Es sollen daher die hier
verwendeten Polymersysteme analog Lipopolymere genannt werden. Die hydrophobe
Gruppe soll also dazu dienen hydrophobe Wechselwirkungen mit der Lipidmembran
einzugehen und direkt in die Lipiddoppelschicht zu penetrieren [57]. Die Anbindung
der basischen Gruppen an die Membran ist dahingegen rein elektrostatischer Natur,
und erfolgt durch Bindung an die Kopfgruppen negativ geladener Phospholipide.

Zur Fixierung der Polymere auf Substratobecfién sollen zwei prinzipielle Wege
beschritten werden: die Chemisorption und die Physisorption. Jedoch soll die Synthese
SO ausgerichtet sein, dal3 mit einem passenden Anker jede &iherthéschichtet wer-
den kann. Um die in Kapitel 2 beschriebene Analytik zur Untersuchung der Systeme
heranziehen zuddinen, wird in dieser Arbeit ausschlie3lich Gold als Substratober-
flache verwendet.

Nach WLMAN binden Sulfide und Disulfide fest auf Goldobadtien [88]. Beide
Gruppen chemisorbieren in einer eindeutigen Reaktion schnell auf Golduatbenf.”
Diese Eigenschaft wird seit einigen Jahren intensiv zur Bildung von self-assembled
monolayers (SAMs) ausgenutzt [120]. Hierdurch lassen sich Goldabkéii' mit den
unterschiedlichsten funktionellen Gruppen belegen undisddz.B. der Einsatz von
thiolmodifizierten Kronenether sogar zu Metall-lonen Sensoren [121].

Eine alternative Methode Polymere an Olsfién zu binden beruht auf der Phy-
sisorption von Polyelektrolyten, zu dereRHER viele grundlegende Untersuchun-
gen durchdéihrte [43]. Notwendige Voraussetzung ist hier eine geladene @bkel”

Um auch hier die angesprochene Analytik dutdirEn zu lkhnen, werden Goldober-
flachen entweder mit Mercaptoethansulfung belegt um eine negativ geladene Ober-
flache zu erhalten oder zurdpdration einer postiv geladenen Olsrfié mit Cystea-
min Hydrochlorid belegt. Auf diesendkinen dann Polyelektrolyte aus4ting abge-
schieden werden.

Als Lipidanker finden, je nach Polymersystem entwedeuntiatie Lipide oder
Mono- oder Dialkylgruppen Verwendung. Von allen Gruppen ist bekannt, daf3 sie in
Lipidmembranen penetrieren [122, 123, 126, 85].

Als letztes liegt nun die chemische Wahl des hydrophilen Polymckgrats an.
Haufig Verwendung finden in der Literatur funktionalisierte Polyacrylate (siehe Ref.
[85]). Ahnliche Verbindungen stellen funktionalisierte Polyacrylamide dar. Der Amid-
stickstoff bietet sogar eine gi8ére Vielfalt zur Funktionalisierung. Daher sollen diese
Verbindungen intensiver in dieser Arbeit untersucht werden. In der Literatur finden
auch laufig Polyethylenimin und Derivate von diesem als Polymersubstrat Verwen-
dung [123, 124, 125]. Diese Verbindungsklasse ist relativ gut untersucht. Jedoch wird
die Suche nach neuen hydrophilen Polymeren eher wenig vorangetrieben. Daher soll
in dieser Arbeit auch der Einsatz von Polyvinylalkoholderivaten als eine neue Klasse
von Lipopolymeren untersucht werden, denn Polyvinylalkohol ist ein sehr hydrophiles
Polymer.



4.1 Konzepte 31

Zwei synthetische Konzepte zur Darstellung von Lipopolymeren sollen verfolgt
werden. Dargestellt sind diese schematisch in Abbildung 15.

] Hm%

Statistische Poly rrere Endfunktionali sierte Poly nere

Abbildung 15: Synthetische Konzepte zur Darstellung von Lipopolymeren. Bei den statisti-
schen Lipopolymeren sind die Funktionalitaten statistisch Uber das Polymer verteilt, es handelt
sich also um statistische Copolymere. Bei den endfunktionalisierten Lipopolymeren handelt es
sich um «,w-funktionalisierte Polymeren, die an einem Ende einen Lipidanker und amanderen
Ende einen Oberflachenanker tragen.

Zum einen sollen statistische Lipopolymere synthetisiert werden. Diese statisti-
schen Copolymere bestehen aus einem hydrophilen Polyokgmat, an welches, sta-
tistisch verteilt, die unterschiedlichen Funktionaiié@n (Lipidanker, Obeidichenanker)
gebunden sind. Wege zu solchen Systemen lassen sich entietlieadikalische Co-
polymerisation odeuber polymeranaloge Umsetzungen verfolgen. Insbesondere die
polymeranalogen Umsetzungen bieten hier ein grof3es Potential, delomsenkdus
einem gemeinsamen &pyélymeren verschiedene Lipopolymere dargestellt werden.
Hierdurch ist gewhrleistet, dald diese Polymere alle den gleichen Polymerisations-
grad und die gleiche Polydispemithesitzen. Somitdinen diese Einfisse auf das
Oberféichenverhalten dieser Polymere ausgeschlossen werden.

Zum anderen sollen definierte endfunktionalisierte Polymere synthetisiert werden
(siehe Abbildung 15, rechte Seite). Es handelt sich hierbenusfunktionalisierte
Polymere, bei denen ein Ende der Lipidanker darstellt und das andere Ende der Ober-
flachenanker. Die einzige Variationeglichkeit ist hierbei der Polymerisationsgrad.
Dieser bestimmt gleichzeitig auch das Einbauaérhs von Ankern zu Polymeunck-
grat. Hier sind Polymere mit niedrigen Polymerisationsgraden von besonderem Inter-
esse.

Beide Systeme haben ihre Vor- und Nachteile. Statistische Polymere besitzen den
Vorteil der einfacheren synthetischen Zugjlichkeit. Endfunktionalisierte Polymere
sind hier wesentlich schwieriger zaigglich, bieten jedoch den grof3en Vorteil der de-
finierteren Struktur. Da sich die Engruppen von Polymeren bevorzugt an den Grenz-
flachen aufhalten [127], sollten diese Systeme eine ideale Struktda$ Problem der
polymeruntersiztzen Lipiddoppelschichten auf Obaxdhien aufweisen.
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Fur den Aufbau von polymeruntetstizen Lipiddoppelschichten auf Obedhen
sollen die Polymere unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Es soll daher versucht
werden die Eigenschaften der Polymere durch den Einbau bestimmter chemischer
Gruppen erzielen zuddinen, aber auch gleichzeitig variieren mmkén. Um hydrophi-
le Polymere zu erhalten, sollen Poly(acrylamide) synthetisiert werden. Eine Variation
der Hydrophilie soll durch zwei unterschiedliche Wege erreicht werden. Zum einen
sollen Poly(N-isopropylacrylamide) synthetisiert werden, da diese ein@ud{kol-
laps bei erbhter Temperatur aufweisen. Der &mglkollaps beruht auf detbergang
einer hydrophilen Phase in eine hydrophobere Phase und gestattet es somit die Hydro-
philie der Polymere temperaturadoigig zuandern. Zum anderen sollen Copolymere
mit ionischen oder protonierbaren Gruppen, z.B. aeeti’Aminen, dargestellt werden.
Diese weisen mehrere Vorteile auf: Sie amedérn die Hydrophilie der Polymere, sie
gehen eine Wechselwirkung mit Lipidmembranen ein und sie bieten dgdidhkeit
der Physisorption auf entgegengesetzt geladenen @bleeh. Schliel3lich sollen auch
verschiedene Lipidanaloga in die Polymere eingebaut werden. Sie bieten nicht nur ei-
ne Wechselwirkung mit Lipidmembranen, sondern dienen auch als Ankergruppen f*
die Lipidmembran. Durch den Einbau von Fluoreszenzgruppen in die Lipidanaloga,
sind diese sogar zur Detektion verwendbar.

4.2 Monomersynthesen

Da viele der Polymersynthesen, egal ob statistisch oder endfunktionalisiert, auf den
selben Monomeren basieren, sollen hier zuerst die Synthesen dieser Monomere be-
schrieben werden. Hinzu kommt die Synthese des Glodrdiiankers.

Fur die polymeranalogen Umsetzungen und insbesondedefi Einbau des Ober-
flachenankers werden Reaktivesterpolymere bzw. deren Monomere verwendet. Zwei

verschiedene Reaktivmonomere sind hierzu synthetisiert worden. Eines auf N-Hydroxysuccinim

(M1) und eines auf Benzotriazolamidev?) basierend.
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Abbildung 16: Synthese von N-Acryloxysuccinimid M1.
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N-Acryloxysuccinimid M1 wurde dafir in einer einfachen Veresterung aus N-
Hydroxysuccinimid (NHS) und Acryksire, wie in Abbildung 16 gezeigt, dargestellt.

Es wurde die Veresterung unter Verwendung von N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
durchgetihrt [128, 129, 130]. Als problematisch stellte sich die valtgtige Abtren-

nung des entstehenden Harnstoffes (1,4-Dioxasdin() heraus. Deshalb wurde eben-
falls eine Veresterung mit Acrydsirechlorid versucht [131]. Entstehender Chlorwas-
serstoff wurde durch die Hilfsbase Triethylamin (TEA) abgefangen. Der so gebunde-
ne Chlorwasserstoff, sowie nicht umgesetztes Aawischlorid wurden durch Aus-
chtitteln gegen Wasser entfernt. In beidexll&i der Veresterung wurde das entstande-
ne N-Acryloxysuccinimidvil durch Umkristallisation aus n-Heptan gereinigt. Dieser
Schritt erwies sich ebenfalls als problematisch, da das Monomer schon sehr schnell in
heilRem

n-Heptan polymerisiert. Schnelles Arbeiten brachte hier einigermal3en Erfolg, mit 35%
Ausbeute. Eine Reinigung durch Chromatographie brachte keinen Erfolg, da das Mo-
nomer nich eluierte. Es liegt daher die Vermutung nahe, daf? das Monomer auf der Kie-
selgelsiule hydrolisiert. Ebenso wurde nach der voRMESIDES [132] beschriebene
Methode des langsamen Auskristallisieren aus einer n-Hexan/Ethylacetat/Chloroform
Mischung kein reines Produkt erhalten.

Um das Problem der bescheidenen Ausbeute zu beheben wurde ein weiteres Akti-
vestermonomer synthetisiert. Die Benzotriazolamidgruppe bietet ebenso wie der NHS-
Ester eine gute Reaktiat gegenber Aminen. Die Reaktivatt der Benzotriazolamid-
gruppe ist vergleichbar mit der des NHS-Esters [133]. Es wurde daher N-Acrylbenzotriazolamid
M2 aus Acrylsiurechlorid und 1-H-Benzotriazol in einer zwei Phasenreaktion aus
walriger NaOH und Chloroform dargestellt; siehe Abbildung 17. Das Monder
wurde anschliel3end durcha@énchromatographie gereinigt. Hierdurch konnte das
Monomer in reiner Form erhalten werden, jedoch nur in bescheidenen 15% Ausbeute.
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Abbildung 17: Synthese von N-Benzotriazolacrylamid M2.

Einige Acrlyamidderivate [134M3-M7 wurden synthetisiert, um gger die Hy-
drophilie des Polymeuckgrates variieren zudkinen. Diese sind in Abbildung 18 zu-
sammengestellt.
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Abbildung 18: Zusamenstellung der synthetisierten Monomere.
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Acyrlamid M3 selbst wurde kommerziell erworben und wurde zur Reinigung aus
Chloroform umkristallisiert [135]. Man egit'dabei reines Acrylamid in grol3en farb-
loses Schuppen. Die wohalschlicherweise beschriebene Methode des Umkristalli-
sieren aus Aceton konnte nicht nachvollzogen werden [136], da @s&chkeit von
Acrylamid in Aceton bei 63.1 g/100 mL (T=3Q) liegt [134].

N-IsopropylacrylamidM4 wurde aus N-Isopropylamin und Acrgsiechlorid, wie
in Abbildung 19 dargestellt, synthetisiert und anschlie3end chromatographisch gerei-
nigt, wodurch das Monomevi4 in 79 % Ausbeute erhalten wird. Alternat&fit sich
alteres N-Isopropylacrylamidvi4 aus einem n-Hexan/Benzol Gemisch umkristallisie-

ren.
/YO /YO
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Abbildung 19: Synthese von N-Isopropylacrylamid M4,

N-(3-(Dimethylamino)-propyl)-acrylamid15 wurde kommerziell erworben und
lediglich durch eine Vakuumdestillatiarbér einen Kolonne gereinigt.

N,N-DiethylacrylamidM6 wurde in einer Aminolyse von Acry&irechlorid mit
N,N-Diethylamin dargestellt. Eine anschliel3ende Vakuumdestillation zur Reinigung
fuhrte in 72 % Ausbuete zum Produkt.

N,N-DimethylacrylamidM7 wurde ebenso kommerziell erworben und durch Va-
kuumdestillatioruber eine Kolonne gereinigt.

Als Oberfichenanker wird das Disulfid Cysteaminmethyldisulficerwendet. Da
diesesuber eine polymeranaloge Reaktion eines der Aktivester-Gruppen eimgef”
werden soll, bietet sich Cysteamin an. Jedoch ist, um eine eindeutige Umsetzung zu
gewahrleisten, das Thiol als Disulfid, wie in Abbildung 20 dargestellt, zwtETi.

Dazu wird ausgehend von Cysteamin mit Methylmethanthiosulfonat in Methanol um-
gesetzt [137], analog zu der Reaktion von Bunte Salzen mit Sulfiden [138]. Zur Auf-
arbeitung reicht ein Aussaitéln der eingeengten und in Chloroform aufgenommen
organischen Phase gegemfvige NaOH aus. Hochreines Proddkkann in 60 %
Ausbeute durch eine chromatographische Reinigung erhalten werden, jedoch ist das
Produktl nach dem Ausscliteln NMR rein.

Ausgehend von Cysteaminmethyldisulfidvurde das entsprechende Acrylamid
M8, wie in Abbildung 21 gezeigt, in einer Stufe aus Acgusé dargestellt. Dazu wur-
de eine losung aus Acrylstire in Chloroform mit Stickstoff gesjtund dann mit einer
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Abbildung 20: Synthese von Cysteaminmethyldisulfid 1.

aquimolaren Menge Carbonyldiimidazol versetzt. Nach beendetgrED@vicklung
wurde das Aminl, in Chloroform gebst, unter Eiskhlung zugetropft. Aufgereinigt
wurde durch Aussaltteln gegen Wasser.
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Abbildung 21: Synthese des Disulfidmonomers M8.

Abschiel3end wurde noch ein ionisches Monomer ausgehend von N-(3-(dimethyl-
amino)-propyl)-acrylamid5 synthetisiert. Dieses wurde in kaltem THF gt 'und
langsam mit Methyliodid versetzt. Der sich abscheidende Neiderschlag wurde abge-
saugt und mit kaltem THF nachgewaschen. Es wurden in 92 % Ausbeute das Monomer
M9 in reiner Form erhalten.

4.3 Initiatorsynthesen

Die Idee endfunktionalisierte Lipopolymere darzustellen wurde bereits vinN\W/

und KITANO verfolgt [139, 140]. Jedoch beruhen deren Arbeiten auf der Polymerisa-
tion von Monomeren mit amphphilen Initiatoren auf der Basis von AIBN-Derivaten.
Dies flihrt zwar zua-funktionalisierten Polymeren, jedoch schliel3t diese Synthese-
route die Eintihrung eines weiteren Blocks zur Obedtenfixierung aus. Gleiches
gilt fur die von WINNIK gezeigte Methode mit einem funktionalem Kettentransfer-
reagenz [141]. Auch hier ist nur ein Ende der Polymerkette mit einer funktionellen
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Gruppe modifizierbar.
Fur eine wesentlich erfolgreichere Synthese bietet sich die Atomtransfer Radikal
Polymerisation (ATRP) an. Diese neue Polymerisationsart wird in Kapitel 4.4.1 detai-
liert besprochen. Es soll lediglich daruf hingewiesen werden, dal’ bei dieser Polymeri-
sation eim-Brompropionsurederivat als Initiator zum Einsatz kommt. Daher wurden
einige neue Initiatoren synthetisiert, welcheatgy die Polymerisation initieren sol-
len. Diese Polymerisationsmethode bietet auch dogl\dhkeit Biocke darzustellen,
so daf3 einev-w Funktionalisierung eines Polymereroglich sein sollte.
Alle synthetisierten Initiatoren basieren auf der gleichen Grundstruktur des 2-Brompropionamid
wie in Abbildung 22 dargestellt.

Br

N
R R

Abbildung 22: 2-Brompropionsaureamid: Grundstruktur der Initiatoren fur die ATRP.

Zur Darstellung der Initiatoren wurden verschiedene preroder sekuradé Ami-
ne eingesetzt. Die priarén Alkylamine sind alle kommerziell ealtlich, daher wurden
lediglich die sekundien Amine synthetisiert. Dazu wurde im ersten Schritt eine Al-
kylcarbonsiure mit N,N’-Carbonyldiimidazol (CDI) in das entsprechende Imidazolid
umgesetzt. Diese Zwischenstufe wird direkt im Anschluld — nach beendeteEQ©O
wicklung — mit einem primaren Alkylamin zur Reaktion gebracht [142, 143], wodurch
die entsprechenden Amid3,4entstehen. So wurden die entsprechenden Amide mit
14, 16 und 18 Kohlenstoffatomen in guten Ausbeuten synthetisiert, wie in Abbildung
23 gezeigt. Die Produkte fielen teilweise direkt rein bei der Reaktion an, oder sie wur-
den aus Ethanol umkristallisiert. Die Ausbeuten nahmen mit zunehmender Kagenl”
von 79 % auf 55 % ab.

Ganz analog wurde das Amidaus Pyrenbutteasire und Tetradecylamirbér die
Imidazolid-Route hergestellt. Dargestellt ist dies in Abbildung 24. Es wurde dabei -
lich der Syntheseroute voniRsSDORF vorgegangen [144]. Das Rohprodukte wurde
hier jedoch chromatographisch aufgereinigt, mit einer Ausbeute von 42 %, bevor es in
der reichsten Stufe reduziert wurde.

Die so dargestellten Amide wurden alle in einer Reduktion mit Lithiumalumini-
umhydrid reduziert [145, 146], wie der Abbildung 25 entnommen werden kann. Die
entstehende sekuadén Amine6,7,8wurden wiederum aus Ethanol umkristallisiert.
Das Amin6 konnte hierbei in 98 % Ausbeute erhalten werden, die beiden anderen
Amine 7,8 nur in 37 % bzw. 38 % Ausbeute. Das N-Tetradecl-4-pyrenylbutan@min
wurde erneut chromatographisch aufgereinigt und in 56 % Ausbeute erhalten.
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Abbildung 23: Synthese der Dialkylamide 2-4 [143].
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Abbildung 24: Synthese des Pyrenamids 5.
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Abbildung 25: Synthese der sekundaren Dialkylamine 6-9.
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Alle so zuginglichen Amine wurden entweder direkt oder indirekt zum 2-Brompropionamid

umgesetzt. In der direkten Synthese werden die entsprechenden Amine direkt mit 2-
Brompropiongiurebromid in losung unter Verwendung der Hilfsbase Triethylamin
umgesetzt. Man kann auf diesem Wege die InitiatddeiB, wie in Abbildung 26
zusammengefalt, erhalten.

12,13, 14

Br
n 8 n
Br

1516,17 n

H{
OH
| ° 7
N _ — 0
(@] (@) N
Br N
|8
(@)

Abbildung 26: Direkte Synthese der Initiatoren 11-18 durch Umsetzung der Amine mit 2-
Brompropionsaurebromid.

Zur Aufreinigung wurde N-Isopropyl-2-brom-propionaniid aus n-Heptan um-
kristallisiert. Man erhielt in guten Ausbeuten (53%) weil3e lange Nadeln.

Die N-Alkyl-2-brom-propionamidé2,13,14 wurden mit einem kleinetberschuf
an Siurebromid umgesetzt, wodurch die anschlieRend Reinigung durch Umkristallisa-
tion aus Ethanol erleichtert wurde. Die Ausbeute lag bei allen um 50 %.

Entsprechend wurden die N,N-Dialkyl-2-brom-propionamj#s,17 synthetisiert.
Es wurde jedoch ein Chloroform/Dioxan Gemisch atsurigsmittel verwendet, wel-
ches gelinde erarimt wurde. Durch Abuhlen der losung fielen die Produkte rein an.

Um die empfindlicheren Amine 1-Aminomethylpyren, N-Tetradecyl-4-pyrenylbutan-
amin9 und DMPE in die entsprechenden Initiatorsystemeilarfihren, wurde ein
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Abbildung 27: Indirekte Synthese der Initiatoren 19-112.

NHS-Reaktivester der 2-Brom-Propi@sé als handhabbare Zwischenstufe syntheti-
siert, siehe Abbildung 26. Hierzu wurde NHS direkt mit 2-Brompropeamsbromid
umgesetzt. Das Produl@ konnte anschlie3end durch einfaches Umkristallisieren aus
n-Hexan in 28 % erhalten werden.

Wie in Abbildung 27 dargestellt, wird der Aktivesterinitiati® mit den entspre-
chenden Aminen umgesetzt.

Fur die Darstellung des N-(Pyrenylmethyl)-2-brom-propionami@esvurde das
1-Aminomethylpyren als Hydrochlorid eingesetzt. Deshalb wurde als Coreagenz Trie-
thylamin der Reaktion zugesetzt, um das Amin in seine freie Forrabariihren,
welche dann mit dem Aktivester zum ProduRt abreagieren kann. Die Reinigung
erfolgte durch &ulenchromatographie und ergab eine gute Ausbeute von 75 %.
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Da das N-Tetradecyl-4-pyrenylbutanarfibereits in der unprotonierten Form vor-
lag, wurde entsprechend ohne Zusatz an Triethylamin umgesetzt. Auch hier wurde das
Produktl10 durch Chromatographie gereinigt und in quantitativer Ausbeute erhalten.

Als vorletzten Initiator wurde der Versuch unternommen dasrfiahie Lipid DM-

PE umzusetzen. Es wurden analog den beiden oben beschrieben Aminen verfahren.
Die Reinigung erfolgte auch hier durcla@é&nchromatographie. Man athin 34 %
Ausbeute den Initiatarl 1.

Letzlich wurde noch ein Obedtheninitiatod12 synthetisiert. Hierzu wurde Cy-
steaminmethyldisulfid mit dem Aktivesterinitiatot8 in Chloroform umgesetzt. Der
entstehende Initiatoll2 wurde anschlieRend durch Chromatographie gereinigt und
wurde so in einer Ausbeute von 90 % erhalten.

4.4 Endfunktionalisierte Lipopolymere

Um nuna-w-endfunktionalisierte Lipolymere zu synthetisieren bestehen zwei prinzi-
pielle Moglichkeiten. Einmaldf3t sich das Polymer vom Lipidanker her aufbauen und
am Ende der Polymerisation kann dann der Obehfénanker angebracht werden. Es
bietet sich aber auch an, das Polymer vom Obenihanker beginnend aufzubauen
und am Ende der Polymerisation den Lipidanker anzubringen. Bemwiglidhkeiten
sind einmal in Abbildung 28 schematisiert.

a) ~
/\O /\/Q

Tiwe o ZIRRAPAR, T MG,

b)
2 ) 2

s R, R

% % %

Abbildung 28: Synthese von «-w-endfunktionalisierte Lipolymeren: a) beginnend vom Lipi-
danker, b) beginnend von der Oberflache.
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Da als Ober@ichenanker auf Gold eine Disulfidgruppe Verwendung finaddt |~
sich eine Polymerisation indsung nicht mehr durcbfiren, da hier eine Kettebért-
ragung im Laufe der Polymerisation eintreteonkte. Daher muss in dieser Route
zuerst der Oberdichenanker an der Obexthie fixiert werden. Erst dann kann eine
Polymerisation von der Obeaithe weg initiiert werden.

Beide Moglichkeiten haben ihre Vor- und Nachteile. So ist exgfich bei der Po-
lymerisation von der Obedthe weg, eine hohe Obexthienbelegung mit Polymer zu
erreichen. Es besteht hier auch die prinzipiellegiichkeit die Filmdickeuber den
Polymerisationsgrad zu kontrollieren. Und mit deodfichkeiten der Strukturierung
hat man sogar die Chance auf einfachem Wege zu strukturierten &heril zu ge-
langen. Jedoch erweist es sich als Nachteil dieser Methode, dal? die Synthese lediglich
im Nanogramm-Bereich durchgéfit werden kann. Somit ist eine veimtige Poly-
mercharakterisierung mit dermlichen Standarduntersuchungen sehr schwierig, wenn
nicht gar unnoglich.

Im Gegenteil dazu bietet die Polymerisation vom Lipidanker weg diglMlikeit
Polymere im Milligramm- bis Gramm-Bereich zu synthetisieren. Dadurch ist eine gute
Polymercharakterisierungaglich. Da jedoch satér die Polymere durch einen Selbst-
Organisations-Prozess auf der Olmsfié abgeschieden werden, ist damit auch die
Oberfiichenbelegung nur sehr eingesatkt kontrollierbar und wesentlich weniger
dicht belegt.

Es soll hier jedoch erst einmal der Schwerpunkt der Synthese auf die Polymeri-
sation vom Lipidanker beginnend (Abbildung 28a) gesetzt werden, um die Polymeri-
sationsbedingungen mit Acrylamiden zu untersuchen und zu optimieren. Erst danach
kann die Polymerisation von der Obadhe weg vemriftig angegangen werden.

4.4.1 Polymerisationsbedingungen

Um endfunktionalisierte Polymere bzw. Blockcopolymere darstellenanné&i be-

darf es einer lebenden oder kontrollierten Polymerisation. D.h. es soll eine schnelle
Initiierung erfolgen, die eine konstante Konzentration an wachsenden Polymerketten
bereit stellt. Bedient man sich der kontrollierten radikalischen Polymerisation, so ist
auch Sorge daf”"zu tragen, dal3 eine gleichbleibende Radikalkonzentration besteht.
Dies wird am besten durch ein Gleichgewicht zwischen esddiafenden und aktiven
Spezies erreicht. &t man nun die Konzentration an aktiven Spezies bzw. wachsenden
Radikalen vehrend der Polymerisation gegend klein, so werden der Terminierungs-
schritt und dieUbertragungsreaktionen der Polymerisation weitgehend uniekdr”
[148].

Die Atom Transfer Radikal Polymerisation (ATRP) [149, 150] ist ein radikalischer
Prozess, der die oben genannten BedingungetiteEin ATRP System besteht aus ei-
nem Initiator, einem Metallhalogenid, welches mit einem geeigneten Ligandensystem
komplexiert ist und naflich einem Monomer. Voraussetzung ist, daf3 das Metalli-
on zwei stabile Oxidationsstufen einnehmen kann. Datg Bedeutung fanden bis
dahin Kupfer-basierende ATRP Systeme. Aber auch Ruthenium-, Nickel- und Eisen-
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Abbildung 29: Mechanismus der Atomtransfer Radikal Polymerisation (ATRP).

Systeme wurden beschrieben. Als komplexierendes Ligandensyst&mgfer(l) fin-
denuberwiegend 2,2’-Bipyridine, 2-Iminopyridine, aliphatische Polyamine und cycli-
sche Oligoamine, wie 1,4,8,11-Tetramethyl-1,4,8,11-tetraaza-cyclotetradekaDy/zm)
Verwendung. Initiatorenut’ die ATRP sind meistens homogene Strukturen der korre-
spondieren Polymerendgruppen, welche aizdth eine aktiviertes Halogenatom tra-
gen. Jedoch sollten das Halogenatom des Inititators und des Metallkomplexes gleich
sein. In der ATRP wurden mittlerweile eine ganze Reihe an Monomeren verwendet. Zu
nennen sind hier Styrole, (Meth)-Acrylate, (Meth)-Acrylamide und Acrylnitril. Jedoch
wachst die Liste der Monomere atidig weiter.
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Der Mechanismus der ATRP [151], dargestellt in Abbildung 29, besteht also aus
einem Initiilerungsschritt und einem Wachstumsschritt, welche phenomenologisch zu-
sammenhigen. Im ersten Schritt, der Initiierung, wird ein Halogenatom zum Me-
tallion transferiert. Durch die homologe Spaltung der Kohlenstoff-Halogen Bindung
(C—X) entsteht ein Radikal am Kohlenstoffatom)RGleichzeitig wird das Metallion
oxidiert (M**!) und es bindet das hierdurch entstehende Halogenidion (Schritt 1). Hier
ist auch ersichtlich, warum nur wenige Metallionen fiie Reaktion in Frage kommen.
Das Metallion muss in zwei Oxidationsstufen stabil vorliegenrien, um das Gleich-
gewicht zu ermglichen. Es ist auch ersichtlich, dal3 das Redoxpoteniriig liegen
MusSs.

Es handelt sich bei dem Initiierungsschritt (Schritt 1) um eine reversible Reaktion,
welche sehr weit auf der linken Seite liegt. D.h. es liegt eine Kohlenstoff-Halogen Bin-
dung vor. Man spricht auch von dsshlafenden Spezie. Ist jedoch einmal das Radikal
(die aktive Spezie) gebildet, hat es alternativ zucRéaktion zuschlafenden Spezie
die Moglichkeit ein Monomeres zu addieren (Schritt 2). Das entstehende Radikalende
der sich bildenden Polymerkette hat nun wieder dmghhkeit durch die Ausbildung
der Kohlenstoff-Halogen Bindung in dgehlafende Spezieuberzugehen (Schritt 3).

Der Wachstumsschritt besteht nun in einer kontinuierlichen Abfolge dieser Pro-
zesse. Sobald eine aktive Spezie gebildet wird, besteht dgidhkeit der weiteren
Monomeraddition (Schritt 4).

4.4.2 ATRP von Acrylamiden

Zu Beginn dieser Arbeit war noch recht weniger die ATRP von Acrylamiden be-
kannt und erst im Laufe der Arbeit wurde einigesudsi bekannt [152, 153]. Daher
waren zuerst die geeigneten Bedingungen der Polymerisation zu untersuchen. Hier-
zu wurde der Modellinitiatoll herangezogen. Als Monomer wurde zuerst reines
AcrylamidM3 eingesetzt. Zur Komplexierung von Cu(l)Br wurde 1,4,8,11-Tetramethyl-
1,4,8,11-tetraaza-cyclotetradecan (K@gclam) ausgewatilt. Andere Ligandensysteme,

wie N,N,N’,N”,N"-Pentamethyldiethylentriamin (PMDETA), die ebenfalls eiraslich-

keit in Wasser aufweisen, wurden ebenfalls versucht, jedoch wig€dtam die be-

ste Verwendbarkeit auf.

o o}
)\ . 1 Cu(l)Br, Mg,Cyclam Br
+ > N
N n
H,0, T=40°C H
H HoN o
P1 HoN o

11 M3

Abbildung 30: ATRP von Acrylamid M3 mir dem Modéllinitiator 11.

Zur Polymerisation (siehe Abbildung 30) wurde der Initiakbrin Wasser vor-
gelegt. Die losung wurde durch Einleiten von Stickstoff entgast. Zu diessuhg
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wurden dann bei T=4@ eine ebenfalls entgaste&ling aus Acrylamid in Wasser
und eine entgastedsung aus Cu(l)Br mit MgCylam in Wasser gegeben. Die verei-
nigen Losungen wurden dann unter Stickstoff gient. Nach 15 Minuten konnte das
entstandene Polymere in Aceton aiéifiverden.

Um einen Eindruck der Polymerisationskinetik zu bekommen, wurde die Polyme-
risation erneut durchgefiit — diesmal in DO — und jede Minute ein NMR-Spektrum
wahrend der Reaktion aufgenommen.

a) b)
Polyrrerisaii on bei T=40°CimMNIMR beobachtet : 18
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Abbildung 31: ATRP von Acrylamid M3 mir dem Modellinitiator 11 in D,O. a) Die NMR-
Foektren wahrend der Reaktion. b) die kinetische Auswertung der Reaktion.

Die in Abbildung 31a) dargestellten NMR-Spektren sind alle gegen déhPeak
beid = 4.6 normiert. Man erkennt wie die Intenattder Peaks der Vinylprotonen bei
0 = 6.2—5.6 im Lauf der Reaktion abnimmt. D.h. es wird Monomeres bei der Reaktion
verbraucht. Dal3 es auch tatsilich in ein Polymer eingebaut wird, erkennt man an
dem stetigen Zuwachs der Peaks bet 2.4 — 2.1 undd = 1.8 — 1.4, welche den
Methin- und Methylenprotonen des Polym@kgrates zugewiesen werdeorkien.

Man erkennt bereits an den NMR-Spektren, dal’ die Polymerisation sehr schnell
von statten geht. Zumindest wesentlich schneller im Vergleich zwbkech beschrie-
benen Polymerisationen (z.B. Polystyrol, ATRR Stunden [147], [154]). Genau
Grinde hiertir sind nicht bekannt, jedoch wird vermutet, dal3 das Wasser einen er-
heblichen Beschleunigungseffekt auf die Polymerisation hat [155]aEakIAl3t sich
dies entweder in einer Stabilisierung des oxidierten Metallions oder durch die besse-
re Solubilisierung der einzelnen aktiven Zentren, so dald das Gleichgewicht dadurch
gesbrt, bzw. auf die Seite der aktiven Spezie verschoben wird.

Wertet man die Spektren aus unddt'den Logarithmus von\/],/[M]; gegen die
Zeit t auf, erldlt man die Kurve aus Abbildung 31b). Hierbei sipd], die Mono-
merkonzentration zur Zeit= 0 und [} ]; die Monomerkonzentration zur ZeitDie
Kurve zeigt ein mehr oder weniger lineares Verhalten. Dieses ist typischrfé kon-
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trollierte Reaktion. D.h. trotz der vermeindlich schnellen Reaktion liegt trotzdem noch
eine gute Kontrolle der Reaktion vor.

Die so erarbeiteten Bedingungen wurden nun auf dogidhkeit Copolymere zu
synthetisieren getestet. Hierzu wurde N-(3-dimethylaminopropyl)-acrylafidals
Comonomeres geatilt, da es eine basische, tare”Amingruppe entdt. Es wurde
wieder der Modellinitiatotl in Wasser verwendet, wie in Abbildung 32a zu sehen ist.
Unter den gleichen Bedingungen konnte ein statistisches Copolymeres erhalten wer-
den. Das entsprechende NMR-Spektrum istin Abbildung 32b gezeigt. Man erkennt di-
rekt den zuatzlichen Peak bei = 3.1, der den Protonen in Nachbarschaft zum Amid-
stickstoff zugeordnet werden kann. Wertet man das Spektrum quantitativ ausakso erh”
man ein Einbauvedltnis der Monomere (Acrylamid:N-(3-Dimethylaminopropyl)-acrylamid)
von 55:45. Dies kommt dem eingesetzten Monomerakmis von 50:50 sehr nahe, so
daR im Rahmen der Mess- und Eiage€genauigkeit auf eingbereinstimmung ge-
schlossen werden kann. Evtl. liegt eine geringe Bevorzugung von AcrylEididor,
die wahrscheinlich in der geringeren Raumbeanspruchung des Monomerandestgr™
liegt.

4.4.3 Synthese der Lipopolymere in bsung

Nach erfolgreicher Polymerisation von Acrylamii3 mit dem Modelinitiatorl1,
stellt sich nun die Frage ob eine Initiierung der Polymerisation von Acrylavt8d
mit den lipophilen Initiatoren2-111 moglich ist. Ist also ein Reaktion, wie in Abbil-
dung 33 gezeigt, wyglich? Das goRRte Problem, welches sich direkt stellt ist die Un-
vertraglichkeit der Reaktionspartner. Der Initiator ist ein sehr hydrophobes Miplek™
welches in Wasser praktisch wslich ist. Das Monomer Acrylamid ist zwar auch in
einigen organischendsungsmittelndslich, jedoch ist das afirend der Polymerisati-
on entstehende Polyacrylamid in den meisten organischsarigsmitteln umslich.

Da eine Rllungspolymerisation nicht als kontrollierte Polymerisation ahbrén ist,
mulf3te ein geeignetekiingsmittel oder aSungsmittelgemisch gesucht werden.

Erste Versuche wurden in einem THF-Wasser Gemisch gemacht. Hierzu wurde
der Initiator in THF vorgelegt und dann das Monomere und Cu(l)Br mit dem Ligand
Me,Cyclam in einem THF-Wasser Gemisch zugegeben, so dal3 am Ende der Zugabe,
der Wasseranteuberwiegt. Wichtig war die Kontrolle der Zugabe deyduingen. Die
Monomerbsung durfte nicht zu schnell zugegeben werden, denn ansonsten fiel der
Initiator aus. Eine zu langsame Zugaberst den Ablauf der kontrollierten Polymeri-
sation. In Abbildung 34 ist ein NMR des in Aceton g#fén Produktes einer solchen
Reaktion gezeigt. Man erkennt, daf? sichdatdich Polymer \&hrend der Polymerisa-
tion gebildet hat. Die Methin- und Methylenprotonensignale sind beR.4—2.1 ppm
und beid = 1.8 — 1.4 ppm zu erkennen. Deutlich erkennt man auch im Methinsignal
einen scharfenberlagerten Peak b&i= 2.18 ppm. Dieser stammt von Aceton, da die
Probe nicht ausreichend genug getrocknet wurdeaizlish erkennt man einen Peak
beié = 1.25 ppm. Dieser ist der Alkylendgruppe des Initiators zuzuordnen. D.h. es ist
auch tatachlich Initiator in das Polymere eingebaut worden. Integriert man jedoch die
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Abbildung 32: a) Copolymerisation von Acrylamid M3 mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-
acrylamid M5 mit dem Modellinitiator |1. b) Das NMR-Spektrum des erhaltenen Polymeren.
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Abbildung 33: Polymerisation von Acrylamid M3 mit dem lipophilen Initiator |2.
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Abbildung 34: NMR des Polymeren aus Acrylamid M3 mit demlipophilen Initiator 12 in einem

THF/Wasser-Gemisch.
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Signale, so erd@t man einen Polymerisationsgrad von® 600. Dieser ist wesentlich
grolRer als das eingesetzte Initiator:Monomer @rhis von 1:100, d.h. dem anvisier-
ten Polymerisationsgrad vor, £100. Somit wird angenommen, dass eine kontrollierte
Polymerisation unter diesen Bedingungen leider nicht erfolgt. Fraglich ist, ob es daran
liegt, daf? vehrend der Monomerzugabe ein Teil des Initiators, bzw. einige Oligomere
wieder ausfallen ausfallen und somit der Polymerisation entzogen werden oder ob die
kontinuierliche Monomerzugabe eine kontrollierte Polymerisation nichoglictit.
Daraufhin wurde nach einer anderen Polymerisatiaggicliikeit gesucht. Nach
RITTER lassen sich viele Polymerisationen hydrophober Monomere in Wasser vollzie-
hen, wenn man Cyclodextrine alstingsauxiliare der Reaktion beimischt [156, 157].
Cyclodextrine liegen in einer torusartigen Struktur vor, deren innere &gt hydro-
phober Bereich ist, wohingegen drif3ere Teil aufgrund der Hydroxylgruppen hydro-
phil gestaltet ist. So kann sich der Cyclodextrinruizei hydrophobe Molaké stilpen
und diese dadurch in Wasskisen. Es lag also nahe, diesenslingseigenschaft der
Cyclodextrine zu nutzen, um die hydrophoben Initiatoren in einen in WeasslezHén
Komplex zuubertihren. Jedoch bildeten Cyclodextrin in den Variantens- und -
Cyclodextrin keinendslichen Komplex. Vielmehr entstand ein aslicher Komplex.
Daher konnte eine Polymerisation in reinem Wasser unter Zuhilfenahme von Cyclod-

extrinen nicht durchgetirt werden.
3
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Abbildung 35: Polymerisation von a-funktionalisierten Lipocopolymeren.

Somit bestand nur noch dieddlichkeit ein geeignetesdsungsmittelgemisch zu
finden in dem eine kontrollierte Polymerisatiorogtich ist. Es wurden eine gan-
ze Reihe an unterschiedlichen, mit Wasser mischbaosuhgsmitteln versucht. Je-
doch traten bei den meisten Gemiscla@mliche Probleme wie bei dem beschrie-
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Abbildung 36: NMR-Spektrum des a-funktionalisierten Polymeren P4.

ben Versuch der THF-Wasser Mischung auf. Letzlich erfolgreich war eine Wasser/N-
Methylpyrrolidon (H,O-NMP) Mischung im Verhltnis (2:3). Es muf3te nun noch un-
tersucht werden, ob auch eine Copolymerisation in diesem Gemisglamist. Dazu
wurden ein Verhltnis von AcrylamidM3 und N-(3-Dimethylaminopropyl)-acrylamid
M5 von 80:20 eingesetzt und mit dem Initiat@ die Polymerisation initiiert, wie
in Abbildung 35 zusehen ist. In Abbildung 36 ist das NMR-Spektrum des in Aceton
geféllten Produktes zu sehen. Deutlich sind wieder die Methylen- und Methinproto-
nensignale des PolymecKkgrates bed = 1.8 — 1.4 ppm und beb = 2.4 — 2.1 ppm
zu erkennen. Desweiteren ist ebenfalls die Endgruppe des Initiators zu erkennen bei
0 = 1.25 ppm. Aus der Integratioral3t sich der Polymerisationsgrad berechnen und
liegt in der erwarteten @f3enordnung von P~ 100. Zusitzlich sind die Signale
des Comonomeren zu erkennen. Bei= 1.65 ppm finden sich das Signal der in-
neren Methylenprotonen der Propylkette, JHEtwas weiter bed = 2.34 ppm tauchen
das Signale der beiden Methylgruppen am Aminstickstoff ay).(Mlit diesem Peak
Uberlappend finden sich das Signal der Methylenprotonen am Aminstickst)fbét
0 = 2.52 ppm. Und schlie3lich bei = 3.01 ppm liegt das Signalut'die Methylen-
protonen am Amidstickstoff (§).

Da dies bereits die eigentliche Grundstruktur der anvisierten Polymere darstellt,
wurde eine Reihe unterschiedlicher Polymer synthetisiert. Es wurden hierzu die ver-
schiedenen Initiatoren verwendet und das WS der Comonomer®l3 und M5
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variiert. Die ganze Reihe ist in der Tabelle 2 zusammengefasst. Die gesamte Reihe der
PolymerP3-P10wurde mit einem Monomer:Initiator Vedfthis von 100:1 angesetzt.
Nachdem alle Reaktanden zusammengegeben worden sind, wurde die Polymerisation
fur 20 Minuten bei 70C unter Stickstoff gerfirt. Alle Polymere wurden in kaltem
Aceton geéllt. Die Ausbeuten der Polymerisation lagen zwischen 20 und 50 %. Da
hier nur sehr kleine Aregze (im Millimol-Bereich) synthetisiert wurden, ist der Ver-

lust durch das Ausiilen in Aceton nicht zu vernadwsigen und wird als Hauptgrund

fur die geringen Ausbeuten verantwortlich gemacht.

Zusatzlich wurden Gradientenpolymere synthetisiert. Dazu wurde das Monomer
M5 erst nach einer Reaktionszeit von 10 Minuten zugegeben. Ansonsten wurde analog
den oben beschrieben Polymeren verfahren. So sind die Polygtiér@19dargestellt
worden.
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Tabelle 2: Zusammensetzung unterschiedlicher a-funktionalisierter Lipopolymere auf Poly-
acrylamidbasis (siehe Abbildung 35). Initiator: MonomerverHaltnis 1:100 fur alle Polymere.

Polymer Initiator Einwage Einbau P
M3 (mol%) M5 (mol%) M3 (mol%) M5 (mol%)

P1 11 100 0 100 0 -
P2 11 50 50 55 45 -
P3 12 100 0 100 0 -
P4 12 80 20 82 18 90
P5 12 80 20 80 20 87
P6 12 70 30 71 29 69
P7 13 80 20 80 20 116
P8 13 70 30 72 28 62
P9 14 80 20 80 20 10%
P10 14 70 30 73 27 100
P11 12 80 20 87 13 95
P12 12 70 30 77 23 103
P13 12 50 50 62 38 50
P14 13 80 20 92 8 188
P15 13 70 30 84 16 92
P16 14 80 20 88 12 78
P17 14 70 30 84 16 63
P18 19 80 20 90 10 210
P19 19 70 30 80 20 119

aBerechnetiber Fhchenintegrale.
bBerechnetiber Peakbfien.

Zusatzlich galt es noch ein weiteres Problem asdi. Die ausgefiten Polymere
enthalten alle noch Reste an komplexierten Kupferionen. Da die Polymere in Verbin-
dung mit biologischen Materialien verwendet werden sollen, ist es elementar, dal die
Kupferionen entfernt werdenussen. Hierzu wurden unterschiedlichste Versuche un-
ternommen.

Wiederholtes Undllen der Polymereutirte nicht zur Abtrennung des Kupfers.
Gleichzeitig minimiert sich hierdurch die Ausbeute, so dal3 dieser Weg als nicht er-
folgreich bezeichnet werden kann. In der Literatur ist zu finden, dal3 die Kupferionen
durch filtrierenuiber Aluminiumoxid abgetrennt werdeorkien ([149] und Referenzen
darin). Dies tihrte jedoch bei den hier vorliegenden Polyacrylamiden nicht zu Erfolg,
da das Polymer ebenfalls auf dem Aluminiumoxid adsorbieréémlich verlief der
Versuch die Kupferionen mit einem sauren kationischen lonenaustauscher zu enzfer-
nen. Hier konnte zwar farbloses Polymer eluiert werden, jedoch in sehr bescheidener
Ausbeute. Der Grund hiarf liegt wahrscheinlich in der Freisetzung von Protonen,
beim Kupferaustausch. Hierdurch werden die éeeii’ Amingruppen des Polymeren
zum Teil protoniert. Die Folge ist, dal3 diese nicht mehr eluieren.
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Letzendlich zum Erfolg dhrte die Dialyse der Polymere. Diese konnte bei den
Polyacrylamiden angewendet werden, da diese wasdietl 'sind. Dazu wurden die
Polymere in wenig Wasser gedt'und diese &Sung in eine Dialyseschlauch mit einem
MWCO (Molecular Weight Cut Off) von 3500 gelft. Dialysiert wurde nun zuerst ge-
gen ein 2%ige AmmoniakBung. Anschlieend gegen Wasser. Die Dialyse gegen Am-
moniak schiebt das Komplexierugsgleichgewicht von Kupfer mit dem Polymer weit
auf die Seite des Ammoniak-Komplexes. Dadurch konnten farblose Polysnedén
erhalten werden. Reines Polymer wurde durch Gefriertrocken gewonnen.

Zur Bestimmung des Polymerisationsgrades der endfunktionalisierten Polymere
wurden verschiedene Methoden versucht. Der eigentlich routilega Einsatz der
GPC wies viele Probleme auf, die alle nicht zum Erfal@rtén. Folgende Probleme
traten auf. Erstens sind die entstehenden Polyacrylantidenviegend nur in af3rigen
Losungen untersuchbar. D.h. das macht die Verwendung eaf&igen GPC notwen-
dig. Da die synthetisierten Polymere atdich noch basische Gruppen enthalten und
damit eher in die Klasse von Polyelektrolyten einzuordnen sind, ist der Einsatz von
Elektrolyt-L6sung notwendig. Eine Elution der Polymere gelang nur in eiraddrn”
gen Formiat-losung. Die Eichung dieseraféiigen GPC erfolgte gegen Polyethylen-
oxid Standards. So konnte ein Peakmolekulargewightdfi's PolymeiP23 von ca.

1800 g/mol bestimmt werden, was in etwa eip Wn 19 entspricht. Zwei Giride
sprechen dagegen, dal’ dieses Molekulargewicht nicht realistisch sein kann. Erstens
wurden die Polymere mit einem Dialyseschlauch mit einem MWCO von 3500 gerei-
nigt. D.h. Molekile mit einem kleineren Molekulargewicht sollten durch die Poren des
Schlauchs diffundierenddnen. Zweitens spricht dagegen die Berechnung des Mole-
kulargewichtes aus der Endgruppenanalyse des NMR-Spektrums. Hier ergibt sich ein
P, von 91. Dieser Wert erscheint doch wesentlich realistischam@s warum die
GPC-Ergbnisse so falsche Werte liefert sind \a@kifj. Zum einen ist sicher der Stan-
dard des Polyethylenoxids nicht als ideal zu betrachten. Denn die GPC trennt nach
dem hydrodynamischen Radius der Polymere und Polyacrylamide und Polyethylen-
oxide weisen sicher eine unterschiedlicheakialgestalt in bSung auf. Nach mR1-

MER sind Molekulargewichte von Polyacrylamiden mit der GPC sowieso sehr schwer
zu bestimmen [158].

Damit sind in dieser Arbeit die Molekulargewichte, bzw. die Polymerisationsgrade,
Uber die Endgruppenanalyse aus dem NMR-Spektren gemacht worden. Damit konnten
durchweg die besten und vafllichsten Ergebnisse erzielt werden.

Die a-funktionalisierten CopolymerP1-P10der Tabelle 2 zeigen alle eine sehr
guteUbereinstimmung zwischen dem anvisierten Comonomeaeiik und dem tathlich
erzielten. D.h. die statistische Copolymerisation der Monorw8eaind M5 verlauft
sehr gut und idealAhnlich verhdlt es sich mit den Polymerisationsgraden. Auch hier
weisen alle PolymerP1-P10den anvisierten Polymerisationsgrad von+100, der
sich aus dem Monomer/Initiator-Vaalhiis ergibt, auf. Lediglich die PolymeR5,P8
haben eine kleineren Polymerisationsgrad.

Betrachtet man sich nun die Gradientenpolymeid-P19aus der Tabelle 2, so
sind einige Dinge zu bemerken. Erstens werden die anvisierten Einbaliaes$e der
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MonomerenM3 zu M5 nicht erreicht. Der Einbau des Monomerld ist bei allen
Polymeren kleiner. Dies bedeutet, dal3 keine perfekten Gradienten Polymere gebildet
werden, d.h. nicht das Gesamte Monoir in das Polymere eingebaut werden. Dies
kann verschiedene Ginde haben. Erstens kann die Reaktion nicht perfekt kontrolliert
verlaufen, d.h. einige Radikale werdeher die Zeit abgebrochen. Zweitens kann die
Gesamtreaktionszeit von 30 Minuten zu kurz gewesen sein, damit das gesamte Mono-
mereM5 verbraucht werden konnte. Beidesndé zu den gefunden Einbauvaltmis-

sen passen.

2 Br %r
Ry Br Rl\N m Rl\N
NN R, O o /O R O o,/ 0/70
Ro - 2 HN My E—— 2 HN My HNI
g g 7
Ve N\ s N\ /

Abbildung 37: Schema zu «,w-funktionalisierten Polymeren.

Es konnte also auch gezeigt werden, dal? sich Gradienten- bzw. Blockcopolymere
dargestellt werdenddinen. Damit ist die Grundlage gelegt, unw-funktionalisierte
Polymere zu synthetisieren.

Um nuna,w-funktionalisierte Polymere zu erhalten, gilt es den ObeHEnanker
als Endgruppe bzw. Endblock aufzupolymerisieren, wie in Abbildung 37 dargestellt.
Da jedoch der geahlte Oberfhichenanker eine Disulfidgruppe ealth’sollte eine Po-
lymerisation ohndJbertragungsreaktionen nicht unbedingigtich sein. Das jedoch
grol3ere Problem stellt die Unveatylichkeit des Disulfides mit dem Cu(l)Br dar. Der
Versuch das Monomev8 aufzupolymerisieren, wie in Abbildung 38 gezeigt, schlug
fehl. Sofort nach der Monomerzugalslite sich die bsung schwarz. Das Auadfén
des Polymeren in Aceton war zwaroglich, jedoch konnte der Endblock der Disul-
fidgruppe, wie erwartet, nicht nachgewiesen werden. Somit ist die direkte Polymerisa-
tion des Oberfichenanker Monomeravi8 nicht maglich.

Da also eine direkte Polymerisation nicht funktioniert, wurde der indirekte Weg zur
Einfuhrung des Obedhenanker als Endblock versucht. Hierzu wurde versucht zu-
erst einen kurzen Endblock des Aktivmonomeké&h aufzupolymerisieren, um diesen
dann polymeranalog zum Obextfienanker umzusetzen. D.h. es wurde uakei-
chen wie den oben beschrieben Bedingungen das Polymere synthetisiert. Hierzu wur-
de eine Polymerisationszeit von 7 Minuten bePG0als optimal gefunden. Danach
wurde direkt in die losung eine entgasteokiing vorvi1 in NMP zugegeben und die
Polymerisationdit weitere 20 Minutenufiren gelassen. Anschliel3end wurde die Re-
aktion durch Einuhren von Sauerstoff abgebrochen und Cysteaminmethyldisulfid
zugegeben, um in einer polymeranalogen Reaktion den eigentliche &aiberitinker
einzubauen, wie dies in Abbildung 39 zusammengefasst dargestellt ist. Daran folgend
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Abbildung 38: Versuch der Polymerisation des Oberflachenanker Monomeren M8 als End-
block.
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wurde das Polymer gelit, dialysiert und gefriergetrocknet. Nach dieser Methode sind
eine ganze Reihe von,w-funktionalisierten Polyacrylamiden synthetisiert worden.
Variiert wurden wieder die Initiatoren, sowie die Monomenathisse. Zusammenge-
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Abbildung 39: Versuch der Polymerisation des Aktivmonomeren M1 als Endblock. Anschlie-
Rend erfolgt die polymeranaloge Umsetzung zum Oberflachenanker.
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Tabelle 3: Zusammensetzung unterschiedlicher a,w-funktionalisierter Lipopolymere auf Poly-
acrylamidbasis (siehe Abbildung 39). Initiator: MonomerverHaltnis 1:100 fur alle Polymere.

Polymer Initiator Einwage Einbau P
M3 (mol%) M5 (mol%) M3 (mol%) M5 (mol%)

P20 12 100 0 100 0 150
P21 12 95 5 80 20 106
p22 12 80 20 73 27 95
P23 12 70 30 70 30 91
P24 13 80 20 79 21 36
P25 13 70 30 69 31 65
P26 14 80 20 79 21 64
P27 14 70 30 63 27 48
P28 15 80 20 77 23 88
P29 15 70 30 67 33 104
P30 16 80 20 76 24 162
P31 16 70 30 73 27 127
P32 17 80 20 75 25 2510
P33 17 70 30 78 22 1703
P34 19 80 20 81 19 142
P35 19 70 30 71 29 168
P36 110 80 20 77 23 35
P37 110 70 30 71 29 50
P38 111 80 20 79 21 73

aBerechnetiber Fhchenintegrale.
bBerechnetiber Peakbfien.

In Abbildung 40 ist das zugehige NMR-Spektrum des Polymerdi23 darge-
stellt. Man erkennt zwgzlich zu dena-funktionalisierten Polymeren zwei weitere
Peaks. Ein kleiner Peak béi= 3.35 ppm. Dieses Signal stammt von den Methylen-
protonen am Amidstickstoff des eingebauten OlbetfEnankers. Die weiteren Signale,
die dem Ober#ichenanker zugeordnet werdammkén, sind leideuberlagert und las-
sen sich daher nicht ao88én. Jedoch ist za&lich ein kleiner scharfer Peak hei=
2.95 ppm zu erkennen. Dies stellt das Signal von abgespaltetem N-Hydroxysuccinimd
dar. Ein vollstindige Abtrennung gelingt lediglich durch mehrfaches altefi'des Po-
lymeren, worunter jedoch die Ausbeute sehr stark leidet.

Betrachtet man sich die Polymere der Tabelle 3 so stellt man fest, dal3 der Einbau
der Monomere sehr genau mit dem theoretischen alris tibereinstimmt. GslRe-
re Abweichungen weist nur das Polynte21 auf. Der Polymerisationsgrad hingegen
scheint gewisse Tendenzen aufzuweisen. So nimndeRtlich in der Reihe der Initia-
toren vonl5 bis 17 zu. Die Versuche Polymere mit dem Initital@rzu synthetisieren
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fuhrt zu sehr hohen Polymerisationsgraden, die wesentloRBegrals das anvisierte
P, von 100 sind. Die @Qriide liegen wahrscheinlich in der zunehmend schlechteren
Loslichkeit der Initiatoren mitdihngeren Alkylketten.

Abbildung 40: NMR-Spektrum des gereinigten Polymeren P23.

Um nun die Moglichkeit zu haben, die Polymereigenschaften zu variieren, wurden
mit der oben beschriebenen Methoden entsprechende Poly(N-isopropylacrylamide)
synthetisiert, wie in Abbildung 41 zusammengestellt. Dies konnte erfolgreich durch-
geflihrt werden. Die entsprechende Polymerreihe ist in Tabelle 4 zusammengestellt.
Ein repdsentatives NMR-Spektrum (Polyme41) ist in Abbildung 42 gezeigt. Man
erkennt zu den Poly(acrylamideRR0-P38zwei deutliche Unterschiede. Erstens ist
beid = 3.75 ppm das Signal des Methinprotons der N-Isopropylgruppe zu erkennen.
Die entsprechenden Methylprotonen der N-Isopropylgruppe sind bei.1 ppm zu
finden. Diesaiberlagern sich mit den Methylenprotonen der hydrophoben Endgruppe
der Polymere, deren Methylgruppe aber immernoch dem Signal bei 0.7 ppm
zugeordnet werdendkinen. Deutlich sind auch die Signale des Disulfidankers bei
0 = 3.43 ppm sowie diesmal auch das Signal bet 2.53 ppm.

Auch bei den Poly(N-isopropylacrylamiden) konnten die theoretischeralfars
se der Monomer&14 und M5 sehr gut verifiziert werden. So stimmen die Einbau-
verhdltnisse in den Polymeren fast immaoerein. Etwas anders vealh'es sich mit
dem Polymerisationsgrad. Generell ist dieser bei den meisten Polymeren kleiner dem
theoretischen Pvon 100. Als Grund hietff kdnnte die schlechtere Kontrolle der Po-
lymerisation von N-Isopropylacrylamid in Frage kommen.

Es konnte somit erfolgreich gezeigt werden, daf3 es mit der Atrom Transfer Radikal
Polymerisation rmaglich ista,w-funktionalisierte Polymere indsung darzustellen.
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Abbildung 41: Polymerisation der «,w-funktionalisierten Poly(N-isopropylacrylamide).
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Tabelle 4: Zusammensetzung unterschiedlicher «,w-funktionalisierter Lipopolymere auf
Poly(N-isopropylacrylamid)-basis (siehe Abbildung 41). Initiator:Monomervertéltnis 1:100
fur alle Polymere.

Polymer Initiator Einwage Einbau P
M4 (mol%) M5 (mol%) M4 (mol%) M5 (mol%)
P39 12 100 0 100 0 35
P40 12 95 5 96 4 35
P41 12 80 20 81 19 72
P42 12 70 30 75 25 43
P43 13 80 20 81 19 142
P44 13 70 30 72 28 44
P45 14 80 20 80 20 40
P46 14 70 30 78 22 101
P47 15 80 20 80 20 86
P48 15 70 30 73 27 62
P49 16 80 20 80 20 8b
P50 16 70 30 74 26 222
P51 17 80 20 80 20 129
P52 17 70 30 73 27 63
P53 19 80 20 79 21 217
P54 19 70 30 70 30 173
P55 110 80 20 80 20 37
P56 110 70 30 69 31 90

aBerechnetuber Fhchenintegrale.
bBerechnetiber Peakblfien.

4.4.4 Synthese der Polymere an Obe#then

Jetzt stellt sich noch die Frage, ob es mit den ausgearbeiteten synthetischen Wegen
auch noglich ist eine entsprechende Polymerstruktur direkt von der Giobdlweg

zu synthetisieren. Da ja bereits in der Rihfing erdiutert wurde, daf3 die Analytik von
Oberfichen einearizlich andere ist. Daher wurde zuerst ein kleiner Umweg gegangen,
um die Polymerisation besser in den Griff zu bekommen.
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Abbildung 42: NMR-Spektrum des gereinigten Polymeren P41.
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Abbildung 43: Polymeranal oge Veresterung von Poly(hydroxystyrol) mit 2-Brompropiongure-
bromid zum polymeren Initiator P57.
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Abbildung 44: Graft-Polymerisation von Acyrlamid M3 zu Poly(styrol-graft-acrylamid).

Dazu wurde vorab versucht Polyacrylamid von einem Polynogiat weg zup-
olymerisieren. Da dies prinzipiell der Polymerisation von der Oaehiggdhnelt, denn
hier liegt eineahnlich hohe lokale Dichte an Initiatoren vor, wird diese Methode
zuerst beschrieben. Es wurde hierbei ausgegangen von einem engverteilten Poly(4-
hydroxystyrol) (M,=6560, M,/M,=1.07), welches freundlicher Weise vorRDM.
BREHMER zur Verfligung gestellt wurde. Dieses wurde, wie in Abbildung 43 darge-
stellt, in einer polymeranalogen Reaktion mit 2-Brompropaansbromid verestert.
Das Polymere wurde in kaltem Methanol gkt 'Dieses Inititator PolymelP57wurde
dann in der beschriebenen Methode zur Polymerisation von Poly(acrylamid) einge-
setzt, siehe Abbildung 44. Das entstehende Produkt wurde in Acetalft g&fie man
deutlich den in Abbildung 45 dargestellten NMR-Spektren entnehmen kann, handelt
es sich bei dem Initiator Polym&57 (Abbildung 45a) um ein Polystyrolderivat, wo-
hingegen nach der Umsetzung nur noch Polyacrylamid vorzuliegen scheint. In der
VergrolRerung sind aber deutlich noch die Signale der aromatischen Protonen zu er-
kennen. Es handelt sich bei dem entstandenen Polystalso um Poly(styrobraft-
acrylamid).

Die in Losung also erfolgreiche Polymerisation wurde nun auf die Clazdrdl Um-
gesetzt. Die ersten Versuche dazu fanden mit dem synthetisierten Inifidtonie
in Abbildung 46 dargestellt, statt. Dazu wurde der Initiatb? in THF gelbst und
auf einer Goldoberfiche adsorbiert. Der so erhaltengndé Film wurde mit THF
und Wasser abges|t'und anschlieRend eineiokiing aus Acrylamid13, CuBr und
Me,Cyclam zugetifirt. Nach einer halben Stunde wurde der dagér-aus der @sung
genommen, mit Wasser gagptind erneut in der Obedthenplasmonenspektroskopie
vermessen. Es konnte keine Schichtdickenzunahme registriert werden. Daher wird ver-
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Abbildung 45: NMR-Spektren: a) des polymeren Initiators P57,b) des Graftpolymeren P58.
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mutut, dal3 keine Inititierung von der Obadhe statt fand.
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Abbildung 46: Versuch zur Oberflacheninitierung der Polymerisation von Acrylamid mit dem
Oberflacheninitiator 112.
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Abbildung 47. Zweiter Versuch zur Oberflacheninitierung der Polymerisation von Acrylamid
mit in situ prapariertem Oberflacheninitiator.

Nun wurde eine andere Herangehensweiseagpinwdie in Abbildung 47 aufgezeigt
ist. Es wurde zuerst Mercaptoethanol auf der Goldohehnt adsorbiert. Die entstan-
dene Monolage wurde dann an der Olzaffié zum Initiatorsystem verestert. Dieser
Trager wurde nun wieder einerking aus AcrylamidM3, CuBr und MgCyclam
zugetihrt. Nach einer halben Stunde Reaktionszeit und anschlie3endglenSpit
Wasser wurde der ager wieder vermessen. Diesmal konnte eine Schichtdickenzu-
nahme um 13 nm registriert werden. Es fand also eine Initilerung von der éxdjesfl”
statt.

Jetzt stellte sich die Frage, warum in dem ersten System keine Polymerisation statt-
findet, in zweitem jedoch schon. Es gibt zwei prinzipielle Unterschiede in den beiden
Systemen. Im ersten System besteht der Initiator aus einer Amidbindung, im zweiten
aus einer Esterbindung. Da jedoch die Initiierung imsufig ebenfalls mit Initiato-
ren, die eine Amidbindung aufwiesen funktionierte, kann angenommen werden, dal3
dies hier ebenfalls keine Bedeutung hat. Der zweite Unterschied besteht in der An-
kergruppe. Im ersten System wird eine relativ sterisch anspruchsvolle Verbindung ad-
sorbiert, wohingegen im zweiten System der Adsorptionsprozess eines kleineren Mo-
lekils prasent ist. Dies sollte Auswirkungen auf die Packungsdiche des jeweils entste-
henden SAMs haben. Ersterer sollte wesentlich weniger dicht und kompakt sein. Es
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konnte also sein, dal3 hierdurch das auf der Cdbelt# adsorbierte Sulfid — sofern es
Kontakt zur Losung hat — als Transferreagenz in der Polymerisation eingresfemé.”
Es wiirde also Polyacrylamid indsung entstehen, welches aufgrund seiner Hydrophi-
lie sich nicht auf der hydrophoben Obeaxlie abscheidet. Ein Beweis hiarkonnte
jedoch nicht gefunden werden. Polymer ioduihg konnte nicht nachgewiesen werden.

In Zusammenarbeit mit BEHMER ET AL. wurde ein amphiphiles Blockcopolymer
zur Oberflichenbeschichtung herangezogen. Es handelte sich dabei um Poly(octylstyrol-
block-hydroxystyrol). Dieses Polymer wurde auf einer Goldoletfe aufgeschleu-
dert. Es wurde ein 30 nm dicker Film erhalten. Die besondere Eigenschaft dieses Po-
lymeren ist seine &tigkeit, den einen oder den anderen Block an der Cimdndl zu
exponieren, entsprechend dem umgebenden Medium. Ist die Garetluft, ein hy-
drophobes Medium, so kommt der hydrophobe Octylstyrolblock an die @bke&l”
Setzt man den Film Wasser aus, so kommt entsprechend der hydrophilere Hydroxy-
styrolblock an die Oberdiche [159]. DiesedRt sich nun chemisch modifizieren. Dazu
wurden die Hydroxygruppen entsprechend mit 2-Bromprog@aretiromid verestert.
Dieser so erhaltene Film wurde dann in die oben beschriebene Polymerisationsmi-
schung getaucht. Nach 30 Minuten wurde demglr wieder mit Wasser gadp'Es
wurde eine Schichtdickenzunahme von 10 nm registriert. D.h. auch hier konnte eine
Oberfichenpolymerisation initiiert werden.

In den aufgedihrten Versuchen konnte gezeigt werden, daf3 eine @bhdtiniti-
ierung als Alternative zu endfunktionalisierten Polymerearghch ist. Jedoch ist der
Aufwand um ein vielfaches gfier, weshalb der Versuehw-funktionalisierte Poly-
mere darzustellen nicht unternommen wurde.

4.5 Statistische Lipopolymere

Die Oberféicheneigenschaften defw-funktionalisierten Polymere sollen mit denen
statistischer Polymere verglichen werden. Dazu wurden eine Reihe statistischer Li-
popolymere synthetisiert. Hierzu wurden die unterschiedlichen funktionelle Gruppen
(Lipidanker, Obertéichenanker) statistisch in ein Polymer eingebaut. D.h. es liegen die
gleichen Funktionaléten vor, jedoch ist keine definierte Struktur des Polymeren vor-
gegeben.

4.5.1 Polyacrylamid Derivate

Fur eine erste Reihe von Polymeren sollten die in den-funktionalisierten Poly-
meren verwendeten Funktionali€n in einem statistischen System eingebaut werden.
Sehr erfolgversprechend und schangdér etabliert ist die Routéér ein Reaktivester-
polymer. Die dazu verwendeten Monomere sind ja bereits in Kapitel 4.2 beschrie-
ben. Es gilt also diese zu einemapolymeren zu polymerisieren. Dies in in Abbil-
dung 48 und Abbildung 49 dargestellt. In einer 1,4-Dioxan/Benzol Mischung wird das
NHS-MonomerM1 mit AIBN polymerisiert. Auséllen in Diethylether und erneutes
Umfallen aus DMF in Diethylether ergab das reine Polys®@in 90 % Ausbeute.
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Abbildung 48: Losungspolymerisation von M1 zu dem reaktiven Prapolymeren P59.
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Abbildung 49: Losungspolymerisation von M2 zu dem reaktiven Prapolymeren P60.

Alternativ kann auch das reaktive dolymere des Monomerdvi2 verwendet
werden. Dieses kann in einer analogen Polymerisation in einem 1,4-Dioxan/Benzol
Gemisch erhalten werden, wie in Abbildung 49 dargestellt. Aus- undallemfin Die-
thylether ergibt das Polym&60in 92 % Ausbeute.

Diese reaktiven RypolymereP59, P60kdnnen nun in einer polymeranalogen Re-
aktion zu statistischen Lipopolymeren umgesetzt werden. In Abbildung 50 ist hierzu
die Reaktionsfolge gezeigt. Das in DMF gsté Papolymere wird zuerst mit 2 mol%
Oberfiichenanket umgesetzt, anschliel3end werden 5 mol% Tetradecylamin oder Oc-
tadecylamin zugegeben. Nach beendeter Reaktion, welche durch DC-Kontrolle ermit-
telt wurde (Verschwinden des freien Amins und des Ohehfénankerd), werden
20 mol% 3-(Dimethylaminopropyl)amin zugegeben. Danach wurden die Reaktions-
ansitze geteilt und jeweils mit Ammoniak oder IsopropylaminltoerschuR versetzt.

Die Polymere werden dann nach 24 Stunden in kaltem Diethylethatlitgefid ge-
trocknet. In Tabelle 5 sind die so erhalten Polymere zusammengefalit.

Trotz der formalen gleichen chemischen Zusammensetzung der endfunktionali-
sierten und der statistisch funktionalisierten Polymeren, zeigen sich doch schon im
NMR-Spektrum erste Unterschiede. Exemplarisch sind in Abbildung 51 die NMR-
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1. 2 mol% Cysteaminmethyldisulfit]
2.5 mol% Tetradecylamin

3. 20 mol% 3-(Dimethylaminopropyl)am

4. Ammoniak
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Abbildung 50: Polymeranaloge Umsetzungen zu den statistischen Lipopolymeren P61-64.
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Tabelle 5: Zusammenstellung der statistischen Lipopolymere, die durch polymeranaloge Um-
setzung dargestellt worden sind (siehe Abbildung 50).

Polymer Alkylamin (5 mol%) NH (mol%) (CH;),CHNH; (mol%) Ausbeute

P61 Tetradecylamin 73 0 30 %
P62 Tetradecylamin 0 73 27 %
P63 Octadecylamin 73 0 32%
P64 Octadecylamin 0 73 23 %

Spektren der PolymerB45 (rote Kurve) undP64 (blaue Kurve) zusammen darge-
stellt. Im Spektrum des Polymerdt64 sind noch die Peaks von nicht umgesetzten
Isopropylamin (IPA) sowie bSungsmittelreste (NMP) zu erkennen. Diese sollten je-
doch den Vergleich nicht zu sehr beeinflussen. In beiden Spektren ist deutlich die Me-
thylgruppe der Octadecylgruppe e+ 0.75 ppm zu erkennen. Es zeigt sich jedoch,
dal3 das im statistschen Polymeren etwas mehr des hydrophoben Octadecylamins ein-
gebaut worden sind. Dies wurde beabsichtigt, da der statistische Einbau zur Folge
hat, daf3 nicht alle eingebauten lipopohilen Gruppen auchdilish in einem diinen

Film an der Ober#iche vorliegen werden. Der Grund dafst, dal3 es die statistische
Wahrscheinlichkeit gibt, daf3 eine lipophile Gruppe in direkter Nachbarschaft zu ei-
nem Oberfichenanker angebunden sein kann. Damit wird diese lipophile Gruppe bei
der Anbindung des Polymeren an die Olasfié ebenfalls direkt an der Obadtie zu
liegen kommen.

Gleiches gilt auchdi das Einbauveditnis des Oberfichenankers. Dieser liegt im
statistischen Polymeren zu eineno@eiren Anteil vor. Auch die Peaks der Isopropy-
lamidgruppen bed = 3.8 ppm undd = 1.1 ppm liegen exakibereinander.

Deutliche Unterschiede zeigen sich jedoch bei den restlichen Peaks. Die geringsten
Differenzen weisen noch die Methylen- und Methin-Protonendbeil.5 ppm und
0 = 1.9 ppm des Polymarckgrates auf. Hier zeigen die Methin-Protonen eine etwas
groRere Verschiebung auf. Diese kann aber auch an den generell breiteren Peaks des
statistischen Polymeren liegen.

Die grof3te Verschiebung weisen die Protonen der Methyl- und Methylengruppen
am Aminstickstoff auf. Vihrend im endfunktionalisierten PolymereaA5diese noch
als zwei getrennte Peaks ber 2.34 ppm und = 2.5 ppm zu erkennen sind, liegt bei
dem statistischen Polymer&o4nur ein Peak bei = 2.4 ppm tir beide Gruppen vor.

Um einen Vergleich mit bekannten, untersuchten Polymersystemen ziehenrzerk™
wurden noch die von KUscH entwickelten Lipopolymere auf Jeff-amin-Basis syn-
thetisiert [160]. Dazu wurde ebenfalls ausgehend voap&lyimereriP59eine polyme-
ranaloge Umsetzung durchgéft, wie in Abbildung 52 dargestellt. Es wurden dazu
analog der oben beschriebenen Umsetzung in der ersten Stufe deraChmnéinker
1in 2 mol% eingesetzt. Danach wurden 5 bzw. 10 mol% DMPE in warmem Pyri-
din gelist zugegeben. AbschlieRend wurde mit eirldberschu® an Jeff-Amin (4,9-
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Abbildung 51: NMR-Spektren des «,w-funktionalisierten Polymeren P45 (rote Kurve) und des
statistisch funktionalisierten Polymeren P64 (blaue Kurve).

Dioxa-1,12-dodecandiamin) umgesetzt. Die Polyni8BundP66wurden in Diethy-
lether geéllt und dann getrocknet.

Neben der direkten Einfirung der lipophilen Gruppen in die Polymere wurde
noch der Versuch unternommen die lipophilen Gruppen polymeranalog in Polyacrylami-
de und Polyisopropylacrylamide einmhifen. Dazu wurden statistische Copolymere
aus den Monomerekl3 und M5, sowieM4 und M5 durch klassische radikalische
Polymerisation mit AIBN dargestellt. Diese sind in Tabelle 6 zusammengefal3t.

Zur Hydrophobierung wurden die Polymd?&9undP70mit Tetrabromdecan um-
gesetzt. Die hydrophobierten Polymd?&1 und P72 konnten quantitativ in Diethy-
lether geéllt werden. Die Reaktionsfolge ist in Abbildung 53 zusammengefalit.

4.5.2 Polyvinylalkohol Derivate

Um neue polymere Materialien zur Obexhenfixierung von Lipidmembranen zu ent-
wickeln, wurden auch erste Versuche unternommen Lipopolymere auf Polyvinylalko-
holbasis zu synthetisieren. Polyvinylalkohol, bekaumtdéine hohe Ausbildung von
Wasserstoffluckenbindungen, ist ein sehr polares und hydrophiles Polymer. Dies soll-
ten gute Voraussetzungeuarfdie Darstellung von polymerunteunstén Lipiddoppel-
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Abbildung 52: Polymeranal oge Umsetzungen zu statistischen Lipopolymeren nach HAUSCH.
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Tabelle 6: Polyacrylamide und Polyisopropylacrylamide durch klassische radikalische Poly-
merisation (siehe Abbildung 53).
Polymer Monomere Vedltnis Ausbeute

P67 M3,M5 95:5 80 %
P68 M3,M5 80:20 70 %
P69 M4,M5 95:5 85 %
P70 M4,M5 80:20 87 %
/YO /%
HN AIBN m
e~
M4 >\ () ]
HN HN

N

m Tetrabromdecan
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Abbildung 53: Reaktionsschema zu den hydrophobierten Polyisoproylacrylamiden P71,P72.

schichten sein.

Basierend auf den synthetischen Modifizierungen von Polyvinylalkohol [161], wur-
den analoge Hydrophobierungen [162] an kommerziellem Polyvinylalkohgt8@.000)
vorgenommen. Diese sind in Abbildung 54 dargestellt. Dazu wurde der in N\MBtgel™
Polyvinylalkohol mit Bromtetradecan versetzt und durch Deprotonieren mit KOtBu
wurde eine Veretherung eingeleitet. Wichtig ist die besonders langsame Zugabe der
KOtBu-NMP L6sung, um farblose Produkte zu erhalten. Nach beendeter Umsetzung
wurde das Polymene73in Aceton:Hexan (1:1) geflt und getrocknet. In einem zwei-
ten Schritt wurde durch Umsetzung mit Butansulton in NMP der hydrophobierte Po-
lyvinylalkohol mit einer negativen Ladung versehen. Das PolyrR&dwurde wieder
in Aceton:Hexan (1:1) geflt und getrocknet.
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Abbildung 54: Synthese der modifizierten Polyvinylalkohole P73,P74.
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Wer nichts weifl3, mul3 alles glauben.
M. VON EBNER-ESCHENBACH

Um polymeruntersttzte Lipidmembranen auf Obeafihen realisieren zuokinen
bedarf es, wie im synthetischen Kapitel 4.1 beschrieben, funktioneller Polymere. Die
hier behandelten Polymere tragen unterschiedlichste Funktiateslitéine lipidanalo-
ge Gruppe, eine hydrophile, basische Polymerhauptkette und einena@berféinker.

All diese Funktionaligten bedifen unterschiedlicher Untersuchungen, die in die-
sem Kapitel besprochen werden soll. Hierzu sollen zum einen die lipophilen Eigen-
schaften sowohl der Initiatoren, als auch der Polymere untersucht werden. Hierzu wur-
den LB-Isothermen und Phasenseparationsstudien herangezogen. Zum anderen sol-
len die hydrophilen, basischen Eigenschaften der Polymere untersucht werden. Dazu
wurden die Oberfichenladungen mit Hilfe von Partikel-Ladungsmessungen (PCD-
Messungen) bestimmt undirfdie Poly(N-isopropylacrylamid)-Systeme (PNIPAM-
Systeme) wurden der untere kritische Mischungspuldwef critical solution tem-
perature LCST) mittels Turbidimetrie und DSC untersucht. Die Funktion des Ober-
flachenankers wurde durch die Adsorption der Polymere auf Goldabtieefh unter-
sucht und mit der durch Polyelektrolytadsorption verglichen.

Die so erhaltenenutinen Polymerfilme wurden ebenso auf ihre Hydrophilie un-
tersucht. Hierzu wurden Kontakwinkelmessungen duraltgef”

5.1 Lipoinitiatoren
5.1.1 Spreitverhalten an der Wasser/Luft-Grenzfhche

Um ein erstes Maluf'das amphiphile Verhalten der synthetisierten Lipopolymere zu
bekommen, wurden die Isothermen der einzelnen Lipoinitiattén an der Wasser-
Luft Grenzfliche gemessen. Alle Isothermen wurden béiC2§emessen. In Abbil-
dung 55 sind einmal die Isothermen des Initiai@rgrote Kurve) und des Initiatod®
(griine Kurve), durch Auftragen derddhe pro Molelll gegen den Obedthendruck,
dargestellt. Da die Initiatorel2-14 und|15-17 sich jeweils nur in der Ketteahige der
Alkylkette untscheiden, wurde, wie erwartet, kein Einflul3 deravielérung der Ket-
tenl@nge von 14 auf 18 Kohlenstoffatome gefunden. Deshalb ist in Abbildung 55 je-
weils nur eine Isothermeufjede Initiatorreihe I@-14 und I5-17) aufgezeigt. Es ist
direkt ersichtlich, daf? ein grofRer Unterschied zwischen den N-Monoalkyl Initiatoren
unde den N,N-Dialkyl Initiatoren besteht. So zeigen die Isothermen der Initid®ren

14 einen Kollapspunkt bei einer &he von 4172, Diese Fiche ist goRer wie esur

eine dichteste Packung einer Alkylkette §A20 AQ) erwartet wird. Jedoch ist diese
Gr63e sehr gut korrelierbar mit der @3é der Kopfgruppe. Diese wurde in einem Mo-
lecular Modeling Programm durch Anlegen einer Ellipse ald4@bgeschtzt. Man
erkennt dies auch deutlich in Abbildung 56b. Die Frontansicht auf die Kopfgrafite |
erkennen, dal3 diese in etwa die doppeltelf&rivie die Alkylkette einnimmt.
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Abbildung 55: Isothermen der Initiatoren 12 (rote Kurve) und I5 (griine Kurve) bei 25°C auf
einer Wassersubphase.

Die Isothermen der Initiatoreld-17 hingegen zeigen einen Kollapspunkt bei ei-
ner Féiche von 7532 (Abbildung 55, gtine Kurve). Die Gol3e der Kopfgruppe der
N,N-Dialkyl-Initiatoren wurde mit 45A2 abgeschtzt. Vergleicht man diese Werte
miteinander, so wird klar, dal3 es bei dieseadflié nicht um eine dichteste Packung
der Kopfgruppen handelen kann. Auch eine dichteste Packung von zwei Alkylketten,
wie sie bei Phospholipiden gemessen wirdyele nur eine Rlche von 402 belegen.
Beide Werte sind kleiner, eafft sich also festhalten, daf? die InitiatotBA7 keine
dichtest gepackete Monoschicht ausbilden.

Weierhin ist zu bemerken, dal3 beide Isothermen ihren Kollapspunkt bei einem
geringen Ober#ichendruck von ungefir 16 mN/m aufweisen. Dies pal3t zur Tatsache,
dal3 die Lipoinitiatoren eine relative polare Kopfgruppe vermissen lassen und somit
keine perfekten Amphiphile darstellen. Dadurch bricht die Monoschicht sehr schnell,
d.h. bei geringem Druck, zusammen.

Trotzdem stellen beide Initiatorreihen sehr interessante Systeme dar. Um die nach-
folgenden Untersuchungen zu verstehen, sollen zuerst einmal Kalottenmodelle der In-
itiatorenl2 und|15 aufgezeigt werden. Wie schon bei den Isothermaft sich so ein
genaueres Veratidnis der Ergebnisse erzielen. Dazu wurden Energieminimierungen
der einzelnen Molekié durchgetifirt und anschlie3end als Kalottenmodel visualisiert.

In Abbildung 56 ist das Kalottenmodel des N-Monoalkyl-Initiaté2ssowohl in
der Seiten- als auch in der Frontansicht zu sehen. Wie bereits bena@tksidh bei
diesem Molekl aus der Frontansicht sehr gut deaétiénbedarf der Kopfgruppe er-
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a) b)
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Abbildung 56: Kalottenmodel des Initiators |2 in der a) Seiten- und b) Frontansicht.

mitteln. In der SeitenansichaBt sich die gestreckte Natur des Initiators erkennen.
Deutlich sind Kopfgruppe und Alkylkette voneinander getrennt.

a) b)

A

Abbildung 57: Kalottenmodel des Initiators I5 in der a) Seiten- und b) Frontansicht.

Vergleicht man diese Struktur nun mit der des N,N-Dialkyl-Initiattisso fallt
einem sofort die V-bfmige Struktur in der Seitenansicht auf (Abbildung 57). Diese
scheint evtl. auch ein Grund dafzu sein, dal’ sich bei den Isothermen keine dichteste
Packung erzieleral3t. Auch wenn die V-Form nicht strikt rigide ist, so stellt doch der
Tetraederwinkel am Amidstickstoff sicher, dal3 die Alkylketten immer etwas ausein-
ander klaffen. Besonders deutlich wird dies in der Frontansicht (Abbildung 57b). Es
lait sich keine eindeutige Gruratflie des Molelds bestimmen, so wie dies b
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moglich ist.

5.1.2 Kalorimetrische Untersuchungen

Als ein mittlerweiseubliches Messverfahren zur Bestimmung von thermotropen Pha-
senibergingen bei Substanzen hat sich die Differential-Scaning-Calorimetry (DSC) in
den letzten Jahrzehnten etabliert. So lassen sich im einfachsten Falle das Schmelzver-
halten von Substanzen und damit deren Schmelzpunkt bestimmextziatsliait sich

sehr gut auch das Mischungsverhalten von Substanzen untersuchen.

Die Moglichkeit der Mischbarkeit mit Vesikeln sollte nun bei den synthetisierten
Initiatoren 12-17 untersucht werden. Stellt doch die Mischbarkeit, bzw. die Ausbil-
dung einer homogenen Phase mit Dimyristoydiphosphatidylcholin (DMPC) als
Lipid eine Bedingung dar, daf} diese Malsd'in eine Lipidmembran inkroporieren
konnen. Um eine Aussagéér die Mischbarkeit machen zwikiien, wurden zuerst
die Schmelzpunkte der reinen Substanzen gemessen.

120
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Abbildung 58: DSC Messung von 12, 1. Heizkurve (rote Kurve) und 2. Heizkurve (grine Kru-
ve).

In Abbildung 58 ist einmal die erste (rote Kurve) und zweite Heizkurveirfgr”
Kurve) des Initiatord2 dargestellt. Man erkennt im ersten Heizdurchlauf nur einen
endothermen Peak bei 61@ Dieser stellt den Schmelzpunkt der Substanz dar. Ver-
gleicht man diese Kurve mit der zweiten Heizkurve, so lassen sich keine Unterschiede
identifizieren. Das Maximum des Schmelzpeaks liegt bei®d1hd ist damitim Rah-
men der MelRgenauigkeit als konstant anzusehen.
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Die Heizkurven der Initiatoreii3,14 weisen einahnliches Verhalten auf. Ledig-
lich sind die endothermen Peaks znhlefren Temperaturen verschoben. Diese sind in
Tabelle 7 zusammengefalit.
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Abbildung 59: DSC Messung von 15, 1. Heizkurve (rote Kurve) und 2. Heizkurve (griine Kru-
ve).

Vergleicht man nun die Heizkurve des N-Tetradecyl-2-brompropiondfiahit
der Heizkurve von N,N-Ditetradecyl-2-brompropionantbd/Abbildung 59), so sieht
man ein ganz anderes Phasenverhalten. In der ersten Heizkurve lassen sich zwei endo-
therme Peaks identifizieren, einer bei 3&1und einer bei 82°€. D.h. es scheinen
hier zwei Phasarberginge stattzufinden. Polarisationsmikroskopische Untersuchun-
gen zeigen das Vorliegen einer Kristallsuspension im Temperaturzwischenbereich.
Betrachtet man nun die zweite Heizkurve (Abbildung 59rgr Kurve) des Initia-
torsl|5, so registriert man einen deutlichen Unterschied zur ersten Heizkurve. Der erste
endotherme Peak ist zu niedriger Temperatur von°83duf 27.5C verschoben. Der
zweite Peak hingegen, zeigt keine Verschiebung. Er liegt ber82uad ist im Rah-
men der MelRgenauigkeit konstant geblieben.
Dieses Verhalten erscheint sehr seltsam. Es bleibt jedoch zu bemerken, dal3 dieses
Verhalten nur bei den Initiatore®-17 gefunden wurde. Die Initiatorel2-14 weisen
keinen Versatz des Schmelzpunktes in Abbigkeit der Heizkurvem auf.
Die Initiatorenl6,17 weisen eimahnliches Phasenverhalten, wig f5 dargestellt,
auf. Die entsprechenden Phasbaigangstemperaturen sind ebenfalls in Tabelle 7 zu-
sammengefalit. Auch die beobachtet Verschiebung des ersten endothermen Peaks in
der ersten Heizkurve, konnte analog beobachtet werden. In beiden Systemen ist der
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Versatz sogar noch gBer.

Besonders bemerkenswert ist der Initiatdr Dieser weist sogar drei Peaks in der
ersten und zweiten Heizkurve auf. Wie in Tabelle 7 zusammengestellt, weisen der erste
und der zweite Peak eine Verschiebung der Temperatur zwischen der ersten und der
zweiten Heizkurve auf. Der dritte Peak bleibt konstant.

Tabelle 7: Tabelle der Phaseniibergangstemperaturen der Initiatoren 12-17.

Initiator Heizkurve Phaserbergangstemperaturen

12 1. 61.0C
2. 59.9C
13 1. 67.7C
2. 67.0C
14 1. 75.9C
2. —
15 1. 38.1C 82.9C
2. 27.5C 82.2C
16 1. 37.0C 54.9C 91.8C
2. 16.9C 40.9C 91.2C
17 1. 45.9C 96.0C
2. 30.2C 95.2C

Nachdem nun das Phasenverhalten der einzelnen reinen Initiatoren untersucht wor-
den ist, interessiert besonders das Mischungsverhalten dieser Substanzen mit Lipid-
membranen. Um diese Untersuchungen mittels DSC duincafi’ zuknhnen, wurde
zuerst eine &l3rige, bei 30C beschallte Dispersion von DMPC hergestellt und ver-
messen. In dieserdsung liegen polydisperse Vesikel vor, die einen Phasergang
bei 24 C aufweisen. Es handelt sich um die thermisch induzierte Phasenumwandlung
aus dem geordneten, quasikristallinen Gel-ZustandRhase) in den weniger geord-
neten fluiden Zustand (l-Phase). Dieser geht mit einer Zunahme der Beweglichkeit
der Acylketten und einer Verringerung der Packungsdichte einher.

In Abbildung 60 ist die entsprechende DSC-Messung aufgezeigt. Man erkennt eine
sehr verrauschte Kurve, die jedoch einen endothermen Peak beCZufveist. Die-
ser stimmt sehr gut mit dem publizierten Wert voriC4iberein [32]. Da also der Peak
in der DSC melf3bar ist, erscheint esglich Mischungsuntersuchungen der Initiatoren
mit solchen DMPC-Vesikeln anzugehen.

Um nun die Mischbarkeit der Initiatoren mit den Vesikeln zu untersuchen, wur-
den dinne Filme des Initiator, DMPC Gemisches in Chloroformpariert (Verlaltnis
Initiator:DMPC = 1:2). Diese wurden nun in Wasser dispergiert und beschallt. Eine
solche losung wurde dann in der DSC vermessen.

Die Abbildung 61 zeigt die erste und zweite Heizkurve einer DMB@)ispersion
in Wasser. Es lassen sich verschiedene Dinge aus dieser Kurve erkennen. Man erkennt
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Abbildung 60: DSC Messung (1. Heizkurve) von polydispersen DMPC-Vesikeln.
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Abbildung 61: DSC Messung von polydispersen DMPC-Vesi keln mit dem Initiator 13. 1. Heiz-
kurve (rot) und 2. Heizkurve (grin).
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zwel endotherme Peaks, einer bei 2€Qnd einer bei 66&. Der zweite Peak bei
66.6C stimmt gut mit dem Schmelzpunkt des reinen Initiators von 87 berein.

Das bedeutet, dal3 ein grofRer Teil des Initiators in einer von DMPC getrennten Phase
vorliegt und dieser die normale festiiSig Phasenumwandlung duratiif. Besondere
Aufmerksamkeit gilt jedoch dem ersten Peak bei 26.(Dieser liegt doch nahe dem
Peak von 24.4C, der fir eine reine al3rige DMPC Dispersion gemessen wurde. Zwei
Grinde lonnen tir die Verschiebung herangezogen werden. Erstens, der Peak ist le-
diglich im Rahmen der Mel3genauigkeit verschoben. Dagegen spricht, dal? eine solche
grol3e Verschiebung in Vergleichsmessung von reinem DMPC nie gefunden wurde.
Zweitens, ein Kleiner Anteil des Initiatot8 ist in die DMPC Membran eingebaut.
Dies wirde zu einer Verschiebung der Temperatur des Phésegangsuhren, da-

mit die gesammte Phase in einen fluiden Zustabdriihrt werden kannAhnliche
Ergebnisse sinduf"Mischung von Lipiden bekannt [32]. Hieulfitt das Mischen von
Lipiden zu einer Mischphaseabérgangstemperatur, die zwischen beiden Phdsen”
gangstemperaturen liegt. Die zweite Heizkurvau(gr Kurve in Abbildung 61) zeigt
keine gravierendénderungen gegerer der ersten Heizkurve. Es wird daher von
einem stabilen Zustand ausgegangen.

Interessant ist die gleiche Messung mit dem InitidgarHier findet man ebenso
zwei endotherme Peaks in der Heizkurve. Der erste Peak liegt in der zweiten Heiz-
kurve bei 21.1C. Der zweite Peak bei 56G liegt dem Schmelzpunkt vol2 von
59.9C nahe. D.h. auch hier liegt eine von der DMPC Phase getrennte reine Phase des
Initiators vor. Interessanterweise scheint der PealDIVIPC von 24.4C auf 21.1C
gesunken zu sein. Die Vermutung liegt nahe, daf3 dies durch Einmischung des Initiators
12 beguindet liegt. Warum beim Initiatad3 der DMPC-Peak zudtierer Temperatur
verschoben wird, wohingegen b&i der DMPC-Peak zu niedrigerer Temperatur ver-
schoben wird, bleibt ungeit.

Versuche den Initiatod in DMPC Membranen einzumischen waren nicht erfolg-
reich. Hier konnte in der DSC-Messung kein Signal aus dem Rauschen zur Auswer-
tung herangezogen werden.

\ollzieht man nun die gleichen Messungen mit den Initiatd&et7, so ergeben
sich andere Ergebnisse. So sind in Abbildung 62 die beiden Heizkurven des Initiators
I5 in einer DMPC Dispersion dargestellt. In der ersten Heizkurve (rote Kurve) erkennt
man zwei endotherme Peaks. Der erste Peak liegt betQand kann wieder der
der Phasambergangstemperatur des DMPC zugeordnet werden. Es ist wieder zu be-
merken, daf3 dieser etwas zoh®rer Temperatur verschoben scheint. Der zweite Peak
findet sich bei 57.4C. Dies ist sehr verwunderlich, denn in der Heizkurve des reinen
InitiatorslI5 findet sich in diesem Bereich kein Peak (siehe Tabelle 7)oBate jedoch
sein, daf3 sich ein Mischschmelzpunkt gebildet hat. Jedoch wird aus der zweiten Heiz-
kurve deutlich, die in Abbildung 62 als gmé Kurve dargestellt ist, dal3 nur noch ein
endothermer Peak zu erkennen ist. Dieser liegt bei etwa@6[3.h. der Phaseier-
gang des DMPC bleibt erhalten. Interessanterweise ist der Peak b&C5ucht mehr
zu finden. Es &inte also sein, dald der im ersten Heizzyklus aufgeschmolzene Initia-
tor 15 beim Abkiihlen nicht mehr kristallisieren kann, sprich seine Kristallisation wird
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Abbildung 62: DSC Messung von polydispersen DMPC-Vesikeln mit dem Initiator 15. 1. Heiz-
kurve (rot) und 2. Heizkurve (gruin).

inhibiert. Dieses Argument wird durch die 1uKlkurve (nicht gezeigt) besitkt. Es
findet sich kein eindeutiger Kristallisationspeak.

Ein &hnliches Verhalten findet sich beim Inititat@. Die entsprechenden Heiz-
kurven der vel3rigen Mischung mit DMPC finden sich in Abbildung 63. In der ersten
Heizkurve (rote Kurve) sind wieder zwei endotherme Peaks zu erkennen. Der erste bei
23.6'C, der zweite bei etwa 8C. Der erste Peak wird wieder dem Phagsrgang
von DMPC zugewiesen. Der zweite Peak liegt doch im Bereich des zweiten Peaks,
der in der Heizkurve des reind@ bei etwa 90C gefunden wurde (siehe Tabelle 7).
Die 10°C Differenz konnten auf eine Art Schmelzpunkterniedrigunguakrzu tihren
sein. Interessant ist wieder die zweite Heizkurve, wie in Abbildung 63n@Kurve)
zu sehen ist. Auch hier findet sich nur noch ein endothermer Peak béC23Ier
zweite Peak ist nicht mehr zu detektieren. Es scheint also auch hier eine Kristallisati-
onsinhibierung stattgefunden zu haben.

Fur die Mischungen des Initiatoit3 mit DMPC konnte dieses Verhalten jedoch
nicht besatigt werden. In beiden Heizkurven konnte nur der Paakdié DMPC-
Phasenumwandlung bei 22 gefunden werden.

ZusammenfalRen@Bt sich festhalten. Aus den gemessenen Isothermen der Initia-
toren K3t sich &ir die N-Monoalkyl-Initiatoreri2-14 die berechnete Gf3e der Kopf-
gruppe verifizieren. &'"die N,N-Dialkyl-Initiatorenl5-17 laf3t sich diese @f3e nicht
korrelieren, was wahrscheinlich durch derenovkiige Struktur begiridet wird. Die
Initiatoren15-17 weisen ein thermisches Phasenverhalten mit mehrétergingen
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Abbildung 63: DSC Messung von polydispersen DMPC-Vesi keln mit dem Initiator 16. 1. Heiz-
kurve (rot) und 2. Heizkurve (gruin).

auf. Rir die Initiatoren2-14 lassen sich lediglich die Schmelzpunkte bestimmen. Die-
se prinzipielle Unterscheidung der beiden Reihen spiegelt sich auch in den Mischex-
perimenten mit\aRrigen DMPC Dispersionen wiedeurdie Initiatoren5,16 scheint

eine Kristallisationsinhibierung stattzufinden. Wohingegen die Initiati&¢8,14 sich

nicht oder nicht so gut mit der DMPC Membran zu mischen scheinen.

5.2 Charakterisation der Polymere in Losung
5.2.1 PCD-Messungen

Zur Untersuchung der verschiedenen Polymere wurden zuerst &ibefilfadungs-
Messungen (PCD-Messungen) durchdet.” Dies soll es eraglichen die Polymere
nach ihrer basischen Gruppe, die durch den Einbau des ComonomMBremelches
eine tertere Amingruppe entdt, erhalten wird, zu beurteilen. Dazu wurden die Poly-
mere in Wasser gest und die losungen auf etwa pH=3 sauergestellt, mit 0.1 n KOH
titriert und das PCD-Potential gemessen.

In Abbildung 64 sind die Ergebnisse einer Reihe von verschiedenen Polymeren
zusammengestellt. Dort ist der pH-Wert dersiung gegen das PCD-Potenial aufgetra-
gen. Die rote Kurve-{) ist die Messung des Polymer&e6. Dieses Polymer endit’
zu grol3en Teilen die Jeff-Amin-Gruppe und damit werden die Eigenschafesmvie-
gend vom prinafen Amin bestimmt. Man erkennt, dal’ das Potential im sauren Bereich
stark positiv ist. Wird der pH-Wert edht, so nimmt dieses ab und durchschreitet den
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Abbildung 64: PCD-Messungen der Polymere P8 (x), P22 (), P66 (+) und P71 ().

isoelektrischen Punkt bei ptb.4. Etwas sater ab pH=7 flacht die Kurve ab unalit”

ab pH=9 wieder strker ab um dann bei pH=11 in ein Plateau bei einem PCD-Potential
von etwa -700 mV zu laufen.Uf dieses Verhalten ist die prame Amingruppe des Jeff-
Amins verantwortlich, sie wird ab dem schwach sauren Bereich deprontoniert.

Ganz anders vedtlt'sich das PolymeP8, ein a-funktionalisiertes Lipopolymer,
dessen Messung alsugré (x) und blaue ) Kurve in Abbildung 64 dargestellt sind.
Dieses zeigt zwei Dinge deutlich. Erstens, die Messungen sind reproduzierbar, da bei-
de Kurven sehr dicht beieinander verlaufen. Auch sind alle wichtigen Merkmale des
Kurvenverlaufs an gleicher Stelle. Zweitens, ist der Verlaariziich verschieden von
dem des PolymereR66. Zwar beginnt die Kurve im sauren Bereich auch mit einem
stark positiven Potential, jedochlft' dieses nur im Bereich bis pH=5dhfilich stell
ab. Danach zeigt die Kurve einen wesentlich flachen Abfall bis pH=9.5. Erst danach
scheint die Kurve abzuknicken und duratift dann auch bei pH=9.8 ihren isoelektri-
schen Punkt um dann in ein Plateau bei pH=11 zu laufen. Dieses liegt jedoch bei einem
wesentlich leherem PCD-Potential von etwa -300 mV. D.h. die sggiAmingruppe,
die durch das Comonomer&fb eingebut wurde, stellt eine basische Gruppe dar. Sie
wird erst ab einem pH-Wert von 9.8 deprotoniert.

Die rosa Kurve [(J) in Abbildung 64 des PolymereR22 einem «a,w-funktion-
alisiertem Polymer, zeigt ebenso zwei wichtige Dinge wieder. Zum einen spielt die
Lange der Alkylkette des Initiators, wie erwartet, keine Ralled&n Verlauf der Kurve
und damit fir das Verhalten des Polymeren. Zum anderen hat auch der Einbau eines
Oberfichenankers in das Polymer keinen Einfluf3 auf das Verhalten des Polymeren in
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Losung. Die Kurve zeigt den gleichen Verlauf wie die beiden Kurven des Polymeren
P8. Der isoelektriche Punkt liegt an gleicher Stelle. Lediglich deaagfiche Verlauf

der Kurve im Bereich pH=3-5.5 velift ohne Knick in den nachfolgenden Bereich
uber. Dies scheint aber keine Rolle idie s@iteren Untersuchungen zu haben, da die
spdteren Messungen in neutralen pH-Bereich duraliggfverden.

Interessant ist auch die letzte, blauxge Kurve W) der Abbildung 64. Das hier
dargestelle PolymeP71 zeigt eine Kurvenverlauf ganz ohne isoelektrischen Punkt.
Dies ist auch verstidlich. Handelt es sich doch um eine quadeenAmmoniumgrup-
pe, in die das Comonomere umgewandelt worden ist. Died&ssich nicht durch
waldrige KOH in dem zuariglichen Bereich deprotonieren.
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Abbildung 65: PCD-Messungen der Polymere P20 (), P21 (+), P22 (1) und P23 (x).

Es scheint also so, dal? der Einbau des ComononM¥eaine sehr gute Wahl ist.
Die tertidre Amingruppe zeigt ein deutliches basisches Verhalten. Sie ist liegt bis zu
einem pH-Wert von 9.8 in der protonierten Form vor. Damit verhalten sich die Poly-
mere bis zu diesem Punkt wie Polyelektrolyte. Es stellt sich jetzt die Frage, wie eine
Variation des Anteils an eingebautem Comonom@iérsich auf die PCD-Messungen
auswirkt. Dazu wurden die PolymeR20-P23vermessen. Sie weisen eine Variation
des Comonomeren von 09%20) uber 20% P21) bis zu 30% P23 auf. Die ent-
sprechenden Kurven sind in Abbildung 65 zusammengestellt. Die blaue Kuijve (
zeigt den Verlauf des Polymeré&20ohne eingebautes Comonom&fé. Im sauren
Bereich weist das Polymer ein positives PCD-Potential auf. Diedkégddoch sehr
schnell bei Erbhung des pH-Wertes ab und durabit' schon bei pH=4.9 seinen iso-
elektrischen Punkt. Danacadft die Kurve langsam in ein Plateau, daf3 bei pH-Werten
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gréRer 10 nochmal auf ein zweites Plateau absackt. D.h. dies Polymer weist, wie er-
waretet,uberhaupt keine basischen Gruppen auf.

Vergleicht man dies mit der roten Kurve-] des Polymerei®21, so erkennt man,
dald der Einbau von 20 mol% des Comonomévi&nden isoelektrischen Punkt bereits
weit in den basischen Bereich verschiebt. Dieser liegt nun bei einem pH-Wert von 8.8.
Der Verlauf veréiuft ahnlich dem des Polymerd?22 welches bereits in Abbildung
64 (rosa Kurvel) besprochen wurde. Der Einbau von 27 mol% verschiebt jedoch den
isoelektrischen Punkt noch weiter in den alkalischen Bereich zum pH-Wert von 9.8.

Erhéht man nun noch weiter den Anteil des Comonomévi@nauf 30 mol%, wie
es im PolymererP23 geschah, so edit' man die guhe Kurve () der Abbildung
65. Der isoelektrische Punkt verschiebt sich nicht weiter in den alkalischen Bereich,
sonder bleibt bei dem pH-Wert von 9.8. Jedoch bildet sich ein deutliches Plateau des
positiven PCD-Potentials im Bereich von pH=5 bis pH=7.5.

5.2.2 LCST Untersuchungen der Poly(N-isopropylacrylamide)

Eine ganz besondere Eigenschaft weisen die Polymere auf Poly(N-isopropylacryl-
amid)basis auf. Poly(N-isopropylacrylamide) weisen eine Mischuiegslzu loheren
Temperaturenl@wer critical solution temperature, LCST) in Wasser auf. D.h. ober-
halb dieser Temperatur ist das Polymer nicht mehr imsurigsmittel (hier Wasser)
[6slich. Ein Kollaps der Polymerlenielstruktur ist die Folge dessen, dal3 die Polymer-
Polymer Wechselwirkung oberhalb LCSTof#er der Polymer-asungsmittel Wech-
selwirkung wird. Es ist ersichtlich, daf} diese charakteristische Eigenschaft sehr inter-
essant in Hinblick auf Polymer-Lipidmembran Wechselwirkungen ist.

Bestimmt wird die LCSTublicherweise durch Turbidimetrie, d.h.ultingsmes-
sungen. Hierbei wird die Intenattéines Lichtstrahls in Transmission durch dasuig
in Abhangigkeit der Temperatur gemessen. Unterhalb LCST, liegt eine ktaeng’
des gebsten Polymeren vor. Oberhalb LCST koaguliert das ausfallende Polymer und
die L6sung wird ttibe. Die Folge ist eine Abnahme der Transmission.

In Abbildung 66 sind die Tubungskurven von drei Polymeren dargestellt. Vari-
iert wurde der Einbau an basischem Comonom&ién Fir das Polymer&39ohne
Comonomer (rote Kurve+*) wird eine dem PNIPAM identische Kurve gefunden.
Unterhalb 32C ist 100 % Transmission zu messen. Oberhaf€C38t praktisch keine
Transmission mehr zu messen. Im Bereich zwischen 3G38mmt die Transmissi-
on rapide, kontinuierlich ab. Es konnte alsw asa,w-funktionalisierte PNIPAM die
gleich LCST wie tir reines PNIPAM gefunden werden. D.h. die Endgruppen eines Po-
lymeren, egal welcher Art, nehmen keinen Einflu? auf die LCST. Im Gegensatz dazu
nehmen schon kleinste Mengen von Comonomeren in statistischen PNIPAM Einflul3
auf die LCST [141].
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Abbildung 66: Trubungsmessungen der Polymere P39-P41 in walkriger Losung.

Vergleicht man nun diese Kurve mit der des Polymdpdl, in dem 4 mol% des
Comonomerem5 eingbaut sind, so erkennt man, daf3 diagburigskurve zu dlierer
Temperatur verschoben ist (Abbildung 6&ge Kurve, x“). D.h. bis zu einer Tem-
peratur von 36C ist die Losung zu 100 % optisch klar. Danach nimmt die Trans-
mission wieder kontinuierlich ab bis zu einer Temperatur von etw&38b der die
Losung wieder praktisch optisch undumBig ist. Somit wird deutlich, dal3 der Einbau
des hydrophilen Comonomerdfb zu einer Erlohung der LCSTdhrt. Dies steht in
Einklang mit den Ergebnissen aus der Literatur [163], in denen z.B. 2-Acrylamido-
2-methylpropansulforaire als hydrophiles Comonomere die LCST ebenfallslash”
[164].

Vermif3t man das Polyméd?41, in dem 19 mol% des Comonomerkid eingbaut
sind, so ist die erhaltene dbungskurve zu nochdiérer Temperatur verschoben, wie
in Abbildung 66 (blaue Kurvex") zu sehen ist. Es interessant zu erkennen, daf3 hier
der Temperaturbereich in dem die Transmission von 100 % auf 0 % abnimnotgch -
20°C erstreckt. D.h. der bekannte schmale Bereich des LCST ist hier nicht vorhanden.
Griinde fir den breiten Bereich in dem der LCST auftritbrkite in der nichthomoge-
nen Verteilung der Comonomergruppen in allen einzelen Polymerketten sein. Es liegt
sicher eine statistische Verteilung vor. Und j@@et der Anteil an eingebautem Co-
monomeren ist, destohér liegt der LCST. Somit urde das Ergebnis auf eine relativ
breite Verteilung des Einbauvealriis des Comonomeren sprechen.

In Tabelle 8 sind alle LCST der Polymere zusammengetragen. Es sind jeweils die
Temperaturen der Polymere bei 50 % Transmission (shudbund bei beginnender
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Abnahme der Transmission (Tuh.;) notiert. Es ist hier nochmal die grof3e Differenz
der Temperaturen des Polymefe#lvon 10C zu erkennen.

Tabelle 8: Vergleich der Kollapspunkte der Polymere P39-P41 gemessen durch DSC und
Tribungsmessung.

Polymer DS@G,.. DSGCse: Turbsgy, Turb,,se:
P39 35°C 31.5C 32C 31.8C
P40 39°C 36.4C 37rC 36.5C
P41 54°C 48.6C 54C 44C

Eine weitere Mglichkeit die LCST von Poly(N-isopropylacrylamiden) zu bestim-
men, ist die DSC-Messung. Da bei dem Prozel3 desuktollaps Polymer-Wasser
Bindungen gebrochen werderussen, ist man in der Lage dies durch einen Endother-
men Peak in der DSC zu detektieren [165, 166, 167].

In Abbildung 67 sind die Heizkurven dera8trigen Polymer-€Sungen vorP39-

P41 dargestellt. DetUbersichtlichkeit wegen, wurden die Kurven entsprechend ver-
schoben, bzw. normiert, so dal3 sich ein Vergleich der Kurveglicti ist. Daher sind

die Hohen der Peaks, sowie dereméthién nicht im realen Vedfinis. Im Rahmen die-

ser Untersuchungen kam es lediglich auf die Lage der Peaks, sowie deren Breite an.
Somit stellt die Normierung der Kurven keine Einszihking dar. Vergleicht man die
Kurve, fallen mehrere Dinge auf.

Erstens ist die bereits bei denubtingsmessungen gemessene akgigkeit zwi-
schen Comonomeranteil und der Temperatur desuéikollaps wieder zu erkennen. In
Tabelle 8 sind die Temperaturen zusammengestellt. Zum einen sind die Temperaturen
des Peakmaximums (D$&.) und die Temperaturen des Peak-Onset (RSO er-
mittelt. Beide unterscheiden sich von einander. Wie zu erwarten stimmen dig, RSC
Temperaturen gut mit den Tugh..-Temperaturen der Polymeubérein. Lediglich das
PolymereP41weicht hier etwas ab. @nide hiertii sind sicherlich auch in dem rela-
tiv schwachen Signal ddsberganges des Polymeren in der DSC zu suchen. Dadurch
wird die Bestimmung der Onset-Temperatur erschwert und ungenau.

Zweitens erkennt man, dalf alle drei Kurven sich im Vergleich zu dabuhgs-
messungenber einen wesentlich geren Temperaturbereich erstrecken. Zwagha ™
che Grinde hiertir sollen angesprochen werden. Erstens kann der thermische Fluf3
nicht gleichnalRig durch die gesamte Probe verlaufen, wodurch es zu esreéiger-
ten Knauelkollaps in der Probe kommen kann. D.h. die gesamte Probe auftaficht
gleichzeitig die Phasenseparation. Der zweite und wahrscheinlich bedeutendere Grund
liegt darin, dalR die Phasenseparationaeltdich uber einen breiteren Temperaturbe-
reich verfuft. Obwohl die losung in den Twubungsmessungen sehr schneib&'wird,
laf3t sich daraus aber nicht schlieRen, dal? bei 0 % Transmission der gesaméd- Kn™
kollaps abgeschlossen ist. Aatislich kommt sicher noch der Copolymereinfluf3 hinzu,
wie er schon bei den Tibungsmessungen diskutiert wurde.
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Abbildung 67: DSC-Messungen der Polymere P39 (rote Kurve), P40 (grine Kurve) und P41
(blaue Kurve) in waldriger Losung.

Drittens nimmt das Verdtnis von Peakblie zur Peakbreite mit zunehmendem An-
teil an ComonomeM5 ab. D.h. die Aufbsung der Peaks nimmt ab. Dies geht mit der
»verschmierung“bei den Tbungsmessung einher und hat sicher die dort angespro-
chene Ursache der statistischen Verteilung des Conomomeranteils.

5.2.3 Amphiphiler Charakter der Lipopolymere

Nachdem den Polymeren ein basischer Charakter durch die PCD-Messungen nachge-
wiesen werden konnte und die Inititatoren ja bereits erste AndeutungemfAmphi-
philes Verhalten zeigten, stellt sich die Frage, ob die Lipopolymere auch ein amphiphi-
les Verhalten aufweisen. D.h. hat der Einbau einer Alkylgruppe von 14-18 Kohlenstof-
fatomenuberhaupt noch einen Einfluld auf das Verhalten eines Polyacrylamides mit
einem Polymerisationsgrad von 100. Es stehen also 14-18 hydrophobe Kohlenstof-
fatome etwa 200 hydrophilen Kohlenstoffatomen gedpan, wenn man die gesamte
Wiederholungseinheit eines Polyacrylamides als eine hydrophile Einheit betrachtet.
Das dies trotzdem so ist, zeigt die Abbildung 68 sehr deutlich. Hier sind in Ab-
bildung 68a die Phasentrennung von Chloroform und Wasser aufgezeigt. Zur besseren
optischen Darstellung der Phasengrenzen, wurde die Chloroformphase mit wenig Azo-
benzol angedibt. Das rechte Glas zeigt die Phasengrenze zwischen Chloroform und
einer waldrigen losung des Polyacrylamidéxl ohne hydrophobem Lipidanker. Es
lalt sich nach dem Aufsattéln der losungen eine sofortige Phasenseparation beob-
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Abbildung 68: a) Phasenseparation von Chloroform/Wasser mit P3 (links) und mit P1 (rechts).
b) Vergroferung der unterbundenen makroskopischen Phasenseparation bei Polymer P3 (Bal-
ken = 100um).

achten. D.h. die beiden Phasen trennen sich sofort wiederawmailist, wie dies im Bild
zu sehen ist.

Vollzieht man den gleichen Versuch mit eineafdrigen losung des Polyacrylami-
desP3, welches mit dem N-Monoalkyl-Initiator polymerisiert wurde, so erkennt man
ein ganz anderes Bild. Dieses ist in Abbildung 68a linkes Glas zu sehen. Nach dem
Aufschitteln der losungen, stellt sich keine Phasenseparation ein. Ein grof3er Teil der
waldrigen Phase setzt sich zwar oben ab, jedoch bildet sich keine getrennte Choroform-
pahse aus. Vielmehr erkennt man viele kleine gellmpfiatien. Diese lassen die untere
»Phase" tuber Erscheinen und sind auf dem Photo nicht zuerkennen. Betrachtet man
sich diese untergPhase* unter dem Mikroskop, so erkennt man deutlich die einzelnen
Tropfchen, wie dies Abbildung 68b zeigt. Dieser Zustanduls¢r'mehrere Wochen
stabil, ohne dal} sich Chloroformphase abscheidet.

Als eine ErkBrung fir dieses Pariomen khnte man den amphiphilen Charak-
ter des Lipopolymeren heranziehen. Der hydrophobe Teil des Polymeren, der durch
den Initiator eingebracht wurde, hat eine deutliche Tendenz zu organischen hydropho-
ben Losungsmittel. Die hydrophile Polymerkette hingegen zieht lieber das hydrophi-
le walrige Milieu vor. Nun bilden sich beim Aufsgtiéln der losungen viele feine
Chloroformtopfchen aus. An deren Phasegrenze zum Wasser hin lagern sich nun die
Lipopolymere an. Das hydrophobe Ende taucht in die hydrophobe Chloroformphase
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ein. Der Rest des hydrophilen Polymeren liegt nun in der Wasserphase an der Grenz-
flache zum Chloroformapfchen. So ist nun jedes Chloroforimpfchn komplett mit
Polymer umlagert bzw. beschichtet. Dadurch scheint es nun zu einem quasistabilen
Zustand zu kommen. Denn die Vereinigung deogicthen wird durch die Polymer-
schicht unterbunden und so eine makroskopische Phasenseparation inhibiert.
Bemerkenswerterweise ist diesesaRbimen unaldrigig von der Konzentration
des Polymeren. Zumindest in dem Konzentrationsbereich von 1-4 mg/mL konnte kei-
ne Abhangigkeit der Topfchengol3e festgestellt werden. D.h. in diesem Konzentra-
tionsbereich sind alle Chlorofornapfchen mit der maximalen Beladungsdichte an
Polymer umlagert. Eine kleinere dpfchengolie stellt sich trotz zunehmender Kon-
zentration nicht ein. Gmide hiertir sind schwer zu finden. Einzig die mit abnehmen-
dem Radius der Chloroforngpfchen zunehmende Obeadhenkatmmung steht dem
entgegen. Es scheint so, dal3 sich hier in depfatiengol3e von etwa 10@m ein
Minimum der beiden entgegenwirkendenrafte vorliegt.

5.3 Charakterisierung der Polymere in ultradiinnen Filmen
5.3.1 Adsorption der Polymere zu ultradinnen Filmen

Um nun ultradinne Filme der Lipopolymere auf Obextlien, insbesondere Goldober-
flachen zu fertigen, stehen einem die beiden prinzipiellen Methoden der Physisorption
und der Chemisorption zur Verjung. Da diex-funktionalisierten Lipocopolymere ei-

ne tertére Amingruppe vorweisen und daher basischer Natur sind, siehe Kapitel 5.2.1
und Abbildung 35, lassen sich diese Polymere auf negativierten @tleefi”adsor-
bieren, wie dies in Abbilung 69b schematisch gezeigt ist. ®ie-funktionalisierten
Lipopolymere hingegen weisen selbst einen OkhelE€nanker in Form einer Disul-
fidgruppe auf und &rinen daher direkt auf der Goldobadhie adsorbieren, wie dies
schematisch in Abbildung 69a gezeigt ist. Die dritte Polymerklasse sind die statistisch
funktionalisierten Polymere, die ebenfalls einen OlaetiEnanker in Form einer Di-
sulfidgruppe aufweisen. Sie adsorbieren direkt auf der Goldaloes| wie dies sche-
matisch in Abbildung 69c gezeigt ist.

Es lassen sich so also ultiattie Polymerfilme darstellen. Die Dicken der entste-
henden Filme &inen dann mit Hilfe der Obedthenplasmonen Spektroskopie (SPS)
bestimmt werden. Der eigentliche Vorteil der SPS ist jedoch diglMikeit das Ad-
sorbtionsverhalten der Polymere zeitaufgtlzu studieren, d.h. kinetisch zu verfolgen.

Fur die a-funktionalisierten Lipopolymere muss vorher eine negativierte Ober-
flache papariert werden. Dazu wird auf die gereinigte Goldoletfe eine \&Ssri-
gen Losung des Natriumsalzes der Mercaptoenthansidtmeséinwirken gelassen.
Nach erfolgreicher Adsorption, ca. 30 Minuten, wird diese Obelé mit Milli-Q
Wasser abgesiit. Auf der so modifizierten Obedgthe kann dann das entsprechen-
de Lipopolymer aus @assriger losung adsorbieren. In Abbildung 70 ist zum Beispiel
die Adsorptionskurve des Lipopolymer@d auf einer mit Mercaptoethansulfansgeé
beschichteten Goldobeafihe gezeigt. Man erkennt einen sehr schnellen Anstieg der
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c)

a) b)

Abbildung 69: Adsorptionen der 3 unterschiedlichen Lipopolymerarten: a) Chemisor ption von
a,w-funktionalisierten Lipopolymeren auf Gold, b) Physisorption von a-funktionalisierten Li-
popolymeren auf einer negativierten Oberflache und ¢) Chemisorption von statistischen Lipo-
polymeren auf Gold.
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Abbildung 70: Mit Oberflachenplasmonen Spekroskopie bestimmte Adsor ptionskurve des Li-
popolymeren P4 auf einer negativierten Goldoberfichen.
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Schichtdicke (die Reflektiatt ist direkt proportional zur Schichtdicke). Nach etwa
200 Sekunden nimmt die Schichticke nur noch langsam linear zu. Erst désnSp”~
mit Wasser zum Zeitpunktt 2300 sec beendete diese Zunahme und maadtezime
konstante Schichtdicke von 20
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Abbildung 71. Mit Oberflachenplasmonen Spekroskopie bestimmte Adsor ptionskurve des Li-
popolymeren P22 auf einer Goldoberflache.

Ganzahnlich verhalten sich die Polymere, diber Thiolgruppen chemisorbiert
werden. In Abbildung 71 ist z.B. die Adsorptionskurve degs-funktionalisierten Li-
popolymerenP22 gezeigt. Auch hierdR3t sich nach Zugabe der Polynueling eine
sofortige Zunahme der Schichtdicke registriererat8phimmt die Schichtdicke nur
noch sehr langsam mit der Zeit zu und verbleibt nach deuledei dem konstanten
Wert von 12A.

Alle anderen vermessenefu-endfunktionalisierten Lipopolymere, sowie die sta-
tistisch funktionalisierten Lipopolymere, zeigen ebenso das entsprechende Verhalten.
Lediglich ihre Schichtdicken variieren etwas. Diese sind in Tabelle 9 zusammengetra-
gen.

Alle gemessenen Schichtdicken liegen im Bereich umA26der knapp darun-
ter. Es handelt sich dabei also &thlich um ultradinne Filme. Es konnte bei solch
diinnen Filmen keine Akdmgigkeit der Schichtdicke vom Polymerisationsgrad der
a,w-endfunktionalisierten Lipopolymere gefunden werden, da die Schichtdicke des
Filmes nur ein Bruchteil derarige eines Polymeren bagt’

Es muss an dieser Stelle jedoch bemerkt werden, dal3 es sich bei den vermessenen
Polymeren um stark gequollene Systeme handelt. Da bei der Berechnung der Film-



94

5 Polymercharakterisierung

Tabelle 9: Schichtdicken einiger Lipopolymere auf Gold nach Adsorption aus Losung
(c=1 mg/mL).

Polymer SchichtdickeA]

P4 207
P22 12
P29 20
P34 20
P38 14
P39 10
P40 16
P46 19
P51 17
P66 20
P73 142
P74 15
PVA 107

aAdsorption auf einer geladenen Obaditie.

dicken ein idealisiertes Schichtmodell verwendet wird, liegt hier ein Problem vor. In
die Berechnung geht der Brechungsindex des Polymeren und des umgebenden Medi-
ums ein. Da sich auch der Brechungsindex von Wasser in der direkten Umgebung des
Polymeren unterscheideyltiit es dazu, dald eine zu geringe optische Dicke, das Pro-
dukt aus Schichtdicke und Brechungsindex, gemessen wird. Die berechneten Schicht-
dicken entsprechen eher der Dicke eines getrockneten Films. Die Dicken der gequol-
lenen Polymerfilme sind sicheraj?ér.

Unterschiedlich verhalten sich die Polyvinylalkoholderivate. Der hydrophobierte
PolyvinylalkoholP73 ohne ionische Gruppen und Sulfidankaf$t'sich ebenfalls auf
einer negativierten Goldobeafthe adsorbieren. Das Adsorptionsverhalten ist in Ab-
bildung 72 gezeigt. Im Unterschied zu den Polyacrylamiden findet die Adsorption
langsamer statt. Erst nach etwa 500 Sekunden wird eine konstante Schichtdicke von
14 A erreicht. Interessant ist hierbei, daBerhaupt eine Adsorption zu registrieren
ist. Der Grund hiedif ist die besonderes grol3e Tendenz von Polyvinylalkoholen Was-
serstoffbrickenbindungen auszubilden. DaduraRBtisich die Filmbildung auf der mit
Sulfongiuregruppen beladener Obadtie erldien.

Die synthetisch einfache Eialiftung von negativen Sulfoasiegruppen an den Po-
lyvinylalkohol fuhrt zu einem Polyanion, welches sich auf einer positivierten Ober-
flache adsorbiereaBt. Wie oben beschrieben kann eine positivierte Cdoghrél durch
Adsorption von Cysteamin erhalten werden. Auf diesftISich dann das Polymer
P74 adsorbieren. Jedoch bildet sich nur sehr langsam ein Polymerfilm. Die Adsorpti-
on ist erst nach mehr als 2000 Sekunden beendet. Nach beendeter AdsafitgicH”
eine Dicke von 15 berechenen.
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Abbildung 72: Mit Oberflachenplasmonen Spekroskopie bestimmte Adsor ptionskurve des Po-
Iyvinylalkohols P73 auf einer negativierten Goldoberflache.

5.3.2 Hydrophilie der ultradunnen Filme

Nachdem nun die Adsorption der Polymer auf GoldoletfEn detailiert untersucht
worden ist, stellt sich die Frage nach den Eigenschaften der Polymere, wenn sie als
ultradinner Film, sprich Monolage vorliegen. Sind diese Filme an der Glotrd hy-
drophil oder hydrophob? Dieser Frage soll im folgenden nachgegangen werden.

Eine sehr gute und etablierte Methode zur Charakterisierung von &diesfi stellt
die Messung des Kontaktwinkels dar. Sateine Quantifizierung der Obexdhen-
hydrophilie zu. Deshalb wurde der Kontaktwinkel von Wasser auf einigen utraei
Polymerfilmen vermessen, wie dies in Kapitel 2.1.1 theoretisch beschrieben wurde.
Die erhaltenen Daten sind in Tabelle 10 zusammengefal3t.

Betrachtet man sich die Reihe der PolymP20 bis P23, so K3t sich ein deut-
licher Trend feststellen. Mit zunehmendem Gehalt an eingebautem Comonomerem
M5 nimmt der fortschreitende Kontaktwinkel stetig alurFlas Lipopolymerd20,
welches kein Comonomer®s5 enthalt, konnte der béhste Kontaktwinkel von 54
gemessen werden. Vergleicht man diesen Wert mit dem Kontaktwinkel von reinem
Poly(acrylamid) (synthetisiert von AScH [160]) von 28, so K3t sich ein deutli-
cher Einflu der hydrophoben Lipid-Endgruppe im PolymR@0 erkennen, der den
Kontaktwinkel auf 54 erhoht.

Durch den Einbau von 20 mol% des Comonomevinergibt sich tir das Polymer
P21 ein Kontaktwinkel von 41. Erhoht man den Einbau voll5 weiter auf 27 bzw.
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Tabelle 10: Fortschreitender Kontaktwinkel einiger «,w-funktionalisierter Lipopolymere
(Struktur siehe Abbildungen 39 und 41).

Polymer Kontaktwinkel Polymer Kontaktwinkel

O [°] O [°]
P20 54 P34 23
P21 41 P38 37
P22 39 P40 66
P23 37 P46 53
P29 23 P51 57

30 mol%, so erhlt man fir die Polymerd?22 und P23 einen Kontaktwinkel von 39
bzw. 37. D.h. durch den Einbau der tert. Amin Gruppe @rhsich die Hydrophilie
des Filmes drastisch.

Zu Bemerken gilt es, dalif die gesamte Polymerreif20bis P23keine tickzie-
henden Kontaktwinkel gemessen werden konnten. In al@dleffand keine Entnet-
zung der Filmoberéche mehr statt. Damit wird nochmals die Hydrophilie dieser Lipo-
polymerfilme unterstrichen. Gleichzeitig zeigt dieses Ergebniss aber auch, dal3 durch
die Benetzung mit Wasser eine Umorientierung der hydrophoben Lipid-Endgruppen
von der Oberfiche weg stattgefunden haben muss. Die Umorientierung der Lipid-
Endgruppen dhrt zu einer hydrophileren Obeafihe, wodurch der fortschreitender
Kontaktwinkel nicht mehr bestimmt werden kann, bzw. gegeliaft, da eine vollstidi-
ge Benetzung vorliegt.

Einenahnlich hydrophilen Polymerfilm konnteirfdas PolymeP38erhalten wer-
den. Der fortschreitenden Kontaktwinkel betrug auch in diesem Fall@Gégeniber
dem Polymerei®21enthdlt dieses Polymer keine Tetradecylamin Endgruppe, sondern
eine DMPE Einheit. Damit wird deutlich, daf3 die Art der hydrophoben Endgruppe kei-
nen grofRen Einfluld auf den Kontaktwinkel hat. Dieser wibgrwiegend vom Einbau
des Comonomerek5 bestimmt.

Noch etwas hydrophilere Filme konnten bei den Polymé&28aundP34erhalten
werden. ki diese Polymere konnte jeweils ein fortschreitender Kontaktwinkel von
23’gemessen werdenuFdas PolymeP29besitzt den gofdten Anteil an eingebautem
ComonomeM5, womit der niedrige Kontaktwinkel er&tt werden kann. t"das Po-
lymer P34deutet der kleine Wert darauf hin, dal3 in diesem Polymeren die Endgruppe,
eine Pyreneinheit, keinen gro3en EinfluR auf den Kontaktwinkel hat. Bei der Messung
des rickziehenden Kontaktwinkels konnte auch hier eine Benetzung der &dexfl”
festgestellt werden.

Vergleicht man die Poly(isopropylacrylamide) mit den Poly(acrylamiden), so las-
sen sich einige Unterschiede feststellen. So konmtdds PolymeP46ein fortschrei-
tender Kontaktwinkel von 53gemessen werden. Auch dieser liegt noch unterhalb dem
Kontaktwinkel von 60, den HauscH fur reines Poly(N-isopropylacrylamid) messen
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konnte [160]. Es wird also auch in diesen Polymeren der Einflu3 des tert. Amines des
Comonomerem5 deutlich.

Dal’ aber auch die hydrophobe Endgruppe einen Einfluf3 auf den Kontaktwinkel
und damit auf die Hydrophilie der Obeafihe hat, zeigt die Messung des Polymeren
P51 Dieses Polymere gleicht dem Polyni&t6bis auf die Endgruppe. @hrendP46
eine Octadecylamin Endgruppegt, besitztP51 eine Dioctadecylamin Endgruppe.
Fur das PolymeP51mif3t man dann einen Kontaktwinkel von5also eine Erbhung
um 4.
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5.3.3 Phasenverhalten der PNIPAM in ultradinnen Filmen

Die synthetisierten Poly(N-isopropylacrylamide) zeigten asiig einen Katelkol-
laps (LCST). Es bleibt daher noch zakéh, wie sich die Poly(N-isopropylacrylamide)
an der Goldgrenzdiche verhalten. Ist also ein LCST auch in eineimrmkEn Film vor-
handen?
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Abbildung 73: DSC-Messungen von P39 frei in Losung (rote Kurve) und auf Goldkolloiden
adsorbiert (griine Kurve).

Problematisch ist hierbei die Untersuchungsmethodik, denbufrgsmessungen
lassen sich an einenudiien Film auf einer Obedthe nicht durchifiren. LASCHEW
sKY konnte an anderen Polymerfilmen zeigen, daf3 sich ingemd dicken Filmen
ein LCST auch mit der Obedthen Plasmonen Spektroskopie registriead |168].
Daher lag es nahe dies auch an den hier erhall@nel Filmen zu versuchen. Dazu
wurde die Mel3zelle der SPS an einen Thermostaten angeschlossen und die Innen-
temperatur der Mel3zelle entsprechend geeicht. Danach wurdeudee dFilm des
PolymernP39 wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben adsorbiert und die Mel3zelle ausrei-
chend mit Wasser ges}t.'Es wurde eine Filmdicke von 18 erhalten. AnschlieBend
wurde ein Temperaturprofil von 20 bis 45 durchlaufen und dabei die Schichtdicke
registriert. Jedoch waren die Sigaatierungen die durch die Temperatnuérungen
hervorgrufen wurden gif3er als die eigentliche Sigmaderung, die durch den Kollaps
des Filmes an der Obeafthe hervorgerufen wurde. Es konnte also in diesermeii
Film mit der SPS keine Dickemderung nachgewiesen werden.

Da sich aber bereits in den Mischexperimenten der Initiatoren mit den DMPC
Vesikeln die DSC als eine Untersuchungsmethode mit sehr guteosAmitj heraus-
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gestellt hatte, lag es nahe diese auch zur Untersuchung dreselkollaps des Poly-
meren im dinnen Film zu verwenden. Das einzige Problem welches sich stellte, war
gerugend Material in Form eines adsorbiertamdén Filmes zu @parieren. Um al-

so eine noglichst groRe Goldobedthe zughglich zu haben, wurde versucht Gold-
kolloide herzustellen und diese dann mit Polymer zu beladen. Entsprechend wurden
Goldkolloide aus AuGl-Losung durch Reduktion mit Kaliumcitrat gewonnen. Die so
erhaltene brombeerroteokiing zeigte ein Maximum der Adsorption bei 549 nm. Zu
einer noglichst konzentrierten Goldkolloiddsung wurde nun das PolymBB9 ge-
geben. Nach etwa 30 Minuten wurde dieduing erhitzt, wodurch das Polymer ko-
agulierte und ausfiel. Diaberstehende asung wurde warm dekantiert und die mit
dem Polymer ausgefallenen Goldkolloide in der DSC afkige Losung vermessen.

Die Messung ist in Abbildung 73 (gne Kurve) dargestellt. Zum Vergleich ist noch-
mal die DSC-Messung des reinen Polymeren asiig als rote Kurve aufgetragen.
Man erkennt in der gimien Kurve deutlich zweaiberlagerte endotherme Peaks. Einer
bei T=33C und einer bei T=3%C. Der zweite Peak bei T=36 stimmt sehr gut mit

dem Peak des reinen Polymeren iasuhguberein. Jedoch zeigt der erste Peak bei
T=33"C an, dal} hier noch eine zweite Phasen in Form von adsorbiertem Polymer vor-
liegen mul3. Die Interpretatiomnuf dieses Pariomen ist, dal3 ein Polymer, welches an
einer Goldoberiche adsorbiert ist, einen von deodiing verschiedenen LCST auf-
weist. Diese LCST liegt etwas unterhalb des LCST deslrig. Versteheral3t sich

dies durch folgendes Bild. Durch die Anbindung des Polymeren an die @tlesfist

das Polymer in seiner Konformationsfreiheit eingeacht. Dies wirkt sich daher ana-

log dem Einbau von hydrophoben Gruppen in das Polymer aus, denn von denen ist
bekannt, daf3 sie ebenfalls die LCST von Poly(N-isopropylacrylamid)-Derivaten her-
absetzen [139].
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6 Wechselwirkungen mit Vesikeln

Das GrofR3e wird nicht durch ein
impulsives Handeln, sondern durch
das Zusammenwirken vieler Klei-
ner Dinge hervorgebracht, die man
sich zu einem Ganzen hat vereini-
gen lassen.

VINCENT VAN GOGH

6.1 Polymer-Vesikel Wechselwirkung in losung

Bevor der Aufbau von polymeruntewszéen Lipidmembranen auf Obediiien ange-
gangen werden kann, soll zuerst die Attraktion der Polymere auf Vesikebdsarig
untersucht werden. Von besonderem Interesse sind hierbei dige@iiderung von
Vesikeln in Losung in Gegenwart von Lipopolymeren, sowie das Verhalten der fluo-
reszenzmarkierten LipopolymeR86undP37in Gegenwart von Vesikeln.
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Abbildung 74: Durch Photonenkorrelationsspektroskopie bestimmte Grolenverteilung von
Vesikeln, die in Abhangigkeit des Membranfilterdurchmessers prapariert wurden. Rote Kur-
ve: 50nm, griine Kurve 100nm und blaue Kurve 1000nm Filter porendurchmesser.
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Wenn die synthetisierten, wasseslichen Lipopolymere eine Attraktion auf Ve-
sikel ausiben, so sollten diese Polymere auf der Vesikelohehn adsorbieren. Dies
muR3te zu einer Zunahme des Durchmessers der Vesikeg i, Um solche Messungen
durchtihren zu lkhnen, bedarf es nicht nur einer geeigneten Mel3methode, sondern
auch noglichst einer monodispersen Vesikelling.

Eine ggngige MelRmethode zur Bestimmung von Partikadkgn stellt die Photo-
nenkorrelationsspektroskopie (PCS) dar. Mit dieser wurden verschieden \esikell”
gen vermessen. Die unterschiedlichen Vesdsalligen wurden durch Extrusion von
erwdrmten (T=30C) Lipidsuspensionen durch eine Filtermembran mit bestimmter Po-
rengio3e erhalten. Es wurden Filter mit den Porafigri von 50, 100 und 1000 nm
verwendet. Diese @sungen wurden als 1 mg/mL konzentriertesuing mit der PCS
vermessen und die Ergebnisse sind in Abbildung 74 zusammengestellt.

Die rote Kurve zeigt die Gaf3enverteilung der Vesikel, die durch den 50 nm Filter
extrudiert wurden. Man erkennt direkt, daf? die Durchmesser der vermessenen Vesikel
in etwa eine Normalverteilung aufweisen. Das Mittel dieser Verteilung liegt bei einem
Durchmesser von 88.8 nm. Dieser Durchmesser ist deutlmBegréls die 50 nm Po-
ren des verwendeten Filters. Da sich bei der Extrusion die Vesikel durch die Poren
durchdehgen, ist es einsichtlich, dal3 sich diese dabei enlongiren und erst nach dem
Verlassen der Poren wieder ihre Kugelgestalt einnehmen. Diese ist dann et¥as gr-
als der Porendurchmesser. Der Grund hier§t die fluide Gestalt der Vesikel, die
solche Verformungen zaf3t.

Die gniine Kurve in Abbildung 74 zeigt die GBenverteilung der Vesikel, die durch
einen 100 nm Filter extrudiert wurden. Auch hier ist der gemessene mittlere Vesikel-
durchmesser mit 152 nma8ér als der Porendurchmesser von 100 nm. Jedoelt erh”
man nicht die doppelte GRe der Vesikel im Vergleich zu denen, die durch einen mit
50 nm grofl3en (halb so groRR) Porenfilter extrudiert worden sind. D.I&ssder bei
der Extrusion auf die Vesikel ausgiat"wird nimmt bei den 100 nm Poren ab, weshalb
diese nicht so stark deformiert werdemssén, um durch die Poren zu gelangen.

Die grof3ten Vesikel wurden durch Extrusion durch einen 1000 nm Porenfilter er-
halten. Die zugetrige Gol3enverteilung der Vesikel ist in Abbildung 74 als blaue
Kurve dargestellt. Esallt direkt auf, dal? es sich hier um eine bimodale Verteilung
handelt. Man findet Vesikel mit einem mittleren Durchmesser von 233.5 nm und mit
einem mittleren Durchmesser von 890.4 nm. Dies ist verwunderlich. Erstens, erwartet
man keine bimodale Verteilung und zweitens, sind alle Vesikel kleiner als der Poren-
durchmesser des verwendten Filters. Die& von 890.4 nm ist veestdlich, da die
Vesikel kaum durch die Poren gescherrt werdamssen, sondern als intakte Spezi-
es durch die Poren passen. Dies wird ebenfalls durch die breite Verteiluradidpest”
Interessant sind vielmehr die kleineren Vesikel deof®233.5 nm. Dieseokihen
nicht durch eine Extrusion durch die Poren entstanden sein. Die einzigerrgl”
kann durch die Prozedur der Vesikelbereitung erfolgen. Denn bevor die Vesikel ex-
trudiert werden, wird ein Lipidfilm von einer Glaswand iodLing dispergiert. Dies
erfolgt unter der Einwirkung von Ultraschall. Es scheint also, dal3 diese kurzzeitige
Ultraschallbehandlung bereits zu intakten Vesikeln dexf$erim 230 nmufirt.
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Abbildung 75: PCD-Potential als Funktion der Zugabe von Polymer P22 bei der Titration von
DMPC-Vesikeln.

Fur eine Untersuchung zur Adsorption von Lipopolymeren an Vesikel kommen al-
so lediglich die zwei monomodal verteilten Vesikellingen in Frage, da hier eindeu-
tig die Belegung auf den Vesikel registriert werden kann. Da die Vesikel die durch den
50 nm Porenfilter extrudiert worden sind eine engere Verteilung aufweisen, wurden
diese zu Adsorptionsstudien herangezogen. Ebenso wirkt sich dige@iiderung
bei den kleinen Vesikel deutlicher aus.

Um die Adsorption der Lipolymere auf Vesikeln quantifizieren zunkén, wur-
den vorher die Vesikel mit Polymer titriert. Da sich durch die Adsorption von Polymer
die Oberféichenladung der negativ geladenen Vesikel in eine positive umkehren sollte,
wurde das PCD-Potentials verfolgt. In Abbildung 75 ist eine entsprechende Titrati-
onskurve des Polymerdp22 dargestellt. Durch die Titratioral3t sich der Punkt der
Neutralisation (Potentia= 0 mV) bestimmen+{ = 1). Entsprechendal3t sich von die-
sem Punkt ausgehend eine halbe Belegurg@.5) der Vesikel festlegen.

Mit dieser Kenntnisdf3t sich nun eine veumftige Adsorption der Lipopolyme-
re auf Vesikeln untersuchen. In Abbildung 76 ist dieoGenverteilung der Vesikel in
Abbhéngigkeit der Beladung mit Polymer dargestellt. Die rote Kury¢ stellt die
Normalverteilung von unbeladenen Vesikeln dar. Titriert man nun dieseing bis
zu 7=0.5 und bestimmt erneut die @3énverteilung, so eaft ' man die in Abbildung
76 dargestellte gme Kurve (x). Zwei Dinge sind bemerkenswert. Erstens, das Maxi-
mum des Verteilungpeaks verschiebt sich zolgren Werten. Zweitens, es tritt eine
bimodale Verteilung auf. Die VergRerung des Vesikeldurchmessers korreliert mit ei-
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Abbildung 76: a) Durch PCS bestimmte GrofRenverteilung von DMPC-Vesikeln bel der Titra-
tion mit Polymer P22. b) VergrolRerung der Verteilungsmaxima.

ner Adsorption eines Polymerfilmes auf deren OlbeHE. Interessant ist jedoch das
Auftreten von wesentlich giferen (180-260 nm) Teilchen. Dieses Ergebnis ist sehr
unerwartet. Jedoch besigt es zuatzlich, dafl? die Lipopolymere auf den Vesikeln ad-
sorbieren. Durch die halbe Beladung an Polymer pro Vesikel, enstehen zum Teil Vesi-
kel die komplett beladen bzw. ein werugérladen sind und solche die noch unbeladen
bzw. unterbeladen sind. So ist esgfich, daf3 sich gifiere Vesikelaggregate auisei-

und unterbeladenen Vesikeln bildeortien. Dieseutfiren zu der Registrierung von
gréReren Teilchen in der PCS.

Die beiT=0.5 entstehenden Aggregate sind reversible Gebilde, wie die weitere Ti-
tration mit Lipopolymer bis zum Punkt=1 zeigt. Die Gol3enverteilung der Vesikel
dieses Zustandes ist als blaue Kurxg (n Abbildung 76 gezeigt. Als erstealft' auf,
dafl3 es sich wieder um eine monomodale Verteilung handelt. D.h. die zwischenzeit-
lich bei~=0.5 gebildeten Aggregate sind wieder zu einzelnen Vesikeln zerfallen. Dies
besttigt den reversiblen Prozel3 der Aggregation. Jedoch zeigt die Kurve eine gewis-
se nicht symmetrische Verteilung, die einen deutlichen Auslauf aBegen Teilchen
aufweist. Das Maximum der Kurve verschiebt sich nur unwesentlich. Titriert man nun
weiter mit Polymer bis zu=1.5, so erhlt man die rosa Kurve() in Abbildung 76.

Es stellt sich wieder die urspingliche Breite der VesikelgfRenverteilung ein. Ihr Mit-
telwert liegt bei 93.8 nm, was einer Zunahme des Durchmessers von 5 nm entspricht.
Somit ergibt sich ein Polymerfilmdicke von 2.5 nm. Dies ist ein sehr realistischer Wert,
der in der Gol3e der Dicke von Polymerfilmen auf Obadtien entspricht.

Es konnte also mit Hilfe der PCS eine Vesgerung des Vesikeldurchmessers
durch Polymeradsorption registriert werden. Ist dies jedoch die einzoggidhkeit
die Adsorption an Vesikelobedthen festzustellen? Insbesondere das Verhalten des
Lipidankers ist von besonderem Interesse. Liegt er auch nur auf der &iver? Oder
inkorporiert er in die Lipidmembran? Eineddlichkeit die diesen Fragen nachgehen
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soll, stellt die Untersuchung des Fluoreszenzspektrums der Lipopoly?3&.eP37
dar.
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Abbildung 77: Fluoreszenzspektren des Polymeren P36 in Wasser vor (rote Kurve) und nach
(grune Kurve) Vesikelzugabe.

Exemplarisch soll das Fluoreszenzspektrum des Polynfédéruntersucht wer-
den. Dieses ist einmal in Abbildung 77 als rote Kurve dargestellt. Deutlich erkennt
man drei Fluoreszenzbanden bei 376 nm, 395 nm und 420 nm. Diese sind typisch f"
Pyren [141]. Besonders aaffig ist jedoch der breite Peak bei 475 nm. Hierbei han-
delt es sich um einen Eximerpeak des Pyren. Das Auftreten des EximerpBageh
durch die Bildung von polymeren Mizellen egkEn. In diesen ordnen sich die hydro-
phoben Lipidanker zu einer Mizelle zusammen, deren Schale sich aus den hydrophilen
Polymerketten besteht. Dies ist in Abbildung 78 schematisch dargestellt.

Gibt man zu einer solchen Polymesling eine Vesikedisung hinzu, wartet ab und
vermil3t das Fluoreszenzspektrum erneut, salenmén die gune Kurve aus Abbildung
77. Zum Vergleich wurde das Spektrum auf eine dem wrsgiichen Spektrum ange-
paldte Gol3e verkleinert. Man erkennt wieder die drei Fluoreszenzbanden bei 376 nm,
395 nm und 420 nm. Es fehlt jedoch der Eximerpeak. D.h. die ungpiche mizellare
Struktur der Polymere inasung wurde zerstt. Dies kann nur durch eine Asorption
der Polymerketten an die Vesikelobadtie geschehen. Dadurch nehmen die einzelnen
Pyrenmolekile einen sehr viel gf3eren Abstand zueinander ein und die Bildung von
Eximeren wird verhindert.

Da die Intensit des Eximerpeaks innerhalb von wenigen Minuten vantidig ab-
nimmt, wurde versucht die Abnahme der Inteaskinhetisch zu verfolgen. Dazu wurde
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Abbildung 78: Schema der polymeren Micellen des Polymeren P36 in wal¥riger Losung und
der Adsorption auf eine Vesikel oberflache.
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Abbildung 79: Fluoreszenz-Intensitatsabnahme des Eximerpeaks des Polymers P36 bei Vesi-
kel zugabe.
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analog das Fluoreszenzspektrum der reinen Lipopolysen§j vonP36 vermessen

und anschlief3end die Intersities Peaks bei konstanter Welbamdé von\ = 475 nm
verfolgt. Es wurde dann eine sehr verite Losung an DMPC Vesikeln zugegeben
und die Intensdt registriert. Das Ergebnis ist in Abbildung 79 als rote Kurve zu er-
kennen. Da sich die Messung nicht direkt nach der Zugabe der DMRGng starten

laldt, ist hier eine gewisse Totzeit einzurechnen. Trotzdem erkennt man, dal die Inten-
sitat im Verlauf der Zeit abnimmt. Als blaue Kurve ist ein exponentieller Abfall als
Funktion angefittet. Lediglich in den ersten Sekunden palit dieser nicht optimal an die
gemessenen Daten. Woldglich liegt dies in der nicht perfekten Durchmischung der
Losung in der Kivette. Aus dem Fitdf3t sich eine Halbwertszeit von 313 Sekunden
(ca. 5 Minuten) berechnen.
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Abbildung 80: Vorgeschlagener Mechanismus der Membranbildung auf hydrophilen Lipopo-

lymeren durch Vesikelfusion.

Nachdem die Lipopolymer-Vesikel Wechselwirkung iaduing untersucht worden
ist und eindeutig die Adsorption der Lipopolymere auf der Vesikeloheng besttigt
werden konnte ARt sich nun der umgekehrte Schritt der Vesikeladsorption auf den in
Kapitel 5.3 beschriebenemidiien Polymerfilmen untersuchen. Dazu sollen diengtn
Polymerfilme, die auf einer Obeafthe adsorbiert worden sind, eineyduing mit Ve-
sikeln ausgesetzt werden. Esrkien dann verschiedene Prozesse ablaufen, wie dies in
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Abbildung 80 skizziert ist.

Erstens kann keine Wechselwirkung des Polymerfilms mit den Vesikelosang
eintreten. D.h. es findet keine Adsorption und damit auch keine Schichtdickenzunah-
me statt. Oder die Vesikelokinen auf demahinen Polymerfilm als ganze kolloidale
Teilchen adsorbieren (Abbildung 80b). Diesmkién dann im folgenden Verlauf (Ab-
bildung 80c-d) ausrollen und schlie3lich zu einer flachen Lipidmembran fusionieren.
Ob und welche Schritte ablauferamgt von vielen Bedingungen ab. Zum einen ist
die Attraktivitat der Lipopolymere zur Vesikelmembran zu nennen, zum anderen aber
auch die Vesiketisung selbst: Hier spielen die Elektrolyte aber auch die Temperatur
eine Rolle. Einsichtlich ist, daf3 das Ausrollen der Vesikel durch einen Stimulus aus-
gelost werden muss, um von der stabilen, in sich geschlossenen Form der Vesikel zu
der einer planaren Membran zu gelangen.

Diese unterschiedlichen Bedingungen sollen im folgenden untersucht und vergli-
chen werden. Der Schwerpunkt wird in dieser Arbeit auf der Attrakdivititerschied-
licher Lipopolymere auf die Vesikel liegen. Aber auch der Einfluld des osmotischen
Stresses durch Elektrolyte, insbesondere als externer Stimulus, wird verfolgt.
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Abbildung 81: Vesikelwechselwirkung mit a) einer Goldoberflache und b) einer negativierten
Oberflache.

Bevor jedoch die Polymer-Vesikel Wechselwirkung untersucht wird, soll zuerst
einmal die Vesikethsung verschiedenen Obaxflien ausgesetzt werden, um einen Ein-
druck einer unspezifischen Wechselwirkung einer Oaelni ' mit Vesikeln zu bekom-
men. Dazu sind eine Goldobextiiie und eine mit Mercaptosulfagé negativierte
Goldoberféiche jeweils mit einer Vesikel§ung in Kontakt gebracht worden. Die Ad-
sorptionskurven sind in Abbildung 81 wiedergegeben.

In beiden Fllen findet eine Wechselwirkung der Obadtie mit den Vesikeln in
Losung statt, die sich in einer Zunahme des Reflexionssignals und damit in einer
SchichtdickenzunahmaulBert. Jedoch findet die Adsorption nur sehr langsam statt.
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Fur die Goldobertiche (Abbildung 81a) ist die Adsorption erst nach knapp 1 Stun-
de abgeschlossen und edit’sich unter der Annahme eines homogenen Films eine
Schichtdicke von 108 berechnenAhnlich sieht es ti die negativierte Obedthe

aus. Hier dauert die Adsorption sogar noandér und ist erst nach 1.5 Stunden ab-
geschlossen (Abbildung 81b). Die berechnete Filmdicke ist aber auch rAiedwas

groRer . Beide Schichtdicken lassen schon erkennen, dal es sich hier nicht um eine
planare geschlossene Lipidmembran auf einer Gl ' handeln kann. Hienf'sind

die Schichtdicken zu klein.
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Weiterhin ist aus anderen Untersuchungen bekannt, dal3 geladene Polymerfilme
eine Attraktiviét auf Vesikel in losung ausben [122, 169]. Aber auch der Einbau
einer lipophilen Gruppe ist notwendige Voraussetzunglfé Adsorption von Vesikeln
auf dinnen Polymerfilmen [160].
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Abbildung 82: SPS-Kurve der Vesikelwechselwirkung mit einer P4 Oberffache.

Dal? sich die Wechselwirkung einer Obadtie drastischarndert, sobald diese mit
einem ultradihnen Polymerfilm beschichtet ist, zeigt sich im folgenden Experiment.
Adsorbiert man zuerst auf einer negativierten Goldobhehi¢' eim-funktionalisiertes
Polymer, z.BP4, wie dies in Kapitel 5.3.1 gezeigt worden ist, und setzt diespgr”
rierte Oberféiche einer VesikedlSung aus, so ergibt sich der in Abbildung 82 gezeigte
Adsorptionsverlauf. Es findet eine rapide Zunahme der Schichtdicke innerhalb von Se-
kunden statt, welche nach wenigen Minuten in einen konstanten Wert vAH Bift.

Dieser Prozel} ist wesentlich schneller im Vergleich zu der Adsorption auf einer rei-
nen Goldoberfiche. Auch bildet sich hier eine konstante Schichtdicke aus, deren Wert
jedoch etwas gif3er als der theoretisch erwartete Wert vondefur eine Lipiddop-
pelschicht ist. Es liegt also die Vermutung nahe, dal’ auf dieser &hefliiur eine
Adsorption der Vesikel stattfindet.

Dieser Befund ist in zweierlei Hinsicht interessant. Erstens ist es ein wichtiges
Ergebnis, daf’ die indsung gefundene Attraktiat zwischen Vesikeln und Polymer
auch zwischen einem ultradiien Film auf einer Obed€he und Vesikeln in @sung
besteht. Zweitens ist es bemerkenswert, dafd auch die ungeordnete Struktur in einer
Polyelektrolytschicht trotzdem ihre Attraktiait auf die Vesikel in bsung behlt. Es
ist daher anzunehmen, dal} in diesem System analog dem Multischichtaufbau von Po-
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lyelektrolyten eine Oberdicheniberschul3ladung zugrunde liegt. Denn durch die Ad-
sorption von Polyelektrolyten auf einer entgegengesetzt geladenen dhbetflént-

steht ebenfalls eine geladene Olsfié, die jedoch entgegengesetzt der wirsgli-

chen Ober#iche geladen ist. Dies scheint auch in dem besprochenen Experiment der
Fall zu sein, denn die Attraktiat 'des Polymeren beruht zu einem grof3en Teil auf
der Maglichkeit Bindungen zwischen den basischenaeet” Amingruppen, bzw. de-

ren protonierter Form, und den Phosphatgruppen der Vesikelatieeflausbilden zu
konnen.

Da die Vesikelwechselwirkung mit der Obeadlie eines ultradinen Filmes eines
a-funktionalisierten Lipopolymeren erfolgreich verlief, soll nun im weiteren Schritt
die Vesikelwechselwirkung mit einer Obextlie eines.,w-funktionalisierten Lipopo-
lymeren untersucht werden. Dazu wurden unter den gleichen Bedingungemimitead
Polymerfilme einer &Rrigen Vesikel bsung ausgesetzt. Es fand ebenfalls eine Wech-
selwirkung der Polymerfilme mit den Vesikeln i&Ling statt, wie dies exemplarisch
die in Abbildung 83 gezeigte SPS-Kurvarfilas PolymeP22 zeigt.
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Abbildung 83: SPS-Kurve der Vesikelwechselwirkung mit einer P22 Oberflache.

Jedoch unterscheidet sich die Kurve etwas von der in AbbildunguB2ifi' a-
funktionalisiertes Polymer gezeigten Kurveirklie o, w-funktionalisierten Lipopoly-
mere steigt die Kurve weniger steil nach der Vesikelzugabe an. Weiterhin wird erst
nach 1500 Sekunden eine konstante Schichtdicke erzielt. Es scheint also, daf? die
funktionalisierten Lipopolymere eine unterschiedliche Attrakaivauf die Vesikel in
Losung ausben. Dies liegt unter anderem sicher an der Tatsache, dal3 diese Polymere
die Moglichkeit haben ihre lipophile Endgruppe an der Filmolaetie zu exponieren.
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Dadurch ergeben sich zwei Unterschiede zu den etwas ungeordneteren abgeschiede-
nena-funktionalisierten Polymeren. Durch die Positionierung der lipophilen Gruppen

an der Ober#iche gestaltet sich diese etwas hydrophober, wie dies die Kontaktwin-
kelmessungen aus Kapitel 5.3.2 zeigten. Damit ergibt sich, dal3 die Attrakthet™
basischen teriren Amingruppen reduziert wird. D.h. diese langreichenden Wechsel-
wirkungen nehmen etwas ab, was sich durch eine langsamere Vesikeladsorption im
Experimentaul3ert.

Tabelle 11: Zusammenstellung der Schichtdickenzunahmen auf einigen Polymeren bel Vesikel -

zugabe.
Polymer SchichtdickeA]
P4 62
P22 46
P29 62
P34 46
P38 41
P40 50
P46 61
P51 54
P73 34
P66 50

Analog wurden verschiedenew-funktionalisierte Lipopolymere vermessen, de-
ren Schichtdickenzunahmen in Tabelle 11 zusammengefaldt sind. Es lassen sich fol-
gende Punkte feststellen. In allealleh schwanken die erhaltenen Schichtdicken um
50A. Die Schichtdickenzunahmenifdie ow-funktionalisierten Lipopolymere22-

P51 zeigen keinen deutlichen Trend. Jedoch sind die Zunahmen auf den Filmen der
PolymereP34 und P38 etwas geringer. Dies kann an der Endgruppe liegen.das
PolymerP34 steht nur eine Methylpyrengruppe als lipophile Gruppe zurugprfig.

Diese ist jedoch nur eine relativ kurze Gruppe, d.h. die Inkorporation in die DMPC-
Membran wird nicht favorisiert. Anders vali'es sich im Fall des Polymerdt38

Hier ist die lipophile Gruppe eine dem DMPC sehr verwandte DMPE-Gruppe. Warum
die Schichtdickezunahme geringer alkfist nicht eindeutig klar.

Besonders hervorgehoben werden muf3, daf? eine Schichtsdickenzunahme auch auf
den Poly(isopropylacrylamiderf40, P46und P51 festgestellt werden kann. Eine
attraktive Wechselwirkung eines lipophilen Poly(isopropylacrylamids) ohne ionische
Gruppen konnte bis dahin noch nicht beobachtet werden. D.h. der Einbau des Como-
nomerenM5 scheint die Attraktiviat auf DMPC Vesikel wesentlich zu evhén. Dies
hat zur Folge, dal3 eine Vesikeladsorption auch auf diesen Filmen registriert werden
kann.
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Ein &hnliches Adsorptionsverhalten zeigen die statistisch funktionalisierten Poly-
mere P65 und P66. Ihre Adsorptionskurve ist in Abbildung 84 dargestellt und man
erkennt auch hier den typischen Kurvenverlauf. Direkt nach der Vesikelzugabe ist eine
sofortige Schichtsdickenzunahme zu registrieren. Diesawiidanach wieder in eine
konstante Schichtdicke U das Polymer®66erhéilt man so eine Zunahme von 80
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Abbildung 84: SPS-Kurve der Vesikelwechselwirkung mit einer P66 Oberflache.

Betrachtet man die unterschiedlichen Kinetiken der Vesikelwechselwirkung mit
den unterschiedlichen Substraten, &@tlSich feststellen, dal3 die Wechselwirkung am
schnellsten auf den-funktionalisierten Polymerfilmen stattfindet. Etwas langsamer
findet die Wechselwirkung auf den Polymerfilmen der statistischen Polymere statt, am
langsten dauert der Prozel3 auf den Filmenaderfunktionalisierten Polymerfilmen.

Es scheint, dal3 bei den Polymeren, die prinzipiell eir@3gré Anzahl an lipophi-
len Gruppen an der Obeafthe exponierendtnen, die Wechselwirkung langsamer
verlauft.

Ruft man sich das oben beschriebe Modell der Vesikelfusion auf hydrophilen Sub-
straten in Erinnerung, so stellt sich die Frage, warum verschiedene hydrophile Poly-
mersubstrate unterschiedliche Schichtdicken ergeben. Denn die Dicke einer DMPC
Doppelschicht be#gt theoretisch knapp 58 und der gemessene Wert nach einer
Vesikelfusion sollte ebenfalls in dieser@d®énordnung liegen. Sicherlich sollte der re-
gistrierte Wert etwas kleiner ausfallen, da die lipophilen Gruppen des Polymerfilmes
in die Membran inkorporieren und dadurch die Dickenzunahme reduzieren. Denn die
lipophilen Gruppen sind ja bereits in der Schichtdicke des Polymerfilms mitgemessen
worden.
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Fur die unterschiedlichen Schichtdicken lassen sich verschiedersr Ergen her-
anziehen. Erstensoknte sich nicht in allen &len eine geschlossene Lipiddoppel-
schicht ausbilden. In diesem Falluvde man eine kleinere Schichtdicke messen, da
uber eine relativ groRe &the (ca. 1 mA) bei der Schichtdickenbestimmung mit der
SPS gemittelt wird. Zweitensokinten die im ersten Schritt adsorbierten Vesikel nicht
fusionieren. Man wide eine mitintakten Vesikeln belegte Obacfié erhalten. Die ge-
messene Schichtdicke sollte in diese Falllggi’ ausfallen. Die genaue Schichtdicken-
zunahme hihgt dann von der Belegungsdichte der Vesikel auf der @ttedl ab.

Da in einigen Rllen die gemessene Schichtdickenzunahme bei Vesikelzugabergr™
als die theoretischen 58 [32] austllt, liegt es nahe davon auszugehen, dal’ in diesen
Fallen auf den Polymerfilmen adsorbierte Vesikel vorliegen.

Damit kommt man zur Frage, ob man eine Fusion der Vesikel reglith indu-
zieren kann, bzw. wie man direkt zu einer Vesikelfusion kommen kann. Beides soll
folgend besprochen werden.

0.5 T T T T T T T T

0.45 |

04

0.35 |

03

0.25 |-

rel. Intensitat

02

0.15 |

o1l 47

005 1 1 1 1 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Zeit [s]

Abbildung 85: SPS-Kurve der Vesikelwechselwirkung mit einer P40 Oberflche in Abhéngig-
keit der Vesikellosungstemperatur. Rote Kurve: T < LCST, griine Kurve T > LCST und blaue
Kurve T >> LCST.
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Die synthetisierten Poly(isopropylacrylamide) zeigen die beschriebene Eigenschaft
der LCST. Da diese auch in einemarien Film nachgewiesen werden konnte, lag es
nahe den Kauelkollaps zur Induzierung der Vesikelfusion auszunutzen. Die Idee sieht
wie folgt aus. Nach der Adsorption der Vesikel auf dem Polymerfilm sind einige der
lipohilen Gruppen des Polymeren in die Membran inkroporiert. Dieseten durch
den induzierten Katelkollaps die Vesikel zum Aufreil3en bringen. Durch deab@l-
kollaps wirden die lipophilen Endgruppen der Polymerketteruzkgézogen. Dem
wirkt der hydrophobe Effekt der Inkorporation dieser Gruppen in die Membran entge-
gen. Einen Auswegdtte das System lediglich durch die Mitbewegung der Membran,
wodurch die entstehende Spannung die Vesikel zum Platzen bringen sollte.

Fur das Experiment wurde das Copolymer mit der niedrigsten LC&M)inh Po-
lymer P40 ausgewahlt. Im Experiment konnte jedoch bei kurzzeitiger &thing der
Temperatur oberhalb LCST keine Diclerderung in der SPS beobachtet werden.
Schon nach der Vesikelzugabe, konnte dias PolymeiP40 eine Schichtdickenzu-
nahme von 5@ registriert werden. Ob ta&ghlich keine Dickeaiiderung erfolgte, da
z.B. schon ein fusioniertes System vorlag oder ob die mittlere Schichtdiakeewd
der Vesikelfusion die selbe blieb, konnte nicht geklverden.

Jedoch zeigte das PolymB#rO0 eine interessante andere EigenschaftirEiman
die Vesikeladsorption bereits bei einer Temperatur oberhalb LCST durcal3ssith
die Adsorption unterbinden. Dal} dieser Prozel3 reversibel ist konnte durch folgendes
Experiment nachgewiesen werden. Brmt man nur die zuzugebende Vesi&slinhg
auf eine Temperatur oberhalb LCST, gibt diese dann in die MesszelleaBGbddnn
— durch die temperierte Messzelle — die Temperatur wieder auf lG=B@mmen, so
findet die Vesikeladsorption erst nach einer gewissen Zeit statt. Dies ist in Abbildung
85 gezeigt. Die rote Kurve zeigt das Adsorptionsverhalten unterhalb LCST. Direkt
nach der Zugabe der Vesikel kann eine Dickenzunahme registriert werden.ubie gr-
Kurve zeigt das Verhalteruf'eine Vesikelbsung temerperiert aufJ40 °C. Erst nach
drei Minuten findet eine Adsorption der Vesikel auf dem Polymerfilm statt. Die blaue
Kurve zeigt den gleichen Versuchrféinex45 °C warme Vesikethsung. In diesem
Fall findet eine Adsorption erst naclbér 10 Minuten statt. Es ist jedoch zu bemerken,
daf3 in beiden &len die Temperaturen deoking nur ungeifir eingestellt waren. Bis
zum Zeitpunkt der Zugabe in die Mel3zelle kann diese schon wieder etwas abgesunken
sein. Deshalb soll hier prinzipiell von zweafén gesprochen werden: Einem mit T
knappuber LCST und einem mit T deutlichgféér LCST.

Betrachtet man die blaue Kurve in Abbildung 85 genaueragt $ich nach etwa
500 Sekunden eine langsame abatigé’Zunahme der Schichtdicke erkennen. Dieses
Verhalten tiht sicher daher, dal3 sich nicht der ganze Film homogeunhdbiiid daf3
damit einzelne Bereiche zu unterschiedlichen Zeiten ent&lei.
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Das temperaturalamgige Adsorptionsverhalten der Vesikel auf den Poly(N-iso-
propylacrylamiden) zeigt also, dal3 eine Vesikeladsorption nur auf den hydrophilen Po-
lymeren stattfinden kann. Die hydrophobe, kollabierte und damit entquollene Struktur
zeigt keine Attraktion gegerber Vesikeln in loSung.

Ein besonderes Verhalten gegéer der Vesikeladsorption konnte bei dem Po-
ly(vinylalkohol) P73 gefunden werden. Die entsprechende SPS-Kurve nach Vesikel-
zugabe ist in Abbildung 86 gezeigt.
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Abbildung 86: SPS-Kurve der Vesikelwechselwirkung mit einer P73 Oberfiache.

Man erkennt auch hier direkt nach der Zugabe der Vesikahg eine schnelle Zu-
nahme der Schichtdicke. Jedoch wird nach knapp 50 Sekunden ein Maximum durch-
laufen und die Schichtdicke nimmt dann langsametiwva 200 Sekunden lang ab, bis
sie einen konstanten Wert von &dannimmt. Dieses Verhalten ist satiperraschend.

Um genauer zu ldien, was diesen Kurvenverlauf der SPS-Messung verursacht,
wurden von der Vesikeladsorption auf diesem Polymerfilm Quarz-Kristall-Mikgam-
gen (QCM) durchgeiftirt. Dazu wurde auf einem mit einer Goldschicht bedampften
Kristall entsprechend ein ultradiner Polymerfilm vorP73 prapariert. Dieser wurde
dann einer etwas veutinteren VesiketlSsung ausgesetzt. Die erhaltene QCM Kurve
ist in Abbildung 87 zu sehen. Dargestellt ist der Oberton bei 15 MHz der Resonanz-
frequenz des 5 MHz Kristalles. Den gleichen Verlaufadriman auchui die 5 MHz
Frequenz, jedoch ist das Signal des Obertons stabiler.
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Abbildung 87: QCM-Messung der Vesikelfusion auf dem Polymer P73.

Auch hier sieht man einesthilichen Kurvenverlauf, wie man ihn schon in den SPS
Experimenten erhalten hatte. Direkt nach der Zugabe der Vasskely nimmt die
Frequenz stark ab, d.h. die Schichtdicke nimmt zu. Es wird dann wiederrum ein Ma-
ximum der Schichtdicke (Minimum der Frequenz) durchlaufen, bevor eine konstanter
Wert erhalten wird. Nach zweimaligen @pi mit Wasser edit man eine Frequenzer-
niedrigung von 26 Hz gegebér der Ausgangsfrequenz, welche der Massenbelegung
fur eine Schichtdicke von etwa F0fur eine Lipiddoppelschicht entspricht [170].

Da die QCM eine massenempfindliche Methode &3t Kich durch die Adsorption
von Vesikel auf den Polymerfilm eine sehr grol3e Abnahme der Frequenz registrie-
ren. Diese &llt im Vergleich zur SPS Messung wesentlich deutlicher aus. Die damit
gemessene grole Massenzunahme resultiert aus den Vesikeln selbst und dem in ih-
nen eingeschlossen Wasser. Diesesalesich nicht wie das die Vesikel umgebende
Wasser. Da die Obedthe stindig hin und her bewegt wird, wirdsitliches auf der
Oberfiche adsorbierte Material ebenfalls in Bewegung versetzt. Dies schliel3t die mit
Wasser gefllten Vesikel ein. Erst nachdem diese geplatzt und zu einer Lipiddoppel-
schicht fusioniert sind, wird das eingeschlossenen Wasser freigesetzt und nicht mehr
»mitgewogen“. D.h. durch die Vesikelfusion nimmt die Frequenz wieder audi€e’

SPS ist das eingeschlossene Wasser (gleicher Brechungsindexowng)Ldagegen
»unsichtbar.

Es konnte alsout das PolymeP73 erstmalig eine Vesikelfusion auf einem ul-
tradiinnen hydrophilen Lipopolymerfilm direkt nachgewiesen werden. Der Vergleich
der fiir P73mit eindeutiger Vesikelfusion gemessenen Dickenzunahme (nA) &t
den Dickenzunahmen auf anderen Polymerfilmen (siehe Tabelle 11) legt den Verdacht
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nahe, daf3 in den meisteall€én nur eine Vesikeladsorption vorliegt.

Dal? in den meisten bisher untersuchtatidti'lediglich adsorbierte Vesikel auf den
Polymerfilmen vorliegen, hatte schombiscH zeigen lonnen [160]. Auch hatte er
vermutet, dal3 durch einen externen Stimulus, z.B. durch osmotischen Stress, eine Fu-
sion der Vesikel zu einer Lipiddoppelschichhiéen lonnte [171]. Dal? diesatschlich
funktioniert soll im folgenden beschrieben werden.
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Abbildung 88: Induzerte Vesikelfusion durch osmotischen Stress auf einer P66 Oberfhche.

Nachdem die Vesikel auf einenudiien Polymerfilm des Polymer@&6adsorbiert
wurden, ist die Mel3zelle mit Wasser gakpiorden. AnschlieBend wurde eine Elek-
trolytlosung in die Zelle zugegeben und die Schichtdicke mit der SPS verfolgt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 88 zu sehen. Direkt nach der Zugabe der Elekasilyt
nimmt die Intenskt zu, bedingt durch den Brechungsindexunterschied zwischen Was-
ser und der Elektrolytisung. Man erkennt danach aber einen Abfall der Intahsitd
damit der Schichtdicke die nach 1400 Sekunden in einem konstanten Wert endet. Da-
mit liegt die Vermutung nahe, daf durch die Zugabe von Elektasyiig eine Vesi-
kelfusion herbeigeiffirt wurde. Durch die Fusion nimmt die Schichtdicke etwas ab, da
Vesikel platzen und dabei nur noch eine Lipiddoppelschicht gemessen wird und nicht
die aufliegenden Vesikel.

Dal’ die Vesikel tatchlich platzen konnte in einem analogen Experiment in der
QCM am PolymeiP73gezeigt werden. Obwohl in mehrerenllieén die oben gezeigt
Selbstfusion der Vesikel auf dem Polymerfilm des Polymét@a verifiziert werden
konnte, wurde ein Fall registriert, in dem die Vesikel nur adsorbierten. Dies ist in Ab-
bildung 89 deutlich an der sehr gro3en Abnahme der Frequenz und damit der sehr
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grofRen Zunahme der Masse in der Zeit zwischen 6500 und 9800 Sekunden zu sehen.
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Abbildung 89: QCM Messung der mit Elektrolytlosung induzierten Vesikelfusion auf P73.

In den Zeiten zwischen 9800 und 11000 Sekunden wurde mehrmals mit Wasser
gespilt, bis eine konstante Frequenz erreicht wurdehvénd des Spéns lagen im-
mernoch intakte Vesikel auf dem Polymerfilm vor, was sich durch die sehr grol3e Fre-
guenzverschiebung zur Ausgangsfrequanerte.

Erst nachdem zum Zeitpunkt von t=11000 Sekunden eine Elekwslytlj zuge-
geben wurde, nahm die Frequenz sofort zu, d.h. die Masse nahm ab. Nach weiteren
2000 Sekunden wurde eine konstante Frequenz erreicht. Aus der Differenz zur Aus-
gangsfrequenalit sich eine Frequenzverschiebung von 26 Hz berechnen. Dies stimmt
wieder mit dem bekannten Werrféine Lipiddoppelschichiberein.

Damit konnte gezeigt werden, dal3 durch den Einflul} des osmotischen Stresses
durch eine Elektrolydsung eine Vesikelfusion zu einer Lipiddoppelschicht aussgel”
werden kann.
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7 Substratstrukturierung

Kleinigkeiten machen immer die
grof3te Mihe.
OsCARWILDE

7.1 Motivation

Nachdem die Rxparation von polymeruntetgzen Lipidmembranen auf Obexdifien
erfolgreich verlief, stellte sich die Frage nach lateral strukturierten Membranen. F~
eine potentielle Anwendungavé es von grof3em Interesse die Lipidmembran in Mi-
krostrukturen auf Obedchen zugiglich zu haben. Hierdurchakén verschiedene
Systeme realisierbar. Als Beispiel sei an dieser Stelle ein Sensorarray genannt. Dieses
wirdeahnlich einem DNA-Chip anwendbar sein [172, 173].

Bevor jedoch solche Systeme realisiert werdenren, sind einige grundlegen-
de Untersuchungen zu strukturierten polymeruntézsti Lipidmembranen auf Ober-
flachen notwendig. Erste Untersuchungen wurden hierzu in dieser Arbeit durbhgef”
Es geht primar darum die synthetisierten Lipopolymere in einer strukturierten Form
auf einem Substrat zu adsorbieren. Ihre Attrakdivijegenber Vesikel sollte aus-
reichen, um dann in einem anschlieenden Schritt zu den strukturierten polymerun-
terstitzen Lipidmembranen zu gelangen.

7.2 Hydrophob gestempelte Oberfichen

Die erste Frage, die sich vor einer jeden Strukturierung stellt, ist der Nachweis, bzw.
die Visualisierug dieser. Eine djlichkeit dieses zu realisieren besteht in der Ver-
wendung eines optischen Mikroskops. Da die reinen adsorbierten Polymerfilme auf
Goldtragern jedoch keinen gagénden Kontrast zur Abbildung liefern, bedarf es ei-
nes Tricks. Da es sich bei den verwendeten Polymerfilmen um hydrophile &l
handelt, ist man in der Lage eine gezielte Wasserdampfkondensation auf dieseuattherchf™
zu konnen. Die Wasserdampfkondensation wird dann ariauf den hydrophilen Stel-

len initiiert.

Um zu testen ob dieses Verfahren funktioniert und um einen Eindruck einer un-
strukturierten Goldobedhe zu bekommen, wurde erstmal eine Wasserdampfkonden-
sation auf einer reinen Goldobextfie durchgeiftirt. Dies ist in Abbildung 90 darge-
stellt. Deutlich erkennt man die vielen kleinen Wassertropfen, die unredidnainge-
ordnet sind. D.h. auf einer reinen Goldobacthé gibt es, wie erwartet, keine Struktur,
die zu geordneten Musternlfit.

Eine Maglichkeit eine Oberéiche, insbesondere eine Goldolsfié, zu struktu-
rieren stellt die Methode des Mikro-Kontakt Stempelns dar. Diese Methode wurde
intensiv von WHITESIDES studiert und entwickelt. Hierbei wird mit einem PDMS-
Stempel Octadecanthiol auf eine Goldolssfiéubertragen, wie dies in Kapitel 2.2
beschrieben wurde. Nach dddertragen ist so ein Teil der Goldobexdtie mit dem
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Abbildung 90: Wasserdampfkondensation auf einer unstrukturierten, reinen Goldoberfache
(2 cm= 10 pm).

Alkanthiol belegt und somit hydrophob passiviert. Dieser Schutz stellt nun sicher, daf
in der folgenden Adsorption von Lipopolymer dieses nur auf den freien Galukhi
abgeschieden werden kann. Somit ist man in der Lage ein Lipopolymer nur an ge-
zielten Stellen auf einem Goldigér zu adsorbieren. Die entstehenden Strukturen sind
lediglich von der Stempelstruktur vorgegeben und damit sehr variabel.

In Abbildung 91 ist eine solche Strukturierung mit einem Linienstempel gezeigt. Es
wurden hierbei hydrophobe Linien gestempelt. Die enstehenden Zwischmeanvur-
den dann im anschlieRenden Adsorptionsprozel’ von Lipopolip@eéibelegt. Dies
zeigt die Wasserdampfkondensation sehr deutlich. Es lassen sich Linien aus Wasser-
tropfchen erkennen. Diese sind in einem regdbigén Abstand angeordnet und ent-
sprechen dem Linienabstand des Stempels.

Um zu Verdeutlichen, daf? die entstehenden Strukturen lediglich von der Stem-
pelstruktur abbingen, wurde ebenfalls mit einem Hexagonstempel Octadecanthiol auf
eine Goldobe#theubertragen. Die Zwischeaume wurden dann wieder nH66 be-
legt. In Abbildung 92 ist das entsprechende Bild der Wasserdampfkondensation zu
sehen. Man erkennt viele kleine Tropfen, die in regebigér Folge angeordnet schei-
nen. Beim Stempeln wurden Hexagons mit Octadecanthiol belegt. Der kontinuierliche
Zwischenraum ist dann mit Lipopolymer belegt worden. Auf diesem kondensieren nun
die Wasserwpfchen. In den nicht mit Wasser benetzteadRén liegen die hydropho-
ben Hexagons. Bei fortschreitender Wasserkondensation fangenogifeAen an zu
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Abbildung 91: Wasserdampfkondensation auf einer mit hydrophoben Linien strukturierten
SAM Polymeroberflache auf Gold (1 cm= 10 pm).

verhiicken, wie dies bereits an einigen Stellen in Abbildung 92 zu sehen ist.

Es ist also eine Differenzierung zwischen hydrophoben und hydrophilen struktu-
rierten Obergichen noglich. Da aber im weiteren die Vesikelfusion nur auf den hydro-
philen Stellen verlaufen soll, bringen die Alkanthiol belegten Schichten ein Problem
mit sich. Denn es ist bekannt, dal3 auf diesen hydrophoben Schichten ebenfalls Vesi-
kel zu einer Monolage fusionieren [79]. Damiuvde also eine Strukturierung einer
Lipidmembran auf einer Obedithe unroglich werden.

7.3 Hydrophil gestempelte Oberfachen

Um eine Strukturierung einer Lipidmembran auf einer OlbeHE zu erzielen, bedarf
es einer inerten BChe, welche die attraktiven Polymeaxtien voneinander abtrennt.
Der indirekte Weg des hydrophoben Stempelmisrté nicht zum Erfolg. Es wurde
daher versucht die hydrophilen Lipopolymere direkt zu stempeln.

Dazu wurde das Polymd?66 in wenig Wasser gekt und anschliel3end solange
mit THF verdinnt, um das Polymer gerade noch iosluhg zu halten. Die Mischung
aus THF und Wasser esht die Bentzbarkeit auf der Stempalfie. Diese dSung
wurde zum Stempeln verwendet. Es wurde dabei wie folgt vorgegangen. Zuerst wur-
de ein grof3er Tropfen derdsung auf die Stempelobextiiie aufgesetzt. Dieser wurde
dann mit einem kurzen Luftstrom abgeblasen. Es entstehen viele mikroskopisch klei-
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Abbildung 92: Wasserdampfkondensation auf einer mit hydrophoben Hexagons strukturierten
SAM Polymeroberflache auf Gold (1 cm= 10 pxm).

ne Tropfen auf den Stempellamellen. Der saparierte Stempel kann direkt auf die
Goldobeféicheubertragen werden.

In Abbildung 93a) ist das Ergebnis dieser Technik zu sehen. In der beginnenden
Wasserdampfkondensation lassen sich die quadratischen Strukturen des Stempels wie-
dererkennen. D.h. auch hier spiegelt sich das hydrophile Verhalten der Polymerfilme
wieder. Bevor sich ein Tropfen ausbilden kann, wird die kleine hydrophile Polymer-
flache vollséihdig benetzt. Damit steht diese visuelle Beobachtung in Einklang mit
den Kontaktwinkelmessungen aus Kapitel 5.3.2. Die Wasg#dhén sind in einer
regelmaiigen Anordnung zu erkennen. Man erkennt aber auch noch viele kleinere
Tropfchen, die in keiner regekffigen Anordnung vorliegen. Wie jedochasgx” zu
sehen sein wird, verschwinden diese bei fortschreitender Wasserdampfkondensation.

In Abbildung 93b) ist ein Bild der fortgeschrittenen Wasserdampfkondensation auf
dem hydrophil gestempeltendgér zu sehen. Bei der fortschreitender Wasserdampf-
kondensation treten zwei Dinge ein. Erstens nehmen dipf@hén an Gol3e zu. Da-
bei tiberschreiten sie etwas den hydrophil gestempelten Bereich und nehmen dadurch
wieder eine runde Form an. Zweitens verschwinden die kleineren unra@gjrarige-
ordneten Topfchen. Durch die zunehmende Kondensation bilden sich mehr und mehr
groRere Topfchen, da diese eine geringere Olamtiiénspannung besitzen und somit
die stabileren Spezies darstellen. Aufgrund der Attralkdivd&r hydrophil gestempel-
ten Oberfliche findet dies vorwiegend auf diesen Stellen statt.
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a)

b)

Abbildung 93: a) Beginnende Wasserdampfkondensation auf einer mit hydrophilen Quadraten
strukturierten Polymeroberflache auf Gold. b) Fortgeschrittende Kondensation unter Aushil-
dung runder Tropfchen (1 cm= 10 pm).
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Abbildung 94: Entnetzer Polystyrolfilm auf der in Abbildung 93 gezeigten Struktur. Die
vormals mit Wasser benetzten Flachen sind jetzt als Locher im Polystyrolfilm zu erkennen
(2 cm= 10 pm).

Dal die Wasserdampfkondensation eben nicht nur zur Visualisierung der hydro-
phil gestempelten Bereichen dient, wird im folgenden besprochen. Die Wagdertr”
chen decken die hydrophil gestempelten Bereich ab. Somit liegt nur noch die reine
Goldoberféiche frei, welche es mit einem inerten Substrat zu beschichten gilt. Eine
Moglichkeit eine €ir Vesikel nicht attraktive Obedthe zu schaffen, besteht darin,
z.B. eine Polystyrolobedkche zu verwenden. Hierzu bietet sich die in Kapitel 2.2.2 be-
schriebene Methode der Polystyrol-Entnetzung an. Dazu wird der mit Wagsdehten
bedeckte Tager kurz in eine Polysytroldsung in Chloroform getaucht. &tfend das
Chloroform verdampft, bildet sich ein Polystyrolfilm aus, der auf den Wasgéctien
bevorzugt entnetzt.

Es entsteht damit quasi ein Negativ des vorher verwendetayels, wie dies in
Abbildung 94 zu sehen ist. Man erkennt, dal3 an den Stellen an den vorher die Wasser-
tropfchen vorhanden waren nudher im Polystyrolfilm vorhanden sind. Di@ther
weisen die gleiche regebige Anordnung auf. Um diedcher herum deutet eine
leichte Verdunklung an, daf3 an diesen Stellen der Polystyrolfilm etwas dicker ist.

Dal’ es sich bei den entnetzen Strukturen um eioehrigen Polystyrolfilm han-
delt, konnte mit AFM Messungen basitj werden. Diese istin Abbildung 95 zu sehen.
Hier ist ein Loch vermessen worden. Der Lochdurchmesseadpe®;im. Besonders
deutlich zeigt sich um das Loch ein etwa 600 nm hoher Wall. Dieser entsédtmend
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Abbildung 95: AFM-BIld eines entnetzten Lochs im Polystyrolfilm.

des Entnetzens, da sich hierbei ein Materialfluf? vollzieht, der letzlich in einer Erhe-

bung um das entnetzte Loch endet. Weiterhin erkennt man im AFM-BIld, dal’ sich ein

homogener Polystyrolfilm um das Loch ausbildet. Es sind fast keine Unebenheiten zu
erkennen.

Die so strukturierten E&ger bieten nun die potentielleddlichkeit strukturierte
Lipidmembranen auf Obed€hen zu pparieren. Im anschlielenden Schritt muf} le-
diglich die Vesikelfusion auf den in derochern vorhandenen hydrophilen Lipopoly-
merfilmen durchgeftirt werden.

Um die Vesikelfusion in den Kanatten des Polystyrolfilmes beobachten pakén,
stand im Rahmen dieser Arbeit nur ein Fluoreszenzmikroskop zuudfenty. In Ab-
bildung 96 ist ein Bild des entnetzen Polystyrolfilmes zu sehen. Man erkennt die glei-
che Struktur, die auch schon im normalen Lichtmikroskop zu erkennen war. Es ist
jedoch auféllig, dal? das Bild sehr hell ist, obwohl bis dahin kein Fluoreszenzfarbstoff
verwendet wurde. Ein zweites Problem stellte dieatzigthe Ervérmung des Tagers
dar. Dies tihrte bei Ehgerer Beobachtung der selben Stelle zum Schmelzen des Poly-
styrolfilmes. Dabei verliefen diedcher und die Struktuokte sich auf.
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Abbildung 96: Fluoreszenzbild eines entnetzten Lochs im Polystyrolfilm.

Dieses Problem konnte durcluklung des Tagers unter Verwendung eines Peltier-
Elementes behoben werden. Somit ist man in der Lage eine 8teleeinendnge-
ren Zeitraum (1-2 Minuten) zu beobachten, ohne dal3 der strukturierte Polystyrolfilm
zersort wird.

Zur Untersuchung der Vesikeladsorption wurden fluoreszenzmarkierte Vesikel durch
einen 1000 nm Porenfilter extrudiert. Bei der Zugabe von Vesikel stellte der grelle Hin-
tergrund ein besonderes Problem dar. Konnten die Vesikebsuhg noch beobachtet
werden, so liel3en sie sich nach Aufgabe auf desg@&r nicht mehr erkennen. Der
Hintergrund lieferte ein zu helles Signal.

Mit dem Fluoreszenzmikrosko@ft sich aufgrund des verwendeten Gadars
keine Vesikeladsorption direkt beobachteal3t'‘man den Bger jedoch ungekilt
unter dem Mikroskopui kurze Zeit verweilen, so verdunstet das Wasser der Vesi-
kellosung. Zuuck bleibt ein Film, wie er in Abbildung 97 zu sehen ist. Auch wenn
hier nicht gerade die beste Struktur des Films wiedergegebeafistsich folgendes
feststellen: Lediglich in den a¢hern des Polystyrolfiimes bleibt ein Fluoreszenzsi-
gnal zurick, siehe rote Pfeile in Abbildung 97. D.h. in dendhern lag kurz bevor
das letzte Wasser verdunstet ist des(gje Teil des Fluoreszenzfarbstoff vor. Entweder
wurden alle Vesikel whrend dem Verdunsten durch die Kapilafke in die Locher
gezogen oder der gRte Teil befand sich schon vorher, aufgrund der Attraltivdes
hydrophilen Lipopolymeren, in dendchern. Dieses kann man dann als Hinweis f~
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Abbildung 97: Fluoreszenzbild eines entnetzten Lochs im Polystyrolfilm mit angefrbten Vesi-
keln.

die Vesikeladsorption in dendchern deuten.
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8 Zusammenfassung

Eigentlich wei? man nur, wenn
man wenig weil3: mit dem Wissen
wachst der Zweifel.
J. W.VvON GOETHE

Ziel dieser Arbeit war es hydrophile Lipopolymere darzustellen, mit denen es
maoglich sein sollte polymerunterg¥ie Lipiddoppelschichten auf festen Substratober-
flachen zu fixieren. Verschiedene Bedingungen sind an die Polymere gestellt worden:
Die Polymere sollten einen Obadhenanker beinhalten. Aufgrund der Notwendigkeit
von Goldoberfichen i die Untersuchung mit der Obeafiienplasmonen Spektrsoko-
pie, sollte hiertii eine Disulfidgruppe verwendet werden. Weiterhin sollte eine lipophi-
le Gruppe vorhanden sein, die die Fixierung der Lipiddoppelschichaglramt. Diese
sollte noglichst weit vom Oberéchenanker getrennt ins Polymer eingebaut werden.
Das ganze Polymere sollte trotzdem einen hydrophilen Charakter aufweisen.

Eine Idee diese Anforderungen zuwdhén, besteht in der Syntheago-funktion-
alisierter Polymere. Die:-Funktionaliit besteht aus der lipophilen Gruppe und die
w-Funktionaliit aus dem Obedthenanker. Synthetisch amgjlich sind solche Po-
lymere durch kontrollierte Polymerisationen. Als besonders geeignet erwies sich die
Atom-Transfer-Radikalpolymerisation (ATRP), denn sie gestattet es definierte Initia-
toren einzusetzen und funktionalisierte Monomere zu verwenden.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal3 eine ganze Reihe unterschiedli-
cher ATRP Initiatoren auf 2-Brompropioasieamid-Basis synthetisch argjlich ist.

Es wurden erfolgreich 12 verschiedene, hydrophobe Initiatoren synthetisiert. Variiert
wurden die Ketterdinge der Alkylketten. Aber auch Mono- und Dialkylinitiatoren
wurden synthetisiert. Besonders hervorzuheben sind die Synthesen der fluoreszenz-
markierten Initiatored9 und 110 auf Pyrenbasis. Zum Aufbau des hydrophilen Po-
lymeren bot sich ein Polyacrylamid basiertes System an. Dazu wurden verschiedene
N,N-substituierte Acrylamidmonomere synthetisiert und zusammengestellt.

Mit den synthetisierten Initiatoren und Monomeren konnte erfolgreich eine kon-
trollierte Polymerisation durchgefiirt werden. Weiterhin konnte eine kontrollierte Co-
polymerisation von AcrylamidM3 mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-acrylamid/5,
sowie von N-Isopropylacrylamitf4 mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-acrylamit¥5
durchgetihrt werden. Der Einbau des Obadhienankers als-Funktionali&it konn-
te tiber einen indirekten Weg erzielt werden. Dazu wurde das N-Acryloxysuccinimid
MonomerM1 als letzter Block einpolymerisiert. Dieser Block wurde dann mit dem
Oberfeichenanker Cysteaminmethyldisultith einer polymeranalogen Reaktion um-
gesetzt.

Alternativ konnte gezeigt werden, daf3 auch eine kontrollierte Polymerisation von
einer Substratobedthe weg roglich ist. Auf dem Weg dahin wurden Polystyrol-
Polyacrylamid Graftpolymere indsung synthetisiert. Ebenso konnte die Polymeri-
sation von Poly(hydroxystyrol)-Obeaithen initiiert werden.
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Zum Vergleich mit denyv,w-funktionalisierten Polymeren wurden die entsprechen-
den statistisch funktionalisierten Lipopolymere synthetisiert. Dies erfalges éine
polymeranaloge Umsetzung der reaktiveapgtiiymeren Poly(N-acryloxysuccinimid)
oder Poly(N-Benzotriazolacrylamid) mit den funktionalisierten Aminen.

Die synthetisierten Polymere wurden intensiv charakterisiert. Zuerst wurden
A-lsothermen der Initiatoren gemessen. Wie erwartet konnte keinargjigkeit des
Spreitverhaltens von der Kohlenstoffketi@mije gefunden werden. Alle Initiatoren
zeigten ein fuhes Zusammenbrechen des Filmgr Bie Reihe der Monoalkylinitia-
torenl2-15 stand die Riche des Kollapspunktes in Einklang mit deadté der Kopf-
gruppen des Molaks. In kalorimetrischen Mischexperimenten mafrigen DMPC-
Dispersionen konnte zwar nicht direkt die Mischbarkeit der Initiatoren mit der DMPC-
Phase beatig werden, jedoch wurde die Kristallisation der Initiatoren durch @By
gen DMPC-Dispersionen unterbunden. Dies deutet auf eineagtithkeit der Initia-
toren mit der DMPC-Phase hin.

In Ladungsuntersuchungen (PCD) konnte das pHaagige Verhalten der Poly-
mere untersucht werden. Dabei konnte ein grof3er Einflul3 des Einbalinesés
des N-(3-Dimethylaminopropyl)-acrylamiM5 auf das PCD-Potential in Alaimgig-
keit des pH-Wertes festgestellt werden. D.h. der Einbau deatertiAmingruppe
beinfluRt maRgebend den Charakter der Polymereosuhg. Einerahnlichen Ein-
fluR des Comonomerel5 konnte in den Untersuchungen zur LCST der Poly(N-
isopropylacrylamide) gefunden werden. Es konnte sowohl wbdngsstudien, als
auch in kalorimetrischen Messungen deiakielkollaps registriert werden. Die Tempe-
ratur des Kollapsesdmngt vom Einbauvewithis des Comonomereév5 ab und nimmt
mit zunehmendem Anteil aM5 zu. Der amphiphile Charakter der Lipopolymere
konnte durch das Unterbinden der makroskopischen Phasenseparationaddngew”
Polymerbsung und einer Chloroform$éung beobachtet werden. Es bildeten sich viele
Chloroformtopfchen mit einem mittleren Durchmesser von 1@9in einer valdrigen
Phase.

Mit Hilfe der Oberfeichenplasmonen Spektroskopie (SPS) konnte erfolgreich die
Adsorption der Lipopolymere auf einer Goldobaditie aus afiriger Losung nachge-
wiesen werden. Der Adsorptionsprozel} verlief bei allen Polymeren sehr schnell und
war nach wenigen Minuten beendélblicherweise bildeten sich stabile, ulttatie
Polymerfilme von 15-2& Dicke aus. Durch Kontaktwinkelmessungen konnte die-
sen adsorbierten Polymerfilmen ein sehr hydrophiles Verhalten nachgewiesen werden.
Die Poly(acrylamide) ergaben die hydrophileren Filme mit einem Kontaktwinkel zwi-
schen 23 und 41 Die Poly(N-isopropylacrylamide) waren weniger hydrophil, wiesen
aber trotzdem noch eine gute Benetzung auf. Besonders hervorgehoben werden muss,
dal3 der LCST Phasahérgang der Poly(N-isopropylacrylamide) erfolgreich im ul-
tradinnen Film auf Goldkolloiden in der DSC nachgewiesen werden konnte. Dabei
fiel auf, dald der Phasebérgang im ultradrinen Film im Vergleich zur &Sung bei
niedriger Temperatur stattfindet. Es konnte hier eine Reduktion der LCST°Gm 2
gemessen werden.

Dal’ die Lipopolymere eine grol3e Attraktaitauf Vesikel augben, konnte in
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Losung durch Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) und Fluoreszenzuntersuchun-
gen an den Lipopolymerdd22und P36 gezeigt werden. So konnte die PCS nach der
Adsorption der Polymere auf der Vesikelobactie eine Zunahme des Durchmessers
registrieren.

Weiterhin konnte mit Hilfe der SPS eine Vesikeladsorption auf ulinaeh Poly-
merfilmen nachgewiesen werden. Die Filmdicke nahm dabei uhndder etwas mehr
zu. Die ultradinnen Filme der Poly(N-isopropylacrylamide) wiesen eine temperatu-
rabhengige Attraktivitit gegenber Vesikeln auf. Oberhalb LCST fand keine Adsorp-
tion statt. Erst nachdem die Temperatur unterhalb LCST sank, setzte die Vesikelad-
sorption ein. Der Poly(vinylalkohoR73zeigte ein besonders interessantes Verhalten,
denn fir dieses Polymere konnte sowohl mit der SPS, als auch mit der Quarz-Kristall-
Mikrowaage (QCM) eine Vesikelfusion zu einer planaren Lipiddoppelschicht nach-
gewiesen werden.Uf die Systeme in denen lediglich eine Vesikeladsorption auf den
ultradinnen Polymerfilmen stattfinde&3t sich eine Vesikelfusion durch osmotischen
Stress induzieren, wie dies durch SPS- und QCM-Messungeatigestrden konnte.

Zugitzlich wurden erste Versuche zu Strukturierung von polymeruntetsti Li-
piddoppelschichten unternommen. Es konnte gezeigt werden, dal3 sich durch Mikro-
Kontakt-Stempeln gezielt Bereiche auf einem Gald#i durch Alkanthiole schiZen
lassen. Eine nachfolgende Adsorption von Lipopolymeren fand dann lediglich in den
ungeschtzen Bereichen statt. Visualisiert werden konnten die so strukturierégyer”
durch beginnende Wasserdampfkondensation. Alternativ lassen sich die Lipopolyme-
re auch direkt auf Goldager stempeln. Die zagglichen Strukturendrigen ledig-
lich vom verwendeten Stempel ab. Auf diesen Systemen konnte dann eine gezielte
Polystyrol-Entnetzung durchgéiit werden. Dabei entnetzte der PS-Film lediglich an
den mit hydrophilem Lipopolymer belegten Stellen. Eine Vesikeladsorption konnte in-
direkt durch Fluoreszenz nachgewiesen werden. Ein Fluoreszenzsignal der austrock-
neten Filme lies sich lediglich in den durch die Entnetzung entstandemsretn er-
kennen, was auf eine eshte Vesikelkonzentration in diesen Bereichen auf den Poly-
merfilmen hindeutet.
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9 Experimenteller Teil

There is no substitute for hard work.
THOMAS A. EDISON

9.1 Synthesen

Die dargestellten Polymere ensprechen drei unterschiedlichestzZems Zuerst wer-
den die Synthesen der Monomere und Inititatoren beschrieben. Danach folgen die Syn-
thesen der eigentlichen Polymere.

Alle verwendeten Chemikalien unakiungsmittel sind kommerziell eatilich und
wurden, soweit nicht anders beschrieben, direkt eingesetzt.

9.1.1 Allgemeines

Cysteaminmethyldisulfid 1

a

S—s
HZN/\/ ~

b c

In 5 mL Methanol werden 0.67 g (5.2 mmol) Methyl-methanthiosulfonabgel”
und mit einer losung aus 0.5 g (4.4 mmol) Cysteamin-hydrochlorid in 5 mL Methanol
bei C unter Rihren in einer Stickstoffatmosple' vereinigt. Manuhrt bei Raum-
temperaturdir 12 Stunden nach und konzentriert digsunhg anschliel3end im leichten
Vakuum auf. Der in 15 mL Dichlormethan @site Rickstand wird zweimal mit 20 %
iger NaOH Losung und einmal mit 10 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase
wird Gber NaSO, getrocknet und im leichten Vakuum eingeengt. Das Produkt kann
entweder direkt weiterverwendet werden oder bei Bedarf durch eine anschlielende
Saulenchromatographie (Silica-Gel, Chloroform/Methanol = 10:1) gereinigt werden.

Ausbeute: 60 % (0.29 g, 2.6 mmol)
R; = 0.21 (Chloroform/Methanol = 10:1)

'H NMR (400 MHz, D,COD):
Slppm] = 2.99, 2.75 (4 H, 2t, K H;), 2.39 (3H, s, H)

13C NMR (100 MHz, D,COD):
S[ppm] = 79.4, 41.3, 23.3
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Goldkolloide In einer leicht veahderten Methode nach Sutherland wurden Goldkol-
loide aus AuCJ Losung hergestellt. Dazu wurden 12mg Ay@lrden in 20mL leicht
salzsauren @Sung gebst. Zu der leicht orange-gelbem&ting wurden 50mg Trinatri-
umcitrat gegeben. Danach wurde dieslung tir 30 Minuten auf 80C erhitzt. Man
erhélt eine himbeerrote @sung mit einem Maximum bei=549 nm.

Kupfer(l)bromid  Kupfer(l)bromid wurde vor Verwendung wie folgt gereinigt. Ei-
nige Gramm graues CuBr wurden in Eisessig I2 Stunden geihirt und danruber

einen Bichnertrichter abgesaugt. Es wurde mit Methanol p.a. nachgewaschen. Man
erhalt schwach gelbgmies CuBr. Je nach Reinheit des eingesetzten CuBr, wurde die
Prozedur einige Male wiederholt.

9.1.2 Monomere

N-Acryloxysuccinimid M1

b
c -0
/
a
(o) (@]
\'\I g
00—y €

Zu einer in einem Eisbad auf6 gekihlten Losung aus 3.67 g (0.051 mol) Acrglse
in 65 mL trockenem 1,4-Dioxan wird untetuRien 10.6 g (0.051 mol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimic
zugegeben. Anschliel3end werden unter weitereimr&i 5.88 g (0.051 mol) N-Hydroxysuccinimid
zugegeben. Diesedsung wird tir zwei Stunden bei® gewihrt. Dann werden 0.06 g
(0.03 mmol) 2,6-Di-tert-butylphenol zugesetzt und dadt&bad entfernt undif zwei
weitere Stunden gahit, bis die losung Raumtemperatur erreicht hat. Der ausgefalle-
ne N,N’-Dicyclohexylharnstoff wird abgesaugt und dassuigsmittel im Vakuum ab-
gedampft. Der erhaltene Niederschlag wird intensiv mit siedendem n-Heptan extrahiert
und die vereinigten n-Heptan Extrakte werden &@ @ekihlt. Das auskristallisieren-
de Produkt wird abgetrennt und aus siedendem n-Heptan umkristallisiert. Hierzu wird
das in heiRem n-Heptan gste Produkt schnell heil} filtriert und anschlieRend rasch
abgekihlt um eine vorzeitige Polymersisation zu verhindern.
Ausbeute: 35 % (3 g, 0.018 mol)

Alternativ kénnen 11.36 g (0.1 mol) N-Hydroxysuccinimid und 14 mL (0.1 mmol)
Triethylamin in 50 mL trockenem Chloroform unter Eigkiing gebst werden. Hierzu
wird dann eine bsung aus 8.2 mL (0.1 mol) Acrydsiiechlorid in 50 mL trockenem
Chloroform langsam zugetropft. Nach beendeter ZugaBeriian die Temperatur auf
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Raumtemperatur kommen undhrt fir funf Stunden weiter. Anschlie3end wird die
organische Phase mit Wasser extrahiert. Die Chlorofoosubhg wirduber MgSQ
getrocknet und bei 3@ unter Vakuum aufkonzentriert, bis das gesamte Chloroform
entfernt ist. Der Niederschlag oder die Schmelze wibdr'Nacht im Kihlschrank
vollstandig auskristallisiert. Das Produkt wird dann wie oben beschrieben aus n-Heptan
umkristallisiert.

Ausbeute: 30 % (5 g, 0.03 mol)

Smp.: 66-67C
C;H;NO, (169)

'H NMR (CDCly):
Slppm] = 6.73 (1 H, d, K), 6.32,6.17 (2 H, 21, 1), 2.85 (4 H, s, H)

100-MHz'3C NMR (CDCb):
S[ppm] = 169.0, 161.0, 136.1, 123.0, 25.6

N-Acrylbenzotriazolamid M2

In 75 mL Wasser werden 2.1 g (0.053 mol) NaOH und 6.03 g (0.051 mol) Ben-
zotriazol unter Eiskhlung gebst. Dazu werden dann vorsichtig 4.5 mL Acialse-
chlorid (0.055 mol) unter weiterer Eigklung zugetropft. Es wirduf’'5 Minuten bei
0°C und 55 Minuten bei Raumtemperatur giert. Danach wird die &Sung abden-
kantiert und der Niederschlag in 15 mL Ethanol umkristallisiert. Das reine Produkt
wird dann durch anschliel3ende chromatographische ReinighgSilicagel mit He-
xan/Chloroform (1:1) erhalten.

Ausbeute: 15 % (1.32 g, 7.6 mmol)

'H NMR (200 MHz, CDC}):
d[ppm] =8.35 (1 H, d, arom. H), 8.12 (1 H, d, arom. H), 7.78 (1 H, dd, vinyl. H), 7.63
(1 H,t,arom. H),7.52 (1 H, t,arom. H), 6.89 (1 H, dd, vinyl. H), 6.23 (1H, dd, vinyl. H)
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13C NMR (50 MHz, CDC}):
Slppm] = 213.1 (C), 163.4 (arom. C), 146.3 (vinyl. C), 134.6, 130.4, 126.9, 126.4,
120.2, 114.7

Acrylamid M3

a/\%o

NH,

Acrylamid wurde direkt vor Verwendung aus Chloroform p.a. umkristallisiert. Das
saubere Produkagflt in groRen Schuppen an, die abgesaugt werden.
'H NMR (400 MHz, D,0O):
d[ppm] =6.12 (2 H, m, H), 5.68 (1 H, dd, H)

N-Isopropylacrylamid M4

a/\j/o

HN

.

e

In 100 mL Dichlormethan werden 22.7 mL (0.265 mol) Isopropylamin untentikkig
geldst. Unter weiterer Khlung werden 10.8 mL (0.133 mol) Acrg@siechlorid vor-
sichtig zugetropft. Manufirt 3 Stunden bei Raumtemperatur und filtriert den Nieder-
schlag ab. Die bsung wird dann im Vakuum aufkonzentriert. Das Konzentrat wird
anschlieRend mit Essigestdrer Silicagel chromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 79 % (11.8 g, 0.104 mol)

Ry = 0.45 (Essigester)
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'H NMR (400 MHz, D,COD):
Slppm] = 6.12 (2 H, m, k), 5.58 (1 H, dd, H), 5.46 (1 H, bs, NH), 4.12 (1 H, m, $),
1.16 (6 H, d, H)

13C NMR (100 MHz, D,COD):
Slppm] = 167.1, 132.4, 126.2, 42.5, 22.6

N-(Amino-2-(dimethylamino)-propan)-acrylamid M5

b
a/\%o g
e |
HN\/\/N\

d f g

Das Monomer wurde kommerziell erworben und wurde vor der Verwendung unter
Vakuumuber eine Kolonne destilliert.
'H NMR (200 MHz, CDC}):
d[ppm] = 6.05 (2 H, m, H), 5.60 (1 H, dd, H), 3.13 (2 H, t, H), 2.22 (2 H, m, H),
2.04(6H,s,H), 157 (2H,m H)

N,N-Diethylacrylamid M6

b
a c .0
/\«’/
N
)
e e
In 25 mL trockenem Tetrahydrofuran werden 13.8 mL (0.13 mol) Diethylamin
gelost. Dazu werden unter Eigklung 5.4 mL (0.066 mol) Acryksirechlorid langsam
zugetropft. Es werden 3 Stunden nachdet und dann der Niederschlag abgesaugt.
Die Losung wird im Vakuum aufkonzentriert und anschlieRend das ProdhektKup-

fer im Hochvakuunuber eine Kolonne destiliert.
Ausbeute: 72 % (5.32 g, 47.5 mmol)

Sdp.: 135C (10mbar)
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'H NMR (400 MHz, D,COD):
s[ppm] = 6.71 (1 H, dd, k), 6.22 (1 H, d, H), 5.65 (1 H, d, H), 3.44 (4 H, m, H),
1.13 (6 H, m, H)

13C NMR (100 MHz, D,COD):
Slppm] = 167.8 (C), 129.4, 128.1 (G, C,), 43.5, 42.1 (G), 15.0, 13.3 (C)

N,N-Dimethylacrylamid M7

a/YO
N
S g

Das Monomer wurde kommerziell erworben und wurde vor der Verwendung unter
Vakuumuber eine Kolonne destilliert.
'H NMR (400 MHz, D;COD):
d[ppm] =6.69 (1 H, dd, k), 6.22 (1 H, d, H), 5.70 (1 H, d, H), 3.54 (6 H, s, H)

N-(2-Methyldisulfanyl-ethyl)-acrylamide M8

a /\C]/O
HN\/\S
“
S\ f

In 10 mL trockenem Dichlormethan wurden 400 mg (5.56 mmol) Aawyis gebst.
Unter Eiskihlung wurden langsam 900 mg (5.56 mmol) N,N’-Carbonyldiimidazol zu-
gegeben. Nach beendeter CBntwicklung, etwa 30 Minuten, wurden 684 mg (5.56 mmol)
Cysteaminmethyldisulfidl, in 5 mL Dichlormethan gelst, zugegeben. Nach drei Stun-
den Reaktionszeit wurde gegen Wasser ausgitgttiind die mit MgSQ getrocknete
organische Phase einrotiert.
Ausbeute: 90 % (887 mg, 5 mmol)

'H NMR (400 MHz, CDC}):
slppm] = 7.01 (1 H, d, K), 6.22 (1 H, d, H), 5.80 (1 H, d, H), 3.58 (2 H, m, H),
2.78 (2 H, m, H), 2.38 (3 H, s, H)
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(3-Acryloylamino-propyl)-trimethyl-ammonium-iodid M9

b
(0]
a/Y
HNd g

o
||\@/9

e ~N

f g

In 40 mL Ethanol wurden 4 g (25.6 mma¥)5 geldst und unter Eiskfilung 3.64 g
(25.6 mmol) Methyliodid zugegeben. Es wurde 2 Stunden bei Raumtemperatur
genihrt und dann das Produkt in Diethylether g&f 'mit Dioxan und Diethylether
gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 92 % (7 g, 23.5 mmol)

'H NMR (400 MHz, D,O):
Olppm] = 6.26 (1 H, dd, k), 6.17 (1 H, d, k), 5.75 (1 H, d, K), 3.35 (4 H, m, K,
Hy), 3.11 (9 H, s, H), 2.05 (2 H, m, H)

13C NMR (100 MHz, D,0):
s[ppm] = 171.0 (C), 132.1 (G), 129.9 (G), 66.6 (C), 55.3 (G), 38.4 (G), 24.9 (C)

9.1.3 Initiatoren

N-Alkylalkanamide 2,3,4

n=1,3,5

Die Sure (0.02 mol) wird in 25 mL Chloroform p.a. @sk'ud dann langsam 3.24
g (0.02 mol) 1,1'-Carbonyldiimidazol zugegeben. Maint'30 Minuten weiter und
wartet die Kohlendioxidentwicklung ab. Anschliel3end werden (0.02 mol) des Amins
zugegeben. Nach 3 weiteren Stunden wird der entstandene Niederschlag abgesaugt,
die verbleibende &Sung eingeengt,der dabei anfallende Niederschlag wird ebenfalls
abgesaugt und mit ersterem vereinigt. Je nach Reinheit des Produktes kann aus Ethanol
umkristallisiert werden.
Ausbeute:
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2: 79 % (6.7 g, 15.8 mmol)
3:61 % (5.86 g, 12.2 mmol)
4: 55 % (5.65 g, 11 mmol)
Ry-Wert: 0.15 (CHCl,)
2: Smp: 88.7C
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,):
S[ppm] =3.19 (2 H, g, H), 2.10 (2 H, t, H), 1.56 (4 H, bm, H), 1.46 (2 H, m, H),
1.27 (38,46,54H,s,}),0.88 (6 H, t, H)
13C NMR (100 MHz, CQCl,):
S[ppm] =172.9 (G), 39.7 (G), 37.1 (C), 32.3, 30.0, 27.3, 26.2 (§, 23.0 (&), 14.2
(Cy)
FT-IR (ATR):
v[em™] = 3309.4 (NH), 2954.9, 2913.9, 2872.8, 2849.1, 1634.7 (Amid I), 1544.0

(Amid 1), 1471.3, 1423.5, 1372.8, 1326.4, 1279.1, 1257.0, 1233.2,1211.2, 1188.9,
940.8, 715.2

N-Tetradecyl-4-pyrenyl-butanamid 5

k i [ i

In 60 mL trockenem Tetrahydrofuran werden 5 g (0.0175 mol) 4-(1-Pyrenyl)-
buttergiure gebst. Es werden dann 2.835 g (0.0175 mol) 1,1’-Carbonyldiimidazol
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langsam zugegeben und die Kohlendioxidentwicklung wind30 Minuten abgewar-

tet. Unter Rihren werden dann 3.735 g (0.0175 mol) Tetradecylamin zugegeben und
fur 12 Stunden bei Raumtemperaturget. Der gelbliche Niederschlag wird abge-
saugt und die bSung eingeengt, in wenig Chloroform aufgenommen um dann gegen
Wasser ausgesuatiélt zu werden. Die organische Phsae wird dann eingeengt und der
anfallende Niederschlag mit ersterem gemeinsdoer Silicagel mit CHG/MeOH
(39:1) chromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 42 % (3.55 g, 7.35 mmol)

Ry-Wert: 0.66 (Chloroform:Methanol:Wasser = 65:25:1)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,):

S[ppm] = 8.33 (2 H, d, H), 8.30 - 7.98 (5 H, m, i), 7.89 (2 H, d, H), 3.38 2 H, t,
Ha), 3.19 (2 H, q, H), 2.26 (2 H, m, H), 2.16 (2 H, m, H), 1.54 (2 H, m, H)), 1.45
(2H, m, H), 1.25 (20 H, s, k), 0.88 (3 H, t, H)

13C NMR (100 MHz, CDC}):

S[ppm] = 172.5 (G), 135.9, 131.4, 130.9, 129.9, 128.8, 127.4, 127.3, 126.7, 125.8,
125.1, 125.0, 124.9, 124.7, 123.4 (arom. C), 39.6, 36.1, 32.8, 31.9, 29.6, 29.5, 29.3,
27.5,26.9, 22.6, 14.1 (G}

FT-IR (ATR):

vlem~'] = 3317.1, 3278.9 (NH, assoziiert und unassoziiert), 3029.8 (arom.), 2957.2,
2919.5, 2882.6, 2849.5, 1634.6 (Amid ), 1536.1, 1528.6 (Amid 1), 1467.7, 1417.1,
1276.2,1207.4, 1025.5, 961.4, 945.8, 840.1, 718.8

N,N-Dialkylamine 6,7,8

n=1,3,5

In 250 mL trockenem Tetrahydrofuran werden (0.0117 mol) des Amids 6,7 oder
8 suspendiert. Es wird dann portionsweise 0.353 g (0.0093 mol) Li&lkyegeben.
Nach erfolgter Gasentwicklung wirdif 2 Stunden zum &kfluld erhitzt. Zu der ab-
gekiihlten Losung wird langsam Wasser zugetropft, um nicht umgesetztes Li&AlIH
vernichten. Der entstehende Niederschlag wird abgesaugt und mit heildem Tetrahydro-
furan ausgewaschen. Die vereinigten organisclemuhgen werden einrotiert. Es kann
anschlie3end aus Ethanol umkristallisiert werden.
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Ausbeute:
6: 98 % (4.7 g, 11.5 mmol)

7: 37 % (2 g, 4.33 mmol)

8:38 % (2.3 g, 4.44 mmol)
Ry-Wert: 0.71 (Tetrahydrofuran)
6: Smp: 59C

IH NMR (400 MHz, CDC}):
Slppm] = 2.60 (4 H, t, H), 1.50 (4 H, m, ), 1.24 (44,52,60 H, s, B, 0.87 (6 H, t, H)

13C NMR (100 MHz, CDC}):
S[ppm] = 49.9 (CH-NH), 32.0, 29.6, 29.5, 29.3, 27.4, 22.7, 14.1 (JH

FT-IR (ATR)

v[cm~'] = 2954.3, 2917.6, 2881.3, 2848.7, 1471.8, 1461.1, 1375.9, 1261.3, 1128.6,
802.1, 780.1, 730.6, 719.3

N-Tetradecyl-4-pyrenylbutanamin 9

[ R B
k SO o) o)

In 200 mL trockenem Tetrahydrofuran werden 3.164 g (6.52 mmol) N-Tetrade-
cyl-4-pyrenyl-butanamid 9 suspendiert. Langsam werden 0.197 g (6 mmol) LIAIH
zugegeben undif’12 Stunden bei Raumtemperatungat. Nicht abreagiertes LAl
wird mit wenig Wasser vernichtet. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit heil3em
Tetrahydrofuran nachgewaschen. Die vereinigtesunigen werden aufkonzentriert.
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Das Produkt wird dann chromatographiadbei Silicagel mit Chloroform gereingt.
Das saubere Produkt kann mit Methanol runtergewaschen werden.
Ausbeute: 56 % (1.71 g, 3.65 mmol)

Ry-Wert: 0.82 (Chloroform:Methanol:Wasser = 65:25:1)

'H NMR (400 MHz, CDC}):

Slppm] = 8.27 (2 H, d, H), 8.15-7.94 (5 H, m, i), 7.84 (2 H, d, H), 3.34 (2 H, t,
Hy), 2.67 (2 H, t, H), 2.58 (2 H, t, H), 1.88 (2 H, m, H), 1.70 (2 H, m, H), 1.47, (2
H, m, H;), 1.24 (22 H, s, H), 0.87 (3 H, t, H)

13C NMR (100 MHz, CDC}):

d[ppm] = 136.8, 131.5, 130.9, 129.8, 128.6, 127.5, 127.2, 127.1, 126.5, 125.7, 125.1,
125.0, 124.8, 124.6, 123.4, 49.9, 49.8, 33.4, 31.9, 30.0, 29.9, 29.7, 29.6, 29.5, 29.3,
27.4,22.7,14.1

N-Isopropyl-2-brom-propionamid 11

Br

In 20 mL trockenem Chlorofrom werden 3.25 mL (37.8 mmol) Isopropylamin
gelost. Zu der homogenendsung werden unter Eisklung 2 mL (18.9 mmol) 2-
Brompropionsurebromid zugetropft. Es wirdf2 Stunden bei Raumtemperatur nach-
getihrt. Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert und das Filtrat mit Wasser aus-
geschuttelt. Die organische Phase wintbér MgSQ getrocknet und im Vakuum auf-
konzentriert. Das Produkt wird durch Umkristallisation aus n-Heptan gereingailhd f*
in weil3en langen Nadeln an.

Ausbeute: 53 % (1.93g, 10mmol)

'H NMR (400 MHz, CDC}):
S[ppm] = 6.13 (1 H, bs, NH), 4,35 (1 H, g,/ 4.01 (1 H, m, H), 1.84 (3 H, d, H),
1.16 (6 H, d, H)
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13C NMR (100 MHz, CDC}):
Slppm] = 168.4 (C), 45.6 (G), 42.2 (G), 23.2 (G), 22.4 (G)

FT-IR (ATR):

plem=!] = 3268.9 (NH), 3085.5 (vinyl. H), 2972.4, 2927.9, 2870.1 (C-H), 1645.1
(Amid 1), 1553.2 (Amid 1I), 1441.7, 1368.2, 1253.8, 1219.5, 1192.9, 1159.7, 1131.9,
1070.2, 987.6, 773.1

N-Alkyl-2-brom-propionamide 12,13,14

n=1,3,5 Br

In 10 mL trockenem Chloroform werdetD0 mg (0.37 mmol) des Amins gf.
Zu der Losung werden 0.11 mL (0.41 mmol) Triethylamin gegeben und dann unter
Eisktihlung 0.04 mL (0.41 mmol) 2-Brompropicasiebromid zugetropft. Es wirdif”
2 Stunden bei Raumtemperaturnachdpet Und die losung dann gegen Wasser asu-
geschuttelt. Dieuber MgSQ getrocknete organische Phase wird im Vakuum aufkonz-
triert. Das Produkt wird durch Umkristallisation aus Ethanol gereinigt.
Ausbeute:

12: 50 % (64.4 mg, 0.185 mmol)

13: 55 % (76.6 mg, 0.2 mmol)
14: 50 % (75 mg, 0.185 mmol)

'H NMR (200 MHz, CDC}):
S[ppm] = 6.36 (1 H, bs, NH), 4.39 (1L H, g, §} 3.24 (2 H, q, H), 1.86 (3 H, d, H),
1.51 (2 H, m, H), 1.23 (22,26,30 H, s, B, 0.86 (3 H, t, H)

13C NMR (50 MHz, CDC}):
S[ppm] = 169.1 (C=0), 45.7, 40.2, 31.9, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 26.8, 23.4, 22.7,
14.1 (CH,)

FT-IR (ATR):
plem=!] = 3280.1 (NH), 2954, 2916, 2848.5, 1642.7 (Amid 1), 1544.8 (Amid II),
1469.3, 1442.7, 1252.5, 1191.2, 1062.6, 982.7, 717.7
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N,N-Dialkyl-2-brom-propionamide 15,16,17

In einem Gemisch aus 5 mL trockenem Chloroform und 5 mL trockenem Dioxan
werden300mg (0.574 mmol) der N,N-Dialkylamine 10,11 oder 12ogeél Zusitz-
lich werden 0.18 mL (0.7 mmol) Triethylamin zugesetzt. Danach wird 0.06 mL (0.63
mmol) 2-Brompropionairebromid zugetropft. Diedsung wird dannui’ 2 Stunden
gelinde ervarmt. Durch Abkihlen der losung &llt das Produkt rein an.

Ausbeute:

15: 51 % (160mg, 0.29 mmol)
16: 35 % (210mg, 0.20 mmol)
17: 24 % (160mg, 0.14 mmol)

'H NMR (400 MHz, CDC}):
S[ppm] = 4.50 (1 H, g, H), 3.52, 3.40 (2 H, m, i), 3.08 (2 H, m), 1.79 (3 H, d, },
1.52 (2 H, m, H), 1.24 (44.52,60 H, s, B, 0.86 (3 H, t, H)

13C NMR (100 MHz, CDC}):
s[ppm] = 168.8 (C=0), 48.2, 46.6, 38.6, 31.9, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 27.2, 26.9,
22.7,21.8,14.1 (CH
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N-(2-Brompropionat)-oxysuccinimid I8

In 100 mL trockenem Chloroform werden 5.75 g (50 mmol) N-Hydroxysuccin-
imid und 7 mL (50 mmol) Triethylamin gekt. Unter Eiskhlung werden 5.6 mL (50
mmol) 2-Brompropionatrebromid langsam zugetropft. Es wird 4 Stunden bei Raum-
temperatur nachgehit und die organische Phase mit kaltem Wasser gewaschen. Die
getrocknete organische Phase wird aufkonzentriert und in Hexan alisda¢i Nie-
derschlag wird abfiltriert und aus Hexan umkristallisiert. Maraénwéil3e, leicht gel-
be Kristalle.

Ausbeute: 28 % (3.45 g, 14 mmol)
Ry-Wert: 0.48 (Chloroform:Methanol:Wasser = 65:25:1)

Smp.: 82.0C

IH NMR (400 MHz, CDC}):
Slppm] = 4.60 (1L H, g, H), 2.84 (4 H, s, H), 1.94 (3 H, d, H)

13C NMR (100 MHz, CDC}):
S[ppm] = 168.4 (G), 166.0 (C), 34.8 (G), 25.6 (G), 21.5 (C)
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N-(Pyrenylmethyl)-2-brom-propionamid 19

Br

In 10 mL trockenem THF werden 500 mg (2 mmid)geldst und dann mit 535 mg
(2 mmol) 1-Aminomethylpyrenhydrochlorid versetzt. AnschlieRend werden 0.2 mL
Triethylamin zugegeben und diekling bei 40C fur eine Stunde gelfirt. Die Losung
wurde dann aufkonzentriert und in Chloroform aufgenommen, gegen Wasser aus-
geschuttelt und mit MgSQ getrocknet. Nach dem Abziehen dessungsmittel entt
man einen beigen Feststoff, deaénchromatographie and Kieselgel mit PE:EE (3:2)
gereinigt wird.

Ausbeute: 75 % (527 mg, 1.5 mmol)
Ry-Wert: 0.90 (Chloroform:Methanol:Wasser = 65:25:1)
Smp.: 205.1C (unter Zersetzung)

200-MHz'H NMR (CDCL):
S[ppm] = 8.20 - 7.91 (9 H, m, K), 6.70 (1 H, bs, NH), 5.13 (2 H, m, )} 4.45 (1 H, g,
H,), 1.91 (3H, d, H)

50-MHz-*C NMR (CDCl):
s[ppm] = 169.7 (C=0), 131.2, 130.6, 130.2, 128.9, 128.2, 127.5, 127.2, 126.8, 126.0,
125.4,125.3, 124.7, 122.5 (aromat. C), 44.0, 42.2, 22,5 (C
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N-Tetradecyl-N-(4-pyrenylbutyl)-2-brom-propionamid 110

In 1 mL trockenem Chloroform werden 30.8 mg (0.0656 mmol) N-Tetradecyl-4-
pyrenylbutanamit8 gelost. Dann werden 24.8 mg (0.0992 mmol) N-(2-Brompropion-
at)-oxysuccinimid® zugegeben. Die @sung wird danndi 48 Stunden im Dunkeln bei
Raumtemperatur gehit. Die organische Phase wird mit 1 mL Wasser gewaschen. Die
getrocknete Chloroformphase wird eingeengt und das Produkt dann durch chromato-
graphische Reinigung an Silicalgel mit Chloroform:Methanol (9:1) gereingt.

Ausbeute: 100 % (40 mg, 0.066 mmol)
Ry-Wert: 0.95 (Chloroform:Methanol:Wasser = 65:25:1)

'H NMR (CDCl):

S[ppm] = 8.02 (9 H, m, H), 4.44 (1 H, H), 3.39, 3.11 (4 H, m, k), 3.05 (2 H, m, H),
1.82(3H,d, H), 1.76 (2H, m, H), 1.70 (2 H, m, §), 1.57 (2 H, m, H), 1.22 (22 H,
s, Hy), (3 H, t, H)0.85
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In 1 mL trockenem Chloroform werden 125 mg (0.5 mmol) N-(2-Brompropion-
at)-oxysuccinimid8 und 318 mg (0.5 mmol) DMPE gemeinsamagl Die Losung
wird fur 48 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperaturuget.” Anschlie3end wird
die organische Phase mit 1 mL Wasser gewaschen. Die getrocknete Chloroformphase
wird eingeengt und durch chromatographische Reinigung an Silicalgel mit Chloro-
form:Methanol (9:1) gereinigt.
Ausbeute: 34 % (250 mg, 0.17 mmol)

N-DMPE-2-brom-propionamid 111

Ry-Wert: 0.60 (Chloroform:Methanol:Wasser = 65:25:1)

'H NMR (CDCL):

S[ppm] = 4.48 (L H, m, k), 4.27 (3 H, m, H, Hy), 3.90 (4 H, m, H, H,), 3.46 (2 H,
m, H,), 2.23 (4 H, m, H), 1.75 (3 H, H), 1.51 (4 H, H), 1.17 (40 H, H), 0.79 (6 H,
H,.)

2-Bromo-N-(2-methyldisulfanyl-ethyl)-propionamid 112

Br

a c O
b
e
HN
\/\|S
d

In 20 mL Chloroform wurden 250 mg (1 mmad8 gelost und mit 123 mg (1 mmol)
1 unter Stickstoff versetzt. Es wurdarf24 Stunden geiirt und dann die organische
Phase eingeengt und chromatographisch gereinigt (Kieselgel, Chloroform).
Ausbeute: 90 % (232 mg, 0.9 mmol)
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'H NMR (CDCL):
s[ppm] = 4.46 (1 H, m, k), 3.64 (2 H, m, H), 2.87 (2 H, m, H), 2.44 (3 H, s, H),
1.91 (3H, d, H), 1.57 (L H, s, NH)

Poly(2-Brom-propionatoxystyrol) P57

In 20 mL eines Chloroform-Tetrahydrofuran Gemischs (1:1) werden 200 mg Poly(4-
Hydroxystyrol) gebst. Die Losung wird mit Stickstoff gespt und dann werden 0.46 mL
(2.7 mmol) Triethylamin zugegeben. AnschlieRend werden 0.17 mL (1.7 mmol) 2-
Brompropiongiurebromid in 5 mL Chloroform unter Eisbaddiuing zugetropft. Nach
beendeter Zugabe, wirdif12 Stunden bei Raumtemperatur nacheriind dann das
Polymer in kaltem Methanol ausgit und getrocknet.

Ausbeute: 65 % (318 mQ)

'H NMR (Deutero-THF):
S[ppm] = 6.87 - 6.52 (H), 4.69 (0.8, H), 2.10 - 1.28 (H,Ha,H,)

FT-IR (ATR):

v[cm~!] = 3034 (aromat. CH-Valenz), 2982, 2924, 2851 (alkyl. CH-Valenz), 1753
(C=0-Valenz), 1603, 1503 (Ringschwingung), 1443, 1422, 1378, 1336, 1242, 1194,
1164, 1130, 1068, 1039, 1015, 978, 895, 830, 812, 677

9.1.4 Statistische Polyacrylamide

Poly(N-acryloxysuccinimid) P59

Es werden 2 g (12 mmol) N-AcryloxysuccinimiMl in 20 mL frisch destillierten,
trockenem 1,4-Dioxan und 10 mL frisch destilliertem Benzol bei®Ggelbst. Nach
dem Spilen mit Stickstoff werden 12 mg (0,074 mmol) AIBN zugegeben. Mamtr™
fur 24 Stunden und engt dann diedting etwas im Vakuum ein. Das Produkt wird
durch Austllen in Diethylether erhalten. Sukzessives Allisii aus 1,4-Dioxan in
trockenen Diethylether ergibt das reine Produkt, welches nach Abzentrifugieren und
Trocknen erhalten wird.
Ausbeute: 90 % (1.8 g)
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200-MHz+H NMR (DMSO):
5[ppm] = 3.10 (1 H, s, CH—CH—CO), 2.79 (4 H, s, OC—8,~CH,—CO), 2.06 (2 H,
bS, G-|2_CH)

Poly(N-acrylbenzotriazolamid) P60

In 13 mL frisch destilliertem, trockenem 1,4-Dioxan und 2.5 mL destilliertem Ben-
zol werden 0.48 g (xx mol) N-AcrylbenzotriazolandR gelost. Nach dem Entgasen
durch Spilen mit Stickstoff werden 3 mg (0.02 mmol) AIBN zugegeben. Mahrt™
die Losung danndi’ 24 Stunden bei 6%. Das Produkt wird nach dem Abklen der
Losung durch Ausfilen in Diethylether gefilt. Sukzessives Auaflen aus DMF in
trockenen Diethylether ergibt das reine Produkt, welches nach Abzentrifugieren und
Trocknen erhalten wird.
Ausbeute: 92 % (0.44 g)

200-MHz+H NMR (DMSO):
d[ppm] = 7.68-7.30 (4 H, 2 bs, arom. H), 3.96 (1 H, bs, £E8H-CO), 2.28 (2 H, bs,
CH,—CH)

Polymeranaloge Umsetzungen

Allgemeine Reaktionsvorschrift
Alle polymeranalogen Reaktionen wurden nach derselben Vorschrift synthetisiert. Da-
zu werden typischerweise 100 mg eines Reaktivesterpolymersin 5 mL DM§tges’
werden dann die berechneten Mengen an Ankergruppen in DMF bzw. Pyridist gel”
sukzessive hinzugegeben, danach bei 4@7#0r 24-72 Stunden gahit, bis entspre-
chend die athste Gruppe zugegeben wird. Die Reihenfolge, sowie die Kompaosition
der Polymere sind in der Tabelle 9.1.4 angegeben. Der Verlauf der Reaktion wird je-
weils durch Dinschichtchromatographie verfolgt. Die Polymere werden nach beende-
ter Reaktion in kaltem Diethylether ausght."Durch erneutes Auaflen aus DMF in
kaltem Diethylether et man die reinen Polymere, welche entweder gefriergetrock-
net oder in Hochvakuum getrocknet werden.

Radikalische Polymerisation

Die Acrylamide werden in hochreinem Wasser polymerisiert, wohingegen die Iso-
propylacrylamide in trockenem Dioxan polymerisiert werden. Allgemein werden die
Monomere 2.85 mmol, bzw. 2.4 mmbI3 oderM4 und 0.15 mmol, bzw. 0.6 mmol
M5 in 20 mL des entsprechendendtingsmittels vorgelegt und di@sling fir 15 Mi-
nuten durch Einleiten von Stickstoff entgast. Anschliel3end wird AIBN, bzw. Valerian-
azo ur die wal3rige losung zugegeben und diesuing bei 80C fur 24 h geuhrt. Die
Acrylamide werden nach beendeter Polymerisation in Acetoallgefid die Isopor-
pylacrylamide werden in Diethylether gdit. Nach Uméllen werden die Polymere
getrocknet.
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Tabelle 12: Satistische Polyacrylamide durch polymeranal oge Umsetzungen.

Polymer Aktivester Anker Ausbeute

P61 P59 2 mol% 1, 5 mol% HN—-(CH,);3—CHs;, 30 %
HaN—(CHa)3—N(CHs),, NH;

P62 P59 2 mol% 1, 5 mol% HN-—(CH,);3—CHs;, 27 %
HyN—(CH,);—N(CHs), Isopropylamin

P63 P59 2 mol% 1, 5 mol% H,N—(CHy);7—CH;, 32%
HaN—(CHz)3—N(CHs),, NH;

P64 P59 2 mol% 1, 5 mol% HN—-(CH,);;—CHs;, 23 %
HoN—(CH,);—N(CHs),, Isopropylamin

P65 P59 2 mol%1, 5 mol% DMPE, Jeff-Amin 80 %

P66 P59 2 mol%1, 10 mol% DMPE, Jeff-Amin 70 %

Tabelle 13: Polyacrylamide und Isopropylacrylamide durch klassische radikalische Polymeri-

sation.

Polymer Monomere Vedltnis Ausbeute

P67
P68

P69
P70

M3, M5 95:5 80 %
M3, M5 80:20 70 %
M4, M5 95:5 85 %
M4, M5 80:20 87 %
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Hydrophobierung der Polyacrylamide und Polyisopropylacrylamide

Zu Hydrophobierung wurden die Polymere 173 R@Poder 182 md?70in 10 mL
Chloroform gebst und mit 20.8 mg (0.075 mmol) bzw. 83.2 mg (0.3 mmol) Tetrab-
romdecan versetzt undif’24 h bei 60C gewnihrt. Nach dem Ablflen wurden die
Polymere in Diethylether gafit. Durch Umégllen erlglt man die Polymer®71 und
P72in quantitativer Ausbeute.

9.1.5 Endfunktionalisierte Polyacrylamide

Kontrollierte Polymerisation
Allgemeine Reaktionsvorschrift

Typischerweise werden 1 mmol des entsprechenden Initiators in frisch destilliertem
NMP oder Wasser gest. Zu dieser b3ung wird bei 50C eine Losung der Mono-
mere (100 mmol) in Wasser oder einem NMP/Wasser-Gemisch und eswg von
1 mmol CuBr und 1 mmol MgCyclam in Wasser bzw. NMP/Wasser zugegeben. Das
Verhéltnis von Wasser zu NMP betrug in alle@llén 2 zu 3. Alle losung wurden
vorher durch Einleiten von Stickstoff entgast. Typische Reaktionsdauern lagen je nach
Zusammensetzung zwischen 10 und 30 Minuten. Danach wurden die Polymere entwe-
der in kaltem Aceton geflt und/oder durch Dialyse gereinigt. Es wurde zuerst gegen
eine 2%ige Ammoniak-aSung und dann gegen Wasser dialysiert. Die Polymere wur-
den dann durch Gefriertrocknung erhalten.

Die Polymere, die einen Endblock des Reaktivesitsaufpolymerisiert haben,
wurden direkt nach der Reaktion mit dem halben Volumen an NMPweridind dann
mit einemUberschuR des gesatzten DisulfidsL fur 24 Stunden bei Raumtemperatur
genihrt. Danach wurden die Polymere entweder in kaltem Acetoallyefrid/oder
durch Dialyse gereinigt.

Die synthetisierten Polymere sind in Kapitel 4.4.3 in den Tabellen 2, 3 und 4 zu-
sammengestellt.

Poly(Hydroxystyrol- graft-acrylamid)

In 0.3 mL trockenem THF wurden 2.57 mg des PolymeR&T gelost und ent-
gast. Hierzu wurde eineaRrige, entgastedsung aus 71 mg (100 mmol) Acrylamid,
1.43 mg (1 mmol) CuBr und 2.56 mg (1 mmol) Meéyclam bei 40C zugegeben. Die
Losung wurde eine Stundeudt und dann das Polymer in Aceton ausdiefivelches
anschliel3end getrocknet wurde.

Ausbeute: 90 % (66 mg )

400-MHz-H NMR (D,O):
s[ppm] = 6.90 (bs, arom. H), 2.30, 2.18 (2bs, H), 1.74, 1.62 (2bs, H)
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FT-IR (ATR):
plem~1] = 3325, 3179, 2933 (C-H-Valenz), 1644 (Amid 1), 1600 (Amid I1), 1445,
1409, 1314, 1230, 1191, 1117, 836

9.1.6 Polyvinylalkoholderivate P73, P74

Hydrophobierung zu P73

Es wurden in 30 mL NMP 0.5 g Polyvinylalkohol (Mn=50.000g/mol) ber@5
geldst. Nach vollsthdigem losen des Polymeren wurde diediing auf 45C abegkihlt
und 0.155 ml Tetradecylbromid zugegeben. Langsam wurde dann eswng. von
0.065 g Kalium-tert.-butylat in 1 mL NMP zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde
bei 45C 30 Minuten und 2 Stunden bei Raumtemperatur nacligerDas Polymer
wurde dann in kaltem Aceton gaft.
Ausbeute: 80 % (0.4 g)

400-MHz+H NMR (D,0):
d[ppm] = 4.61, 441 (Poly-OH), 3.84 (Poly-CH-CO), 1.35 (Poly-gH1.20 (alkyl
CH,), 0.82 (alkyl CH)

lonisches Polymer P74

In 30 mL NMP wurden 0.1 ¢?73bei 95 C gelist. Nach vollsthdigem losen des
Polymeren wurde die@sung auf 45C abgekihlt und 0.1 mL Butansulton zugegeben.
Langsam wurde dann eineokting von 0.065 g Kalium-tert.-butylat in 1 mL NMP
zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde béC430 Minuten und 2 Stunden bei
Raumtemperatur nachgdnt. Das Polymer wurde dann in kaltem Acetonaiief”
Ausbeute: 70 % (0.075 g)

400-MHz+H NMR (D, 0):
d[ppm] = 4.61, 441 (Poly-OH), 3.84 (Poly-CH-CO), 3.26, 1.60 (butyl-suléans),
1.35 (Poly-CH), 1.20 (alkyl CH), 0.82 (alkyl CH,)

9.2 Gerate und Methoden
9.2.1 Kontaktwinkelmessungen

Die in dieser Arbeit durchgefirten Kontaktwinkelmessungen wurden alle mit hoch-
reinem Wasser (Fa. Millipore, MilliQ1) auf verschiedemaparierten Substratobexifien
gemessen. Die Messungen wurden an einem KontakwinkelmessigeiFirma Data-
Physics durchgeihirt.
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Abbildung 98: Messung des a) fort- und b) riickschreitenden Kontaktwinkels.

Hierzu wurde ein Wassertropfen mittels einer feinen Spritzennadel so auf dem
Substrat aufgebracht, daf3 die Nadel weiterhin in Kontakt zu dem Tropfen bleibt. Das
langsame Aufldhen des Tropfens mit weiterem Wasser bis zu einem Maximum wird
verfolgt. Dieser Maximalwinkel, bevor der Tropfen aausit, wird als der fortschreiten-
de Winkel®, gemessen. Zuckziehen des Wassers el den Tropfen, bis dieser
zunicklauft. Dieser Minimalwinkel wird als zuckziehender Winkeb, bezeichnet
(siehe Abbildung 98).

9.2.2 Oberfichenplasmonen Spektroskopie

Substratbereitstellung

Bevor man die Glasager mit Gold bedampfen kann, sind diese einer salmaji-
chen Reinigungsprozedur zu unterziehen. Dazu werden Gékestier GolRe 38 x 26
x 1 mm aus Berliner Glas (Schott) in Methanol (p.ar) 20 Minuten im Ultraschallbad
behandelt. Im zweiten Schritt werden diese Glgtr'zweimal dir jeweils 20 Minu-
ten in wassriger 2%iger Hellmanexasung (eine alkalische Tensidbéling der Firma
Hellma) im Ultraschallbad behandelt. AnschlielRend wird zehnmal mit Milli-Q-Wasser
gespilt. Jetzt werden die &ger einemudinfachen Zyklus aus Behandlung in Milli-Q-
Wasser @i je 20 Minuten im Ultraschallbad und anschlielRendem zehnmaligemtheisp ™
mit Milli-Q-Wasser unterworfen. Die Aufbewahrung derager erfolgt nun unter Me-
thanol (p.a.).
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Die so gereinigten Glastiger werden dann in einer Blazer Aufdampfanlage BAE250
bei einem Druck 8L0~® mbar mit einer 2 nm dicken Chrom-Schicht und dann mit ei-
ner 48 nm dicken Gold-Schicht (Goldreinheit mindestens 99.99 %) bedampft. Nach
erfolgter Goldaufdampfung werden dieaBer unter trockenem Argon aufbewahrt.

Oberflachenplasmon-Mel3ungen

Die in dieser Arbeit verwendte Apparatur zur Obacfienplasmonen Spektrosko-
pie ist in Abbildung 99 schematisch dargestellt.

Monochromatisches Licht eines HeNe-Lasers (Fa. Uniphase, Modell 1125-P, ma-
ximale Leistung 10 mW) der Welleafige\ = 632.8 nm wird mit einem mechani-
schen Licht-Chopper (Fa. EG & G, Modell 197) moduliert. Mit zwei Glan-Thomson-
Polarisationsfiltern (Fa. B. Halle, Modell 2.08, Aasthungsvermgen 10°°) wird das
Licht p-polarisiert und &llt dann nach durchschreiten einer Irisblende auf ein Prisma
(LaSFN9 Glas, Fa. Schott, Mainz), an dessearcikeéite mittels Immersions (Fa.
Cargille Lab.) ein Objektager (Berliner Glas) optisch gekoppelt wurde. Prisma, Im-
mersiorl und Objektteger wurden so geaVilt, daf3 sie die gleichen Brechungseigen-
schaften @ii p-polarisiertes Laserlicht haben.

Auf der freien Seite des Objek#tgérs wurde wie oben beschrieben eine Gold-
schicht aufgedampft.

Lock-in | Photodiode

PC

4‘ Schrittmotor-Steu.

© Linse

Prisma

Immersionsél

~ )
HeNe-Laser [~~~ —- ”» ---1 p-Polarisator dielektr. Deckschicht

Chopper

Abbildung 99: Schematischer Aufbau der Oberflachenplasmon Spektroskopie Apparatur.

Eine Linse (Brennweitg = 50 mm) fokussiert das von der Probe reflektierte Licht
auf die aktive Fiche einer Photodiode (Fa. Siemens). Das registrierte Signal wird mit
Hilfe eines Lock-in-Versdrkers (Fa. EG&G, 5208) gemessen. Die Probe und der De-
tektor sind auf einem Zweikreisgoniometer (Fa. Huber, 414a) montiert, welches mit
zwei getrennten Schrittmotoren i@/20-Modus, von einem Computer gesteuert, be-
wegt wird. Dasuber den Lock-in-Versirker gemessene Signal wird so bei verschie-
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denen Winkeln vom Computer gemessen. Die dazu verwendete Software wurde von
BURGAM (EDV-Gruppe, MPI-P) geschreiben. Die erhaltenen MeRdaten werden mit
den, auf den RESNEL-Gleichungen basierenden, Theoriekurven verglichen. Das hier-
zu verwendete Programm SPALL wurde vosTPSCH et al. (MPI-P) erstellt und von
ORENDI et al. (MPI-P) weiterentwickelt.

Das Studium der Voigrige an der Gold/Dielektrikum-Grerathiein situ erfolgte
mit einer modifizierten RETSCHMANN-Anordnung, in der ein mit Gold bedampfter
Objekttrager, optisch an das Prisma gekoppelt, mit einer speziell gefertigteatte”
versehen wurde. Dies istin Abbildung 100 schematisch dargestellt. Ein solcher Aufbau
erlaubt die Untersuchung in verschiedenen Medien, z. B. in organisawmbsmit-
teln oder Elektrolytbsungen.

- Prisma
“4 Immersionsol
«— Glasobjekttrager
~
Goldschicht

Kuvette

Abbildung 100: Modifizierte KRETSCHMANN-ANordnung mit Kivette.

Vesikelbereitung

Die verwendeten unilamellaren Vesikel wurden durch Extrusion erzeugt. Dazu
wurde eine beaotigte Menge DMPC £3 mg) in einem kleinen Schnappdeckelglas
in Cholorform gebst. Unter leichtem Scliteln wurde das Chloroform im Argonstrom
verdampft, so daf} einutiner DMPC-Film an der Glaswand entstand. AnschlieRend
wurde fiir etwa eine Stunde im Vakuum weiter getrocknet. Dieser DMPC-Film wurde
mit 30°C warmem Milli-Q Wasser versetzt, wodurch man eirasiig mit der Kon-
zentration von 1 mg/mL edit. Durch leichtes Saltteln wurde der DMPC-Film von
der Glaswand abge$t und danndi' eine Stunde bei 3C quellen gelassen. Die so er-
haltene milchige bsung multilamellarer Vesikel wurde bei 3D 30 mal durch einen
Polycarbonat Filter mit der Poreraf$é 50 nm (Fa. Avestin, Ottawa, Kanada) extru-
diert. Dies geschah mit einer Extruder Apparatur von Avestin (Ottawa, Kanada). Die
so bereiteten Vesikel wurden bei “€D aufbewahrt und innerhalb von 5 Tagen ver-
braucht.

Selbstorganisation der Polymere auf Gold
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Die selbstorganisierten Monoschichten der Polymere wurden durch Eintauchen der
kurz zuvor mit Gold bedampften dger in eine bsung des Polymers in Ethanol (p.a.)
oder hochreinem Wasser (Milli-Quf'60 Minuten dargestellt. Die Substrate wurden
anschlieRend sorgkig mit Ethanol (p.a.) und/oder dann mit hochreinem Wasser ge-
spult und flir die Falle der Kontaktwinkelmessungen in einem Argonstrom getrocknet.
Die Dicken der so @mparierten Polymerschichten wurden anschlie3end mittels Ober-
flachenplasmonen Spektroskopie bestimmt.

Durch Verwendung der modifiziertenRETSCHMANN-Apparatur konnte die be-
schriebene Selbstorganisation kinetisch mit der OhenBhplasmon Spektroskopie
verfolgt werden. Dazu wurde ein Spektrum der Goldschicht gegen Ethanol oder Was-
ser, je nach dem in welchenoklngsmittel das Polymer gsitist, aufgenommen. An-
schlielRend wurde bei einem festen Winkglaus der Flanke der Kurve (siehe 2.1.2,
die Dickenzunahme ahirend der Selbstorganisation gemessen. Nach efolgtem Aufzei-
hen auf die Goldobedthe wurde wiederum ein zweites Spektrum gegen Ethanol oder
Wasser aufgenommen. Hieraus wurde dann die @tigg Dicke der Polymerschicht
bestimmit.

Vesikeladsorption bzw. -fusion

Die Kinetik der Vesikeladsorption wurde ebenfalls mit der OlaetiEnplasmon
Spektroskopie verfolgt. Dazu wurde zuerst ein Spektrum der nach 9 &panpiten
Polymermonoschicht gegen hochreinem Wasser beC 3femessen. Anschliel3end
wurde bei einem festen Winké), aus der Flanke der Kurve wie in 2.1.2 beschrei-
ben, die Dickenzunahmeahiend der Adsorption bzw. Fusion ebenfalls bei@Goe-
gistriert. Dies geschah durch einfaches Entfernen des Wassers ausigtekind
dann Eintillen der bereits bei 3@ warmen Vesikel-b3ung in die Kivette. Nach er-
folgter Messung wurde ein zweites Spektrum aufgenommen und daraus didtgyedg ™
Dicke bestimmit.

9.2.3 Schub/Fachen-Diagramme

Fur alle Monoschichtexperimente wurde Chloroform (p.a.) als Speeitigsmittel ver-
wendet. Die Konzentrationen der gstén Polymere betrugen 1 mg/mL. Die Initiato-

ren hatten eine Konzentration von 0.3 mg/mL. Diese wurden mit einer Mikrolitersprit-
ze (Fa. Kloehn) aufgetropft. Es wurde eine Rechner gesteuerte Filmwaage (Nima 611
D, Coventry, England) verwendet. Diese Filmwaage war mit einem Wilhelatt-PI”
chen (Streifen Chromatographiepapier, Whatman's Chr 1, England) und einer elektro-
nischen Mikrowaage zur Messung des OhefiEndruckes ausgestattet. Die Steuerung
der Filmwaage und die Aufnahme der Drucldétien-Daten geschah mit einem IBM-

PC kompatiblem Rechner. Das Steuerprogramm erlaubte die Kompression und die Ex-
pansion der Monoschichten bei variablen Barrierengeschwindigkeiten. Der gesammte
Trog wurde mit einem Thermostaten (Lauda RM 6) temperiert. Wenn nicht weiter
angegeben, wurden alle Isothermen beiaufgenommen. Als Subphase diente in
allen Messungen hochreines Wasser (Milli-Q).
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9.2.4 Quarzkristalmikrow agungen

Fur die Durchtihrung der QCM-Messungen wurde eine Quarzkristallmikrowaage (QCM-
D) der Firma Q-Sense (@lieborg, Schweden) verwendet. Es fanden runde, AT ge-
schnittene Quarzkristalle mit einem Durchmesser von 14 mm mit einer fundamentalen
Resonanzfrequenz von 5 MHz Verwendung. Die Kristalle waren beidseitig mit Gold-
elektroden beschichtet.

Die Kristalle werden in einer temperierten Messzelle eingebaut. Die Temperatur-
kontrolle konnte auft0.1°C genau eingestellt werden. Das Austauschvolumen der
Messzelle betrug ca. 3 mL. Vor jeder Messung wurde die Messzelle mit einer 2%igen
Hellmanex Il gereinigt. Diese dasung wurde di eine Stunde in der Zelle gelassen
und anschlieBend kontinuierlich mit hochreinem Wasser \gedps ein stabiles Si-
gnal erhalten wurde. Danach konnten die Adsorptionsmessungen beginnen. Sowohl
die Selbstorganisation der Polymere, als auch die Vesikelfusion wurdenafdrgyer’
Losung vollzogen.

9.2.5 Fluoreszenz-Messungen

Die Fluoreszenzutersuchungen indLing wurden an einem Fluoreszenzspektrometer
LS45 der Firma Perkin Elmer durchgeit. Damit ein optisch vergleichbares Signal
erhalten werden konnte, wurdarféalle Messungen die gleicheukétte verwendet.
Typische Polymerkonzentrationeurfilie Messungen waren 4@ pro 3 mL.

Fur die Untersuchungen an Pyrenderivaten wurde eine AnregungswaeliEvon
346 nm eingestellt. Die Anregungsspaltbreite betrug 3 nm und die Emmissionsspalt-
breite betrug 10 nm. Als Scanspeed wurden 500 nm/min verwendet. Der Emmissi-
onsscanbereich wurde auf 370 bis 600 nm eingestellt.

Die kinetischen Untersuchungen an den Pyrenderivaten wurden bei einer konstan-
ten Emmissionswelleahige von 478 nm durchgeiit.

9.2.6 Photonenkorrelationsspektroskopie

Die mittlere TeilchengvRe der Vesikeldispersionen wurde mit einem Zetasizer 3000
der Firma Malvern Instrumemts Inc. bestimmt. Hierzu wurden die zu vermessenden
Proben in Polystyrolivetten papariert.

9.2.7 PCD-Titrationen

Die Bestimmung der Obed€henpotentiale der Polymere indting wurden eipParti-

cal Charge Detector’ verwendet. Hier wird das Potential zwischen scherenden Schich-
ten, welche durch kontinuierliches Bewegen eines Teflonstempels erzeugt werden, ge-
messen. Hierzu wurden 104 einer 1 mg/mL konzentrierten Polymerstarsiling mit

10 mL hochreinem Wasser vendfitund mit Salzzslire auf pH:3 eingestellt. Dann
wurde mit 0.1 n KOH tirtiert und das Potential abgegriffen.
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9.2.8 Turbidimetrie-Messungen

Zur Untersuchung der LCST der Poly(N-isopropylacrylamide) wurde die Herabset-
zung der Lichtintensdt des durch eine dsung tretenden Lichtes gemessen. Hierzu
wurde ein Laser der Welleaige \=633 nm verwendet. Die Lichtintenaitwurde

mit einer Photodiode registriert und das Signal am Rechner erfaf3t. Die Konzentra-
tionen der verwendetendsungen betrugen 2 mg/mL. Die verwendetgevitte hatte

eine Schichtdicke von 1 cm und wurde an einen Thermostat angeschlossen. Vor den
Messungen wurde eine Temperatureichung derefté vollzogen.

9.2.9 DSC-Messungen

Differentialkalorimetrische Messungen wurden an einem Perkin-Elmer DSC 7 Kalori-
meter bei einer Heizrate vah10°C/min durchgetifirt. Die Temeratur- und Enthalpie-
eichung der MelRRapparatur erfolgte mit Indium und Blei. Die Spektren wurden, wenn
nicht gesondert eralint, auf 1 mg Substanzeinwaage normiert.

Fur die Messungen in afdriger losung, wurde grol3e DSC-d&fiichen verwendet.
Es wurden 2.5 mg Substanz pro 0.25 mL Wasser eingewogen. Inahadétén wurde
dann ein Volumen von 5@ eingetillt.

9.2.10 Strukturierungen

Mikro-Kontakt-Stempeln

Der PDMS-Stempel wurde jeweils mit einep$ting der zwbertragenden Sub-
stanz bestrichen. Die Alkanthiole wurden als ethanolisab&ubg eingesetzt. Danach
wurde der Stempel unter konstanter Kraft (300 g auf einer Waage) auf den&geldtr”
gesetzt und nach 1 Minute abgehoben.

Das Stempeln der hydrophilen Polymere wurde wie folgt duraltgefEine valiri-
ge Losung des Polymeren (1 mg/mL) wurde mit THF wardt, so dal3 das Poly-
mer gerade noch indsung blieb. Diese &sung wurde als Tropfen auf die PDMS-
Stempelffiche gesetzt. Mit einem kontrollierten Stickstoffstrom wurde der Tropfen
weggeblasen, so dal} mikroskopisch kleinepfchen auf den Lamellen des Stempels
zurtickblieben. Eine Kontrolle unter einem Mirkoskop wurde jeweils durahigef”
Dieser Stempel wurde dann wie oben beschrieben unter konstanter Kraft auf einen
Goldtrager gesetzt.

Die Visualisierung wurde durch einsetzende Wasserdampfkondensation erreicht.
Dazu wurde der entsprechende Gadei auf einem Peltier-Element gaHt, bis die
Kondensation einsetzte. Die Temperatur wurde entsprechend angepalit.

Polystyrol Entnetzung

Zur Polystyrol Entnetzung wurde die Wasserdampfkondensationdiftege Trop-
fen zu sehen waren getrieben. Der sagarierte Tager wurde dann senkrecht in eine
Polystyrol-Losung (0.5 %ig in Chloroform)uf”wenige Sekunden getaucht. Danach
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wurde uberschissige losung abgetropfen und dann derader in horizontaler Lage
gelagert, bis die Entnetzung beendet war. Eine Kontrolle fand wieder unter dem Mi-
kroskop statt.
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