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Zusammenfassung

Inspiriert durch natirlich vorkommende Peptide, sind Poly(2-oxazoline) vielversprechende
Kandidaten fir Anwendungen in Bereichen des kontrollierten Wirkstoff- bzw.
Gentransportes, wie die moderne Biomedizin dies fordert. Da Polyoxazoline als
strukturisomere Amide von natirlichen Polypeptiden aufgefasst werden kdnnen, zeigen
diese synthetischen Polymere in direktem Vergleich erhebliche Vorteile etwa hinsichtlich
Zytotoxizat und Effizienz, was wesentlich dazu beitragen kann, aktuelle Hurden
biomedizinischer Fragestellungen hinsichtlich Transport und Targeting zu Uberwinden.
Daruber hinaus sollten zylindrische Polymerbursten aufgrund ihrer molekularen,
architekturbedingten Formanisotropie und jungsten Ergebnissen insbesondere zur
formabhangigen Endozytose sehr aussichtsreiche Kandidaten fir den Einsatz zum
Wirkstofftransport sein.

Die vorliegende Arbeit widmete sich deshalb der Synthese und Charakterisierung von
biokompatiblen zylindrischen Poly(2-oxazolin)birsten als potentielle Nanotransporter von
Wirkstoffen, Biomolekilen oder genetischem Material. Als Monomer wurde zunéchst 2-
Isopropyloxazolin gewahlt, da das Polymer eine Phaseniibergangstemperatur von 37 °C
besitzt, was fur Konjugatsynthesen wie auch diverse biomedizinische Applikationen
interessant sein kann. Durch terminierende Methacrylamid Funktionalisierung der lebenden
kationischen Oxazolinpolymerisation bzw. nachfolgende Endgruppen Transferreaktionen
sind Makromonomere im Bereich 1000-5000 g/mol zugéanglich. Erstmals gelang es so 2-
Oxazolin basierte, hochmolekulare zylindrische Bursten mit Konturlangen im Bereich von
250 nm mittels ,Grafting Through* Technik in freier radikalischer Polymerisation
herzustellen.

Ausgehend von der entwickelten Syntheseroute konnten so neben Homo- und
Blockcopolymerbirsten von  2-Ethyl-2-oxazolin  und  2-Isopropyl-2-oxazolin  auch
Burstenmolektle aus  statistischen  Copolymeren von  2-Ethyl-2-oxazolin  und
unsubstituiertem 2-Oxazolin hergestellt werden. Wahrend letztere die Einfihrung
kationischer Gruppen durch selektivere Abspaltmethoden der Formylreste erlauben und so
etwa DNA/RNA Komplexierungen ermdglichen kdnnen, bietet andererseits der in dieser
Arbeit erstmalig demonstrierte Einsatz Azid-funktionalisierter Initiatoren zur kationischen
Oxazolinpolymerisation unter Beibehaltung aller anderen sonstigen Reaktionsschritte auch
die Mdoglichkeit der Synthese Azid-Endgruppen-funktionalisierter Makromonomere. Die
,Grafting Through* Methodik der freien radikalischen Makromonomer Polymerisation ist
selbst bei diesen funktionalisierten Systemen von gro3em Vorteil, erlaubt sie auch hier den
Zugang zu hochmolekularen Substraten mit einem Pfropfungs- bzw. Funktionalisierungsgrad
von 100 %, da jede Seitenkette dieser zylindrischen Bursten die aussenliegende, und damit
sterisch leichter zugangliche funktionale Gruppe tragt. Dabei gelang es die Syntheseroute so
zu gestalten, dass es moglich war alle vorgestellten Polymerbirsten mittels statischer und
dynamischer Lichtstreuung hinsichtlich absoluter Molmasse und molekularer Dimension zu
charakterisieren.

In weitereren Reaktionen konnten dann reaktive Fluoreszenzfarbstoffe mit Hilfe kupferfreier
1,3 dipolarerer Addition (kupferfreie ,Click-Chemie”) an die Azid-funktionalisierten
Polymerbirsten angebunden werden, so dass eine wesentliche Voraussetzung fir die
Detektion in in vivo und in vitro Experimenten erfullt werden kann. Dartiber hinaus gelingt



die quantitative polymeranaloge Umsetzung der Azid- zu Aminogruppen durch eine
polymeranalog gefiihrte Reduktion nach Staudinger; damit kdnnen an diesen Systemen auch
etablierte Konjugationstechniken an Aminogruppen durchgefiinrt werden. Zudem erlauben
die Aminogruppen-haltigen Polymerbursten durch Protonierung schon bei physiologischem
pH die Komplexierung von DNA oder RNA.

Erste Lichtstreumessungen in Blutserum zeigen im Falle der kationischen Aminogruppen
tragenden Polymerbirsten zwar Aggregation, was aber durch entsprechende Umsetzung
nach Konjugation wahrscheinlich unterdrtickt werden kann, zeigen doch die entsprechenden
Precursorpolymerbirsten mit Azidgruppen in Serum keinerlei Aggregation.

Zellaufnahmestudien in dendritische Zellen zeigen nur im Falle einer Azid-funktionalisierten
Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste eine unspezifische Aufnahme. Die hydrophileren Poly(2-
oxazolin)bursten weise keine unspezifische Aufnahme auf, was eine wichtige Anfoderung fur
die Verwendung als Polymercarrier in der Krebsimmuntherapie ist.



Summary

The controlled delivery of genes and drug therapeutics are a vital aspect of modern
medicine. Inspired by naturally occurring polypeptides, poly-(2-oxazoline)s are excellent
candidates for applications in the field of drug and gene delivery as their structure is similar
to natural polypeptides. These synthetic polymers thus offer potential advantages to
overcome current obstacles in drug and gene therapeutics in terms of cytotoxicity and
efficiency. Cylindrical polymer brushes have become increasingly popular because of their
anisotropic character and the recent results on the shape dependent endocytosis.

Hence, this work focuses on the synthesis and characterization of biocompatible poly(2-
oxazoline) brushes as potential nanocarriers for the delivery of drugs, genes and other
biomolecules. As first monomer 2-isopropyl-2-oxazoline was chosen as it exhibits a lower
critical solution temperature of 37°C which seems to be an interesting property for
conjugations and different biomedical applications. Macromonomers in the range of 1000-
5000 g/mol were obtained by termination of the living cationic oxazoline polymerization
with a primary functionalization step and subsequent transfer reactions to end up with
methacrylamide end group. For the first time high molecular weight cylindrical brushes with
poly(2-oxazoline) side chains and a contour length of 250 nm were synthesized by grafting
through.

According to the established synthesis route poly(2-oxazoline) homo and blockcopolymer
brushes consisting of 2-ethyl-2-oxazoline and/or 2-isopropyl-2-oxazolin were prepared as
well as brush polymers consisting of statistical copolymers of 2-ethyl-2-oxazolin and non-
substituted 2-oxazoline. After selective cleavage of formyl rests the latter polymer brush
offers imine units either for conjugation or after protonation for polyelectrolyte
complexation. By the usage of azide functionalized initiators for the cationic oxazoline
polymerization it is also possible to synthesize azide end group functionalized
macromonomers, which can be polymerized by free radical polymerization too. Thus high
molecular weight polymer brushes with a grafting and functional density of 100 % were
obtained. Moreover the way of synthesis allows the characterization of all polymer brushes
by static and dynamic light scattering in terms of absolute molecular weight and molecular
dimensions. In further reactions the azide groups were utilized for dye labeling of the
brushes by copper-free 1,3 dipolar addition (copper-free click-chemistry), which is an
essential requirement for experimental in vitro and in vivo detection. In addition the polymer
analogoues Staudinger reduction of the azide end groups was successful, leading to amine
end groups of each side chain, which offers a versatile route for conjugation reactions and
provides cationic charges, even at physiological pH, for complex formation with DNA and
SIRNA.

First dynamic light scattering studies in human blood serum exhibit little aggregation of the
amino end group functionalized brush polymers. Presumably the aggregation may be
suppressed after appropriate conjugation reactions as the azid end group modified
precursor brushes show nearly no aggregation in serum.

Cell studies show only for the pure azide-functionalized poly(2-isopropyl-2-oxazolin) an
unspecific uptake into dendritic cells. In contrast, the more hydrophilic brushes are not
unspecifically internalized. This is an important feature for the application as a polymeric
carrier in cancer immunotherapy.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Polymere begegnen uns heutzutage fast tberall im alltaglichen Leben. Besonders im Bereich
der Biomedizin steigt das Interesse an natdrlichen und synthetischen Polymeren ganz
erheblich. Das erste therapeutische Polymer-Konjugat wurde vor mehreren Jahrzenten von
H. Ringsdorf ! entwickelt, wahrend Polymertherapeutika und Nanomedizin erst die letzten
Jahre in den Focus der Wissenschaftler gerieten.”® Das Fehlen an effizienten
Transportsystemen fir makromolekulare Wirkstoffe, wie Proteine, Peptide oder
Oligonukleotide ist eine Hirde die bei der rapiden Entwicklung der momentanen Forschung

_bald tiberwunden* wird. 24

In den Forschungsarbeiten der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass der Transport von
Wirkstoffen unter Verwendung von polymeren Nanopartikeln zu einer Verbesserung der
Pharmakokinetik, Biodistribution und der Stabilitéat bei in vitro und in vivo Experimenten
fuhrt.”>?* Daher besteht die Hoffnung, dass die Kopplung von Medizin und Polymerchemie
langfristig ein hohes therapeutisches Potential besitzt, vor allem im Hinblick auf neue,

weniger invasive Anti-Tumor-Therapien oder im Bereich der Gentransfektion.?!!

Immer Ofter werden statt natirlich auftretender Polymere auch synthetische Polymere in
der Nanomedizin verwendet, da sie die Mdglichkeit der Molekulargewichtskontrolle, die
Addition von biomimetischen Funktionen sowie bioresponsiven Elementen ermdglichen.?!!
Die Polymere oder Biomaterialien fur solche Wirkstofftransportsysteme mdissen einer
Vielzahl von Anforderungen gerecht werden. Neben einer geringen Toxizitdt und
Immunogenizitéat, sind die effiziente Wirkstoffkopplung und Freisetzung sowie die gezielte
Adressierung von grofler Bedeutung. All dies erfordert eine gewisse Komplexitat der
Biomaterialen, wohingegen aus pharmazeutischer Sicht, die Polymertherapeutika so simpel
wie maglich sein sollten.®! In dieser Hinsicht sind Poly(2-oxazolin)e eine interessante
Polymerklasse. Neben ihrer Biokompatibilitat und geringen Zytotoxizitat *°, erméglicht die

Art ihrer Synthese auch den Zugang zu komplexeren Topologien.?®
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Nicht nur die chemische Struktur des Polymers spielt eine grof3e Rolle, auch Anzahl und
Dichte der Funktionalitaten, GroBe, Form und Oberflachenbeschaffenheit sind
entscheidende Faktoren bei der Frage der Effektivitat eines Polymertherapeutikums.?”! Die
moderne Polymerchemie fokussiert immer mehr die Synthese von multivalenten,
verzweigten oder gepfropften Polymeren, Dendrimeren und dendronisierten sowie
sternenformigen Polymeren (Abbildung 1.1). Die Vorteile sind klar: definierte chemische
Zusammensetzung, hohere Oberflachenfunktionalitst und die Kreation definierter
dreidimensionaler Strukturen.?!

Langfristig kann nur das Verstandnis des Zusammenspiels von Polymerzusammensetzung

und Architektur zu einem erfolgreichen und effizienten Polymertherapeutikum fithren.?”

a gepfropft b sternenférmig ¢ multifunktionell

x v. ]
4 7 S

d Dendrimere e dendronisierte Polymere

Abbildung 1.1: Neue Polymerarchitekturen fir die Anwendung im Bereich der Polymertherapeutika

Die Darstellung von Systemen mit spezifischen, zielgerichteten und auch biologischen
Funktionen ist noch immer eine der grof3ten Herausforderungen aktueller chemischer
Forschung. Neue, effizientere und vor allem hochselektive Reaktionen sowie Methoden, die
den aufwendigen Einsatz von Schutzgruppen und komplexen Aufreinigungsschritten einer
herkdbmmlichen Totalsynthese Uberwinden, sind die Reaktionen der Zukunft. In dieser
Hinsicht scheinen die bioorthogonalen Reaktionen, die unempfindlich gegenlber den
meisten funktionellen Gruppen in biologischen Systemen sind, die vielversprechendsten.
Unter ihnen ist in letzter Zeit die Cu(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen
Aziden und Alkinen in den biomedizinschen Bereichen gefragt. Diese Art der Reaktion, der

sogenannten ,,Click-Chemie* zugeordnet, erméglicht die spezifische und hocheffiziente
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kovalente Anbindung von verschiedenen Molekilen durch eine Kohlenstoff-Heteroatom-
Kohlenstoff Bindung in wassriger Losung.!”® Wegen der groRen Toxizitat von Kupfer und dem
groBen Aufwand der Reinigung zu Entfernung geringer Kupferspuren ist neben der Cu(l)-
katalysierten ,Click-Chemie* mittlerweile auch die kupferfreie ,Click-Chemie* stark
verbreitet und Bestandteil aktueller Forschung.”® Dabei handelt es sich um die Reaktion
eines Azides mit einem cyclischen Oktinsystem, deren Reaktion ohne jegliche Katalyse
schneller und effizienter zur 1,3-dipolaren Addition verlauft. In biologischen und
medizinischen Anwendungsbereichen hat die kupferfreie ,,Click-Chemie“ auf Grund der
Toxizitat von Kupfer fir Zellen und Organismen die Cu(l) katalysierte ,,Click Chemie“ fast
vollstandig abgelost.[® Die kupferfreie ,,Click-Chemie® stellt zum jetzigen Zeitpunkt eine der
verbreitesten bioorthogonalen Reaktionen dar und ist ein vielversprechender Kandidat fir

die Funktionalisierung von Polymertherapeutika.

1.1 Motivation und Zielsetzung

Der kontrollierte, zielgerichtete Transport von Genen und Wirkstoffen gerat immer mehr in
den Fokus biomedizinischer Forschung. Die Synthese geeigneter Polymere fir den
effizienten Transport von Wirkstoffen, Genen oder Proteinen ist momentan ein intensiv
bearbeitetes Thema biomedizinischer Polymerforschung. Eine der groRten Hirden ist die
Schwierigkeit alle an ein Polymertherapeutika gestellten Anforderungen in einem
Multiparameter System zu vereinigen.

Poly(2-oxazolin)e scheinen ideale Polymere flir Anwendungen im biomedizinischen Bereich
zu sein, da zum einen die Art ihrer Synthese, die lebende kationische ring6ffnende
Polymerisation, schon das Einbringen von Funktionalitaten flr spatere Modifikationen
prinzipell ermdglicht und zum anderen lasst ihre strukturelle Ahnlichkeit zu den natiirlich
vorkommenden Polypeptiden auf eine hhere Biokompatibilitat hoffen.

Die bisherigen Forschungsarbeiten zeigen bereits, dass Poly(2-oxazolin)e eine geringe
Zytotoxizitat und hohe Biokompatibilitat %% besitzen, was gute Voraussetzungen fiir die

Anwendung im Bereich der Polymertherapeutika sind.
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Auf Grundlage von 2-Oxazolinen sollen Burstenpolymere hergestellt werden, die fur die
Anwendung in der Krebsimmuntherapie sowie zur Komplexierung von DNA und SiRNA
geeignet sind. Im Vergleich zu ihren linearen Analoga ermdglichen Polymerbirsten das
Einbringen einer Vielzahl an funktionellen Gruppen, die fur nachfolgende Formulierungen
und Modifizierungen als Wirkstoffsysteme von erheblichem Vorteil sind. Aullerdem zeigt
sich immer mehr, dass es eine Abh&ngigkeit zwischen der Aufnahme von Nanopartikeln und
ihrer Form gibt.1*

Dr. Frauke Kuhn konnte beispielsweise in ihrer Dissertation zeigen, dass zylindrische,
quaternisierte Polyvinylpyridinbursten im Vergleich mit ihren linearen Analoga eine bessere
Zellaufnahme und Transfektionseffizenz aufweisen.?*!

Um sich einer allgemeinen Synthese- und Charakterisierungstrategie zu nahern, soll zu
Beginn eine Referenzpolymerblrste basierend auf 2-Isopropyl-2-oxazolin mittels ,,Grafting
Through® Technik dargestellt werden. Das Monomer 2-Isopropyl-2-oxazolin besitzt laut
Literatur eine Phasentiibergangstemperatur von 37°C B4, was eine interessante Eigenschaft,
fur  beispielsweise  Untersuchungen des  Molekilkollaps im  Bereich  der
Ubergangstemperatur, sein konnte. Nach erfolgreicher Synthese soll diese Strategie
Ubertragen werden, um funktionalisierte zylindrische Poly(2-oxazolin)birsten darzustellen,
die in zuklnftigen Forschungsarbeiten mit verschiedenen Biomolekilen, wie Antikdrper,
Antigenen oder Proteinen modifiziert werden koénnen. Die funktionelle Gruppe soll so
gewahlt sein, dass sie durch polymeranloge Reaktionen modifiziert und in eine andere
funktionale Gruppe umgewandelt werden kann, so dass diese einer effizienten
Konjugationschemie zuganglich sind. Da die kationische Polymerisation den Einsatz starker
Elektrophile als Initiatoren bedingt, muss jede Funktionalisierung eines Monomeren oder
Initiators eine weitreichende Inertheit der Funktionalitat gegen Elektrophile und Nukleophile
garantieren, da ansonsten der lebende ionische Charakter der Polymerisation geféahrdet wird
bzw. verzweigte Strukturen resultieren wurden. Andererseits bietet das lebende ,,kationisch
wachsende® Kettenende die Maoglichkeit zur schnellen und effizienten terminalen
Funktionalisierung mit entsprechenden Nukleophilen zum Makromonomer. Die
nachfolgende radikalische Polymerisation der Makromonomere zum Burstenpolymer
verlangt aber zudem, dass radikalische Ubertragungsreaktionen zu diesen funktionellen
Gruppen nicht mdglich sind. Darliber hinaus soll eine Funktionalisierung durch Protonierung

oder Alkylierung es erlauben latente oder permanente kationische Ladungstrager zu
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generieren, so dass der Zugang zu neuartigen kationischen Burstenpolymeren mdglich wird,
die es auf Poly(2-oxazolin)basis mit all seinen Vorteilen gestatten auch DNA bzw. siRNA zu
komplexieren.

Alle erhaltenen Polymerbursten sollen mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung
sowie Rasterkraftmikroskopie charakterisiert werden. UV-Vis Spektroskopie sowie
temperaturabhangige dynamische Lichtstreumessungen sollen zur Untersuchung der
thermoresponsiven Polymerbiirsten verwendet werden. Um erste Eindriicke Uber das
Verhalten der dargestellten Polymerbirsten in einem biologisch relevanten Medium zu
erhalten, wird, nach einer Methode 5% die in der Arbeitsgruppe von Prof. M. Schmidt
etabliert wurde, das Aggregationsverhalten der Burstenpolymere in humanem Blutserum
analysiert.

AbschlieRend sollen die Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)birsten hinsichtlich ihrer
unspezifischen Zellaufnahme in dendritische Zellen getestet werden. Fur eine Anwendung in
der Krebsimmuntherapie ist es wichtig, dass die verwendeten Polymere keine unspezifische
Zellaufnahme zeigen, da man die Zellen spezifisch, Gber beispielsweise die Anbindung eines

Antikdrpers an ein Carrierpolymer, adressieren mochte.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Zylindrische Polymerbiirsten als ,,haarige* Nanoobjekte !

Zylindrische Polymerbiirsten ! sind einzigartige Makromolekiile, deren Architekturen und
die daraus resultierenden Eigenschaften sowohl experimentell als auch theoretisch
interessant sind. Die Architektur von Polymerbursten variiert von dicht oder lose gegraftet,
flexiblen oder starren Seitenketten und Rickgrat bis hin zu Homo- oder Copolymeren. Jede
dieser strukturellen Variablen hat Auswirkungen auf die Eigenschaften der Blrsten, dennoch
ist es die Grafting Dichte, die den grof3ten Einfluss auf Konformation und Topologie hat. Eine
hohe Pfropfdichte ermdglicht die entropisch nicht bevorzugte Elongation des Rickgrats und
damit verbunden eine Formanisotropie (WLC).F! Auf Grund ihrer Struktur werden
zylindrische Polymerbiirsten auch molekulare Flaschenbiirsten genannt.® Diese einzigartige
Struktur ermoglicht neue Anwendungsmaglichkeiten wie beispielsweise als Sensoren ¥,

Elastomere “% oder Template fur Nanowires.[*!

Flaschenbtirsten werden auch in der Natur speziell im menschlichen Organismus gefunden.
Proteoglykane “?, sind biirstenahnliche Polyelektrolyte, die aus einem Proteinriickgrat und
Kohlenhydrat-Seitenketten bestehen.!*”! Sie befinden sich an unterschiedlichen Stellen im
Korper und Uben verschiedenste Funktionen aus, von Signaltransduktion tber Schutz der
Zelloberflache bis hin zur Sauberung der Lunge. "***! Es wird angenommen, dass ihre
funktionellen Eigenschaften aus ihrer Burstenstruktur resultieren, die eine sehr dichte

Packung funktioneller Gruppen ermdglicht (Abbildung 2.1.1).
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Abbildung 2.1.1: Struktur eines Proteoglykanaggregats im Knorpelgewebe ¢!

a) Transmissionelektronenmikroskopische  Abbildung des Aggregats, b) Proteinrickgrat mit
Glukosaminoglycan-Seitenketten, c¢) Chemische Struktur des Disaccharides der Wiederholungseinheit der

Seitenkette

2.1.1 Synthese zylindrischer Polymerbiirsten !

Im Allgemeinen gibt es drei verschiedene Methoden zur Synthese von zylindrischen
Polymerblrsten mit dicht gepfropften Seitenketten. Abbildung 2.1.2 zeigt die drei

verschiedenen Ansatze ,,Grafting Through*, ,,Grafting Onto“ und ,,Grafting From®.

a) MW R Grafting

From

. Grafting
b) nxosRIeP + Initiastor ——>

Through

Onto

Grafting
<) ”'%—V%_a + nxé ——

Abbildung 2.1.2: Schematische Darstellung der verschiedenen Methoden zur Synthese von zylindrischen

Birsten. a) Grafting From; b) Grafting Through; c) Grafting Onto
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a) Grafting From

Die Grafting-From Methode basiert auf dem Wachstum der Seitenketten von
Initiatorgruppen aus, die an das Polymerriickgrat gebunden sind. Mit Hilfe dieser Technik
konnen wohldefinierte zylindrische Birsten mit hoher Pfropfdichte erhalten werden. Dabei
wird zuerst das Rickgrat der Polymerburste mittels verschiedener kontrollierbarer
Polymerisationstechniken synthetisiert und mit Initiatorgruppen funktionalisiert, die im
weiteren Schritt die Polymerisation der Seitenketten initiieren. Ein bekanntes System
bestent aus einem Poly(hydroxyethylmethacrylat)-Ruckgrat, das mit Bromo-iso-
Buttersaurebromid funktionalisiert wird. Durch ,,Atom Transfer Radical Polymerization*
(ATRP) der Monomereinheiten an den Bromid-funktionalisierten Enden findet die
Polymerisation der Seitenketten statt. "*®! Da die ATRP eine Form der radikalischen
Polymerisation darstellt, ist sie tolerant gegentber vielen in Monomeren enthaltenen
funktionellen Gruppen und ermdglicht die Synthese von Polymerbursten mit verschiedenen
Funktionalitaten. Des Weiteren kénnen durch sequentielle Zugabe von Monomeren Kern-
Schale Strukturen erhalten werden. Eine weitere bekannte Methode ermdglicht die
Synthese von Polypeptidbirsten. Sie beruht auf einem aminofunktionalisiertem Rickgrat, an
dem die ringoffnende Polymerisation von Leuchs’schen Anhydriden initiiert wird. %% Die
Verwendung von blockcopolymeren Makroinitiatoren mit nur einem funktionalisierten Block
ermdglicht die Synthese von ,rod-coil“ Polymeren, die durch Selbstorganisation
supramolekulare Strukturen ausbilden konnen.®

Ein Vorteil dieser Methode ist die separate Synthese des Rickgrats, da die Lange bzw. die
Polydispersitat der Hauptkette kontrolliert werden kénnen. Nachteil der Methode ist, dass
keine 100%ige Pfropfdichte der Seitenketten erreicht und keine exakte Aussage Uber die
Pfropfdichte getroffen werden kann, es sei denn die Seitenketten kdnnten abgespalten
werden. Die Pfropfdichte von Biirsten, die nach dieser Technik erhalten werden variiert
zwischen 30% bis 90%. 52481 Weiter ist von Nachteil, dass keine unabhangige Analyse der
Seitenketten stattfinden kann. Daher ist es schwierig die mittlere Ladnge der Seitenketten zu
ermitteln. Dies ist nur moglich, wenn die Grafting Dichte, das Molekulargewicht und die
mittlere Anzahl der Monomereinheiten des Ruckgrats unabhangig bestimmt werden

kénnen.



2 Theoretische Grundlagen

b) Grafting Through

Die ,,Grafting Through*-Technik wird schon seit mehr als zwei Jahrzehnten zur Synthese von
zylindrischen Polymerbiirsten angewendet."®® Durch Polymerisation von Makromonomeren
werden Polymerbirsten mit einer extrem hohen Pfropfdichte erhalten. Im Jahr 1989
synthetisierte Tsukahara 531 die ersten Biirsten mit Hilfe dieser Methode. Durch radikalische
Polymerisation von Styrolmakromonomeren mit einer terminalen Vinylgruppe wurden
Bursten mit einer hohen Graftingdichte erhalten. In der Regel werden die Oligomere durch
lebende Polymerisationen hergestellt, da diese eine hohe Kontrolle tber die Lange des
Oligomers bietet und meist mit einer geringen Polydispersitat verbunden ist. Auch die
Herstellung von Blockstrukturen ist durch die lebenden Polymerisationstechniken gegeben.
Generell ist es schwierig Polymakromonomere mit einem hohen Polymerisationsgrad zu
synthetisieren, da die Konzentration der polymerisierbaren Gruppen meist gering ist und die
Sterik der Seitenketten zunehmend eine Hinderung darstellt. Bis jetzt war es nur mit Hilfe
der radikalischen Polymeristation in stark konzentrierten Makromonomerlgsungen 18539
moglich, Bursten mit einem wesentlich héheren Polymerisationgrad der Hauptkette im
Vergleich zur Seitenkette darzustellen. Versuche mittels anionischer ®”), kationischer °® oder

JAtom Transfer Radical Polymerization® P

zylindrische Blrsten zu synthetisieren
scheiterten aufgrund des geringen Polymerisationsgrades des Riickgrats. Wie oben erwahnt
kommt es bei der radikalischen Polymerisation meist zu einer sterischen Hinderung. Eine
Alternative zu der radikalischen Polymerisation ist die ring-6ffnende Methathese
Polymerisation (ROMP) von beispielsweise Norbornenyl Makromonomeren.'® Gnanou und
seine Mitarbeiter verwendeten dieses System erfolgreich, indem sie aus Norbornenyl-
terminiertem Poly(ethylenoxid) ) mittels ROMP molekulare Biirsten synthetisierten. Auch
Grubbs verwendete die Technik der ringdéffnenden Methythese Reaktion um zyklische
Nanostrukturen aus dendronizierten Makromonomeren herzustellen.!®?

Vorteile dieser Methode sind die 100%ige Pfropfdichte der Burste und die Mdglichkeit die
Seitenketten zuvor separat zu charakterisieren. Da bei der ,Grafting Through* Technik
hauptsachlich die radikalische Polymerisation zur Herstellung von Blrsten verwendet wird,
ist es vergleichsweise einfach moglich Kern-Schale Strukturen zu erhalten. Diese kdnnen

durch Verwendung eines Blockmakromonomers bzw. durch die Polymerisation einer

Mischung aus verschiedenen Makromonomeren realisiert werden.®®!
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Von grofRem Nachteil sind hingegen die geringe GrolRenkontrolle der Bursten und die
unvollstdndige Umsetzung, die mit der radikalischen Polymerisation assoziiert sind. Meist
haben die erhaltenen Polymerbirsten eine vergleichsweise breite Verteilung. Folglich
mussen die Polymakromonomere fraktioniert und nicht umgesetztes Makromonomer

abgetrennt werden.

c) Grafting Onto

Bei der ,,Grafting Onto* Methode werden Rickgrat und Seitenkette separat synthetisiert.
Durch Konjugation End-funktioneller Gruppen der Seitenketten mit funktionellen Gruppen
am Ruckgrat werden zylindrische Blrsten erhalten. Bis jetzt basiert die ,,Grafting Onto*
Technik auf der lebenden anionischen Polymerisation der Seitenketten, die durch Zugabe
eines Ruckgrats mit elektrophilen Gruppen zu einer Blrste oder sternférmigen
Nanostrukturen, abhangig von der Lange der Hauptkette, verbunden werden. Ein bekanntes
System besteht aus der Kupplung von Polystyrollithium Seitenketten an ein Poly(2-
chlorethylvinylether)riickgrat. ©*®® Eine weitere Mdglichkeit ist die Verwendung der ,,Click-
Chemie®. Matyjaszewki et al. synthetisierten zylindrische Polymerbursten, indem sie ein
Azid-funktionalisiertes Poly(ethylenglykol) mit einem Alkin-funktionalisierten
Polymethacrylat reagieren lieRen.®®

Durch die Verwendung von Blockcopolymeren als Seitenketten ist es mit dieser Technik
ebenfalls moglich Kern-Schale Strukturen zu erhalten. Auch rod-coil-Nanostrukturen kénnen
dargestellt werden, wenn das Rickgrat aus einem Blockcopolymer mit nur einem
funktionalisierten Block besteht.*”]

Ein neuerer Ansatz zu Synthese von zylindrischen Bursten beruht auf der ,,Grafting Onto“

Methode durch nicht kovalente Wechselwirkungen. Hierbei werden die Burstenstrukturen

[68] [69]

durch sekundare Interaktionen wie Wasserstoffbriicken oder ionische
Wechselwirkungen erhalten, jedoch handelt es sich dabei eher um Surfactant-Komplexe,
man kann also nicht von hochmolekularen Burstenstrukturen sprechen. Der grofite Vorteil
dieser Methode ist das unabhéngige Design der Seitenketten und des Rickgrats, um wohl
definierte polymere Birsten zu erhalten. Besonders die gleichzeitige Kontrolle tber die

Polydispersitat der Haupt- und Seitenkette stellt einen Vorteil gegentber den andern beiden
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Techniken dar, bei denen entweder die Polydispersitat der Seitenkette oder Hauptkette
kontrolliert werden kdnnen.

Nachteilig ist die geringe Pfropfdichte der Polymerbursten, die aus kinetischen und
thermodynamischen Griinden limitiert ist. Durch die zunehmende Pfropfdichte wahrend der
Kopplung und der damit verbundenen zunehmenden sterischen Hinderung verringert sich
die Diffusion der Seitenketten zu den reaktiven Gruppen an der Hauptkette. Des Weiteren ist
die Kopplung von Seitenketten an eine Birste mit einer hohen Pfropfdichte entropisch
unginstig, da die Konformation der Hauptkette von Random Coil in eine gestrecktere
Konformation wechseln muss. Um eine hohe Graftingdichte zu erhalten ist ein Uberschuss
an lebenden Seitenketten erforderlich. Die nicht reagierten Seitenketten missen dann
abgetrennt werden, was ein weiterer Nachteil dieser Methode darstellt. Wie bei der
,Grafting From* Methode ist es auch hier sehr schwierig die exakte Pfropfdichte der Blrste

zu bestimmen.

2.1.2 Formanisotropie: zylindrische und stédbchenférmige polymere

Nanoobjekte im medizinischen Bereich

Die Nanomedizin ist ein Gebiet das in den letzten Jahrzehnten die Aufmerksamkeit vieler
Forscher und Forschungsgruppen erhalten hat. Die Problematik herkémmlicher
niedermolekularer Wirkstoffsysteme liegt neben der glomerularen Eliminierung auch in der
unspezifischen  Verteilung im  Koérpergewebe. Daher wird eine erhohte
Wirkstoffkonzentration benétigt, die in einer erhhten Toxizitat resultiert.k®

Zum jetzigen Zeitpunkt steht die Synthese von Nanopartikeln, - carrier oder — vesikeln, die
zum Wirkstofftransport eingesetzt werden kdnnen im Fokus. Die Anspriiche an ein solches
System sind sehr hoch, da es darum geht den menschlichen Korper zu Uberlisten. Einige
Anforderungen sind beispielsweise eine geringe Toxizitat, lange Zirkulationszeiten im
Organismus, erfolgreiche Zellaufnahme, gezielte Adressierung an bestimmte Zellen (z.B.
Tumorzellen), effiziente Wirkstoffkopplung, Freisetzung des Wirkstoffes sowie eine geringe
Immunogenizitdt. Somit sollte ein Nanopartikel neben seiner Biokompatibilitat
Funktionalitaiten zum Anbringen von verschiedensten Molekilen besitzen, um diesen

Anspriichen gerecht zu werden. Herkbmmliche lineare Nanopartikel weisen meist nur
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wenige Funktionalitdten auf, die sterisch nur schwierig zu erreichen sind. Zylindrischen
Polymerbirsten, wie sie auch in dieser Arbeit synthetisiert werden, besitzen an jedem
Seitenkettenende einen Terminus, der eine Funktionalisierung tragen kann. Durch die
AbstoBung der benachbarten Ketten sind diese Enden an der Oberflache der Birste
lokalisiert und sterisch einfach flr weitere Funktionalisierungen erreichbar.™ Die
Polyfunktionalitat der Polymerbirsten ermoglicht das simultane Anbringen von
verschiedenen Molekiilen, angefangen von Farbstoffen, die in friihen Stadien der Forschung
unverzichtbar sind, bis hin zu Wirkstoffen, Adressierungsmolekilen oder Stoffen, die die
Biokompatibilitat steigern. So konnten polyfunktionelle Polymerbrsten die Synthese eines

»perfekten® Nanocarriers ermdglichen.

Aber nicht nur die Funktionalisierung und Biokompatibilitdit des Nanopartikels oder des
Polymernanoobjektes spielen eine entscheidende Rolle, sondern auch Form, Grof3e und
Oberflachenbeschaffenheit. Vor allem bei der Zellaufnahme sind dies entscheidende
Kriterien.?”)  Bis heute wurden viele Forschungsarbeiten zu  GroéBe  und
Oberflachenbeschaffenheit vertffentlicht. Diese Arbeiten beschéaftigen sich hauptséchlich
mit sphéarischen Partikeln. Ein Verstandnis fur den Einfluss der Form solcher Nanoobjekte
fehlt noch weitestgehend.?” Arbeiten aus den letzten Jahren zeigen, dass auch anisotrope
Partikel mit zylindrischen oder stédbchenférmigen Strukturen Vorteile gegeniber ihren
spharischen Analoga besitzen.["®™ Discher und Mitarbeiter berichten tber wurmartige
Mizellen fir den Transport des Antitumorwirkstoffes Paclitaxel.®? In dieser Arbeit werden
wurmartige Mizellen und sphérische Mizellen aus Poly(ethyleneoxid)-Block-Poly(e-
caprolacton) in Bezug auf ihre Zirkulationszeiten, Wirkstoffbeladung und Toxizitat verglichen.
Die wurmartigen Mizellen zeigten in vivo Blutzirkulationen von bis zu einer Woche, was
langer ist als fur die meisten bekannten Partikel. Die wurmartige Mizelle kann in gewissem
Sinne auch mit einem Filovirus verglichen werden, der auch langere Zeit im menschlichen
Korper zirkulieren kann. Die wurmartigen Mizellen werden daher auch Filomizellen genannt.
Neben der erhéhten Zirkulationszeit kénnen die Filomizellen mit doppelt so viel Paxclitaxel
beladen werden als die spharischen Mizellen. Ein weiterer Vorteil von anistotropen Partikeln
verglichen mit sphérischen ist die geringe Erkennung durch Makrophagen. Makrophagen
sind Zellen des Immunsystems die fremde Partikel erkennen und aufnehmen. In einer Studie

von J.Champion wird die Aufnahme von wurmartigen Polystyrolpartikeln in Makrophagen
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mit spharischen verglichen.[”! Durch Adsorption des IgG Antikdrpers an beide Formen der
Polystyrolpartikel wurde die Erkennung durch Makrophagen sichergestellt. Dennoch zeigen
die Ergebnisse, dass spharisch Partikel mehr als dreimal so oft von Makrophagen
internalisiert wurden als zylindrische Teilchen. Durch die gréRere Oberflache des
wurmartigen Partikels kann dieser viel besser mit der Zelloberflache wechselwirken und an

der Zelloberflache der Makrophage adsorbieren (Abbildung 2.1.3).

Abbildung 2.1.3: Scanning Elektronen Mikroskopie: Zeigt die Adsorption von wurmartigen Partikeln an eine

Makrophage !

Bisher wurde auf die Form der Partikel eingegangen. Jedoch ist ein weiterer Vorteil von
molekularen Polymerbursten zum einen der hohe Funktionalisierungsgrad, der durch die
Seitenketten eingefiihrt werden kann und zum anderen die hohe Dichte an Seitenketten, die
Polymerbiirsten normalerweise besitzen. De Simone @ und Mitarbeiter berichten tber
Nanopartikel unterschiedlicher Poly(ethylen glykol) (PEG) Dichte der Corona. Abhangig von
dem Grad der PEGylierung nehmen die am Nanopartikel angebrachten PEG-Ketten
unterschiedliche Konformationen ein. Bei einer geringen PEG-Dichte spricht man von der
»Mushroom*“-Konformation, bei einer hohen Dichte an PEG-Ketten handelt es sich im eine

,Bursten“-Konformation (Abbildung 2.1.4).
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~——

Abbildung 2.1.4: Schematische Darstellung des mit PEG funktionalisierten Nanopartikels .

A) Burstenkonformation und B) ,,Mushroom-Konformation® "2

Die Partikel in der Burstenkonformation zeigten eine wesentlich geringere Proteinadsorption
und geringere Makrophagenaufnahme und somit eine hohere Zirkulationszeit im Blut. Diese
Erkenntnis kann auf zylindrische Bursten tbertragen werden sofern die Seitenketten sich
ahnlich verhalten wie PEG. Die in dieser Arbeit verwendeten Poly(2-oxazolin)e zeigen
bezuglich der Proteinadsorption aus biologischen Medien ein &hnliches Verhalten und

werden schon jetzt als Alternative zu PEG angesehen.*”!

2.2 Poly(2-oxazolin)e

2.2.1 2-Oxazoline

Oxazoline sind 5-gliedrige heterozyklische Verbindungen mit einer Iminoether Bindung. Es
gibt drei strukturisomere Oxazolin Klassen mit unterschiedlicher Position der
Doppelbindung. Unter ihnen wurden 2-Oxazoline bisher am meisten erforscht und werden

am haufigsten verwendet.
[N N
N N o} N\/O )
\/ .
Abbildung 2.2.1: 2-Oxazolin, 3-Oxazolin und 4-Oxazolin (von links nach rechts)
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2.2.2 Lebende kationische ring6ffnende Polymerisation (LCROP) 4

Durch ring6ffnende Polymerisation wird das zyklische System der 2-Oxazoline getffnet und
Polypeptid-analoge Polymere kénnen erhalten werden. 1966 berichteten Kagiya et al. zum
ersten Mal von der ring6ffnenden Polymerisation der 2-Oxazoline.l”® Es wurde gezeigt, dass
bei der lebenden kationischen Polymerisation von 2-Oxazolinen kaum unerwinschte
Terminierungsschritte  sowie  Abbruch durch Kettentransfer stattfinden. Durch
Forschungsarbeiten in den darauffolgenden Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass der
Kettenwachstumsmechanismus entweder kationisch oder kovalent ist abhangig vom
gewahlten Initiator. Verwendet man kationische Initiatoren wie Methyltriflate, ist die
Polymerisation kationisch. Da die kationische Wachstumsspezies des Oxazoliniumsalzes
stabil ist, wurde diese Methode daher auch h&ufig zur Darstellung von Blockcopolymeren
oder end-funktionalisierten Polymeren verwendet. Ist der Initiator etwas mehr nukleophiler,
wie beispielsweise p-Toluolsulfonat oder Alkylhalogenide, verlangsamt sich die
Polymerisation und findet Uber einen anderen Mechanismus statt, den ,Kovalenten

Mechanismus*.

In Abbildung 2.2.2 ist der allgemeine Mechanismus der lebenden kationischen ring-

offnenden Polymerisation gezeigt.

Initiierung
S
Oxazoliniumsalz
Wachstum §

~ %]
-

Abbildung 2.2.2: Mechanismus der lebenden kationischen ringdffnenden Polymerisation der 2-Oxazoline
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Bei der Initiation mit Elektrophilen wie Lewis oder Bronsted Sduren geht der nukleophile
Stickstoff des 2-Oxazolin Rings in ein Oxazoliniumkation Uber. Der resultierende
Oxazoliniumring kann dann mit einem weiteren 2-Oxazolin unter Ringdffnung reagieren und
eine lineare Amidstruktur wird gebildet. Dieser Prozess kann weitergefiihrt werden bis das
Monomer aufgebraucht oder ein nukleophiles Terminierungsreagenz die Polymerisation
beendet. Durch Erhdhen der Nukleophilie des Initiator-Gegenions und des Monomers wird
angenommen, dass sich der ionische Charakter der LCROP verringert. Mit Gegenionen der
nicht nukleophilen Trifluoromethylsulfonate (Triflate, OTf) ist die wachsende 2-Oxazolin
Spezies das Kation und die Wachstumsrate steigt signifikant..’¥ Methyltrifluorosulfonate
sind viel verwendete Initiatoren und besitzen viele Vorteile in der LCROP. Durch ihre hohe
Reaktivitat reagieren sie sogar schon unter Raumtemperatur schnell mit 2-Oxazolinen und
das Wachstum kann bei Temperaturen tber 40°C starten. Um definierte Polymere mit einer
engen Verteilung zu erhalten ist eine schnelle und quantitative Initiierung im Hinblick auf das
Wachstum erforderlich. Die sofortige Initiierung sowie dieselbe sterische und
elektrostatische Beschaffenheit von Oxazoliniumtriflatsalz und wachsendem Kettenende
ermoglichen die Synthese von Poly(2-oxazolin)en mit einer geringen Polydispersitat.
(Myw/Mp~1.02-1.20)

Trotz des ausgepragt lebenden Charakters sind Nebenreaktionen maglich wie beispielsweise
Kettentransferreaktionen, die hauptsachlich bei Temperaturen tber 120°C stattfinden und

bei geringen [Mo]/[lo] Verhaltnissen deutlich an Bedeutung gewinnen.!>"®

Durch den lebenden Charakter der 2-Oxazolin Polymerisationen konnen verschiedene
Architekturen, Zusammensetzungen, Co- und Blockcopolymere sowie Seitenketten- und
Endfunktionalisierungen erhalten werden. Die Polypeptid-ahnlichen Polyamide haben daher
ein breites Spektrum an mdglichen Anwendungen. In den letzten Jahrzehnten gab es immer
mehr Forschungsarbeiten zur Anwendung im biomedizinischen Bereich. Durch ihre
Biokompatibilitdt scheinen sie auch mogliche Kandidaten fir Drug und Gene Delivery
Systeme zu sein.l’""® Wasserlosliche Poly(2-oxazolin)e mit einer ,Lower Critical Solution
Temperatur® (LCST) 7% ermgglichen Anwendungen im Bereich der thermoresponsiven

bzw. sogenannten ,,smarten“ Materialien.
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2.2.3 Thermoresponsive Poly(2-oxazolin)e

Polymere die eine abrupte physikalische oder chemische Anderung aufgrund eines externen
Stimulus aufweisen zéhlen zu den stimuliresponsiven Polymeren. Physikalische Stimuli
bewirken einen Wechsel in den intermolekularen Wechselwirkungen und werden durch
Temperatur, elektrische oder magnetische Felder sowie mechanischen Stress ausgelOst.
Unter chemischen Stimuli versteht man Anderungen des pH-Wertes oder der lonenstéarke,
die Anderungen in den Wechselwirkungen zwischen den Polymerketten oder der
Polymerketten und der Losungsmittelmolekiile bewirken. Dieses Verhalten von polymeren

Systemen ist sehr niitzlich fir Anwendungen in Bereich des Wirkstofftransportes. (8182

Hydrophile Polymere mit einer sogenannten ,Lower critical solution Temperatur® (LCST)
werden durch ihre reversible Eigenschaft zunehmend interessanter.® Diese Polymere sind
unterhalb ihrer LCST in Wasser durch Ausbilden von Wasserstoffbrickenbindungen 16slich.
Durch Erhohung der Temperatur verstarken sich die hydrophoben intra- und
intermolekularen Wechselwirkungen und der Beitrag der Wasserstoffbricken zur
Solvatation wird vermindert. Liegt die Temperatur Uber der LCST dehydratisiert das Polymer
und wird unloslich (Abbildung 2.2.3). Die hydrophoben Wechselwirkungen werden nun
entropisch begulnstigt, da die Wassermolekule, die aus dem ursprunglichen solvatisierten

Zustand freigesetzt werden, einen Entropiegewinn des Gesamtsystems bewirken.

erhitzen

kihlen

Abbildung 2.2.3: Thermo-responsives Polymer in Wasser unter (links) und tber (rechts) seiner LCST

Mit Hilfe von strukturellen Veranderungen wie Molekulargewicht 2% Endgruppen %6
oder molekulare Struktur kann ¥ die LCST variiert werden. Die Phaseniibergangstemperatur
wird durch Einbringen von hydrophoben Gruppen oder durch Erhohen des

Molekulargewichts erniedrigt.
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Abbildung 2.2.4: Schematische Darstellung der reversiblen temperaturabhangigen Loslichkeit linearer
Polymere. links: hydratisiertes Polymer unterhalb der LCST und rechts: Einzelmolekulkollaps und

intermolekulare Aggregation durch den Wasserverlust oberhalb der LCST.

1988 berichten Kwei und Mitarbeiter erstmals von einer Thermosensitivitat bei wéssrigen
Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOx) Losungen.®® Der Phasentibergang ist dabei abhangig von
der Polymerkonzentration und wurde fir PEtOx zwischen 61-64°C gefunden, je nach
Molekulargewicht (20-500 kDa). Poly(2-ethyl-2-oxazolin)}e mit einem Molekulargewicht
unter 10 kDa scheinen keine Ubergangstemperatur zu besitzen ¥ was jedoch durch
Einbringen beispielsweise einer hydrophoben Endgruppe verandert werden kann. Durch
Zugabe von Natriumchlorid kann die LCST von PEtOx soweit abgesenkt werden, dass es
ausgesalzt werden kann, eine Zugabe von Tetrabutylammoniumbromid bewirkt das
Gegenteil, eine Erhohung der LCST.®® Kobayashi und Mitarbeiter filhrten 1992 Poly(2-
isopropyl-2-oxazolin) (PiPrOx) als thermoresponsives Polymer mit einer LCST zwischen 36°C
und 39°C ein.* Kataoka et al. berichten tiber n-Propyloxazolin Polymere (PnPrOx), die eine
LCST von 24°C besitzen.® PiPrOx und PnPrOx sind Strukturisomere (CeH::NO) und
potentielle Alternativen zu Poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM), welches eine LCST von
32°C hat und als ,,Gold Standard“ unter den LCST Polymeren angesehen wird, besonders im
biomedizinischen Bereich."!

Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass bei der Klasse der Poly(2-oxazolin)e (POx) ein
breiter LCST Bereich abgedeckt werden kann. Kataoka und Mitarbeiter berichteten ebenfalls
von Gradientencopolymeren bestehend aus iPrOx und EtOx, die je nach Anteil an EtOx eine
Ubergangstemperatur zwischen 39°C und 67°C besitzen. Die LCST steigt linear mit dem
Anteil an EtOx an.® Durch Copolymerisation von iPrOx mit verschiedenen 2-Alkyl-2-

oxazolinen kann ein groBer Ubergangsbereich zwischen 9°C und 75°C abgedeckt werden.®
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Die Phasenubergangstemperaturen hangen nicht nur von der Zusammensetzung des
jeweiligen Polymers ab, sondern auch vom Polymerisationsgrad oder der Struktur.® So
besitzen beispielsweise gepfropfte Copolymere oder molekulare Blsten mit einem
Polymethacrylat- oder Polymethacrylamidriickgrat eine geringere LCST als ihre zugehdrigen

linearen Polymere.™

Bestimmte Poly(2-oxazolin)e besitzen eine ,,Upper Critical Solution Temperatur” (UCST). Die
UCST von Polymeren héngt vom Druck, Polymerisationsgrad sowie der Polydispersitat ab.
Poly(2-phenyl-2-oxazolin) (PPhOX) beispielsweise zeigt eine UCST in Ethanol.l®®! Die Zugabe
von Wasser erhoht die Loslichkeit des PPhOX, bis ein Maximum bei 6-25% Wasser in Ethanol
erreicht wird. Es wird vermutet, dass das Maximum der Loslichkeit durch eine
kompatibilisierende Hydrathllle um das Polymer verursacht wird. Einzelne Wassermolekule

scheinen Wasserstoffbriickenbindungen mit den Amidgruppen im Polymer auszubilden.®®

2.2.4 Poly(2-oxazolin)e als Polymertherapeutika: Ein Uberblick !

Biomaterialien, die im Bereich des Wirkstofftransportes eingesetzt werden sollen, sind einer
Vielzahl an komplexen Problemen gegenibergestellt. Angefangen bei der Art der
Verabreichung, dem Transport des Wirkstoffes zum Ziel und die spezifische Freisetzung des
Wirkstoffes. Das sind nur wenige der Anforderungen, die an ein solches Drug Delivery
System gestellt werden. Ein besonders wichtiger Aspekt der Biomaterialien ist die geringe
Wechselwirkung mit biologisch aktiven Komponenten. Idealer Weise sollten eingesetzte
Wirkstoffsysteme kaum Toxizitdt und Immunogenizitdt zeigen. Ebenso ist eine geringe
Interaktion mit Proteinen oder eine unspezifische Akkumulation in Organen zu vermeiden. ™
Bisher gibt es unzéhlige verschiedene Ansatze zur Synthese eines erfolgreichen Drug Delivery
Systems. Daher werden sie in Polymer-Protein Konjugate, Polyplexe, Polymer-Wirkstoff-
Konjugate und Polymermizellen, -aggregate und -nanopartikel unterteilt.®”?!! Abbildung
2.2.5 gibt einen Uberblick tber bisher beschriebene Polymertherapeutika basierend auf

Poly(2-oxazolin)en.
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Abbildung 2.2.5: Uberblick tiber Poly(2-oxazolin) basierende Polymertherapeutika

Strukturelle Vielseitigkeit

Ein wichtiger Aspekt bei der Synthese eines polymeren Wirkstoffsystems ist die Mdglichkeit
die Architektur des Transportsystems gezielt malizuschneidern (,,tailoring“). Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass die Architektur eines solchen Systems extremen Einfluss auf die
pharmakokinetischen Eigenschaften hat.®*®! Die lebende kationische ringffnende
Polymerisation von 2-Oxazolinen ist eine einfache und effiziente Methode die Struktur der
Polymere variieren zu konnen. Ein direkter Ansatz ist beispielsweise die Verwendung
verschiedener Initiatoren oder Terminierungsreagenzien, durch die die Architektur
kontrolliert oder Funktionalitdten zum Anbringen von Targeting-Molekllen variiert werden
konnen."  Mono- oder bifunktionelle Initiatoren ermdglichen die Synthese von
symmetrischen oder asymmetrischen Telechelpolymeren.’%? Sogar drei- oder vierarm
Sternenpolymere "% kénnen durch multifunktionelle Initiatoren syntetisiert werden und
Makroinitiatoren ermoglichen die Synthese von gepfropften Copolymeren oder molekularen
Polymerbirsten.'®*%] Um tatsachlich definierte Strukturen zu erhalten ist eine hohe

Initiatoreffizienz sowie eine schnelle Initiierung im Vergleich zum Wachstum notwendig.
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Biokompatibilitat

Die Biokompatibilitat ist eine sehr komplexe Eigenschaft und héngt von den
Wechselwirkungen eines Materials mit den biologischen Komponenten ab. Solche
Wechselwirkungen kénnen hydrophober sowie elektrostatischer Natur sein oder auch durch
Wasserstoffbriickenbindungen verursacht werden.

Bisherige Forschungsarbeiten zu diesem Thema zeigen, dass Poly(2-oxazolin)e ideale
Kandidaten in dieser Hinsicht sind.

Untersuchungen verschiedener Poly(2-oxazolin)e wie lineare, hydrophobe, amphiphile
[105.108] * sternenformige oder sogar Hybridsystemen aus Poly(L-lactid)-b-Poly(2-ethyl-2-
oxazolin)en %1 ergaben eine geringe in vitro Zytotoxizitat in verschiedenen Zelllinien. Des
Weiteren zeigten Makrophagen, die mit PEtOx inkubiert wurden keine Veradnderungen in
ihrer metabolischen oder phagozytotischen Aktivitat.*°® Die orale Verabreichung von PEtOx
bei Ratten und die dermale bei Kaninchen zeigten LDso Werte Uber 4 g/kg. Auch Irritationen
der Augen (Kaninchen) und der Haut (Schweine) kdnnen nicht beschrieben werden.!*%! Die
intravendse Injektion von PEtOx in Ratten mit Dosen von bis zu 2 g/kg zeigte keine
gravierenden Folgen auf die Tiere und eine histologische Untersuchung der Nieren, Leber

und Milz ergab keine Unterschiede im Vergleich zu den Kontrolltieren.™ Auch wenn es fiir

Poly(2-methyl-2-oxazolin) bisher keine vergleichbare Studie gibt, zeigen erste Tests zur

[105] [31]

Zytotoxizitat und Kdrperverteilung ahnliche  Ergebnisse. Studien zur
Proteinwechselwirkung von verschiedenen Poly(2-oxazolin)en (PMeOx, PEtOx und Poly(2-n-
propyl-2-oxazolin)) zeigen eine Tendenz zur Proteinadsorption mit zunehmender
Hydrophobizitat. Die hydrophileren Polymere scheinen sogar die Proteinadsorption
vollstandig unterdriicken zu kdénnen, wohingegen das PnPrOx zur Proteinadsorption fihrt
und daraus folgend auch zur Zelladhé&sion. Die geringe unspezifische Proteinadsorption der
hydrophilen Poly(2-oxazolin)e ist eine sehr wichtige Eigenschaft in Bezug auf die
Blutzirkulation und die Verteilung im Kdrper. So zeigen die hydrophilen POx abh&ngig von
ihrem Molekulargewicht eine Korperverteilung wie sie sonst nur bei Systemen mit
sogenanntem ,Stealth* Verhalten zu beobachten sind. PEtOx und PMeOx mit einem
Molekulargewicht von 5000 g/mol werden mit der ersten renalen Passage schnell aus dem
Korper tiber die renalen Extraktionswege ausgeschieden B wohingegen PMeOx mit einem

Molekulargewicht von 15000 g/mol und 30000 g/mol langere Zirkulationszeiten (bis zu 2

21



2 Theoretische Grundlagen

Tage) zeigen. Dieselbe Studie zeigte auch eine geringe Aufnahme der Polymere in Leber und
Milz.1%°]

Aufgrund der bisherigen Studien scheinen Poly(2-oxazolin)e potentielle Kandidaten fir die
klinische Verwendung zu sein. Obwohl noch viel mehr Arbeit in Bezug auf deren
Biosicherheit gemacht werden muss, sprechen die geringe Zytotoxizitdt und
Immunogenizitat fir diese Polymerklasse. Auch im Vergleich mit PEG als der ,Golden
Standard“ schneidet PMeOx, das eine equivalente Proteinwechselwirkung besitzt, besser ab,
da es eine bessere chemische Stabilitat ***! sowie eine geringe unspezifische Akkumulation

in den Organen aufweist.®"

Polymer-Protein Konjugate

Durch ihre hohe chemische Funktionalitdét konnen POx auch in Protein Konjugaten
verwendet werden. Noch immer ist das Interesse an Polymer-Protein Konjugaten hoch, um
die Effizienz eines solchen Konjugates im therapeutischen Proteintransport zu steigern.
Jedoch scheitern viele Systeme an Problemen wie schlechte pharmakokinetsiche
Eigenschaften, Immunogenizitat oder die Unfahigkeit biologische Barrieren, wie zum Beispiel
die Blut Hirnschranke oder einfach Zellmembranen zu passieren.*?l Es ist bekannt, dass
PEGylierung, die kovalente Modifikation von Proteinen oder Polymeren mit
Polyethylenglykol (PEG), mit linearem oder verzweigtem PEG die in vivo Stabilitéat sowie die
Blutzirkulation vieler Proteintherapeutika erhéht. Zudem zeigen PEGylierte Systeme eine
verminderte Immunogenizitat. Aber dennoch erhOht die PEGylierung nicht den
Proteintransport durch Zellmembranen und biologische Barrieren um ihr Ziel zu erreichen.
Daher sind die zukinftigen Herausforderungen mit der Synthese von Systemen verbunden,
die den intrazelluldaren Transport von Proteinen erhdéhen und dabei die Vorteile der
PEGylierung beibehalten.

In ersten Studien zur Proteinmodifikation mit POx (POxylierung) wurden verschiedene
Proteine wie Trypsin, Catalase, RNase, Insulin oder Serumalbumin an die hydrophilen Poly(2-
oxazolin)e PEtOx und PMeOx konjugiert und alle zeigten ein vergleichbares Verhalten zu
PEGylierten Systemen sowohl in vitro als auch in vivo."® PEtOx-Insulin Konjugate zeigten bei
in vivo Studien an Ratten ein vermindertes Glukoselevel Giber acht Stunden verglichen mit

zwei Stunden fiir Insulin alleine.® Hutter und Mitarbeiter berichten tber die tiberraschend
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hohe Konjugationeffizienz des ,,Green Fluorescence Proteins* (GFP) an ,Bottle-Brush-
Brushes* aus Poly(2-isopropenyl-2-oxazolin-graft-PEtOx) auf Graphit. Neben der erhdhten
Konjugationseffizienz zeigte sich auch, dass das GFP seine native Struktur beibehielt und die
Proteinstabilitat zum freien GFP sichtlich erhéht wurde.™? Die bisherigen Beispiele zeigen
nur die erfolgreiche Konjugation an POx und dass die hydrophilen POx zu PEG vergleichbare
Eigenschaften besitzen.

Eine wichtige Hurde ist der Transport der Proteine iiber Zellmembranen.® Uber Jahre
wurden Versuche unternommen um die Membranwechselwirkungen von Proteinen zu
erhohen. Dabei wurden hydrophobe Reste, wie Fettsauren, an Proteinen angebracht, die als
Anker fur die Proteine an der Zelloberflache dienen sollten.™¥ Eine andere Mdglichkeit ist
die Verwendung von amphiphilen Blockcopolymeren zur Proteinmodifikation. In einer Studie
von Kabanov et al.**! wurden Blockcopolymere aus 2-Butyl-2-oxazolin als hydrophober
Anteil und 2-Methyl-2-oxazolin sowie 2-Ethyl-2-oxazolin als hydrophiler Part hergestellt. Es
wurden Konjugate aus Horseradishperoxidase und Poly(2-methyl-2-oxazoline-b-2-butyl-2-
oxazolin), PEtOx-b-PBuOx, PMeOx und einem statistischen Copolymer aus EtOx und BuOx
synthetisiert und ihre Aufnahme in MDCK und Caco-2 Zellen verglichen. In allen Konjugaten
behielt das gekoppelte Enzym seine enzymatische Aktivitat. Die Zellexperimente zeigten in
beiden Zelllinien eine deutlich héhere Aufnahme von PEtOx-b-PBuOx und PMeOx-b-PBuOx
verglichen mit dem statistischen Copolymer aus EtOx und BuOx sowie dem Homopolymer
aus MeOx.!**

In einer darauf aufbauenenden aktuellen Studie von Kabanov und Mitarbeitern **! wurden
Konjugate bestehend aus PEtOx-b-PBuOx und Superoxid Dismutase 1 sowie PMeOx-b-PBuOx
und dem Enzym hergestellt. Alle Konjugate zeigen keine Zytotoxizitat sowie eine erhthte
Aufnahme in CATH Neuron Zellen verglichen mit dem Enzym allein oder dem PEGylierten
Enzym. Wie auch schon zuvor behielt das konjugierte Enzym seine enzymatische Aktivitat
und zeigte keine Konformationsdnderungen. Besonders interessant ist jedoch, dass die
Enzym-POx Konjugate in der Lage sind die Bluthirnschranke zu tberwinden und somit zu
einem interessanten Kanditaten fiir die Therapie von Superoxid bedingten Erkrankungen im

Gehirn werden. %!
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Polyplexe

Poly(2-oxazolin)e waren lange Zeit von grolRem Interesse fur die Anwendung als ,,Gene
Delivery System“. Sie gelten als eine zuverlassige Quelle von definiertem und linearem
Poly(ethylenimin) (PEl), dass durch die Hydrolyse von Poly(2-oxazolin)en erhalten werden
kann.™! PEI ist eines der meist verwendeten Poylmeren zur DNA-Transfektion wegen seiner
tberdurchschnittlich hohen Transfektionseffizienz in vielen Zellen. Neben PEI wurden auch
schon Forschungen an POx als ,,Gene Delivery“ Transporter gemacht. Park und Mitarbeiter
(18] stellten Co-Polymere aus EtOx und Ethylenimin her, indem sie die kontrollierte
Hydrolyse von PEtOx ausnutzten. Es zeigte sich deutlich, dass die Zytotoxizitat von der
Ladungsdichte sowie dem Molekulargewicht abhangt. Allgemein sind Polykationen toxisch,
da sie starke Wechselwirkungen mit der Zellmembran und Proteinen eingehen. Fir ein
effizientes Gene Delivery System ist es daher wichtig eine Balance zwischen Toxizitat und
Transfektioneffizienz zu finden.™ Park et al. konnten mit ihren PEtOx-co-PEI zeigen, dass die
gleiche Tranfektioneffizienz bei Reduktion der Toxizitat erhalten werden kann.™® In einer
Studie von Lihmann und Mitarbeitern ™7 konnte gezeigt werden, dass Polymerbirsten
bestehend einem Poly(L-lysin) Rickgrat und Poly(2-methyl-2-oxazolin) Seitenketten
erfolgreich COS-7 Zellen transfizieren kénnen. Allerdings konnten nur Bursten mit einer
geringen Pfropfdichte (10%) und kurzen PMeOx Seitenketten wirklich effiziente
Transfektionsergebnisse zeigen. Birsten mit einer hoheren Grafting-Dichte konnten aus
sterischen Grunden die DNA nicht so effektiv kondensieren und bei der Verwendung von
groReren PMeOx Seitenketten entstanden DNA-Kondensate, die auf Grund ihrer Grof3e nicht
mehr von Zellen aufgenommen wurden. Beides resultierte in einer verminderten
Transfektioneffizienz.

Bisher gibt es nur wenige Gruppen, die Poly(2-oxazolin)e als Gen-Carrier verwenden.
Dennoch scheinen die ersten Ergebnisse vielversprechend und die Vielféltigkeit der POx
Chemie macht diese Polymerklasse auch zukiinftig interessant fur das Feld des ,,Gene

Deliveries*."
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Nanopartikel

Ein verbreitetes Problem bei der Anwendung vielversprechender Wirkstoffe besonders in
der Krebstherapie ist die begrenzte Wasserloslichkeit dieser Molekile und somit ihre geringe
Verfugbarkeit im Korper. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten die Wasserloslichkeit eines
solchen Wirkstoffes zu erhdhen, beispielsweise durch die Kopplung an ein hydrophiles
Polymer oder das Losen des Wirkstoffes in Polymermizellen. Poly(2-oxazolin)e eignen sich
daflr besonders, da die Art ihrer Synthese einen einfachen Zugang zu Blockcopolymeren mit
einem hydrophilen und hydrophoben Block bietet. Diese polymeren Amphiphile eignen sich
optimal fir den Wirkstofftransport durch Kompartmentierung in Polymersome, Mizellen
oder Vesikel.® Eine Studie von Meier et all® peschaftigte sich mit der
Antikdrperkonjugation an POx Polymersome. Die Polymersome wurden aus einem
Blockcopolymer aus Poly(dimethylsiloxan)-block-poly(2-methyl-2-oxazolin) erhalten. Diese
Diblockcopolymere besitzen am hydrophilen Ende eine terminale Aminofunktionalitat, die
mit  Amino-spezifischen Linkern reagieren kann. Mittels der Bis-arylhydrazon
Konjugationschemie wurde der AntikGrper Trastuzumab konjugiert, der spezifisch SKBR3
Brustkrebszellen adressiert. Das Konjugat zeigte ebenfalls die spezifische Adressierung der
Brustkrebszellen.

Wie oben bereits erwahnt, ist die geringe Wasserloslichkeit der meisten wirksamen
Krebsmedikamente das grote Problem. Doppelt amphiphile Poly(2-oxazolin)mizellen zeigen
eine extrem hohe Beladungskapazitat fir hydrophobe Wirkstoffe wie beispielsweise
Paclitaxel im Vergleich zu den schon kommerziellen Systemen wie Taxol.!'"! In einer Studie
von Kabanov ") und Mitarbeitern wurden Mizellen aus ABA Dreiblockcopolymeren
hergestellt bestehend aus PMeOx-b-PBuOx-b-PMeOx. Es wurden Polymere geringer
Polydispersitdt sowie geringerem Molekulargewicht erhalten. Die Anzahl der
Wiederholungseinheiten der verschiedenen Blécke wurde variiert, wobei die &uf3eren Blocke
immer gleich lang waren. Die Polymermizellen dieser POx, die sich spontan in Wasser bilden,
zeigen alle eine extrem hohe Beladungskapazitat von bis zu 45 Gw%. In vitro und in vivo
Experimente zeigen keine Zytotoxizitat der Polymere und das eingekapselte Paclitaxel
behielt seine volle Aktivitdt. Durch die sich entwickelnde Tumorresistenz ist die
Krebstherapie mit nur einem Wirkstoff meist nicht erfolgreich. Auch Tumore, die erst auf

eine solche Therapie ansprechen, bilden im Nachhinein wirkstoffresistente Gene. Zudem
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besitzen die meisten Tumore sogenannte ,Tumor initiierende Zellen“, die ein hohes
Proliferationspotential besitzen und von Natur aus resistent sind. Daher besteht die Therapie
der meisten Krebsarten heutzutage aus einer Kombination verschiedener Chemotherapien.
(19 |n einer kiirzlichen Arbeit von Han et al.* konnten mehrere Anti-Krebswirkstoffe wie
Paclitaxel, Docetacel, Etoposide und Bortezomib, in POx Mizellen gel6st werden (Abbildung
2.2.6). Wieder wurde ein amphiphiles Dreiblockcopolymer bestehend aus PMeOx-b-PBuOx-
b-PMeOx verwendet, das schon in der zuvor beschriebenden Studie eine extrem hohe

Beladungskapazitat von Paclitaxel zeigte.[’”!
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Abbildung 2.2.6 Chemische Struktur der amphiphilen POx Copolymere, (PMeOx-b-PBuOx-b-PMeOx), und

schematische Darstellung der mit mehreren Wirkstoffen beladenen Mizelle [119]

Dabei konnten sogar nochmalig erhéhte Beladungskapazitaten gefunden werden mit bis zu
50 Gw% des Wirkstoffes in der endgultigen Formulierung. AuBerdem zeigte die mehrfache
Beladung mit verschiedenen Wirkstoffen eine erhdhte Stabilitat des Wirkstoffes verglichen
mit der einfachen Beladung. Die Mizellen, mit verschiedenen Wirkstoffen beladen, konnten
diese zu Krebszellen transportieren und zeigten in mehreren Tumormodellen die

erwinschten synergistischen Effekte.

Zusammenfassend ist erkennbar, dass die Klasse der Poly(2-oxazolin)e viele wichtige Aspekte
vereinigt. In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass die POx eine gute Biokompatibilitat
besitzen. Durch ihre strukturelle und funktionelle Vielfaltigkeit sind sie sehr interessant fur

vielseitige Anwendungen im therapeutischen Bereich.
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2.2.5 Poly(2-oxazolin) basierende Polymerbdirsten

Neben vielen verschiedenen molekularen Birsten wurden auch bereits zylindrische Biirsten
mit Oxazolinseitenketten dargestellt. Jordan und Mitarbeiter synthetisierten mit Hilfe der
,Grafting From*“-Methode zylindrische Poly(2-oxazolin)blrsten mit unterschiedlichen
Oxazolinseitenketten.®™ Dabei wird zuerst ein Makroinitiatorsalz durch anionische
Polymerisation von 2-Isopropenyl-2-oxazolin hergestellt und anschlieBend das Wachstum
der Seitenketten via lebender kationischer ringdffnender Polymerisation von verschiedenen

2-Alkyl-2-oxazolinen initiiert (Abbildung 2.2.7).%!
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Abbildung 2.2.7: Schematische Darstellung der Synthese von molekularen Blrsten durch anionische
Polymerisation von 2-lsopropenyl-2-oxazolin (I0x) fiur das Rickgrat, Umwandlung in das PIPPOXOTf

Makroinitatiorsalz und pfropfen der Seitenketten durch lebende kationische ringdffnende Polymerisation von

beispielsweise MeOx oder nPrOx [120]

Basierend auf dieser Synthesemethode werden Birsten unterschiedlicher Rickgratlange
sowie entweder 2-n-Propyl-2-oxazolin Seitenketten oder 2-Isopropyl-2-oxazolin Seitenketten
synthetisiert. In kinetischen Untersuchungen zur Initiierung konnte gezeigt werden, dass die
Polymerisationsrate offensichtlich unabhangig von der GroRe des Makroinitiators ist. Die
LCROP von nPrOx und iPrOx ausgehend von den Makroinitiatoren folgt einer Kinetik erster
Ordnung und die Molmasse der Birste steigt linear mit dem Monomerumsatz. Die
Polymerbirsten zeigen ein thermoresponsives Verhalten, das von Seitenkettenlange und-
zusammensetzung, Ruckgratlange sowie der Konzentration abhangt.® In einer
weiterfihrenden Studie wurde mit Hilfe der oben erwahnten Synthesestrategie Poly(2-

oxazolin)blrsten sowohl als statistische als auch Blockcopolymere in den Seitenketten aus
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MeOx und nPrOx dargestellt und die Abhdngigkeit ihrer Phasenlbergangstemperatur
untersucht. Wie auch schon zuvor beschrieben hiangt die Ubergangstemperatur stark von
der Zusammensetzung der Seitenketten ab und steigt linear mit dem Anteil an hydrophilem
Monomer an. Die Temperaturen konnten zwischen 20°C und 80°C variiert werden. Die
Ubergangstemperaturen der Blockcopolymerbiirsten sind hingegen zusétzlich noch abhéngig

von der Blocksequenz.

In der Gruppe von Schubert wurden mit Hilfe der ,,Grafting-Through* Technik Kamm-und
Biirstenpolymere synthetisiert. ™22 Dazu wurden im ersten Schritt Makromonomere aus
2-Ethyl-2-oxazolin dargestellt. Die EtOx Monomere wurden mittels LCROP polymerisiert und
mit in situ gebildetem Triethylammoniummethacrylat zum Methacrylsdureester terminiert.
Durch die Polymerisation der Makromonomere mit Hilfe der RAFT Methode (Reversible
Addition-Fragmentation Chain Transfer Polymerization) wurden birstenartige Strukturen
erhalten (Abbildung 2.2.8).*%2 Die Variation der Rickgratlange zwischen 9 und 95
Wiederholungseinheiten und ,,Small Angle Neutron Scattering® (SANS) zeigte, dass bei einem
Polymerisationsgrad des Riickgrats von 30 ein Ubergang der ellipsoiden in die zylindrische

Konformation stattfindet.!*?’!

CH,CN :gz RAFT NC s s
140°C ( X 0 EtOH, 70 °C - \f
— _ T
» \lN/\’l:? NS d h

(\) MeTos E n NC_ N CN 0 (o]
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Abbildung 2.2.8: Schematische Darstellung der Syntheseroute des 2-Ethyl-2-oxazolin Makromonomers (22

Nachdem die zuvor beschriebenen Synthesewege sich mit dem ,Grafting From* und
,Grafting Through Ansatz beschaftigen, beschreibt die Studie von Guillerm et al.'*! die
Synthese von Kammpolymeren mit PMeOx Seitenketten und einem e-Caprolacton Ruickgrat
durch die ,Grafting Onto“ Methode. Dazu wurde im ersten Schritt ein statistisches

Copolymer aus e-Caprolacton und a-lod-e-caprolacton hergestellt. Durch nukleophile

Substitution mit Natriumazid wurden die lod-Gruppen ausgetauscht und ein Azid-
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funktionalisiertes Polymer erhalten. In einem separaten Schritt wurden die MeOx Polymere
mit Hilfe der lebenden kationischen ring6ffnenden Polymerisation erhalten. Die Initiierung
mit Propargyltosylat ermdglicht die Funktionalisierung der Oxazolinketten mit einer Alkin
Endgruppe. Durch ,,Click-Chemie* bzw. der Huisgen Cycloaddition von Alkinen mit Aziden
unter Kupfer-Katalyse wurden die 2-Methyl-2-oxazolinketten an das Poly-g-Caprolacton
gepfropft (Abbildung 2.2.9). Aufgrund der schlechten Analytik fehlt allerdings eine

hinreichende Chrakterisierung dieser Strukturen.

) 0
N/ 3
f |
(ﬂ: ” : .S\\\\\;//\:/ N /\‘J:OH
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A > Hydrophiles PMeOx
\}'Q)‘}))W\b i -
Click-Chemie

I CuSO, / Natriumascorbat, RT

|

Abbildung 2.2.9: Reaktionsschema fiir die Synthese von Poly(e-caprolacton)-graft-Poly(2-methyl-2-oxazolin)
[125]

Die zuvor beschriebenen zylindrischen Polymerbirsten mit Poly(2-oxazolin) Seitenketten

sind alle durch einen relativ geringen Hauptkettenpolymerisationsgrad von P < 100 begrenzt.
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2.3 Kupferfreie Click-Chemie [

Uber die Cycloaddition von Aziden und Alkinen unter Bildung von Triazolen wurde erstmals
von Micheal ™ Ende der 1890ger berichtet und in der Mitte des 20. Jahrhunderts von
Huisgen 2% vertieft bearbeitet. Ahnlich der Staudinger Ligation war die groRte Limitierung
der Azid-Alkin Cycloaddition deren reaktionstrage Kinetik. Um die Jahrtausendwende
bemerkten Sharpless ?® und Medal ™ das Potential der Huisgen Cycloaddition zur
Kupplung von hochfunktionalisierten Molekulen. Sie berichteten, dass unter Verwendung
von Cu(l) Katalysatoren die Reaktionsrate drastisch erhoht werden kann. Heutzutage wird
diese Reaktion als das Vorbild der ,Click-Chemie“ angesehen und in verschiedenen
Bereichen der Chemie und auch Biologie verwendet. Der grof3te Nachteil der Reaktion, vor
allem in Hinsicht auf die Anwendung im biologischen oder medizinischen Bereich, ist die
Zytotoxizitat des Kupfer (I) Katalysators. Daher sind Alternativen ohne die Verwendung von
Cu(l) oder anderen Ubergangsmetallen gesucht. Der experimentelle Befund von Wittig und
Krebs aus dem Jahre 1961, dass Cyclooktine explosionsartig mit Phenylaziden reagieren, ist
auf die enorme freiwerdende Ringspannungsenergie von 18 kcal/mol zurtickzufihren.
Neuere Ansatze basieren auf funktionalisierten Cyclooktinen, wobei Wasserl6slichkeit und
Reaktivitat optimiert werden muissen. So wird durch Elektronenakzeptorsubstitution, etwa
Fluor oder auch in dibenzokondensierten Systemen die Reaktionsgeschwindigkeit um mehr
als zwei Grolienordnungen erhéht (Abbildung 2.3.1). Die in der Regel immer noch begrenzte
Wasserloslichkeit soll durch weitere Substitution zu Gberwinden sein, was Gegenstand

aktuell laufender Arbeiten ist.[®!
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Abbildung 2.3.1: Uberblick uber Cyclooktine fiir kupferfreie ,Click-Chemie“. k steht fiir die

Geschwindigkeitskonstante der Reaktion zweiter Ordnung mit Benzylazid ol

Die kupferfreie ,,Click-Chemie* wird zu den bioorthogonalen Reaktionen gezahlt, das heif3t,
dass sie weder mit biologischen Systemen wechselwirkt noch interferiert. Zum jetzigen
Zeitpunkt ist diese Art der Reaktion eine einfache und saubere Methode zur
Funktionalisierung und Markierung verschiedenster Systeme, wie beispielsweise Zellimaging,
Farbstoffmarkierungen von Polymeren, Zellen oder anderen Molekilen. Durch ihre milden
Bedingungen ist die Reaktion von Aziden mit Cyclooktinen auch interessant fiir die Kopplung

von Biomolekulen wie Antikdrper, Proteine oder Zucker an verschiedenste Makromolekiile.
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3 Charakterisierungsmethoden

Im folgenden Kapitel werden die verwendeten Charakterisierungsmethoden beschrieben.
Besonders die statische sowie dynamische Lichtstreuung und die Atomic Force Mikroskopie

stellen wichtige Methoden in der Analyse und Abbildung von polymeren Strukturen dar.

3.1 Gelpermeationschromatographie (GPC) "®!

Die Gel-Permeations-Chromatographie (GPC), auch Size-Exclusion-Chromatographie (SEC)
genannt, ist eine spezielle Form der Flussigkeitschromatographie und eine wichtige Methode
zur Bestimmung der Molmassenmittelwerte von Polymeren. Dabei wird eine verdunnte
Polymerldsung auf eine Serie von Saulen mit porésem Fullmaterial gegeben und mit einem
Losungsmittelstrom eluiert. Bei dem porosen Fullmaterial handelt es sich um hochvernetztes
Polystyrol, das durch Kontakt mit dem Elutionsmittel aufquillt und Poren ausbildet. Die
Porengréi3e kann tber den Vernetzungsgrad des Polystyrols sowie das Elutionsmittel variiert

werden.
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Abbildung 3.1.1: Schematische Darstellung des Trennmechanismus einer GPC-Saule

Abbildung 3.1.1 zeigt den schematischen Trennmechanismus. Das Trennprinzip der Molekile
beruht auf GroRenausschluss. Jedes Teilchen besitzt ein hydrodynamisches Volumen, das
molekulargewichtsabhangig ist. Dieses hydrodynamische Volumen steuert die Permeation
der Polymermolekile in die Poren des mikropordsen Gels. Die Makromolekiile verteilen sich

auf die mobile Losungsmittelphase sowie die stationdre Gelphase. Dieser
32



3 Charakterisierungsmethoden

diffusionsbestimmte Prozess fuhrt dazu, dass das kontinuierlich flieRende Elutionsmittel alle
Molekiile, die eine gewisse Grole, die sogenannte obere Ausschlussgrenze Uberschreiten
und nicht in die stationdre Phase eindringen kénnen, gemeinsam mit der mobilen Phase
zuerst eluieren. Kleinere Molekile mit einem groReren Permeationsvermogen dringen
zundchst in die stationare Phase ein. Durch den entstehenden Konzentrationsgradienten,
infolge des Losungsmittelstroms, zwischen mobiler und stationdrer Phase werden auch die
kleineren Molekile mit der Zeit eluiert. Die Teilchen mit der geringsten GroRe verweilen
dabei am langsten in den Poren und werden zuletzt eluiert. Ist die untere Auschlussgrenze
erreicht findet keine Trennung der kleinen Molekile mehr statt. Die Teilchen dringen
ungehindert in die Poren ein und verlassen diese ohne Trennung.

Die Detektion der eluierenden Losung findet durch einen UV- und/oder
Brechungsindexdetektor statt. In beiden Féllen ist das Signal bei der Detektion der
Wiederholungseinheit proportional zur Massenkonzentration des Polymers im Eluat.
Werden lediglich Endgruppen detektiert zum Beispiel mit UV, wird die molare Konzentration
der Ketten bestimmt und damit direkt die Zahlenverteilung abgebildet.

Die GPC stellt keine Absolutmethode dar, da fiir jedes Polymer eine eigene Kalibrierung mit
engverteilten Standards durchgefiihrt werden muss, um eine exakte Beziehung zwischen
Molekulargewicht und Elutionsvolumen zu erhalten. Fir ein gegebenes Polymer-

Lésungsmittel-System gilt:

logM =a—b-V,
(3.1)

Ve: Elutionsvolumen
M: Molekulargewicht

a, b: Konstanten

Mittels Elutionsvolumen kann Uber eine Eichkurve logM berechnet werden und somit kann

man die Elutionskurve in eine Verteilungskurve umrechnen.
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3.2 MALDI-ToF Spektroskopie !

Die  matrixgestutzte  Laserionisationsdesorptions-Massenspektroskopie  ist  eine
Absolutmethode und stellt eine besondere Art der Massenspektrometrie dar. Bei der
Bestrahlung von Molekillen mit Licht kénnen diese angeregt werden, wenn das eingestrahlte
Licht absorbiert wird. Ist die Energie des Lichts gro3 genug kann das zur lonisierung der
Molekule fihren (Fotoionisation). Bei Substanzen, die keine Chromophore sind oder bei
einer anderen Wellenléange als der des eingestrahlten Lichts absorbieren, verwendet man
eine stark absorbierende niedermolekulare Verbindung bekannter Struktur und bestrahlt
diese stets mit der gleichen Wellenlange, so wird sie die gleichen Absorptionseigenschaften
aufweisen und l&sst sich als Matrix verwenden. Die zu untersuchende Substanz wird in die
Matrix eingebettet. Die Matrix Ubertragt ihre Energie schnell und ohne thermische
Zersetzung auf die Untersuchungssubstanz, die dann durch Protonen oder Alkaliionen
ionisiert und dem Gemisch durch &uRere elektrische Felder entzogen wird. Das Verhaltnis
von Matrix zu Probe betragt meist 1000:1. Welche Matrix verwendet wird héngt von der
chemischen Zusammensetzung der zu untersuchenden Probe ab. So ist zum Beispiel 2,5-
Dihydroxybenzoesaure eine allgemein verwendete Matrix.

Zur Detektion eignet sich das Flugzeit-Massenspektrometer (Time-of-Flight Spectrometer,
ToF), das eine simultane Detektion aller durch den Laserpuls entstandenen Ionen
ermdglicht. Die aus der Matrix tretenden lonenpakete werden durch ein elektrisches Feld
beschleunigt und fliegen dann durch eine feldfreie Zone bevor sie auf einen Detektor treffen
(Abbildung 3.2.1). Fr eine saubere Auftrennung muss die Geschwindigkeit proportional zum
Masse-Ladungsverhéltnis sein. Aus der Flugzeit lassen sich dann die Massen aller lonen
bestimmen. Wird ein Reflektron verwendet werden Energieunterschiede gleicher lonen

kompensiert und man erhalt eine bessere Auflésung.
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Abbildung 3.2.1: Schematische Darstellung eines MALDI-ToF Spektrometers mit Reflektron [130]

Mit dieser Methode kénnen Proteine bis 400 000 g/mol und synthetische Polymere bis
40 000 g/mol untersucht werden. Aufgrund der Molmassenverteilung von synthetischen
Polymeren werden keine scharfen Signale wie bei einer Isotopenverteilung erhalten sondern

eine sogenannte Massenverteilung (Abbildung 3.2.2).
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Abbildung 3.2.2: MALDI-ToF Spektrum eines PiPrOx-Makromonomers
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3.3 UV-Vis Spektroskopie !

Molekile kdnnen elektromagnetische Strahlung absorbieren. Besitzt das eingestrahlte Licht
eine Wellenlange von ca. 200-750 nm (UV/Vis-Bereich), werden in der Regel die
Valenzelektronen des Molekiils angeregt. Die Elektronen werden von dem von ihnen
besetzten Orbital in ein hoher liegendes unbesetztes Orbital angehoben. Hauptséchlich
handelt es sich dabei um n- und n-Orbitale. Fir monochromatisches Licht (unter
Vernachlassigung der Reflexionen und des Streuverlusts) gilt nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetz, dass die Abschwachung der Intensitdt des durchgestrahlten Lichts, also die
Absorption A durch ein homogenes, isotropes Medium proportional zur molaren

Konzentration ¢ und der Schichtdicke d der Klivette ist.

(3.2)

lo und | beschreiben die Strahlungen vor und nach dem Durchgang durch die Probe. Die
Proportionalitatskonstante € ist eine stoffspezifische Konstante, die molarer dekadischer
Absorptionskoeffizient genannt wird. Die Gesamtabsorption setzt sich aus den
Einzelabsorptionen der geldsten Stoffe additiv zusammen. Wird die Absorption A einer
Probe fur jede Wellenldnge A ermittelt und tragt A(A) gegen A auf, so erhalt man das

Absorptions- bzw. UV/Vis-Spektrum.

3.4 Lichtstreuung ™!

Materie besteht aus Atomen, welche wiederum aus positiv geladenen Protonen und negativ
geladenen Elektronen bestehen. Wenn Licht mit der Materie wechselwirkt, werden die
Elektronen, die den Kern umgeben, verschoben und es wird ein klassischer Hertz'scher Dipol
ausgebildet. (Abbildung 3.4.1) Da Licht aus elektromagnetischen Wellen besteht oszilliert der
induzierte Dipol und strahlt damit selbst elektromagnetische Strahlung in alle

Raumrichtungen aus.
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Abbildung 3.4.1: Wechselwirkung elektromagnetischer Wellen mit Materie und Induzierung eines Dipols

Dieses Phdnomen nennt man Lichtstreuung. Da es von der Dynamik und Struktur der
Molekile abhangt wird dies zur Charakterisierung von Polymeren oder allgemein
Nanopartikeln verwendet. Die Lichtstreuung ist eine Absolutmethode, die ohne Kalibrierung
mit Standards auskommt. Man unterscheidet in ,statische Lichtstreuung® und ,,dynamische
Lichtstreuung®. Bei der statischen Lichtstreuung wird die zeitlich gemittelte Intensitat
winkelabhangig gemessen und man kann das Molekulargewicht, den Tragheitsradius sowie
den zweiten Virialkoeffizienten des osmotischen Drucks (A;) bestimmen. Mittels
dynamischer Lichstreuung wird die zeitliche Fluktuation der Streuintensitat, verursacht
durch die Brown’sche Bewegung der Teilchen in Lésung, gemessen. Daraus kann der
Diffusionskoeffizient und somit der hydrodynamische Radius der Molekile bestimmt

werden.

3.4.1 Statische Lichtstreuung

Die statische Lichtstreuung betrachtet ausschlielich elastische Streuung, bei der die
Wellenlange der gestreuten Welle mit der einfallenden Welle Ubereinstimmt. Die
theoretische Herleitung der fundamentalen Gleichung zur statischen Lichtstreuung wurde
von Lord Rayleigh hergeleitet und galt nur fur verdiinnte Gase. Durch Erweiterung der
Gleichung mit der Fluktuationstheorie von Einstein und Smoluchowsky wurde sie auch auf
Flussigkeiten und Losungen anwendbar. Streuung kann nur beobachtet werden, wenn das
betrachtete Volumenelement einen anderen Brechungsindex besitzt als die Umgebung. In
reinen Flussigkeiten tritt dies durch Dichteschwankungen auf, in Ldsungen kommen noch

Konzentrationsschwankungen dazu.
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Fur die statische Streuintensitdt von Losungen mit Teilchen mit einem Tragheitsradius

kleiner A/20 (10 nm) gilt fir das Rayleighverhaltnis:

R(B) = 2% 2<dn)2RT + dn)zRTMO -
= 2, [P o \gp) BT (Moge o (—ZAM)
(s

R(6): Rayleighverhaltnis

Ao: Wellenlange des Primérstrahls

N.: Avogardokonstante

p: Dichte

No: Brechungsindex des Losungsmittels

n: Brechungsindex der L6sung

po: Dichte des Losungsmittels

R: Ideale Gaskonstante

T: Temperatur

B: isotherme Kompressibilitat

Mo: Molekulargewicht des Losungsmittels
A: Differenz der chemischen Potentiale des Losungsmittels und der Lésung

¢: Konzentration der Probe

(Z—Z): Brechungsindexinkrement (nach der Dichte)

(Z—Z): Brechungsindexinkrement (nach der Konzentration)

In der Praxis wird mit der absoluten Streuintensitit eines bekannten Stoffes, meist Toluol,
und des verwendeten Losungsmittels kalibriert. So wird das in Gleichung 3.4 beschriebene

Rayleighverhaltnis erhalten:

1(0)p — 1(0)

RO) = @)

1 (H)St.absolut
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[(0)p: Streuintensitat der Probe

[(0).m : Streuintensitat des verwendeten Losungsmittels
[(0)st. : Streuintensitat des Standards (Toluol)

(6)

[(0)st. absolut : @bsolute Streuintensitéat des Standards (Toluol)

Das Rayleighverhaltnis setzt sich aus dem Streubetrag durch die Dichteschwankungen sowie
aus dem Betrag der Konzentrationsschwankungen der Probe zusammen. Fir verdunnte
Losungen wird angenommen, dass sich die Dichteschwankungen von Probe und reinem
Losungsmittel nicht unterscheiden. Demnach wird das Brechungsindexinkrement der Dichte

null und Gleichung 3.3 vereinfacht sich zu 3.5:

412 <dn)2 M, ¢

R(6) = 7y, \ac Tg(—dju)

dc
(3.5)

Die konzentrationsabhéngige Anderung des chemischen Potentials kann durch die
konzentrationsabhéngige Anderung des osmotischen Drucks beschrieben werden. Fir die

Anderung des chemischen Potentials mit der Konzentration gilt unter realen Bedingungen:

<dAy)_M0<d7r)_MORT<1+2A N )
dc)  po \dc)  po M 2¢

A,: zweiter Virialkoeffizient
M: Molekulargewicht des gel6sten Stoffes

7t; osmotischer Druck

Durch Einsetzten von Gleichung 3.6 in Gleichung 3.5 und anschlieBendem Umformen erhalt

man:
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Kc_ 1+2A
R M 2¢

4 2,2 d 2
= 10 (—n) : Kontrastfaktor
AONL dc

In Gleichung 3.7 wird angenommen, dass jedes Teilchen ein Punktstreuer mit nur einem
Streuzentrum ist. Dies gilt fur Partikel mit Radien kleiner A/20 bzw. 10 nm. lhre Streuzentren
im Molekul liegen so eng beieinander, dass nur konstruktive Interferenz auftritt und somit
die Streuintensitat unabhéngig vom Streuwinkel ist. Sind die Teilchen grolRer A/20 kann man
sie nicht mehr als Punktstreuer beschreiben. In diesem Fall befinden sich mehrere
Streuzentren in einem Molekll. Zwischen den Streustrahlen treten dann sowohl
konstruktive als auch destruktive Interferenz auf. Die Streuintensitat ist nun winkelabhéngig,
da sich die Interferenz mit dem Beobachtungswinkel &ndert. Die zusatzlichen
intrapartikularen Interferenzen mussen bericksichtigt werden. Durch Erweiterung von
Gleichung 3.7 mit dem Partikelformfaktor, der die Winkelabh&ngigkeit der Streuintensitat

beschreibt gilt nun:

(3.9)

P(q) = %Z{-\’ Y ¥(exp(igri;)): Partikelformfaktor

= gl = ™ oin (2)-
q=lql = 2, Sin (2) Streuvektor
r;; = 1; — 1;. Abstandsvektor der Streuzentren i und j
N: Anzahl der Streuzentren

0: Streuwinkel
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Fur kleine q liefert eine Taylorentwicklung des Partikelformfaktors:

2 N N
P(@) =155 > ) )+
Lj

Fur das Quadrat des Tragheitsradius gilt:

1 N 1 N N
(®5) =55 ) 07 = 3 ), .
i i

(3.10)

Durch Einsetzen von Gleichung 3.9 in Gleichung 3.8 ergibt sich fir den Formfaktor P(q)
firg-R<1:

1
P(q) =1 —3q%Rg) + -

(3.11)

Die bis jetzt aufgefuhrten Gleichungen gelten nur unter der Annahme, dass es sich bei den
Proben um monodisperse Partikel handelt. In der Realitat sind synthetische Polymere
polydispers und unterliegen einer Molekulargewichtsverteilung. Wird die Polydispersitat mit

in Betracht gezogen ergibt sich fiir das Quadrat des Tragheitsradius nun:

imiM(Rg);
(Rz), = 2t mMtEg
2im; M;
(3.12)
Fur den Formfaktor P(q) gilt nun:
— 1 2 2
P(g)=1- 39(Rg)s +
(3.13)
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Unter Verwendung folgender Beziehung

1—x=— firx <1
1+x

(3.14)

mit x = ng(Ré)z ergibt sich nach einsetzen von P(q) in Gleichung 3.8 die Zimmgleichung fur
polydisperse Systeme [*3%;
Kc 1

1
- = 2(p2
R(6) MW<1+3q <R9>Z)+2A2C

(3.15)

Indem man % gegen g2 + c auftragt erhalt man den sogenannten Zimm-Plot (Abbildung

3.4.2). Die Extrapolationen von c¢—0 sowie gq — Oliefern das z-Mittel des
Tragheitsradienquadrat, das Gewichtsmittel der Molmasse und den zweiten

Virialkoeffizienten des osmotischen Drucks.
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1AM ] ¢ —e— Messwerte
e —e— extrapolierte Werte fur c=0 und 6=0
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qi*-kc

Abbildung 3.4.2: Exemplarischer Zimm-Plot
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3.4.2 Dynamische Lichtstreuung

Wie bereits erwahnt, werden bei der dynamischen Lichtstreung die zeitlichen Fluktuationen
der Streuintensitat, verursacht durch die Bewegung der Teilchen in Lésung, korreliert. Nach

m [132133]

dem Wiener-Khintchine-Theore gibt es eine sogenannte Autokorrelationsfunktion

der Streuintensitat go(t) %4

, die besagt, dass es zu jedem Intensitatsspektrum im
Frequenzraum eine fouriertransformierte  Funktion im  Zeitraum gibt. Die
Autokorrelationsfunktion beschreibt die zeitliche Fluktuation der Streuintensitét, die durch
die Teilchenbewegung im Streuvolumen hervorgerufen wird. Experimentell wird sie durch

Autokorrelation der gemessenen Intensitatsfluktuationen erhalten:

g2(t) = (1(0)1(¢))
(3.16)

1(0): Streuamplitude zum Zeitpunkt O
1(t): Streuamplitude zum Zeitpunkt t
t: Zeitabstande der Kanale des Autokorrelators

(... ): zeitliches Mittel
Mit Hilfe von g»(t) und der ebenfalls experimentell zuganglichen Basislinie A kann mit der

Siegert-Relation (3.17) die Autokorrelationsfunktion des Streufeldes gi(t) bestimmt werden,

die als Quotient aus dynamischen und statischen Strukturfaktor definiert ist "

g1(t) = s@) ’ "

S(q, t): dynamischer Strukturfaktor

(3.17)

S(q): statischer Strukturfaktor

A: experimentell bestimmte Basislinie
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Fur kleine monodisperse Teilchen wird gi(t) als monoexpoteniell abfallende Funktion

beschrieben:

91(t) = Bexp(—q*Dt)
(3.19)

B: Signal-Rausch-Verhéltnis

D: translatorischer Diffusionskoeffizient

Ist die Probe polydispers muss g,(t) als ein z-Mittel der Exponentialfunktionen der

Teilchensorte i beschrieben werden:

Y. m;M;exp(—q?D;t)
XimM;

g:1(t) =B

(3.20)

D;: translatorischer Diffusionskoeffizient der Teilchensorte i
m,;: Massenanteil der Teilchensorte i

M;: Molmasse der Teilchensorte i

Durch Auftragung von d In g,(t)/dt gegen g? erhélt man aus der Anfangssteigung das z-

Mittel des Diffusionskoeffizenten D,:

[d In 91(75)] _ o xmuMiD; _ 2p
dt t=0 ZmiMi q z

(3.21)

Da D, sowohl winkel als auch konzentrationsabhéngig ist, muss analog zum Zimm-Plot ¢ — O
und ¢ — 0 extrapoliert werden, um das wahre z-Mittel des Diffusionskoeffizenten zu

erhalten.

Dypp(q,¢) = D, (1 + C(R2),q% + -+ )(1 + kgc + )
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(3.22)

C: dimensionslose Grol3e, von der Molekilstruktur abhangig
kq: kg = 2A,M — kf — v,

f(©)=fo(L+kg-c)

vy, partielles Molvolumen des Polymers

fo: Reibungskoeffizient mit f, = ';—:

Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Beziehung lasst sich aus den extrapolierten Werten fiir D, ein

kugelaquivalenter hydrodynamischer Radius berechnen, welcher den Reziprokwert eines

inversen z-Mittels darstellt:

1 kT
= (—— -1 e

(3.23)

Ry,: hydrodynamischer Radius

1o Viskositat des Losungsmittels

3.4.3 Das p- Verhaltnis

Mit Hilfe des p-Verhéltnisses lasst sich eine Aussage Uber die Topologie der zu
untersuchenden Teilchen im GroRenbereich von 20 bis 200 nm machen. Es verbindet dabei
die chrakteristischen Grolien der statischen und dynamischen Lichtstreuung. Das p-

Verhaltnis ist definiert als:

:&:(Réﬁ
Rn (L)
R./z

(3.24)
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Bei polydispersen Systemen muss die Mittelwertsberechnung, wie das z-Mittel des
Tragheitsradienquadrates bzw. das z-Mittel des reziproken hydrodynamischen Radius

beachtet werden. Tabelle 3.4.1 ! zeigt die p-Verhéltnisse verschiedener Partikeltopologien.

Tabelle 3.4.1: p-Verhaltnisse verschiedener Partikeltopologien

Topologie p-Verhéltnis

Homogene Kugel 0.775

Hohlkugel 1

Ellipsoid 0.775-4

Polymerkn&uel monodispers 1.505

Zylinder der Lange 1 und Durchmesser d 1 1
—In (— - 05)
V3 D

3.4.4 Aufbau einer Lichtstreuapparatur

Thermostatisierung Toluolbad ¢

Probe

Korrelator

Abbildung 3.4.3: Schematischer Aufbau einer Lichtstreuapparatur 3]

Abbildung 3.4.3 zeigt den schematischen Aufbau einer Lichtstreuapparatur.*"
Typischerweise besteht eine solche Apperatur aus der Lichtquelle (Laser), verschiedenen
Linsen und Lochblenden um den Strahl zu fokussieren, dem Detektor (Photomultiplier), der
auf einem beweglichen Goniometerarm befestigt ist und einer Auswerteeinheit (Korrelator,

Digital-Analog-Wandler, Computer). Normalerweise wird bei Streuwinkeln zwischen 15 und
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150° gemessen. Ein zweiter Detektor (Photomultiplier oder Photodiode zeichnet die
Stabilitat der Laserstarke auf. In einem temperierten Toluolbad, dessen Brechungsindex dem

von Glas ahnelt, um Reflexionen zu vermeiden, steht die Kiivette mit der Probenldsung.

3.5 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) 1213

Mit Hilfe dieser Methode wurden vor allem die Makromonomere untersucht und deren
Funktionalisierungsgrade bestimmt. Die Kernspinresonanzspektroskopie ist eine besondere
Art der Absorptionsspektroskopie und wird als NMR-Spektroskopie (Nuclear Magentic
Resonace) bezeichnet.

Durch Absorption elektromagnetischer Strahlung durch magnetische Atomkerne, die sich in
einem statistischen auBeren Magnetfeld befinden, entsteht das Resonanzspektrum. Atome,
die eine ungerade Anzahl an Neutronen oder Protonen aufweisen besitzen ein magnetisches
Moment (z.B. *H, 3C, N, *°F, 2°Si...). Ein magnetischer Kern, der sich in einem statischen
Magnetfeld befindet, hat aufgrund seines magnetischen Kernmoments verschiedene
Orientierungsmoglichkeiten, die durch die magnetische Kernspinquantenzahl m; bestimmt

werden.

Magnetische Energieniveaus
Momente
¥ Bo
i Kein Feld angelegtes Magnetfeld
@ m= -1
z 1
[ — L=
2 iy // 2
- /
1,oH
: B Q) I v S
B o
). F e ﬁ \\
4 K, G
’ 1 e
3 m= 4+—
) 2
fo

(a) (b)

Abbildung 3.5.1: Schematische Darstellung der Energieniveauaufspaltung bei Atomen mit einem Kernspin =

0, durch Anlegen eines auReren Magnetfeldes [134]
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Durch ein elektromagnetisches Wechselfeld dessen magnetischer Vektor senkrecht auf dem
statischen Magnetfeld steht, kann eine Umorientierung der Kernmomentachsen erzwungen
werden. Die Energie wird dabei aus dem Hochfrequenzfeld aufgenommen (Kernresonanz).

Diese Energie (AE) und die ihr entsprechende Frequenz der absorbierten Strahlung hangen
von den magnetischen Eigenschaften des Atomkerns ab und sind der Starke des aufReren

Magnetfeldes Ho proportional:

u1Hy

AE = hy =

(3.25)

AE': Energiedifferenz
h: Planck‘sches Wirkungsquantum
U, : magnetisches Kernmoment

i: Kernspin

Kerne, die ein groRRes % Verhaltnis besitzen und somit AE relativ grol} ist eignen sich
besonders gut fiir diese Art der Spektroskopie. Dazu gehdren Kerne mit einem Kernspin
i = 1/, wie *H, *°C, **N, *°F, *'P. Nicht nachweisbar sind die haufig vorkommenden Elemente
12¢, %0 und %%, da ihr Kernspin null betragt.

Um den Resonanzabfall messen zu konnen wird in der Regel eine Probe mit der zu
untersuchenden Substanz (flissig oder in Losung) in das statische Magnetfeld eingebracht.
Dabei ist die Substanz von einer Induktionsspule umgeben, in der ein hochfrequentes
Wechselfeld erzeugt wird. Man variiert die Feldstarke solange, bis der Resonanzfall eintritt,
dann nimmt die Probe die Energie aus dem Wechselfeld auf, was in einer Anderung des
Stromes, der zur Erzeugung des Wechselfeldes bendtigt wird, resultiert. Die Stromanderung,
das sogenannte Resonanzsignal lasst sich messen und man erhdlt das kernmagnetische
Resonanzspektrum.

Betrachtet man nun Atomkerne mit Elektronenhulle wird der Kern von dieser abgeschirmt
und das aullere Magnetfeld in der Umgebung des Kerns wird geschwacht (diamagnetische

Abschirmung).
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Heff :HO _O-'HO
(3.26)

H,s: effektives Magnetfeld
H,: statisches Magnetfeld

o: magnetische Abschirmung

Das Resonanzsignal erscheint somit erst bei einer gegeniiber dem nicht abgeschirmten Kern
groReren &dulleren Feldstarke. Diesen Effekt bezeichnet man als chemische Verschiebung
(chemical shift), da er von der elektronischen Umgebung bzw. der chemischen Umgebung
des Kerns abhangt.

Teilt man nun die Feldstarke/ Frequenzdifferenzen durch H, bzw. vo, erhalt man eine von
der Feldstarke des angewandten Magnetfeldes unabhangige MaRzahl fiir die chemische

Verschiebung:

(3.27)

H,: Resonanzfeldstarken des Standards
H;: Resonanzfeldstarken der Probe

H,: statisches Magnetfeld

vs: Resonanzfrequenzen des Standards
v;: Resonanzfrequenzen der Probe

v, Sendefrequenz

8 ist eine dimensonslose GroRe zwischen 10° und 10”. Sie wird daher in ppm (parts per
million) angegeben. Als innerer Standard fir die NMR-spektroskopische Untersuchung wird
bei 'H- und *C-Kernen meist Tetramethylsilan (TMS) verwendet, da es nur eine
Resonanzfrequenz hat, die von der Konzentration und der chemischen Zusammensetzung

der Losung unabhangig ist.
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3.6 Rasterkraftmikroskopie (AFM) 4%

Die Rasterkraftmikroskopie (engl. Atomic Force Microscopy) ist eine Technik, die zur
Abtastung von Oberflaichen dient. Mittels dieser Methode koénnen zylindrische
Burstenpolymere und Konformationsanderungen von Nanoteilchen abgebildet werden und

es ist dartiber hinaus mdglich einzelne Molekile zu manipulieren.

Lateralkraft

Q‘ Topographiex

Laserdiode\

Viersegment-
Pholodiode

Cantilever

Signal-
verarbeitung

Regelung

Abbildung 3.6.1: Schematische Darstellung eines Rasterkraftmikroskops

Abbildung 3.6.1 zeigt den Aufbau eines Rasterkraftmikroskops. Die zu untersuchende Probe
wird mittels Schleuderbeschichtung (spin coating) auf einen Tréger gebracht der wiederum
dann mit einer feinen Spitze abgetastet wird. Der Trager befindet sich in einem 3D-
Piezoscanner und die atomare Spitze ist an einen mikroskopischen Balken (Cantilever)
befestigt. Die geringe Kraftkonstante des Cantilevers erlaubt es geringe Anderungen der
Wechselwirkungen in der Nahe der Oberflache zu detektieren. Durch Bewegung des 3D-
Piezoscanners unterhalb der Spitze wird die Probe Zeile fir Zeile abgetastet und es kann ein
2D-Hohenprofil der Oberflache erstellt werden. Die Informationen fur die erhaltenen Bilder
stammen aus der elektrischen Regelung der Piezokristalle am Scanner (x,y-Information)
sowie der Auslenkung des Cantilevers (H6heninformation).

Fur die AFM gibt es verschiedene Betriebsmodi. Im ,,contact-mode* bewegt sich die Spitze
mit standigem Kontakt zur Oberflache. Die Hoheninformation (z-Signal) ergibt sich aus der
Auslenkung des Cantilevers oder bei konstantem Fotodiodenstrom aus der z-Position des

Scanners. Die Spitze befindet sich dabei im stdndigen Kontakt zu Probe, weshalb nur harte
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Proben vermessen werden kénnen. Im ,tapping-mode* wird ein oszillierender Cantilever
verwendet, der es auch ermdglicht weiche Proben abzubilden. Hierbei wird mittels des
Piezos der Cantilever mit der Spitze in der Néhe seiner Resonanzfrequenz angeregt und
schwingt mit ca. 300 kHz. Die Hohenanderung wird in diesem Fall tiber die Anderung der
Amplitude bzw. Phase der Schwingung ermittelt, die ebenfalls durch das Fotodiodensignal
detektiert wird. Insbesondere zur Analyse von Polymeren (weiche Materie) ist der tapping
mode gut geeignet, da ein verkleben der Spitze und somit auch Verunreinigung der Spitze
verhindert werden kdnnen, da die Spitze keinen dauerhaften Kontakt zu Probe hat.

Die zuvor angesprochenen Trager fur die Probe bestehen meist aus Graphit oder MICA. Sie
mussen atomar glatt und frei von Fehlstellen sein, da sonst die Qualitdt der Abbildung
verschlechtert wirde. Lasst sich die Probe nicht auf Graphit oder MICA abbilden, kann die
Oberflache durch Auftragung von Metallionen, Silanierung oder Thiolierung noch modifiziert
werden.

Mittels geeigneter Software oder auch per Hand konnen die erhaltenen Bilder
polymeranalytisch ausgewertet werden, wobei sich daftir das Hohenbild am besten eignet.
Die Mittelwerte fir die Langenverteilung beispielsweise zylindrischer Polymerbilrsten

ergeben sich wie folgt:

L= i ngl;
m Xi
(3.28)
I = Ziniliz
v Xinl;
(3.29)

l;: gemessene Lange

n;: Anzahl der Langen [;

Hierbei ist L, das Zahlenmittel und [,, das Gewichtsmittel der Langenverteilung.
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3.7 Infrarot (IR)-Spektroskopie !

Die Infrarot-Spektroskopie basiert auf der Absorption von elektromagnetischen Wellen im
infraroten Frequenzbereich. Die Molekile gehen aus dem Schwingungszustand v=0 in den
ersten angeregten Schwingungszustand v=1 Uber. Einen Schwingungsubergang dieser Art
bezeichnet man als Grundschwingung. Zudem kdnnen auch Valenz- und Streckschwingungen
auftreten, die sich in einer Anderung der Bindungswinkel bzw. Anderung im Abstand
zwischen den Atomen in Bindungsrichtung bemerkbar machen. Zudem gibt es noch
Oberschwingungen, die Ubergange in hohere Schwingungsniveaus beschreiben und
Kombinationsschwingungen, die bei einer Kopplung von verschiedenen Schwingungen
auftreten. Jedoch spielen diese Schwingungen in der IR-Spektroskopie nur eine
nebenséachliche Rolle, da die Intensitat meist sehr niedrig ist.

IR-aktiv sind nur solche Molekiile, die ein induzierbares Dipolmoment besitzen, das durch
den Ubergang in ein hoheres Schwingungsniveau entsteht. Molekiile, in denen die
Schwingungen symmetrisch zum Schwingungszentrum verlaufen, zeigen keine Anderung des
Dipolmoments und deswegen sind solche Molekille nur raman-aktiv. (Anderung der
Polarisierbarkeit)

In einem IR-Spektrum wird die Transmission gegen die Wellenzahl aufgetragen. Folgender

Zusammenhang besteht zwischen Transmission und Absorption:

A=og )
0g T
(3.30)
Fur die Wellenzahl gilt folgende Beziehung:
. E
v h-c
(3.31)
U: Wellenzahl
E: Energie

h: Planck’sches Wirkungsquantum

c: Lichtgeschwindigkeit
52



3 Charakterisierungsmethoden

Ein typisches IR-Spektrometer besteht aus der Anregungsquelle und einem optischen System
bestehend aus Spiegeln und Linsen, die das Anregungslicht auf die Probe und den
austretenden Strahl auf den Detektor (Photomultiplier) lenken. Das Interferometer, welches
die Gangdifferenz der einfallenden Strahlung mittels eines Spiegels andert, sitzt zwischen
Probe und Anregungsstrahl. Es bewirkt, dass die Molekulschwingungen alle auf einmal
angeregt werden. Daher muss die detektierte Intensitat tiber eine Fouriertransformation von
der Zeitabhangigkeit in eine Frequenzabh&ngigkeit transformiert werden. Deshalb haben die

IR-Spektrometer von heute auch den Namen Fourier-Transform-IR-spektrometer.

3.8 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (engl. Fluorescence Correlation Spectroscopy,
FCS) ermdglicht die Beobachtung der freien Diffusion fluoreszierender Molekile in Lésung.
Es werden die Intensitatsfluktuationen der erfassten Emission gemessen, die einzelne
Fluorophore durch Diffusion in und aus dem Beobachtungsvolumen verursachen. Durch
Korrelation des zeitabhangigen Intensitatssignals kann der Diffusionskoeffizient des

Fluorophors bestimmt werden. 37!

Objektiv

Beobachtungs-
volumen

Linse

Kegel des
Laserstrahls

dichroitischer
Spiegel

Emissionsfilter

Computer

Linse ﬁf_\ I : _
A A [P e—
“L_/— (AR

Abbildung 3.8.1: Prinzipieller Aufbau einer FCS-Apparatur mit VergroRerung des Fokusbereichs

[138]
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Abbildung 3.8.1 zeigt den allgemeinen Aufbau einer FCS-Apparatur. Das
Beobachtungsvolumen wird durch einen fokussierten Laserstrahl in einem konfokalen
Aufbau geformt. Seine ellipsoide Form hat eine laterale Ausdehnung von 300 nm und 1.5 um
in z-Richtung. Die Partikelkonzentrationen, die zur Messung benétigt werden befinden sich
im  nanomolaren-Bereich, damit mdglichst wenige Fluorophore zeitgleich im
Beobachtungsvolumen durch den Laser angeregt werden (Einzelmolekildetektion). Das
Emissionslicht wird, nachdem es einen dichroitischen Spiegel passiert hat, von einer
Avalanche Photodiode detektiert. Durch eine Lochblende vor dem Detektor wird Licht, dass

von Bereichen auf3erhalb des Beobachtungsvolumen stammt, abgeblockt.

Das Prinzip der FCS kann folgendermafRen beschrieben werden: Bei einem zylindrischen
Beobachtungsvolumen mit den oben genannten Ausdehnungen betragt das Volumen nach
V = nr2h etwa 0.1-10™ L. Bei einer Fluorophorkonzentration von 10 nM wiirden sich in
einem stationaren Experiment im Mittel 0.6 Molekile dort aufhalten. Durch die zuféllige
Diffusion der Fluorophore kommt es zur zeitabhé&ngigen Fluktuationen der Molektlanzahl im
Volumen und somit auch zu zeitabh&ngigen Fluktuationen der Fluoreszenzintensitét, die zur

Auswertung korreliert wird (Abbildung 3.8.2).

a)  langsame Diffusion b)  schnelle Diffusion
Pn,N=0.6) P(n,N=0.6)
n Flt) T FlteT) n o
‘ . - 10% Flt) T L Flt+z)
2 -T 2 t = 10 %
1 L 3% 1hm— - —~ -~ 33%
0 o L L 55% U L L : 55%
Zeit / ms Zeit/ ms

Abbildung 3.8.2: Zeitabhangige Fluktuation der Anzahl an Fluorophore n im Beobachtungsvolumen einer FCS-

Apparatur; a) langsame Diffusion, b) schnelle Diffusion (1371

Basierend auf einer Poisson-Verteilung

Nn
P(n,N) =—e™N
n!

(3.32)

54



3 Charakterisierungsmethoden

kann die Wahrscheinlichkeit P(n,N) berechnet werden, mit der sich zeitgleich n
Fluorophore im Volumen aufhalten, wenn die Fluorophoranzahl im Mittel N betragt.
Abbildung 3.8.2 zeigt beispielhaft fir N = 0.6 die Wahrscheinlichkeiten fur kein, ein und
zwei Fluorophore im Beobachtungsvolumen.

Die Autokorrelationsfunktion der Fluoreszenzintensitat (nomiert auf die mittlere Intensitat

im Quadrat)

_(F)F(t+ 1))

¢ ="

(3.33)

multipliziert die Fluoreszenzintensitat F(t) zu einem zeitlichen Startpunkt t (mit ¢, = 0)
mit der Fluoreszenzintensitat F(t + t) zu einem spéateren Zeitpunkt (¢ + 7). Dies wird sehr
haufig flr verschiedene Startzeiten t,;,; = 0 durchgefuhrt und tber alle Werte gemittelt (g).
Entscheidend ist dabei die Fluktuation 6F (t)der Intensitat F(t) um den Mittelwert(F),
gegeben durch

S6F(t) = (F) — F(t), so dass Gleichung 3.33 umgeformt werden kann zu:

_(FOF@) _ . (8F(0)5F(x))

CO=—m =1ty

(3.34)

Und die Autokorrelationsfunktion der Intensitatsfluktuationen wie folgt beschrieben werden

kann:

O6F(0)6F
“ﬂ:((&y&»

(3.35)

Unter der Annahme, dass die Fluktuationen nur durch lokale
Fluorophorkonzentrationsfluktuationen §C hervorgerufen werden und nicht durch andere
Prozesse, wie zum Beispiel Intersystem-Crossing in strahlungslose Triplet-Zustéande, erhélt

man
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B%[[ p(r)p(r")WSC(r,0)5C (', 7))dVd'V
[BCS p(r)av]’

G(r) =

(3.36)

C: mittlere Konzentration

B: Helligkeit (als Produkt aus Detektionseffizienz, Absorptionsquerschnitt und Quanten
ausbeute der Emission

r: Position des Fluorophors zum Zeitpunkt t = 0 bzw. " wennt =t

p(r); p(r"): Detektionsprofil an der Position r bzw. r’

Das Detektionsprofil entspricht dem Intensitatsprofil des fokussierten Laserstrahls, das Uber
eine konfokale Optik beobachtet wird und durch eine dreidimensionale ellipsoide Gauf3-

Funktion beschrieben werden kann.

2

2
p(r) = loexp[=2(x* +y*)/s?lexp(——3)

(3.37)
s, u: Ausdehnung des ellipsoiden Volumens
Die Korrelationsfunktion fiir dreidimensionale Diffusion ist gegeben durch:
(6C(r,0)8C(r', 7)) = C(4nD1)*3exp[—|r — r'|>/4D1]
(3.38)

D: Diffusionskoeffizient
Setzt man Gleichung 3.38 in Gleichung 3.36 ein erhédlt man nach mathematischen

Umformungen die  Korrelationsfunktion  fir  dreidimensionale  Diffusion im

Beobachtungsvolumen der FCS-Apparatur.
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(3.39)
G (0): Amplitude firt =0

Durch Umformen der Gleichung 3.39 mit der mittleren Anzahl an Fluorophore N im
Beobachtungsvolumen ¥V mit den Verhaltnis der axialen zur radialen Ausdehnung (S=s/u)
sowie der Diffusionszeit 7, wird Gleichung 3.40 erhalten, mittels welcher die Auswertung

der FCS-Messdaten erfolgt.!**"!

G(r)=1 +%<1 +i)_1 (1 LT )—1/2

Tp S?tp,

(3.40)

Im Unterschied zur dynamischen Lichtstreuung mit der exponentiellen Autokorrelations-
funktion erhélt man fur die Autokorrelation des FCS-Signals eine hyperbolische
Zeitabhangigkeit.

Gleichung 3.41 Dbeschreibt den Zusammenhang der Diffusionszeit t, mit dem
Diffusionskoeffizient fir fluoreszierende Partikel, die nicht dem Ideal eines punktfGrmigen

Fluorophors entsprechen.**!

ré + R?
="1p

(3.41)

R, beschreibt den hydrodynamischen Radius, der flr sphéarische Partikel tber die Stokes-
Einstein-Gleichung (vgl. Gl. 3.32) mit dem Diffusionskoeffizienten D zusammenhé&ngt, so dass
zusatzlich ein Iterationsverfahren zur Auswertung notig ist.

Um das Beobachtungsvolumen (S=s/u) zu bestimmen wird meist mit einem Fluorophor,

dessen Diffusionskoeffizient bekannt ist, kalibriert. Hierzu eignet sich Dbeispielsweise

2
Rhodamin 6G in Wasser mit einem Diffusionskoeffizient von D,z = 2.8-1076 %.[“0]
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Kapitel wird die Synthese von zylindrischen Blrsten auf der Basis von Poly(2-
oxazolin)en durch die ,,Grafting Through* Methode beschrieben. Der ,,Grafting Through*-
Ansatz wurde gewahlt um eine 100 %ige Grafting Dichte zu erzielen. AuBerdem war eine
separate Charakterisierung der Seitenketten mdglich und es konnten zudem ausreichend
hohe Molmassen erreicht werden.

Der erste Teil dieses Kapitels beschaftigt sich mit der Synthese eines Referenzpolymers bei
dem 2-Isopropyl-2-oxazolin (IsOx) als Monomer gewahlt wurde. Polymere aus IsOx besitzen
eine Phaseniibergangstemperatur von ungefahr 37°C B4 weshalb sie besonders interessant
fur Anwendungen im biomedizinischen Bereich sein kdnnen.

Die am Referenzpolymer erarbeitete Synthesestrategie wurde auf die Synthese von Azid-
Endgruppen funktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birsten sowie Poly(2-ethyl-2-
oxazolin)blrsten Ubertragen. Neben den Homopolymerbursten wurden auch Azid-
funktionalisierte Kern-Schale Bristen mit 2-Etyhl-2-oxazolin als &uferem Block und 2-
Isopropyl-2-oxazolin als innerem Block synthetisiert. Mittels Untersuchungen zum
Aggregationsverhalten in humanem Serum, kupferfreier Click-Chemie und polymeranalogen
Reaktionen wird die prinzipielle vielseitige Einsetzbarkeit dieser Polymere bei

biomedizinischen Fragestellungen gezeigt.

Im weiteren Verlauf wird die Synthese einer Poly(2-oxazolin)briiste mit statistisch
copolymerisierten Ethyl- und Formylseitenketten beschrieben. Durch Abspaltung der
Formylschutzgruppen unter milden Bedingungen kdnnen Birsten mit Imineinheiten erhalten

werden, die zur Kompexierung von DNA geeignet sind.
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4.1 Synthese zylindrischer Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birsten

Wie zuvor bereits erwahnt, wurde zur Synthese der zylindrischen Polymerbirsten die
,Grafting-Through* Methode gewahlt. Dazu muss im ersten Schritt ein Makromonomer
hergestellt werden, dass eine polymerisierbare Gruppe besitzt, die im Weiteren zu einem
Polymakromonomer polymerisiert werden kann. Um die gewtiinschten Makromonomere zu
erhalten, wurden lineare Poly(2-oxazolin)ketten mit synthesebedingter terminaler
sekundarer Aminogruppe zu einer Methacrylamid Gruppe funktionalisiert. Im né&chsten
Schritt konnten diese linearen Ketten dann durch freie radikalische Polymerisation zu
zylindrischen  Polymerbirsten  polymerisiert werden. Es wurde bewusst die
Methacrylamidfunktionalisierung gewahlt, da das System, im Vergleich zu literatur-

bekannten, keine hydrolyseempfindlichen Esterbindungen besitzt.

4.1.1 Synthese eines Methacrylatderivates zur Funktionalisierung linearer

Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)en

Bei dem Molekul welches zur Funktionalisierung der linearen POx gewahlt wurde, handelt es
sich um ein 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat, welches in einer zweistufigen Synthese
ausgehend von 1-Amino-6-hexanol erhalten wurde. Im ersten Schritt wurde 1-Amino-6-
hexanol mit einem N-Hydroxysuccinimidmethacrylsdureester umgesetzt, der zuvor in einer
separaten Reaktion aus N-Hydroxysuccinimid und Methacrylsdurechlorid erhalten wurde

(Abbildung 4.1.1).

W%>

Abbildung 4.1.1: Syntheseschema zur Herstellung von N-(6-Hydroxyhexyl)-methacrylamid

1. tiber Nacht w‘)J\

2.RT
3. CH,Cl,
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Die erfolgreiche Umsetzung wurde mittels *H-NMR Spektroskopie tiberpriift (Abbildung
4.1.2). Im Protonenspektrum sind keine Signale zu erkennen, die nicht dem gewtnschten

Produkt zugeordnet werden kénnen.
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Abbildung 4.1.2: 'H-NMR von N-(6-Hydroxyhexyl)-methacrylamid (300 MHz, T=293 K, LM: CDCl5)

Im zweiten Schritt wurde das N-(6-Hydroxyhexyl)-methacrylamid mit Triphosgen umgesetzt,
um das gewtinschte 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat zu erhalten (Abbildung 4.1.3). Da
das erhaltene Chloroformiat luft-und lichtempfindlich ist wurde das isolierte Produkt sofort

weiterumgesetzt.

o 5 o) o
/\/\/\/OH + )]\ t /\/\/\ )k
M Cl;co occl; 1. iber Nacht N o cl

2.RT
3. CH,Cl,

Abbildung 4.1.3: Syntheseschema zur Herstellung von 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat

Mit Hilfe der IR-Spektroskopie wurde Uberpruft, ob die Reaktion erfolgreich war.

Chloroformiate besitzen eine charakteristische Schwingung bei 1700-1800 cm™

60



4 Ergebnisse und Diskussion

Wellenzahlen. Abbildung 4.1.4 zeigt das IR-Spektrum des synthetisierten Chloroformiats mit
der charakteristischen Schwingung bei einer Wellenzahl von 1770 cm™ (links) und das IR-
Spektrum nach Umsetzung zum PiPrOx-Makromonomer (rechts). Nach der Reaktion des 6-
Methacrylamid-1-chloroformiat mit dem linearen PiPrOx (siehe Kapitel 4.1.2) ist die

Chloroformiatbande nicht mehr zu erkennen, was auf die erfolgreiche Umsetzung schlieRen

lasst.
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Abbildung 4.1.4: Links: IR-Spektrum des 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat; rechts: IR-Spektrum des

Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomers

4.1.2 Herstellung eines Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomers

Die Herstellung des Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomers besteht typischerweise aus
drei Syntheseschritten. Im ersten Schritt wurde das Monomer 2-Isopropyl-2-oxazolin mittels
lebender kationischer ringo6ffnender Polymerisation nach bekannten Vorschriften
polymerisiert.??! Als Initiator wurde p-Toluolsulfonsauremethylester verwendet, da dieser
eine schnelle und quantitative Initiierung der Polymerisation erméglicht. Der Abbruch
erfolgte  mit 1-Boc-piperazin, somit wurde bei der Terminierung eine latente
Aminofunktionalitéat eingefihrt, die als Tert-butyl-carbamat geschitzt vorliegt (Abbildung
4.1.5). Das erhaltene Polymer wurde durch eine Flashchromatographie aufgereinigt und mit
Hilfe der 'H-NMR (Abbildung 4.1.6) und MALDI-ToF (Abbildung 4.1.7) Spektroskopie

analysiert.
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Abbildung 4.1.5: Reaktionsschema zu Herstellung des Boc-geschiitzten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)s (PiPrOx)

Der Polymerisationsgrad P, des linearen PiPrOx wurde mittels *H-NMR und MALDI-ToF
Spektroskopie errechnet. Das charakteristische Signal der Boc-Protonen im *H-NMR konnte
in Beziehung zu den Protonen der Isopropylseitenkette gesetzt und somit der
Polymerisationsgrad P, ermittelt werden. NMR und MALDI-ToF liefern in sehr guter
Ubereinstimmung einen zahlenmittleren Polymerisationsgrad von P,= 27. Da das NMR als
Endgruppen-basierende Aquivalentmethode das identische Ergebnis liefert, wie die aus
MALDI-TOF bestimmte Zahlenmittel fundierte Haufigkeitsverteilung und der daraus
berechnete zahlenmittlere Polymerisationsgrad, ist davon auszugehen, dass innerhalb eines
Fehlers von ca. 2 % eine quantitative Einfihrung der latenten sekundaren Aminoendgruppe

gelingt.

A A

b

3 (ppm)

Abbildung 4.1.6: "H-NMR Spektrum des Boc geschiitzten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) (400 MHz, T= 293 K, LM:

CD;0D)
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Abbildung 4.1.7: MALDI-ToF Spektrum des Boc geschuitzten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)s

Zur Funktionalisierung des PiPrOx mit der Methacrylamidgruppe wird eine freie
Aminogruppe an einem Ende des linearen PiPrOx bendtigt, daher wurde im zweiten Schritt
die Boc-Schutzgruppe am Terminus des Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)s abgespalten
(Abbildung 4.1.8). Durch anschlieende Behandlung mit einem Anionentauscher wurde die

freie Aminogruppe erhalten.
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Abbildung 4.1.8: Abspaltung der Boc-Schutzgruppe des PiPrOx
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Die Aufnahme des 'H-NMR Spektrums des entschiitzten PiPrOx zeigt, dass die Reaktion
quantitativ verlief. Das Spektrum der geschiitzten Probe (Abbildung 4.1.6) zeigt eindeutig die
Protonen der Boc-Schutzgruppe bei einer chemischen Verschiebung von 1.5 ppm. Das NMR
Spektrum der entschitzten Probe (Abbildung 4.1.9) weist bei einer chemischen

Verschiebung von 1.5 ppm keinen Peak mehr auf.
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Abbildung 4.1.9 'H-NMR des entschiitzten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)s (300 MHz, T= 293 K, LM: CD;0D)

Im dritten Schritt wurde das 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat mit dem Poly(2-
isopropyl-2-oxazolin nach einer Vorschrift von Fischer und Eisenbach [141] umgesetzt. Das
freie Amin des PiPrOx reagiert mit dem Chloroformiat unter Abspaltung von Salzsaure zum

gewinschten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomer (Abbildung 4.1.10).
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Abbildung 4.1.10: Kupplung des 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiats an das Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)
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Das Makromonomer wurde durch Flashchromatographie aufgereinigt, so dass die
radikalische Polymerisation moglich wird. Mit Hilfe von GPC (Abbildung 4.1.11), *H-NMR
(Abbildung 4.1.12) und MALDI-ToF Spektroskopie (Abbildung 4.1.13) wurde das

Makromonomer analysiert.
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Abbildung 4.1.11: Gelpermeationschromatogram des Poly(2-isopropyl-2-oxazolinymakromonomers in DMF
(LiBr 1g/l, T=333 K)
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Abbildung 4.1.12: 'H-NMR des Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomers (400MHz, T=293 K, LM: CD;0D)
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Abbildung 4.1.13: MALDI-ToF Spektrum des Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomers

In Tabelle 4.1.1 sind die Ergebnisse der Charakterisierung des PiPrOx-Makromonomers

zusammengefasst.

Tabelle 4.1.1: Vergleich der Analyseergebnisse von GPC, *H-NMR und MALDI-ToF

Mw/M;, M,/ g-mol™ My / g-mol™* Ph

MALDI-ToF 1.03 3500 3600 28

"H-NMR 4000 32
GPC 1.04 5400* 5700*

*Polystyrol Kalibrierung

Precursor und Makromonomer mit Methacrylamid Endgruppe zeigen nach MALDI-TOF mit
einer Abweichung von weniger als 5 % identische zahlenmittlere Polymerisationsgrade.
Damit liefert das NMR einen Funktionalisierungsgrad von ca. 90 % bei Annahme fehlerfreier
Endgruppenbestimmung.

Allerdings ist die Molmasse, die aus den GPC-Daten erhalten wird viel zu groR. Dies ist leicht

zu erklaren, durch den Unterschied in der Molmasse pro Langeneinheit zwischen Poly(2-
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isopropyl-2-oxazolin) und Polystyrol, dass zur Kalibrierung verwendet wurde. Da Polystyrol
ein  um 25% groReres Masse-zu-Lange-Verhaltnis  besitzt, Uberschatzt die
Polystyrolkalibierung die eigentliche Molmasse des PiPrOx-Makromonomers und diese
erscheint in der GPC viel groRer. Kleinere Effekte, die zu einer vergrof3erten Molmasse
fuhren konnten, sind das ausgeschlossene Volumen, dessen Einfluss bei Oligomeren

vernachlassigt werden kann oder ein Unterschied in der statistischen Kuhn-Segment-Lange.

4.1.3 Synthese und Charakterisierung zylindrischer Poly(2-isopropyl-2-

oxazolin)bursten

Die Synthese des Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomers wurde in Kapitel 4.1.2
beschrieben. Durch die freie radikalische Polymerisation der Methacrylamidgruppe werden
zylindrische Burstenstrukturen erhalten. Wie schon aus den Arbeiten von Tsukahara et al.
(531421 hekannt ist, wird eine ungewdhnlich hohe Konzentration des Makromonomers
bendtigt um einen hohen Polymerisationsgrad zu erhalten. Nur so ist es mdglich, den
osmotischen Gradienten an den wachsenden Oligomeren und eine Diffusion der
Makromonomere zur sterisch abgeschirmten wachsenden Radikalkette zu Uberwinden.
Daher wurden die Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomere bei einer Temperatur von
62°C in Wasser fr 24 h unter Argon polymerisiert (Abbildung 4.1.14). Wie schon in Kapitel 2
beschrieben, besitzt das Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) eine Phasentibergangstemperatur von
ungefahr 37°C. Die Polymerisationstemperatur von 62°C wurde bewusst uUber der
Phasentubergangstemperatur in Wasser gewahlt, so dass die Phasenseparation eintritt. Da
die Konzentration des Makromonomers in der verdinnten Phase zu vernachlassigen ist,
findet die Polymerisation hauptsachlich in der hochkonzentrierten Phase statt. Der
wasserlosliche Initiator verteilt sich ebenfalls zwischen den beiden Phasen, wobei der
Verteilungskoeffizient zu Ungunsten der polymerreichen, hydrophoberen Phase
angenommen wird, so dass die Polymerisation in der hochkonzentrierten Polymerphase bei

geringerer Radikalkonzentration hthere Molmassen liefert.
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Abbildung 4.1.14: Reaktionsschema zur Synthese der Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)burste

Nach beendeter Polymerisation wurde eine triibe feste Polymerphase neben einer wéssrigen
Phase erhalten, die in Methanol gelést wurde. Das Methanol wurde abgedampft und das
Polymer wurde anschlieBend gefriergetrocknet um letzte Wasserreste zu entfernen. Um
tberschissiges Makromonomer und niedermolekulare kugelformige Polymerfraktionen
abzutrennen wurde das erhaltene Polymer mit Hilfe von Amicon Zentrifugenfilter
(Ausschlussgrenze 30000 g/mol) aufgereinigt.

Die erhaltenen Polymerblrsten wurden mittels GPC, dynamischer und statischer

Lichtstreuung sowie Rasterkraftmikroskopie (AFM) charakterisiert.

Abbildung 4.1.15 zeigt das Gelpermeationschromatogram der Polymerburste. Es lasst sich
erkennen, dass es sich um eine relativ breite Verteilung mit einer leichten Schulter bei
kleineren Molmassen handelt. Die Polydispersitat (PDI) betragt 3.7. Diese breiten
Verteilungen sind jedoch nicht untypisch fir freie radikalische Polymerisationen, da die
Abbruchreaktionen Disproportionierung und Rekombination nebeneinander auftreten und
so der PDI stark variieren kann. Zudem wurde bei sehr hohen Umsétzen in gelartiger Phase

polymerisiert.
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Abbildung 4.1.15:Gelpermeationschromatogram der Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birsten in DMF (LiBr 1g/I,
T=333K)

In Abbildung 4.1.16 und Abbildung 4.1.17 ist der Zimmplot sowie das Ergebnis der
dynamischen Lichtstreuung der PiPrOx-Blrste gezeigt. Der Trégheitsradius der Burste liegt
bei 72.6 nm und der hydrodynamische Radius bei 41 nm. Somit ergibt sich ein p-Verhaltnis
von 1.77.
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Abbildung 4.1.16: Zimmplot der PiPrOx-Birste in Methanol bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad (5
Gradschritte); c;= 0.2096 g/I; c,= 0.165 g/I; c3= 0.125 g/I; c,= 0.0828 g/I; cs= 0.0413 g/I; My,= 3.64-10° g/mol;
Ry= 72.6 nm; A,= 4.66-10° mol-cm /g%, dn/dc= 0.1434 cm®/g; Salz: Lithiumbromid (c= 5 mM); k= 5-10* cm/g
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Abbildung 4.1.17: DLS der PiPrOx-Birste in Methanol bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte);
¢=0.372 g/l; n= 0.5867 cp; Ry= 41 nm; Salz: Lithiumbromid (c= 5 mM)

Als abbildende Charakterisierungsmethode wurde die Rasterkraftmikroskopie (AFM)
gewahlt. Abbildung 4.1.18 zeigt eine Aufnahme der PiPrOx-Bursten, die durch spin coaten
auf eine Mica-Oberflache aufgebracht wurden. Es ist eindeutig die wurmartige Topologie der
Bursten zu erkennen, welche nach den Ergebnissen der statischen und dynamischen

Lichtstreuung erwartet wurden.

Abbildung 4.1.18: Trockene AFM-Aufnahme der Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste nach spin coating aus
wassriger Losung auf Mica; Cprone= 0.025 g/l; links: H6henbild; rechts: Amplitudenbild
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Der Polymerisationsgrad des Gewichtsmittels P, betragt 1050, wie die Ergebnisse aus
Lichtstreuung und AFM zeigen (Tabelle 4.1.2). Die Konturlange des Gewichtsmittel Ly, die
aus der Lichtstreung bestimmt wurde, passt sehr gut zu dem L, , das aus den AFM-
Messungen erhalten wurde, unter der Annahme, dass die Lange einer Wiederholungseinheit
der Hauptkette 0.25 nm betragt. Die AFM Polydispersitat L,/L, = 2.9 stimmt qualitativ mit
Mw/M; = 3.7 aus den GPC-Messungen uber ein.

Tabelle 4.1.2: Ergebnisse der dynamischen und statischen Lichtstreuung sowie der AFM-Messung

Ry Rn A, My Ly (LS) | Lu* (AFM) | Lu/Ly* (AFM)
/nm | /nm / molcm?® g /gmol™ /nm /nm
72.6 41 4.66-10°® 3.64-10° 262 287 2.9

* Mittelwert aus 746 Polymerketten

Die Anwendung des Wurmkettenmodels 4% unter Beriicksichtigung der Polydispersitat und
Annahme einer Schulz-Flory Kettenlangenverteilung 4! liefert eine statistische Kuhnlange
von ly=110 nm. Trotz der etwas grolReren Polydispersitat scheint die Schulz-Flory- Verteilung
ein angemessenes Modell zu sein, da es sinnvolle Werte fur I liefert, auch wenn die
eigentliche Verteilung breiter ist. Die hohe Kettensteifheit, die sich in der grof3en Kuhnlange
widerspiegelt, passt sehr gut zu den visuellen Eindriicken auf den AFM-Aufnahmen der
Einzelmolekdlketten, die nicht Teil eines ,,Clusters” sind. Die Tendenz zur Bildung von zwei-
dimensionalen Clustern ist die Konsequenz von inter- und intramolekularen
Wechselwirkungen, die durch den Absorptions- oder Trocknungsprozess beim Vorbereiten

der AFM-Probe auftritt.

4.1.4 Phasenubergangstemperatur des PiPrOx-Makromonomers im Vergleich

zur PiPrOx-Biirste

Die wasserldslichen Poly(2-oxazolin)e besitzen, wie in Kapitel 2 beschrieben, in Wasser

gelost eine Phaseniibergangstemperatur. Die Ubergangstemperaturen (T7) des PiPrOx-

Makromonomers und der zylindrischen Blrste wurden mit Hilfe der UV-Spektroskopie

bestimmt. Abbildung 4.1.19 zeigt die Tribungskurven fir Makromonomer (rot) und

Polymakromonomer (schwarz), die bei der Messung der Absorption bei 400 nm als Funktion
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der Temperatur erhalten wurden. Es lassen sich eine Ubergangstemperatur von Ty = 50 °C fir
das PiPrOx-Makromonomer und eine Phasenlbergangstemperatur von Tr= 31 °C fur die
PiPrOx-Biirste ablesen. Der Ubergang der Biirste scheint etwas scharfer (1.7°C) zu sein im
Vergleich zum Makromonomer (2.3°C). Aus der Literatur ist bekannt, dass der Ubergang von
zylindrischen Burstenpolymeren mit Poly(2-oxazolin)seitenketten vergleichsweise scharf ist.
Der Unterschied von 20 °C zwischen dem Makromonomer und dem Polymakromonomer
wurde erwartet, da die Phasenibergangstemperatur neben der Konzentration oder dem
Salzgehalt auch von dem Molekulargewicht und der Dichte an hydrophoben Seitenketten
abhangt. Dies bedeutet, dass mit zunehmendem Molekurlargewicht und zunehmender
Dichte an Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)ketten der Beitrag der Wasserstoffbriickenbindungen
zur Loslichkeit gesenkt wird und die inter- und intramolekularen Wechselwirkungen
zunehmen bis es schlielich zur Aggregation kommt. Da die lokale Dichte von PiPrOx-Ketten
in der Polymerbdirste viel groRer ist verglichen mit der Dichte im Makromonomer, kommt es

hier schon bei niedrigeren Temperaturen zur Aggregation der Polymere.
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Abbildung 4.1.19: Absorption bei einer Wellenlange von 400 nm als Funktion der Temperatur; c= 1g/l; rote

Kurve: PiPrOx-Makromonomer; schwarze Kurve: PiPrOx-Birste
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4.1.5 Molekulkollaps der Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)blrste im Bereich des

Phasenlibergangs

Da wie in Kapitel 4.1.4 gezeigt, die PiPrOx-Birsten einen Phasenubergang besitzen, sollte
nun das Phasenubergangsverhalten mittels dynamischer Lichtstreuung detaillierter
untersucht werden, &hnlich zu friheren Studien von Birstenpolymeren mit PNIPAM
Seitenketten.™*! Dynamische Lichtstreuung wurde bei einer kleinen Konzentration von c=
0.043 g/l gemessen, wobei die Temperatur erhéht wurde. Anfangs wurde in 2 °C Schritten
erhoht, bis man bei 28°C in die Nahe des Phasenibergangs kam und man nun in 0.5°C —
0.2°C Schritten die Temperatur erhéhte. Der hydrodynamische Radius wurde als Funktion
der Temperatur aufgetragen (Abbildung 4.1.20) und es lasst sich eine eindeutige Abnahme

des Ry, bis hin zur Phasenubergangstemperatur bei Tr= 29.8 °C beobachten.
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Abbildung 4.1.20: Kollaps und Aggregation der PiPrOx-Blrsten in wassriger Lésung als Funktion der
Temperatur; c¢= 0.043 g/I; bis 29°C wurden die Werte erst 30 min nachdem die gewutnschte Temperatur

erreicht wurde aufgenommen; ab 29°C eine Stunde nachdem die gewtinschte Temperatur erreicht wurde

AuBerdem lasst sich erkennen, dass bei einer Temperatur von 29.8 °C neben Aggregaten mit
einer GroRe von 100 nm, auch kollabierte Einzelketten existieren. Mit zunehmender Zeit und

Temperatur wachsen Fraktion und Grol3e der Aggregate, bis bei einer Temperatur von T=
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33°C Aggregate von GroRBenordnungen zwischen 300 nm und Mikrometern die
Streuintensitat dominieren. Dies steht in Kontrast zu zylindrischen Bursten mit PNIPAM
Seitenketten, die bis 3°C oberhalb der Ubergangstemperatur stabil als spharische
Einzelmolekiile vorlagen.!***! Die Bildung von Aggregaten aus mehreren Ketten ist &hnlich zu
den flexiblen linearen Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)en ™*°! sowie zu kurzkettigen zylindrischen
Poly(2-ethyl-2-oxazolin)biirsten.?*!

Die weitere Abnahme von R, der Einzelmolekilketten im Bereich der Koexistenz von
Aggregaten und Einzelketten kann durch einen weiteren Kollaps der Polymerburste bis hin
zu einem Ry von 22 nm erklart werden oder durch Fraktionierungseffekte, wenn etwa

bevorzugt langere Polymerketten im bereits phasenseparierten Bereich aggregieren.

4.1.5 Zusammenfassung von Kapitel 4.1

Die ,,Grafting-Through“-Methode kann verwendet werden, um hochmolekulare Poly(2-
oxazolin)blrsten zu synthetisieren. Es konnte mit Hilfe dieser Methode ein Referenzsystem
hergestellt werden, an dem erste Charakterisierungsversuche erfolgreich durchgefihrt
wurden und eine allgemeine Methodik der Charakterisierung erarbeitet werden konnte.

Um dieses Referenzsystem zu synthetisieren wurde in einer mehrstufigen Synthese ein
Makromonomer aus 2-lIsopropyl-2-oxazolin hergestellt. Dazu wurde in zwei Stufen ein
Reagenz zu Methacrylamidfunktionalisierung von linearem Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)
synthetisiert. Dieses 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat wurde dann an ein durch die
Terminierung der lebenden kationischen ringdffnenden  Polymerisation amin-
funktionalisiertes lineares Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) gekoppelt. Durch anschliel3ende freie
radikalische Polymerisation oberhalb der Phasenlbergangstemperatur konnten zylindrische
Bursten mit einem hohen Molekulargewicht erhalten werden. Mittels Analyse durch
dynamische und statische Lichtstreuung konnten der Tragheitsradius und der
hydrodynamische Radius sowie das Molekulargewicht bestimmt werden. Die Abbildung mit
Hilfe der Rasterkraftmikroskopie visualisierte schlieflich die gewtinschten stébchenférmigen
Strukturen. Zur Bestimmung der Phasenlibergangstemperaturen der Makromonomers und
der Polymerbursten wurde die Absorption als Funktion der Temperatur untersucht. Die

Ubergangstemperatur der Biirsten (Tr= 31°C) unterscheidet sich um 19°C von der des
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Makromonomer (50°C). Abschlielend konnte mittels dynamischer Lichtstreuung das
Phasenubergansverhalten der PiPrOx-Bursten an der Phasengrenze untersucht werden. Bis
zur ihrer Phasenubergangstemperatur kann eine Abnahme des hydrodynamischen Radius
beobachtet werden. Oberhalb ihrer Tr liegen kollabierte Einzelmolekilketten neben

sekundaren Aggregaten vor.
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4.2 Synthese, Charakterisierung und polymeranaloge Umsetzung

Azid-funktionalisierter Poly(2-oxazolin)blrsten

Die in Kapitel 4.1 beschriebene Synthese der Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)blrsten als
Referenzsystem diente zur Etablierung einer Syntheseroute um Poly(2-oxazolin)blrsten
durch die ,,Grafting Through*“-Technik darzustellen und erste Charakterisierungsversuche
durchzufiihren. Im Folgenden soll nun die Synthese von Poly(2-oxazolin)blrsten mit einer
Azid-Funktionalisierung beschrieben werden. Durch Click-Chemie oder Reduktion der Azid-
Gruppe zu einem sekundéren Amin konnen die Bursten mit Farbstoffen oder biologisch

aktiven Molekdilen wie Proteinen, Antikérper und Zuckerreste funktionalisiert werden.

4.2.1 Synthese eines Azid-funktionalisierten Initiators

Far die Synthese der Azid-funktionalisierten Birstenpolymere wurde ein Initiator hergestellt,
der bei der Initiierung der lebenden kationischen Polymerisation der 2-Oxazoline eine Azid-
Gruppe am a-Terminus einfuhrt. So werden spater zylindrische Poly(2-oxazolin)birsten mit
eine Azid-Gruppe pro Seitenkette erhalten.

Der gewuinschte Azid - Initiator wurde in einer zweistufigen Synthese nach der Vorschrift von
Kim et al. ausgehend von 6-Chlorohexanol hergestellt.!*®! Durch nukleophile Substitution des
6-Chlorohexanols mit Natriumazid wurde im ersten Schritt 6-Azidohexanol erhalten

(Abbildung 4.2.1).

NaN,

///”\\\\////\\\\////\\\\v///C[ N3
o —_— ///”\\\\///”\\\V///”\\\V///
1. Gber Nacht HO
2. DMF
3.70°C

Abbildung 4.2.1: Reaktionsschema zur Herstellung von 6-Azidohexanol

Dieses wurde im nachsten Schritt ohne weitere Aufreinigung sofort verwendet. Das 6-
Azidohexanol wurde mit Tosylchlorid unter Abspaltung von Salzsédure zum gewinschten 6-

Azido-1-hexyltosylat umgesetzt (Abbildung 4.2.2). Die Hexylkette zwischen der Azid-Gruppe
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und dem Tosylrest wurde gewahlt, da so in den Polymerblrsten noch ein hydrophober
Spacer eingebaut wird, der im Hinblick auf eventuelle Zellexperimente von Vorteil sein

konnte.

2. CH,Cl, e
3.0°C
4.N(CH,CH,),

Abbildung 4.2.2: Reaktionsschema zur Synthese des Azid-Initiators, 6-Azido-1-hexyltosylat

Nach Aufreinigung des Produktes durch Flashchromatographie wurde die erfolgreiche
Umsetzung mittels ‘HNMR-Spektroskopie und IR-Spektroskopie iiberpriift. Besonders die IR-
Spektroskopie eignet sich zum Nachweis von Azid-Gruppen, da diese im IR eine
charakteristische Schwingung bei ungefahr 2100 cm™ besitzen. Das Protonenspektrum zeigt
keine Signale, die nicht dem gewinschten Produkt zugeordnet werden konnen (Abbildung

4.2.3),

CDCI
3

20 21 2.0 2.0 4142

3 (ppm)

Abbildung 4.2.3: *H-NMR-Spektrum des 6-Azido-1-hexyltosylats (300 MHz, T=293 K, LM: CDCl5)
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In Abbildung 4.2.4 ist das IR-Spektrum des Azid-Initiators gezeigt. Wie erwartet lasst sich die

charakteristische Azid-Schwingungsbande bei einer Wellenzahl von 2100 cm™ eindeutig
zuordnen.
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Abbildung 4.2.4: IR-Spektrum des 6-Azido-1-hexyltosylats

4.2.2 Synthese Azid-funktionalisierter Poly(2-oxazolin)makromonomere

Die Herstellung der Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolinymakromonomere erfolgte analog
zu der in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Synthesestrategie zur Darstellung eines Poly(2-
isopropyl-2-oxazolinymakromonomers. Im ersten Schritt wurde das gewiinschte Monomer,
2-Ethyl-2-oxazolin oder 2-Isopropyl-2-oxazolin, mittels lebender kationischer ringéffnender
Polymerisation polymerisiert. Als Initiator wurde nun das Azido-Tosylat verwendet, das die
Azid-Gruppe am a-Terminus einfiihrt. Der Abbruch folgte wie schon zuvor durch Mono-boc-
piperazin. Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde das lineare Poly(2-oxazolin), das
am o-Terminus die Azid-Gruppe besitzt und am o-Terminus eine sekundare Amingruppe,
mit dem 6-Methacrylamid-1-hexyl-chloroformiat am ®-Ende funktionalisiert um die

polymerisierbare Methacrylamidgruppe einzubringen (Abbildung 4.2.5).
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Abbildung 4.2.5: Reaktionsschema zur Synthese Azid-funktionalisierter Poly(2-oxazolin)ymakromonomere. a:
lebende kationische ringtffnende Polymerisation des 2-Oxazolinmonomers mit Azid-Initiator; b: Abspaltung

der Boc-Schutzgruppe; c¢: Funktionalisierung mit der Methacrylamidgruppe

Es wurden neben den Homopolymermakromonomeren aus 2-Ethyl-2-oxazolin und 2-
Isopropyl-2-oxazolin auch ein Block-co-makromonomer hergestellt mit einem Poly(2-ethyl-2-
oxazolin)block am Azid-Terminus und einem Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)block am ®-Ende.
Die lebende kationische ring-6ffnende Polymerisation von 2-Ethyl-2-oxazolin wurde durch
den Azid-Initiator gestartet, mittels Dulnnschichtchromatographie wurde auf den
vollstdndigen Umsatz des EtOx geprift, bevor das 2-Isopropyl-2-oxazolin fiir den zweiten
Block zugegeben wurde. Der Abbruch und die weitere Funktionalisierung erfolgten dann
Analog zu der zuvor beschriebenen Syntheseroute. Das Blockldéngenverhéltnis wurde mit
Hilfe der 'H-NMR-Analyse auf 60% PEtOx zu 40% PiPrOx bestimmt. Nach der
Funktionalisierung mit dem  6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat wurden die
Makromonomere durch Dialyse gegen Methanol mit eine Ausschlussgrenze von 1000 g/mol
aufgereinigt, um (iberschiissiges Chloroformiat abzutrennen. Mittels GPC, *H-NMR-

Spektroskopie, IR- und MALDI-ToF Spektroskopie wurden die Makromonomere analysiert.
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Tabelle 4.2.1 fasst die Ergebnisse aus NMR-Spektroskopie, GPC und MALDI-ToF-

Spektroskopie der Makromonomere zusammen.

Tabelle 4.2.1: Vergleich der Analyseergebnisse aus 'H-NMR-Spektroskopie, GPC und MALDI-ToF-

Spektroskopie
N3-PiPrOox N3-PEtOx N3-PEtOx-b-PiPrOx
Ha N/_\N o) NH e
N %N/\* — \ﬂ/ Torad; I N;('Hz%lN/\’kN\_/N\H/OICHz);NH\")k o —
%o o o o NJ‘H;C):P\/HN/\‘{: N\_/NYo(cnz);NNmJ‘\
Mw/M, (MALDI) | 1.13 1.2 ;
Mw/M, (GPC) 1.16 1.25 -
M, (MALDI) 4707 3623 -
/ g-mol™
M, (*H-NMR) 4946 3694 5869
/ g-mol™
M, (GPC)* 8877 10322 -
/g-mol™
My (MALDI) 5292 4330 -
/ g-mol™
My (GPC)* 10340 12866 -
/ g-mol™
P, (*H-NMR) 40 33 61
P, (MALDI) 38 32

* Polystyrol-Kalibierung

Da sowohl die GPC als auch die MALDI-ToF Messungen nicht ohne Probleme verliefen,

konnte aus Substanzmangel das Blockcopolymer nicht durch diese beiden Methoden

analysiert werden. Vergleicht man die Resultate der verschiedenen Analysemethoden fir die

Makromonomere N3-PiPrOx und N3-PEtOx so l&sst sich erkennen, dass die Ergebnisse aus

NMR und MALDI-ToF gut Ubereinstimmen. Desweiteren fallt auf, dass die Werte der

Molmasse, die aus den GPC-Messungen erhalten wurden viel zu groR sind. Dies liegt daran,

wie auch schon in Kapitel 4.1.2 beschrieben, dass Poly(2-oxazolin)e und Polystyrol, dass zur

Kalibrierung verwendet wurde, ein unterschiedliches Masse-zu-Ldnge Verhdaltnis besitzen,

welches die Molmasse grof3er erscheinen lasst. Moglicherweise fihrt die Unloslichkeit der

Ce-Spacer zwischen Azid-Gruppe und Polymer in DMF zur Bildung von Aggregaten, die das

Molekulargewicht ebenfalls groer erscheinen lassen. Abbildung 4.2.6 zeigt exemplarisch die
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GPC-Messung fur das Ns-PiPrOx Makromonomer. In Abbildung 4.2.7 und Abbildung 4.2.8
sind das 'H-NMR- und MALDI-ToF-Spektrum fiir das Ns-PiPrOx gezeigt. Alle weiteren

Spektren der anderen Makromonomere sind im Anhang ersichtlich.
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Abbildung 4.2.6:  Gelpermeationschromatogram des Azid-funktionalisierten  Poly(2-isopropyl-2-
oxazolin)makromonomers in DMF (LiBr 1g/l, T=333 K)

A Ay

NH
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Abbildung 4.2.7: 'H-NMR des Ns-Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)ymakromonomers (400MHz, T=293 K, LM: CD3;0D)
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Durch die Bestimmung des Verhaltnisses der Methacrylamidprotonen zu den Protonen der
Isopropylseitenketten bzw. der Ethylseitenkette konnte der Polymerisationsgrad P, aus dem
NMR bestimmt werden. Die Hauptverteilung des MALDI-ToF Spektrum stellt das Azid-
funktionalisierte PiPrOx-Makromonomer dar, allerdings findet eine Fragmentierung der Azid-
gruppe statt, so dass N, freigesetzt wird und eine Aminogruppe zurick bleibt. Die Tatsache,
dass Fraktionierungseffekte in der MALDI-ToF Spektroskopie nicht unterbunden werden
kdnnen und es Probleme bei den Messungen mit den Makromonomeren gab fuhrte dazu,
dass fiir alle weiteren Berechnungen die Werte aus der *H-NMR Spektroskopie verwendet

wurden.

1_0_ 3943.5.2
f—: 0.8-
D
)
5.‘.‘-3' 0.6 -
[
o 041
£
0.2 -
n I
2000 4000 6000 8000
M/z (g/mol)

Abbildung 4.2.8: MALDI-ToF Spektrum des Azid-funktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-

makromonomers

Die Azid-Funktionalitat der Makromonomere wurde mittels IR-Spektroskopie nachgewiesen.
Abbildung 4.2.9 zeigt beispielhaft das IR-Spektrum des N3-PiPrOx-Makromonomers mit der
charakteristischen ~ Azid-Schwingung bei 2100 cm™. Auch die beiden anderen

Makromonomere zeigen eine Schwingungsbande bei 2100 cm™, die Spektren sind im

Anhang ersichtlich.
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Abbildung 4.2.9: IR-Spektrum des N3-PiPrOx-Makromonomers

4.2.3 Synthese und Charakterisierung Azid-funktionalisierter zylindrischer

Poly(2-oxazolin)birsten

Nachdem die Synthese von drei verschiedenen Azid-funktionalisierten Makromonomeren
erfolgreich war, werden diese nun wie schon in Kapitel 4.1.3 beschrieben durch freie
radikalische Polymeristation der Methacrylamidgruppen zu Birstenstrukturen umgesetzt.
Um einen hohen Polymerisationsgrad zu erhalten, wurde in hochkonzentrierten wéssrigen
Losungen fiur 24 h bei 62°C polymerisiert (Abbildung 4.2.10). Da das Ns-PiPrOx-
Makromonomer eine Phasenlbergangstemperatur besitzt, die unterhalb von 62°C liegt,

wurde in diesem Fall im Bereich der Phasenseparation polymerisiert.

NH | NH

AN |
/\ C—N=N—C - 2Hal HaN, [ ] 4(
Na/(/HZC);I;[\/]’N\_/N\"/O\(CHZ)EH\'(“\ HN>_ | |_<NH2> %l’?Q/T
o o
R o

/ NH,
1.24h BN © -
2.62°C /NH /NH o
3.H,0 (H,Q)
; " N (Hzcl)s)J\

I N R

= —CHp=CHy, p,c-on,

Abbildung 4.2. 10: Reaktionsschema zur Synthese von Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)blrsten
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In allen Polymerisationsansatzen, unabhangig davon welches Makromonomer verwendet
wurde, erhielt man eine hochviskose bis feste Polymerldsung, die in Methanol gelést wurde.
Das Methanol wurde abgedampft und der Rickstand gefriergetrocknet um
Wasserriickstdnde zu entfernen. AnschlieBend wurden die Polymakromonomere durch
Ultrafiltration  mittels Amicon Zentrifugenfilter aufgereinigt, um  Uberschissiges
Makromonomer und kugelférmige Polymerfraktionen abzutrennen. Die erhaltenden
Polymerblrsten wurden mittels IR-Spektroskopie, GPC, dynamischer und statischer
Lichtstreuung sowie Rasterkraftmikroskopie (AFM), als abbildende Methode charakterisiert.

Um zu uberprifen, ob die Azid-Gruppen die freie radikalische Polymerisation Uberstanden
haben, wurden zuerst IR-Spektren der Burstenpolymere gemessen. Abbildung 4.2.11 zeigt
exemplarisch das IR-Spektrum der Ns-PiPrOx-Burste, alle weiteren IR-Spektren kdnnen im
Anhang gefunden werden. Wie auch schon in den Spektren der Makromonomere ist fur alle
drei Burstenpolymere die charakteristische Azid-Schwingungsbande bei einer Wellenzahl
von 2100 cm™ sichtbar und somit gezeigt, dass die Polymerbirsten erfolgreich mit

Azidgruppen funktionalisiert wurden.
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Abbildung 4.2.11: IR-Spektrum der N3-PiPrOx-Biirste
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Abbildung 4.2.12 zeigt die Gelpermationschromatogramme der drei verschiedenen N3-POx-
Birsten. In allen drei Fallen lasst sich eine breitere jedoch Uberwiegend monomodale
Verteilung erkennen. Die Breite der Verteilung ist ein typisches Artefakt fur die freie
Radikalik, die durch ihre geringe Kontrolle meist zu breiteren Verteilungen fuhrt. Besonders
bei der Blockcopolymerbirste lasst sich ein Tailing hin zu den kleineren Molmassen
erkennen, das entweder durch Adsorption an die Saule oder durch Reste einer kleineren

Molmassenverteilung, die nicht abgetrennt werden konnte, verursacht wird.
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Abbildung 4.2.12: Gelpermationschromatogramme der verschiedenen Ns-Poly(2-oxazolin)birsten in DMF

(LiBr 1g/1, T= 333 K); a: N3-PiPrOx-Biirste; b: N;-PEtOX-BUrste; ¢: N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste

Alle Bursten wurden mit dynamischer und statischer Lichtstreuung untersucht. Abbildung
4.2.13 zeigt die Zimmplots und die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung fur die drei

verschiedenen Azid-funktionalisierten zylindrischen Poly(2-oxazolin)birsten.
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Abbildung 4.2.13: links: Zimmplots der drei verschiedenen Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)birsten in
Methanol bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad (5 Gradschritte); Salz: Lithiumbromid (c= 5 mM)

a: Na-PiProx-Biirste, ¢;= 0.5056 g/I; ¢,= 0.4065 g/l; ¢s= 0.3100 g/l; ¢,= 0.2091 g/!; cs= 0.1032 g/I; M,,= 1.36-10°
g/mol; Ry= 37.38 nm; A,= 1.69-10° mol-cm*/g% dn/dc= 0.1633 cm®/g; k= 210" cm/g

b: N3-PEtOx-Biirste, ¢;= 0.503 g/l; c;= 0.3990 g/!; ¢5= 0.2982 g/l; ¢,= 0.1978 g/l; ¢s= 0.1017 g/I; M,= 6.18:10°
g/mol; Rg= 32.29 nm; A,= 1.476-10° mol-cm*/g% dn/dc= 0.1773 cm®/g; k= 210" cm/g
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¢: N3-PEtOx-b-PiPrOx-Burste, c;= 0.2231 g/l; c,= 0.1829 g/l; ce= 0.1376 g/l; c,= 0.0941 g/l; M= 3.21-10°
g/mol; Ry= 60.53 nm; A= 7.23-10° mol-cm*®/g’; dn/dc= 0.1767 cm*/g; k= 5-10"" cm/g

rechts: DLS der POx-Bursten in Methanol bei T= 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte); Salz:
Lithiumbromid (c= 5 mM); n= 0.5867; a: N;-PiPrOx-Burste, c= 0.4935 g/I; Ry= 26 nm; b: N3-PEtOx-Blirste, c=
0.5128 g/l; Ry= 21 nm; c: N3-PEtOx-b-PiPrOx-Burste, c= 0.3408 g/l; Ry,= 42 nm

Alle Werte der statischen und dynamischen Lichtstreuung sowie die Ergebnisse aus den GPC-

Messungen sind in Tabelle 4.2.2 noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 4.2.2: Ergebnisse der GPC-Messungen sowie der dynamischen und statischen Lichstreuung der

Azid-funktionalisierten POx-Bursten

M, (GPC)* | My, (GPC)* | PDI Ry/ Ro/ | p= My (LS) |dn/dc | Py
/gmol* | /gmol* | (GPC) | nm nm | Ry/R, | /g-mol™ | cm®g™ | (LS)
N3-PiPrOx- 2.68:10°* | 4.89-10°* [1.83 |37.38 |26 [144 |1.26.10° |0.1633 | 254
Birste
N3-PEtOX- 2.06:10%* |3.47-10°>* | 168 |3229 |21 |[154 |6.1810° |0.1773 | 167
Birste
N3-PEtOx-b- | 4.45.10°* | 1.10-10%°% | 247 |60.53 |42 |1.44 |3.21.10° |0.1767 |547
PiPrOx-Birste

* Polystyrolkalibierung

Die Tragheitsradien der Azid-funktionalisierten Polymerbursten liegen zwischen 32 nm und
62 nm, wahrend die hydrodynamischen Radien zwischen 21 und 42 nm schwanken und
somit p-Verhéltnisse zwischen 1.4 und 1.6 erhalten werden. Die Polymerisationsgrade Py,
die aus der Lichtstreuung erhalten werden, liegen zwischen 165 und 550. Es féllt auf, dass
die Polymerisationsgrade der Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)btrsten deutlich kleiner
sind als der Polymerisationsgrad der unfunktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)burste,
der 1050 betragt. Ein mdoglicher Grund kénnte die unterschiedliche Aufreinigung der
Makromonomere sein. Wahrend das unfunktionalisierte PiPrOx-Makromonomer durch
Flashchromatographie aufgereinigt wurde, fand die Aufreinigung der Azid-funktionalisierten
Makromonomere durch Dialyse statt, da kein geeignetes Laufmittel bzw. Laufmittelgemisch
fur die Aufarbeitung durch Flashchromatographie gefunden werden konnte. Moglicherweise
blieben durch die Dialyse Verunreinigungen zurtick, die die Polymerisation storten und zu
vergleichsweise kleineren Polymerisationsgraden flihrten. Die Thermolyse der Azidgruppe

und ein damit verbundener Abbruch der Polymerisation kbnnen ausgeschlossen werden, da
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die Temperaturen zur Thermolyse der Azidgruppen bei tiber 100°C liegen, die Polymerisation
aber nur bei 62°C stattgefunden hat. 748!

Dennoch konnten noch ausreichend hohe Molekulargewichte und Polymerisationsgrade
erhalten werden. AulRerdem ist erkennbar, dass die Werte fur das mittlere Gewichtmittel My,
der Azid-Bursten, dass durch statische Lichtstreuung bestimmt wurde, sich deutlich von dem
Wert My, der aus den GPC-Messungen erhalten wurde unterscheidet. Dies liegt daran, dass
die GPC-Messungen auf linearen Polystyrolkalibrierungen beruhen, die Azid-Bursten aber
verzweigte Strukturen darstellen. Ein Birstenpolymer mit dem gleichen Molekulargwicht wie
ein lineares Polymer besitzt einen groRBeren hydrodynamischen Radius durch die
gegenseitige sterische AbstolRung der Seitenketten und die damit verbundene Aufweitung.
Dem entgegenwirkend findet eine Verkiirzung der Hauptkette im Vergleich zum linearen
Polymer statt. Die Verkiirzung der Hauptkette Uberwiegt bei Polymerbirsten und fihrt in
der GPC zu scheinbar kleineren Molmassen. So l&sst die GPC keine exakte Aussage uber das
Molekulargewicht der Probe zu, stattdessen erhdlt man eine Idee udber die

Molekulargewichtsverteilung.

Nach spin coaten auf eine Mica-Oberflache konnten die Ns-POx-Bursten mittels
Rasterkraftmikroskopie abgebildet werden (Abbildung 4.2.14). Es lassen sich wurmartige
Strukturen erkennen, deren Langen und Verteilungen mit den Ergebnissen aus der

statischen und dynamischen Lichtstreuung korrelieren.
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Abbildung 4.2.14: Trockene AFM-Aufnahmen der N3-Poly(2-oxazolin)e nach spin coating aus wassriger
Losung auf Mica; c= 0.1 g/l; links: Hohenbilder; rechts: Amplitudenbilder; a: N5-PiPrOx-Burste, b: N3-PEtOx-
Buirste, ¢: N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste

Die unterschiedlichen Molekulargewichte, die in der statischen Lichtstreuung erhalten
wurden, spiegeln sich in den AFM-Aufnahmen deutlich wieder. So ist zu erkennen, dass die
Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Burste die langste Konturlange passend zum grofen Molekulargewicht
aufweist. Im Gegensatz dazu erkennt man in der Aufnahme der N3-PEtOx-Biirste , die mit ca.
620 000 g/mol das kleinste Molekulargewicht besitzt, neben wurmartigen Sturkturen auch
eine Vielzahl an niedermolekularen kugelformigen Molekdlen. In allen drei Aufnahmen sind
kugelformige Anteile zu erkennen, die mittels Ultrafiltration nicht abgetrennt werden

konnten. Fraglich ist nun woher die extrem unterschiedlichen Molmassen der drei
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zylindrischen Blrstenpolymere kommen. Vermutlich liegt es daran, dass der Umsatz der
Funktionalisierung mit der Methacrylamidgruppe der Makromonomere aus NMR zwischen
60% und 90% schwankt. So sind nur 60% des Ns-PEtOx-Makromonomers mit einer
polymerisierbaren Gruppe funktionalisiert, 75% der Ns-PiPrOx-Makromonomere und 90%
der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Makromonomere. Da keine Abtrennung der linearen Polymere ohne
Methacrylamidgruppe bei der Dialyse stattfindet und die Aufreinigung Uber die
Saulenchromatographie wie oben erwdhnt nicht moglich waren, stellten die
Makromonomere  eine  Mischung aus  Methacrylamid-funktionalisierten  und
unfunktionaliserten Molekilen dar. Beim Ansetzen der Polymerisationlésungen stimmen die
Konzentrationen an Makromonomer nicht exakt und die linearen Polymere konnten dartber
hinaus die Radikalik mit ihrer freien Aminogruppe stdren, was zu geringeren

Molekulargewichten fuhrt.

4.2.4 Farbstoffmarkierung der zylindrischen Ns-Poly(2-oxazolin)birsten

mittels kupferfreier Click-Chemie

Die Azid-Alkin Click Chemie ist eine hoch effiziente und spezifische Reaktion, die gegentber
den meisten funktionellen Gruppen tolerant ist. Meistens wird sie mit Cu(l) als Katalysator
eingesetzt. Volet et al. hat beispielsweise a- und w-Azid-end-funktionalisierte lineare Poly(2-
methyl-2-oxazolin)e synthetisiert und diese mit verschiedenen Alkinen unter Kupferkatalyse
umgesetzt.*¥! Binder und Gruber haben ebenfalls Azid-funktionalisierte Poly(2-oxazolin)e
hergestellt. Dabei handelt es sich um Blockcopolymere bestehend aus 2-Azidophenyl-2-
oxazolin und 2-Methyl-2-oxazolin.®® Wie in Kapitel 2 beschrieben, steigert die
Kupferkatalyse die Reaktionsgeschwindigkeit dieser 1,3-dipolaren Cycloaddition enorm,
jedoch ist im Hinblick auf eine biologische Anwendung die Wahl von Kupfer als Katalysator
nicht empfehlenswert, da Cu(l)-lonen hoch toxisch fir Zellen und Organismen sind. Bertozzi
und Mitarbeiter haben eine Methode entwickelt bei der es moglich ist, ohne Kupfer(l) Zusatz
zu ,clicken®. ©2°1 Dabei werden cyclische Oktinverbindungen verwendet, die aufgrund ihrer
Ringspannung auch unkatalysiert spontan bereits bei Raumtemperatur mit Aziden reagieren.

Zum jetzigen Zeitpunkt sind verschiedene Molekile mit solchen Cyclooktinen
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funktionalisiert, so dass von Farbstoffen bis hin zu Antikdrpern alles mittels kupferfreier Click

Chemie reagiert werden kann.

Die erfolgreiche Synthese von Azid-funktionalisierten zylindrischen Poly(2-oxazolin)birsten
wurde in Kapitel 4.2.3 beschrieben. Um die Aktivitat der Azid-Gruppen zu Uberprifen
besonders in Hinblick auf eine Anwendung im biomedizinischen Bereich, wurden die Azid-
Bursten mit dem Farbstoff Carboxyrhodamin 110 gelabelt. So sind diese fir weiterfihrende
Versuche wie beispielsweise Zellexperimente bereits farbstoffmarkiert. Der Farbstoff-
Carboxyrhodamin 110 ist mit einem PEG-Spacer aus vier Ethylenglykol
Wiederholungseinheiten funktionalisiert und tragt eine Dibenzocyclooctin (DBCO)
Funktionalitat. Da sowohl Farbstoff als auch DBCO-Systhem sehr hydrophob sind, trégt der
PEG-Spacer zur Hydrophilie des Molekiils bei.

Im Reaktionsansatz wurde so viel Farbstoff mit der Blrste reagiert, dass theoretisch zwei
Farbstoffmolektile pro Birste clicken sollten. Mit Hilfe von Ultrafiltration in
Amiconzentrifugeneinsatzen (Ausschlussgrenze 3000 g/mol) wurde der Uberschissige freie

Farbstoff abgetrennt.
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Abbildung 4.2.15: Reaktionsschema der kupferfreien Click-Reaktion zwischen dem DBCO-funktionalisierten

Farbstoff Carboxyrhodamin und den Azid-POx-Biirsten
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Abbildung 4.2.15 zeigt die Farbstoffmakierung der Azid-funktionalisierten Poly(2-
oxazolin)bursten mit Hilfe der kupferfreien Click-Chemie. Die Farbstoff-gelabelten
zylindrischen Blrsten wurden mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)
analysiert um zu dberprifen, ob die Reaktion erfolgreich war und wieviele Farbstoffe

kovalent an einer Polymerburste gebunden sind (Abbildung 4.2.16).
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Abbildung 4.2.16: FCS Autokorrelationsfunktionen des freien Farbstoffs und der Farbstoff gelabelten N;-POx-
Bursten in H,0, T= 295.15 K, n=0.9581

Zum Vergleich sind jeweils die Autokorrelationsfunktion des freien Farbstoffs und der

jeweiligen Polymerbirste aufgetragen. Wie erwartet ist die Diffusionszeit der Farbstoff-

markierten Polymerbursten viel groRer, was ein erster Beweis fur die erfolgreiche kovalente

Bindung des Farbstoffs an das Polymer ist. Uber die Stokes-Einstein Beziehung kann aus der

FCS der hydrodynamische Radius der gelabelten Blrstenpolymere berechnet werden, wobei
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der Diffusionskoeffizent aus dem Zusammenhang der Diffusionszeit und konfokalem
Detektionsvolumen erhalten wird. Uber den Zusammenhang der Polymerphotocounts zu

den Farbstoffphotocounts kann die Anzahl der gebundenen Farbstoffe bestimmt werden.

Tabelle 4.2.3: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie der Farbstoff-

markierten N5;-POx-Birsten

Rn (FCS)/ nm | Ry (LS) in H20 /nm Anzahl der gebundenen
Farbstoffe
N3-PiPrOx-Birste F 26 24 3
N3-PEtOx-Blrste F 19 23 4
N3-PEtOx-b-PiPrOx- 36 36 4.6
Blrste F

In Tabelle 4.2.3 sind die Ergebnisse der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie gezeigt. Die
Werte fur die hydrodynamischen Radien, die aus den FCS-Messungen erhalten werden,
stimmen gut mit den Werten aus der dynamischen Lichtstreuung tberein (DLS-Messungen
der Azid-funktionalisierten POx-Biursten in Wasser siehe Anhang). Daraus lasst sich
schlieRen, dass durch die gebundenen Farbstoffe keine Aggregation induziert wird. Die
Autokorrelationsfunktionen der Burstenpolymere wurden mit einem Zweikomponentenfit
angendhert. Die eine Komponente stellt die Farbstoff-markierte Polymerbirste und die
andere noch vorhandenen freien Farbstoff dar. In allen Polymerlésungen wurde ein Anteil
von 10 % freiem Restfarbstoff detektiert, der nicht vollstdndig durch die Ultrafiltration

abgetrennt werden konnte.

Um Absorption der Farbstoffe an die Birstenpolymere durch nicht kovalente
Wechselwirkungen auszuschlielen wurde ein Kontrollexperiment durchgefihrt, bei dem
unfunktionalisierter Farbstoff mit Polymerlésungen der drei verschiedenen Azid-Blrsten
gemischt wurde. AnschlieBend wurden diese Mischungen ebenfalls mit der FCS analysiert.
Dies erlaubt es zu Uberprtifen, ob aulier dem freien Farbstoff selbst auch die Polymerbursten
korrelieren, was als Hinweis auf die unerwtinschte Adsorption von Farbstoffmolekdilen an die
N3-POx-Blrsten interpretiert werden mdisste. Abbildung 4.2.17 zeigt exemplarisch die
Autokorrelationsfunktion fur die Mischung des unfunktionalisierten freien Farbstoffs und der
Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Burste. Anhand der Diffusionszeiten l&sst sich erkennen, dass es sich um

die Korrelation des freien Farbstoffes handelt und keine gréReren Molekiile korrelieren. Die
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Ergebnisse der Messungen fur die N3-PEtOx-Blrste und N3-PiPrOx-Blrsten zeigen ebenfalls
nur die Korrelation des freien Farbstoffes (Abbildung siehe Anhang). Somit kann die

Adsorption des Farbstoffes an die Polymerbirsten ausgeschlossen werden.

(G,(T)-1)

10° 10" 10° 10? 10 10°
Zeit (s)

Abbildung 4.2.17: FCS Autokorrelationsfunktion der Mischung aus freiem unfunktionalisiertem Farbstoff und

der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birste in H,O, T=295.15 K, = 0.9581

Um zu Uberprufen, ob die kovalente Anbindung die Fluoreszenz Ouantenausbeute des
gebundenen Farbstoffes veréndert, wurden Losungen der Farbstoff-markierten
Polymerbursten sowie des freien Farbstoffes mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie
analysiert (Abbildung 4.2.18, Abbildung 4.2.19).
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Abbildung 4.2.18: Vergleich der Anregungs- und Emissionsspektren der Farbstoff-markierten N;-POx-Birsten
und des freien Farbstoffs (normierte Werte)
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Abbildung 4.2.19: Exemplarischer Vergleich des Emissionsspektrum zwischen dem freien Farbstoff und dem

an der N3-PEtPOx-b-PiPrOx- Birste gebundenen bei identischer optischer Dichte und spektralen Parametern
(Intensitat, Wellenlénge, Spaltbreiten, Empfindlichkeit)
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Das Anregungs-und Emissionsspektrum des freien Farbstoffes andert sich nicht im Vergleich
zu den Polymer- gebundenen Farbstoffmolekilen. Exemplarisch wird der Vergleich des
Emissionspektrums  des  freien  Farbstoffes und der  Azid-funktionalisierten
Blockcopolymerbirste gezeigt. Die Intensitat der Emission des an das Polymer gebundenen
Farbstoffes nimmt um ca. 20 % ab verglichen mit der Intensitdt der Emission des freien
Farbstoffes. Das Quenching, das durch die Polymerbirsten verursacht wird, ist somit
vergleichsweise gering. Die kupferfreie Click-Chemie scheint eine gute Alternative zu den
bisher verwendeten Methoden zum etablierten Labeling von Polymeren ber beispielsweise

Aktivester darzustellen.

4.2.5 Polymeranaloge Umsetzung der Azid-Gruppen mittels Staudinger

Reduktion

Heutzutage gibt es eine Vielzahl an Mdglichkeiten zur Synthese von definierten Polymeren,
jedoch ist die Synthese funktioneller Polymere sehr anspruchsvoll. Viele funktionelle
Monomere storen oder inhibieren die Polymerisation. Nachtragliche
Modifikationsreaktionen auch ,,polymeranaloge Reaktionen* genannt, bieten einen breiten

Zugang zur Darstellung funktioneller Polymere.!**!

Die analoge Reduktion der Azid-Gruppen zur Staudinger Reaktion ermdglicht die Darstellung
zylindrischer Amino-funktionalisierter Poly(2-oxazolin)birsten. Bei der Staudinger Reduktion
reagieren Triphenylphosphin und das gewinschte Azid zu einem cis-konfigurierten
Phosphazid. Durch konzertierte Stickstoffabspaltung entsteht ein Phosphazen, das sich durch

Hydrolyse in Triphenylphosphinoxid und das Amin umsetzen (Abbildung 4.2.20).1*%?
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NH,
+ O=——=PPhy

N——=PPh,

Abbildung 4.2.20: Mechanismus der Staudinger Reduktion

Die Azid-funktionalisierten POx-Blrsten wurden analog der niedermolekular beschriebenen
Staudinger Reduktion nach einer Vorschrift von Nepomniaschiy et al. umgesetzt.*®! Der
Unterschied liegt darin, dass anstatt des wasserunldslichen und somit auch ungeeigneten
Triphenylphosphins, das wasserlosliche Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) verwendet
wurde. Dies macht die spatere Abtrennung des Uberschissigen TCEP leichter. Die
Polymerbirsten sind gut in Methanol und Wasser 16slich, Triphenylphosphin hingegen ist
Wasser unléslich und in Methanol nur hinreichend I8slich, so dass es in Testreaktionen nicht

vollstéandig abgetrennt werden konnte.
Die Na-Poly(2-oxazolin)biirsten wurden mit einem 5-fachen molaren Uberschuss an Tris(2-

carboxyethyl)phosphin in Wasser umgesetzt (Abbildung 4.2.21). Mittels Ultrafiltration wurde
das Uberschiissige TCEP und dessen Reaktionsprodukt (TCEPO) abgetrennt.
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Abbildung 4.2.21: Reaktionsschema der polymeranalogen Reduktion der Azid-POx-Birsten
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Die nach der Reduktion erhaltenen zylindrischen Birsten wurden mittels IR-Spektroskopie
und dynamsicher Lichtstreuung analysiert. Durch die IR-Spektroskopie kann uUberprift

werden, ob der quantitative Umsatz erzielt wurde.
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Abbildung 4.2.22: links: IR-Spektrum der N3-PiPrOx-Biirste; rechts: IR-Spektrum der N;-PiPrOx-Birste nach
Reduktion

Abbildung 4.2.22 zeigt exemplarisch die IR-Spektren der Azid-funktionalisierten PiPrOx-
Burste vor (links) und nach der Reduktion mit TCEP (rechts). Es lasst sich eindeutig erkennen,
dass die Azid-Schwingungsbande komplett verschwunden ist, was die erfolgreiche Reduktion
der Azid-Gruppen belegt. Auch die Reduktion der anderen beiden Azid-funktionalisierten
Burstenpolymere war erfolgreich, die IR-Spektren der reduzierten Birsten konnen im
Anhang eingesehen werden.

Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung wurde Uberpriift, ob der hydrodynamische Radius

wie zu erwarten unverandert geblieben ist.
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Abbildung 4.2.23: DLS der NH,-POx-Birsten in Methanol bei T= 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20

Gradschritte); Salz: Lithiumbromid (c= 50 mM); n= 0.5867; rechts: NH,-PiPrOx-Biirste, c= 0.4935 g/I; Ry= 24.5

nm; links: NH,-PEtOx-Burste, c= 0.5128 g/I; Ry= 21 nm; mitte: NH,-PEtOx-b-PiPrOx-Birste, c= 0.3408 g/I; Ry=

43 nm

Abbildung 4.2.23 zeigt die Ergebnisse der

dynamischen Lichtstreuung der

funktionalisierten POx-Blrsten in Methanol. Die Ergebnisse der wassrigen DLS-Messungen

konnen im Anhang eingesehen werden. Die Radien der wassrigen und methanolischen

Messungen stimmen im Rahmen des Fehlers Uberein.
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Tabelle 4.2.4: Ubersicht (iber die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung der zum Amin reduzierten

NH,-POx-Birsten

Nz- NH,- N3-PEtOx- | NH,-PEtOx- N3-PEtOx- | NH,-PEtOx-
PiPrOx- | PiPrOx- | Biirste Blrste b-PiPrOx- | b-PiPrOx-
Blrste Blrste Blrste Blrste

Rn  (MeOH)/ 26 24.5 21 21.3 42 43

nm

Tabelle 4.2.4 zeigt eine Ubersicht der hydrodynamischen Radien der Azid-funktionalisierten
Polymerbirsten im Vergleich zu den reduzierten Amino-funktionalisierten Blrsten. Die
Radien der Amino-modifizierten Bursten stimmen im Bereich des Fehlers mit den Radien der
Azid-funktionalisierten POx-Bursten tberein und es konnten keine Aggregate oder groRRere

Strukturen detektiert werden.

4.2.6 Phasenubergangsverhalten der Polymerbirsten in Abhangigkeit ihrer

Funktionalisierung

Analog zu der Bestimmung der Phasenlbergangstemperaturen der Poly(2-isopropyl-2-
oxazolin)biirste und des Makromonomers, wurden auch die Ubergangstemperaturen der
Azid-funktionalisierten Makromonomere, der Azid-funktionalisierten POx-Biirsten sowie der

Amino-funktionalisierten Birsten mittels UV-Spektroskopie bestimmt.
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Abbildung 4.2.24: Absorption bei einer Wellenlédnge von 400 nm als Funktion der Temperatur; c= 1g/l; links:
N;-PiPrOx-Makromonomer und Birste; rechts: N;-PEtOx-Makromonomer und Biirste, Salz: c= 3 M NaCl;

mitte: N;-PEtOx-b-PiPrOx-Birste, Salz: c= 2.5 M NaCl

Abbildung 4.2.24 zeigt die Absorption der Azid-funktionalisierten Makromonomere sowie
Polymerbirsten als Funktion der Temperatur. Aus Mangel an Substanz konnte die
Tribungskurve fur das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Makromonomer nicht gemessen werden. Es zeigt
sich jedoch anhand der anderen beiden Polymere, dass wie zu erwarten die
Ubergangstemperatur des linearen Makromonomers deutlich hoher liegt als die der
Polymerburste. Wie schon in Kapitel 4.1.4 beschrieben, ist das Phasentbergangsverhalten
stark von der Dichte der Hydrophobie bestimmt. Die Birstenpolymere besitzen durch ihre
Seitenketten, im Vergleich zu den linearen Makromonomeren eine wesentlich hydrophobere
Umgebung, die sich in einer niedrigeren Phasenlbergangstemperatur zeigt. Tabelle 4.2.1
gibt einen Uberblick tber die Phaseniibergangstemperaturen der Azid-funktionalisierten

Makromonomere sowie Polymerbursten.

Tabelle 4.25 Ubersicht der Phaseniibergangstemperaturen der  Azid-funktionalisierten

Makromonomere sowie Polymerbursten

Ns-PiPrOx- N3-PiPrOx- | N3-PEtOx- N3-PEtOx- | N3-PEtOx-b-
Makromonomer | Blrste Makromonomer | Blrste PiPrOx-Biirste
(3M NacCl) (3M NaCl) | (2.5 M NaCl)
T:/°C 37 26 38 29 26
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Die Makromonomere besitzen eine um 10°C erhohte Phasenlbergangstemperatur
verglichen mit der Polymerburste. Vergleicht man die Phasenlibergangstemperatur der
unfunktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste (T+= 31 °C) mit der Temperatur der
Azid-funktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste (T+= 26°C) so fallt auf, dass die Ns-
funktionalisierte PiPrOx-Biirste eine um 5°C niedrigere Ubergangstemperatur besitzt. Die
Einfuhrung  der  Azid-Gruppe am  Ende jeder  Seitenkette senkt die
Phasenubergangstemperatur, durch den Anstieg der Hydrophobie im Polymer. Dies fihrt
dazu, dass die inter-und intramolekularen Wechselwirkungen bei tieferer Temperatur
einsetzen und es zu einem frihzeitigen Kollaps und zur weiteren Aggregation mit
Phasenseparation kommt.

Die Phasenlibergangstemperatur von Poly(2-etyhl-2-oxazolin)en liegt laut Literatur zwischen
60 und 70°C.[®) Beim Aufheizen der N3-PEtOx-Makromonomere und Biirsten konnte jedoch
keine Zunahme der Absorption detektiert werden. Daher wurde Natriumchlorid zu den
wassrigen Losungen zugegeben bis zu einer finalen Konzentration von 3 mol/l. Nun konnte
sowohl fur das N3-PEtOx-Makromonomer als auch fur die Blrste ein Phaseniibergang
beobachtet werden, da die Zugabe von Salz die Phasenlibergangstemperatur senkt
(,,Aussalzeffekt”). Auch die Bestimmung der Phaseniibergangstemperatur der N3-PEtOx-b-
PiPrOx-Burste fand bei einer Salzkonzentration von 2.5 M NaCl statt, da salzfrei auch hier
kein Phasenlibergang im Bereich von 20-70°C detektiert werden konnte. Durch Salzzugabe
konnte ein Ubergang bei 26°C beobachtet werden. Dies ist interessant, denn man hatte
erwarten konnen, dass aufgrund der geringen Ubergangstemperatur des Poly(2-isopropyl-2-
oxazolin)block der Phasenlibergang ohne Salzzugabe zu beobachten sein kann. Jedoch
scheint es, als wirde der duflere PEtOx-Block den inneren PiPrOx-Block abschirmen. Um
diese Vermutung zu bestatigen wird im néchsten Kapitel das Aggregationsverhalten in

Abhangigkeit der Temperatur mittels dynamischer Lichtstreuung analysiert.

In Abbildung 4.2.25 sind die Trubungskurven der Azid-funktionalisierten Blrsten sowie der
reduzierten Blrsten gezeigt. Schon auf den ersten Blick l&sst sich erkennen, dass die
reduzierten Bursten (schwarz) in allen drei Féllen eine héhere Phasenlibergangstemperatur
besitzen als die Azid-funktionalisierten Bursten. Dies war zu erwarten, da die entstandenen

Amino-Gruppen  die  Hydrophilie  der Birsten sowie den Beitrag der
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Wasserstoffbruckenbindungen zur Loslichkeit steigern, was sich folglich in einem Anstieg der

Phasenibergangstemperatur zeigt.

1.0 1.0
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Abbildung 4.2.25: Absorption bei einer Wellenlange von 400 nm als Funktion der Temperatur; c= 1g/l; links:
N3-PiPrOx- und NH,-PiPrOx-Burste; rechts: N;-PEtOx- und NH,-PEtOx-Biirste, Salz: c= 3 M NaCl; mitte: Ns-
PEtOx-b-PiPrOx- und NH,-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste, Salz: ¢c= 2.5 M NaCl

Tabelle 4.2.6: Ubersicht der Phaseniibergangstemperaturen der Azid-funktionalisierten sowie der

Amino-funktionalisierten Polymerbtirsten

Tr/°C 26 42 29 35 26 32
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Tabelle 4.2.6 zeigt eine Ubersicht der Phaseniibergangstemperaturen der Azid-
funktionalisierten POx-Bursten im Vergleich zu den Amino-funktionalisierten POX-Bursten.
Wie erwartet zeigen alle Amino-modifizierten Poly(2-oxazolin)bursten eine hohere
Phasenubergangstemperatur als die Azid-funktionalisierten. Durch die Amino-Gruppen
werden die Hydrophilie sowie die Mdoglichkeit der Wechselwirkungen Uber
Wasserstoffbriicken gesteigert und die Polymerbirsten bleiben langer solvatisiert. Auffallig
ist der Unterschied des Phasentibergangs der NH»-PiPrOx-Burste (links) im Vergleich zu dem
der N3-PiPrOx-Burste (rechts). Die Differenz der Phaseniibergangstemperaturen betragt 16°C
und der Anstieg verlauft sehr breit. Da die Azid-funktionalisierten zylindrischen
Polymerbirsten nach ihrer Reduktion zum Amin durch Protonierung im wassrigen Milieu
positive Ladungen tragen, kommt es zur elektrostatischen Abstofung der Molekile; die
Aggregation setzt also erst spater ein und verlauft langsamer. Dieses Phanomen l&sst sich bei
den anderen beiden Amino-funktionalisierten Birstenpolymeren nicht beobachten, da die
Messung des Phasenlibergangs nur durch Salzzugabe stattfinden kann. Die Zugabe von Salz
bewirkt eine Abschirmung der positiven Ladungen, wodurch die elektrostatischen
Wechselwirkungen inhibiert werden. Der Phasenubergang ist somit scharfer und die

Differenz der Ubergangstemperaturen geringer.

4.2.7 Untersuchung des Aggregationsverhaltens der zylindrischen N3-PEtOx-b-

PiPrOx-Burste mittels dynamischer Lichtstreuung

Das Aggregationsverhalten der Azid-funktionalisierten Kern-Schale Birste ist besonders
interessant, da es so scheint als wirde der auBere PEtOx-Block den inneren PiPrOx-Block
abschirmen und eine Aggregation verhindern. Durch temperaturabhangige Untersuchungen
mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung soll dies nun analysiert werden. Dynamische
Lichtstreuung wurde im Temperaturbereich von 15°C-45°C, deutlich oberhalb der
Phasentubergangstemperatur des PiPrOx-Blocks, bei einer Konzentration von ¢=0.032 g/l
gemessen. Die Temperatur wurde in zwei Grad Schritten erhéht und der hydrodynamische

Radius wurde als Funktion der Temperatur aufgetragen (Abbildung 4.2.26).
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Abbildung 4.2.26: Aggregationsverhalten der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Kern-Schale Birste in wassriger Losung als
Funktion der Temperatur; c= 0.032 g/l; Salz: Natriumbromid (c=10 mM); alle Werte wurden erst 30 min

nachdem die gewiinschte Temperatur erreicht wurde aufgenommen

Im Temperaturintervall von 20°C bis 42°C lasst sich in Folge des einsetzenden
Molekilkollapses eine kontinuierliche Abnahme des hydrodynamischen Radius beobachten.
Im Bereich des Phasentibergangstemperatur des PiPrOx-Blocks (30°C-37°C) zeigt sich keine
Aggregation, so dass man tatsachlich von einer Art Abschirmung bzw. Stabilisierung durch
den hydrophilen PEtOx-Block ausgehen kann. Die Abnahme des hydrodynamischen Radius
kann durch den Kollaps des inneren Blocks erklart werden. Zudem entstehen durch den
Kollaps des inneren Blocks spharische Bereiche in den Polymerbirsten, die zu einer
Abnahme des Durchmessers des Molekuls fihren. Durch intramolekulare Wechselwirkungen
der kollabierten Blocke mit den Nachbarblocken ist die Hauptkette gezwungen
Solvatationsmolekiile freizusetzen, wodurch auch eine Verkirzung der Hauptkette
verursacht wird.

Bei einer Temperatur von 45°C sind die intra- und nun auch intermolekularen
Wechselwirkungen der kollabierten Blocke so grolf3, dass Aggregate im Bereich von 200 nm
auftreten. Die PEtOx-Blocke sind nicht mehr ausreichend grof3, um die Wechselwirkungen
der PiPrOx-Blocke zu stabilisieren. Neben ersten Aggregaten kdnnen bei 45°C auch noch
Einzelmolekile detektiert werden, jedoch wachsen die Aggregate sehr schnell, so dass bei

50°C Aggregate von 300 nm die Streuintensitat dominieren. Somit trifft die Aussage, die aus
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den UV-Messungen getroffen wurden, dass der PEtOx-Block den PiPrOx-Block abschirmt nur
begrenzt zu. Bis zu einer Temperatur von 42°C kann man tatsachlich von einer Stabilisierung
durch den hydrophilen PEtOx-Block ausgehen, danach Uberwiegen die hydrophoben
Wechselwirkungen des kollabierten PiPrOx-Blocks und es kommt zur Aggregation. Eine
VergrofRerung des PEtOx-Block konnte die Stabilisierung vermutlich erh6hen und eine

Aggregation weiter hinauszdgern oder verhindern

4.2.8 Aggregationsverhalten der Azid- und Amino-funktionalisierten Poly(2-

oxazolin)bursten in humanem Serum

Die Analyse von Nanopartikeln in Anwesenheit von Serumsproteinen ist sehr wichtig, vor
allem im Hinblick auf eine Anwendung im medizinischen Bereich, da jegliche Art von
Absorptionsprozessen die Oberflachenbeschaffenheit des Nanopartikels &ndern und sich
somit auch die Verteilungseigenschaften des Partikels im Korper sowie die zelluldren
Wechselwirkungen verandern.™®! Dies kann auBerdem zur Bildung von groReren
Aggregaten oder sogar zur Blutgerinnung fiihren, wodurch es zur Thrombose kommen kann.
In unserer Gruppe wurde eine Analysemethode entwickelt, die es ermdglicht mit Hilfe der
dynamischen Lichtstreuung das Aggregationsverhalten von Nanopartikeln in humanem

Blutserum zu untersuchen.®

Poly(2-oxazolin)e sind strukturell verwandt mit Polypeptiden, weswegen sie auch haufig als
Pseudopeptide angesehen werden. Wie in Kapitel 2 beschrieben sind sie im Allgemeinen
biokompatibel und von grolRem Interesse fur die medizinische Anwendung. Folglich wird
erwartet, dass sie nur eine geringe Proteinabsorption zeigen. Die in dieser Arbeit
synthetisierten Ns-sowie NH,-funktionalisierten POx wurden von Sabine Gietzen auf ihr
Aggregationsverhalten in humanem Blutserum untersucht. Die Datenauswertung erfolgte

analog zu der von Rausch und Mitarbeitern veréffentlichten Methodik.®!
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Abbildung 4.2.27: Datenpunkte der Autokorrelationsfunktion der N3-PEtOx-Biirste (links) und der N3-PEtOx-b-
PiPrOx-Burste (rechts) in humanem Serum; Streuwinkel 60°; --- Multikomponentenfit und zugehoriges

Residium der Fitkomponeten aus Serum und Polymerbdirste

Abbildung 4.2.27 zeigt die Datenpunkte der Autokorrelationsfunktionen der Mischung aus
Serum und der N3-PEtOx-Birste (links) sowie der Mischung aus Serum und der N3-PEtOx-b-
PiPrOx-Burste (rechts). Die Datenpunkte kénnen perfekt durch einen Multikomponentenfit
bestehend aus Anteilen des Serums und einem Anteil der Blrste beschrieben werden, was

bedeutet, dass keine oder nur vernachlassigbare Aggregationen stattfinden.

In Abbildung 4.2.28 sind die Datenpunkte der Autokorrelationsfunktion der Mischung aus
Serum und der Ns-PiPrOx-Burste bei 30° (links) und 60° (rechts) gezeigt. Ein
Multikomponentenfit aus den Serumsanteilen und dem Anteil der Birste ist in violett
gezeigt. Es lasst sich erkennen, dass das dieser Fit die Datenpunkte nicht alle erfassen kann.
Durch Ergédnzung des Multikomponentenfit mit einem weiteren Anteil, der ein Aggregat
beschreibt lassen sich die Datenpunkte perfekt anfitten (griner Fit). Es ist sowohl bei 30° als

auch bei 60° ein Aggregatanteil zu erkennen.
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Abbildung 4.2.28: Autokorrelationsfunktionen der N3-PiPrOx-Birste in humanem Serum; links: Streuwinkel
30°; rechts: Streuwinkel 60°; --- Multikomponentenfit und zugehoriges Residium der Fitkomponenten aus
Serum und Polymerbirste; --- Multikomponentenfit und zugehériges Residium der Fitkomponenten aus

Serum und Polymerbiirste sowie zusatzlicher Aggregat-beschreibender Funktion

Tabelle 4.2.7 zeigt die verschiedenen Radien und Intensitatsbeitrdge der Mischung aus der
N3-PiPrOx-Birste und des Serums. Neben den hydrodynamischen Radius des Serums kénnen

Aggregaten im Bereich von 150nm-300 nm angefittet werden.

Tabelle 4.2.7: Ubersicht tiber die hydrodynamischen Radien und den Intensitatsbeitrag der Mischung
aus Serum und der N3-PiPrOx-Burste (S= Serum; I= prozentuale Anteil der Intensitat aus dem Beitrag

der Ampiltude g.(t) berechnet; P=untersuchter Partikel; A=Aggregat)

Rn(S)Y/ nm | 1(S)/ % Rn (P)/ nm | Ry (A)/ nm | | (A) /%
30° 36 77 23.5 364 20
60° 36 76 23.8 112 17

Der Unterschied des Aggregationsverhaltens der Ns-PiPrOx-Burste im Vergleich zu den
anderen beiden Blrstenpolymeren ist die Folge der Hydrophobizitat. Wahrend die anderen
beiden Biirsten eine hydrophile Oberflachenbeschaffenheit besitzen, ist die der N3-PiPrOx-
Biirste eher hydrophob. K. Rausch ' hat schon in ihrer Dissertation gezeigt, dass
hydrophobe Partikel zur Aggregation in humanem Serum neigen. Die hydrophoben Bereiche
des Partikels konnen mit Serumproteinen, wie beispielsweise den Lipoproteinen,
wechselwirken und fihren folglich zu Aggregaten von mehreren hundert Nanometern. Ein
weiterer Schritt ware nun die Analyse der einzelnen Serumskomponenten mit der N3-PiPrOx-

Burste um herauszufinden welche Serumsbestandteile die Aggregation verursachen. Durch
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Erhohen der Hydrophilie des Partikels, beispielsweise durch PEGylierung kann die
Aggregatbildung minimiert oder sogar verhindert werden. Die reine N3-PEtOx-Burste sowie
die Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Blrste zeigen keine Aggregation, da die Oberflache ausreichend
hydrophil ist. Der PEtOx-Block der Kern-Schale Birste schirmt den hydrophoben PiPrOx —
Block ab, sodass eine Aggregation verhindert wird. Die Unterschiede in der Hydrophilie
spiegeln sich nicht nur im Aggregationsverhalten im Serum wieder sondern auch im
Phasenubergangsverhalten, dass mit dem beobachteten Aggregationsverhalten in Serum

korreliert.

Nach der Reduktion der Ns-funktionalisierten Polymerbirsten wurden auch die Amino-
funktionalisierten Poly(2-oxazolin)birsten von Sabine Gietzen in humanem Serum analysiert.
Durch Einfiihrung der Amino-Gruppen entstehen positive Ladungen. Der Einfluss der
Oberflachenladung auf die Proteinkorona wird als wichtiger Parameter diskutiert und schon
in der Arbeit von Kristin Rausch konnte gezeigt werden, dass Ladungen einen erheblichen

Einfluss auf das Aggregationsverhalten von Nanopartikeln in Serum besitzen.®

Abbildung 4.2.29 zeigt die Datenpunkte der Autokorrelationsfunktionen der NH,-
funktionalisierten Poly(2-oxazolin)blrsten. In allen drei Féllen ist eine Fitfunktion aus den
Serumskomponenten sowie der Polymerbirstenkomponente nicht ausreichend, wie das
Residium des violetten Fits zeigt. Um alle Datenpunkte exakt beschreiben zu kbnnen ist eine
zusatzliche Aggregat-beschreibende Funktion nétig (griner Fit). Das hei3t alle Amino-

funktionalisierten POx-Bursten bilden Aggregate mit Bestandteilen des Serums.
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Abbildung 4.2.29: Autokorrelationsfunktionen der NH,-PiPrOx-Biirste (links), der NH,-PEtOx-Birste (rechts)
und der NH,-PEtOx-b-PiPrOx-Burste der in humanem Serum; Streuwinkel 30°; --- Multikomponentenfit und
zugehoriges Residium der Fitkomponenten aus Serum und Polymerburste; --- Multikomponentenfit und
zugehoriges Residium der Fitkomponenten aus Serum und Polymerbirste sowie zuséatzlicher Aggregat-

beschreibender Funktion

In Tabelle 4.2.8 sind die hydrodynamischen Radien und die Intensitatsbeitrage der Mischung
aus Serum und NH2-POx-Bursten gezeigt. Alle Birstenpolymere zeigen Aggregate im Bereich
von 300 nm. Die Intensitatsbeitrage der Aggregate schwanken, so dass der Beitrag der
Aggregate der NH,-PiPrOx-Burste zu der Gesamtintensitdt am geringsten ist. Es ist nicht
genau zu verstehen, warum die Aggregate der NH,-PiPrOx Burste den geringsten Beitrag zur
Gesamtintensitat haben. Um exakte Aussagen dartber treffen zu konnen, misste die
Komposition der Aggregate untersucht werden. So lieRe sich dann analysieren welche
Proteine an der Aggregatbildung beteiligt sind und ob es Unterschiede in der

Aggregatkomposition der verschiedenen N3-Blrstenpolymere gibt.

Tabelle 4.2.8: Ubersicht tiber die hydrodynamischen Radien und den Intensitatsbeitrag der Mischung
aus Serum und NH,-POx-Blrsten(S= Serum; I= prozentuale Anteil der Intensitat aus dem Beitrag der

Ampiltude g;(t) berechnet; P= untersuchter Partikel; A=Aggregat) bei 30°

Rn (S) [ (S) Rn (P) Rn (A) [ (A)

/nm /% /nm /nm /%
NH,-PiPrOx-Buirste 39 83 23 345 13
NH,-PEtOx-Biirste 39 74 24 335 25
NH,-PEtOx-b-PiPrOx- | 39 89 34 299 36
Blrste
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Die Aggregatbildung der Amino-funktionalisierten Birsten ist nicht verwunderlich, da schon
K. Rausch in ihrer Dissertation zeigen konnte, dass positiv oder negativ geladene Partikel mit
den Serumskomponenten wechselwirken. Eine Vielzahl der im Serum enthaltenen Proteine
ist positiv oder negativ geladen und neigen zu elektrostatischen Wechselwirkungen mit den
geladenen Partikeln.

Madglicherweise aggregieren negativ geladene Proteine mit der NH,-PiPrOx-Burste, die eine
weitere Aggregation mit beispielsweise hydrophoben Proteinen verhindern, weswegen der
Intensitatsbeitrag kleiner ist im Vergleich zu den hydrophilen Birsten und zu der Azid-
funktionalisierten PiPrOx-Bilrste. Die Beschreibung der Abhéngigkeit zwischen der
Oberflachenladung und der Aggregation ist schwierig, da der exakte Ladungszustand des
Partikels im Serum nicht bekannt ist. K.Rausch konnte zeigen, dass im Gegensatz zu stark
positiv oder negativ geladenen Partikeln, schwach positiv oder schwach negativ geladene
Teilchen deutlich weniger zur Aggregation neigen. Um die Aggregatbildung zu minimieren
oder zu unterdriicken kdnnte man zuerst versuchen die wechselwirkenden Komponenten zu
identifizieren und im zweiten Schritt die Ladungen des Partikels versuchen abzuschirmen.
Mdglicherweise reicht die Konjugation von verschiedenen Molekilen wie Antikérper,
Antigen oder Zuckern bereits aus, um ausreichend viele Ladungen abzuschirmen und eine

Aggregation zu verhindern.

4.2.9 Zellaufnahmestudien der farbstoffmarkierten Azid-funktionalisierten

Poly(2-oxazolin)birsten in dendritische Zellen

Im Hinblick auf eine Anwendung in der Krebsimmuntherapie wurden die farbstoffmarkierten
Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)blrsten auf ihre unspezifische Aufnahme in
dendritischen Zellen getestet. Es ist wichtig, dass die verwendeten Carrierpolymere keine
unspezifische Aufnahme in verschiedene Zelltypen zeigen, da man spezifisch dendritischen
Zellen addressieren moéchte. So ermdglicht z.B. das Anbringen von Antikérpern an das
Carrierpolymer die gezielte Addressierung von dendritischen Zellen.™* Der Vergleich von
unspezifischer und spezifischer Aufnahme bei Addressierung erlaubt dann die Bestimmung

der Spezifitat.
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In Abbildung 4.2.30 sind die CLSM (Confocal Laser Scanning Microscopy)-Aufnahmen der

farbstoffmarkierten Ns-funktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birsten gezeigt.

Abbildung 4.2.30: CLSM- Aufnahme der farbstoffmarkierten Ns-PiPrOx-Blrste in bmDc (bone marrow
Dendritic cells); Inkubationszeit 4h bei 37 °C; c= 10" Teilchen; blau: Hoechst 33342 Farbstoffmarkierung des
Zellkerns; rot: Cell Mask Orange Farbstoffmakierung der Zellmembran, griin: DBCO-PEG4-Carboxyrhodamin
110 Farbstoffmarkierung der N3-PiPrOx-Blrste

Es lassen sich vereinzelt Zellen erkennen, die eine unspezifische Aufnahme des Polymers
(grun) zeigen. Der Mechanismus der molekularen Aufnahmewege in die Zelle ist bis heute
nicht erklart. Fir eine Zellaufnahme muss das Molekil auf der Zelloberflache adsorbieren.
Leicht hydrophobe oder positiv geladene Molekile oder Polymere adsorbieren auf der
Zellmembran. Vermutlich sind die  Ns-Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)blrsten  gerade
ausreichend hydrophob, so dass sie an die Zellmembran adsorbieren und folglich vereinzelt

in die Zelle aufgenommen werden. Abbildung 4.2.31 zeigt die CLSM-Aufnahmen der
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farbstoffmarkierten Ns-funktionalisierten PEtOx-Burste (links) und der farbstoffmarkierten
Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Blrste (rechts). Hier lasst sich im Gegensatz zu der N3-PiPrOx-Birste
keine unspezifische Aufnahme erkennen. Beide Polymerbirsten besitzen einen
hydrophileren Charakter im Vergleich zu der Ns-PiPrOx-Burste und tben vermutlich kaum
Wechselwirkungen mit der Zellmembran aus, die zur unspezifischen Aufnahme fiihren
konnten. Auch hier zeigt sich wieder, dass der Ethylblock der Kern-Schale Blrste den
Isopropylblock abschirmt, so dass keine Zellaufnahme stattfinden kann im Gegensatz zu der
reinen Azid-funktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste. Die hydrophile N3-PEtOx-
Burste sowie die Azid-funktionalisierte Kern-Schale Blrste scheinen ideale Kandidaten flr
die Anwendung als Carrier in der Krebsimmuntherapie, da sie keine unspezifische Aufnahme

in dendritische Zellen zeigen und somit eine sehr wichtige Anforderung erftllen.

Abbildung 4.2.31: CLSM- Aufnahme der farbstoffmarkierten N3-PEtOx-Birste(links) und der
farbstoffmarkierten N;-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste in bmDc; Inkubationszeit 4h bei 37 °C; c= 10* Teilchen; blau:
Hoechst 33342 Farbstoffmarkierung des Zellkerns; rot: Cell Mask Orange Farbstoffmarkierung der

Zellmembran
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4.2.10 Zusammenfassung des Kapitels 4.2

Durch Verwendung der in Kapitel 4.1 beschriebenen Syntheseroute zur Darstellung einer
Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste konnten nun Poly(2-oxazolin)birsten mit einer Azid-
funktionalisierung dargestellt werden. Dazu wurde in einer zweistufigen Synthese ein Azid-
funktionalisiertes Tosylat hergestellt, das zur Initilerung der lebenden kationischen
ringdffnenden Polymerisation der Oxazolin-Monomere verwendet wurde. Nach
Funktionalisierung der linearen Azid-Poly(2-oxazolin)e mit dem Methacrylamidreagenz und
anschlieBender freien radikalischen Polymerisation konnte eine Azid-funktionalisierte Poly(2-
isopropyl-2-oxazolin)birste, eine Azid-funktionalisierte Poly(2-ethyl-2-oxazolin)blrste sowie
eine Azid-funktionalisierte Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin)birste erhalten werden.
Mit Hilfe der statischen und dynamischen Lichtstreuung wurden Tragheitsradien im Bereich
von 30 nm - 60 nm und hydrodynamische Radien von 20 nm - 40 nm bestimmt. Die Azid-
funktionalisierten Poly(2-oxazolin)bursten wurden durch kupferfreie Click-Chemie mit einem
Carboxyrhodamin farbstoffmarkiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass der Farbstoff
kovalent und nicht durch Adsorption gebunden ist. Mittels Fluoreszenzspektroskopie wurde
gezeigt, dass die hohe Quantenausbeute des Farbstoffes trotz kovalenter Anbindung
weitgehend erhalten bleibt.

Mit Hilfe der polymeranalogen Umsetzung nach Staudinger wurden die Azid-Gruppen zu
Aminen reduziert. Durch dynamische Lichtstreuung wurde gezeigt, dass der
hydrodynamische Radius durch die Reduktion kaum beeinflusst wird.

Des Weiteren wurden die Phaseniibergangstemperaturen sowohl der Azid-funktionaliserten
als auch der Amino-funktionalisierten Birstenpolymere mittels UV-Spektroskopie bestimmt.
Es zeigte sich, dass die Azid-funktionaliserte Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste eine um 5°C
niedrigere Ubergangstemperatur besitzt im Vergleich zur unfunktionalisierten Poly(2-
isopropyl-2-oxazolin)blrste. Die Azid-Gruppe tragt zur Steigerung der Hydrophobizitéat bei
und bewirkt so eine Erniedrigung der Phaseniibergangstemperatur. Durch Reduktion der
Azid-Gruppen zu Aminen wurde die Hydrophilie der Polymerbirsten gesteigert, was sich
wiederum in einer Zunahme der Phaseniibergangstemperatur zeigte.

Die Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin)birste erreichte, trotz des inneren Blocks mit
einer Ubergangstemperatur von um die 30°C, erst einen Ubergang nach Salzzugabe. Es
wurde vermutet, dass der &ulRere Ethyloxazolinblock den Inneren, zuerst kollabierenden
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Isopropyloxazolinblock, stabilisiert. Um dies zu belegen wurden temperaturabhéngige
dynamische  Lichtstreumessungen  durchgefuihrt.  Erst  deutlich  oberhalb  der
Phaseniubergangstemperatur des 2-Isopropyl-2-oxazolinblocks kommt es zur Bildung von
Aggregaten, was tatsachlich auf eine Stabilisierung des inneren Blocks durch den &uf3eren
Block schlieBen Iasst.

Zudem wurde das Aggregationsverhalten der Polymerbirsten in Blutserum mittels
dynamischer Lichtstreuung von Sabine Gietzen analysiert. Sowohl die Azid-funktionalisierte
Poly(2-ethyl-2-oxazolin)burste als auch die Azid-funktionaliserte Poly(2-ethyl-block-2-
isopropyl-2-oxazolin)blrste zeigten keine Aggreagtatbildung in Blutserum. Die Ns-
funktionalisierte Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)burste dagegen zeigte Aggregate im Bereich
von 300 nm, die auf hydrophobe Wechselwirkungen von Serumskomponenten mit dem
Polymer zuriickzufiihren sind. Die Amino-funktionalisierten Birstenpolymere zeigen alle
Aggregate im Bereich von mehreren hundert Nanometern, die vermutlich durch
Wechselwirkungen der positiv geladenen Polymerbirsten mit negativ geladenen Proteinen
im Serum entstehen.

AbschlieRend wurden Zellstudien zu unspezifischen Aufnahme der Polymere in dendritische
Zellen durchgefuhrt. Die hydrophilen Azid-funktionalisierten Poly(2-ethyl-2-oxazolin)- und
Poly(2-ethyl-2-oxazolin-block-isopropyl-2-oxazolin)biirsten  zeigen keine unspezifische
Aufnahme im Gegensatz zu der etwas hydrophoberen Azid-funktionalisierten Poly(2-

isopropyl-2-oxazolin)birste.
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4.3 Synthese und Charakterisierung zylindrischer Poly(2-ethyl-co-2-

formyl-2-oxazolin)blrsten

Poly(2-oxazolin)e mit Formylseitenketten sind sehr interessant, da die Formylgruppe unter
milden Bedingungen abgespalten werden kann und die erhaltenen Imineinheiten die
Konjugation von verschiedensten Molekulen ermdglichen. AuBerdem koénnen durch
Protonierung Polyelektrolyte erhalten werden, die fiir DNA oder siRNA Komplexierungen von
groRem Interesse sind.

Park und Mitarbeiter zeigten an linearem Poly(2-ethyl-2-oxazolin), dass durch kontrollierte
Hydrolyse der Amidbindungen, unter drastischen Bedingungen, partiell positiv geladene
Poly(2-ethyl-2-oxazoline) mit Imineinheiten entstehen, die sich gut als DNA-Komplexbildner

eignen.™®

4.3.1 Synthese eines unsubstituierten 2-Oxazolin-Monomers

Bevor Poly(2-oxazolin)e mit Formylseitenketten hergestellt werden konnten, musste ein
unsubsituiertes 2-Oxazolin Monomer dargestellt werden. Das gewilinschte Monomer wurde
in einer dreistufigen Synthese nach Saegusa erhalten.') Im ersten Schritt wurde ein N-
Hydroxyethylformamid durch Reaktion von Ethanolamin mit Ameisensduremethylester

hergestellt (Abbildung 4.3.1).
o) o}
HoN i > )k OH
\/\OH )kocm 1.70°C H N/\/
2. Uber Nacht E

Abbildung 4.3.1: Reaktionsschema zur Darstellung von N-Hydroxyethylformamid

Die erfolgreiche Synthese wurde mit Hilfe der *H-NMR-Spektroskopie (Abbildung 4.3.2)
Uberpruft. Im Protonenspektrum sind keine Signale zu finden, die nicht dem gewtnschten

Produkt zugeordnet werden kénnen.
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Abbildung 4.3.2: "H-NMR von N-Hydroxyethylformamid (300 mHz, T=293 K, LM: CDCl,)

Im zweiten Schritt wurde das N-Hydroxyethylformamid mit Thionylchlorid zu N-(B-
Chlorethylformamid) umgesetzt (Abbildung 4.3.3). Durch fraktionierte Destillation wurde das
gewiinschte Produkt erhalten, wie durch *H-NMR-Spektroskopie (Abbildung 4.3.4)

nachgewiesen werden konnte.

O o 0
)k /\/OH + ! — > )j\ cl
H N PN 1. DMF " N/\/
H c C 2,45 H

3. 45-60 min
Abbildung 4.3.3: Reaktionsschema zur Darstellung von N-(8-Chlorethylformamid)
Das *H-NMR Spektrum zeigt neben den Produkt-zugehérigen Peaks noch ein paar weitere

kleinere Peaks, die vom Losungsmittel oder noch nicht umgesetzten N-

Hydroxyethylformamid stammen, die die weitere Reaktion aber nicht stéren.
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Abbildung 4.3. 4: "H-NMR von N-(8-Chlorethylformamid (300 mHz, T=293 K, LM: CDCl5)

Im letzten Schritt wurde das N-(B-Chlorethylformamid) mit 50%iger wassriger KOH
umgesetzt um den Ring zum 2-Oxazolin zu schlielfen (Abbildung 4.3.5). Durch zweifache
Destillation wird das unsubstituierte 2-Oxazolin erhalten und mit *H-NMR-Spektroskopie

analysiert.

HiN/\/C' — N/_\O

1. 50% ige KOH X

2.10°C

Abbildung 4.3.5: Reaktionsschema zur Darstellung von unsubstituiertem 2-Oxazolin

Das Protonenspektrum (Abbildung 4.3.6) zeigt keine Verunreinigungen. Der einzige Peak, der
nicht zugordnet werden konnte ist auf geringe Wasserreste zuriickzufihren. Daher wurde

das Produkt in dieser Form fir die weiteren Polymerisationen verwendet.
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Abbildung 4.3. 6: 'H-NMR von unsubstituiertem 2-Oxazolin (300 mHz, T=293 K, LM: CDCls)

4.3.2 Synthese eines Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)makromonomers

Die Herstellung des Poly(2-ethyl-co-2-formyl) (PEtOx-co-PForOx) erfolgte ebenfalls in drei
Schritten. Im ersten Schritt wurde eine Mischung aus den zwei Monomeren 2-Ethyl-2-
Oxazolin und unsubstituiertem 2-Oxazoline im Verhaltnis 70 mol% / 30 mol% durch lebende
kationische ringoffnende Polymerisation und Initiierung mit dem Azid-funktionalisierten
Tosylat polymerisiert (Abbildung 4.3.7). Der Abbruch der Polymerisation erfolgte mit
Methanol, so dass keine weitere funktionelle Gruppe eingefuhrt wurde, denn diese wirde

im weiteren Verlauf storen.

(o]

® m_@% s

ST S

3 Acetonitril

Abbildung 4.3.7: Reaktionsschema zur Herstellung von Azid-funktionalisiertem Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-

oxazolin)
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Der Umsatz und die Zusammensetzung des Polymers wurden mittels *H-NMR-Spektroskopie
analysiert (Abbildung 4.3.8). Durch das Verhéltnis der Formylprotonen im Vergleich zu den
drei Protonen der Ethylseitenkette konnten die Zusammensetzung sowie der
Polymerisationsgrad bestimmt werden. Wie theoretisch erwartet, wurde eine
Zusammensetzung von 70 Mol% 2-Ethyl-2-oxazolin zu 30 Mol% unfunktionalisiertem 2-
Oxazolin bei einem Polymerisationsgrad von P,=33 erhalten. Das Molekulargewicht wurde

aus dem NMR zu M,= 3160 g/mol berechnet.

a
H o
d Y d
/LH;C& /\HN\/i\ N
Ny s[N N
d 2 d i
¢ (] o

LGS Qa

b

Abbildung 4.3.8: "H-NMR Spektrum des Ns-Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)s (400 MHz, T= 293 K, LM:
CD;0D)
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Abbildung 4.3.9: IR-Spektrum des N3-Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)

Abbildung 4.3.9 zeigt das IR-Spektrum des Azid-funktionalisierten Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-
oxazolin)s. Wie auch schon zuvor kann durch Initierung der lebenden kationischen
Polymerisation mit dem Azid-modifizierten Initiator eine N3-Gruppe eingefuhrt werden, wie

das IR-Spektrum mit der charakteristischen Azid-Schwinungsbande bei 2100 cm™ zeigt.

Im zweiten Schritt wurde die am a-Ende durch den Initiator eingefihrte Azid-Gruppe mittels

Triphenylphosphin nach Staudinger zur Aminogruppe reduziert (Abbildung 4.3.10).

H o] H\Ko
/(H C \ll/ . I /(HQC N /\/OCH3
2 3 3/ Fi2
N }kN N/\/ T NH; 5N N
n m L m
o o (¢} o

ST e

2.RT
3. MeOH
Abbildung 4.3.10: Reaktionsschema zur Reduktion der a-terminalen Azid-Gruppe

Mit Hilfe der IR-spektroskopie wurde kontrolliert, ob die Schwingungsbande der Azidgruppe
bei 2100 cm™ vollstandig verschwunden ist. Abbildung 4.3.11 zeigt das IR-Spektrum nach der
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Reduktion der Azid-Gruppe, wie erwartet ist keine Schwingungsbande bei 2100 cm™ zu

erkennen und die Reduktion war erfolgreich.
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Abbildung 4.3.11: IR-Spektrum der NH,-PEt-co-PForOx-Burste

Durch die entstandene o-terminale Amino-Gruppe ist es nun moglich mit Hilfe eines
Aktivesters im letzten Schritt eine polymerisierbare Gruppe einzufiihren. Das Amin-
funktionalisierte  Poly(2-EtOx-co-2-ForOx) wurde mit einem N-Hydroxysuccinimid-

methacrylsdureester zum gewunschten Makromonomer umgesetzt (Abbildung 4.3.12).

o]

(o]
H o )]\ H 0
o1 So—cHN o o \]/
H,C) N OCH,4 s )]\ H N ocH
NH{L Z‘[N/\%{ \/1\N/\/ 1.24h ~ - HN—(CH}—0 NH’( ZCZ“N/\%{ vi\w/v ’
o o N Q 0

rk KK A s

Abbildung 4.3.12: Reaktionsschema zur Herstellung des Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)makromonomers

Nach Dialyse gegen Methanol, um den uberschissigen N-Hydroxysuccinimidmethacryl-
saureester abzutrennen, wurde das erhaltene Makromonomer mittels *H-NMR-
Spektroskopie analysiert (Abbildung 4.3.13). Das Verhdltnis der Formylprotonen zu den

Protonen der Methacrylamidgruppe ergab ein Umsatz von 90%. Das Verhaltnis der
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Formylgruppen zu den Ethylgruppen konnte unverdndert wieder zu 30 / 70 bestimmt

werden und das Molekulargewicht wurde aus dem NMR zu My= 3230 g/mol berechnet.

HN—(CH, }—o)]\ ’(H /\H \/1\ AN
d

a'b
e g CD,OD
3

d

w20

5 (ppm)

Abbildung 4.3.13: "H-NMR Spektrum des Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolinymakromonomer (400 MHz, T=
293 K, LM: CD;0D)

4.3.3 Synthese und Charakterisierung einer zylindrischen Poly(2-ethyl-co-2-

formyl-2-oxazolin)birste

Nachdem die Synthese des Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)makromonomers erfolgreich
war, wurde dieses durch freie radikalische Polymerisation zu zylindrischen Burstenstrukturen
polymerisiert. Wie aus den Arbeiten von Tsukahara et al. bekannt ist und wie schon in
Kapitel 4.1 beschrieben ist eine extrem hohe Konzentration des Makromonomers notig um
einen hohen Polymerisationsgrad zu erreichen. Daher wurde in einer stark konzentrierten

wassrigen Losung (1 g Makromonomer auf 1 ml Wasser) polymerisiert (Abbildung 4.3.14).
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Abbildung 4.3.14: Reaktionsschema zu Synthese der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)bilrste

Nach beendeter Polymerisation wurde ein Gel erhalten, das in den meisten organischen
Losungsmitteln wie Methanol, Chloroform, HFIP und auch Wasser unlslich war. Wieso es
zur Bildung eines Gels kommt kann kontrovers diskutiert werden. Beispielsweise ist eine
Radikaliibertragung durch den Formylrests denkbar, da die Ubertragungskonstante des
Formylrest wesentlich grof3er ist als etwa die von Wasser, so findet man in der Literatur
anhand vergleichbarer Systeme, dass die Ubertragungskonstante des Dimethylformamid in
der freien Radikalik um eine GréRenordnung hoher ist als die von Wasser.'* Dagegen
sprechen jedoch die Ergebnisse von Schliter und seinen Mitarbeitern, die dendronisierte
Polymere mittels freier radikalischer Polymerisation in DMF darstellen.™®® Daher ist die
Ursache flir das Ausgelieren des Polymers nicht eindeutig zu klaren.

Durch eine Sol-Gel Extraktion aus Methanol konnte eine 16sliche Fraktion Polymer erhalten
werden, die durch statische und dynamische Lichtstreuung sowie Rasterkraftmikroskopie als

abbildende Methode analysiert wurde.
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Abbildung 4.3.15: Zimmplot der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)birste in Methanol bei T= 293 K
zwischen 30 und 150 Grad (5 Gradschritte); ¢,= 0.2337 g/I; ¢,= 0.1811 g/I; c3= 0.1396 g/I; c,= 0.0939 g/I; cs=
0.0436 g/I; M,= 3.14-10° g/mol; R;= 99.72 nm; A,= -7.32:10° mol-cm®/g; dn/dc= 0.1555 cm®/g; Salz:
Lithiumbromid (c= 5mM); k=5-10"" cm/g

Abbildung 4.3.15 zeigt den Zimmplot der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)birste. Der
Tragheitsradius betragt ca. 100 nm. Der ungewOhnlich hohe Tréagheitsradius und die
Krimmung der Kurven ermdglichen kein lineares Fitten, weshalb statt eines linearen Fits ein
polynom Fit zweiter Ordung verwendet wurde. Die Polymerisationsmethode, mit der die
Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)bursten erhalten werden sollten, verursacht meinst eine
breite Verteilung. Durch die damit verbundene hohe Polydispersitat ist eine hochmolekulare
Fraktion enthalten, die fur die Krimmung der Kurven verantwortlich ist.

In Abbildung 4.3.16 ist das Ergebnis der dynamischen Lichtstreuung gezeigt. Die aus der Sol-
gel-Extraktion erhaltene Polymerfraktion besitzt einen hydrodynamischen Radius von 55 nm
und somit ein p-Verhaltnis von 1.8, das alledings im Bereich der p-Verhéltnisse der anderen

zylindrischen Poly(2-oxazolin)blrsten liegt.
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Abbildung 4.3.16: DLS der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)birste in Methanol bei 293 K zwischen 30 und
150 Grad (20 Gradschritte); c=0.1619 g/I; n=0.5867 cp; Ry= 55 nm; Salz: Lithiumbromid (c=5 mM)

Abschlieend sind in Abbildung 4.3.17 die Aufnahmen der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-
oxazolin)fraktion gezeigt, die durch spin coaten aus waéssriger Losung auf eine Mica-
Oberflache aufgebracht wurde. Neben einem grofen niedermolekularen kugelférmigen
Anteil sind auch wurmartige Strukturen zu erkennen. Hingegen lassen sich keine vernetzten
oder verzweigten Strukturen erkennen, die als Ursache fur die beobachtete Gelierung in

Frage kamen.

Abbildung 4.3.17: trockene AFM-Aufnahme der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)biirste durch spin coating

aus wassriger Losung auf Mica; c= 0.05 g/I; links: H6henbild; rechts: Amplitudenbild
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4.3.4 Abspaltung der Formylseitenketten der zylindrischen Poly(2-ethyl-co-2-

formyl-2-oxazolin)birsten

Um partiell positiv geladene Polymerbirsten oder eine Konjugationsmdglichkeit zu erhalten,
wurden die Formylseitenketten abgespalten. Die daraus resultierenden Imineinheiten
dienen als Konjugationsstelle oder nach Prototierung als positiv geladene Anteile in der
Polymerblrste um DNA oder siRNA Komplexe zu bilden. Die Hydrolyse der
Formylseitenketten kann unter wesentlich milderen Bedingungen durchgefiihrt werden, als
die Hydrolyse der Poly(2-ethyl-2-oxazolin)e nach Park et al. ™® weshalb dieser Ansatz
gewahlt wurde.

Die zylindrischen PEtOx-co-PForOx-Birsten wurden mit 5%iger methanolischer
Salzsaureldsung umgesetzt (Abbildung 4.3.18) und anschlieBend mittels ‘H-NMR

Spektroskopie analysiert.
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Abbildung 4.3.18: Reaktionsschema zur Hydrolyse der Formylseitenketten

T preocrght
1. 5% HCl in MeOH
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Abbildung 4.3.19: links: *H-NMR der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)biirste (400 MHz, T= 293 K, LM:
CD;0D), rechts: 'H-NMR der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)biirste nach Reaktion mit 5%iger
methanolischer Salzsaureldsung (400 MHz, T= 293 K, LM: D,0)

Abbildung 4.3.19 zeigt das *H-NMR Spektrum vor (links) und nach (rechts) Reaktion mit
5%iger methanolischer Salzsdureldsung. Vor dem Abspalten der Formylseitenketten ist das
Verhéltnis der Formylprotonen (a) zu den Protonen der Ethylseitenkette (b) im NMR 1/10,
das hei3t auf 1 Formylproton kommen 3 Ethylprotonen, was dem urspriinglichen Verhaltnis
von 30% Formylgruppen zu 70% Ethylgruppen entspricht. Nach der Hydrolyse mit 5%iger
methanolischer Salzsdureldsung ist immer noch ein Signal zu erkennen, das den
Formylprotonen zugeordnet werden kann. Aus dem Verhéltnis der Protonen a (Formyl) zu
den Protonen b (Ethyl) l&sst sich ein Umsatz von 20% errechnen. Da 80% der Formylgruppen
nicht reduziert werden konnten, wurde die Reaktion noch einmal mit einer 10%igen Losung

wiederholt und das Ergebnis mit Hilfe der NMR-Spektroskopie analysiert.
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Abbildung 4.3.20: 'H-NMR der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)biirste nach Reaktion mit 10 %iger
methanolischer Salzsaureldsung (400 MHz, T= 293 K, LM: D,0)

Abbildung 4.3.20 zeigt das *H-NMR Spektrum nach Reaktion mit 10 % iger Salzsaureldsung.
Es lasst sich noch immer ein Signal bei 8 ppm erkennen, das den Protonen der Formylgruppe
zugeordnet werden kann. Es konnte sich dabei auch um kleine Rickstdnde von
Ameisensdure handeln, die bei der Reaktion entstanden ist und noch nicht vollstandig
entfernt werden konnten. Aus dem Verhéltnis der Formylprotonen zu den Protonen der
Ethylseitenkette lasst sich ein Umsatz von 70% errechnen. Die Hydrolyse von 70% der
Formylgruppen zu Imineinheiten ist ausreichend, so dass kein weiterer Hydrolyseversuch
unternommen wurde. Die Copolymerbrste bestehend aus Seitenketten mit Imineinheiten,
Formyl-sowie-Ethylresten sollte mit dynamischer und statischer Lichtstreuung untersucht
werden. Bei einer Konzentration von 1 ¢/l wurde die Birste mittels dynamischer
Lichtstreuung charakterisiert und es zeigte sich, dass die Streuintensitat nicht ausreichte um
die Probe zu messen. Filtrationsverluste konnten ausgeschlossen werden, da die Probe
ebenfalls unfiltriert vermessen wurde, aber auch dabei reichte die Streuintensitat nicht aus.
Dies lasst darauf schliel3en, dass keine groRen Teilchen in der Probe enthalten sind. GPC
Messungen bestatigten diese Vermutung. Es konnte nur noch eine niedermolekulare

Verteilung im Oligomerbereich detektiert werden (Abbildung 4.3.21).
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Abbildung 4.3.21: Gelpermeationschromatogramm der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)burste nach der

Hydrolyse mit 10% iger HCI-Losung in DMF (LiBr 1 g/1, T= 333 K, Oligomersaulensatz)

Das Chromatogramm zeigt neben der Molmassenverteilung noch zwei weitere Peaks, die an
der Ausschlussgrenze eluieren und schon in den Lésungsmittelpeak hineinlaufen. Dabei
handelt es sich entweder um Fragmente mit Molmassen um die 500 g/mol oder andere
Losungsmittel, die noch im Polymer gebunden waren.

Die aus der GPC erhaltenen Werte fiir die Molmasse Mp= 3176 g/mol stimmen gut mit der
berechneten Molmasse fiir die Seitenketten (berein, die zuvor aus dem 'H-NMR des
Makromonomers bestimmt wurde. Daher scheint es, als wurden durch die Reaktion mit den
verdiinnten Salzsaurel6sungen die Amidbindungen zwischen dem Polymerriickgrat und den
Seitenketten hydrolysiert, so dass nur noch Seitenketten und Seitenkettenfragmente
detektiert werden konnen. Dies ist erstaunlich, da zum Beispiel fir die Hydrolyse der
Amidbindung der Poly(2-ethyl-2-oxazolin)e sehr viel hartere Bedingungen nétig sind als die
hier verwendeten. Eine lokal hohe Konzentration an Ammoniumionen im Bereich der
Hauptkette kdonnte eine Hydrolyse der Seitenkette hier eventuell zusatzlich begtinstigen.
(Nachbargruppeneffekte)

Neben der Hydrolyse mit verdinnter Salzsiureldsung waére auch eine Abspaltung mit

Hydrazin mdglich gewesen, die eventuell die Fragmentierung von Haupt-und Seitenkette
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verhindert hatte. Da die gesamte Probe mit der verdinnten Salzsdurelésung umgesetzt

wurde, konnten weitere Hydrolyseversuche nicht getestet werden.

4.3.5 Zusammenfassung des Kapitels 4.3

Mit Hilfe der ,,Grafting-Through“-Methode konnten zylindrische Burstenstrukturen mit
Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)seitenketten hergestellt werden. Dazu wurde zuerst in
einer mehrstufigen Synthese ein unsubstituiertes 2-Oxazolin hergestellt. Durch lebende
kationische ring6ffnende Polymerisation mit einem Azid-funktionalisierten Initator wurde
ein statistisches Copolymer mit einem Anteil von 70 Mol% 2-Ethyl-2-oxazolin und 30 Mol%
unsubstituiertem 2-Oxazolin, sowie einer o-terminalen Azid-Funktionalisierung erhalten.
Nach Reduktion der Azid-Gruppe mittels Staudinger Reduktion konnte die erhaltene Amino-
Gruppe erfolgreich mit einer Methacrylamidgruppe funktionalisiert werden. Durch freie
radikalische Polymerisation der erhaltenen Makromonomere wurden zylindrische Poly(2-
ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)blrsten erhalten, wie mit Rasterkraftmikroskopie, dynamische
und statischer Lichtstreuung gezeigt werden konnte. Die Polymerbiirsten weisen eine breite
Verteilung auf, der hydrodynamische Radius betragt 55 nm und der Tragheitsradius 100 nm.
Das mittlere Gewichtsmittel wurde aus der statischen Lichtstreuung zu M,,= 3.14-10° g/mol
bestimmt. Durch Hydrolyse der Formylgruppen mit Hilfe von verdiinnter Salzsdure sollten
partiell positiv geladene Polymerbirsten zur Komplexierung von DNA oder siRNA erhalten
werden. Bei dem Versuch die Formylgruppen zu hydrolysieren wurden die Amidbindungen
der Seitenketten zum Polymerriickgrat gespalten, so dass nach Reaktion mit der verdinnten
Salzsaurelosung nur noch die fragmentierten Seitenketten mit Hilfe der GPC detektiert

werden konnten.
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Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die ,,Grafting-Through“-Methode verwendet werden kann
um hochmolekulare Poly(2-oxazolin)birsten herzustellen. Zu Beginn wurde eine zylindrische
Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste  synthetisiert, da Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)e eine
Phasentubergangstemperatur in Wasser von 37°C besitzen, was eine interessante Eigenschaft
fur weitere Anwendungen sein kann. Durch statische und dynamische Lichtstreuung wurden
der Tragheits- sowie der hydrodynamische Radius und das Molekulargewicht bestimmt. Mit
Hilfe der  UV-Spektroskopie wurden die Phasenlbergangstemperaturen des
Makromonomers sowie der Polymerbilrste untersucht. Weiterin konnten durch
temperaturabhéngige Messungen mittels dynamischer Lichtstreuung das
Aggregationsverhalten der zylindrischen Blrsten an ihrem Phaseniibergang untersucht
werden. Bis zur Phasenlbergangstemperatur kann ein Kollaps der Blrste beobachtet
werden, oberhalb ihrer Ubergangstemperatur bildet sie Aggregate. Diese Beobachtung ist
gegensdtzlich zu Poly(N-isopropylacrylamid)biirsten, die bis 3°C oberhalb ihres Ubergangs
stabil als Einzelmolekiile vorliegen.** Die Rasterkraftmikroskopie ermdglichte die Abbildung
der zylindrischen Strukturen sowie die Bestimmung der Konturlange der Birsten, die mit der
durch die statische Lichtstreuung ermittelten Konturlange Ubereinstimmt. AbschlieRend
konnte durch Anpassung der Lichtstreuergebnisse an die Wurmkettentheorie von Kratky und

Porod die Kuhnlange der Biirste berechnet werden, die sich auf [,= 110 nm bel&uft.

Da Poly(2-oxazolin)e neben einer geringen Zytotoxizitdt und einer hohen Biokompatibilitat
noch viele weitere positive Eigenschaften besitzen ' speziell im Hinblick auf eine
Anwendung im medizinischen Bereich, beruht die weitergehende Arbeit vor allem auf der
Synthese von funktionalisierten Poly(2-oxazolin)birsten fir die Verwendung als Drug
Delivery System bzw. als Carrier fur die Krebsimmuntherapie. Als funktionelle Gruppe wurde
das Azid ausgewahlt, da es kaum mit anderen reaktiven Gruppen wechselwirkt und somit die
Polymerisationen und weitere Reaktionen nicht stort. Dariber hinaus eignet es sich fur

bioorthogonale Konjugationsstrategien.
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Es wurde ein Azid-funktionalisierter Initiator hergestellt, der zu Initiierung der lebenden
kationischen ring6ffnenden Polymerisation von 2-Oxazolinmonomeren verwendet wurde.
Der Abbruch der Reaktion erfolgte mit einem Mono-Boc-geschitzten Piperazin. Nach
Abspalten der Boc-Schutzgruppe am ®-Terminus konnte eine Methacrylamid-
funktionalisierung eingebracht werden. Die nun erhaltenen Makromonomere mit einer Azid-
Funktionalisierung am o-terminalen Ende wurden durch freie radikalische Polymerisation zu
zylindrischen Strukturen polymerisiert. So konnten Birstenpolymere mit einer Azid-
Endgruppe pro Seitenkette erhalten werden. Es wurden zwei verschiedene
Homopolymerbirsten mit Poly(2-ethyl-2-oxazolin)- und Poly(2-isopropyl-2-
oxazolin)seitenketten sowie eine Kern-Schale-Burste mit einem Poly(2-ethyl-2-oxazolin)block
aul’en und einem Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)block innen hergestellt. Die erhaltenen Azid-
funktionalisierten Blrsten wurden mittels dynamischer und statischer Lichtstreuung
untersucht und Tragheits- und hydrodynamische Radien zwischen 30 nm und 60 nm sowie
20 nm und 40 nm bestimmt.

Auch die Phaseniibergangstemperaturen der Azid-funktionalisierten Birsten wurden mittels
UV-Spektroskopie untersucht. Die Kern-Schale Birste sowie die Homopolymerbirste mit
Poly(2-ethyl-2-oxazolin)seitenketten zeigten ohne Zugabe von Salz keinen Phaseniibergang
zwischen 20°C und 80°C. Erst nach Salzzugabe konnte der Phasentibergang soweit gesenkt
werden, dass er im Bereich von 20°C-80°C detektiert werden konnte. Die Azid-
funktionalisierte  Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)biirste  erzielte im Vergleich zu der
unfunktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)biirste eine um 5°C erniedrigten Ubergang,
was darauf schlieen lasst, dass die Azid-Gruppe durch Erhéhung der hydrophoben
Wechselwirkung zur Erniedrigung der Phasentbergangstemperatur beitragt.

Weiterhin wurde das Aggregationsverhalten der Kern-Schale-Birste temperaturabhangig
mittels dynamischer Lichtstreuung analysiert, da es interessant ist zu beobachten wie sich
das Aggregationsverhalten oberhalb der Phasenubergangstemperatur des inneren Poly(2-
isopropyl-2-oxazolin)blocks verhélt und in wie fern der &ul3ere Poly(2-ethyl-2-oxazolin)block
zur Stabilisierung beitragt. Tatséchlich konnte gezeigt werden, dass es bis 10°C oberhalb des
Ubergangs des inneren Blocks zu keiner Aggregation kommt. Danach reicht die Stabilisierung
des &ufleren Blocks nicht mehr aus und es kommt zu intra-und-intermolekularen

Wechselwirkungen, die zur Bildung von Aggregaten flihren.
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Mit Hilfe der polymeranalogen Umsetzung nach Staudinger wurden die Azid-Gruppen der
Burstenpolymere zu Aminen reduziert. So ist die Maoglichkeit gegeben in zukunftigen
Experimenten andere Komponenten wie beispielsweise Antikdrper oder Antigene, fir die
Verwendung in der Krebsimmuntherapie, zu konjugieren. Mittels IR-Spektroskopie konnte
gezeigt werden, dass die Reduktion quantitativ stattfand, da nach Umsetzung keine
Azidschwingungsbande detektiert werden konnte. Durch dynamische Lichtstreuung wurden
GroRenveranderungen untersucht. Da sich der hydrodynamsiche Radius nicht &nderte, lasst
es darauf schliel3en, dass keine Verunreinigungen in Form von Aggregaten enthalten sind.
Die Phasenubergangstemperaturen der nun Amino-funktionalisierten Blrsten liegen wie
erwartet héher im Vergleich zu den Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)birsten. Durch
die Aminogruppen werden die Hydrophilie und die Mdoglichkeit zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen erhoht, wodurch die Burstenpolymere langer solvatisiert
bleiben.

Um erste Hinweise auf das Verhalten der Birsten in biologisch relevanten Medien zu
erhalten, wurde das Aggregationsverhalten der Azid- und Amino-funktionalisierten
Polymerbirsten in humanem Blutserum mittels dynamischer Lichtstreuung analysiert.
Sowohl die Azid-funktionalisierte Poly(2-ethyl-2-oxazolin)birste als auch die Azid-
modifizierte Kern-Schale Buirste zeigen keine Aggregation in Serum. Die Nz-funktionalisierte
Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)biirste und die Amino-funktionalisierten Blrsten zeigen alle
Aggregationen im Bereich von 300 nm, die auf hydrophobe oder elektrostatische
Wechselwirkungen der Serumskomponenten mit den Polymerbirsten beruhen.

Unter Verwendung der kupferfreien Click-Chemie wurden alle Azid-funktionalisierten
Polymerbirsten mit Farbstoff-markiert. Der Farbstoff konnte unter Erhalt seiner Aktivitat
kovalent gebunden werden.

In weiterfihrenden Experimenten konnen die funktionellen Poly(2-oxazolin)bursten als
Carrier fur Wirkstoffe oder Biomolekile verwendet werden. Fir die Konjugation diese
Molekile kann dann entweder der Ansatz der kupferfreien Click-Chemie gewahlt werden,
bei Verwendung der Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)birsten oder die klassische
Konjugationschemie (ber einen Linker bei Gebrauch der Birstenpolymere mit den
Aminogruppen.

Im Hinblick auf eine Anwendung als Carrier in der Krebsimmuntherapie wurde die

unspezifische Zellaufnahme der Azid-funktionalisierten, farbstoffmarkierten Poly(2-
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oxazolin)birsten in dendritische Zellen getestet. Fur die Verwendung in der
Krebsimmuntherapie ist es wichtig, dass die verwendeten Carrierpolymere keine
unspezifische Zellaufnahme zeigen, da man die Zellen spezifisch addressieren mdchte. Die
Untersuchungen zeigten, dass die hydrophilen Azid-funktionalisierten, farbstoffmarkierten
Poly(2-ethyl-2-oxazolin)- und Poly(2-ethyl-2-oxazolin-block-isopropyl-2-oxazolin)birsten
keine unspezifische Aufnahme in dendritische Zellen aufweisen, im Gegensatz zu der etwas
hydrophoberen Azid-funktionalisierten, farbstoffmarkierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-
burste. Somit scheinen die Azid-modifizierten Poly(2-ethyl-2-oxazolin)birsten und die Azid-
funktionalisierten Kern-Schale Birsten sich ideal fiir die Anwendung als Carrier in der
Krebsimmuntherapie zu eignen, da sie keine unspezifische Aufnahme in dendritische Zellen
zeigen und somit einer sehr wichtige Anforderung erftllen.

AbschlieRend konnte gezeigt werden, dass es mit Hilfe der ,,Grafting Through“-Methode
moglich ist Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)blrsten darzustellen. Die Copolymerbirsten
bestehen zu 70 mol% aus 2-Ethyl-2-oxazolin und zu 30 mol% aus unsubstituiertem 2-
Oxazolin. Durch statische und dynamische Lichtstreuung wurden der Tragheits- sowie der
hydrodynamische Radius und das Molekulargewicht bestimmt. Mit Hilfe der
Rasterkraftmikroskopie konnte gezeigt werden, dass es sich tatsdchlich um wurmartige,
zylindrische  Strukturen handelt. Nach Polymerisation des 2-Oxazolins entstehen
Seitenketten mit Formylgruppen, die durch Umsetzung mit verdinnter Salzsaurelésung zu
Imineinheiten hydrolysiert werden sollten. Diese Imineinheiten bieten eine weitere
Konjugationsmaoglichkeit fur beispielsweise Anitkdrper und Antigene oder kdnnen durch
Protonierung positive Ladungen aufweisen, so dass die Polymerburste zu Komplexierung von
DNA oder siRNA verwendet werden kann.

Die Hydrolyse der Formylgruppen fuhrte zur Spaltung der Amidbindung zwischen
Polymerseitenkette und -rickgrat, so dass mittels GPC nur noch die Detektion der
fragmentierten Seitenketten nicht aber hochmolekularer Strukturen mdoglich war. Dies
wurde nicht erwartet, da fur die Spaltung der Amidbindungen normalerweise hértere
Bedingungen notwendig sind. Eine andere Mdglichkeit die Formylgruppen abzuspalten ware
die Hydrolyse mit Hydrazinderivaten ™7 oder unter alkalischen Bedingungen mit
Natriumhydroxid %2,

Im Vergleich zu den zuvor beschriebenen Amino-endfunktionalisierten Polymerbirsten

besitzen diese hier keinen erheblichen Vorteil. Durch Protonierung der Amino-
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endmodifizierten Poly(2-oxazolin)birsten konnen ebenfalls partiell positiv geladende
Polymerbursten erhalten werden, die in weiterfihrenden Experimenten auf ihre DNA-
Komplexierungseigenschaften getestet werden sollen. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit
wird der zukilnftige Forschungsfokus auf den Azid- und Amino-endfunktionalisierten

Polymerbursten liegen.
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6 Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die experimentellen Details, der in den vorherigen Kapiteln
diskutierten Ergebnisse, beschrieben. Erlauterungen der allgemeinen Methoden wie GPC,
Lichtstreuung oder NMR sowie die verwendeten Chemikalien kbnnen am Ende des Kapitels

gefunden werden.

6.1 Synthesevorschriften

6.1.1 Synthese des N-Hydroxysuccinimidmethacrylsaureesters

In einem 1L Dreihalsrundkolben werden 57.5 g (0,5 mol) N-Hydroxysuccinimid in 200 ml
Dichlormethan mit Hilfe eines KPG-Ruhrers suspendiert. Dieser Suspension werden unter
Kihlung im Eisbad 50.6 g (0.5 mol) Triethylamin und 53.3 g (0.5 mol) Methacrylsaurechlorid,
jeweils in 150 ml Dichlormethan gel6st, zugetropft. Nach beendeter Zugabe wird der
Reaktionskolben (ber Nacht bei 4°C gelagert. Das am né&chsten Tag ausgefallene
Triethylaminhydrochlorid wird abgesaugt und die organische Phase wird mit 100 ml
Eiswasser, 50 ml kalter geséattigter Natriumhydrogencarbonat Losung sowie 200 ml Eiswasser
gewaschen. Anschlielend wird die organische Phase Uber Na,SO, getrocknet, gefiltert und
evaporiert. Der erhaltene Feststoff wird durch Umkistallisieren aus Dichlormethan

aufgereinigt.

Eigenschaften: farblose stabchenférmige Kristalle

Ausbeute: 65 g (0.48 mol; 96% der Theorie)

IH-NMR (CDCl3, TMS; & in ppm): 2.00 (s, 3H); 2.89 (m, 4H); 5.92 (q, 1H), 6.21 (g, 1H)
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6.1.2 Synthese des N-(6-Hydroxyhexyl)-methacrylamids

10 g (0.085 mol) 1-Amino-6-hexanol werden in 140 ml Dichlormethan geldst und mit 27 g
(0.15 mol) N-Hydroxysuccinimidmethacrylsaureester (NHS-Methacrylsaureester), in 70 mli
Dichlormethan geldst, in einem 2 L Dreihalsrundkolben gemischt. Bei Kiihlung im Eisbad
werden 500 ml gesattigte NaHCOs-Losung zu getropft. Die Reaktionsmischung wird tber
Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend werden 200 ml 2M Na,CO; Ldsung
zugegeben um Uberschissigen  NHS-Methacrylsdureester zu  hydrolysieren.  Die
Reaktioslosung wird nochmals tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wird die
wassrige Phase zweimal mit 250 ml Dichlormethan extrahiert und mit der organischen Phase
vereinigt. Die vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit 200 ml kalter 0.05 M
Salzsaure und 3-mal mit 300 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Dann wird die

organische Phase Uber Na,SO, getrocknet, gefiltert und eingeengt.

Eigenschaften: farbloser Feststoff

Aubeute: 11.12 g (0.06mol; 71% der Theorie)

IH-NMR (CDCl3, TMS: & in ppm): 1.38 (m, 4H); 1.56 (m, 4H); 1.98 (s, 3H); 3.23 (t, 2H); 3.55
(t, 2H): 5.33 (g, 1H); 5.67 (g, 1H)

6.1.3 Synthese des 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiats

In einem 100 ml Dreihalsrundkolben mit Innenthermometer werden 1.86 g Triphosgen
(0.006 mol) in 6.4 ml Dichlormethan gel6st. Dieser Losung werden 3.2 g (0.017mol) N-(6-
Hydroxyhexyl)-methacrylamid, in 20 ml Dichlormethan gelost, ziigig zugetropft. Nach Kiihlen
der Reaktionsmischung auf 0°C werden 1.37g (0.017 mol) Pyridin in 6.7 ml Dichlormethan
langsam zugetropft, dabei ist darauf zu achten, dass die Innentemperatur nicht tber 15°C
steigt. Nach beendeter Zugabe wird die Reaktionslésung tber Nacht bei Raumtemperatur
gerthrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel evaporiert. Der Rickstand wird in 32 ml

Ethylacetat aufgeschlemmt. Das entstandene Pyridinhydrochlorid wird abfiltriert und das
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Filtrat wird anschlielend am Rotationsverdampfer evaporiert. Der erhaltene Rickstand wird

sofort weiterverwendet.

Eigenschaften: gelbes Ol
Ausbeute: 3.75 g (0.015 mol, 88% der Theorie)

'H-NMR (CDCl3, TMS; & in ppm): 1.36 (m, 4H); 1.56 (m, 4H) ; 1.93 (s, 3H): 3.27 (t, 2H); 4.24
(t, 2H); 5.30 (m, 1H); 5.67 (m, 1H)

6.1.4 Synthese des 6-Azido-1-hexanols 1*°!

In einem 250 ml Rundkolben bestiickt mit einem Magnetrihrer, mischt man 9.09 g (0.055
mol) 6-Bromo-1-hexanol und 5.36 g (0.09 mol) Natriumazid in 100 ml Dimethylfromamid.
Nach Ruhren der Reaktionsmischung Uber Nacht bei 70°C wird der abgekulhlte Ansatz auf
200 ml Wasser gegeben und 3-mal mit 100 ml Diethylether extrahiert. Die Etherphase wird

Uber Na,SO,4 getrocknet, gefiltert und evaporiert.

Ausbeute: 7.7g (0.053 mol, 96% der Theorie)

6.1.5 Synthese des 6-Azido-1-hexyl-tosylats !

7.7 g (0.053 mol) 6-Azido-1-hexanol werden in 20 ml Dichlormethan geldst und mit 6.1 g
(0.06 mol) Triethylamin versetzt. Dann gibt man langsam bei 0°C unter Ruhren 11.4 g (0.06
mol) p-Toluolsulfonsdurechlorid zu. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung Uber einen
Zeitraum von 3h langsam auf Raumtemperatur aufgetaut und 3-mal mit Wasser gewaschen.
Die organische Phase wird tUber Na,SO,4 getrocknet, gefiltert und am Rotationsverdampfer

evaporiert. Der Rickstand wird durch Flashchromatographie gereinigt.

Saulendurchmesser: 4 cm
Saulenhohe: 20-25 cm

Laufmittel: Petrolether /Ethylacetat (5:1)
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Anfarbemittel: Uv
R+Wert: 0.5

Eigenschaften: leicht gelbes Ol
Ausbeute: 3.61 g (0.012 mol, 22% der Theorie)

'H-NMR (CDs0D, TMS; & in ppm): 3.38 (t, 2H); 3.61 (t, 2H); 8.13 (s, 1H)

6.1.6 Synthese des N-Hydroxyethylformamids

In einem 250 ml Rundkolben werden 60 ml (1 mol) Ethanolamin und 60 ml (1mol)
Ameisensauremethylester zusammengegeben. Der Kolben wird mit einem Stopfen
verschlossen, der mit einer Uberdruckklammer gesichert ist. Die Reaktionsmischung wird
Uber Nacht auf 70°C erhitzt. Mittels Dinnschichtchromatographie wird der Umsatz
Uberpruft. Nach vollstdndiger Umsetzung der Edukte wird das entstandene Methanol

abrotiert und der Riickstand an der Olpumpe getrocknet.

Eigenschaften: leicht gelbe Flissigkeit
Ausbeute: 83.79 g (0.94 mol, 94% der Theorie)

'H-NMR (CDCl3, TMS; & in ppm): 1.31 (m, 4H); 1.52 (m, 2H); 1.63 (m, 2H); 2.42 (s, 3H); 3.20
(t, 2H); 3.99 (t, 2H); 7.32 (d, 2H); 7.77 (d, 2H)

6.1.7 Synthese des N-(B-Chlorethylformamid)s ™!

In einem 500 ml Dreihalsrundkolben mit Magnetriher und Ruckflusskiihler werden 123 g
(1.38 mol) N-(B-Hydroxyethylformamid) in 131.6 ml Dimethylformamid vorgelegt. Dieser
Losung werden bei 0°C unter Schutzgasatmosphare 164 g (1.38 mol) Thionylchlorid zu
getropft. Nach beendeter Zugabe wird die Reaktionsmischung fir 45 min auf 45°C erwarmt.
AnschlieRend wird das Dimethylformamid abdestilliert und der Rickstand wird durch eine

Destillation weiter aufgereinigt.
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Druck: 12 mbar

Siedepunkt: 110°C

Eigenschaften: farblose Flussigkeit

Ausbeute: 59.39 g (0.55 mol; 40% der Theorie)

6.1.8 Ringschluss des N-(B-Chlorethylformamid)s zum 2-Oxazolin "]

Zu 122.75 g einer 50%igen Kaluimhydroxidlosung werden bei 10°C langsam 37.55 g (0.35
mol) N-(B-Chlorethylformamid) zugetropft. Anschliellend wird die Reaktionsmischung noch
10-15 min bei Raumtemperatur gerthrt bevor bei 12 mbar das Rohprodukt in eine Kihlfalle
destilliert wird. Es werden 18.43 g (0.26 mol) Rohprodukt erhalten, die durch Zugabe von
Kaliumhydroxid von noch vorhandenem Wasser befreit werden. Dazu wird das Rohprodukt
im Eisbad gekdhlt. Dann werden langsam und portionsweise 8.6 g Kaliumhydroxid
zugegeben. Die Mischung wird bei 2500 rpm 5 min zentrifugiert. Dabei bilden sich zwei
Phasen, die obere Phase wird weiter verwendet, die untere wird verworfen. Die obere Phase

wird filtriert und durch Destillation weiter aufgereinigt.

Druck: 74 mbar
Siedepunkt: 30°C
Eigenschaften: farblose Flussigkeit (aminartiger Geruch)

Ausbeute: 7.39 g (0.1 mol; 30% der Theorie)

IH-NMR (CDCl3, TMS; & in ppm): 3.80 (t, 2H); 4.25 (t, 2H); 6.91 (s, 1H)

6.1.9 Lebende kationische ring6ffnende Polymerisation von 2-Isopropyl-2-

oxazolin

In einen am Vakuum gut ausgeheizten Schlenkkolben, versehen mit einem Magnetruhrer,
werden 8.82 g (0.0779 mol) 2-Isopropyl-2-oxazolin, zuvor in 14 ml Acetonitril gelost und

0.5806 g (0.0031 mol) p-Toluolsulfonsduremethylester, geldst in 1 ml Acetonitril, gegeben.
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Der Schlenkkolben wird mit einem Glasstopfen verschlossen und durch 2 Freeze-pump-
zyklen von Sauerstoff Dbefreit. Nach Durchfihren des zweiten Zyklus wird der
Polymerisationskolben mit Argon geflutet und unter Rihren bei 80°C fiir 48h im Olbad
temperiert. Anschlielend terminiert man die Polymerisation durch Zugabe von 1.160 g
(0.00624 mol) Mono-Boc-Piperazin. Das Piperazin wird in 1 ml Acetonitril vorgel6st und dann
der abgekihlten Polymerltsung zugefiigt. Diese wird dann nochmals tiber Nacht bei 80°C ins
Olbad gestellt. Danach rotiert man das Acetonitrii am Rotationsverdampfer ab. Der

Ruckstand wird durch Flashchromatographie aufgereinigt.

Saulendurchmesser: 4 cm

Saulenhohe: 20 cm

Laufmittel: Acetonitril /Methanol (70:30)
Anfarbemittel: Ninhydrin

Ri-Wert: 0.78

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe

Ausbeute: 6.09 g (74% der Theorie)

'H-NMR (CDsOD, TMS; & in ppm): 1.11 (m, Protonen der Isopropylseitenkette); 1.46 (s, 9H
Boc-Schutzgruppe); 3.53 und 3.65 (m, Protonen der Hauptkette)

6.1.10 Abspaltung der terminalen Boc-Schutzgruppe zur Herstellung eines

Amino-endfunktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)s

In einem 100 ml Rundkolben werden 11.39 g (0.0036 mol) des Polymers in 50 mi
Dichlormethan gelost. Uber ein Septum werden mit der Spritze langsam 15 ml
Trifluoressigsaure zugegeben, so dass man eine 30%ige (v/v) Losung erhalt. Nach
zweistuindigem Rihren bei Raumtemperatur wird mittles Kéltedestillation das Losungsmittel
und die Trifluoressigsaure entfernt. Anschlieend wird die trockene Probe in 40 ml Methanol
gel6st und Uber Nacht auf 4 g Anionentauscher gegeben. Dann wird der Anionentasucher

abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Methanol wird am
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Rotaionsverdampfer evaporiert und das Polymer dann an der Olpumpe vollstandig
getrocknet. Mittels *H-NMR wird (iberpriift ob das Entschiitzen erfolgreich war (Protonen

der Boc-Schutzgruppe sind nicht mehr sichtbar).

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe
Ausbeute: 10.8 g (0.0035 mol, 97% der Theorie)

6.1.11 Synthese des Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomers

Das Makromonomer wurde entsprechend der Reaktion von K. Fischer und C.D. Eisenbach
dargestellt.*>

In einem mit Argon gespulten 50 ml Dreihalsrundkolben, ausgestattet mit einem
Innenthermometer, Septum, Argonballon und einem Ruhrfisch, werden 5 g (0.0016 mol) des
entschitzten Polymers in 10 ml trockenem Dichlormethan geldst und in einer Ethanol
Stickstoffmischung auf ca. -70°C gekiihlt. Uber eine Spritze werden simultan 0.8 g (0.0032
mol) 6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat in 2 ml trockenem Dichlormethan, sowie 0.3 g
(0.0034 mol) Pyridin zugegeben. Danach wird die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur
erwarmt und Uber Nacht bei Raumtemperatur unter Argon und Lichtausschluss gerthrt. Am
nachsten Morgen ist die Loésung leicht trib geworden. Dies ist auf das entstandene
Pyridinhydrochlorid zurlckzufiihren. Nun wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer

evaporiert und der Rickstand wird durch eine Flashchromatographie aufgereinigt.

Saulendurchmesser: 4 cm

Saulenhohe: 17-20 cm

Laufmittel: erst Dichlormethan /Ethylacetat (1:1) um das tberschussige 6-Methacrylamid-1-
hexylchloroformiat sowie Pyridin abzutrennen, dann Methanol um das Makromonomer von
der Saule zu eluieren

Anfarbemittel: Uv und KMnO,4

R+-Wert: 0.76 (6-Methacrylamid-1-hexylchloroformiat); 0.84 (Makromonomer)

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe
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Ausbeute: 4.15 g (0.0013 mol, 81% der Theorie)
'H-NMR (CDCls, TMS; & in ppm): 1.12 (m, Protonen der Isopropylseitenkette); 3.53 und 3.65
(m, Protonen der Hauptkette); 5.35 (s, 1H); 5.67 (s, 1H)

6.1.12 Lebende kationische ring6ffnende Polymerisation von 2-Oxazolinen

mit Azid-funktionalisiertem Initiator

Die Polymerisationen erfolgen analog zu der lebenden kationischen ring6ffnenden
Polymerisation von 2-Isopropyloxazolin mit p-Toluolsulfonsduremethylester als Initatior

(6.1.8). Nur wird in diesem Fall das 6-Azido-1-hexyl-tosylat (6.1.5) als Initiator verwendet.

Angaben fir 2-Isopropyl-2-oxazolin als Monomer:

Saulendurchmesser: 4 cm

Saulenhohe: 20 cm

Laufmittel: Acetonitril /Methanol (70:30)
Anfarbemittel: Ninhydrin

Ri-Wert: 0.78

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe
Ausbeute: 78% der Theorie

'H-NMR (CDCls, TMS; & in ppm): 1.11 (m, Protonen der Isopropylseitenkette); 1.46 (s, 9H
Boc-Schutzgruppe); 3.53 und 3.65 (m, Protonen der Hauptkette)

Angaben fir 2-Ethyl-2-oxazolin als Monomer:

Saulendurchmesser: 4 cm

Saulenhohe: 20 cm

Laufmittel: Dichlormethan /Methanol (70:30)
Anfarbemittel: Ninhydrin, Dragendorff Reagenz
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R+Wert: 0.85

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe

Ausbeute: 37% der Theorie

'H-NMR (CDCls, TMS; & in ppm): 1.11 (m, Protonen der Ethylseitenkette); 1.46 (s, 9H Boc-
Schutzgruppe); 3.51 (m, Protonen der Hauptkette)

6.1.13 Synthese eines Azid-funktionalisierten Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-

2-oxazolin)s via lebender kationsich ringdffnender Polymerisation

In einen gut ausgeheizten Schlenkkolben, versehen mit einem Magnetrihrer, werden 6.57 g
(0.0663 mol) 2-Ethyl-2-oxazolin, zuvor in 9 ml Acetonitril gelost und 0.6594 g (0.00221 mol)
6-Azido-1-hexyl-tosylat, gelost in 1 ml Acetonitril, gegeben. Der Schlenkkolben wird mit
einem Glasstopfen verschlossen und durch 2 Freeze-pump-zyklen von Sauerstoff befreit.
Nach Durchfuihren des zweiten Zyklus wird der Polymerisationskolben mit Argon geflutet
und unter Rihren bei 60°C fur 72h im Olbad temperiert. AnschlieBend wird mittels
Dunnschichtchromatographie (DC) auf noch vorhandenes 2-Ethyl-2-oxazolin geprift. Da kein
2-Ethyl-2-oxazolin nachgewiesen werden konnte, werden nun 5 g (0.0442 mol) 2-Isopropyl-
2-oxazolin zugegeben und weitere 48h bei 60°C im Olbad temperiert. Danach wird nochmals
mittel DC auf Monomerriickstande gepruft. Da keine 2-Isopropyl-2-oxazolintreste vorhanden
sind, wird die Polymerisation durch Zugabe von 1.233 g (0.00663 mol) Mono-Boc-Piperazin
terminiert. Das Piperazin wird in 1 ml Acetonitril vorgelost und dann der abgekihlten
Polymerlosung zugefiigt. Diese wird dann fir 2h bei 60°C im Olbad inkubiert. Danach
evaporiert man das Acetonitrii am Rotationsverdampfer. Der Rickstand wird durch

Flashchromatographie auf gereinigt.

Saulendurchmesser: 4 cm

Saulenhdhe: 20 cm

Laufmittel: Dichlormethan /Methanol (70:30)
Anfarbemittel: Ninhydrin, Dragendorff Reagenz
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R+Wert: 0.27

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe

Ausbeute: 6.78 g (59% der Theorie)

'H-NMR (CDCls, TMS; & in ppm): 1.11 (m, Protonen der Ethyl-und Isopropylseitenkette); 1.46
(s, 9H Boc-Schutzgruppe);2.77 und 3.03 (m, 1H aus Isopropylseitenkette); 3.51 (m, Protonen
der Hauptkette)

6.1.14 Abspaltung der terminalen Boc-Schutzgruppe der in 6.1.9 und 6.1.10
dargestellten Poly(2-oxazolin)e zur Herstellung eines Amino-

endfunktionalisierten Polymers

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgt nach der gleichen Vorgehensweise wie in
Abschnitte 6.1.7 beschrieben. Die Ausbeuten sind mit denen in 6.1.7 vergleichbar. Mittels

'H-NRM wird auf noch vorhandene Protonen der Boc-schutzgruppe gepriift.

6.1.15 Synthese der Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)makromonomere

In einem mit Argon gespulten 50 ml Dreihalsrundkolben, ausgestattet mit einem
Innenthermometer, Septum, Argonballon und einem Ruhrfisch, werden zwischen 0.003 und
0.005 mol des entschitzten Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)s in 6-10 ml trockenem
Dichlormethan geltst und in einer Ethanol Stickstoffmischung auf ca. -70°C gekihlt. Uber
zwei Spritzen werden simultan ein dreifacher Uberschuss (zwischen 0.009 und 0.015 mol) 6-
Methacrylamid-1-hexylchloroformiat in 1-2 ml trockenem Dichlormethan, sowie zwischen
0.009 und 0.015 mol Pyridin zugegeben. Danach wird die Reaktionsmischung auf
Raumtemperatur erwarmt und Uber Nacht bei Raumtemperatur unter Argon und
Lichtausschluss geriihrt. Am néchsten Morgen ist die Lésung leicht triib geworden. Dies ist
auf das entstandene Pyridinhydrochlorid zurickzufthren. Nun wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer evaporiert und der Rickstand wird durch Dialyse (Auschlussgrenze

1000g/mol) gegen Methanol aufgereinigt.
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Angaben fir 2-Isopropyl-2-oxazolin als Monomer:

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe

Ausbeute: 64% der Theorie

'H-NMR (CD;0D, TMS; & in ppm): 1.11 (m, Protonen der Isopropylseitenkette); 3.51 und
3.65 (m, Protonen der Hauptkette); ); 5.35 (s, 1H); 5.67 (s, 1H)

Angaben fir 2-Ethyl-2-oxazolin als Monomer:

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe
Ausbeute: 65% der Theorie

'H-NMR (CD;0D, TMS; & in ppm): 1.11 (m, Protonen der Isopropylseitenkette); e); 3.51 und
3.65 (m, Protonen der Hauptkette); ); 5.35 (s, 1H); 5.67 (s, 1H)

Angaben fir 2-Ethyloxazolin und 2-Isopropyloxazolin als Monomere:

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit gelblicher Farbe
Ausbeute: 58% der Theorie

'H-NMR (CD;0D, TMS; & in ppm): 1.11 (m, Protonen der Isopropylseitenkette); 2.78 und
3.03 (m, 1H aus Isopropylseitenkette); 3.51 (m, Protonen der Hauptkette); 5.35 (s, 1H); 5.67
(s, 1H)

6.1.16 Radikalische Polymerisation der Poly(2-oxazolin)makromonomere

Ein gut gereinigtes 10 ml Spitzkdlbchen wird mit 0.8 g bis 1 g des zu polymerisierenden
Makromonomers gefiillt. Der Feststoff wird an der Olpumpe entgast, dazu wird 15 min
Vakuum gezogen, dann wird mit Argon bellftet und dann wieder Vakuum gezogen. Dies

wird 3-mal wiederholt. In der Zwischenzeit wird eine wassrige Losung des Initiators 2,2°-
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Azobis(2-amidinopropane) Dihydrochlorid angesetzt. Es werden 0.5 bis 1 mol % des Initiators
verwendet. Tabelle 6.1.1 zeigt die exakten Polymerisationsansatze und die Ausbeuten fur die
verschiedenen Makromonomere. Nach dem der Feststoff entgast wurde, wird die
Initiatorlésung durch 3 Freeze-pump-zyklen von Sauerstoff befreit und am Ende mit Argon
gespult. 1 ml der Initiatorlésung, die 0.5-1 mol% Initiator enthalt, wird zu dem entgasten
Makromonomer gegeben und zum I6sen 2h auf den Schittler gestellt. Anschlie3end wird die
Mischung durch einen letzten Freeze-pump-zyklus von Sauerstoff befreit und mit Argon
geflutet. Der Polymerisationskolben wird dann fiir 24 h bei 62-64°C ins Olbad gehangt. Das
feste Polymer wird dann in Methanol gel6st und getrocknet, dazu wird erst das Methanol
evaporiert und dann durch Gefriertrocknung das Wasser entfernt. Mittels Amicon
Zentrifugenfilter mit einer Ausschlussgrenze von 10 000 g/mol -50 000 g/mol werden die

Polymere fraktioniert.

Tabelle 6.1.1: Ubersicht tiber die Polymerisationsansétze der Makromonomere

Probe Initatormenge / mol % | Makromonomer /g | Ausbeute / g
PiPrOx-30 0.5 1 0.7
N3-PEtOX-b- 1 0.8114 0.6
PiPrOx-60

N3-PiPrOx-40 1 0.8124 0.6
N3-PEtOx33 0.5 1 0.8
PEtOx-co-PForOx- 1 0.81 0.3

33

6.1.17 Synthese eines Azid-funktionalisierten Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-

oxazolin) via lebender kationischer ring6ffnender Polymerisation

Die Polymerisation wird analog zu der in 6.1.8 beschriebenen Polymerisation durchgefihrt.
Als Initiator werden 1.2 g (0.004 mol) 6-Azido-1-hexyl-tosylat verwendet. Das Verhéltnis 2-
Ethyl-2-oxazolin zu unsubstituiertem 2-Oxazolin betragt 70 mol% zu 30 mol%, so dass 8.32 g
(0.084 mol) 2-Ethyl-2-oxazolin und 2.56 g (0.032 mol) 2-Oxazolin in 26 ml Acetonitril

verwendet wurden. Nach 48h polymerisierten bei 75°C wird die Reaktion durch 5 ml
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Methanol terminiert. Das Losungsmittel wird evaporiert und der Rickstand wird
gefiergetrocknet. Das erhaltene Polyoxazolin wird durch Dialyse gegen Methanol weiter

aufgereinigt.

Eigenschaften: leicht gelber Feststoff
Ausbeute: 4.75 g 43% der Theorie

'H-NMR (CDs0D, TMS; & in ppm): 1.10 (m, Protonen der Ethylseitenkette); 2.41(m, Protonen
der Ethylseitenkette), 3.51 (m, Protonen der Hauptkette); 8.02 (m, 1H der

Formylseitenkette)

6.1.18 Reduktion der Azid-Gruppen des Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)s

mittels Staudinger Reduktion

Es werden 1.4 g (0.0005 mol) des Polymers in 4 ml Methanol geldst und mit 525 mg (0.002
mol) Triphenylphosphin, gelost in einer Mischung aus 1 ml Methanol und 1 mi
Tetrahydrofuran, zusammengegeben. Nach Ruhren Uber Nacht unter Argon und
Lichtausschluss werden 300 pl Wasser zugegeben und nochmals Uber Nacht gerthrt. Das
Uberschussige Triphenylphosphin wird abgesaugt und das Filtrat wird, nachdem das
Losungsmittel evaporiert wurde, gefriergetrocknet. Der erhaltene Feststoff wird gegen
Methanol dialysiert. (MWCO 1000 g/mol) Mittels IR-Spektroskopie wird Uberprift, ob die

Azid-Bande verschwunden ist.

Eigenschaften: leicht gelber Feststoff
Ausbeute: 53% der Theorie

6.1.19 Synthese eines Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)makromonomers

In einen mit Argon gespulten Kolben werden 0.7 g (0,00025 mol) NH,-Poly-2-oxazolin-co-2-
ethyloxazolin und 0.4554 g (0.0025 mol) NHS-Methacrylsadureester in 10 ml Methanol und

einem Spritzer Dichlormethan gel6st. Die Reaktion wird 24 h bei RT, Lichtausschluss und
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unter Argon gerihrt. Nach evaporieren des Losungsmittels wird gegen Methanol dialysiert.
(MWCO 1000 g/mol)

Eigenschaften: leicht gelber Feststoff
Ausbeute: 0.41g 56% der Theorie

'H-NMR (CDs0D, TMS; & in ppm): 1,10 (m, Protonen der Ethylseitenkette); 2,41(m, Protonen
der Ethylseitenkette), 3,51 (m, Protonen der Hauptkette); 5,36 (s, 1H); 5,70 (s,1H), 8,02 (m,
1H der Formylseitenkette)

6.1.20 Abspaltung der Formylgruppen einer zylindrischen Poly(2-ethyl-co-2-

formyl-2-oxazolin)birste

In einem 10 ml Rundhalskolben werden 200 mg der zylindirischen Poly-2-formyloxazolin-co-
2-ethyloxazolin-birste (0.65 mmol Formyleinheiten) in 5 ml 5% iger methanolischer
Salzsaurelésung gelost und unter Lichtausschluss 24 h bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wird das Losungsmittel evaporiert und die Probe aus Wasser gefiergetrocknet.
Mittels 'H-NMR wird Uberpriift ob das Entschiitzen erfolgreich war (Protonen der

Formylgruppen sind nicht mehr sichtbar).

Ausbeute: 80%

6.1.21 Reduktion der Azid-Gruppen der Poly(2-oxazolin)blrsten mittels Tris(2-
carboxyethyl)phosphin ™!

In einem Kkleinen Schlenkkolben werden unter Argon 50 mg (ca. 0.01 mmol) der
gewinschten Azid-funktionalisierten Birste, in 700 pl Wasser gelost, mit dem 5 fachen
molaren Uberschuss Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) in ca. 300 pl Wasser geldst,

zusammengegeben. Die Reaktionslosung wird fir 48h bei Raumtemperatur und
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Lichtausschluss geriihrt. Anschlieend wird mittels eines Amicon Zentrifugenfilters mit einer

Ausschlussgrenze von 10 000 g/mol das tberschissige TCEP abgtrennt.

Ausbeute: 42% der Theorie

6.1.22 Farbstoffmarkierung der Azid-funktionalisierten Poly(2-

oxazolin)bursten mit Hilfe von kupferfreier Click Chemie

1 mg (1.1 pmol) DBCO-PEG4-Carboxyrhodamine 110 werden in 2 ml DMF geldst. Dann
werden jeweils 50 mg der Azid-funktionalisierten Bulrste mit so viel Farbstofflosung versetzt,
dass ungefahr 2 Farbstoffe pro Burste clicken (siehe Tabelle 6.1.2). Die Reaktionsmischungen
werder fur 48h unter Lichtausschluss geriihrt. Danach wird der freie Farbstoff Gber Amicon

Zentrifugenfilter mit einem Ausschluss von 10 000 g/mol abgetrennt.

Ausbeute: 50% der Theorie

Tabelle 6.1.2: Reaktionsansatze der Farbstoffmarkierungen der verschiedenen Azid-funktionalisierten

Poly(2-oxazolin)blrsten

Probe DMF-Farbstoff | Farbstoff/ Azid-Gruppen/ Zugabe
/ml pmol pmol H.0
N3-PEtOX-b-iPrOx-60 0.3 0.17 8.3 2.1
N3-PiPrOx-25 0.4 0.22 16 4.1
N3-PEtOx33 1 0.55 14 3
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6.2 Verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Tabelle 6.2.1 zeigt eine Auflistung der verwendeten Chemikalien, Lésungsmittel sowie zur Aufreinigung verwendete Materialien, die zur Synthese

der in 6.1 beschriebenen Verbindungen und Polymere ben6tigt werden.

Tabelle 6.2. 1: Auflistung der verwendeten Materialien

Chemikalien Firma Bestellnummer | Weiterfiihrende Aufreinigung Verwendungszweck

Acetonitril Arcros 326810010 keine Losungsmittel fiir lebende kationische
ringdffnende Polymerisation

Amberlyst A-26 (OH) lon Sigma-Aldrich | 542571 keine lonenaustausch nach Abspalten der Boc-

exchange Schutzgruppe mit Trifluoressigsaure

Ameisensauremethylester Sigma-Aldrich | M46837 keine Herstellung N-Hydroxyethylformamid

1-Amino-6-hexanol Sigma-Aldrich | A56353 keine Herstellung 6-Methacrylamid-1-hexanol

2,2‘-Azobis(2-amidinopropane) | Wasko 017-21332 keine Initator flr radikalische Polymerisation der

Dihydrochlorid Makromonomere

1-Boc-piperazin Sigma-Aldrich | 343536 keine Abbruchreagenz fiir lebende kationische
ring6ffnende Polymerisation

6-Bromo-1-hexanol Sigma-Aldrich | 186481 keine Herstellung von 6-Azido-1-hexanol

DBCO-PEG4-Carboxyrhodamine | Jena CLK-A-127-2 keine Farbstoff zur Markierung der Azid-

110 Bioscience funktionalisierten Polymerbdirsten

Dichlormethan Sigma-Aldrich | 32222 keine Losungsmittel

Dimethylformamid Acros 326870010 keine Losungsmittel

Ethanolamin Sigma-Aldrich | 11,016-7 keine Herstellung N-Hydroxyethylformamid

Ethylacetat Sigma-Aldrich | 33211 keine Losungsmittel

2-Ethyloxazolin Sigma-Aldrich | 137456 Destillation uber CaH, Monomer
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2-Isopropyloxazolin TCI Europe 10642 Destillation uber CaH, Monomer

Kaliumhydroxid Sigma-Aldrich | 484016 keine Ringschluss von N-B-Chlorethylformamid)

Kieselgel 60 Merk 115111 keine Flashchromatographie

Methacrylsaurechlorid Sigma-Aldrich | 64120 Destillation tiber CuCl, Herstellung von N-
hydroxysuccinimidmethacrylsédureester

Methanol Sigma-Aldrich | 32213 keine Losungsmittel

Methanol Merk 1060020500 keine Lésungsmittel fiir SLS und DLS von Biirsten

p-Methyltosylat Sigma-Aldrich | 89800 Destillation Initator fr lebende kationische
ring6ffnende Polymeristation

Natriumazid Sigma-Aldrich | 19,993 keine Herstellung von 6-Azido-1-hexanol

N-Hydroxysuccinimid Sigma-Aldrich | 130672 keine Herstellung von N-
hydroxysuccinimidmethacrylsédureester

Platinumdioxid Sigma-Aldrich | 459925 keine Katalysator fur die Hydrierung

Pyridin Sigma-Aldrich | 270970 keine Herstellung der Makromonomere

Thionylchlorid Sigma-Aldrich | 230464 keine Reduktion der Azid-Gruppen des Poly(2-
formyl-2-oxazolin-co-2-ethyloxazolin)s

p-Toluolsulfonsaurechlorid Sigma-Aldrich | 240877 keine Herstellung von 6-Azido-1-hexyl-tosylat

Tris(2-carboxyethyl)phosphin Sigma-Aldrich keine Reduktion der Azid-funktionalisierten
Poly(2-oxazolin)bursten

Triethylamin Sigma-Aldrich | T0O886 Destillation Herstellung von N-
hydroxysuccinimidmethacrylsédureester
und 6-Azido-1-hexyl-tosylat

Triphenylphosphin Sigma-Aldrich keine Reduktion

Trifluoressigsaure Sigma-Aldrich | 302031 keine Abspalten der Boc-Schutzgruppe

Triphosgen Sigma-Aldrich | 15217 Umkristallisieren mit Hexan Herstellung 6-Methacrylamid-1-
hexylchloroformiat

Dialysemembranen Carl Roth Dialyse der Makromonomer und deren
Vorstufen

Amicon Centrifugenfilter Millipore Fraktionierung der Bursten
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6.3 Verwendete Gerate

6.3.1 GPC-Messungen

Die in dieser Arbeit gezeigten GPC-Chromatogramme wurden in DMF + 1 g/l LiBr bei einer
Temperatur von 333 K gemessen. Als Sdulenmaterial wurde vernetztes Polystyrol (MZ-
Analysentechnik; MZ-SDplus; 5 mm Material 300 x 8) verwendet. Die Porengrof3en der
Saulen betrugen 10, 10% 10° nm fiir den Oligomerséulensatz oder 10%, 10°, 10° und 10’ nm
fur den Polymersaulensatz. Die Flussrate war bei allen Messungen konstant bei einem Wert
von 1 ml/min. Zur Signaldetektion wurde ein RI-Detektor der Firma Waters (2414)
eingesetzt. Als Pumpe wurde das Modell L-7110 der Firma Hitachi verwendet. Ebenfalls von
der Firma Waters ist der verwendete Degasser (Modell AF). Zu Eichung wurden engverteilte

Polystyrolstandards der Firma PSS, Mainz verwendet.

6.3.2 Statische und dynamische Lichtstreumessungen

Statische Lichtstreumessungen (SLS) wurden mit einem ALV-SP86 Goniometer, einem ALV-
3000 Korrelator, einem Uniphase HeNe Laser (25mW Leistung bei einer Wellenlange von
A=632.8 nm) und einem ALV/High QE ADP Avalanche Photodioden Detektionssystem
durchgefihrt. Ein ALV-SP125 Goniometer, ein ALV-5000 Korrelator und ein Spectra Physics
2060 Argonionen Laser (500 mW Leistung bei einer Wellenldnge von A= 514,5 nm) wurde flr
dynamische Lichtstreuexperimente (DLS) verwendet. Dabei wird die Streuintensitat in zwei
Signale (50/50) geteilt und jedes wird durch einen Photomultiplier detektiert. Die beiden
Signale werden kreuzkorreliert um das Grundrauschen zu minimieren.

Ublicherweise werden die Lésungen von 30 bis 150° in 5° Schritten (SLS) oder in 15° oder 20°
Schritten (DLS) gemessen. Die Auswertung der Statikmessungen erfolgt nach Zimm um das
Gewichtsmittel der molaren Masse M,, den Tragheitsradius R; und den zweiten
Viralkoeffizenten A, zu bestimmen. Die Korrelationsfunktionen zeigten einen monomodalen
Abfall und wurden biexpotentiell gefittet, wobei der erste Cumulant I" erhalten wurde. Das

z-Mittel des Diffusionskoeffizenten D, wurde durch Extrapolation von I'/q? fiir g=0 erhalten.
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6 Material und Methoden

Unter Verwendung des Stokes Gesetz wird das inverse z-Mittel des hydrodynamischen
Radius Ry=<1/Rp>," erhalten.

Es wurden Masslosungen mit einer Konzentration von c= 1g/l vorbereitet und durch
Millipore Filter mit einer PorengroRe von 0.45 pm oder 0.2 pm filtriert. Weitere
Verdinnungen wurden durch Zugabe von Losungsmittel, gefiltert durch Millipore LG Filter
mit einer Porengrof3e von 0.2 um, erhalten. Die Konzentrationen wurden durch auswiegen
der Kiivetten erhalten.

Probenldsungen anderer Konzentrationen wurden direkt in der gewunschten Konzentration

vorbereitet und durch 0,45 um Millipore LCR Filter filtriert.

6.3.3 NMR-Messungen

Die H- und *C-NMR-Spektren in dieser Arbeit wurden an einer Bruker 300 Ultra Shield
Anlage gemessen. Zur Endgruppenanalyse der Makromonomere wurde an einer Bruker 400
Ultra Shield Anlage gemessen. Die Messzeit fiir **C-NMRs betrug 1 Stunde. Die Temperatur
bei allen Messungen betrug 293K.

6.3.4 UV/Vis und-Fluoreszenzspektroskopie-Messungen

Die Tribungskurven wurden an einem Carry 100 Bio UV-Vis Spectrometer der Firma Varian
bei einer Wellenlange von 400 nm und einer Heizrate von 1°C min aufgenommen. Die
Konzentrationen der Proben waren konstant c¢=1g/l. Die Messungen der
Fluoreszenzspektren wurde an einem FP-6500 Spektrofluorometer (Jasco) durchgefihrt.
Beide Spektrometer waren mit einer externen Temperaturkontrolle ausgestattet. Vor der
Aufnahme der Fluoreszensspektren wurden die Proben auf eine Absorption von 0.09
eingestellt. Alle Messungen erfolgten in Prazisions-Kivetten der Firma Hellma aus optischem

Spezialglas.
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6 Material und Methoden

6.3.5 dn/dc-Messungen

Die Brechungsindexinkremente wurde mit einem in unserer Gruppe entwickeltem Michelson

Interferometer bei einer Wellenlange von 1=632,8 nm bestimmt.[**!

6.3.5 MALDI-ToF Messungen

MALDI-ToF Messungen wurden mit einem Micromass ToFSpec E Mass Spectrometer im
positiven  Reflektronbetrieb  durchgefuhrt. Fir alle Experimente wurde 2-(4-
Hydroxyphenylazo)benzoesdure als Matrix verwendet. Die Polymerlésung wurde in
Methanol (c= 1g/l) gelost und mit der Matrixlosung in THF (c= 25g/1) im Verhaltnis von 1/1
gemischt. Von dieser Lésung wird 1pl auf ein ,Target* aufgetragen. Vor jeder Messung

wurde mit einem Polystyrolstandard von PSS, Mainz kalibriert.

6.3.6 AFM-Messungen

Die AFM-Messungen wurden mit einem Veeco Multimode Scanning Probe Mikroskop und
einem Nanoscope llla Kontroller durchgefihrt. Alle Aufnahmen wurden im Tapping Mode
gemacht. Es wurden Olympus OMCL-AC160-W2 Cantiliver mit einer Resonanzfrequenz von
300 kHz verwendet. Fur die Messungen wurden die Proben in Wasser oder einem Methanol
/Methylethylketon Gemisch (1/1) gelost und in Konzentrationen von 0.1 g/l oder 0.025 g¢/I

auf Mica gespin coated.

6.3.7 FCS-Messungen

Die Fluoreszenz-Korrelations Spektroskopie Messungen wurden am Max-Plank-Institut far
Polymerforschung in der Gruppe von Koynov mit einem kommerziellen FCS-Aufbau (Zeiss)
durchgefiihrt. Die Fluorophore wurden mit einem Argon Laser (CVI Melles Griot) angeregt.
Dabei wurde mit einer Laserleistung von 4% gemessen (Gesamtlaserleistung: 8 mW). Die

Detektion der Emission erfolgte mit einer Avalanche Photodiode hinter einem geeigneten
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6 Material und Methoden

Filter (Langpassfilter 488 nm). Das konvokale Beobachtungsvolumen wurde mit Alexa Fluor
488 in Wasser kalibriert. Die Losungen wurden auf einer Konzentration von = 2 nmol/ml

verdinnt.

6.3.8 IR-Messungen

Die IR-Spektren wurden an einem Nicolet iS10 FT-IR Spektrometer der Firma Thermo
Scientific mittels einer ATR-Einheit in einem Wellenzahlbereich von 4000 cm™ bis 500 cm™

gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der Software ,,OMNIC*.
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7 Anhang

Im Folgenden werden noch zusétzliche Daten und Ergebnisse aufgefiihrt, die in der Arbeit

nicht gezeigt wurden.
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Abbildung 7.1: 'H-NMR des N-Hydroxysuccinimdmethacrylsaureesters (300 mHz, T=293 K, LM: CDCl5)
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Abbildung 7.2: Reziproker hydrodynamischer Radius der Ns-Poly(2-ethyl-2-oxazolin)birste in Abh&ngigkeit
der Konzentration; in Methanol bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)
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Abbildung 7.3: Trockene AFM-Aufnahme der Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)biirste nach spin coating aus
Methanol/Methylethylketon (1/1) auf Mica; Cprone= 0.1 g/I; links: H6henbild; rechts: Amplitudenbild
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Abbildung 7.4: *H-NMR des Boc-geschiitzten N3-Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) (400 mHz, T=293 K, LM: CD;0)

159



Anhang

3 (ppm)

Abbildung 7.5: 'H-NMR Ns-Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) nach abspalten der Boc-Schutzgruppe (400 mHz,
T=293 K, LM: CD;0)
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Abbildung 7.6: : 'H-NMR des Boc-geschitzten Nz-Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (400 mHz, T=293 K, LM: CD30)
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Abbildung 7.7: 'H-NMR Ns-Poly(2-ethyl-2-oxazolin) nach abspalten der Boc-Schutzgruppe (400 mHz, T=293 K,
LM: CD;0)
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Abbildung 7.8: 'H-NMR des Ns-Poly(2-ethyl-2-oxazolin)makromonomers (400 mHz, T=293 K, LM: CD;0)
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Abbildung 7.9: 'H-NMR des Boc-geschitzten Ns-Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin) (400 mHz, T=293 K,
LM: CD;0)
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Abbildung 7.10: 'H-NMR Ns-Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin) nach abspalten der Boc-Schutzgruppe
(400 mHz, T=293 K, LM: CD30)
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Abbildung 7. 11: 'H-NMR des Ns-Poly(2-ethyl-2-isopropyl-2-oxazolin)makromonomers (400 mHz, T=293 K,
LM: CD;0)
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Abbildung 7.12: Gelpermeationschromatogramm des Azid-funktionalisierten Poly(2-ethyl-2-oxazolin)-
makromonomers in DMF (LiBr 1 g/I, T= 333 K)
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Abbildung 7. 13: MALDI-ToF Spektrum des Azid-funktionalisierten Poly(2-ethyl-2-oxazolin)makromonomers
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Abbildung 7.14: IR-Spektrum des Azid-funktionalisierten Poly(2-ethyl-2-oxazolin)makromonomers
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Abbildung 7.15: IR-Spektrum des Azid-funktionalisierten Boc-geschitzten Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-
oxazolin)
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Abbildung 7.16: IR-Spektrum der Ns-Poly(2-ethyl-2-oxazolin)biirste
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Abbildung 7.17: IR-Spektrum der Ns-Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin)birste

0.06 -

0.05 -

o

o

B
[

1/R_(nm”)

0.03 -

0.02 T v T v T y T v
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Konzentration (g/l)

Abbildung 7.18: Reziproker hydrodynamischer Radius der Ns-Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste in
Abhangigkeit der Konzentration; in Methanol bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)
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Abbildung 7.19: Reziproker hydrodynamischer Radius der Ns-Poly(2-ethyl-2-oxazolin)birste in Abhéngigkeit

der Konzentration; in Methanol bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)
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Abbildung 7.20: Reziproker hydrodynamischer Radius der Nz-Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin)birste
in Abhangigkeit der Konzentration; in Methanol bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)
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Abbildung 7.21: DLS der N3-Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste in Wasser bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad

(20 Gradschritte); c=1 g/l; n=0.99257 cp; Ry= 24 nm; Salz: Natriumchlorid (c=152 mM)
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Abbildung 7.22: DLS der Ns-Poly(2-ethyl-2-oxazolin)birste in Wasser bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20

Gradschritte); c=1 g/l; n=0.99257 cp; Ry= 24 nm; Salz: Natriumchlorid (c=152 mM)
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Abbildung 7.23: DLS der N3-Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin)birste in Wasser bei 293 K zwischen 30
und 150 Grad (20 Gradschritte); c=1 g/l; n=0.99257 cp; Ry=36.4 nm; Salz: Natriumchlorid (c=152 mM)
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Abbildung 7.24: FCS Autokorrelationsfunktion der Mischung aus freiem unfunktionalisiertem Farbstoff und

der N3-PiPrOx-Burste in H,O, T=295.15 K, n= 0.9581
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Abbildung 7.25: FCS Autokorrelationsfunktion der Mischung aus freiem unfunktionalisiertem Farbstoff und
der Nz-PEtOx-Bdirste in H,0, T= 295.15 K, n=0.9581
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Abbildung 7.26: IR-Spektrum der NH,-Poly(2-ethyl-2-oxazlin)birste

170



Anhang

110

-

o

o
1

Transmission (%)
({e]
o
[]

80 -

I I I I |} I
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahlen (cm™)

Abbildung 7.27: IR-Spektrum der NH,-Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin)birste
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Abbildung 7. 28: DLS der NH-Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)birste in Wasser bei 293 K zwischen 30 und 150
Grad (20 Gradschritte); c=1 g/l; n=0.99257 cp; Ry= 24.5 nm; Salz: Natriumchlorid (c=152 mM)
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Abbildung 7.29: DLS der NH,-Poly(2-ethyl-2-oxazolin)biirste in Wasser bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad

(20 Gradschritte); c=1 g/l; n=0.99257 cp; Ry= 26 nm; Salz: Natriumchlorid (c=152 mM)
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Abbildung 7.30: DLS der NH,-Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin)birste in Wasser bei 293 K zwischen

30 und 150 Grad (20 Gradschritte); c=1 g/l; n=0.99257 cp; Ry= 36 nm; Salz: Natriumchlorid (c=152 mM)

172



Anhang

0.04 -

0.03
€ 0.02-
= — —u — —
x

0.01

0.00 1 . . : , : ,

0.05 0.10 0.15 0.20

Konzentration (g/l)

Abbildung 7.31: Reziproker hydrodynamischer Radius der Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)birste in
Abhangigkeit der Konzentration; in Methanol bei 293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)
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Abkurzungsverzeichnis
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PEG Polyethylenglykol

PEI Polyethylenimin

PEtOx Poly(2-ethyl-20xazolin)

PEtOx-c-PForOx Poly(2-ethyl-co-2-formyl-2-oxazolin)
PEtOx-b-PiPrOx Poly(2-ethyl-block-2-isopropyl-2-oxazolin)
PiPrOx Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)

PMeOx Poly(2-methyl-2-oxazolin)

PNIPAM Poly(N-isopropylacrylamid)

PnPrOx Poly(2-npropyl-2-oxazolin)

Pn Zahlenmittel des Polymerisationsgrads
POx Poly(2-oxazolin)

PPhOx Poly(2-phenyl-2-oxazolin)

Pw Gewichtsmittel des Polymerisationsgrads
Ry Tragheitsradius

Rn Hydrodynamischer Radius

ROMP Ring-Opening Metathesis Polymerization
SLS Statische Lichtstreuung

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin

TCEPO Tris(2-carboxyethyl)phosphinoxid

TMS Tetramethylsilan

Tr Phasenibergangstemperatur (Transition Temperature)
UCST Upper Critical Solution Temperature
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