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1. Einleitung

1 Einleitung

Polymere sind aus unserem heutigen Alltag nicht mehr wegzudenken. Ahnlich wie andere
Werkstoffklassen in der kulturgeschichtlichen Entwicklung der Menschheit wie die Keramik
in der Steinzeit liber die Bronze- und die Eisenzeit eine entscheidende Rolle gespielt haben, so
dominieren heute die Polymere den technischen und zivilisatorischen Fortschritt. Keine Mate-
rialklasse hat das 20. Jahrhundert so sehr gepragt wie die vollsynthetischen Polymere, die auf
Grundlage der Arbeiten unter anderem von HERMANN STAUDINGER (Nobelpreis 1953)
moglich geworden sind."! Heutzutage beschiftigt sich die Polymerchemie zunehmend mit
Strukturen, die im mesoskopischen Bereich von 1-1 000 nm liegen."”! In der modernen Poly-
merchemie ist eine Vielzahl von ,,lebenden* Polymerisationsmethoden bekannt, welche die
gezielte Synthese von Polymeren mit definierten Molekulargewichten, chemischen Zusam-
mensetzungen und Strukturen ermdglichen.”! Die vielfiltigen Eigenschaften und Anwen-
dungsmoglichkeiten der Polymere beruhen auf ihrer molekularen Architektur. Polymere sind
Kettenmolekiile, welche durch die Verkniipfung von kleineren Bausteinen, den Monomeren,
aufgebaut sind. Wird ein hydrophiles und ein hydrophobes Homopolymer kovalent miteinan-
der verbunden, entsteht ein amphiphiles Blockcopolymer. Diese gegensétzlichen Eigenschaf-
ten der einzelnen Blocke ermoglichen durch Selbstorganisation die Bildung von geordneten

419 Dabei kann ein Blockcopolymer in wissrigen Systemen aufgrund der

Uberstrukturen.
Formanisotropie bei bestimmten Konzentrationen sphérische oder zylindrische Mizellen so-
wie Polymersomen bilden. Diese Uberstrukturen eréffnen durch ihre Moglichkeiten kompa-
tible Stoffe in sich aufzunehmen, vielfaltigste Anwendungen in erster Linie im medizinischen
und pharmazeutischen Bereich. Vor allem als mogliches Wirkstofftransportsystem, nach dem
Beispiel des von PAUL EHRLICH vorgestellten Konzept der MAGIC BULLET™!", sind in den
letzten Jahren enorme Fortschritte erzielt worden.!'>"*! Die meisten klinisch verwendeten Me-
dikamente sind liberwiegend niedermolekulare Verbindungen, die nur eine kurze Halbwerts-
zeit im Blut haben und sich gleichméBig durch freie Diffusion im gesamten Kdrper verteilen.
Dadurch kommt es zu einer relativ geringen Konzentration des Wirkstoffes am Zielort und
eventuell zu Nebenwirkungen im gesunden Gewebe. Um solche Defizite zu umgehen, wurde
von HELMUT RINGSDORF ein Konzept eines allgemeinen Wirkstofftransportsystems vor-
gestellt, bei dem sowohl die Wirkstoffe als auch die bioaktiven Liganden iiber Linkergruppen

18] Dabei sind vor allem drei Aspekte zu betrachten: der

an das Polymer gebunden sind.!
Wirkstofftransport (drug delivery), das Wirkstoft-Targeting (drug targeting) und die Wirk-

stofffreisetzung (drug release).” Beim Wirkstofftransport geht es um die physikochemischen
18



1. Einleitung

Eigenschaften des Transportsystems, die den Transport vom Verabreichungsort {iber biologi-
sche Barrieren zum eigentlichen Wirkungsort ermoglichen. Dabei sind die Themen der Auf-
nahme des Wirkstoffes als auch die Toxikologie und die Stabilitdt des Transportsystems im
Fokus.!"*! Bei der Aufnahme sind nicht nur Wirkstoffe, sondern auch andere Substanzen von
groBBem Interesse. Nanopartikel und fluorhaltige Substanzen finden ihre Anwendung bei bild-
gebenden Verfahren in der medizinischen Diagnostik.!"”* Beim Wirkstoff-Targeting soll mit
Hilfe der polymergebundenen bioaktiven Liganden, die selektiv an zelluldre Rezeptoren bin-
den, das Wirkstofftransportsystem zielgerichtet an den Wirkungsort gebracht werden. Dabei

[23-24]

ist vor allem die Anbindung der Liganden , wie z. B. Antikorper™ 7, Kohlenhydrate und

(53] an die Polymere ein groBes Aufgabengebiet. Ein weiterer wichtiger Aspekt in

Vitamine
diesem Zusammenhang ist die Betrachtung des Targeting-Prozesses des Wirkstofftransport-
systems an einen spezifischen Rezeptor[zz’ 261 damit die physikalischen und chemischen Me-
chanismen der Wechselwirkung eines Transportsystems mit Proteinen oder sogar Zellen bes-
ser verstanden werden kénnen.*® Mikrofluidische Kanile bilden mit ihren Dimensionen und
Geometrien eine ideale rdumliche Grundlage fiir ein biologisches Modellsystem. Bei der
Wirkstofffreisetzung geht es um die Kontrolle des Freisetzungsprozesses, unter welchen che-

mischen, physikalischen und physiologischen Bedingungen das Transportsystem den Wirk-
stoff frei gibt.

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und Verwendung von unterschiedlichen und teils biokom-
patiblen Blockcopolymeren, die aufgrund ihrer Blockldngenverhiltnisse mizellare oder vesi-
kulare Uberstrukturen bilden konnten. Die Polymere wurden zum einem pre- oder post-
assembly mit verschiedenen bioaktiven Liganden, wie diverse Kohlenhydrate, einem SURI1-
Pharmacophore, einem Vitamin und einem Protein, kovalent als auch nicht-kovalent ver-
kniipft. Einige dieser funktionalisierten Blockcopolymere wurden im Bereich Targeting bei
verschiedenen Immobilisierungsversuchen im Mikrofluidikkanal getestet. Zum anderen sollte
die Aufnahme und Freisetzung eines Wirkstoffes oder eines Kontrastmittels fiir ein Modell-

system im Bereich Wirkstofftransport oder diagnostischer Bildgebung untersucht werden.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Polymere

2.1.1 Einteilung der Polymere

Polymere sind makromolekulare organische Verbindungen, die entweder aus abgewandelten
Naturstoffen gewonnen werden oder aus niedermolekularen Grundbausteinen, sog. Monome-
ren (beispielhaft A und B genannt), aufgebaut sind.*” Thre molare Massen (M) liegen in der
Regel zwischen 10°g/mol und 107 g/mol, die Dicke eines Polymerstranges betrigt in etwa
0,3 nm (=3 A) und die Linge liegt zwischen 3— 100 000 nm.”" Eine Klassifizierung dieser
Verbindungen kann auf drei verschiedene Weisen geschehen. Sie konnen zum Beispiel nach
threr Herkunft und Herstellung eingeteilt werden. Dabei werden die Polymere in drei Haupt-
gruppen eingegliedert. Die erste Gruppe besteht aus den natiirlichen Polymeren, wie zum Bei-
spiel Polysaccharide, Eiweil3, Naturkautschuk, Stirke und Nukleinsiduren. Die zweite Gruppe
ist die der modifizierten Naturstoffe, zu der die Viskoseide, die Zellwolle, das Zelluloid und
das Papier gehoren. In der dritten Gruppe werden die synthetischen Polymeren zusammenge-
fasst. Zu ihnen gehdren unter anderem die Thermoplasten und die Duroplasten.'” *!! Eine
weitere Klassifizierung der Makromolekiile kann auch iiber die Gesamtstruktur des Polymers
erfolgen, die entweder linear, verzweigt, vernetzt oder sternférmig aufgebaut sein kann. Die
letzte Einteilung der Polymere erfolgt, wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt, nach der
Anzahl und der Anordnung der Monomere: Zuerst werden die Polymere entsprechend der
Zahl ihrer verschiedenen Monomereinheiten unterschieden. Besteht ein Polymer nur aus einer
Sorte von Monomeren, gehort es zu der Klasse der Homopolymere. Ist es dagegen aus zwei
verschiedenen Monomereinheiten aufgebaut, die kovalent miteinander verbunden sind, ist es
ein Copolymer. Ein Polymer, das aus mindestens drei unterschiedlichen Monomeren aufge-
baut ist, wird als Terpolymer bezeichnet.*") Nachdem die Polymere nach der Anzahl ihrer
Monomerarten eingeteilt worden sind, wird im nichsten Schritt nach der Anordnung der je-
weiligen Monomereinheiten im Polymerstrang unterschieden. Diese Klassifizierung soll am
Beispiel der Copolymere in Abbildung 1 gezeigt werden. Dabei konnen die Monomere block-
formig, alternierend, statistisch oder gepfropft miteinander verbunden sein. Ist ein Copolymer
aus zwei unterschiedlichen Monomereinheiten blockformig aufgebaut, wird weiterhin nach
der Anzahl der Abschnitte der beiden Blocke unterschieden. Besteht es aus zwei Abschnitten

wird es als Diblockcopolymer bezeichnet. Ist das Polymer aber aus drei Abschnitten aufge-
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2. Theoretischer Hintergrund

baut, bei dem zwei gleiche Blocke iiber einen anderen zentralen Block miteinander verbunden
sind, wird es den Triblockcopolymeren zugeordnet. Die Anzahl der aufeinanderfolgenden
Abschnitte kann bis hin zu Multiblockcopolymeren ausgeweitet werden.**** Die im Rahmen

dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Polymere gehdren hauptsédchlich zu den Diblock-

copolymeren.
Polymer
| ]
Homopolymer Copolymer Terpolymer
|
| ] | ]
N . . gepfropft
blockformig alternierend statistisch
-AAAAAA-
-AAABBB- -ABABABA- -ABAABB- B B
| ]
Diblock Triblock Multiblock

Abbildung 1: Einteilung der Polymere nach der Anzahl und Anordnung der Monomere,

basiert auf Lit.**

2.1.2 Synthese von Polymeren

Die Synthesemoglichkeiten von Makromolekiilen kénnen in drei verschiedenen Polymerbil-
dungsreaktionen eingeteilt werden: die Polymerisation (auch Kettenreaktion genannt), die

29,3137 Damit ein Po-

Polyaddition (auch Stufenreaktion genannt) und die Polykondensation.!
lymer aber gebildet werden kann, miissen in der Regel bestimmte strukturelle, thermodynami-
sche und kinetische Voraussetzungen erfiillt sein. Unter der strukturellen Voraussetzung der
Monomere wird die Funktionalitdt verstanden. Damit ist gemeint, dass ein Monomer funktio-
nelle Gruppen, wie zum Beispiel Mehrfachbindungen, einem cyclischen Aufbau, Isocyanat-

oder Alkoholgruppen aufweisen muss.”*®
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2. Theoretischer Hintergrund

Bei den thermodynamischen Voraussetzungen muss die freie Polymerisationsenthalpie AG,

negativ sein.

AG,=AH,-TAS, <0 (1)
Dabei ist aber zu beriicksichtigen, dass der Aufbau einer Polymerkette zu einem besseren
Ordnungsgrad fiihrt als der freie ungeordnete Zustand der einzelnen Monomere. Deshalb wird

die Entropiednderung AS, negativ sein. Da die Polymerisationsenthalpie AH , stets negativ ist
(bis 160 kJ/mol), ist eine Polymerisation nur dann moglich, wenn fiir die Betrige

ITAS,|<|AH ,|. Ist |TAS,|=|AH,

, dann stehen die Aufbaureaktion und deren Abbau im

Gleichgewicht. Die entsprechende Temperatur wird als ,, ceiling-Temperatur“ T, bezeich-

net.[3 8]

AH,

T AS, (2)

C

Als kinetische Voraussetzung muss die Reaktion aufgrund der Reaktivitdt der einzelnen Mo-
nomere bzw. deren funktionellen Gruppen ausreichend schnell in Richtung Polymer ablaufen,

um etwaige Konkurrenzreaktionen zu unterdriicken oder als Nebenprodukt zu belassen.™**!

Sind die Voraussetzungen erfiillt, kann eine der drei genannten Polymerbildungsreaktionen
ablaufen. Unter der Polykondensation wird eine Stufenreaktion verstanden, bei der die Poly-
mere unter Abspaltung von Nebenprodukten, wie zum Beispiel Wasser bei der Nylonherstel-
lung, gebildet werden. Im Gegensatz dazu werden bei der Polyaddition keine Nebenprodukte
gebildet, sondern die Polymere, wie zum Beispiel bei der Polyurethanherstellung, entstehen
durch ,,Addition” der Monomere. Unter einer Polymerisation werden Kettenreaktionen zu-
sammengefasst, bei denen die reaktiven Monomere, wie z. B. ungesittigte Reaktanden, ohne
Bildung von Reaktionsnebenprodukten, miteinander verkniipft werden. Eine Polymerisation

ist entsprechend ihrer Kinetik aus drei Reaktionsteilschritten aufgebaut®®' *:

o Startreaktion
e Kettenfortpflanzungsreaktion

e Abbruchreaktion

Je nach Art der reaktionsfdhigen Teilchen, welche die Polymerisation ausldsen, wird zwi-

schen den folgenden Polymerisationsarten unterschieden®”':
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2. Theoretischer Hintergrund

e radikalische Polymerisation
e kationische Polymerisation
e anionische Polymerisation

e Polymerisation mit Ubergangsmetallverbindungen

In dieser Arbeit wurde fiir die Herstellung der Polymere die anionische Polymerisation ver-

wendet, daher wird im Folgenden genauer auf diese Polymerisationsart eingegangen.

2.1.3 Anionische Polymerisation

Die anionische Polymerisation, auch ,,lebende Polymerisation* genannt, wurde erstmals von
MICHAEL SZWARC beschrieben.*” Diese Polymerisation wird durch ein Anion ausgeldst
und verlduft {iber ionische Zwischenstufen. Bei einer schnellen Startreaktion und im weiteren
Verlauf der Kettenfortpflanzung greift das Anion in einer nukleophilen Addition ein Mono-
mer an. Die Auswahl an Monomeren fiir eine anionische Polymerisation ist beschréinkt, da nur
Doppelbindungen mit elektronenziehenden Substituenten, wie zum Beispiel Styrol, Vinylpyd-
ridin, Alkylacrylat, Butadien sowie Isopren oder Ringe verwendet werden kdnnen. Anioni-
sche polymerisierbare Ringe sind zum Beispiel Ethylenoxid (EO), Propylenoxid (PO), &
Caprolacton (CL) und Lactid (LA). Als Initiatoren werden unter anderem monofunktionale
Organometallverbindungen, wie zum Beispiel n-Butyllithium, sec-Butyllithium sowie Grig-
nard-Verbindungen und Alkalialkoholate verwendet. Es kommen aber auch bifunktionelle

1 (Butadien und Natrium) und

Elektronentransferverbindungen, beispielsweise das BuNa
auch radikalische anionische Initiatoren, wie Naphtylkalium!*” (NK) oder Diphenylmethyl-
kalium!*? (DPMK), zum Einsatz. Die Reaktivitit des Initiators hingt unter anderem von der
Nukleophilie des Anions ab, diese wiederum korreliert mit dem pKa-Wert. In der Tabelle 1
sind die pKa-Werte verschiedener Lithiumorganylverbindungen aufgelistet. Wie zu erkennen

ist, nimmt die Nukleophilie ab, wenn der pK,-Wert sinkt.!**!

Tabelle 1: pKA-Werte verschiedener Lithiumorganylverbindungen'*!

| _Butyl | _Alyl | Benzyl | DPM__| Enolate | Fluorenyl | Alkoxid_

pK. TS ~44 43 ~17

32 ~30 23
I TR T /_Q O > oL Lie L
C !
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Damit die Startreaktion ablaufen kann, muss neben der Nukleophilie des Initiators die Elekt-
rophilie des Monomers gleich stark oder etwas schwicher sein. Ein grofer Unterschied zu
anderen Polymerisationsarten ist, dass das initiierende Anion ein Gegenion als Kation mit in
die Reaktion bringt. Dieses Kation hat einen Einfluss auf die Polymerisationsgeschwindigkeit
und die Polymerstruktur. Des Weiteren ist es fiir die anionische Polymerisation extrem wich-
tig, dass zum Erhalt des Anions Luftfeuchtigkeit und Sauerstoff ausgeschlossen werden, da
diese frithzeitig zum Abbruch der Polymerisation fithren kénnen. Um diese Bedingungen zu
erhalten, wurde fiir diese Polymerisationsart eine in Abbildung 2 gezeigte spezielle Glasappa-

ratur entwickelt.

| - : L[ — Pumpe
7 A AL <N A A
) Q N0 9 9
Monomerast | Monomerast ||
Argon- - — 7 i B
Reservoir \ fg J j/ J 7/

= Vakuumlinie

w5 00

Teflonventil .
THF-Reservoir
) Glaskolben

Reaktor

Abbildung 2: Schematischer Aufbau einer Apparatur fiir anionische Polymerisation'*!

Bei einer idealen anionischen Polymerisation mit einer schnellen Startreaktion gilt fiir die

Polymerisationsgeschwindigkeit R, in Abhéngigkeit von der Monomerkonzentration [M];:

Rp=—%=kP[P*IMl (3)

Dabei ist k, die Geschwindigkeitskonstante der Polymerisation und [P] die Konzentration
der aktiven Kettenenden. Bleibt [P] konstant, dann ist sie gleich der eingesetzten Initiator-

konzentration [I]p und fiihrt nach einer Integration zum Zusammenhang der Gleichung

(4), einer Kinetik erster Ordnung.

ln%:kP[P*]z:kappt (4)

Diese Zeit-Umsatz-Funktion ergibt, wie in Abbildung 3, graphisch dargestellt, eine Gerade
mit k,,,, der apparenten Geschwindigkeitskonstante, als Steigung. Diese Beziehung besitzt
nur dann Giiltigkeit, wenn keine Abbruchreaktionen auftreten. Andernfalls muss die Steigung

der Zeit-Umsatz-Funktion fiir lingere Reaktionszeiten kontinuierlich abnehmen.

24



2. Theoretischer Hintergrund

kilDD

In((M]¢[Mlp} A" 777
Abbruch [P*] sinkt

t

Abbildung 3: Graphische Darstellung der Umsatz-Zeit-Funktion mit und ohne
Abbruchreaktion

Bei lebenden Polymerisationen héngt das Zahlenmittel des Polymerisationsgrades P, linear

vom Monomerumsatz Xp ab[45]:

(M) -[m] )
S T (5)

Dabei ist [P] die Anzahl der aktiven und inaktiven Polymerketten. Treten nun Ubertragungs-

reaktionen auf, so steigt [P] und die Steigung verringert sich, wie in Abbildung 4 darge-

stellt.™¢

Transfer: [P] steigt

Xp
Abbildung 4: Graphische Darstellung des mittleren Polymerisationsgrades in
Abhingigkeit vom Umsatz einer lebenden Polymerisation bzw. bei Auftreten von

Transferreaktionen
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2. Theoretischer Hintergrund

Zusammenfassend gelten fiir die ,, lebende “ Polymerisation die von QUIRK und LEE aufge-

stellten sieben experimentellen Kriterien

A

[47].

Die Polymerisation lduft solange, bis die ganze Monomermenge aufgebraucht ist. Das
Hinzufiigen eines weiteren Monomers fiihrt zu einem Fortschreiten der Polymerisati-
on.

Das numerische Zahlenmittel des Molekulargewichtes ist eine lineare Funktion der
Umsetzung.

Die Anzahl der Polymermolekiile ist konstant, hingt aber von der Umsetzung ab.

Das Molekulargewicht wird von der Stochiometrie der Reaktion kontrolliert.

Die hergestellten Polymere weisen eine enge Molmassenverteilung auf.
Blockcopolymere konnen durch eine sequentielle Hinzugabe von Monomeren herge-
stellt werden.

Die Endgruppenfunktionalisierung der Polymere kann mit quantitativen Ausbeuten

verlaufen.

2.1.3.1  Anionische Vinyl- und anionische ringoff-

nende Polymerisationen

Nachdem die Voraussetzungen fiir die anionische Polymerisation aufgezeigt wurden, werden

im Folgenden zwei Polymerisationstypen vorgestellt. Zum einem wére da die anionische Vi-

nylpolymerisation*

8] am Beispiel von Isopren und zum anderen die anionische ringdffnende

Polymerisation (AROP) von Ethylenoxid und Lactid.

Die anionische Vinylpolymerisation von Isopren mit dem Initiator sec-Butyllithium kann, wie

in Abbildung 5 gezeigt, zu Polyisopren mit vier verschiedenen Verkniipfungsstrukturen fiih-

ren. Die Strukturen sind die cis-1,4-, trans- 1,4-, die 3,4- und die 1,2-Verknﬁpfungen.[

49]
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@

Li

N N N

abs. THF
-60 °C

1,2- 3,4- cis, trans 1,4-

Abbildung 5: Vier verschiedene Verkniipfungsstrukturen von Polyisopren

Welche dieser Verknilipfungsmoglichkeiten bei der Polymerisation entstehen, ist von ver-
schiedenen Reaktionsfaktoren abhédngig. In Abhingigkeit des Losungsmittels, der Struktur des
Monomers und der bereits erwdhnten Art des Gegenions des Initiators kann das wachsende
Kettenende in verschiedenen Zustinden vorliegen. In Abbildung 6 sind die mdglichen Zu-
stinde und Gleichgewichte des Gegeniones mit der aktiven Polymerkette dargestellt. Dabei
konnen die Ionen als Kontakt-lonenpaar, solvat-getrenntes lonenpaar oder als freie Ionen
existieren. Die Lage der drei Gleichgewichte hingt im starkem Malle vom Gegenion und dem
Losungsmittel ab. Bei Polymerisationen mit héheren Temperaturen liegt vorwiegend der Zu-
stand des Kontakt-Ionenpaars vor, bei tieferen Temperaturen treten hauptsdchlich solvat-
getrennte lonenpaare auf. Bei allen drei Zustinden ist die Anlagerungsgeschwindigkeit des
Monomers unterschiedlich. Bei einem solvat-getrennten lonenpaar ist die Addition langsamer

als an die freien Ionen. Im Vergleich dazu ist die Anlagerungsgeschwindigkeit eines Kontakt-

. . . 50-52
Tonenpaar um drei GréBenordnungen kleiner.”*>?!
Kontakt- solvat-getrenntes :
freies Ion
Tonenpaar Tonenpaar
®
WMGX@) J\I\I\N‘M@ || X® WM@ + X

o) ol |+

Abbildung 6: Mogliche Zustinde und Gleichgewichte des Gegeniones mit der aktiven

Polymerkette'sz]
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Ein weiterer bedeutender Faktor bei der anionischen Polymerisation ist die Art der Losungs-
mittel. Tabelle 2 zeigt, welche Verkniipfungstrukturen bei einer Polymerisationstemperatur
von 25 °C in verschiedenen Losungsmitteln entstehen. Die Losungsmittel sind n-Heptan,
Cyclohexan, n-Hexan, Benzol, Toluol, Diethylether (DEET), 2-Methyltetrahydrofuran
(MTHF), Oxepan und Tetrahydrofuran (THF). Es féllt auf, dass mit dem Anstieg der Polaritét
des Losungsmittels die vinylische Struktur des Polymers immer mehr bevorzugt ist.”*! So
kommt es am Anfang der gezeigten Versuchsreihe, wie zum Beispiel bei n-Heptan oder sogar
ohne Ldsungsmittel, noch hauptsdchlich zu einer 1,4-Addition, da das Lithiumion an der
C-1"-Position lokalisiert ist (siche Abbildung 7). Bei polaren Lésungsmitteln, wie z. B. bei
THF, wird die 1,2- oder die 3,4-Addition bevorzugt, da die Ladungsdichte an der C-3'-

Position des Polymers hoher ist als an der C-1"-Position.[**!

Tabelle 2: Verkniipfungen von Polyisopren bei der Polymerisation von Isopren mit dem

Initiator sec-Butyllithium in verschiedenen Losungsmitteln bei einer Polymerisations-

temperatur von 25 °C"**!

[mol/L] 1,4-cis  l4-trans 34 12
5 - 98 - 2 -
5 n-Heptan 95 2 S
4,6 Cyclohexan 92 5 3 -
4] 5,3 n-Hexan 90 6 4 -
5 | 5 Benzol 72 20 8 -
6 ] 52 Toluol 68 25 e
4,8 DEET 2 38 50 10
8 ] 5 MTHF - 22 58 20
B Oxepan - 20 60 20
4,9 THF : 11 61 28

In Abbildung 7 ist das Reaktionsschema der 1,2 oder der 3,4-Addition an Polyisopren darge-
stellt. Die Bezeichnung ,,So “ steht fiir das Losungsmittel. Durch die héhere Ladungsdichte an
der C-3"-Position des Polymers kommt es, wie mit roten Pfeilen in der Abbildung angedeutet,
bevorzugt zu einer 3,4-Addition. Es kann aber auch zu einer Addition von der C-1"-Position
des Polymers an die C-2-Position des Monomeres kommen (blaue Pfeile), was dann zu einer

1,2-Verkniipfung fiihrt.!*!
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Abbildung 7: Reaktionsschema der 1,2- oder der 3,4-Addition an Polyisopren[43 '

Nachdem das Polyisopren-Homopolymer iiber die anionische Vinylpolymerisation hergestellt
wurde, soll im Folgenden die von STAUDINGER realisierte anionische ringdffnende Poly-

(54551 Dafiir wird, wie

merisation (AROP)”'! am Beispiel von Ethylenoxid vorgestellt werden.
bereits schon erwihnt, das aktive Polyisopren-Anion als Makroinitiator mit Ethylenoxid, ent-
sprechend der Abbildung 8 umgesetzt. Das Carbanion greift hier das cyclische Monomer nu-
cleophil an, was zu einem heterolytischen Bindungsbruch fiihrt. Bei diesem Polymerisations-
typ kommt es durch die Polymerbildung zum Abbau der Ringspannung des Monomers der
Monomere und zur Verschiebung des Anions. Vorher lag die negative Ladung immer als
Carbanion vor, nach der Abbruchreaktion mit Ethylenoxid ist die Ladung in einem starken

assoziierten Lithium-Alkoxid-lonenpaar lokalisiert.

Abbildung 8: Abbruchreaktion des Polyisoprens mit Ethylenoxid.

Das Ethylenoxid kann nicht nur in einer anionischen ringdffnenden Polymerisation als Ab-
bruchreagenz von PI-Homopolymeren genutzt werden, sondern auch durch entsprechende

[56]

Initiatoren, wie Abbildung 9 zeigt, zu einem PI-PEO-Blockcopolymer™ oder sogar, entspre-

chend der Abbildung 10, zu einem Polyethylenoxid-(PEO)-Homopolymer umgesetzt werden.
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Abbildung 9: Synthese von einem PI-PEO-Blockcopolymer

0
)(L/\ ° ‘ bATHF |
K abs.
HO SH g 40 °C Hok/\s/\/o{\/\o %:l\/OH
Abbildung 10: AROP von Ethylenoxid mit 3-Mercaptopropionsiure

Auch groBere cyclische Verbindungen>*

, wie 6- bis 7-gliedrige Ringe, bei denen die Ring-
spannung nicht so groB ist, wie beim Ethylenoxid, kénnen in einer AROP sowohl zu Homo-
also auch Blockcopolymeren, wie am Beispiel von PEO-PLA in Abbildung 11 gezeigt, umge-

setzt werden.

DO G \
){A ool U J(VOMO%OMOH

Abbildung 11: Synthese von Blockcopolymer PEO-PLA

Es gilt ebenso, dass die Polymerisation nur dann moglich ist, wenn die freie Enthalpie von
Gleichung ( 1) negativ ist. Als Beispiele sollen hier die bereits genannten cyclischen Ester™®
aufgefiihrt werden. In der Tabelle 3 sind einige thermodynamische Parameter der Polymerisa-
tion von cyclischen Estern bei 100 °C zusammengefasst. Neben den CL und dem LA werden
auch die Polymerisationen von B-Butyrolacton (BL) und 1,4-Dioxan-2-on (DX) verglichen.
Aus diesen Daten ist ersichtlich, dass bei der Polymerisation zwar die Entropie abnimmt,
durch Aufhebung der Ringspannung aber eine negative Polymerisationsenthalpie zustande

kommt.”]
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Tabelle 3: Thermodynamische Parameter der Polymerisation von cyclischen Estern bei
100 °C'™!

Ringgrife AHjp [kJ/mol] ASp [kJ/mol]
4 74,4 -51,0

6 22,9 -41,0
6 -13,8 -45,0
7 -13,9 -10,4

Dadurch dass beim entstehen des Polymers die Monomereinheiten {iber Esterbindungen mit-
einander verbunden sind, kann es, wie in Abbildung 12 dargestellt, zu drei verschiedenen
Umesterungsreaktionen kommen. Es kann, wie mit den roten Pfeilen angedeutet, zu einem
Kettenwachstum oder, wie mit den blauen Pfeilen gezeigt, zu einer intramolekularen Umeste-
rung (,, backbiting ) mit einer eventuellen Cyclisierung kommen. Die letzte Reaktionsmog-
lichkeit ist, mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet, die intermolekulare Umesterung

(., scrambling “).P*>!

n-y

Abbildung 12: Schematische Darstellung der AROP™!

2.1.4 Molekulargewichtsverteilungen

Durch eine statistische Anbindung der Monomere an die aktiven Ketten bei einer anionischen
Polymerisation, ist die Molekulargewichtsverteilung identisch mit einer POISSON-Verteil-
ung.[ss] Bei anderen Polymerisationstypen, wie z. B. bifunktionelle Gleichgewichtspolykon-
densationen oder radikalische Polymerisationen, erhdlt man hingegen eher eine SCHULZ-
FLORY-Verteilung.** ! Die beiden Verteilungen sind in Abbildung 13 graphisch darge-
stellt.
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==

Poisson-Verteilung

Schulz-Flory-Verteilung

P

Abbildung 13: Graphische Darstellungen der POISSON- und SCHULZ-FLORY-

Verteilungen'?!

Da es nicht moglich ist, eine einheitliche exakte Masse des Polymers zu erhalten, werden ver-
schiedene Mittelwerte herangezogen, um die Molekulargewichtsverteilung zu beschreiben. In
Abbildung 14 wird beispielhaft eine Verteilung des Molekulargewichts eines synthetischen

Polymers mit den verschiedenen Mittelwerten gezeigt, die im Folgenden ndher erldutert wird.

Weight Fraction

Molecular Weight

Abbildung 14: Eine schematische Darstellung einer Verteilung der Molekulargewichte

zusammen mit den verschiedenen Mittelwerten, basiert auf Lit.[*4!

Das Zahlenmittel des Molekulargewichts My ist nur fiir diskrete Werte des Molekulargewich-
tes M; zuldssig, sofern diese ein Vielfaches des Monomergewichtes M) sind. Somit gilt fiir das

Zahlenmittel:

M jozl NiM[
= T . 6
' Zizl Ni ( )

Dabei sind N; die Anzahl der Polymerketten und M; die jeweiligen Molmassen.

32



2. Theoretischer Hintergrund

Um das Gewichtsmittel des Molekulargewichts M,, zu bestimmen, wird die Gleichung ( 6 )

mit der Molmasse der Polymerketten M; erweitert und erhilt:

W o (7)
i=1 NiMl'
Dabei ist
NiMl_
s " )
i=1 i i

Wobei w;i der Gewichtsanteil eines Polymerstranges ist. Mit diesem Zusatz vereinfacht sich

die Gleichung ( 7 ) zu

MWZZ;)C:IWI'M,- (9)

Die beiden Mittelwerte der Molekulargewichtsverteilung stehen immer in folgender Reihen-

folge zueinander: M, > My.

Wird der Gewichtsanteil w; mit der reziproken Dichte J; des Polymerstranges erweitert, ist es

moglich, den Volumenanteil f; zu bestimmen:

__NM!

Ji= * NMS? (10)
i=1" i i

Die beiden Mittelwerte der Molekulargewichtsverteilung stehen immer in nachstehender Rei-
henfolge zueinander M,,> M. Aus ihrem Verhiltnis ist es moglich, ein MaB fiir die Breite der
Verteilung der Molekulargewichte zu bestimmen. Dieses Verhiltnis wird als Dispersititsin-

dex D bezeichnet und berechnet sich wie folgt:

P=u, (11)

Dieser Index liegt bei einer ,,lebenden® anionischen Polymerisation meist im Bereich unter

1,1 bzw. 1,2.1%°]
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2.2 Selbstorganisation von amphiphilen Blockcopoly-

meren

Unter dem Begriff der Selbstorganisation oder auch ,, self-assembly“ wird die Ausbildung
definierter Strukturen iiber gerichtete, gegenseitige, nichtkovalente Wechselwirkungen der
vorher einzeln vorliegenden Komponenten verstanden.”” Dieser Prozess ist vielleicht fiir die
Entstehung des Lebens mitentscheidend gewesen sein.®?! So ist es mdglich, dass das bekann-
teste Beispiel aus der Biologie die Selbstorganisation der DNA-Doppelhelix aus zwei kom-

(31" Amphiphile Blockcopolymere sind aufgrund ihrer unter-

plementéren Oligonucleotiden.
schiedlichen Eigenschaften auch in der Lage, in verdiinnten selektiven Losungsmitteln ober-
halb der kritischen Mizellenkonzentration (CMC) durch Mikrophasenseparation sich selbst zu
organisieren und definierte Uberstrukturen zu bilden. Die dafiir bendtigten molekularen Vo-
raussetzungen sind einer Seits die langreichweitige abstoflende Eigenschaften sowie anderer
Seits die kurzreichweitige anziehende Krifte (kovalente Bindung). Durch dieses gegensitzli-
che Kriftepaar kommt es, wie in Abbildung 15 dargestellt, zur Ausbildung von Doménen, bei

denen ein Minimum der energetisch ungiinstigen Wechselwirkung vorliegt.””

WAN B WA= B

+ + i
langreichveitig kurreichwsili
fepiksiv atnoidiv

v

@@ mom @ mm
@@ mmm @ m o mm
DmDODommOoEmE
DmDODoDmmDODm

peicdsch geandnete Strukiur
Abbildung 15: Schematische Darstellung der molekularen Voraussetzung zur

Selbstorganisation von AB-Blockcopolymerenm

Die Mikrophasenseparation von AB-Blockcopolymeren wird durch drei wichtige Parameter
bestimmt. Diese sind der Polymerisationsgrad (N =Nu + Np), die Zusammensetzung

(f=Na/N) und der Flory-Huggins-Wechselwirkungsparameter y zwischen den beiden BIl6-
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cken. Je groBer y ist, desto unvertriglicher sind die Blocke, sodass es energetisch giinstiger
ist, wenn sie eine moglich kleine gemeinsame Fldache einnehmen. Bei der daraus resultieren-
den gestreckten Form entsteht bevorzugt eine planare Grenzfliche und damit streifenférmige
oder lamellare Doménen. Ist aber eine Doméne kleiner als die andere, wie bei Blockcopoly-
meren, so ergibt sich eine gekriimmte Grenzfliche mit einem Kriimmungsradius. Fiir unter-
schiedlich zusammengesetzte Blockcopolymere mit verschiedenen gekriimmten Grenzflachen
ist es durch den Vergleich des Produktes yN und der Zusammensetzung moglich, das in Ab-

bildung 16 gezeigte Phasendiagramm der moglichen Uberstrukturen zu berechnen.> *

S -
1 [ T II“]:
100 £} |0 SENRE
Bo:” ‘

xN 6oL | \\ | : P

ol |
“ |

L ‘::i‘\ \ \ = la3d \I e 4

Abbildung 16: Berechnetes Phasendiagramm von Blockcopolymeren[64]

Durch das Zusammenwirken anderer Parameter, wie der Konturldnge /., dem jeweiligen Vo-
lumen V' und dem Oberflichenbedarf ay der Kopfgruppen, kann entsprechend der Abbildung
17 ein weiterer wichtiger Parameter bestimmt werden, der das Selbstorganisationsverhalten
eines Blockcopolymers beschreibt. Es handelt sich um den von ISRAELACHVILI eingefiihr-

ten Packungsparameter p.l]
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem
Packungsparameter und der Oberflichenkriimmung eines Amphiphiles,

basiert auf Lit"!

Es ist auch moglich, den Packungsparameter anhand der gekriimmten Grenzflichen zu be-
rechnen. Die mittlere Oberflichenkriimmung Hopr und die GauB3'sche Oberflachenkriimm-

ung K werden mittels der Radien R, und R, wie folgt beschrieben.””’

1{ 1 1
H, =—|—+—
Ober 2(R1 Rz] (13)
1
K=
RR, (14)

Daraus ergibt sich fiir den Packungsparameter:

2
PZI_HOberlc + ]<3[C

(15)

Anhand der im Packungsparameter beriicksichtigen Informationen iiber das Blockcopolymer,
kann entsprechend der Abbildung 18 eine Voraussage liber die wahrscheinlichsten stabilsten

Uberstrukturen gemacht werden.!*®!

36



2. Theoretischer Hintergrund

Spherical Cylindrical Rolyimeisioniae

Micelles Micelles

hohe mittlere kleine

Kriimmung Kriimmung Kriimmung
P< l l <P< l l <P<I

3 3 2 2
Abbildung 18: Verschiedene selbstgeordnete Strukturen eines amphiphilen

Blockcopolymers in einem Block-selektiven Losungsmittel®®

Aus Abbildung 18 ist ersichtlich, dass die Volumenanteile der beiden Blocke eine entschei-
dende Rolle bei der zu bildenden Struktur spielen. Ist beispielsweise das Volumen des hydro-
philen Blockes deutlich grof3er als der des hydrophoben Blocks so werden sphérischer Mizel-
len gebildet. Bei einem invertierten Verhéltnis werden bevorzugt Polymersomen gebildet. Um
Voraussagen zu konnen, welche Uberstrukturen bevorzugt gebildet werden, muss der hydro-
phile Gewichtsanteil wpgo im Verhéltnis zum Polymerisationsgrad des hydrophoben Blockes
betrachtet werden. In Studien konnte FRANK S. BATES den Einfluss jeweils der beiden Pa-
rameter auf die gebildeten Uberstrukturen am Beispiel von Polybutadien-Polyethylenoxid-
(PB-PEO)-Blockcopolymeren zeigen. In Abbildung 19 ist dieser Zusammenhang am Beispiel
des Verhiltnisses vom hydrophilen Gewichtsanteil wpgo zum Polymerisationsgrad des hydro-
phoben Blockes dargestellt. Mit der Zunahme des Gewichtsteiles des hydrophilen Blockes
verindern sich die gebildeten Uberstrukturen von Polymersomen (B) iiber Y-verzweigte

Strukturen (Y) und Zylindermizellen (C) bis hin zu spharischen Mizellen (S).[ ¢7-¢%
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Abbildung 19: Morphologiediagramm von 1 Gew-% PB-PEO-Blockcopolymer im

wiissrigen Medium'®”!

Fiir den hydrophilen Gewichtsanteil wpgo in verdiinnten selektiven Losungsmitteln gilt, dass
sich bei Blockcopolymeren mit einem wpgo groBer als 0,5 vorwiegend sphérische Mizellen
bilden. Bei einem Volumenanteil zwischen 0,5 und 0,4 werden Zylindermizellen gebildet, bei

einem kleiner als 0,4 bilden sich dann hauptséchlich Polymersomen.[® *

In Substanzen sowie in lyotropen Phasen und tendren Systemen konnen durch Verdnderungen
des Volumenanteils f; des hydrophoben Blocks (z. B. roter Block) oder des hydrophilen
Blocks (z. B. blauer Block) die in Abbildung 20 gezeigten Strukturen wie (S) BCC Kugeln,
(C) hexagonal gepackte Zylinder, (G) Gyroid und (L) Lamellen gebildet werden.””!
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—fl‘Ot -
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Abbildung 20: Diblockcopolymer Morphologien[m]

Das Phasenverhalten eines Blockcopolymeres ist in Wasser stark von der Polymerkonzentra-
tion sowie dem Molekulargewicht abhingig. So bilden sich, wie in Abbildung 21 am Beispiel
eines PB-PEO-Blockcopolymer mit einem hydrophilen Anteil von 0,3 gezeigt, im niedrig-
konzentrierten Bereich vorwiegend Polymersomen. Nimmt die Polymerkonzentration aber zu,
so werden von verbundenen Polymersomen iiber lamellare Strukturen bis hin zu ungeordneten
Strukturen gebildet. Ein dhnliches Verhalten ist auch in Abhéngigkeit des Molekulargewich-
tes zu beobachten. So bilden zum Beispiel Blockcopolymeren mit einem kleinen Molekular-
gewicht voneinander getrennt Polymersomen, steigt das Molekulargewicht bei gleicher Kon-

zentration so werden Aggregate aus Polymersomen gebildet.[”"!

14 -
o 0O 0O 0O 0O O ® B AAD
o e
= @ L.ty
o 10 - = ; Packed
A £ Vesicles
—
— = e
= [}
D 84 = O
i =
g % phase
© 61 % Lamellae Interconnected
i5 E ) Vesicles
§ &= - Ha: - § o.o4. Dispersed
O rods ¥ Qi Vesicles
= Dis.
2 . ¢ @ ¢ 0 O m ®m WwWOOOOD

1:0 ' 013 OIG T 0:4 - o:z . 0.0
Concentration in Water / wiw

Abbildung 21: Isothermales Phasendiagramm von Blockcopolymeren in Wasser!’!!
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Uber die vorgestellten Parameter lassen sich unter anderem die vielfiltigsten Selbstorganisa-
tionsstrukturen von Blockcopolymeren einstellen. In Abbildung 22 sind diese moglichen
Strukturen zusammengefasst. Dabei bilden Blockcopolymere in verdiinnten selektiven Lo-
sungsmitteln oberhalb der CMC und der Krafft-Temperatur Einzelteilchen wie spharische und
zylinderformige Mizellen sowie Vesikel. In Substanz sowie in lyotropen Phasen und teniren
Systemen bilden sich kubisch gepackte Kugelmizellen (FCC, BCC), hexagonal gepackte Zy-
lindermizellen (HEX) und lamellare Phasen (LAM). Es kdnnen sich aber auch modulierte und
perforierte Lamellen (MLAM, PLAM) sowie verschiedene minimalfldchige Strukturen wie

Gyroid oder F- und P-Flichen bilden."!

K 2
iﬁ i

O - Ei

F-Flachs (Padm)

G;,-mm:rem @
. . P-Fliche (fm3m)

Abbildung 22: Mégliche Uberstrukturen von amphiphilen Blockcopolymerenm

Veadhal

2.2.1 Spharische Mizellen

Eine der moglichen Uberstrukturen sind die sphirischen Mizellen, sie konnen sowohl in pola-
ren Losungsmitteln wie Wasser als auch in sehr unpolaren Medien gebildet werden. Thre Ker-
ne bestehen aus dem unldslichen Block mit einer Corona aus dem l6slichen Block. Die Grof3e
der sphirischen Mizellen ist durch die Lénge des Blockcopolymers definiert. Die Zahl der
Blockcopolymere die in einer Mizelle angeordnet sind, ldsst sich durch die Aggregationszahl
Z bestimmen. Diese ist abhdngig von dem Polymerisationsgrad der einzelnen Blocke und

kann durch das Skalengesetz wie folgt beschrieben werden:

Z=Z,Ni{N;’ (16)
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Wobei N, den Polymerisationsgrad des unloslichen Blockes darstellt und o =2 und = 0,8
ist. Zy ist abhdngig von der Mischungsenthalpie zwischen den unloslichen Block und dem
Losungsmittel. Sie ist fiir viele Blockcopolymere tabelliert, wobei fiir viele Systeme gilt Z ~ 1

, sodass die Aggregationszahl Z nur vom Polymerisationsgrad der beiden Blocke abhingt.”

2.2.2 Polymersomen

Eine andere mdgliche Uberstruktur sind die Polymersomen. Dabei handelt es sich um eine
hohlkugelartige Struktur, bei denen die Blockcopolymere eine gekriimmte Doppelschicht bil-
den. Die Bildung solcher Strukturen ist in Abbildung 23 gezeigt. Dabei lagern sich die einzel-
nen Blockcopolymerketten, wie bereits schematisch in Abbildung 15 angedeutet, zu Doméinen
sogenannten Scheibenmizellen zusammen. Diese scheibenformigen Doppelschichten werden

mit zunehmender GréBe energetisch immer ungiinstiger, was zur SchlieBung des Polymer-

soms fiihrt. Dabei ist der Radius der Scheibenmizelle Rgyisx doppelt so groB3 wie der Radius des
]

gebildeten Polymersoms RVeS.[9

e H‘u’es

Disk

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Bildung von Polymersomenm

In experimentellen Studien und molekulardynamischen Simulationen konnte DENNIS E.
DISCHER eine Abhéngigkeit der Dicke und der Struktur der Polymersomenmembran vom
Molekulargewicht (MW) des Blockcopolymers aufzeigen. Dabei wurden Polymere mit einem
Molekulargewicht von 2000 (i) bis 20000 (iv) g/mol die Polymersomen im GroBenbereich
von 100 bis 200 nm bildeten mittels Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM)
untersucht. Die Untersuchungen ergaben, wie in Abbildung 24 gezeigt, dass die Dicke des
hydrophoben Teils der Membrand mit der Zunahme des Molekulargewichtes von
d = 8-21 nm steigt. Bei vergleichbaren Lipidvesikeln nimmt der entsprechende Bereich eine

GroBe von d = 3-5 nm ein. Somit konnte die folgende Abhéngigkeit postuliert werden.
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d o« MW, (b=0,55) (17)

Zudem zeigte sich bei Polymersomen, die aus Blockcopolymeren mit niedrigen Molekular-
gewichten gebildet wurden, in der Doppelschicht eine klare Mittelebene zwischen den gegen-
iiberliegenden Polymerketten. Nimmt dagegen das Molekulargewicht zu, so greifen die Po-

lymerketten immer mehr ineinander und verschmelzen zu einer einzigen homogenen

Schale.[®”]
d ~ MW

PEG

3-5 nm d¢

Lipid

Cnatanl \

Abbildung 24: Schematische Darstellung der Membrandicke von Polymersomen in

Abhiingigkeit des Molekulargewichtes'®”!

Die gebildeten Polymersomen konnen weiterhin nach den in Abbildung 25 gezeigten unter-

schiedlichen Formen unterteilt werden.

SUV LUV OLV MLV MVV

Abbildung 25: Schematische Darstellung verschiedener Polymersomenformen.

Die kleinsten gebildeten Polymersomen mit einem Durchmesser von bis zu 50 nm sind die
SUVs (small unilamellar vesicles). Haben die Polymersomen einen Durchmesser von 50 bis
250 nm und eine Lamellaritit (Anzahl der Lamellen) von 1, dann werden sie als LUV ( large
unilamellar vesicles) bezeichnet. Steigt der Durchmesser tiber 250 nm bis hin zu einigen hun-

dert Mikrometern, so sind es GUVs (giant unilamellar vesicles). Nimmt die Lamellaritit zu so
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werden die Polymersomen als OLVs (oligolamellar large vesicles), MLVs (multilamellar

large vesicles) und MV Vs (multivesicular vesicles) bezeichnet.

Die Form der unilamellaren Polymersomen wird durch die Parameter Volumen-Fliche-
Verhiltnis und die effektive Differenzflache, d. h. die bevorzugte Kriimmung der Membran,
bestimmt. Das daraus resultierende theoretische Phasendiagramm ist in Abbildung 26a darge-
stellt. In Abbildung 26b sind die experimentell gefundenen Strukturen gezeigt, die entspre-

chend der Lage im theoretischen Phasendiagramm im rechten Diagram angeordnet sind.” "

Abbildung 26: Phasendiagram von Polymersomenformen; a: theoretisch

berechnet” "?; b: experimentell ermittelt'”’

2.2.3 Praparationsmethoden von Mizellen und Polymer-

somen

Fiir die Priparation von Mizellen und Polymersomen sind in der Vergangenheit viele Metho-
de entwickelt und etabliert worden. Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit verwendeten
Préaparationsmethoden kurz vorgestellt werden. Alle Methoden beruhen auf dem gleichen
Wirkungsprinzip, nimlich dem Uberschreiten des Losungsproduktes des Blockcopolymers im
wiissrigen Medium, was anschlieBend zur Uberstrukturbildung fiihrt. Das im organischen Lo-
sungsmittel geloste Blockcopolymer wird ins Wasser tiberfiihrt; dabei mischt sich die organi-

sche Phase entweder mit dem Wasser oder es wird vorher bzw. wahrenddessen entfernt.
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Beispiele fiir eine Methode, bei der das organische Losungsmittel vor der Uberstrukturbildung
entfernt wird, sind das Quellen oder die daraus abgeleiteten Film-Hydrations-Methode. In
beiden Methoden wird das Polymer im wissrigen Medium vorgelegt. Dabei dringt das Wasser
durch die Defektstellen der festen Polymerphase in den Festkorper oder Polymerfilm ein,
quillt dann auf und bildet hauptsichlich MLV, OLV und MVV. Bei der Film-Hydrations-
Methode wird vorher mittels eines geeigneten Losungsmittels (meist Chloroform) eine ver-
groflerte Oberflache in Form eines Polymerfilmes geschaffen, der dann groBflachiger quellen

kann.

Eine Methode, bei der das organische Losungsmittel wihrend der Uberstrukturbildung ent-
fernt wird, ist die reverse Phasenverdampfung. Dabei wird das Polymer in einem niedrigsie-
denden wasserunldslichen Losungsmittel gelost und mit Wasser iiberschichtet. Unter stindi-
gem Riihren verdampft das organische Losungsmittel langsam und wenn das Losungsprodukt
in der organischen Phase erreicht ist, geht das Blockcopolymer unter Uberstrukturbildung in

die wissrige Phase iiber.

Bei den nidchsten vorgestellten Methoden wird das Polymer in einem wasserldslichen Lo-
sungsmittel in das wéssrige Medium gebracht. Das kann mit Hilfe einer Spritze, wie bei der

(73 ], als auch mittels der

Einspritzmethode, oder durch Drucken, wie bei dem Injekt-Verfahren
hydrodynamischen Fokussierung im Mikrofluidik-(MF)-Kanal™ geschehen. In allen drei

Filllen mischt sich das Lésungsmittel mit dem Wasser und es kommt zur Uberstrukturbildung.

2.3 Kohlenhydrate in biologischen Systemen

Kohlenhydrate spielen in der Natur eine auBBergewohnliche Rolle. Sie finden nicht nur als
Energietriager, wie zum Beispiel Glucose, Fruktose und Maltose, oder als Geriistbausteine,
wie Glykogen, Cellulose oder Chitin, vielfdltigste Anwendungen, sondern sind zudem auch in
unterschiedlichster Form als Informationsspeicher im Einsatz. In der Ubersicht in Abbildung
27 sind einige dieser vielfdltigsten Anwendungsmoglichkeiten gezeigt. Dabei gehdren die
griin umkreisten Kohlenhydrate zu der Poly-/Oligosaccharid-Familie und die violett umkreis-

ten gehdren zu der Familie der Glycokonjugate.””!
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Abbildung 27: Ubersicht iiber einige Anwendungen von Kohlenhydraten in biologischen

Systemen, basiert auf Lit.”!

2-Aminohexosen zum Beispiel sind natiirlich vorkommende bioaktive Verbindungen, die eine
wichtige biologische Bedeutung besitzen. Sie kommen als Bestandteile von Aminopolysac-
chariden in verschiedensten Lebewesen als Skelettsubstanzen, in Antigenen und in Korper-
fliissigkeiten vor. Ferner sind sie Hauptbestandteil des Heparins, der Blutgruppensubstanzen
und der zellstindigen Virusrezeptorsubstanzen.’” AuBerdem weist D-Glucosamin in vitro
eine wachstumshemmende Wirkung auf Tumorzellen auf.”””! Des Weiteren zeigen bestimmte

Lektine eine hohe spezifische Affinitdt zu den 2-Aminohexosen auf.

Die Anbindung von 2-Aminohexosen, wie zum Beispiel Glucosamin und Galactosamin, an
eine Polymerkette konnte neben der Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-Cyclo-
addition'™ oder iiber eine 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide-hydrochlorid
(EDCI) aktivierte Route gezeigt werden.!”” Die meisten der gezeigten Reaktionen bendtigen
entweder absolutierte Losungsmittel und sind sehr empfindlich gegeniiber Feuchtigkeit oder
es sind 2-Stufenreaktionen, bei denen zuerst die Sdurefunktion aktiviert wird und dann an-

schlieend die Aminokomponente hinzugegeben wird.
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Glycokonjugate spielen in der Ausbildung von nicht kovalenten Komplexen zwischen Koh-
lenhydrat-Liganden und Kohlenhydrat-spezifischen Protein-Rezeptoren, sogenannten Lekti-
nen, eine wichtige Rolle. In Abbildung 28 ist die Biosynthese dieser Glycokonjugate und die
Zell-Zell-Erkennung vereinfacht dargestellt. Dabei nimmt die Zelle die Monosaccharide mit
Hilfe von Transmembranproteinen auf und wandelt sie zu Nucleosid-Zuckern, sogenannten
,»Building-Blocks*, im Cytosol um. Diese Bausteine werden dann in sekretorischen Kompar-
timenten importiert und dort mit Hilfe diverser Enzyme zu Glycokonjugaten zusammenge-
setzt. Abschlieend wird das Glycokonjugat ins Endoplasmatische Retikulum (ER) und da-
nach in den Golgi-Apparat transportiert, wo es dann in die fertige Form gebracht wird. So
kann es auf der Zelloberflache exprimiert werden und zur multivalenten Zell-Zell-Erkennung

beitragen.*”
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e o,
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"bullding blocks" 0 Q _}

Glycocon]ugate assembly
Cytosol in the secretory compartments

Abbildung 28: Biosynthese der Glycokonjugate und die Zell-Zell-Erkennunglso]

Diese multivalente Interaktion ist bei der Zell-Zell-Erkennung im Kd&rper von entscheidender
Bedeutung. Einige Beispiele flir Vorgidnge solcher Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen
sind in Tabelle 4 aufgelistet.
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Tabelle 4: Beispiele fiir Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen in biologischen

Ereignissenlsu

Biologischer Ereignis Kohlenhydrat-Liganden Protein-Rezeptoren auf
auf

Infektion Gastzelle Mikroorganismen

Immunabwehr Phagozyten Mikroorganismen
Mikroorganismen Phagozyten

Fertilisation Eiern Spermien

Leukozyten Endothelzellen
(Leukozytenrekrutierung) Endothelzellen Leukozyten

Metastasierung Zielorganen Malignen Zellen
Malignen Zellen (wahrscheinlich Zielorgane)

Bei der Immunabwehr zum Beispiel ist das Funktionieren eines solchen Systems unerldsslich.
Die wichtigsten Abwehrzellen, wie die weillen Blutkorperchen, die Lymphocyten, Monocyten
und neutrophilen Granulozyten, eliminieren durch diese spezifische Bindungen in einer
konzertierten Aktion Bakterien und andere Eindringlinge. Weile Blutkdrperchen wandern
beispielsweise, wie schematisch in der Adhisionskaskade in Abbildung 29 dargestellt, aus
dem Blutstrom in das entziindete Gewebe, um dort pathogene Mikroorganismen zu téten.””!
Bei diesem Prozess wird davon ausgegangen, dass die kombinatorische Spezifitdt durch vier
Schritte erreicht wird: (a) dem Selektin-vermittelten Rollen, (b) der Chemokin-vermittelten
Aktivierung (c) der Integrin-abhingigen Adhision und abschlieend (d) der parazelluldren

und transzelluldren Transmigration.™
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O Chemokin W/ Chemokin a: Rolling c: Adhasion
\/ Selektin-Ligand A\ Selektin b: Aktivierung durch Chemikone d: Diapedesis
|| Integrin |1 Integrin-Ligand

Abbildung 29: Schematische Darstellung der Adhisionskaskade der Leukozyten aus der

Blutbahn in entziindetes Gewebe'>!

Dieses System der Liganden-gebunden Erkennungsmerkmalen wird sich beim Designen von

Wirkstofftransportsystemen, sogenannten ,, drug delivery systems *, zunutze gemacht.

2.4 Wirkstofftransportsysteme

Im Bereich der Entwicklung eines Wirkstofftransportsystems gibt es, wie in Abbildung 30
gezeigt, ganz unterschiedliche Moglichkeiten von Transportsystemen. So werden konventio-
nelle Tenside, wie zum Beispiel bei dem Produkt Cremophor EL™ in Mizellen verwendet.
Auch Lipide kommen in verschiedensten Formen zum Einsatz, wie Mikroemulsionen, Lipo-
somen bis hin zu Lipoplexen. Sogar anorganische Materialien, wie zum Beispiel Kohlenstoff-
nanorohrchen, kolloidale Gold-Nanopartikel oder verschiedenste Keramiken finden in diesem
Zusammenhang ihre Anwendung. Aber eines der grofiten Anwendungsgebiete bilden die Po-

lymersomen und polymerbasierten Mizellen.™
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Abbildung 30: Einteilungen von moglichen Wirkstofftransportsystemen[84]

In diesen Systemen kann das pharmakologisch relevante Wirkstoffmolekiil, wie in Abbildung
31 gezeigt, in die Struktur eingeschlossen werden. Entsprechend der Uberstruktur kénnen
Substanzen mit verschiedenen Eigenschaften verwendet werden. So ist es moglich, bei Poly-
mersomen als Tragersystemen wasserlosliche und wegen der anisotropen Verteilung der Was-
sermolekiile in den Mizellen wasserunlosliche Molekiile einzukapseln. Dadurch ist die Ver-
weilzeit des Wirkstoffmolekiils im Blutkreislauf in der Polymerstruktur auf Grund der Grof3e
des Transportsystems (50 — 100 nm) hoher, weil es nicht schnell iiber die Niere ausgeschieden
wird. Bei den meisten verwendeten Blockcopolymeren besteht der hydrophile Block aus dem
von der FDA zugelassen Polyethylenoxid. Dieses Polymer verhindert aufgrund des abschir-
menden Stealth-Effektes eine Immunreaktion des Korpers gegen das Wirkstofftransportsys-
tem. Transportsysteme mit einer PEO-Hiille bilden mit ihren sehr flexiblen Hauptketten eine
,, Konformationswolke “, die fiir die Hemmung der Wechselwirkungen von Transportsystemen
mit Blutbestandteilen und Proteinen verantwortlich ist. Dadurch werden der enzymatische
Abbau und eine opsonierungsbedingte Aufnahme durch das retikuloendotheliale System re-
duziert. Durch die geringeren Wechselwirkungen mit dem menschlichen Korper zeigen diese

Polymerstrukturen eine niedrigere Immunogenitit und Antigenitit.!'
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Abbildung 31: Uberblick von vesikulirer und mizellarer Trigersysteme fiir den

Wirkstofftransport, basiert auf Lit."¥

Aufgrund dieser verldngerten Verweilzeiten des Wirkstofftransportsystems im Blutkreislauf
kommt es, wie in Abbildung 32 dargestellt, zur passiven Anreicherung im Tumorgewebe,
dem sogenannten ,, passiv targeting “. Denn die Blutgefdfle in den meisten gesunden Gewebe
haben eine intakte Endothelschicht, welche die Diffusion kleiner Molekiile zuldsst, Poly-
meriiberstrukturen oder anderen Nanopartikeln jedoch den Eintritt in das Gewebe verwehrt.
Dagegen ist die Endothelschicht der Blutgefifle im Tumorgewebe als eine Folge des schnel-
len Wachstums haufig pords, wodurch sowohl kleine als auch groBere Aggregate in das ma-
ligne Gewebe eintreten konnen. Da das Tumorgewebe im Allgemeinen nicht iiber ein
Lymphdrainagesystem verfiigt, verweilen die Makromolekiile im Tumorgewebe und reichern
sich dort passiv an. Diese erhohte Permeabilitdt und Retention eines Wirkstofftransportsys-
tems wird nach den Arbeiten von MAEDA und JAIN als EPR-Effekt (,, enhanced permeability

and retention ) bezeichnet.['*'6!
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Abbildung 32: Schematische Darstellung des EPR-Effektes!"!

Zusitzlich zum EPR-Effekt konnen die Wirkstofftransportsysteme aber auch noch weiter mit
Liganden gebunden Erkennungsmerkmalen funktionalisiert werden, um die Zielgenauigkeit
und die Selektivitidt zu erhohen, sogenanntes ,, active targeting ““. So wurde beispielsweise die
Aufnahme von PEO-PLA-Mizellen in Tumorzellen gezeigt, die mit einem Antitumorwirk-
stoff sowie superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln (SPIOs) beladen waren. Das
Blockcopolymer wurde vorher mit einem Liganden verkniipft, der an o,f3-Integrinen bindet,

einem Rezeptor, der sich auf der Oberfliche von Zellen befindet.** !

Nachdem die Wirkstoffmolekiile in die Transportsysteme aufgenommen wurden und aktiv
oder passiv an den Wirkungsort gelangt sind, miissen sie dort kontrolliert freigesetzt werden.
Dabei sind vor allem pH-sensitive Polymere von groBem Interesse. Bei der Aufnahme des
Wirkstofftragersystems in das Tumorgewebe kommt es zu einer signifikanten pH-Wert-
Anderung, angefangen von dem physiologischen pH-Wert 7,4 iiber den pH-Wert von 5-6 im
Extrazelluldrraum bis hin zu einem pH-Wert von 4-5 in den primiren und sekundéren Lyso-
somen.'” Aliphatische Polyester-Blockcopolymere sind dabei besonders anfillig fiir sdure
katalysierte Hydrolysen. Die am hiufigsten verwendeten Polyester-Blockcopolymere sind die
Polyglycolsédure, das Poly-D-Lactid, die Poly-D,L-Milchsédure und die Copolymeren aus Lac-

tid / Glycolid und e-Caprolacton.™!

Ein Beispiel fiir die kontrollierte Freisetzung unter der Verwendung der hydrolysierbaren Es-
terbindungen der PEO-PLA- und PEO-PCL-Blockcopolymere zeigten DISCHER und
AHMED an fluoreszenzmarkierten Polymersomen, in denen das Krebsmittel Doxorubicin
eingekapselt worden war. Die Freisetzungsrate des eingekapselten Wirkstoffes aus den hydro-
lysierbaren Polymersomen beschleunigte sich mit einem erhohten Anteil an PEO. Eine ldnge-
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re hydrophobe Kette (d. h. PCL) hingegen verzogerte die Freisetzung."*”! Eine weitere Mog-
lichkeit der Wirkstofffreisetzung ist die durch Bestrahlung mit UV-Licht. Dies konnte am
Beispiel der in Abbildung 35 dargestellten PEO-PCL-Polymersomen gezeigt werden. Bei den
verwendeten Blockpolymeren wurde zwischen den beiden Blocken ein photolabiles
2-Nitrophenylalanin eingesetzt. Nach einer 6-stiindigen Bestrahlung mit UV-Licht kam es zu

einer Destabilisierung und der Freisetzung des eingekapselten Inhaltes.™®

Abbildung 33: Syntheseschema und Cryo-TEM- sowie FLM-Aufnahmen von
photolabilen PEO-PCL-Polymersomen'®®

2.5 Click-Reaktionen

Um sich das Ligand-gebundene Erkennungsmerkmal fiir ein Wirkstofftransportsystem zunut-
ze machen zu konnen, hat sich das von BARRY SHARPLESS 2001 eingefiihrte Konzept der
Click-Reaktionen bewihrt. Dieses Konzept hat das Ziel, durch leistungsfidhige und selektive
modulare ,, Baueinheiten®  vielfiltigste  Verbindungen iiber Heteroatombindungen
(C-X-C) in kleinem und groBem Malstab mit hoher Zuverléssigkeit zu bilden. Diese Reaktio-
nen miissen modular und breit anwendbar sein sowie mit sehr hohen Ausbeuten ablaufen und
nur unbedenkliche Nebenprodukte liefern. Zudem muss die Reaktion stereospezifisch unter
einfachen Bedingungen ablaufen und sollte idealerweise nicht gegeniiber Sauerstoff und Was-
ser empfindlich sein. Weiterhin sollten ,, bequeme “ Losungsmittel verwendet werden kdnnen,
die leicht zu entfernen sind. Die Aufreinigung sollte einfach und das Produkt muss unter phy-
siologischen Bedingungen stabil sein.*™ Nach diesem Konzept haben sich vor allem die Kup-
fer(/)- und kupferfreie-katalysierte HUISGEN-Reaktion (1,3-dipolare Cycloaddition von Azi-
den und Alkinen) als auch die Thiol-Ene-Click-Reaktion in allen moglichen Bereichen der

Synthesechemie etabliert.”” Vor allem sind diese Reaktionen besonders gut dazu geeignet, in
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90-92]

der Polymerchemie Polymere Schritt fiir Schritt aufzubauen! oder mit funktionellen Ein-

[25, 90-92]

heiten zu verbinden.

2.5.1 Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-
Cycloaddition

Die Variante der Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-Cycloaddition ist, wie ur-
spriinglich von SHARPLESS bezeichnet, die ,,Créme de la creme* der leistungstahigen
konzertierten Click-Reaktionen.™ Diese Reaktion wurde urspriinglich von ARTHUR MI-
CHAEL ENDE im 19. Jahrhundert entdeckt und war durch ROLF HUISGEN in den 1960er
Jahren entscheidend weiterentwickelt worden.”””! Bei der 1,3-dipolaren Cycloaddition zwi-
schen einer C-C-Dreifachbindung und einem Alkyl-/Aryl- oder Sulfonyl-Azid zu einem 1,2,3-
Triazolring handelt es sich um einen klassischen DIELS-ALDER-Reaktionstyp. Dieser Typ
von Reaktionen ist durch den Gewinn der thermodynamischen Enthalpie von mindestens
20 kcal/mol definiert und zeichnet sich durch hohe Ausbeuten, einfach Reaktionsbedingun-

gen, schnelle Reaktionszeiten sowie eine hohe Selektivitit aus.!””

In Abbildung 34 ist das sehr breite Anwendungsspektrum der 1,3-dipolare Cycloaddition von
Aziden und Alkinen in der Polymerchemie schematisch zusammengefasst. Es reicht von der
Funktionalisierung iiber die Stufenpolymerisation bis hin zu Darstellung von cyclischen wie
auch von Blockcopolymeren. Vor allem aber findet dieser Reaktionstyp eine sehr haufige
Anwendung in der Verkniipfung von Polymeren mit biologisch aktiven Komponenten unter-
schiedlicher Art zu sogenannten Polymer-Biokonjugaten. Als letztes Beispiel sei noch die

Synthese von vielarmigen Sternpolymeren genannt.”¥
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Abbildung 34: Anwendungsspektrum der 1,3-dipolaren Cycloaddition von Aziden und

Alkinen in der Polymerchemieml

Die 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden und Alkinen fiihrt ohne Katalysator, wie am Bei-
spiel der Cycloaddition von Phenylazid und Phenylacetylen in Abbildung 35 dargestellt, zu

einem Gemisch der 1,4- und 1,5-Substitutionsprodukte in einem Verhéltnis von ca. 1:1.%%

//

43 % 52 9%,
1,4-Substitutions- 1,5-Substitutions

Produkt
Abbildung 35: 1,3-dipolare Cycloaddition von Phenylazid mit Phenylacetylen, basiert
auf Lit."””

Durch die Verwendung von Kupfer-(I)-Salzen, die entweder in der benétigten Oxidationsstufe
beigefiigt oder aus Kupfer-(I)-Salzen in situ reduziert wurden, konnten die Ausbeuten der
regioselektiven Produkte in Richtung des 1,4-substituierten Triazols verschoben werden.® *°!
Der nach heutigem Kenntnisstand in der Literatur postulierte Reaktionsmechanismus wird in
Abbildung 36 gezeigt. Dabei kommt es nach der anfanglichen Deprotonierung des Alkin zur
Ausbildung einer Cu-Acetylid-Spezies zwischen den Kupferatom und dem terminalen Alkin.

Diese Spezies bildet iiber eine oder mehrere Kupferbriicken eine Zwischenstufe mit der Azid-

54



2. Theoretischer Hintergrund

Komponente. Aus dieser Zwischenstufe kommt es dann zur Cyclisierung eines 6-gliedrigen
kupferverbriickten Ringes, aus dem sich dann im néchsten Schritt der 1,2,3-Triazolring bildet.
AbschlieBend wird der Kupferligand mittels Protonierung vom 1,4-substituierten Produkt

entfernt.*% 9% %
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Abbildung 36: Aktuell postulierter Reaktionsmechanismus der Kupfer-(I)-katalysierte
1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden und Alkinen zum 1,4-substituierten

Triazol®® 9295971

2.5.2 Thiol-Ene-Click-Reaktion

Im Folgenden soll nun eine weitere Click-Reaktion vorgestellt werden, die von HELMUT
SCHLAAD in der Polymerchemie etablierte Thiol-Ene-Click-Reaktion.”***) Mit dieser Me-
thode konnen, wie beispielhaft in Abbildung 37 dargestellt, mittels eines Radikalstarters die
endstidndigen Doppelbindungen von Vinyl-Polymeren, wie Polybutadien und Polyisopren mit
vielen verschiedenen Molekiilen in einer anti-MARKOVNIKOV-Orientierung als Hauptpro-
dukt "% verkniipft werden. Es wurden hydrophile Sauregruppen, primire und tertiire Ami-
nogruppen, Cystein- und andere Aminosduregruppen sowie auch Dihydroxy-, Glucose-,
nichthydrophile Ester-, Cholesterin-, Benzyl und fluorierte Gruppen erfolgreich

angebunden.[gl’ 98-99, 101-104]
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Abbildung 37: Beispiele der Modifizierung von 1,2-Polybutadien, 1,2-Polybutadien-
Polystyrol- und 1,2-Polybutadien-Polyethylen-Blockcopolymer durch Thiol-Ene-Click-

Reaktionen, basiert auf Lit."”"!

Die Thiol-Ene-Click-Reaktion ist entsprechend der Abbildung 38 eine Radikalreaktion. Nach
der Initiation des Thiylradikals, induziert mittels eines Radikalstartes oder UV- sowie Son-

11931 welchseln sich bei der Propagation das Thiylradikals an der Ene-Gruppe und der

nenlichts
Kettentransfer unter Wasserstoffradikalabstraktion vom Thiol durch das kohlenstoffzentrierte

Radikal in geordneter Weise ab.”'- %> 1]
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Abbildung 38: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus einer Thiol-Ene-

Click-Reaktion”"*> 1%

Wie schon in Abbildung 37 angedeutet, bietet die Thiol-Ene-Click-Reaktion nicht nur die
Moglichkeit der Anbindung von weiteren Komponenten an eine Polymerkette, sondern bei
vinylischen Polymeren kommt es auch zur intramolekularen Cyclisierungen von 5- und vor

91941 Diese Cylisierungen kénnen zu einer betrichtlichen Ande-

allem 6-gliedrigen Ringen.
rung der chemischen und physikalischen Charakteristika des Substratpolymers fiihren.!'%! So
fiihrte dies in einem Fall, bei dem der Butadienblock eines PB-PEO-Blockcopolymers mit
einem einfachen Cysteinamidderivat und mit einem hydrophoben Oligodipeptid funktionali-
siert wurde zu einer Verdnderung des hydrophilen Gewichtsanteils von wgo> 0,7 auf wgo >
0,5. Vor der Reaktion bildete das Blockcopolymer im wéssrigen Medium oberhalb der CMC
sphirische Mizellen. Nach der Thiol-Ene-Click Reaktion waren die gebildeten Morphologien

wurmartige Mizellen oder Polymersomen.!'?”

hydrophobes Oligopeptid

Gewlchtsanteil des PEO-Blocks sinkt [ e

Weo = 0.7

Abbildung 39: Wechsel der Morphologie von einer sphirischen zu
einer wurmartigen Micelle oder einem Polymersom durch Funktionalisierung
des PB-PEO-Blockcopolymers mit hydrophoben Peptideinheiten[91’ 1071
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2.5.3 DMT-MM vermittelte Verkniipfung von Carbon-

sauren und Aminen

Neben den beiden bereits gezeigten Click-Reaktionen ist die selektive Ausbildung einer
Amidbindung zwischen einer Carbonsdure und einem Amin mittels des Kopplungsreagenz
4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholiniumchlorid (kurzz DMT-MM) eine
sehr effektive Methode.'™ ') Dabei bildet das Kopplungsreagenz DMT-MM im ersten
Schritt iber eine nukleophile aromatische Substitution einen reaktiven Triazinylester, welcher

im zweiten Schritt mit der aminofunktionalisierten Verbindung zum Produkt umgesetzt
4,010
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Abbildung 40: Reaktionsschema zur DMT-MM vermittelten Verkniipfung von

Carbonsiuren und Aminen

Die Effektivitdt dieser Reaktion wird vor allem durch ihre Vielfalt gegeniiber polaren Lo-
sungsmitteln und ihrer Toleranz fiir die protonierten oder deprotonierten Formen der einzel-
nen Reagenzien bekriftigt. So lauft die Reaktion in vielen polaren Losungsmitteln wie THF,
Ethylacetat, DMSO, diversen Alkoholen und sogar in Wasser mit hervorragenden Ausbeuten
ab. Des Weiteren kann die Carbonséure als Carboxylat oder das Amin als zum Beispiel Hyd-

rochlorid fiir die Verkniipfungsreaktion verwendet werden.!'? "]

Das Anwendungsspektrum dieser Verknilipfungsmoglichkeit reicht von der Peptid-

[111

synthese!'''), der Funktionalisierung der Seitenketten von Polyacryl-(PAA)- und Polymeth-

acrylsdure (PMAA), wie in Abbildung 41 gezeigt, mit Galactosamin und Agmatin'''? bis hin

- - 113
zur Fluoreszenzmarkierung dieser Polymere.!''”
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R
R
« « DMT-MM *
+ A
H,N
(0] NH|
o) OH )\(
R =H, Polyacrylséure
R = CHj;, Polymethacrylsdure
OH
X = O oder
H);N S~ _-NH
2 HO H,N" N :
NH, 0 H

Abbildung 41: Syntheseschema zur Funktionalisierung der Seitenketten von PAA und
PMAA, basiert auf Lit."%

2.5.4 Fluoreszenzmarkierung von Blockcopolymeren

Fiir die kovalente Anbindung eines Fluoreszenzfarbstoffes an ein Diblockcopolymer stehen
viele Ankniipfungsmoglichkeiten zur Verfiigung, eine ausfiihrliche Betrachtung dieser The-
matik ist unter anderem von BEL/A und CHARREYRE et al. vorgenommen worden."''*! Die
erste und meistgenutzte Ankniipfungsmdglichkeit ist die der o-stindigen Kopfgruppe. So
konnte zum Beispiel bei einem PDMS-5-PMOXA ein Alexa Fluor 633-NHS-Farbstoff {iber
eine a-sekundire Aminogruppe®’”! und bei einem PB-PEO-Blockcopolymer ein Fluorescein-

5-carbonylazid!'"”!

an die a-Hydroxygruppe des Polymers gebunden werden. Die zweite Mog-
lichkeit ist w-Funktionalisierung, hierbei soll zwischen verschiedenen Polymersorten unter-
schieden werden. Zum einem die Polymere, die aufgrund ihrer Monomerstruktur bereits
schon reaktionsfdhige Gruppen tragen, wie zum Beispiel die Polyester-Blockcopolymere
PEO-PCL- und PEO-PLA-Blockcopolymere. Hier trigt das Polymer an der w-Position eine
Hydroxylgruppe, die genau wie eine a-stindige Hydroxygruppe umgesetzt werden kann. Da-
bei wird das Polymer mit einem Tetramethylrhodamine-5-carbonylazid, welches wihrend der
Reaktion in ein Isocyanat umgewandelt wird, umgesetzt, sodass der Farbstoff iiber einen
Harnstofflinker angebunden ist.*”) Fiir Polymere, die hingegen keine aktiven Gruppe an -

Position besitzen, wie zum Beispiel PI, PB oder PS, ist das Labeling unter anderem mit be-

reits fluoresenzmarkierten Initiatoren moglich.

Alle genannten Fluoreszenzmarkierungen hatten den Nachteil, dass entweder die Kopfgruppe
des Polymers belegt wurde oder bei der Polymerisation der Chromophor als Monomer hinzu-
gesetzt werden musste. In dieser Arbeit soll mittels der Thiol-Ene-Click-Reaktion eine Mar-

kierungsmoglichkeit vorgestellt werden, die neben den a-, ®- und anderen Funktionalisierun-
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gen, die Mdoglichkeit eroffnet Polymere wie PI und PB (Polybutadien) nach der Polymerisati-

on zu markieren.”®*’!

2.6 Mikrofluidik

Die Mikrofluidik bietet nicht nur fiir die Herstellung von Polymersomen oder Polymerkapseln

74, 116-123]

als Wirkstofftransportsysteme vielfaltigste Anwendungsméglichkeiten! , sondern sie

erdffnet eine immer engere Verkniipfung mit der Biochemie und Biologie zur lokalen Anbin-

[124-128] 126, 129]

dung von Proteinen , zur Assay-Miniaturisierung' sowie der Diagnostik*” und

fortgeschrittenen Aufreinigungen und Separationen. ! So entwickelte PARK ein MF-
System fiir parallele Immunhistochemie (MMIHC) auf Gewebeschnitten. Dabei wurden MF-

Kanile aus Polydimethylsiloxan (PDMS) auf ein Gewebe aufgebracht. AnschlieBend wurden

verschiedenen Krankheitsmarkern durch Immobilisierung von Antikorpern nachgewiesen.**)

MMIHC Element Objekttrager
-— - ———‘h Antigene: ARAe

Primar-Antikorper: A A A A
E

Meerrettich-Peroxidase:

W '
] ) 0
Rea ktim:lskanal Ggwebe EEmA At a

Reaktionskanale

( ¢

Gewebe komprimierter Bereich Objektirager

Abbildung 42: Schematische Darstellung des immunhistochemischen MF-Systems[ZS]

2.6.1 Grundlagenexperimente zu Wechselwirkungen

von Wirkstofftransportsystemen mit Proteinen

Eines der ersten Untersuchungen der physikalischen Wechselwirkungen eines Wirkstofftrans-
portsystems mit Protein wurden von DANIEL A. HAMMER, wie in Abbildung 43 beschrie-
ben, durch Messungen mittels der Mikropipetten-Aspirationstechnik an 2 unterschiedlich
funktionalisierten Polymersomen gegen die entsprechenden funktionalisierten Mikropartikel
vorgenommen. Bei der Mikropipetten-Aspirationstechnik wird, entsprechend des Abschnitts
A der Abbildung 43, mittels einer Mikropipette - einer diinnen Glaskapillare - ein Teil der

Polymersomenmembran oder des Mikropartikels angesaugt. In Abhidngigkeit vom Saugdruck
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wird die Einsauglinge der Membran in der Pipette gemessen. Diese ist proportional zur Ober-
flichenausdehnung. Aus dem ausgeiibten Saugdruck, dem Pipettenradius und dem Polymer-
somenradius kénnen die auf der ganzen Membranoberfldche konstante Oberflichenspannung
und andere mechanische Eigenschaften berechnet werden. Ein untersuchtes System war, wie
Abschnitt B der Abbildung 43 darstellt, das Biotin-Avidin System. Dafiir wurden PB-PEO-
Polymersomen biotinyliert und die Mikropartikel mit Neutravidin beschichtet. Als zweites
untersuchtes System wurden die biotinylierten Polymersomen mit einem biotinylierten BBIG-
1 A-anti-ICAM-1-Antikorper tiber eine Biotin-Avidin-Bindung beschichtet. Das Mikropartikel
wurde mit dem entsprechenden Antigen, dem ICAM-1, beschichtet. In Abschnitt C der Ab-
bildung sind die Ergebnisse der Messungen der kritischen Spannung aufgetragen. Es ist zu
erkennen, dass es bei den Ergebnissen, die mit den offenen Kreisen und der gestrichelten Li-
nie dargestellt sind, ein Maximum bei ca. 60 % Beladungsdichte auf der Oberfldche gibt. Die-
se Werte stammen aus den Untersuchungen der Biotin-Avidin-Wechselwirkungen. Somit ist
es nicht von Noéten, die gesamte Oberfliche eines Wirkstofftransportsystems mit Biotin zu
beladen, um eine moglichst effektive Anbindung zu erhalten. Das zweite untersuchte System
der Antikorper-Antigen-Wechselwirkung hingegen zeigt eine lineare Zunahme der Spannung
mit der Beladungsdichte.*™ HAMMER et. al. konnten hierdurch gezeigen, dass die Bela-
dungsdichte des bioaktiven Liganden fiir eine effektive Anbindung eines optimierten Wirk-

stofftransportsystems von entscheidender Rolle ist.

A B C
0.5
Eo4-
=
E
0.3
. 2
@
¥ 1=
20.2
Biotinylated  Avidin-coated Anti-ICAM-1-coated ICAM-1-coated E v
polymersome  microsphere polymarsome microsphere S01
£ 0.
o
‘ Neutravidin I Bictinylated anti-ICAM-1 0.0
e ! 0% 25% 50% 75% 100%
I Biotin-sLe* ICAM-1/Fc Chimera Surface Density

Abbildung 43: Messungen der Kkritischen Spannung mittels der Mikropipetten-Aspirati-

onstechnik an funktionalisierten Polymersomen und Mikropartikelnm]

Die ersten Ergebnisse wurden weitergefiihrt und darauthin die Adhision von sogenannten
Leuko-Polymersomen in parallelen Flusszellen untersucht. Die Leuko-Polymersomen sind
Polymersome bestehend aus einem PB-PEO-Blockcopolymer mit zwei bioaktiven Liganden

auf der Oberfldche, dem bereits bekannten BBIG-1A-anti-ICAM-1-Antikorper und das Koh-
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lenhydrat sialyl-Lewis X. Aus der Fachliteratur ist bekannt, dass das sialyl-Lewis X selektiv an
ein P-Selectin bindet, welches zur Familie der Kohlenhydrat-spezifisch-bindenden Proteine

der Lektine gehort.

Durch die Modifikation der Beladung der Oberfldche der Leuko-Polymersomen mit den bei-
den bioaktiven Liganden und der Variation der Proteinbeschichtung in den Flusszellen
(430 x 180 um!"™") konnten verschiedene Ergebnisse, wie in Abbildung 44 gezeigt, erzielt
werden. So war es moglich, 4 verschiedene Adhisionsvorginge zu beobachten. Die Vorgénge
waren die feste Adhdsion (schwarz), das Rollen und die anschlieBende Immobilisierung (rot)
sowie das stabile Rollen der Polymersomen durch die Flusszellen (griin) und das voriiberge-
hende Rollen (gelb). Bei einer 100 %-igen und 50 %-igen Beschichtung der Flusszellen sowie
einer 100 %-igen Beladung der Leuko-Polymersomen mit sialyl-Lewis X konnten die meisten
rollenden Partikel detektiert werden. Bei einer Beschichtung von 100 %-igen mit dem Anti-
gen ICAM-1 konnten nur wenige, voriibergehende Rollvorgéinge und hauptsidchlich nur feste
Immobilisierung beobachtet werden. Somit konnte in dem Experiment gezeigt werden, dass
die Antikorper-Antigen-Wechselwirkung kein Rollen der Polymersomen erlaubt und dass die
sialyl-Lewis X-P-Selectin-Wechselwirkung hingegen, wie aus der Natur bekannt, flir den

Rollvorgang verantwortlich ist.!"*!

150
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o 100% p-sel 50% p-sel
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E = rolling+binding
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5 9501
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E
+ 60
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Abbildung 44: Immobilisierungen der funktionalisierten Leuko-Polymersomen in

unterschiedlich beschichteten Flusszellen!'*?!

62



2. Theoretischer Hintergrund

2.6.2 Das Herz-Kreislaufsystem des Menschen

Auch Teile unseres Herz-Kreislaufsystems konnen als Modell-System durch die Mikrofluidik

[33] Dabei erfiillt das Herz-Kreislaufsystem die lebenswichtige

richtig beschrieben werden.
Aufgabe, Organe und Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen sowie Stoffwech-
selprodukte abzutransportieren. Der eigentliche Stoffaustausch findet dabei in den stark ver-
zweigten Arteriolen und KapillargefiBen statt.!**! In Abbildung 45 wird der schematische
Aufbau, einige wichtige funktionelle Strukturen des kardiovaskuldren Systems sowie die

GroBenverhiltnisse und Wandstirken der Arterien und Venen gezeigt.!'*>%

Gewebszelle

Gewebs-
zwischenraum

Venole

Gewebs-
flussigkeit

Aorta Mittlere | Ateriole | Kapillare | Venole | Vene Vena
Arterie Cava

1,5cm 0,5 cm 50 um 8 um 20 um 0,5 cm 3 cm
2 mm 1 mm 20 pm 1 pm 2pum  0,5mm 1,5 mm
Abbildung 45: Schematischer Aufbau, einige wichtige funktionelle Strukturen des

Lymphbahn

kardiovaskuliren Systems sowie die Groflenverhiltnisse und Wandstirken der Arterien

und Venen!!351%¢

Der Korperkreislauf besteht aus der Aorta, den Arterien, Arteriolen, Kapillaren, Venolen,
Venen und der Vena Cava. Der Bereich der REYNOLDS-Zahl reicht von 3 600 bis 5 800 in
der aufsteigenden Aorta iiber 1 200 bis 1 500 in der absteigenden Aorta bis hin zu 100 bis 800
in den Arterien. In den Arteriolen liegt sie zwischen 0,1 und 0,5, in den Arteriolen sowie bei
den Muskelkapillaren von 7 x 10* bis 3 x 10° und von 0,1 bis 0,3 in den Venolen.!*®! Die
Arteriolen haben einen Durchmesser von ca. 50 um. In den Kapillargefilen liegt der
Durchmesser bei 4-9 um bei einer Linge von 0,3 mm bis 0,1 mm. Somit ist ein Blut-
korperchen mit seinem Durchmesser von ca. 8 um manchmal kleiner als ein Kapillargefaf.
Die durchschnittliche FlieBgeschwindigkeit des Blutes in der Aorta betrdgt 33 cm/s. In den
den Kapillaren flieft das Blut mit einer Geschwindigkeit von 0,3 mm/s.!"**!
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2.6.3 Immobilisierung und Beschichtung im MF-Kanal

Die Anbindung eines Wirkstofftransportsystems an ein Zielobjekt, meistens ein Protein, dhn-
lich wie es in Abbildung 29 angedeutet ist, ist die Voraussetzung fiir die zielgerichtete Wir-
kung des eingeschlossenen Wirkstoffes. Damit sich spezifische Wechselwirkungen zwischen
den Liganden von der Oberflache des Wirkstofftransportsystems und dem Zielobjekt (Protein)
ausbilden konnen, ist es notwendig, dass die Oberflicheneigenschaften der beiden Bindungs-
partner zueinander passen.!”’'**! Diese Protein-Ligand-Wechselwirkungen kénnen bei den
nichtkovalenten Bindungstypen in drei Kategorien eingeteilt werden: Wasserstoffbriickenbin-

dungen, ionische und hydrophobe Wechselwirkungen.

Tabelle 5: Vergleich der Bindungsstiirken einiger Bindungstypen'*.,

Bindungstyp Bindungsstirke Beispiel
[kJ/mol]
R
R

O---H
- ikel / \B/H R
R
| ion-Dipol | 4 bis 17 RN R,
Wasserstoftbriicke 1bis7

Van der Waals-Wechselwirkung 2 bis 4

Die kovalente Anbindung von Polymersomen zur Untersuchung mittels 3D-mikroskopischer
Methoden konnte bisher, wie in Abbildung 46 schematisch dargestellt, mit Aldehyd-
funktionalisierten Polymersomen auf einer aminierten Glasoberfliche unter der Ausbildung
einer Schiff’-schen Base erfolgreich gezeigt werden.!'*” Dabei wurden unter Ausschluss von
Luftfeuchtigkeit und Sauerstoff mittels des (3-Aminopropyl)triethoxysilans die funktionellen
Aminogruppen auf der Glasoberfliche generiert. Diese Methode ermdoglicht nur

,,Steady state “ Untersuchungen.
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Abbildung 46: Immobilisierung von Aldehyd-funktionalisierten Blockcopolymer auf
[140]

aminierten Glasoberflichen

Sollen aber die Untersuchungen als Modellsysteme fiir nanoskaligen Interaktionen komplexer
biologischer Systemer, wie zum Beispiel der Zelladhésion, herangezogen werden, dann ist es
unumginglich, die Polymersomen in einer Umgebung anzubinden, in der ein kontinuierlicher
Fluss moglich ist. Die Mikrofluidik (kurz MF) bietet hierfiir die passenden Untersuchungsge-
gebenheiten. In den Arbeiten von DAVID A. WEITZ konnte, wie in Abbildung 47 dargestellt,
gezeigt werden, dass es moglich ist, MF-Kanile mittels einer Sol-Gel-Methode mit Glas zu

beschichten.!'*"!

10 pm

Abbildung 47: REM-Aufnahmen des unbeschichteten und des mit Glas beschichteten
MF-Kanals!'*'!

2.6.4 Grundlagen der Mikrofluidik

Die Mikrofluidik hingegen beschiftigt sich mit Fliissigkeiten und Gasen in Kandlen mit 10—

100 mm Durchmesser, in denen geringste Mengen (10°10™'® L) durchgeleitet werden.!'*?
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2.6.4.1  Die Reynolds-Zahl, Diffusion und Konvektion
Die allgemeine Beschreibung von Fluidbewegungen erfolgt durch die REYNOLDS-Zahl (Re),

die das Verhéltnis zwischen der Tragheitskraft und der viskosen Kraft betrachtet.

_dwp
n

Re (18)

Dabei ist d die charakteristische Lénge des fluiden Systems, v die FlieBgeschwindigkeit, p die
Dichte der Fliissigkeit und n deren Viskositdt. Bei groBen Reynolds-Zahlen Re > 1 000, wie
zum Beispiel in der Aorta, dominiert die Tragheitskraft liber die viskose Kraft. In den Veno-
len, Arteriolen und Kapillaren liberwiegt der Einfluss der viskosen Kraft so sehr, dass die
Reynolds-Zahl < 0,1 ist. In diesen Gefdllen ist das Verhiltnis aus der Kontaktoberfliche zwi-
schen der Fliissigkeit und der R6hrenwand sowie dem von der Réhre umschlossenen Volu-
men sehr gro3. Deshalb wird die Reibung zu einem wesentlichen Parameter. Diese Dominanz
der Viskositét hat zur Folge, dass die Stromung nicht mehr turbulent, sondern — wie gezeigt —
laminar und ohne Verwirbelung flieBt, sodass nur noch eine diffusive Durchmischung vor-

handen ist.!**

Fluid 2

Fluid 1

Fluid 2

Abbildung 48: Vermischen zweier mischbarer Fliissigkeiten mittels

Striimungslaminierung[143 !

Zudem gewinnen Phinomene wie Oberflichenspannung an Einfluss, sodass gemi3 dem La-
place-Gesetz der dquivalente Druck P, welcher durch die Oberflaichenspannung hervorgerufen
wird, gegeben ist durch:

_ 2ycos®

P== (19)

Dabei i1st 0 der Kontaktwinkel zwischen dem Fluid und der Oberflache und r der Kanal-

radius. 14414
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Das vielfach zum Einsatz gekommene Kanaldesign bestand, wie in der Abbildung 49 darge-
stellt, aus zwei gekreuzten Kanédlen, wodurch eine hydrodynamische Fokussierung des im
Hauptkanal flieBenden Fluides (rot) ermoglicht wurde. Hierfiir wurde am Kreuzungspunkt ein
weiteres Fluid, das mit dem ersten Fluid mischbar ist, durch die Nebenkanalstrome (blau)

zugefiihrt.

‘ = ‘ |
0.09 X=0um _ 0_09[ X =500 pm
E e
< 0.06 < 0.06
£ IS
E 003 E 0.03
[&] (&)
0'000 15 30 45 0'000 15 30 45
y position (pm) y position (pm)

Abbildung 49: Eine FEM-Simulation zeigt eine auf Diffusion beruhende Mischung eines
in der Stromung ausgerichteten Fliissigkeitsstrahl in einem mikrofluidischen Kanal. (A)
2D-Oberfliche Diagramm des Konzentrationsprofils. (B) Querschnitte des AuslaSkanals

bei x =0 und x =500 um”“l

Das gewihlte Kanaldesign und niederviskose, miteinander mischbare Fliissigkeiten erzeugen
ein laminares Stromungsprofil ohne Turbulenzen, weshalb eine rein diffusionskontrollierte
Durchmischung stattfindet. Die Diffusion eines Stoffes mit der Konzentration ¢ kann im All-

gemeinen dissipativen Fall mit der folgenden Gleichung beschrieben werden:

oc
amgﬁ-v*(—DVc):R—u*Vc (20)

Dabei ist Dpisr der Diffusionskoeffizient, u das Gleichgewichtsfeld, 0, ist der zeitabhéngige

Koeffizient und R die Reaktionsgeschwindigkeit. Da von einem inkompressiblen Fluid aus-
gegangen wird, ist der Term u *Vc = 0. Folglich geht aus dem Stromungsprofil kein Term

hervor, der die Nebenbedingung der Inkompressibilitét nicht vollstindig erfiillt.

Wird nun die Mischzeit tkonvektion Mit der Diffusionszeit tpisusion Verglichen, wird deutlich, dass
der diffusive Stofftransport schon im Zentimeterbereich nicht mehr durchfiihrbar ist, da die

charakteristische Lange 1 zur Mischzeit linear jedoch zur Diffusion im Quadrat eingeht.

67



2. Theoretischer Hintergrund

1
! konveltion = o mit der kinematischen Viskosititv, = % (21)
12
tDiffusion = B ( 22 )

Durch den typischen kleinen GroBenbereich von MF-Kanélen und daher kleinen Werten fiir |
bzw. niedrigen Re-Zahlen ist eine effektive und schnelle Durchmischung mittels Diffusion

méglich.[l44'l46]

2.6.4.2  Die Navier-Stokes-Gleichungen

Des Weiteren basieren die hydrodynamischen GesetzmiBigkeiten auf der Energieerhaltung,

1471 Aus dem Letzteren konnen mittels einer

der Massenerhaltung und der Impulserhaltung.
Kriftebilanz, unter Annahme isotroper Bedingungen, die Navier-Stokes-Gleichungen abgelei-
tet werden. Diese Gleichungen sind ein System nicht linearer partieller Differentialgleichun-
gen zweiter Ordnung was ein mathematisches Modell fiir die Bewegung von inkompressiblen
viskosen Fliissigkeiten wie etwa Wasser beschreibt. Die geldsten Navier-Stokes-Gleichungen
geben das Geschwindigkeitsfeld und den Druck einer stromenden Fliissigkeit in der Abhén-
gigkeit von Ort und Zeit an. Fiir ein inkompressibles Fluid, d. h. die Dichte bleibt entlang der

Teilchenbahn konstant, lautet die allgemeine Form!'** 46 148-149];

ou

» v *|(Vu+ () |+ plu*Vu+vp=F (23)

P

V*u=0 (24)
Die Impulstransportgleichung ( 23 ) beschreibt das dynamische Verhalten Newtonscher Flui-
de mit der Dichte p sowie der dynamischen Viskositit des simulierten Fluids n, dem Ge-
schwindigkeitsfeld u, einer auf das Fluid wirkende Kraft F und dem Gesamtdruck p. Zusam-
men mit der Inkompressibilitit des Fluids und dem Massenerhaltungssatz wird die sogenannte
Kontinuitatsgleichung ( 24 ) erhalten, aus der sich die Divergenzfreiheit von u ergibt. Diese
besagt, dass bei jedem finiten Element eines rdumlich und zeitlich diskretisierten Fluids in
jedem Zeitbereich At genauso viel Masse in das Element wie aus dem Element transportiert

werden muss.

Im MF-Bauelement herrscht eine laminare Stromung, weshalb dynamische Phidnomene als
stationdr angenommen werden konnen. Fiir diesen Fall vereinfachen sich die Navier-Stokes-
Gleichungen zu:
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—Vu+ pu*Vu+Vp=F (25)

V*u=0 (26)
Die Gleichung ( 25 ) enthélt im Gegensatz zu den Navier-Stokes-Gleichungen ( 23 ) keine
Zeitabhingigkeit, weshalb alle Bewegungen mit niedrigen Reynolds-Zahlen zeitsymmetrisch

Sil’ld.[l44-146]

2.6.4.3  Die No-Slip-Randbedingung

Die Oberflacheneigenschaften des MF-Systems spielen aufgrund des groBen Oberflichen-
Volumen-Verhéltnisses eine wichtige Rolle und iiben einen erheblichen Einfluss auf den
Stromungswiderstand in Mikrokanédlen aus. Die No-Slip-Randbedingung ist ein gingiges
Modell, um die makroskopische hydrodynamische Interaktion von Fliissigkeiten mit Festkor-
peroberflichen zu beschreiben. Es besagt, dass sich ein Teilchen einer Fliissigkeit mit dem
Geschwindigkeitsfeld u eines flieBendes Fluid an der Grenzfliche mit dem MF-Kanal nicht
bewegt und u daher Null ist. Molekiildynamische Berechnungen haben die Giiltigkeit im
submikroskopischen Bereich bewiesen. Es wird von einer Art hydrodynamischen Wand aus-
gegangen, die einer Festkorperwand entspricht und auf einer einen Molekiildurchmesser di-
cken Fluidschicht beruht. Diese Annahme ist im Mikro- und Nanobereich ungeeignet, wenn
stark hydrophile Medien und stark hydrophobe sowie nanostrukturierte Materialien zum Ein-

satz kommen, bei welchen die Lineargeschwindigkeit vy an der Grenzfliche nicht Null ist./'**
146]

Die jeweils vorliegenden Randbedingungen kdnnen durch die Schlupflédnge dscn differenziert
werden. Sie kann je nach dem experimentellen Bedingungen wenige Molekiildurchmesser bis
mehrere Mikrometer betragen. Die Schlupflinge beschreibt, wie tief die an der Oberfldache
eines Festkorpers vorliegende Lineargeschwindigkeit vy in diesen hinein extrapoliert werden
muss, um den Fall vy = 0, d.h. die No-Slip Randbedingung, zu erfiillen. Abbildung 50 zeigt

eine schematische Darstellung der mdglichen Schlupflangen.!'*14¢]
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kein Schlupf partieller Schlupf perfekter Schlupf
z »
Schubspannung:
dv,
0 X T= WE A
—_—
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5=0 5 V 5= oo Festkérper

Abbildung 50: Schematische Darstellung der Schlupfliinge 6 mit den entsprechenden

Grenzfillen 1414

Bei den verwendeten verglasten PDMS-Kanélen, die mit wéassrigen Losungen durchspiilt
werden, kann in guter Ndherung von der No-Slip Randbedingung ausgegangen werden.!'**!
Auf Grund der kleinen Reynolds-Zahlen im MF-Kanal und der Wechselwirkung zwischen der
Fliissigkeit und den Kanalwédnden kann angenommen werden, dass die Stromungsgeschwin-
digkeit an den Wianden sehr viel kleiner ist als im Zentrum, wo sie maximal ist. Somit stellt
sich eine parabolische Geschwindigkeitsverteilung v(r) tiber den Kanaldurchmesser R ein.
Treibt eine Druckdifferenz Ap zwischen den Ausgidngen des Kanals mit der Linge 1 diese

Strémung an, so ergibt sich fiir eine maximale FlieBgeschwindigkeit!'**:

Ap .,
v =——R
= a0 (27)

2.6.5 Fertigung der mikrofluidischen Bauelemente

Die Fertigung der mikrofluidischen Bauelemente erfolgte nach dem von GEORGE M.
WHITESIDES und YOUNAN XIA etablierten Verfahren des rapid prototyping (schneller Mo-
dellbau). Dieser Ablauf beschreibt die Verfahrensschritte von der konzeptionellen Entstehung
eines Kanaldesigns mittels eines Computerprogrammes wie zum Beispiel AutoCAD (compu-
ter-aided design), iiber den Musterentwurf sowie der anschlieBenden photolithographischen
Fabrikation einer Mastervorlage bis hin zur endgiiltigen softlithographischen Herstellung der

PDMS basierten MF-Kanalstrukturen.!'>*"*"]
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Druckan des Bildes

Mugtar-
enbwurf

Solikthographle

Abbildung 51: Schematische Darstellung des rapid prototyping zur Fertigung

mikrofluidischer Kanalsysteme“so]

Nach dem der mittels AutoCAD erzeugte Musterentwurf einer Kanalstruktur auf eine UV-
durchlissige Belichtungsfolie gedruckt wurde, wird wie in Abbildung 52 gezeigt, eine Silizi-
umscheibe mit einem photosensitiven SU-8 50-Lack (Photoresist) liber die ,, spin-coating “-
Methode beschichtet. AnschlieBend wird die auf der Photomaske enthaltene Kanalstruktur in

das Photoresist mittels der Photolithographie polymerisiert.!'**'4]

SU-850 UV @ 365 nm
@ LITHOGRAPHY MASK
#
LB ~_ 5~ ) ~ Ly
2 3 4

1

Abbildung 52: Herstellung einer mikrofluidischen Mastervorlage mittels
[146]

Photolithographie

Der photosensitive Lack besteht aus dem von SHELL CHEMICALS entwickelten und in Ab-
bildung 53 dargestellten epoxid-funktionalisierten EPON-SU-8 sowie einem Triarylsulfoni-
umhexafluoroantimonat-Salz, welches nach der UV-induzierten Photolyse neben Antimonhexaf-
luorwasserstoffsdure radikalische Nebenprodukte freisetzt, die eine UV-initiierte freie radikali-

sche und kationische Polymerisation starten.!'>2'>%
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Abbildung 53: Photoresist SU-8

Die Oberfldchen der fertiggestellten Mastervorlagen der mikrofluidischen Kanalstrukturen
werden zur Bestimmung der Kanalhohen und Aufspiiren von Defektstellen mittels der Raster-
elektronenmikroskopie (REM) analysiert. In Abbildung 54 sind Beispielaufnahmen solche
REM-Messungen gezeigt. Dabei ist in der Aufnahme A die AutoCAD-Zeichnung der Kanal-
struktur als Ubersicht dargestellt. Diese Kanalgeometrie wurde fiir die Herstellung von Poly-
mersomen mittels der hydrodynamischen Fokussierung entwickelt. In der Ubersichtsaufnah-
me B ist die Mischzone des Kanalkreuzes des Hauptkanals und der Nebenkanéle abgebildet.
Die Aufnahme D zeigt einen vergroBerten Ausschnitt des Kanalkreuzes aus der Aufnahme B.
Dabei zeigt das wellenartige Profil der Seitenwidnde das begrenzte Auflosungsvermdgen der
Lithographiemaske an. Die dunkle Schicht am Boden der SU-8-Struktur ist nur eine optische
Wirkung, die aus der begrenzten Schirfentiefe der sekundédren Elektronen resultiert. Einer die

drei moglichen Eingénge in die Kanalstruktur ist in der Aufnahme C abgebildet.!'*"

Abbildung 54: REM-Charakterisierung der mikrofluidischen Mastervorlage''*®!

Die so erzeugten Masterstrukturen konnen in gleichbleibend hoher Qualitdt mehrfach wieder-
verwendet werden, um mit einem Elastomer wie Polydimethylsiloxan (PDMS) die mikroflui-

dischen Bauelemente zu fertigen. PDMS hat sich vor allem aufgrund seiner isotropen, optisch
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transparenten Eigenschaften, sowie seiner Einsetzbarkeit {iber einen groB3eren Temperaturbe-
reich (-50 °C bis 200 °C) durchgesetzt. Des Weiteren ist der Werkstoftf nicht toxisch und im

Vergleich zu Silizium pro Volumeneinheit 50-mal glinstiger.

FDMS + Vemetzer

\ i‘%ﬂ& Lol Plasma-Cleaner
P S "4 o ' & -

Abbildung 55: Soft-Lithographie der mikrofluidischen Mastervorlage zum fertigen
PDMS-Mikrofluidik-Chip'"*®!

Das im Schritt 1 hergestellte PDMS wird aus dem in Abbildung 56 gezeigten Zwei-
Komponentensystem Sylgard 184 hergestellt, welches aus einem Basismaterial (60 % Dime-
thylsiloxan) und einem Quervernetzer (40 bis 70 % Hydrogenmethylsiloxan) besteht. Durch
die Anwesenheit einer platinorganischen Verbindung wie Dihydrogenhexachloroplatinat(VI),
erfolgt eine Hydrosilylierung der terminalen Vinylgruppen des Dimethylsiloxans mit dem
wasserstoffhaltigen Vernetzer. Die ablaufende Vulkanisation lédsst sich durch die Tempera-
turerhohung (Schritt 2) betrdchtlich steigern und ist weder von einem Gewichtsverlust, noch

von einer bedeutsamen Schrumpfung (~ 1 %) begleitet.

S/i jJ\Si/ \ O\H\Si/ VR |
///L ‘ ~0Th \— /Sl\ S‘l n\ /Sl\o Sl\o Si
Abbildung 56: v. L. n. r.: Dimethylsiloxan (Sylgard® 184-Oligomer),

Hydrogenmethylsiloxan (Vernetzer), quervernetztes PDMS!*!

Hierdurch wird die Kanalstruktur wéhrend der Herstellung nicht deformiert. Nachdem die
Abgussvorlage entfernt worden ist und die spéter bendtigten Zu- und Abfliisse gestochen
worden sind, wird die Kanalstruktur im PDMS durch ein diinnes Deckgldschen nach einer
Plasmabehandlung durch kovalente Anbindung verschlossen (Schritt 3). In dem Plasma-
Cleaner wird eine Luft- oder Sauerstoffplasmaentladung erzeugt, die beim PDMS zur Bildung
von Silanolgruppen auf Kosten von Methylgruppen fiihrt. Durch den Kontakt des oxidierten
PDMS mit dem ebenfalls behandelten Deckglas werden die beiden Materialien irreversibel

miteinander verbunden, weil sich zwischen ihnen kovalente -O-Si-O Bindungen bilden.!'**']
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3 Analytische Methoden

3.1 NMR-Spektroskopie

Das Verfahren der kernmagnetischen Resonanzspektroskopie (,,nuclear magnetic resonance
spectroscopy’®) beruht auf der Wechselwirkung zwischen dem magnetischen Moment eines
Atomkerns und eines darauf einwirkenden magnetisches Feld.'>> Die Mehrzahl der Atom-
kerne besitzt einen Eigendrehimpuls oder auch Kernspin P genannt. Dieser Spin fiihrt entlang
einer Spinachse zu einem magnetischen Moment des Atomkerns. Aus quantenmechanischen

Rechnungen geht hervor, dass dieser Eigendrehimpuls gequantelt ist.!'>*1°®]

h
P=JI(I +)h;h=—
(I +1yhsh=" (28)

Dabei ist /4 das Planck‘sche Wirkungsquantum (6,626*107* Js) und I die Spinquantenzahl.
Die wichtigsten Kerne, die in dieser Arbeit fiir die NMR-spektroskopischen Untersuchungen
verwendet wurden, sind 'H und "°F. Beide haben einen Kernspin von % sowie eine natiirliche
Hiufigkeit von 99,99 % fiir das '"H-Kernisotop. Fiir '’F-Kernisotop liegt sie bei 100 %. Mit

dem Drehimpuls P ist proportional ein magnetisches Moment p verkniipft.['>¢'>7]

u=yP (29)
Dabei ist y ein Proportionalititsfaktor, der als gyromagnetisches (,, kreiselmagnetisches ‘)
Verhiltnis bezeichnet wird. Dieser Faktor ist fiir jeden Kern spezifisch und von ithm héngt die

Nachweisempfindlichkeit eines Kerns bei der NMR-Messung ab.['°¢'>7]

Bo Kreisbahn der Prazession

Rotation des Kerns

»
>

Abbildung 57: Schematische Darstellung der Prizessionsbewegung der Kerne im

Magnetfeld B0[159'161]
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Atomkerne mit einem Spin von ' kdnnen sich in einem angelegten By-Feld nur parallel (o-
Zustand) oder antiparallel (B-Zustand) orientieren. Da der parallel zum Feld orientierte o-
Zustand energetisch giinstiger ist als der antiparallel ausgerichtete B-Zustand, ist diese Orien-
tierung stirker populiert. Diese energetisch aufgespaltenen Zustinde werden als Kern-
ZEEMAN-Niveaus bezeichnet. Somit zeigt sich, wie in Abbildung 58 dargestellt, fiir die bei-
den Niveaus die folgenden magnetischen Eigenzustinden m = + 2 und - 2 der folgenden

Energiezustéinde:

P,=12h m =412

P,=-1/2h m =il

Abbildung 58: Richtungsquantelung des Drehimpulses fiir I = 111591611
1 1
E.n= _EVhBo und £, :EVhBo (30)
Die Differenz der Energieniveaus ist gegeben durch:
AE = yhB, (31)

Diese Energiedifferenz hingt direkt mit der Frequenz der Absorption oder Emission der ein-

gestrahlten Wellenldnge zusammen:

AE =hv, (32)
Somit ergibt sich ein Zusammenhang zwischen der Radiofrequenz v, (Larmorfrequenz) und

dem &dulleren Magnetfeld.

_M,
27

L

0 (33)

Das Magnetfeld By wechselwirkt mit dem magnetischen Moment p; die entsprechende Ener-

gie des magnetischen Dipols im Magnetfeld ist gegeben durch:

E=-u.B, (34)
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Die Populationsdifferenz zwischen den magnetischen Kernniveaus ldsst sich mittels der
BOLTZMANN-Beziehung beschreiben:
Ny AE B,

—e M 12 —1—

Na kT kT

Wobei N, und Ny die Anzahl der Kerne im hoheren bzw. niedrigeren Energieniveau, k die

(35)

Boltzmann-Konstante (1,3805*107 J/K) und T die absolute Temperatur in Kelvin ist.

Aufgrund dieser unterschiedlichen Besetzungen der Energieniveaus ergibt durch die Summe
der z-Komponenten aller magnetischen Kernmomente p eine makroskopische Magnetisierung

in Richtung des By-Feldes.

Die Ubergiinge zwischen den beiden Energieniveaus sind nur durch die Einstrahlung einer
elektromagnetischen Welle mit der richtigen Larmorfrequenz mdglich. Wird mit dieser Wel-
lenldange auf die Probe eingestrahlt, prazediert die Magnetisierung danach bei einer bestimm-
ten Frequenz. Anschliefend relaxiert die Magnetisierung wieder ins Gleichgewicht zurtick,
was bedeutet, das M. wieder auf M, anwichst und die Quermagnetisierung M, verschwindet.

Dieses Signal kann als FID (,,fiee induction decay*) detektiert werden.!'>¢">7]

Diese Relaxation kann durch die BLOCH-Gleichungen beschrieben werden:

M, M. -M,

g T (36)
dM M aM | M

=——>" und L= (37)
dt T, dt T,

Wobei T, fiir die Spin-Gitter- oder longitudinale Relaxationszeit der M,-Magnetisierung so-
wie T, fiir Spin-Spin-/transversale Relaxationszeit der M, -, M,--Magnetisierung stehen.

Der T, (Spin-Gitter-)Relaxationsprozess ist mit einer Energiednderung des Spinsystems ver-
bunden, da die vom eingestrahlten Impuls aufgenommene Energie an die Umgebung, das so-
genannte “Gitter”, abgegeben wird. Dieses Gitter steht stellvertretend fiir die Nachbar-
molekiile in der Losung oder fiir die GefaBwand des NMR-Rdhrchens. Die Linge der T1-
Relaxationszeit ist abhéngig von der chemischen Struktur des Molekiils, dem Einfluss der

benachbarten Kerne und der MolekiilgroBe bzw. Beweglichkeit.['*® 1

Die Spin-Spin-Relaxation bestimmt den Zerfall der Quermagnetisierung My-. Dieser Relaxa-
tionsprozess beruht auf einem Energieaustausch zwischen benachbarten Atomkernen. Die

Gesamtenergie des Spinsystems und damit die Besetzungsverhéltnisse der einzelnen Ener-
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gieniveaus dndern sich dabei nicht; es handelt sich um einen reinen Entropieprozess mit ei-
nem Verlust der Phasenkohdrenz zwischen den einzelnen Spins. Die hiermit verkniipfte T2-
Relaxationszeit ist fiir die quantitative NMR-Spektroskopie eine vernachlidssigbare Grof3e.
Ihre praktische Bedeutung liegt jedoch in der Beeinflussung der Linienbreite; sie stellt somit

ein MaB fiir die spektrale Aufldsung dar.['261°7-162]

Wie in Abbildung 59 dargestellt wird, um alle Kerne einer Sorte anzuregen, der Hochfeldge-

nerator im sogenannten Impuls-Verfahren mit einer festen Frequenz v, fiir nur eine kurze

Zeitdauer von ca. 10 ps eingeschaltet, was einen Hochfrequenz-Impuls mit kontinuierlichem

Frequenzband erzeugt, welches symmetrisch zur Frequenz v, liegt. Die Kerne relaxieren zu-

riick und das FID kann aufgenommen werden. Mittels der mathematischen Operation der
Fourier-Transformation (FT) der Gleichung ( 38 ) wird aus dem FID das NMR-Spektrum
kalkuliert.!"*¢137 19%]

g(@) =] fedi (38)

RF-Sender %
3

Magnet

| Empfanger ——‘| Verstarker ‘

fit]
glw) 0
Fourier-
“Transformation
@

Free-Induction-Decay (FID)

Abbildung 59: Messprinzip des Impulsverfahrens

Die Resonanzfrequenz des beobachteten Atomkerns wird durch die eigenen Elektronen und
der benachbarten Atome beeinflusst. Daraus resultiert eine strukturabhingige chemische Ver-

schiebung 9, welche ein MaB fiir die Stirke dieses Einflusses ist.

a _ VSubstanz B VS tandard

Substanz — v, ( 39 )

Die chemische Verschiebung ist auf die Frequenz eines Standardsignals bezogen. Friiher

wurde hierflir Tetramethylsilan eingesetzt, heutzutage wird meistens das Signal des eingesetz-

ten Losungsmittels verwendet.
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Durch die unterschiedliche chemische Umgebung in einem Molekiil ist die wirkende Fluss-
dichte B an einem Kernort stets um den Betrag B kleiner als das von auBlen angelegte

Magnetfeld mit der Flussdichte B.

Beff:Bo_GBoz(l_U)Bo (40)

Dieser Effekt wird als Abschirmung bezeichnet und fiihrt dazu, dass die Signale hochfeldver-
schoben sind. Ein Mal} dafiir ist die Abschirmungskonstante 6. Die Abschirmung dndert die

Larmorfrequenz v, eines Kerns und somit die Resonanzbedingungen.!*®!

A
VL_27z(l 0)B, (41)

Sind hingegen in der chemischen Umgebung eines Protons Atome oder Atomgruppen, welche
die Elektronendichte verringern, so kommt es zu einer Entschirmung, was das zu fiihrt, dass
das Signal tieffeldverschoben ist. Einige aus Abschirmung bzw. Entschirmung resultierende
chemische Verschiebungen von Protonen sind in Abbildung 60 gezeigt. Dabei sind die Berei-
che fiir Hydroxy- und Aminogruppen (orange farbend) deutlich breiter gefasst als die meisten

anderene CH-Grupen (blau).'®!

1 | ] | ] | | | | | | 1 |

0O : = Ethers Sulfides Sat. alkanes
R-LLH Aromatics | RC-CH; ROCHRS-CH _ RH
[ |

Alcohol
RCH=CHR———— HO-CH ———RC=CH
PhO-CH——— Ar-CH—— —— RyC=CR-CH
FCH CI-CH_I-CH
0
Br-CH+——— ——R-LCH
Esters
RCO5CH ! ! NC-CH
O N-CH+—— —————RyN-CH
RCOH Aride RCONH ROH .
PhOH R,NH

| T I | I I | | | 1 T 1 1
120 11.0 100 90 g0 70 6.0 50 40 30 20 10 00 ppra(s)

Abbildung 60: Einige chemische Verschiebungen von Protonen'®!

Die chemische Verschiebung ist vorwiegend von der Ab- bzw. Entschirmung der chemischen
Umgebung abhingig. Zusétzlich spielt aber auch noch ein Losungsmitteleffekt eine kleine
Rolle. In Tabelle 6 ist dieses Phdnomen an einigen Beispielen gezeigt. Die ausgewihlten Lo-

sungsmittel sind Chloroform-d1, Benzol-d6, Aceton-d6, DMSO-d6 und D,0. Gezeigt sind die
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chemischen Verschiebung der Verbindungen MTBE (Methyl-tert-butylether), Isobutanol und
Toluol. In den meisten Fillen liegt der Unterschied zwischen den einzelnen der chemischen
Verschiebungen in einem Bereich von 0,2-0,03 ppm. Nur die Silgnale der Alkohole sind deut-
licher vom Ldsungsmittel abhingig. So zeigt die Hydroxygruppe im Benzol-d6 eine chemi-

sche Verschiebung von 1,55 ppm, im DMSO-d6 hingegen betrigt sie schon 4,19 ppm.['®*!

Tabelle 6: Einige typische "H-chemischen Verschiebungen in ausgewéahlten Losungs-

mitteln!'®!

Chloroform-d1 Benzol-d6 Aceton-d6 DMSO-d6 D,O

Verbindung (CH3)3COCH3

C-CH; 1,19 1,07 1,13 LIr 121
O-CH; 3,22 3,04 3,13 3,03 3,22
(CH;);C-OH

C-CH; 1,26 1,05 1,18 1,11
0-H 1,65 1,55 3,10 4,19
CeHsCH;

CH; 2,36 2,11 2,32 2,30

CeHs 7,15-720  7,00-7,10 7,10-720 7,10-7,15

3.2 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) oder auch GroBenausschluss-Chromatographie
(size exclusion chromatography, SEC) ist eine Methode zur Bestimmung der Molmassenver-
teilung und der fraktionierenden Trennung von Polymeren. Die Auftrennung der verschieden
grofen Makromolekiile erfolgt iiber das unterschiedliche hydrodynamische Volumen Vy. Die
Polymerprobe wird, wie in Abbildung 61 schematisch dargestellt, zur Trennung durch eine
Sdule aus makropordsen Gelen geleitet. Die stationdre Phase kann entweder aus vernetztem
Polystyrol, Dextran, Polyacrylamid sowie Cellulose oder Silica-Partikeln aufgebaut sein. Die
nichtionischen, kugelférmigen Polymere weisen dabei eine definierte PorengroBenverteilung
von 10-105 nm auf. Die unterschiedlich groen Makromolekiile, die in der mobilen Phase
gelost sind, wandern an der stationidren Phase vorbei. Dabei dringen die Molekiile mit dem
kleineren hydrodynamischen Volumen in die Poren ein, wihrend die volumindseren Makro-
molekiile vorbeiflieBen. Somit eluieren die groBeren Polymere vor den kleineren. Denn mit
abnehmendem hydrodynamischen Volumen steigt die Verweildauer in der stationdren Phase

und fiihrt somit zu einer langeren Retentions- oder Elutionszeit.
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Flussrichtung des
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Chromatogramm A

Abbildung 61: Schematische Darstellung der Trennung von Polymerproben mittels der
GPC™

g

Als Detektionsmethoden werden in der Regel die Messungen des Brechungsindexes oder der
UV-Adsorption des Eluats verwendet. Zudem wird jeder vermessenen Probe ein interner
Standard zugesetzt, der in der vorliegenden Arbeit Toluol ist. Das Detektionssignal wird als
Funktion des Elutionsvolumen Vg aufgetragen und korreliert somit mit der molaren Masse
des Polymers. Das Elutionsvolumen ist die Summe des inneren Volumens V; und des dufleren

Volumens V| der stationaren Phase.

Fiir Makromolekiile mit einem sehr gro3en hydrodynamischen Volumen entspricht das Eluti-
onsvolumen dem dufleren Volumen, da das Polymer nicht in die Poren der stationdren Phase

eindringen kann.

Vi =Vo (42)
Molekiilen mit kleineren hydrodynamischen Volumina steht zusitzlich das gesamte innere

Volumen der stationdren Phase zur Verfiigung.

Vi =Vo 4V, (43)
Bei Molekiilen, die nicht in alle Poren, sondern nur in einem Bruchteil K, eindringen kénnen,

verandert sich das Elutionsvolumen zu:

Vi =V + KV, (44)
Somit ergibt sich fiir die GPC, wie Abbildung 62 zeigt, eine obere und unter Ausschlussgren-
ze. Polymere mit einer grofleren molaren Masse als My eluieren gleichzeitig bei dem Eluti-

onsvolumen V, (obere Ausschlussgrenze). Molekiile, die eine kleinere molare Masse als M,
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haben, eluieren gleichzeitig bei der unteren Ausschlussgrenze mit dem Elutionsvolumen Vi =

Vo + V. Die Trennwirkung erfolgt also fiir Molekiile mit den Molmassen My > M > M,,.

log M4
1
My _ “\\ obere Ausschlussgrenze
M |rsven ______________________________________________________ >, untere Ausschlussgrenze
> Va

Vo Vo+V;

Abbildung 62: Auftragung einer GPC-Eichkurve.
Die durchgezogene Linie stellt den idealen, die gestrichelte Kurve einen experimentell

ermittelten Verlauf dar!'%¥

Da die Gelpermeationschromatographie keine Absolutmethode ist, ist eine Kalibrierung mit
Polymeren bekannter enger Molekulargewichtsverteilung von Noéten. Hierbei steht das Eluti-
onsvolumen mit der molaren Masse fiir ein Polymer-Losungsmittel-System in folgender em-

pirischer Beziehung:

logM =a-bV, (45)

Es handelt sich bei a und b um zwei empirisch bestimmte Konstanten.

Aus dem gemessenen Elutionsvolumen ldsst sich mit Hilfe der Kalibrierkurve die molare
Masse bestimmen. Jedes Polymersystem zeigt aber ein unterschiedliches Kndulverhalten und
somit ein anderes hydrodynamische Volumen. Daher ist eine einzelne Kalibrierung fiir jedes

System erforderlich.

Fiir einige Polymersysteme, wie zum Beispiel Blockcopolymere, stehen keine Standards zur
Verfligung, daher miissen die molaren Massen ndherungsweise iiber eine universelle Kalibrie-
rung bestimmt werden. Hier wird das hydrodynamische Volumen mit der jeweiligen intrinsi-
schen Viskositit [n] des Polymers im verwendeten Losungsmittel bei einer gegebenen Mess-

temperatur mittels der Einstein‘schen Gleichung ins Verhéltnis gesetzt.
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Ll

725N, (46)

Dabei ist Ny die Loschmidt‘sche Zahl. Die intrinsische Viskositit korreliert tiber die semiem-

pirische MARK-HOUWINK-Beziehung mit der molaren Masse.

[7]= kMt < (47)
Dabei sind k& und o fiir ein Polymer-Losungsmittel-System konstante Faktoren und

tabelliert.*”) Durch Einsetzen der Gleichung ( 47 ) in die Gleichung ( 46 ) folgt:

3 kMa+l
25N,

(48)

Da das hydrodynamische Volumen des untersuchten Polymers V), gegen das des internen

Standards ¥ vermessen wird, folgt:

Ve=V, (49)
kSMSaSH _ kPMPaP-H %
25N, 25N, (50)
L
kM as+l \ap+1
M, = [—S kS j (51)
P

Zur quantitativen Bestimmung der Polymere mit einer bestimmten molaren Masse muss die
Konzentration der Polymere im Eluat erfasst werden. Als Detektoren dienen das UV/Vis-

Spektrometer oder das Differentialrefraktometer.?> #3-#4 147 164]

3.3 MALDI-ToF-Massenspektrometrie

Die von KARAS und HILLENKAMP entwickelte MALDI-ToF-Massenspektrometrie (matrix
assisted laser desorption and ionisation time of flight-mass spectrometry) oder matrixassis-
tierte Laserdesorptionsionisations-Flugzeitmassenspektrometrie ist eine Methode zur absolu-
ten Bestimmung von Molmassen.!®"®! Durch diese Technik kénnen, wie in Abbildung 63
schematisch dargestellt, Makromolekiile ohne Fragmentierung in der Gasphase ionisiert wer-
den. Dabei wird eine diskontinuierliche Methode verwendet, der die Desorption der Ionen
jeweils als Folge von einzelnen Laserblitzen erfolgt, d. h. die Abfolge der Ionenerzeugung,
Beschleunigung und Trennung wird in kurzen Zeitabstdnden wiederholt. Durch Sto6e oder

Komplexierungen mit zugesetzten lonen werden die Polymere ionisiert. In einem ToF-
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Spektrometer werden die ionisierten Molekiile der Masse m und der Ladung ze durch ein
elektrisches Feld F iiber eine Wegstrecke d beschleunigt und legen dann eine Flugstrecke 1

zuriick. Nach einer Zeit t erreichen sie den Detektor am Ende der Flugbahn.

” Laser
Probentréger

| Matrix Detektor

Abbildung 63: Schematischer Aufbau eines MALDI-ToF-Massenspektrometers'' !

Die erzeugten lonen werden in einem anliegenden, starken elektrischen Feld beschleunigt und
in einem Flugzeitmassenspektrometer (ToF-MS) nach ihrer Flugzeit getrennt. Die ionisierten
Molekiile haben nach dem Durchlaufen durch das Spannungsgefille die gleiche kinetische

Energie Ejy:

|
Ekm:Emv =zeFd (52)

Wobei e die Elementarladung, m die Ionenmasse und v die Geschwindigkeit des Molekiilions
am Ende der Beschleunigungsstrecke d ist. Da die Beschleunigung iiber die Driftstrecke
(Flugrohr des Massenspektrometers) vernachléssigt werden kann, somit v = I/t gilt, ergibt sich

aus Gleichung ( 52 ):

1 (1Y
Em; =zeFd (53)

Nach einer Umformung ergibt sich daraus:

m

—:2eFde (54)

z

Aus der Flugzeit kann direkt, aufgrund der fiir ein bestimmtes Gerét konstanten Werte d, 1,
und F, das Verhéltnis m/z fiir das Polymer bestimmt werden. Dabei erreichen als erstes lonen
mit dem kleinsten Verhéltnis von Masse zu Ladung den Detektor. Durch die Auftragung von
Intensitit gegen das Verhiltnis von m/z wird das Spektrum generiert. Die Intensitét eines

Peaks ist proportional zu der Haufigkeit, mit der die entsprechende Molmasse vorkommit,
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gewichtet mit der Ionisations-Effizienz. Die MALDI-Technik generiert hauptséchlich einfach
geladene Ionen, womit die Molmassen direkt aus dem Spektrum abgelesen werden

kénnen, 6!

3.4 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die dynamische Lichtstreuung wird dafiir eingesetzt, um die Grofle von Polymeraggregaten in
Losung mittels einer zeitlichen Anderung der Streuintensitit zu bestimmen. Werden die
Elektronen der Makromolekiile durch ein duBeres elektromagnetisches Wechselfeld in er-
zwungene Schwingungen versetzt, so kann ein solches System als eine Ansammlung von
Hertz*schen Dipolen bezeichnet werden. Dieses System zeigt im zeitlichen Mittel ein charak-
teristisches Abstrahlungsmuster (statische Streuung). Durch die Bewegung der einzelnen
Streuer relativ zueinander (z. B. infolge der Brown‘schen Molekularbewegung) kommt es zu
einer Intensititsfluktuation. Diese gestattet es, mit einer entsprechenden Signalanalyse (Auto-
korrelation), eine Aussage liber die Diffusionsbewegung der Teilchen zu machen. Dabei wer-
den die Polymeraggregate mit einem Laser bestrahlt und die Streustrahlung gemessen. Bei
den gestreuten Wellen kommt es, wie in Abbildung 64 dargestellt, zu konstruktiver und de-
struktiver Interferenz, da die Weglinge zum Detektor unterschiedlich ist, was zu einem rdum-
lichen Hell-Dunkel-Fleckenmuster des Streulichts fiihrt. Da die Wegdifferenz durch die Be-
wegung der einzelnen Polymeraggregate nicht konstant ist, tritt zudem eine zeitliche Intensi-
tatsfluktuation eines Punktes im Fleckenmuster auf. Diese Fluktuation entspricht der Fourier-

transformierten Funktion der Streufrequenzverbreiterung [ g(¢,®) ], die durch den Doppleref-

fekt bei der Teilchenbewegung zustande kommt.!'%% 7]

q i DDitf'

1 .
2(g0)=— [ 2(g0e""dt = (55)

(§°Dpy)* + @

Laserstrahlung

4 ,} Detektor

@ Teilchen in Losung
Abbildung 64: Schematische Darstellung der Streustrahlung und der Interferenz der

bestrahlten Polymeraggregate!'®* '%*!
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Aus dieser spektralen Verbreiterung in der Streustrahlung, kdnnen {iber die Autokorrelation
der Intensitdten zu verschiedenen Zeitpunkten wichtige Informationen iiber die dynamischen
Prozesse in der Losung erhalten werden. Diese Zeitpunkte liegen nur einige Nano- bis Mikro-
sekunden auseinander und ergeben somit die Autokorrelationsfunktion. Die Bestimmung der
Autokorrelationsfunktion erfolgt, wie in Abbildung 65 zeigt, iber Messung der ankommen-

den Photonen an dem Photonenzéhlgerit (Photon-Counter).l** %!

600

[
(=24
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400
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Abbildung 65: Intensitiitsfluktuation der Streustrahlung auf Grund der Brown‘schen

Molekularbewegung der streuenden Partikel'®”!

Werden nun die Intensitdten, wie in Abbildung 66 dargestellt, von zwei sehr kleinen Interval-
len (kleines 1), d. h. mit geringem zeitlichen Abstand zwischen zwei Messpunkten, mit denen
von zwei weiter auseinander liegenden Intervallen (groBes 1) korreliert, so ist eine Analyse
der Intensitétsfluktuationen moglich. Die beiden Werte der Intervalle mit geringem zeitlichem
Abstand sind noch stark voneinander abhingig, d. h. es liegt noch eine starke Korrelation vor.
Bei den Intervallen mit dem groBeren Abstand geht die Korrelation mehr und mehr

verloren, 167 16%)

600
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»
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Abbildung 66: Schematische Darstellung der Lage der Zeitintervalle!'®!

Somit beschreibt die Autokorrelationsfunktion die Ahnlichkeit, in einem Rahmen von null bis
eins, der einzelnen Streusignale mit einem Signal beim Zeitpunkt t = 0. Bei der Korrelations-
funktion wird die Korrelation gegen die verstrichene Zeit aufgetragen. Da die Geschwindig-
keit der Fluktuationen direkt von der mittleren Geschwindigkeit vy, und somit von der Masse
m der Partikel abhéngt, gilt:
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L [T
"\, (56)

Daraus folgt, dass mit steigender Temperatur die Geschwindigkeit aller Partikel zunimmt und
dass sich kleine Partikel schneller als grof8ere bewegen. Somit fillt, wie in Abbildung 67 ge-
zeigt, fiir groBBe Partikel die Korrelationsfunktion langsamer ab, da auch die Fluktuation lang-

samer ist als bei kleineren Teilchen.

1 Korrelation

GrofBe Partikel

Kleine Partikel

Zeit

Abbildung 67: Normierte Korrelationsfunktion in Abhiingigkeit von der Partikel-
orof ol44,168]

Die Korrelationsfunktion hingt im Falle von monodispersen sphérischen Teilchen in verdiinn-

ten Losungen von der Zeit t, dem Streuvektor g und dem Diffusionskoeffizienten Dp;gr ab.

2
G Dpyyt

g(g.t)=e (57)

Dabei gilt fiir den Streuvektor § = k, — k. , mit dem Wellenvektor k,des einfallenden und &,

des gestreuten Strahles.

Der Betrag des Streuvektors ist vom Streuwinkel ® abhéingig.

_4m . (O
=515 (58)

Dabei ist n der Brechungsindex des Losungsmittels und Ay die Wellenlédnge des eingestrahlten

Lichts.

Die Gleichung ( 57 ) gilt nur fiir die perfekte Korrelation bei t = 0. Im realen Experiment be-
einflussen noch andere Effekte die Intensitdt, zum Beispiel die Schwankung der Primérstrahl-

intensitdt des Lasers oder Schwankungen der Teilchenzahl im betrachteten Volumen.
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Aus der Frequenzverbreiterung kann die Halbwertsbreite Hppy bestimmt werden, woraus

wiederrum der Diffusionskoeffizient berechnet werden kann.

H = CYZDDgff (59)
Mit Hilfe des STOKES-EINSTEIN-Gesetzes fiir monodisperse sphirische Teilchen kann aus

dem Diffusionskoeffizienten der hydrodynamische Radius Ry berechnet werden.

o _ KT _ kT
" fReib 67”7DD;'[’f (60)

Dabei ist fz.;» der Reibungskoeffizient.

Fiir ein polydisperses System ist die resultierende Autokorrelationsfunktion die Summe von
Korrelationsfunktionen der einzelnen Teilchen mit einer Verteilung von Abklingzeiten. Durch

eine Kumulantenentwicklung wird die Korrelationsfunktion angenéhert.

In[gn)]=>" T AN
nlg®]=2., L~ =1-hi— -~ (61)
Die Koeffizienten I',, sind hierbei die Kumulanten:

0"1 q,t

tn
Der erste Kumulante liefert den z-Mittelwert des Translationsdiffusionskoeffizienten und so-

mit die Partikelgrof3e:

r,=Dg’ (63)
Das Verhiltnis der ersten beiden Kumulanten ergibt die relative Standardabweichung o*, was
auch als Polydispersititsindex (PDI) bezeichnet werden kann. Dieser Index ist ein MaB fiir die
Polydispersitét der Partikel.

o’ = L =PDI (64)

6y

In der industriellen Standardanalyse werden fiir die PDI-Bereiche die in Tabelle 7 zusammen

gefassten Einschitzungen verwendet.!'®”!
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Tabelle 7: Einschitzung der PDI-Bereiche!'®!

PDI

<0,05 quasi monodispers
0,05-0,2 enge Verteilung

0,2-0,7 breite bis sehr breite Verteilung

>0,7 mit der Kumulantenmethode praktisch nicht auswertbare Autokorrela-
tionsfunktion, zum Beispiel durch multimodale Verteilung.

In Abbildung 68 ist der schematische Aufbau einer dynamischen Lichtstreuung der Firma
Malvern gezeigt. Er setzt sich zusammen aus einem optischen System, bestehend aus einem
Helium-Neon-Laser mit einer Wellenldnge von 633 nm, einem Dampfer, einer Messzellen-
einheit und einer Detektoreinheit. Zudem gehort zu diesem Aufbau noch ein Signalverarbei-
tungssystem, bestehend aus Korrelator und Rechner. Dabei trifft der Laserstrahl auf die Probe
und wird an den enthaltenen Teilchen gestreut. Ein Detektor misst die Intensitdt des gestreu-

ten Lichts unter einem Winkel von 173°.[1%4

Laser Diampfer

H |

Messkiivette

Detektor

Abbildung 68: Schematischer Messaufbau der dynamischen Lichtstreuanlage der Firma

Malvern!'®!

3.5 Mikroskopie

Um Objekte, wie zum Beispiel Polymersomen oder Mizellen, die unterhalb des Auflésungs-
vermogens des menschlichen Auges liegen, beobachten zu konnen, werden unterschiedlichste
Mikroskope verwendet. Bei den mikroskopischen Verfahren wird im ersten Schritt nach der
Art der Strahlungsquelle unterschieden. Kommt eine Lichtquelle zum Einsatz erdffnet dies
das Feld der Lichtmikroskopie. Hier werden alle Arten von Lichtquellen unterschiedlichster
Wellenldngen verwendet. Wird hingegen eine Elektronenquelle benutzt, so zéhlt dies zum

Gebiet der Elektronenmikroskopie.
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3.5.1 Lichtmikroskopie

Alle lichtmikroskopischen Verfahren verwenden Licht unterschiedlichster Wellenlédngen. Die
klassische Lichtmikroskopie umfasst ein Wellenldngenspektrum von ca. 400-750 nm. Mit
geeigneten Detektoren, wie zum Beispiel CCD-Kameras konnen zudem auch die angrenzen-
den Spektren aus dem tiefroten und infraroten Bereich (bis 1200 nm) sowie des nahen ultravi-

oletten Lichtes (200 — 380 nm) verwendet werden.!'”"!

3.5.1.1  Durchlichtmikroskopie

Beim Durchlichtmikroskop gelingt es, wie in Abbildung 69 dargestellt, durch den Einsatz von
im einfachsten Fall zwei Sammellinsen, einer Objektivlinse und einer Okularlinse, eine Ver-
groflerung des betrachteten Objektes zu erzielen. Dabei erzeugt das Objektiv ein reelles, auf
dem Kopf stehendes, vergrofertes Bild. Dieses konnte durch die Annéherung des Objektivs
an die Brennebene prinzipiell beliebig grofl dargestellt werden. Durch den Lupeneffekt wird

ein aufrechtes Bild im Unendlichen erzeugt.

Okular

Objektiv
Objekt

s Zwischenbild
»
Ll

Abbildung 69: Schematische Darstellung des Strahlengangs in einem
Durchlichtmikroskop[83] basiert auf Lit."”"

Die Vergroerung des Objektivs ist gegeben durch:

%= I (65)

Die Winkelvergroferung des Okulars wird beschrieben durch:

So_

Joi

Vok =

(66)
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Dabei sind sy der Abstand des Nahpunkts vom Auge des Betrachters und fo, bzw. fox die
Brennweiten des Objektivs und des Okulars. Die GesamtvergrofBerung des Mikroskops ist

gegeben durch das Produkt der TeilvergroBerungen:

t s,
fOb fOk

In modernen Durchlichtmikroskopen wird eine hdhere VergroBerung dadurch erreicht, dass

(67)

Yu =VosVor ==

fiir das Objektiv und das Okular mehrere Linsen verwendet werden. Hierbei sind vor allem
die sphirische und die chromatische Abberationen von Bedeutung. Bei der sphérischen Abbe-
ration sind die einfallenden Strahlen nicht achsenparallel, was durch eine Blende korrigiert
wird. Unterschiedliche Lichtwellen kdnnen miteinander in Wechselwirkung treten. Dabei

konnen sich konstruktive und destruktive Interferenzen ergeben.

Nach der Abbe‘schen Theorie der Auflosung entsteht ein Bild erst dann, wenn mindestens ein

Nebenmaximum und ein Hauptmaximum in der Zwischenbildebene interagieren.!'®”- 7"

Die chromatische Abberation beruht auf der Wellenlingenabhéngigkeit der Brechung. Ver-
schiedene transparente Medien, wie Luft, Wasser oder Glas, verlangsamen das durchtretende
Licht. Es kommt aufgrund ihrer unterschiedlichen optischen Dichten zur Verdnderung der
Phase. Geht Licht in einem bestimmten Winkel von einem Medium (z. B. Luft) in ein anderes
mit hoherer optischer Dichte (z. B. Glas), wird dieses Licht nicht nur verlangsamt, sondern
auch gebrochen, so dass der spezifische Winkel abgelenkt wird. Beim Wiederaustritt des
Lichtes in ein Medium geringerer Dichte (z. B. Luft) sind die Geschwindigkeit und der spezi-
fische Winkel wieder fiir dieses Medium charakteristisch. Dieser Fehler kann durch die Kom-
bination von mehreren Linsen unterschiedlicher Brechungsindices oder durch Verwendung
von monochromatischem Licht verringert werden. Der Brechungsindex n fiir Luft wird mit
1,000292 angegeben und steigt mit der optischen Dichte des Medium. Dabei resultiert er aus
dem Verhiltnis der Lichtgeschwindigkeit im Vakuum (n = 1) und in den verwendeten Medi-

167, 170
um 167 17

! Die Fihigkeit, zwei dicht nebeneinander liegende Punkte noch einzeln aufgeldst
abbilden zu konnen, wir durch das Auflosungsvermogen beschrieben. Dieses Charakteristi-
kum beruht auf der Beugung des Lichts. Es ist nur dann moglich, zwei Punkte zu unterschei-
den, wenn sie, wie in Abbildung 70 gezeigt, in ihrem gegenseitigen ersten Beugungsminima
liegen. Dabei konnen mittels kiirzeree Wellenlingen hohere Auflosungen erreicht werden.

Eine Begrenzung dieser Moglichkeit liegt in der starken Absorption des kurzwelligen Lichtes

von vielen Materialien. Besonders bei UV- und Rontgenlicht kommt es zu hohen Adsorptio-
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nen, daher sind fiir den Einsatz solcher Lichtquellen Photoplatten oder geeignete Detektoren

von Noten.[1¢7-171]

Abbildung 70: Lage der gegenseitigen ersten Beugungsminima[167’ 172173)

Das Auflésungsvermogen ergibt sich aus:

A A
X min zla22?fzm (68)

Dabei ist NA die numerische Apertur, die gegeben ist durch:

A

. r
NAzs1n5z27:l,227 (69)

Die numerische Apertur, die in der Praxis verwendet wird, liegt bei 0,95, wenn sich zwischen
dem Objekt und dem Objektiv Luft befindet. Somit ergibt sich mit sichtbarem Licht eine Auf-
16sungsgrenze von 400 — 700 nm. Durch die Verwendung eines Immersionsdls kann, wie in
Abbildung 71 gezeigt, auf Grund der dhnlichen optischen Dichten die Apertur auf 1,42 erhoht

werden.

Objektiv

=
N

i
B

Objekttrager

=
_&_
in

Trockenobjektiv Immersionsobjektiv

Abbildung 71: Schematische Darstellung des Strahlengangs unter Verwendung eines

Trockenobjektivs (links) und eines Immersionsobjektivs (rechts)® 1¢7-172]
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3.5.1.2  Fluoreszenzmikroskopie

Bestimmte Molekiile, wie Fluorochrome oder fluoreszierende Nanopartikel (wie CdSe-
Quanten-Dots) senden Licht mit einer Wellenldnge aus, die grof3er ist als die der Anregungs-
wellenldnge. Dies wird als STOKES-Shift bezeichnet. Anders als bei der Durchlichtmikrosko-
pie ist die Lichtquelle fiir das makroskopische Bild in der zu beobachteten Probe als Fluoro-
phor selbst enthalten. Das Objekt muss mit Licht einer geeigneten Wellenldnge und Intensitét
anregt werden um Fluoreszenzlicht emittieren zu konnen. Die Hauptaufgabe in der Fluores-

zenzmikroskopie ist, wie in Abbildung 72 gezeigt, die Anregungs- und Emissionsstrahlungen

[170]

moglichst effizient und sauber getrennt voneinander zu nutzen.

Emissions- 1
filter

Apertarblende Brenner
filter

- ekl
Teilerspiegel Emissio {;Anregung

‘_I'I . PR _ J——
Priaparat mit Fluorphor

Dichroitischer Anregungs- . {P
n

Abbildung 72: Darstellung des Fluoreszenzauﬂicht-Strahlengangs“70]

Als Anregungslichtquellen werden meistens Hochdruckdampflampen (Quecksilber, Xenon)
verwendet, die fiir eine hohe Lichtintensitit in den bendtigten Anregungswellenbereichen
sorgen. Das Anregungslicht wird gebiindelt durch die Kollimatorlinse auf den Anregungsfilter
gelenkt, der das Licht in seinem Spektrum einengt. Nur das Licht mit der benétigten Wellen-
lange féllt auf den dichroitischen Teilerspiegel, der fiir diese Wellenldnge undurchlissig ist.
Durch die Anordnung im Winkel von 45° wird das Anregungslicht zum Objektiv reflektiert,
so dass das Licht auf das Priparat/Objekt fokussiert werden kann. Das Emissionslicht wird
vom Objektiv aufgefangen und passiert den fiir diesen Wellenldngenbereich durchlédssigen
Teilerspiegel zum Emissionsfilter. Dieser Filter engt die Bandbreite des Lichtes ein, damit ein

moglichst spezifisches Signal fiir die Beobachtung erhalten werden kann.!'”"!

Welcher Wellenbereich angeregt und spiter abgebildet werden kann, wird durch die Wahl der
Filter bestimmt. Hiermit wird auch die Moglichkeit der zu beobachteten Objekte festgelegt,

die in der Probe vorkommen kodnnten.
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3.5.1.3 Konfokale Laser-Rastermikroskopie

Eine weitere Variante der Lichtmikroskopie ist die in Abbildung 73 schematisch am Strahlen-
gang dargestellte, konfokale Laser-Rastermikroskopie (confocal laser scanning microscopy,
CLSM). Dabei wird ein Laser als Strahlungsquelle benutzt, mit dem die Probe nach einem
bestimmten Muster abgerastert wird. Bei der Fluoreszenzmikroskopie, bei der Fluoreszenz
der Probe nicht nur in der Fokusebene angeregt wird, sondern auch in Bereichen ober- und
unterhalb dieser Ebenen, werden somit scharfe und unscharfe Bildbestandteile gleichermallen
detektiert. Bei der CLSM wird durch die Einfiihrung einer Lochblende in die Feldblenden-
ebene, konjugiert zur Fokusebene des Objektivs, nur diese Ebene scharf abgebildet. Eine wei-
tere Lochblende vor dem Detektor sorgt dafiir, dass Signale aullerhalb der Fokusebene ausge-
blendet werden und nicht zum Detektor gelangen. Die erste Blende schwicht die Intensitét
des Anregungslichts stark ab, sobald es sich auerhalb der Fokusebene befindet. Mit der zwei-
ten Blende werden Fluoreszenzsignale geblockt und vom Detektor, einem Photomultiplier,

gar nicht mehr registriert.['’"!

— Photomultiplier ~ Confocal
Detector Light
Pathways

- Pinhole Aperture

—Barrier Filter
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Planes

Abbildung 73: Schematische Darstellungen des Strahlengangs im CLSM™* "l

Ein Konfokalmikroskop hat bei einer vergleichbaren VergroBerung eine um den Faktor 1,4
verbesserte Auflosung als ein Lichtmikroskop. Zum einen sind die chromatischen Aberratio-
nen auf Grund des monochromatischen Lasers geringer, zum anderen wird durch die Fokus-
sierung weniger Streulicht detektiert. Um aber eine Probe nach dem konfokalen Prinzip zu
untersuchen, miissen Konvektionsstréme und Brown'sche Molekularbewegung der zu unter-

suchenden Partikel in Losung eliminiert werden.!** 16% 1701
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3.5.2 Elektronenmikroskopie

Wird als Strahlungsquelle fiir ein mikroskopisches Verfahren ein Elektronenstrahl eingesetzt,
so wird dies als Elektronenmikroskopie (EM) bezeichnet. Ahnlich wie bei der Lichtmikro-
skopie gibt es auch hier unterschiedliche Anwendungsmdglichkeiten. So wird bei der Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM) der Elektronenstrahl beim Durchgang durch die Probe
von den Atomen hoherer Ordnungszahlen und von Objektbereichen mit groBerer Dichte stér-
ker gestreut. Ein Spezialfall dieser Anwendungsmdglichkeit ist die Cryo-Transmissionselek-
tronenmikroskopie. Hierbei wird ein diinner, gefrorener Probenfilm von Elektronen durch-
strahlt und dadurch eine indirekte zweidimensionale Abbildung der Probe im nativen Zustand

ermdglicht.'”!

Eine zweite Anwendungsmoglichkeit der EM ist die Rasterelektronenmikroskopie (REM)
engl. ,,scanning electron microscopy” SEM. Hierbei wird die Topographie einer Oberflédche

mittels eines Elektronenstrahls durch Riickstreu- und Sekundirelektronen abgerastert.

3.5.2.1 Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie

Der Aufbau eines Cryo-TEMs ist in erster Linie dem eines TEMs gleich. Die Grundlage fiir
die Transmissionselektronenmikroskopie gelang ERNST RUSKA. Aufgrund des Wellen-
Teilchen-Dualismus von Elektronen konnen sie anstelle von Licht fiir die Abbildung kleiner
Objekte verwendet werden. Nach der DE BROGLIE-Gleichung ist die Wellenldnge eines

Elektrons umgekehrt proportional zu dessen kinetischer Energie,

b ke
p mv \/m m (70)

wobei /1 das Plank‘sche Wirkungsquantum, m die Masse sowie v die Geschwindigkeit des
Elektrons, ¢ die Lichtgeschwindigkeit, Ey die Ruheenergie des Elektrons und Eyi, die kineti-
sche Energie des Elektrons im elektrischen Feld ist. Durch die hohe kinetische Energie, die
bei der TEM fiir Elektronen erreicht wird, ist das Auflosungsvermdégen im Vergleich zur
Lichtmikroskopie deutlich hoher. Dieses hohere Auflosungsvermdgen ist durch die resultie-
renden kleineren Wellenldngen A der Elektronen begriindet, was den kiirzesten Abstand Ax

zweier Linien, die noch eindeutig aufgelost werden kénnen, deutlich verringert.!'”!

A

nsino

Ax = (71)
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Dabei ist n die Brechzahl und a der Akzeptanzwinkel des Objektivs.

Ein Elektronenmikroskop beinhaltet, wie in Abbildung 74 links schematisch dargestellt, eine
Strahlquelle, meist einer Glithkathode zur Erzeugung des Elektronenstrahls. Diese wird durch
einen Wehneltzylinder gebiindelt und auf eine Anode hin beschleunigt. Die Geschwindigkeit
der Elektronen hidngt dabei von der Beschleunigungsspannung der Kathode ab, die in einem
Bereich von 40 — 300 kV liegt. Zudem werden durch ein System aus magnetischen Linsen
und einem Leuchtschirm bzw. einer Detektorplatte zur digitalen Verarbeitung die Aufnahmen
realisiert. Die erreichbare Auflosung liegt auf Grund der geringen Objektivapertur bei einer

Grofe von bis zu 0,1 nm [175-176]

Transmissionselektronen- Rasterelektronen-
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Abbildung 74: Vergleichbarer Aufbau eines Transmissions- und eines Rasterelektronen-

mikroskops!"””!

Die Elektronen treffen bei der Messung auf die Probe und treten mit deren Atomen in Wech-
selwirkung. Dabei werden sie zum einen von den positiven Kernen abgelenkt, zum anderen
kommt es zu Zusammenstoen mit den Elektronen der Kernhiille. Bereiche in der Probe mit
einer hoheren Elektronendichte und Atome mit groBerer Ordnungszahl lenken die Elektronen
stiarker ab. Da von der Objektivaperturblende nur Elektronen durchgelassen werden, die nicht
gestreut wurden, wird das entstehende Bild als Massendickenkontrast oder Streuabsorptions-

kontrast bezeichnet und auf einen CCD-Detektor projiziert..'’¢"")

95



3. Analytische Methoden

Die Cryo-TEM-Methode ist eine Moglichkeit zur Messung von Polymerpartikeln in wissri-
gem Medium. Dabei wird entsprechend der schematischen Darstellung in Abbildung 75 die
geloste Probe auf ein graphitbeschichtetes Kupfergitter aufgetropft, so dass in den Lochern
nur ein diinner (ca. 100 nm) Film zuriickbleibt, in den die Polymerpartikel eingebettet sind.
Dieser Film wird in fliissigem Ethan (bei etwa -90 °C) schockgefroren. Dabei kristallisiert das

Wasser nicht, sondern bildet vitrifiziertes (glasartiges) Eis.!!” 7!

# o 1

Schockgefrieren )
& XXX X y 1B
"

( N ) 1.:. @ fliissiges Ethan

IllI 7 ,y > /~\ -90°C g

——

3.05mm Meniskus Ausbildung

|

Abbildung 75: Schematische Darstellung der Probenpraparation fiir Cryo-TEM-

Messungen, basiert auf Lit.!""!

3.5.2.2  Rasterelektronenmikroskopie

Der Autbau eines Rasterelektronenmikroskops ist dem eines Transmissionselektronen-
mikroskops sehr dhnlich. Doch bei den Cryo-TEM- oder reinen TEM-Messungen ist es vor-
wiegend nur moglich, die Proben in Transmission zu betrachten. Zudem muss, um eine aus-
reichende Helligkeit und guten Kontrast zu erreichen, ein Elektronenstrahl mit hoher Intensi-

tit verwendet werden.['””)

Bei der Rasterelektronenmikroskopie werden diese Nachteile vermieden, indem der Elektro-
nenstrahl auf einen kleinen Fleck des Objektes fokussiert wird, die Oberflache abrastert und
die Anzahl der emittierten Sekundérelektronen bzw. die Intensitdt der Strahlung detektiert
wird. Da die Nachweiswahrscheinlichkeit fiir Sekundarelektronen sehr hoch ist, kann mit ei-
nem schwachen primiren Elektronenstrahl gearbeitet werden, der nicht das Préparat zerstort.

AuBerdem konnen dickere Proben verwendet werden.!'”> 177!
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3.6 UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie bezeichnet ein Verfahren, bei dem anorganische und organische
Verbindungen durch Licht im ultravioletten und sichtbaren Bereich angeregt werden. Dabei
werden die Valenzelektronen in den Orbitalen der dufleren Schalen angeregt und auf ein hohe-
res Energieniveau angehoben. Um aber ein Elektron anheben zu kénnen, muss neben der Re-
sonanzbedingung noch die Bedingung der Impuls- bzw. Drehimpuls-Erhaltung erfiillt sein.
Bei organischen Verbindungen lassen sich, wie in Abbildung 76 gezeigt, Klassifizierungen
der beteiligten Elektroneniibergdnge mit Hilfe der beteiligten Molekiilorbitale (MO)
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Abbildung 76: Klassifizierungen der beteiligten Elektroneniiberginge in der UV/Vis-

Spektroskopie!'”!

Anhand der Energieabsorption kdnnen Informationen iiber die Probe, wie z. B. die Anwesen-

heit bestimmter Molekiile oder Bindungsverhiltnisse in Molekiile, erhalten werden.

3.7 Fluoreszenzspektroskopie

Bei der Fluoreszenzspektroskopie wird die molekulare Fluoreszenz von gastérmigen, fliissi-
gen oder festen Stoffen gemessen. Dabei werden die Stoffe mit elektromagnetischen Wellen
aus dem UV/Vis- Bereich angeregt und auf ein hoheres Energieniveau angehoben. Wird nun

ein elektronischer Ubergang vollzogen, bleibt das Kerngeriist, wie in Abbildung 77 schema-
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tisch dargestellt, nach dem Franck-Condon-Prinzip zundchst unveriandert im Schwingungs-
grundzustand und es kommt zu einem vertikalen Ubergang aus dem elektronischen Grund-
zustand Eo(v’’= 0) in den elektronisch angeregten Zustand E;(v’= 2). Dieser angeregte Zu-
stand kann nun strahlend desaktiviert werden, indem das angeregte Molekiil seine iiber-
schiissige Energie wieder als Photon abstrahlt E;(v’= 2) = Ey(v’’= 0). Erfdhrt das angeregte
Molekiil jedoch St6Be mit seiner Umgebung, kommt es zunéchst zur strahlungslosen Desakti-
vierung. Dabei wird die elektronische Energie in Form von Rotations-, Schwingungs- und
Translationsenergie an die umgebenden Molekiile abgegeben, bis der Schwingungsgrund-
zustand des elektronisch angeregten Zustandes erreicht ist E;(v’= 2) = E;(v’= 0). Anschlie-
Bend kommt es zu einer spontanen Emission, die als Fluoreszenz E (v’= 0)=> Ey(v’’= 2) be-

. . 1 (158,161,177
zeichnet wird.['> 161:177]

f=

Energie

Kernkoordinaten

Abbildung 77: Franck-Condon-Diagramm[161'

Vollfiihrt das angeregte Molekiil jedoch neben der strahlungslosen Desaktivierung des Singu-
lettzustandes S;, wie unter anderem in Abbildung 78 dargestellt, ein intersystem-crossing
(ISC), kommt es zu einer Entkopplung der Elektronenspins, wobei das angeregte Molekiil in
den Triplettzustand T; iibergeht. Nachdem das Molekiil in den T;-Zustand {ibergegangen ist,
gibt es ebenfalls einen Teil seiner Energie durch Stofe an die Umgebung ab und landet
schlieBlich im Schwingungsgrundzustand des ersten angeregten Zustandes. Von dort aus kann
das Elektron nicht einfach durch die Abgabe eines Photons in den Grundzustand zuriickfallen,
da dieser Vorgang spinverboten ist. Durch die beim ISC moglich gewordene Spin-Bahn-

Kopplung kommt es zu einer sehr langsamen Desaktivierung, der Phosphoreszenz.!'*®- 161 177]
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Durch die innere Umwandlung [internal conversion (IC)] konnen angeregte Molekiile aus
dem Schwingungszustand S; in einen hoch angeregten Schwingungszustand Sy gelangen. Aus
diesem Niveau konnen die Elektronen durch St68e mit den umgebenden Losungsmittelmole-

kiilen innerhalb von ca. 10"% s in den Grundzustand So éiquilibrieren.[15 8. 161,177]

AE

Abbildung 78: Jablonski-Diagramm'®"!

99



4. Ergebnisse und Diskussion

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Polymersynthese

Ein Ziel dieser Arbeit war es, amphiphile Blockcopolymere, die zum Teil auch biokompatibel
sind, zu synthetisieren und zu funktionalisieren, damit sie als moglicher Biomarker und Wirk-
stofftragersystem untersucht werden konnen. Die hergestellten Polymere sollten nach ihrer
Selbstanordnung im wissrigen Medium vesikulare und mizellare Strukturen bilden. Die fiir
diesen Zweck hergestellten Polymere waren Polyisopren-Polyethylenoxid (PI-PEO) und Po-
lyethylenoxid-Polylactid (PEO-PLA). Schon bei der Benennung fillt auf, dass der hydrophile
Block (PEO-Block) beim PI-PEO nach dem lipophilen Block (PI-Block) genannt wird. Bei
dem Polyester-Blockcopolymer PEO-PLA hingegen wird der Polyethylenoxid-Block zuerst
genannt. Diese Abfolge beschreibt die Reihenfolge der Polymerisation der einzelnen Blocke.
Der Grund fiir diese beiden unterschiedlichen Synthesewege liegt, wie in Abbildung 79 ge-
zeigt, in der Nucleophilie des deprotonierten Initiators. Sie ist ein Ausdruck fiir die Fahigkeit
eines Nukleophils zur Koordination mit einem elektronendrmeren Partner. Dabei wird ein

Elektronenpaar vom Nucleophil fiir die Ausbildung einer neuen Bindung verwendet.!'””!

Ry(” > RO® >R-COT

Abbildung 79: Reihenfolge der Nukleophilie!'™!

4.1.1 Synthese und Charakterisierungen von PI-PEO

Bei der Synthese des PI-PEO Blockcopolymers wird, wie in Abbildung 80 dargestellt, zuerst
das Polyisopren-Homopolymer synthetisiert, welches mit einer Ethylenoxid-Einheit abgebro-
chen wird. Bei dieser Reaktion ist die negative Ladung wihrend der Polymerisationsreaktion
in einem Carbanion lokalisiert. Dieses Anion ist mit seinem nicht-bindenden Elektronenpaar
am Kohlenstoffatom ausgesprochen stark nucleophil und kann mit sehr vielen anderen Mo-
nomeren eine Additionsreaktion eingehen. Nach der Abbruchreaktion mit dem Ethylenoxid ist
die negative Ladung im Alkoxid-Anion lokalisiert. In einem zweiten Schritt wird dann der
Polyethylenoxid-Block auf den ersten Block aufpolymerisiert. Dies kann sowohl wie gezeigt
in einem zweistufigen Prozess oder unter der Verwendung einer Phosphazene Base -BuP4 in

einem einstufigen Prozess durchgefiihrt werden.** '*
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A

1) sec-BuLi, abs. THF, - 80°C, 8h
2) EO, abs. THF, 0°C, iiber Nacht

1) DPMK, abs. THF, RT
2) EO, abs. THF, 40°C, 3d

Abbildung 80: Syntheseschema zur Polymerisation von Polyisopren-Polyethylenoxid

Die einzelnen Polymerisationsprodukte wurden NMR-spektroskopisch, chromatographisch
und massenspektrometrisch charakterisiert. Am Beispiel der Analysen des Homopolymers
PI-NW-14-OH und des zu PI-PEO-NW-15-OH weiter umgesetzten Blockcopolymers sollen
die Charakterisierungen exemplarisch gezeigt werden. In Abbildung 81 sind die aufgenom-
men 1H—NMR—Spek‘[ren von PI-NW-14-OH (rotes Spektrum) und PI-PEO-NW-15-OH (blau-
es Spektrum) gezeigt. Aufgrund der in Polymeren eingeschrinkten Relaxation sind die
"H-NMR-Signale stark verbreitert. In beiden Spektren haben die vinylischen Protonen der
1,2-, 3,4-, 1,4-Addition-Produkte jeweils eine chemische Verschiebung von 5,75, 4,83 und
4,65 ppm und die Protonen der fert.-Butyl-Gruppen eine von 1,57 ppm.[** > #1182 Nach der
Polymerisation zum Blockcopolymer PI-PEO-NW-15-OH ist nur das Signal des aufgewach-

senen PEO-Blocks mit einer chemischen Verschiebung von 3,66 ppm hinzugekommen.
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Abbildung 81: 1H-NMR-Spektren von PI-NW-14-OH (rotes Spektrum) und
PI-PEO-NW-15-OH (blaues Spektrum)

Die anschlieBenden GPC- und MALDI-ToF-Analysen sind in Abbildung 82 gezeigt. Die
Chromatogramme beider Polymere zeigen zum einem jeweils keine auftretende Doppelkopp-
lung und zum anderen auch eine deutliche Verschiebung des Blockcopolymers PI-PEO-NW-
15-OH (Eluty,; = 29,9 mL) zu kleineren Elutionsvolumen im Vergleich zum Homopolymer
PI-NW-14-OH (Eluty,; = 30,6 mL). Diese Verschiebung ist durch den aufpolymerisierten
PEO-Block und das damit zunehmende hydrodynamische Volumen des Polymers zu erkléren.
Im Massenspektrum der MALDI-ToF-Messung ist die Zunahme der Molmasse durch den
PEO-Block deutlich zu erkennen.

£
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Abbildung 82: GPC-Chromatogramme und MALDI-ToF-Spektren von PI-NW-14-OH
und PI-PEO-NW15-OH
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In Tabelle 8 sind die aus den GPC- und MALDI-ToF-Analysen erhalten Daten zusammenge-

fasst.

Tabelle 8: Zusammenfassung der GPC- und MALDI-Tof-Analysen von PI-NW-14-OH
und PI-PEO-NW15-OH

Polymer GPC MALDI-ToF

M, [g/mol] M, [g/mol]] D M, [g/mol] M, [g/mol]] D
PI-NW-14-OH 5280 5670 1,07 7120 7380 1,04
PI-PEO-NW-15-OH 7150 7500 1,05 9160 9430 1,05

In Tabelle 9 sind alle PI-PEO-Blockcopolymere zusammengefaf3t aufgelistet, die im Rahmen
dieser Arbeit hergestellt und nach den vorher gezeigten Verfahren analysiert worden sind. Die
Volumenanteile des PEO-Blocks (fpro)) wurden aus den Molmassen unter der Verwendung
der amorphen Dichten der einzelnen Blocke berechnet!®7-6%: 183] (ope0) = 1,13 g/cm3 und

Sen = 0,89 g/em’).

Tabelle 9: Ubersicht der synthetisierten PI-PEO-Blockcopolymere

ope MPE (] MPI Mges

PI-PEO-NW-1-OH Hydroxy 2160 3100 5260 1,09 0,35

PI-PEO-NW-3-OH Hydroxy 1590 2890 4480 1,08 0,30
PI-PEO-NW-5-OH Hydroxy 1670 3120 4800 1,07 0,30
PI-PEO-NW-6-OH Hydroxy 530 590 1120 1,14 0,42
PI-PEO-NW-7-OH Hydroxy 260 600 870 1,13 0,26
PI-PEO-NW-12-OH Hydroxy 5950 4660 10610 1,01 0,50
PI-PEO-NW-15-OH Hydroxy 1760 7400 9160 1,05 0,14
PI-PEO-KV-2.1-OH Hydroxy 1060 2650 3710 1,05 0,24
PI-PEO-KV-2.2-OH Hydroxy 880 2650 3530 1,05 0,21

4.1.2 Synthese und Charakterisierungen von PEO-PLA
Als zweites Blockcopolymer wurde das PEO-PLA, wie in Abbildung 83 dargestellt, syntheti-

siert. Ausgehend von einem Initiator, hier am Beispiel des Tyramins gezeigt, wurde mit Hilfe
des Deprotonierungsreagenz Phosphazene Base 7-BuP4 zuerst ein a-aminofunktionalisiertes
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PEO-Homopolymer hergestellt. Werden andere Initiatoren, wie zum Beispiel die Mercaptop-
ropionsdure oder das 2-Methoxyethanol verwendet, muss das Deprotonierungsreagenz ent-
sprechend an den Initiator angepasst werden. Im zweiten Schritt wird das a-funktionalisierte
PEO-Homopolymer als Makroinitiator nach der Deprotonierung mittels DPMK mit dem Mo-
nomer des zweiten Blockes, dem 3,6-Dimethyl-1,4-dioxan-2,5-dion, zum Blockcopolymer

umgesetzt.

Cron
H,N

Phosphazenbase, EO,
abs. THF, 40 °C, 3d

e o s e

DPMK 3,6-Dimethyl-1,4-dioxan-2,5-dion
abs. THF,RT, 6 h

O NMM% f% }%

Abbildung 83: Syntheseschema zur Polymerisation von PEO-PLA

Auch hier wurden die einzelnen Polymerisationsprodukte NMR-spektroskopisch, chromato-
graphisch und massenspektrometrisch charakterisiert. Am Beispiel der Analysen des Homo-
polymers H,N-PEO-TG2-OH und des zu H,N-PEO-PLA-TG6-OH weiter umgesetzten
Blockcopolymers sollen die Charakterisierungen exemplarisch gezeigt werden. In Abbildung
84 sind die aufgenommenen 'H-NMR-Spektren von H,N-PEO-TG2-OH (rotes Spektrum) und
H,;N-PEO-PLA-TG6-OH (blaues Spektrum) gezeigt.

Im Ausschnitt des Spektrums des H,N-PEO-TG2-OH ist deutlich das AA'XX’-Systems des
para-substituierten Aromaten mit den beiden Dubletts bei den chemischen Verschiebungen
von 7,11 ppm (*J = 8,9 Hz) und 6,86 ppm (*J = 8,5 Hz) zu erkennen. Die Signale der Ethylen-
Gruppen des Polymers haben eine chemische Verschiebung um 3,65 ppm. Im Spektrum des
H,N-PEO-PLA-TG2-OH sind zusitzlich die Signale des Polylactid-Blocks mit den chemi-
schenVerschiebungen von 5,17 ppm und 1,57 ppm zu erkennen. Die Berechnung des Poly-
merisationsgrades des PLA-Blockes erfolgte aus den Mittelwerten der jeweiligen NMR-
Integrale. Als Referenz diente das PEO-Signal mit der chemischen Verschiebung von 3,65
ppm, dessen Integral mit Hilfe des Polymerisationsgrades aus dem MALDI-ToF-Massen-

spektrum bestimmt wurde.
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Abbildung 84: '"H-NMR-Spektren von H;N-PEO-TG2-OH und H,N-PEO-PLA-TG2-OH

Die anschlieBenden GPC und soweit moglich MALDI-ToF-Analysen sind in Abbildung 85
gezeigt. Die Chromatogramme beider Polymere zeigen eine deutliche Verschiebung zu klei-
neren Elutionsvolumen beziiglich des Blockcopolymers H,N-PEO-PLA-TG6-OH, welches
bei einem Elutionsvolumen von 32,2 mL eluiert im Vergleich zum Homopolymer H,N-PEO-
TG2-OH, welches bei 33,8 mL detektiert wird. Diese Verschiebung ist durch den aufpolyme-
risierten PEO-Block und das damit zunehmende hydrodynamische Volumen des Polymers zu
erkldren. Aufgrund der Zersetzung des PLA-Block bei der MALDI-ToF-Messung konnte von

dem Blockcopolymer kein Massenspektrum aufgenommen werden!'®,

it
|
——

e . = T S s00 a0
Uhstionsvokumen (i mi lafmail

Abbildung 85: GPC-Chromatogramme von H,N-PEO-TG2-OH und H,N-PEO-PLA-
TG2-OH (links) sowie das MALDI-ToF-Spektrum von H;N-PEO-TG2-OH(rechts)

In Tabelle 10 sind alle PEO-PLA-Blockcopolymere aufgelistet, die im Rahmen dieser Arbeit

hergestellt und nach den oben gezeigten Verfahren analysiert worden sind. Die Volumenan-
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teile des PEO-Blocks (fpeo)) wurden aus der Molmassen unter der Verwendung der amorphen
Dichten der einzelnen Blocke berechnet!¢’-% 183 18] (orpe0y = 1,13 g/cm3 und Jpra) =

1,24 g/em’).

Tabelle 10: Ubersicht der synthetisierten PEO-PLA-Blockcopolymere

BRI IR
Amin 9560 7850 17410 1,10 0,57
Amin 9560 15700 25260 1,14 0,40
Amin 9560 15300 24860 1,09 041
Amin 9560 19800 29320 1,05 0,35

H;N-PEO-PLA-TG5-OH Amin 9560 17600 27160 1,05 0,37
H,N-PEO-PLA-TG6-OH Amin 9560 39400 48960 1,06 0,21

4.1.3 Weitere verwendete Blockcopolymere

Die weiteren in dieser Arbeit verwendeten Blockcopolymere sind in Tabelle 11 zusammen
gefasst. Dabei wurde das PI-PEO-Blockcopolymer von Herrn VOLKAN FILIZ, die PEO-
PLA-Blockcopolymere von Frau JASMIN NITSCHE, die PEO-PCL bzw. PEO-PCL/PGL-
Blockcopolymere von Frau STEPHANIE DOMES und das PB-PEO-Blockcopolymer von
Frau FRANZISKA KRAUSE im Rahmen ihrer jeweiligen Dissertationen bzw. Diplomarbeiten
im Arbeitskreis von STEPHAN FORSTER iiber anionische oder Koordinations-Insertions-
Polymerisation hergestellt.[44’ 164, 172, 136] 1yie Volumenanteile des PEO-Blocks (fipe0)) Wurden
aus der Molmassen unter der Verwendung der amorphen Dichten der einzelnen Blocke be-

rechnet!®’%% 183 185l = 1,13 /cm3, ppy = 0,90 g/em’, SpaLy = 1,53 /em® und
) g ) g (PGL) g

dPCL) = 1,10 g/cm3).
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[44, 164, 172, 186]

Tabelle 11: Ubersicht iiber die weiteren verwendeten Blockcopolymere

Il A A P A
Position | [g/mol] [g/mol] [g/mol] | [g/mol] (PEO)
ENCETGSTVE -OoH 1320 2730 - 4050 1,09 028
-COOH 1190 4680 - 5870 1,03 022
ERTOEVNZ -OCH; 2030 3600 - 5630 15 038
-NH, 8590 8770 - 17360 - 0,52
BNTGEJEWE -OCHs 3660 23100 - 26760 - 013
NH, 2200 4200 - 6400 1,12 0,34
BTCETSEAM OCH, 2420 13000 - 1540 126 0I5
-OCH; 1500 3100 - 4600 1,41 0,32
ENTSIOWITE -COOH 1200 23000 - 24200 117 005
-OCH; 1530 1700 1280 4510 - 036
TGO IEWEl -OCH: 1530 | 2290 | 480 4300 | - 036

PEO-PCL/PGL 14 E®0[0):! 2360 4000 2500 8860 - 0,29

~OH 1230 2320 - 3550 107 030
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4.2 Biofunktionalisierungen der Blockcopolymere

Einer der wichtigsten Aspekte in der Entwicklung eines Wirkstofftransportsystems ist neben
der kontrollierten Freisetzung des Wirkstoffes der gezielte Transport an den gewiinschten
Platz im Korper. Um dieses Ziel zu erreichen, werden spezifische Liganden, wie DNA, Anti-
korper oder Peptide, die an bestimmte Zellrezeptoren binden, oder auch weniger spezifische

(5] Durch diese physikalische oder

Gruppen, wie Kohlenhydrate oder Vitamine, angebunden.
chemische Bindung eines solchen aktiven Molekiils kann es durch die erhohte Molmasse zu
einer verminderten Ausscheidung iiber die Nieren kommen."'*! Fiir die Anbindung solcher
spezifischen Liganden gibt es verschiedene Moglichkeiten, wie zum Beispiel die Biotin-
Avidin-Anbindung. Das Biotin, auch bekannt als Vitamin H, ist in jeder Zelle vorhanden. Es
wirkt als ein Cofaktor, welcher bei der Carboxylierung von Enzymen die Bildung von O-
xalacetat durch Kondensation von Pyruvat und CO, katalysiert."®” Uber die Biotin-Avidin-
Bindungen konnten schon viele verschiedene Molekiile und Biokonjugate an Polymersomen
gebunden werden, wie zum Beispiel Antikorpert?®?” ' Farbstoffe!'®”! und Peptide.!'® 1)
Des Weiteren ist auch die Immobilisierung auf Oberflachen!'** '*'""*?l oder MF-Kanilen iiber

diese Methode bereits realisiert worden.!'**'%*!

4.2.1 Biotin-Anbindung

Im Folgenden sollen die vesikelbildenden Polyester-Blockcopolymere PEO-PLA-TG6 und
PEO-PCL-VIB3, wie schematisch in Abbildung 86 dargestellt, biotinyliert werden."®™ Die
Spezifikationen der Blockcopolymere sind in Tabelle 10 und Tabelle 11 zusammen gefasst.
Fiir die Anbindung des Biotins werden in der Literatur zwei Methoden am haufigsten ver-
wendet, zum einem ist es die Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-Cyclo-

addition!**”!

und zum anderen die zur Bildung einer Amidbindung fiihrende Aktivester-
Methode mittels des aktivierten Biotin-LC-LC-NHS (6-(Biotinamidocaproyl-amido)-
capronsdure N-hydroxysuccinimidester).!'”” Dieses kann unter Eliminierung von N-Hydroxy-
succinimid in einer elektrophilen Substitutionsreaktion an die Amino-Gruppe des Polymers
binden. Hierbei dienen die beiden Capronsdure-Amide als Spacer, um eine sterische Hinde-
rung des Polymersoms bei der Anbindung des Biotins in die aktive Tasche des Avidin zu ver-

hindern.
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(VII) fiir PCL-PEO und (VIII) fiir PLA-PEO

Abbildung 86: Biotinylierung der Polyester-Blockcopolymere

Die Charakterisierung erfolgte mittels 'H-NMR-Spektroskopie und mikroskopischer Untersu-

chungen.
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pem (1) H2N-PEO-PCL-VIB-3 Biotin-LC-LC-NH-PEO-PCL-VIB-3

Abbildung 87: '"H-NMR-Spektrum nach der Biotinylierung von PEO-PCL-VIB3

Beide NMR-Spektren, wie in Abbildung 87 dargestellt sind, zeigen im Vergleich zu ihren
Edukten die gleichen neue Signale mit jeweils einer chemischen Verschiebung von 6,99 ppm,
4,75 ppm, 4,67 ppm, 2,84 ppm und 2,38 ppm. Um eine bessere Aussage dariiber treffen zu
konnen, ob die Biotin-Anbindung erfolgreich war, wurden die aus dem Polymer, mittels der
Einspritzmethode, préparierten Polymersomen mit einem Fluoresceinisothiocyanat-
markiertem NeutrAvidin® (FITC-NAv), welches von der CAN GmbH in Hamburg zur Verfii-
gung gestellt wurde, gelabelt. Anhand der FLM-Aufnahmen, wie sie in Abbildung 88 gezeigt

sind, konnte das Biotin auf der Oberfldche der Polymersomen nachgewiesen werden.
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Abbildung 88: FLM- und CLSM-Aufnahmen der FITC-NAv gelabelten PEO-PCL-
VIB3- (links) und PEO-PLA-TG6-Polymersomen (rechts)

4.2.2 SURI1-Pharmacophor Anbindung an ein PI-PEO-
Blockcopolymer

Das Ziel ist es, den in Abbildung 89 gezeigten SUR1 Pharmacophore iiber einen Harnstoff-
linker an ein PI-PEO-NW12-OH Blockcopolymer zu binden. Das SUR1-Molekiil wurde von
der CAN GmbH aus Hamburg zur Verfiigung gestellt.

e c//o \\S/< )L /O
Abbildung 89: SUR1 Pharmacophore
Fir die Moglichkeit, dass das PI-PEO-NW-12-OH eine Harnstoffbindung ausbilden kann,
muss die terminale Hydroxygruppe in eine Aminogruppe iiberfiihrt werden. Dafiir musste im

ersten Schritt, wie in Abbildung 90 gezeigt, das 2-Bromoethylaminohydrobromid zu N-Boc-

2-bromoethylamin umgesetzt werden.

o (¢}
H
/\/ NHBr NaH / abs. THF /\/ N o
e
Br (0] O ro) Br’ \”/
(0]

Abbildung 90: Boc-Schiitzung von 2-Bromoethylaminhydrobromid

Anschliefend wurde das N-Boc-2-bromoethylamin, entsprechend der Abbildung 91, mit dem
PI-PEO-NW12-OH nucleophil verkniipft.
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H H
N O. N O.
N DPMEK/ abs. THF N
PI-PEO-NW12-OH + Br \”/ ?4# PI-PEO-NW12-0 \”/ ><
o) o

Abbildung 91: Reaktion von PI-PEO-NW12-OH mit N-Boc-2-bromoethylamin

Die erfolgreiche Anbindung konnte mittels der 'H-NMR-Spektren, die in Abbildung 97 ge-
zeigt sind, nachgewiesen werden. Vor allem sind im Produkt (rotes 'H-NMR-Spektrum) die
tert.-Butylgruppe der Boc-Schutzgruppe bei einer chemischen Verschiebung von 1,49 ppm
und die Ethylengruppe neben der Amidfunktion bei 4,22 ppm deutlich zu erkennen.

5,74
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6.0 5.0 4.0 3.0
ppm (t1) PI-PEO-NWI2-OH  PI-PEO-NW12-Ether-NH-Boc

Abbildung 92: '"H-NMR-Spektren von PI-PEO-NW12-OH (schwarz) und PI-PEO-
NW12-Ether-NH-Boc (rot)

b
o
-
=]

Die Anbindung des SUR1-Pharmacophore an das Blockcopolymer PI-PEO-NW12-Ether-NH;
erfolgte entsprechend der Abbildung 6 nach der Abspaltung der Boc-Schutz mittels Triflu-
oressigsdure mit Hilfe des DMT-MM-Kopplungsreagenz und mit einem phosgenaktivierten

Polymer.
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0 0
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DMSO
COCl,, abs.CHCl3

4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorpholinium chlorid (DMT-MM)

Abbildung 93: Reaktionsschema der Verkniipfung des SUR1-Liganden an PI-PEO-
NW12-Ether-NH;

Die Anbindung wurde NMR-spektroskopisch und chromatographisch analysiert. Das daraus
resultierende 'H-NMR-Spektrum des Produktes (griines Spektrum) zeigt, wie in Abbildung 94
dargestellt, im Bereich der aromatischen Protonen im Vergleich zum Edukt des PI-PEO-
NWI12-OH (schwarzes Spektrum) nach der Verkniipfung die Signale des Liganden. Des
Weiteren konnte aus den in Abbildung 95 gezeigten GPC-Chromatogrammen durch ein etwas
geringeres Eluationsvolumen von Eluty, =34,1 mL fiir das PI-PEO-NWI12-OH und
Eluty,; =34,0 mL fir das PI-PEO-NWI12-Ether-SUR1 die Anbindung des SURI-

Pharmacophore nachgewiesen werden.
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Abbildung 94: Vergleich der 1H-NMR-Spektren von PI-PEO-NW12-OH und PI-PEO-

NW12-Ether-SUR1

—PI-PEO-NWI12-Ether-OH
—PI-PEO-NW12-Ether-NH-SUR1

normicrte Intensitiit [%]

[
ns 3

S 35
Elutionsvelumen [mL]

Abbildung 95: Vergleich der GPC-Elugramme von PI-PEO-NW12-OH und PI-PEO-

NW12-Ether-SUR1

4.2.3 Streptozotocin (STZ)-Anbindung an PEO-PCL

Neben dem SUR1-Pharmacophor ist bei der B-Zell-Erkennung das Streptozotocin ein weiterer

Ligand.”” Daher sollte nun eine Syntheseroute verfolgt werden, in der keine Schutzgruppen

beim Zucker von Noten sind. Deshalb wurde auf die Kupfer-(I)-katalysierte-Click-Reaktion
(CuAAc) zuriickgegriffen.*¥ Dazu wurden die von ANNA JACOBSEN und DANIEL
WASCHKE zur Verfiigung gestellten STZ-Derivate C und D, wie sie Abbildung 96 dargestellt

sind, an eine alkinfunktionalisiertes PEO-PCL-Blockcopolymer gebunden.
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Streptozotocin-derivate C Streptozotocin-derivate D

Abbildung 96: Schematische Darstellung der STZ-Derivate C und D

Zuerst aber musste das STZ-Derivat C deacetyliert werden, was erfolgreich {iiber die

ZEMPLEN-Methode durchgefiihrt werden konnte, wie das NMR-Spektrum in Abbildung 97

zeigt.
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Abbildung 97: '"H-NMR-Spektrum des deacetylierten STZ-Derivats C

Das deacetylierte STZ-Derivat C (dep-STZ-C) wie auch das STZ-Derivat D wurden an-
schlieBend an ein, an der m-Positions mit einer tert-Butyldimethylsilylether-Schutzgruppe
(TBDMS) versehenes, geschiitztes PEO-PCL-Blockcopolymer gebunden. In Abbildung 98 ist
die Syntheseroute zur Anbindung der Derivate dep-STZ-C und STZ-D an das PEO-PCL-VIB-
3-TBDMS gezeigt.
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Abbildung 98: Syntheseroute zur Verkniipfung der STZ-Derivate C und D an PEO-
PCL-VIB-3-TBDMS

Die Kopplungsprodukte wurden anschlieBend, wie in Abbildung 99 gezeigt, NMR-
spektroskopisch und wie in Abbildung 100 dargestellt, GPC-chromatographisch analysiert.
Bei den "H-NMR-Spktren fallen vor allem die Signale bei 8,84 ppm im blauen Spektrum
(dep-STZ-C-PEO-PCL-VIB-3-TBDMS) und bei 8,15 ppm im roten Spektrum (STZ-D-PEO-
PCL-VIB-3-TBDMS) auf. Diese beiden Signale sind charakteristisch fiir den sich bei der
Reaktion bildenen 1,2,3-Triazolring. Der Unterschied in der chemischen Verschiebung der
beiden Signale ist auf die Entschirmung der Fluoratome beim STZ-Derivat D zuriickzufiihren.
Zudem konnen sowohl im roten als auch im blauen Spektrum die neuen Signale bei 2,88 ppm,

2,73 ppm und 2,12 ppm den STZ-Derivaten zugeordnet werden.
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Abbildung 99: NMR-Spektren nach der Anbindungen der Derivate C und D an PEO-
PCL-VIB-3

Die GPC-Messungen, die in Abbildung 100 gezeigt sind, bestitigen die erfolgreiche Anbin-
dung der STZ Derivate an das Polyester-Blockcopolymer. Die Kopplungsprodukte haben ein
Elutionsvolumen von ca. 37,0 mL, das PEO-PCL-VIB-3 eluiert erst bei 37,6 mL. Dieser Un-
terschied ist auf die STZ-Ankopplung zuriickzufiihren. In Tabelle 12 sind die bei der GPC-
Messung erhaltenen Molmassen und Dispersititen aufgelistet. Dort ist wiederum die Molmas-

senzunahme nach der Kopplung zu erkennen.

2

8

—NH2-PEQ_PCL-VIB-3

—STZ-D-PEQ-PCL-VIB-3-
TBDMS

—dep-STZ-C-PEQO-PCL-VIB-3-
TBDMS

Intensitiit (normiert auf 100)
]

1 s i w s n o
Elutionsvolumen [mL]|

Abbildung 100: GPC-Messung nach der Anbindung der Derivate C und D an PEO-
PCL-VIB-3
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Tabelle 12: Ergebnisstabelle der GPC nach der Anbindung der Derivate C und D an
PEO-PCL-VIB-3.

- Poymer 1l M, | M, | D
H2N-PEO-PCL-VIB3 3620 3980 1,10
STZ-D-PEO-PCL-VIB3-TBDMS 4190 4630 1,11

-STZ-C-PEO-PCL-VIB3-TBDMS 4220 4770 1,13

4.2.4 DMT-MM vermittelte Kopplung

Im Folgenden soll eine direkte Kondensationsreaktion einer 2-Aminohexose und des Hydro-
chlorid an ein a-Carbonsdure-funktionalisiertes Polymer unter Verwendung des DMT-MM
moglich ist. Fiir die Anbindungen wurde, wie Tabelle 10 zu entnehmen ist, das vesikelbilden-

de a-Carbonsdure-funktionalisierte Polymer PEO-PLA-JN12 verwendet.

0 0
HO/H{OW/%OJ\(O\/\{OA’EO\/\SAXOH
o) 0
2m-1

OH OH OH
& )\ )\Clﬁ\o Hoé&OH

NH;Cl NH;Cl
DMT- MM HO- OH

L HO%OH
j){ Jﬂ j)\o“/{ov\};o/\/s 091H HOW){ Jﬁ %OA/{OV\EO/\/ SVI(NH

2m-1
Abbildung 101: Syntheseschema der DM T-MM-vermittelten Kupplung von der
2-Aminohexosen Glucosamine (links) und Galactosamine (rechts) an PEO-PLA-JN12

Aufgrund der hohen Toleranz des Kopplungsreagenz gegeniiber Losungsmitteln wurde die
Reaktion in THF unter Inertgasatmosphire (pre-assembly) und in Wasser (post-assembly)
getestet. Die einzelnen Reaktionen wurden anschlieBend NMR-spektroskopisch und
-chromatographisch analysiert. Da die Untersuchungen post-assembly durchgefiihrt wurden,

wurden die Produkte vor der Charakterisierung gefriergetrocknet.

In Abbildung 102 sind die '"H-NMR-Spektren der DMT-MM-vermittelten Kopplung von Glu-
cosamin und Galactosamin an PEO-PLA-JN12 dargestellt. Dabei sind deutlich die Signale

des angebundenen Monosaccharids bei den chemischen Verschiebung von 4,06 ppm und
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3,97 ppm im Vergleich zum schwarzen Spektrum des PEO-PLA-JN12 Eduktes zu erkennen.
Diese Signale passen in den Bereich der chemischen Verschiebung, wie sie fiir Galactose
nach dem '"H-NMR-Spektrum aus der Abbildung 114 unter der Beriicksichtigung des Lo-
sungsmittelseffektes aus Kapitel 3.1 zuerwarten wiren. Weitere Signale des Kohlenhydrates
und damit die Zuordnung, um welche Protonen es bei neuen Signalen handelt, kdnnen auf-
grund der chemischen und dadurch NMR-spektroskopischen Ahnlichkeit zum PEO-Block
wegen einer Signaliiberlagerung nicht erfolgen. Die weiteren, teilweise auftretenden Signale
bei den chemischen Verschiebungen von 1,87 ppm und 3,76 ppm konnen dem Losungsmittel

THF zugeordnet werden.

9I'L
860 =

00801 {
YT 681 {

5.0 4.0 3.0 20 1.0
ppm (1) PEO-PLA-JNI12 PEO-PLA-IN12-GluA-N2 PEO-PLA-JN12-GalA

Abbildung 102: "H-NMR-Spektren der DMT-MM-vermittelten Kupplung von
Glucosamine und Galactosamin an PEO-PLA-JN12.

Die Ergebnisse der GPC-Analysen, wie sie in Abbildung 103 dargestellt sind, kann eine Dop-
pelkopplung oder ein Polymerabbau ausgeschlossen werden. Eine Anbindung der 2-Amino-
hexosen kann aus der Zunahme der erhalten Molmassen im Rahmen der Messgenauigkeit

vermutet werden werden.
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Abbildung 103: Normierte GPC-Elugramme (links) und die erhaltenen Molmassen
(rechts)

4.3 Photoinduzierte Thiol-Ene-Click-Chemie an PI-
PEO

Mit Hilfe der Thiol-Ene-Click-Reaktion sollen nun zwei Chomophore, wie in Abbildung 104
gezeigt, nach der Arbeitsvorschrift von WICKARD et. al. an das PI-PEO-KV-2.1-OH gebun-

(18] Anhand der Spezifikationen aus Tabelle 9 ist das Polymer mit einem hydro-

den werden.
philen Volumenanteil von f (pgoy = 0,24 vesikelbildend. Die beiden Chromophore sind das

Thionaphthol (X;) und das 7-Mercapto-4-methylcumarin (X3).

p=1l-q

Abbildung 104: Syntheseschema zur photoinduzierten Thiol-Ene-Click-Reaktion

Die Verwendung von Naphthalin als Seitenkettenchromophor zeigte WINNIK bereits 1984.
Dabei wurde wiéhrend einer PMMA-Polymerisation 10 mol% von einem 1-Naphthyl-
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methylmethacrylate dem Reaktionsgemisch zugesetzt und somit die Fluoreszenzmarkierung

erreicht.!'*!

Zunichst wurden diverse Fluoreszenzmarkierungsversuche am PI-KV-1-OH durchgefiihrt,
um die richtigen Reaktionsbedingungen zu ermitteln. Die allgemeine Arbeitsvorschrift wurde
aus der Arbeit von WICKARD'"*® entnommen. Dazu wurden zu verschiedenen Zeitpunkten,
welche in Tabelle 13 zusammengefassten sind, Proben entnommen und mittels GPC-

chromatographischer und NMR-spektroskopischer Methoden untersucht.

Tabelle 13: Zusammenfassung der entnommenen Proben nach einer bestimmten Reakti-

Probenbezeichnung Reaktionszeit
[min]

onszeit von PI-KV-1-OH mit Thionaphthol.

Probenbezeichnung Reaktionszeit
[min]

PI-KV-1-OH-Naph-
Omin

PI-KV-1-OH-Naph-25min 25

PI-KV-1-OH-Naph-

PI-KV-1-OH-Naph-45min 45
1min
PI-KV-1-OH-Naph-
2min
PI-KV-1-OH-Naph-
3min
PI-KV-1-OH-Naph-
10min

PI-KV-1-OH-Naph-75min 75

PI-KV-1-OH-Naph- 115
115min

PI-KV-1-OH-Naph- 175
175min

Abbildung 105 zeigt die GPC-Elugramme, des Brechungsindex- (links) und des UV-
Detektors (rechts) nach den verschiedenen Reaktionszeiten. Die Elugramme des RI-Detektors
zeigen, dass alle untersuchten Proben bei der Messung ein Elutionsvolumen von 34,9 mL ha-
ben. Anhand der Daten des UV-Dektektors (rechts) ist der deutliche Intensititsanstieg der

markierten Polymere im Vergleich zur Referenzmessung zu erkennen.

12

(=)



4. Ergebnisse und Diskussion

RI-Detektor:

— PI-KV-1-OH-Naph-0min
—PI-KV-1-OH-Naph-1min
—PI-KV-1-OH-Naph-2min
—PI-KV-1-OH-Naph-Smin
—PI-KV-1-OH-Naph-10min
—PI-KV-1-OH-Naph-25min
— PI-KV-1-OH-Naph-45min
— PI-KV-1-OH-Naph-75min
—PI-KV-1-OH-Naph-115min
\ —PI-KV-1-OH-Naph-175min

70602 1

[T

Intensitit [u.a.|

Intensitiit u.a.]

30602

200002

OP0E400

UV-Detcktor:
—PI-KV-1-OH-Naph-0Omin
—PI-KV-1-OH-Naph-1min
—PI-KV-1-OH-Naph-2min
—PI-KV-1-OH-Naph-5min
—PI-KV-1-OH-Naph-10min
—PI-KV-1-OH-Naph-25min
—PI-KV-1-OH-Naph-45min
—PI-KV-1-OH-Naph-75min
—PI-KV-1-OH-Naph-115min

\\ —PI-KV-1-OH-Naph-175min

15

335

s 15 385

Elutionsvelumen [mL]

4 35
Elutionsvolumen [mL]

3% 37 38

Abbildung 105: GPC-Elugramme von PI-KV-1-OH-Naph nach verschiedenen

Reaktionszeiten

Anhand der einzelnen '"H-NMR-Spektren des Eduktes (schwarzes Spektrum) und zwei aus-

gewihlter Produkte (blau und rot farbende Spektren), die in Abbildung 106 gezeigt sind, ist

aufgrund der Abnahme der terminalen Doppelbindungen und im Bereich der chemischen Ver-

schiebungen von 4,7-6,4 ppm, die Anbindung des Thionaphtols deutlich zu erkennen. .
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Abbildung 106: 'H-NMR-Spektren von PI-KV-1-OH (schwarzes Spektrum) und
PI-KV-1-OH-Naph nach 5 min (rotes Spektrum) sowie 175 min (blaues Spektrum)

Reaktionszeit

Nach den Untersuchungen der Reaktionsbedingungen der Floureszenzmarkierung durch

Thionaphtol an Polyisopren. Wurde ein PI-PEO-Blockcopolymer unter den gleichen Bedin-

gungen jeweils mit Thionaphthol (X;) und das 7-Mercapto-4-methylcumarin (X;) umgesetzt.

Dabei ist darauf geachtet worden, dass der hydrophile Gewichtsanteil des Polymers so wenig

wie notig beeinflusst wurde denn die vesikelbildenden Eigenschaften des Polymers sollten
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durch die Fluoreszenzmarkierung nicht verdandert werden. Die Umsetzungen wurden NMR-
spektroskopisch und chromatographisch untersucht. In Abbildung 107 sind die einzelnen 'H-
NMR-Spektren des Eduktes und der Produkte dargestellt. Dabei ist das rote-farbendes Spekt-
rum das Referenzspektrum des unfunktionalisierten PI-PEO-KV-2.1-OH. Die Integrale unter
den Signalen passen zu den einzelnen Verkniipfungsmdglichkeiten. Beim hellblauen Spekt-
rum handelt es sich um das 7-Mercapto-4-methylcumarin-markierte Polymer und das dunkel-
blaue Spektrum zeigt das Thionaphthol-markierte Polymer. Es ist anzumerken, dass die Integ-
rale der vinylischen Protonen des Polymers im Vergleich zum rot farbendes Referenzspekt-
rum nach der Bestrahlung kleiner geworden sind. In den beiden Produktspektren sind zudem
auch die neu dazugekommenen Signale im aromatischen Bereich bei 7,45 bis 7,54 ppm fiir
das 7-Mercapto-4-methylcumarin-markierte und bei 7,77 bis 7,46 ppm fiir das Thionaphthol-
markierte Polymer deutlich zu erkennen. Das hellblaue Spektrum des PI-PEO-KV-2.1-Cum-
OH enthilt noch zusitzlich das Signal der Methylgruppe bei 2,43 ppm.
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Abbildung 107: 1H-NMR-Spektren von PI-PEO-KV-2.1-OH (rot farbendes Spektrum),
PI-PEO-KV-2.1-Cum-OH (hellblaues Spektrum) und PI-PEO-KV-2.1-Naph-OH
(dunkelblaues Spektrum)

An den GPC-Messungen ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzmarkierungen erfolgreich
durchgefiihrt werden konnten. Das Elugramm des RI-Detektors zeigt, wie in Abbildung 108
(rechts) dargestellt, dass es zur keiner Quervernetzung unter den einzelnen Polymerketten
gekommen ist. Alle Polymere haben bei der Messung ein Elutionsvolumen von 34,4 mL. An-

hand der Daten des UV-Dektektors von Abbildung 108 (links) ist der deutliche Intensitdtsan-
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stieg der markierten Polymer im Vergleich zur Referenzmessung (rot farbender Graph) des

reinem PI-PEO zu erkennen.

RI-Detektor:
—PI-PEQO-KV-21-OH
—PI-PEQ-KV-2.1-Cum-OH
—PI-PEQ-PV-2.1-Naph-OH__

UV-Detektor:
—PI-PEO-KV-2.1-OH
=—PI-PEQ-KV-2.1-Cum-OH
—PI-PEQ-PV-2.1-Naph-OH

= 0,0025

Intensitiit [u.a.]

0,0015

Intensitit [w.a.]
g E

g

. . . ; o
33 315 34 345 33 155 36 365 3 85 H S as 355 36 365
Elutionsvolumen [mL] Elutionsvolumen [mL]

Abbildung 108: GPC-Messung von PI-PEO-KV-2.1-OH (roter Graph), PI-PEO-KV-2.1-
Cum-OH (hellblauer Graph) und PI-PEO-KV-2.1-Naph-OH (dunkelblauer Graph)

Als néchstes wird nun mit Hilfe von Anregungsemissionsspektren die Wellenldngen heraus-
gefunden, mit welcher die markierten Polymere bei spidteren Mikroskopieuntersuchungen
angeregt werden konnen. Daflir sind in Abbildung 109 die einzelnen Spektren dargestellt. Die
Spektren A und B sind die Anregungsemissionsspektren der beiden Markierungsmolekiile
Thionaphthol und 7-Mercapto-4-methylcumarin. Wie zu erkennen ist, haben die beiden Pro-
dukte ein Anregungsspektrum von 250-370 nm und ein daraus resultierendes Emissionsspekt-
rum von 300-440 nm. Im Gegensatz dazu kann das unfunkionalisierte PI-PEO-KV-2.1-OH,
wie es in Spektrum C gezeigt ist, nur mit einer Anregungswellenldnge von 250-300 nm ange-
regt werden und emittiert dann Licht mit einer Wellenldnge von 300-360 nm. Die Anre-
gungsemissionsspektren der beiden markierten Polymere sind in den Spektren D (PI-PEO-
KV-2.1-Naph-OH) und E (PI-PEO-KV-2.1-Cum) gezeigt. Es fillt auf, dass die Spektren &dhn-
lich sind. Daher ist es nun moglich, die Polymere mit einer Wellenldnge von 300-380 nm an-

zuregen.
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Abbildung 109: Anregungsemissionsspektren von Thionaphthol (Spektrum A),
7-Mercapto-4-methylcumarin (Spektrum B), PI-PEO-KV.2.1-OH (Spektrum C), PI-
PEO-KV-2.1-Naph-OH (Spektrum D) und PI-PEO-KV-2.1-Cum-OH (Spektrum E)

Somit konnen die Polymere bei konfokal-mikroskopischen Untersuchungen mit einem Laser,

dessen Anregungsmaximum bei 400 nm und kleiner liegt, sichtbar gemacht werden. In Abbil-

dung 110 ist eine reprisentative CLSM-Aufnahme von Vesikeln gezeigt, die aus den markier-

ten Polymeren besteht. Die Vesikel wurden mit einem Diodenlaser mit einem Anregungsma-

ximum von 405 nm bestrahlt.
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10 pm

Abbildung 110: CLSM-Aufnahmen von PI-PEOQ-KV-2.1-Naph-OH-Polymersomen

4.3.1 Synthese des 1-Azido-1-deoxy-f-D-galacto-

pyranosids

Fiir die Untersuchung der kohlenhydratfunktionalisierten Polymersomen sollten neben der
bereits in Kapitel 4.2.4 gezeigten DMT-MM vermittelten Kopplung auch die Anbindungs-
moglichkeit der Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-Cycloaddition untersucht
werden. Dafiir musste zuerst ein 1-Azido-1-deoxy-/-D-galactopyranosid synthetisiert werden.

200-201] ' wobei ausgehend von

Das dazu gehérige Syntheseschema ist in Abbildung 111 gezeigt!
der Galactose im ersten Schritt die 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-Galactose mittels Essigsdure-
anhydrid hergestellt wird. Dieses wird dann mit Bromwasser zum Tetra-O-acetyl-a-D-
galactosylbromid umgesetzt, welches weiter mit Natriumazid zum 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-f-
D-galactopyranosylazid reagiert. Im letzten Schritt wird das geschiitzte Azid nach der ZEMP-
LEN-Methode deacetyliert und somit das Zielmolekill, das 1-Azido-1-deoxy-A-D-

galactopyranosid, erhalten.
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Abbildung 111: Syntheseschema fiir die Synthese des 1-Azido-1-deoxy-/4D-

|
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Exact Mass: 205,07

galactopyranosids

Die einzelnen Zwischenstufen sowie das Zielmolekiil wurden NMR-spektroskopisch und,
soweit es moglich war, massenspektrometrisch untersucht. Da dies eine gingige Syntheserou-
te des Zielmolekiils ist, soll im Folgenden nur auf ein Zwischenprodukt und das Zielmolekiil
mit den analytischen Spektren eingegangen werden. In Abbildung 112 ist das 'H-NMR-
Spektrum und in Abbildung 113 das Massenspektrum des Tetra-O-acetyl-a-D-
galactosylbromids dargestellt. Die einzelnen Integrale unter den Signalen im NMR-Spektrum
passen gut zu der Zwischenstufe. Im Massenspektrum ist die Masse des Bromids mit m/z =
410,02 sehr gut zu erkennen. Doch der Hauptpeak bei m/z = 371,21 kann dem Halbacetal des
Bromides plus Natrium zugeordnet werden. Dieses Halbacetal entsteht, wenn das Zwischen-

produkt hydrolysiert wird.
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Abbildung 112: 1H-NMR-Spektrum des Tetra-0O-acetyl-a-D-galactosylbromids
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Abbildung 113: Massenspektrum des Tetra-0O-acetyl-a-D-galactosylbromids

Am Schluss dieser Synthesesequenz entsteht das Zielmolekiil 1-Azido-1-deoxy-p-D-
galactopyranosid. Das dazu gehorige 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 114) zeigt ahnlich wie
beim Tetra-O-acetyl-a-D-galactosylbromid, dass die Integrale unter den Signalen sehr gut
zum Zielmolekiil passen. Im Massenspektrum (Abbildung 115) entspricht der Hauptpeak ge-

nau der Masse des Zielmolekiils.
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Abbildung 114: "H-NMR des 1-Azido-1-deoxy-/£-D-galactopyranosids
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Abbildung 115: Massenspektrum des 1-Azido-1-deoxy-/#D-galactopyranosids

4.3.2 Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-
Cycloaddition von Galactosylazide an fluoreszenz-

markierten PI-PEO

Nachdem das Polymer mit dem fluoreszierenden Chromophor X; markiert und das 1-Azido-
1-deoxy-/-D-galactopyranosid synthetisiert wurde, sollen nun im Folgenden die beiden
Komponenten, wie in Abbildung 116 gezeigt, miteinander verbunden werden. Dafiir wird
zuerst das Polymer in einer Sy2-Reaktion mit Propargylbromid umgesetzt. Dieses Alkinfunk-
tionalisierte Polymer wird anschlieBend in einer Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUIS-

GEN-Cycloaddition mit dem 1-Azido-1-deoxy-/D-galactopyranosid umgesetzt.
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THF / EtOH = 2:1
0,16 equiv CuSOy4 x H,O
0,5 equiv Na-L-ascorbate

HO_ OH
)
N OH
0 O\)\/
n

Abbildung 116: Syntheseschema der Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-
Cycloaddition des 1-Azido-1-deoxy-f#-D-galactopyranosids an das
PI-PEO-KV-2.1-Naph-OH

Das Reaktionsprodukt wurde NMR-spektroskopisch und chromatographisch analysiert. In
Abbildung 117 sind die Elugramme (linker Teil) und die daraus erhaltenen Molmassen-
Verteilungen (rechter Teil) der analytischen GPC-Messungen gezeigt. Eine Verringerung im
Elutionsvolumen von 35,4 mL auf 35,1 mL sowie die hoheren Molmassen der endgruppen-

funktionalisierten Polymere weisen auf eine erfolgreiche Ankopplung des Kohlenhydrates
hin.

—PI-PEQ-KV-2.1-Naph-OH
—PI-PEO-KV-2.1-Naph-Alkin
—PI-PEQ-KV-2.1-Naph-Galaktose

—PI-PEOQ-KV-2.1-Naph-OH
—PI-PEQ-KV-2.1-Naph-Alkin
—PI-PEOQ-KV-2.1-Naph-Galaktose

normierte Intensitiit [%]

20

34,0 34,5 35,0 355 36,0 36,5 37,0 4000 6000 8000 10000 12000 14000
Elutionsvolumen [mL] Molare Masse [g/mol]
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Abbildung 117: Normierte GPC-Elugramme (links) und mittels GPC erhaltene Molmas-
senverteilungen der Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN Cycloaddition des 1-
Azido-1-deoxy-#-D-galactopyranosids an das PI-PEO-KV-2.1-Naph-OH

Die erhaltenen Molmassen sind in Tabelle 14 noch einmal zusammengefasst. Aus den Daten
wird durch die Molmassenzunahme und die zugrunde liegende Verdnderung des hydrodyna-

mischen Volumens der Polymerketten nach jedem erfolgreichen Anbindungsschritt deutlich.

Tabelle 14: Zusammenfassungen der Molmassen der CuAAC des 1-Azido-1-deoxy-b-D-
galactopyranosids an das PI-PEO-KV-2.1-Naph-OH.

. Polymer | M, [ M, [ D |
6980 7260 1,04
7290 7570 1,04
7750 8190 1,06

Die 'H-NMR-Spektren zeigen auch eine erfolgreiche Anbindung des Kohlenhydrates Galac-
tosylazid an das Polymer. Im Produktspektrum sind die Protonen der neugebildeten 1,2,3-
Triazolringe mit einer chemischen Verschiebung von 8,05 ppm klar zu identifizieren. Weiter-
hin sind die Signale des Kohlenhydrats in einem neuen Multiplett bei ca. 4,00 ppm zu erken-
nen. Der Umsatz der Kupfer-(I)-katalysierten 1,3-dipolare HUISGEN-Cycloadditionen belduft
sich fiir die Anbindung des 1-Azido-1-deoxy-#-D-galactopyranosid auf 45 %.
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Abbildung 118:"H-NMR-Spektren nach der Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare
HUISGEN-Cycloaddition zum PI-PEO-KV-2.1-Naph-Click-Gal (schwarzes Spektrum)
sowie das PI-PEO-KV-2.1-Naph-Alkin (rotes Spektrum)

4.3.3 Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-
Cycloaddition von Nonaazide an ein fluoreszenz-

markiertes PI-PEO

Nachdem die erfolgreiche qualitative Anbindung von einem Monosaccharid an das PI-PEO-
Blockcopolymer vor der Selbstanordnung im wassrigen Milieu gezeigt werden konnte, soll
nun die ,, post-assembly “~Funktionalisierung mittels der Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare
HUISGEN-Cycloaddition vorgestellt werden. Dabei wurde die Anbindung von /IRENE BOOS
vom ,, Lehrstuhl fiir Bioorganische Chemie® der Universitit Bayreuth an ein Nonaazid-
Glycan (O-B-D-Galactopyranosyl-(1—4) -O- (2-desoxy-2-acetamido-B-D-glucopyranosyl) -
(1—-2)-O-0-D-mannopyranosyl-(1—3) - [O-B-D-galactopyranosyl-(1—4) - (O-2-desoxy-2-
acetamido-B-D-glucopyranosyl) - (1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O-(-D-manno-
pyranosyl) - (1—4)-O-(2-desoxy-2-acetamido-B-D-glucopyranosyl) - (1—4)-O-2-desoxy-2-
acetamido-B-D-glucopyranosylazid unter den in Abbildung 119 gezeigten Bedingungen sowie
mit Hilfe des in Abbildung 120 gezeigten GIcTA an ein alkinfunktionalisiertes Polymersom

realisiert.*%%
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Abbildung 119: Anbindung des Nonaazids iiber eine Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare
HUISGEN-Cycloaddition an ein alkinfunktionalisiertes Polymersom

O
OH
HO
HOHO

Abbildung 120: Strukturformel der GlcTAR"!

Nach der Cycloaddition wurde die Probe gefriergetrocknet und "H-NMR-spektroskopisch
untersucht. In Abbildung 121 sind die 'H-NMR-Spektren des Eduktes sowie des Produktes

gezeigt. Dabei ist deutlich das Signal des gebildeten 1,2,3-Triazolringes bei einer chemischen
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Verschiebung von 8,10 ppm zu erkennen. Weiter konnen die Signale bei den chemischen
Verschiebungen von 1,86 ppm; 2,63 ppm und 3,76 ppm dem Nonaazid zu geordnet werden.
Die Umsetzung dieser ,, post-assembly “~Funktionalisierung belduft sich aufgrund der Bilayer-
Struktur der vorliegenden Polymersomen, bei der nur die dulleren Polymermolekiile funktio-

nalisiert werden konnten, auf ca. 60 %.
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Abbildung 121: 1H-NMR-Spektrum der Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare HUISGEN-
Cycloaddition des Nonaazids an ein alkinfunktionalisiertes PI-PEO

4.3.4 DMT-MM vermittelte Anbindung von 2-Amino-

hexosen an ein fluoreszenzmarkiertes PI-PEO

Nachdem das fluoreszenzgelabelte PI-PEO-Blockcopolymer iiber die Kupfer-(I)-katalysierte
1,3-dipolare HUISGEN-Cycloaddition mit den Kohlenhydraten funktionalisiert wurde, sollen
im Folgenden tiber die bereits in Kapitel 4.2.4 vorgestellte DMT-MM vermittelte Anbin-
dungsmethode zwei 2-Aminohexosen an das PI-PEO angebunden werden. Dazu wurde, wie
in Abbildung 122 dargestellt, zunédchst das fluoreszenzmarkierte PI-PEO mit Chloressigséure

zu einem Blockcopolymer mit endstindiger Carboxylgruppe umgesetzt. AnschlieBend wurden

133



4. Ergebnisse und Diskussion

an das Blockcopolymer iiber die Carboxylgruppe die Hydrochloride des Glucosamin bzw. des

Galactosamin durch eine DMT-MM vermittelte Reaktion gekoppelt.

\ DPMK / abs. THF

OH
Br/\[r
[¢]

DMT- MM

Ovohoﬁ(%{%@&

HO

Abbildung 122: Syntheseschema zur DMT-MM vermittelten Anbindung der

2-Aminohexosen an das fluoreszenzmarkierte PI-PEO-KV-2.1

Die Analyse der Umsetzungen erfolgte anhand der in Abbildung 123 gezeigten 'H-NMR-
Spektren. In den Spektren der Produkte ist neben den zum Blockcopolymer gehdrigen Signa-
len wiederum bei einer chemischen Verschiebung von 4,06 ppm das Signal, welches zum

Monosaccharid zuzuordnen ist, zu erkennen.
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Abbildung 123: 1H-NMR-Spektren der DMT-MM-vermittelten Anbindung von Glucos-
amin und Galactosamin an PI-PEO-KV-2.1-Naph; rotes Spektrum: PI-PEO-KV-
2.1-Naph-OH; schwarzes Spektrum: PI-PEO-KV-2.1-Naph-CONH-Galactose; blaues
Spektrum: PI-PEO-KV-2.1-Naph-CONH-Glucose

4.4 Anbindung eines Eisenschwefelclusters an PB-

PEO-Blockcopolymer?**!

Fiir die Untersuchung eines [2Fe2S]-Hydrogenase-Modellsystems zur Generierung von Was-
serstoff im wéssrigen Medium, sollte ein Hexacarbonyl (m-2-hydroxypropan-1,3-dithiolato-
S,8”)di-Eisenkomplexe iiber eine Synthesekaskade an ein vesikelbildendes Polybutadien-b-
Polyethylenoxid (PB-PEO) gebunden werden. Die Spezifikation des Blockcopolymers sind in
Tabelle 11 aufgelistet. Hydrogenasen sind Enzyme, die in der Natur die Erzeugung und Um-
setzung von Wasserstoff katalysieren.”*! Ein vereinfachter Metabolismus nach MADIGAN et.
al ™ ist in in Abbildung 124 (oberer Bereich) dargestellt. Bei einem Modellsystem kénnte
der Eisenschwefelkomplex ein Hydrogenase-Analogon und die Doppelschicht des Polymer-

[207-208

soms die Zellmembran darstellen 1 ahnlich wie in Abbildung 124 (unterer Bereich) ge-

zeigt ist.
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Abbildung 124: Vereinfachtes Zellmembranmodell eines Hydrogenase-Metabolismus
(oben); schematische Polymersomendarstellung mit einem gebundenen [2Fe2S]-
Hydrogenasekomplex im Inneren (unten)2%% 2062091

Der Eisenschwefelkomplex, wie in Abbildung 125 gezeigt, wurde von ULF PETER APFEL

aus der Arbeitsgruppe von WOLFGANG WEIGAND von der Universitit Jena

synthetisiert.*'"!

OH

S_S

X
(0C)3Fe—Fe(CO);

Abbildung 125: Strukturformel des Hexacarbonyl (m-2-hydroxypropan-1,3-dithiolato-
S,S’)di-Eisenkomplexes[m]

In Abbildung 126 ist die Synthesekaskade zur Anbindung des Eisenschwefelkomplexes an
das PB-PEO-2 dargestellt. Zuerst wird das hydroxy-terminierte Blockcopolymer mit Chlores-

sigsdure zum carbonsiure-terminierten PB-PEO-2 umfunktionalisiert werden. AnschlieBend
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wurde das Polymer mit CDI aktiviert und schlieBlich mit dem Eisenschwefelkomplex gekop-

W%w

1. DPMK / abs. THF
2. Chloressigsiure

MWJ

pelt.

CDI/
abs. Chloroform

OH

abs. THF

S\

(OC)3Fe]:/->]lTe(CO)3

\V\ ﬂ’\/ \)K s—Fe(CO)3
S—Fe(CO)3

Abbildung 126: Reaktionskaskade zur Anbindung des Eisenschwefelkomplexes an PB-
PEO-2

Die einzelnen Kopplungsschritte wurden mittels GPC-Chromatographie und 'H-NMR-
Spektroskopie analysiert. Der rechte Teil der Abbildung 127 zeigt die normierten Elugramme
des Brechungsindexdetektors und im linken Bereich sind die des UV-Detektors aufgetragen.
Es ist auf der rechten Seite deutlich zu erkennen, dass mit fortschreitender Synthese das Eluti-
onsvolumen der einzelnen Stufen geringer wird. Haben das PB-PEO-2 (schwarzer Graph), die
Zwischenprodukte sowie das a-carbonsdurefunktionalisiertes Polymer (PB-PEO-COOH/ grii-
ner Graph) als auch das CDI aktivierte PB-PEO-CO-CDI (blauer Graph) noch ein Elutionsvo-
lumen von 35,4 bis 35,2 mL, so hat das komplexgebundenes PB-PEO (PB-PEO-2-UP-365 /
violetter Graph) ein Elutionsvolumen von 34,5 mL. Diese Verschiebung ist durch eine Zu-
nahme der MolekiilgroBe und des hydrodynamischen Volumens des funktionalisierten Block-
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copolymers zu erkldren. Zudem zeigt das Elugramm des UV-Detektors eine deutliche hohere
Intensitdt des Endproduktes gegeniiber seiner Vorstufen, was auf die Anbindung des Komple-

xes zuriickzuflihren ist. Zusammenfassend sind die Ergebnisse in Tabelle 15 aufgelistet.
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) N\ S

36 ¥ 38 2 3 34 35 36
Elutionsvelumen [mL]

3
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Abbildung 127: GPC-Elugramme der einzelnen Stufen; rechts normiertes GPC-
Elugramm des RI-Detektors, links GPC-Elugramm des UV-Detektors

Tabelle 15: GPC-Daten der Reaktionskaskade zur Anbindung des Eisenschwefelkom-
plexes an PB-PEO.

Polymer Mn Mw
[g/mol] [g/mol]

3050 3280 1,07
3800 4170 1,10
3370 3860 1,14
4420 5070 1,15

Die NMR-Spektren zeigen genau so wie die GPC-Analyse eine erfolgreiche Umsetzung. In
Abbildung 128 ist das NMR-Spektrum des CDI aktivierte PB-PEO-CO-CDI reprisentativ

dargestellt. Neben den klassischen PB-PEO-Polymersignalen sind zwei der drei Imidazol-

Signale im Ausschnitt gezeigt.
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Abbildung 128: "H-NMR-Spektrum von PB-PEO-2-COO-CDI

In Abbildung 129 ist das komplexgebundenes PB-PEO (PB-PEO-2-UP-365) gezeigt. Es sind
neben den bereits gezeigten Polymersignalen auch neue vom Eisenschwefelkomplex herriih-
rende Signale zu erkennen. Alle dargestellten Ergebnisse der einzelnen Analysen zeigen eine

erfolgreiche Anbindung des Eisenschwefelkomplexes an PB-PEO.
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Abbildung 129: "H-NMR-Spektrum von PB-PEO-2-UP365

Fiir die Vesikelherstellung wurde das in THF geloste PB-PEO-2-UP-365 in Tris-HCI-Puffer

bei pH 7,4 eingespritzt. Die daraus resultierende Polymersomenlosung konnte dann von
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FRANK STEINIGER vom Elektronenmikroskopischen Zentrum des Universitatsklinikums

Jena dann mittels Cryo-TEM untersucht werden.[2** 2]

200 nm

Abbildung 130: Cryo-TEM Aufnahmen von Komplex 1 gebundenen PB-PEO

Polymersomen[204’ 2091

In den Cryo-TEM-Aufnahmen, wie in Abbildung 130 gezeigt, sind sowohl uni- als auch mul-
tilamellare polydisperse Polymersomen zu erkennen. In der linken Aufnahme ist im Inneren
der Polymersomen (gelber Pfeil) ein deutlich hoherer Kontrastring zu erkennen als auflen.
Dieser Kontrastunterschied kann durch die Anwesenheit Elemente groBer Ordnungszahl ver-
gleichend zu den Polymerelementen (C, O, H) und somit durch Eisen zu erkldren sein. Die
kontraststarken Agglomerate, welche mit den roten Pfeilen gekennzeichnet wurden, stammen
von nicht gekoppeltem Eisenschwefelkomplex. Es kann hier aber festgehalten werden, dass
die Eisenschwefelkomplexes-Anbindung an PB-PEO keinen negativen Einfluss auf die
Selbstorganisation des Polymers hat. Weitere Arbeiten hierzu sind dem Artikel von "[FeFE]-
Hydrogenase models assembled into vesicular structures” von K. MENZEL et. al. zu entneh-

men. [204]
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4.5 Einkapselung von CSS-Nanopartikeln

Die Einkapselung von CSS- und SPIO-Nanopartikeln in die PEO-PCL-Matrix wurde von
STEPHANIE DOMES eingehend untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass es moglich ist,
PCL-PEI- oder PEO-PCL-PEI-beschichtete Nanopartikel mittels der Einspritzmethode
16sungsmittelabhéngig in Polymersomen oder Mizellen zu verkapseln."" Aufbauend auf
diesen Ergebnissen soll nun im Folgenden eine weitere Einkapselungsmethode, die Reverse-

Phasen-Verdampfung, vorgestellt werden.

4.5.1 Synthese von PCL-DETA

Dafiir wurde entsprechend dem Syntheseschema in Abbildung 131 {iber die anionische Poly-

merisation ein Polycaprolacton-Homopolymer hergestellt, das anschlieBend tiber einen CDI-

Aktivierungsschritt mit Diethylentriamin verbunden wird.*'''?!
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(0]
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S
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(i i
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0 \\/
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H
O o) N
E{\/\AOJKE/\/ \/\NHZ
O )

Abbildung 131: Syntheseschema der DETA-Funktionalisierung von PCL
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Die Reaktionsschritte wurden spektroskopisch und chromatographisch analysiert. Die Umset-
zung des Polymers mit dem CDI und den DETA kann anhand der NMR-Spektren in Abbil-
dung 132 belegt werden. Die Signale des angebundenen Imidazolringes sind im schwarzen
Spektrum mit den chemischen Verschiebungen von 7,08 ppm sowie 7,44 ppm und 8,15 ppm
klar zu zuordnen. Die anschlieBende Umsetzung mit DETA kann durch die neuauftretenden
Signale mit den chemischen Verschiebungen bei 2,83 ppm und 3,35 ppm belegt werden.
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Abbildung 132: 1H-NMR-Spektren der PCL-Funktionalisierung

4.5.2 Ligandenaustausch an CSS-Nanopartikeln

Nachdem das PCL mit dem DETA funktionalisiert wurde, konnte im Anschluss ein Ligan-
denaustausch, wie in Abbildung 133 schematisch dargestellt, von SASCHA EHLERT vom

., Lehrstuhl fiir Physikalische Chemie I “der Universitit Bayreuth, an CdSe-Nanopartikeln
(QD) durchgefiihrt werden.

e

2

E

N

75

Abbildung 133: Ligandenaustausch an einem Nanopartikel““]
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4.5.3 Einkapselung der Nano in Mizellen

Die PCL-DETA-beschichteten QD wurden fiir die Einkapselung in einem PEO-PCL-Block-
copolymer zusammen mit einem 650-fachen Uberschuss von PEO-PCL-7 in Chloroform ge-
16st und mittels der Reverse-Phasen-Verdampfung ins wissrige Medium tiberfiihrt. Die Spezi-
fikationen des Polymers sind bereits in Tabelle 11 aufgelistet. Die wissrige mizellare Losung
wurde nach der Priparation mittels dynamischer Lichtstreuung vermessen und die Grofenver-
teilung in Abbildung 134 dargestellt. Es ist eine bimodale Verteilung zu erkennen. Der hydro-
dynamische Partikeldurchmesser des ersten Maximums liegt bei 50,75 nm, das zweite Maxi-
mum liegt bei einem Durchmesser zwischen 460 nm und 710 nm. Um weiter aufkldren zu
kénnen, welche Uberstrukturen bei der Reversen-Phasen-Verdampfung gebildetet wurden,
wurde die Probe mit Hilfe der Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie weiter eingehend

untersucht.

—PEQ-PCL + QD-PCL-DETA
—PEOQ-PCL + QD-PCL-DETA
—PEOQ-PCL¥ QD-PCL-DETA"

Intensitit [%]

10 100 1000
Partikeldurchmesser [nm]

Abbildung 134: Grofienverteilungen der PCL-DETA beschichteten QD, eingekapselt in
PEO-PCL-Mizellen

In Abbildung 135 sind die Cryo-TEM-Aufnahmen der in PEO-PCL-Blockcopolymer einge-
kapselten QD gezeigt. In den Aufnahmen sind vorwiegend zwei Uberstrukturformen zu er-
kennen: Zum einen sind es die antizipierten sphirischen Mizellen, die iiberwiegend mit QD-
Nanopartikeln beladen sind. Die Partikelgrofen dieser Mizellen passen auch zu dem hydro-
dynamischen Durchmesser von 50 nm, der aus den DLS-Daten hervorgeht. Als zweite Uber-
struktur sind in den Aufnahmen Stibchenmizellen zu deutlich erkennen, die keine QD-
Nanopartikel eingelagert haben. Diese Stdbchenmizellen haben eine so stark ausgedehnte
GroBenverteilung, dass sie unter anderem dem zweiten Maximum in den DLS-Daten zuge-

ordnet werden konnen.
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Abbildung 135: Cryo-TEM der eingekapselten QD in PCL-PEO-Mizellen

Neben den beiden gezeigten Strukturen, wie sphdrischen Mizellen und Stidbchenmizellen,
konnte auch noch vesikulare Strukturen beobachtet werden. In Abbildung 136 sind die Cryo-
TEM-Aufnahmen der vesikularen Strukturen exemplarisch gezeigt. Die Aufnahmen E und F

zeigen, dass die kontrastgebenden Nanopartikel nur in den Bilayer der Vesikel eingelagert

sind.

Abbildung 136: Cryo-TEM-Aufnahmen der vesikularen Strukturen mit den QD
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Reverse-Phasen-Verdampfung eine weitere

Moglichkeit darstellt, um PCL-DETA-beschichtete Nanopartikel in Mizellen oder sogar in
Vesikel einzukapseln.
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4.6 Hydrolyse der Polyester-Blockcopolymere

Um Polyester-Blockcopolymere als Wirkstofftransportsysteme richtig nutzen zu konnen, ist
es nicht nur wichtig sie wohldefiniert herzustellen, sondern auch ihre Stabilitdten, zum Bei-

spiel unter basischen und sauren Bedingungen, zu kennen.®” 2"

Die Hydrolyse-
Eigenschaften sind nicht nur beim Thema der kontrollierten Wirkstofffreisetzung genauesten
zu beriicksichtigen sondern auch bei Funktionalisierungsreaktionen. So ist es zum Beispiel bei
einer definierten Anbindung eines Biokonjugates (Peptid, DNA oder Kohlenhydrat) wichtig,

einzukalkulieren, welche Schutzgruppen zur Anwendung kommen konnen und welche nicht.

4.6.1 Basische Hydrolyse

Daraufhin wurde untersucht, bei welchen Deacetylierungsreaktionen die Polyestergruppen der
PEO-PLA- und PEO-PCL-Polymere stabil oder labil sind. Es wurden zwei Bedingungen ge-
testet: Die erste ist die von ZEMPLEN eingefithrte Umesterung mit Natriummethanolat'>'4>'*]
als zweite sollte die Hydrazinolyse untersucht werden.*'® Die Spezifikationen der dafiir ein-

gesetzten Polymere PEO-PLA-V6 und PEO-PCL-6 sind bereits in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Die Polymere wurden bei beiden Hydrolyseansidtzen in abs. THF gelost und mit entweder
wenig Natriummethanolat (MeONa) oder Hydrazinhydroxid versetzt. Jedes Polymer wurde
diesen Bedingungen fiir eine unterschiedliche Dauer ausgesetzt und anschlieBend nach einer
kurzen Aufarbeitung NMR-spektroskopisch und GPC-chromatographisch analysiert. Die Re-
aktionszeiten sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.

Tabelle 16: Reaktionszeiten wihrend Hydrolysereaktionen.

30 min
120 min
360 min

In Abbildung 137 sind links die GPC Messungen und rechts die NMR-Spektren der Hydrazi-
nolyse von PEO-PCL-6 gezeigt. An den GPC-Messungen ist zu erkennen, dass das Polymer
bei allen drei Reaktionszeiten an der gleichen Stelle eluiert. Einzig die Messung PEO-PCL-6-
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(30 min) [roter Graph] scheint aufgrund der geringen Intensitit und dem leicht hoheren Eluti-
onsvolumen abgebaut worden zu sein. Doch die Integrale unter den Polymersignalen in den

einzelnen NMR-Spektren zeigen im Rahmen der Messgenauigkeit, dass kein Abbau stattge-

funden hat.

|
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Abbildung 137: GPC-Messungen (links) und NMR-Spektren (rechts) der Hydrazinolyse
von PEO-PCL-6

Hingegen ist beim PEO-PLA ein deutlicher Abbau durch das Hydrazin zu erkennen. Die
GPC-Messungen zeigen, wie links in Abbildung 138 dargestellt, dass bereits schon nach 30
Minuten unter hydrazinolytischen Bedingungen das PEO-PLA-V6-(30 min) [roter Graph] mit
35,2 mL im Gegensatz zum PEO-PLA-V6 [schwarzer Graph], welches ein Elutionsvolumen
von 34,7 mL hat, deutlich héher ist. Diese Anderung ist durch den Abbau des PLA-Blocks zu
erkldren. Die Produkte PEO-PLA-V6-(120 min) [griiner Graph] und PEO-PLA-V6-(360 min)
[violetter Graph] eluieren dhnlich wie das Reaktionsprodukt nach 30 Minuten. Die NMR-
Spektren (Abbildung 138 rechts) bestitigen diese Annahme der Hydrolyse des PLA-Blockes.
In allen Spektren sind nach der Hydrazinolyse nur noch die Signale des PEO-Blocks bei
3,63 ppm zu erkennen. Die Signale des PLA-Blocks bei 1,56 und 5,15 ppm sind vollstindig

verschwunden.
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Abbildung 138: GPC-Messungen (links) und NMR-Spektren (rechts) der Hydrazinolyse
von PEO-PLA-V6

Die Ergebnisse der chromatographischen (links) und spektroskopischen (rechts) Analysen der
Hydrolyse des PEO-PCL-6 nach ZEMPLEN sind in Abbildung 139 gezeigt. Es ist bei den
NMR-Spektren anzumerken, dass auch hier wiederum die Intergrale unter den Polymersigna-
len mehr oder weniger gleich bleiben. Bis auf die Messung des PEO-PCL-6-(360 min) ist hier
kein signifikanter Abbau des PCL-Blocks zu erkennen.
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Abbildung 139: GPC-Messungen (links) und NMR-Spektren (rechts) der Hydrolyse
nach ZEMPLEN von PEO-PCL-6

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse der einzelnen Integrale aus den NMR-Spektren von Abbil-
dung 139 (rechts) aufgefiihrt. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass beim PEO-PCL-6-
(360 min) die Integrale unter den PCL-Signalen bei 1,37 ppm, 1,64 ppm, 2,29 ppm und
4,05 ppm signifikant geringer sind als beim PEO-PCL-6, obwohl bei beiden Auswertung das
PEO-Signal bei 3,63 ppm auf 218 integriert wurde. Somit kann hier festgehalten werden, dass
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beim PEO-PCL nach 360 Minuten Hydrolyse unter ZEMPLEN-Bedingung der Abbau des
PCL-Blocks begonnen hat.

Tabelle 17: Integrale der NMR-Spektren bei der Hydrolyse nach ZEMPLEN von PEO-
PCL-6.

Polvmer Integral bei | Integral bei | Integral bei | Integral bei | Integral bei
y 1,37ppm | 1,64ppm | 229ppm | 3,63ppm | 4,05ppm
PEO-PCL-6 243 498 252 218 244

(30 min)
PEO-PCL-6-
(120 min) = 483 238 218 234

PEO-PCL-6-
(360 min) 161 330 162 218 130

Beim PEO-PLA werden die Esterbindungen des PLA-Blocks genau wie unter den hydrazino-
lytischen auch unter ZEMPLEN-Bedingungen gespalten. Die Ergebnisse der Analysen dieser
Hydrolyse sind in Abbildung 140 gezeigt. Hier fillt auf, dass, wie bereits in Abbildung 138
gezeigt, schon nach 30 Minuten der PLA-Block vollstindig abgebaut ist. Im NMR-Spektrum
von PEO-PLA-V6-(30 min) und den darauffolgenden Spektren ist nur noch das PEO-Signal
bei 3,63 ppm zu erkennen. Die GPC-Messungen unterstiitzen diese Annahme durch die Ande-
rung des Elutionsvolumen der Hydrolyseprodukte auf iiber 35 mL im Gegensatz zum PEO-
PLA-V6, das bei 34,7 mL eluiert.
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Abbildung 140: GPC-Messungen (links) und NMR-Spektren (rechts) der Hydrolyse
nach ZEMPLEN von PEO-PLA-V6
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4.6.2 Saure Hydrolyse von Polyester-Blockcopolymer

Da sich das PEO-PCL unter den gezeigten Bedingungen am stabilsten gezeigt hat, wird nun
im Folgenden die saure Hydrolyse des PEO-PCL- und des PEO-PCL/PGL-Systems unter-
sucht. Ziel eines Wirkstofftransportsystems ist es, die Freisetzung des eingekapselten Wirk-
stoffes zum Beispiel durch pH-Anderung zu erreichen. Bei amphiphilen Polyester-
Blockcopolymeren konnte die Wirkstofffreisetzung an PEO-PCL gezeigt werden.*'”! Die
Spezifikationen der verwendeten Polyester-Blockcopolymere sind bereits in Tabelle 11 aufge-
listet. Die durchschnittlichen Blockldngen und der Anteil der alternierenden Diaden sind der
Tabelle 18 zu entnehmen. Bpcrpgrpeo steht flir das Blockliangenverhéltnis von hydrophilen
zum hydrophoben Block. Vpcp.pgr gibt die Verhiltnisse der Monomereinheiten innerhalb des

hydrophoben Blockes von Caprolacton zu Glycolid an.!'®"!

Tabelle 18: Durchschnittliche Blocklinge und Anteil an alternierenden Diaden!'*¥.

1,9 0,7 1,18 85 1,69 41
1,8 2,4 2,27 44 1,06 3
2,8 0,8 1,60 62 1,99 50

4.6.2.1  Siurekatalysierte Hydrolyse von PEO-PCL

und PEO-PCL/PGL
In der Versuchsreihe der sdurekatalysierten Hydrolyse von PEO-PCL-2 und PEO-PCL/PGL-4

bzw. 14 konnte mittels dynamischer Lichtstreuung eine Zunahme des hydrodynamischen

Durchmessers der Polymersomen aufgezeichnet werden.

Zuerst sind in Abbildung 141 die Ergebnisse der Hydrolyse von PEO-PCL/PGL 4 dargestellt.
Bei diesem Polymer liberwiegt der PCL-Anteil deutlich den des PGL-Anteils.

= = Cacon hydrodynamischer
L350 ol Sins

. N 231 ol Shure [mol/L] | Durchmesser [nm]
77,77 mol/L. Siure

-—8,74/mol/L Siiure 66,2

~—9,54/mol/L Saurc

1,59 68,6

Intensitit [u.a.]

2,91 80,3

5,83 89,9

1000

7,77 123,6
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8,74 209,0

9,54 2219

Abbildung 141: Groflenverteilung (links) und DLS-Daten (rechts) der
saurekatalysierten Hydrolyse von PEO-PCL/PGL-4

Dagegen treten bei PEO-PCL/PGL-14 bereits nach der Zugabe von lediglich 5,83 mol/L Es-
sigsdure, wie in Abbildung 142 zu erkennen, nicht verwertbare Messungen auf, so dass von

einer vollstindigen Hydrolyse ausgegangen werden kann.

—0mol/L Sliiure
—1,59 mnl,fIL Siiure

» A\ [\ 291 mots Sture Cacon hydrodynamischer
. Durchmesser [nm]
: o | 155.6
E 243.5

6589

10 100
hydrodynamischer Durchmesser

Abbildung 142: GroBlenverteilung (links) und DLS-Daten (rechts) der
saurekatalysierten Hydrolyse von PEO-PCL/PGL-14

4.6.2.2  Langzeittest der saurekatalysierten Hydroly-
se von PEO-PCL/PGL

Der Langzeittest der sdurekatalysierten Hydrolyse bei einer Sdurekonzentration 5,83 mol/L
von PEO-PCL/PGL 4, wie in Abbildung 143 dargestellt, veranschaulicht den Diffusionspro-
zess bis hin zur Gleichgewichtseinstellung. Innerhalb des Zeitfensters von 0 bis 2,7 Std. ist ein
sehr steiler Anstieg der Kurven zu erkennen, der hydrodynamische Durchmesser steigt von
56,9 nm auf 127,2 nm an. Nach 19 Std. verlauft der Kurvenanstieg nicht mehr so stark und es
kommt zur Ausbildung eines Plateaus bei einem Durchmesser von 127,8 nm. Ab 24 Std. tritt
bei einem Durchmesser von 131,9 nm eine ,,Séttigung* ein. Der maximal erreichte Vesikel-
durchmesser nimmt nach 26 Std. einen Wert von 133,1 nm an, demzufolge kann ein weiteres
GroBenwachstum sowie die Zersetzung nur noch durch Verringerung des pH-Wertes erreicht

werden.
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Abbildung 143: Langzeittest der siurekatalysierten Hydrolyse von PEO-PCL/PGL-4

Die PEO-PCL-PGL-Triblockcopolymere enthalten zwei hydrolysierbare Esterbindungen. Aus
den Ergebnissen der beiden gezeigten Messungen (Abbildung 141 und Abbildung 142) ist
schon ersichtlich, dass das Blockldngenverhiltnis einen Einfluss auf das Hydrolyseverhalten
hat. Es zeigt sich, dass ein Blockcopolymer mit groBerem PCL-Anteil einen langsameren Ab-
bau der Vesikelmatrix aufweist. Liegt ein groBBerer Anteil an PGL vor, findet der Hydrolyse-
vorgang bei wesentlich geringeren Konzentrationen statt. Als Referenz wurde eine sdurekata-
lysierten Hydrolyse des Vergleichspolymer PEO-PCL-2 durchgefiihrt werden, da der hydro-
philie Block ausschlieBlich aus PCL besteht.

Aus den Daten, die in Abbildung 144 gezeigt sind, kann wiederum ein Gréflenzuwachs ver-
zeichnet werden. Fiir die Zersetzung des Polyesterblocks musste in einem Bereich von hohe-
ren Essigsdure-Konzentrationen gearbeitet werden (10,2 mol/L). Somit zeigt der statistische
Einbau des Polyglycolids einen wesentlichen Einfluss auf das sdurekatalysierte Hydrolyse-

verhalten.

- —0mol/L Siure
| —159 molL Siure
—2,91 mokL Siaure

.y [mol/L] | Durchmesser [nm]
.| | 0| 1254
£ 1332

‘ 135,1

‘ 153,0

; 1734

Abbildung 144: Groflienverteilung (links) und DLS-Daten (rechts) der siurekatalysier-
ten Hydrolyse von PEO-PCL-2
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4.6.2.3  Photometrische Untersuchungen

Durch Zugabe des fluoreszierenden Farbstoffes Nile Red konnte das Hydrolyseverhalten der
Polymere PEO-PCL/PGL-1 und 4 photometrisch untersucht werden. Hierbei wurde die jewei-
lige Vesikeldispersion mit dem Fluoreszenzfarbstoff versetzt und wiederum mit Essigsdure
titriert. Ausgehend von den bereits vorhandenen Ergebnissen, diffundiert die Séure in das
Polymersom und es kommt zur Esterhydrolyse innerhalb der lipophilen Doppelschicht. Durch
den Einbau des Farbstoffes Nile Red in die lipophile Doppelschicht kommt es zusitzlich zur

Protonierung des Indikators.

Zum Vergleich wurde eine Blindprobe bestehend aus dem reinen Losemittelgemisch und Nile
Red herangezogen. Das Nile Blue-Oxazon dient als Indikator, der mit Absenken des pH-
Wertes einen Farbumschlag von rosa nach blau zeigt. Das Triblockcopolymer PEO-
PCL/PGL-4 verfiigt, wie aus der Tabelle 18 zu entnehmen ist, liber einen groBeren PCL-
Anteil als im Vergleich zum PGL-Anteil. Bei der Titration mit Essigsdure ist der Farbum-
schlag der Dispersionen aufgrund der stattfindenden Hydrolyse in Fotostrecke von Abbildung
145 B sehr gut zu erkennen. Durch Zunahme der Sdurekonzentration findet eine Farbénde-

rung von rosa (2,91 mol/L) nach tiefblau (7,77 mol/L) statt.

Das PEO-PCL/PGL-1 zeigt ebenfalls (s. Fotostrecke in Abbildung 145 C) den Farbumschlag
bei zunehmender Sdurekonzentration. Im Gegensatz zum PEO-PCL/PGL-4 ist bei einer Es-
sigsdurekonzentration 8,74 mol/L nur noch eine Anderung beziiglich der Farbintensitiit er-

kennbar, was durch den héheren PGL-Anteil im hydrophoben Block erkldrt werden kann.
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Abbildung 145: Fotostrecke der siurekatalysierten Hydrolyse von PEO-PCL/PGL-4 mit
Nile Red als Indikator. Bild A: Blindprobe Nile Red; Bild B: sdurekatalysierten Hydro-
lyse von PEO-PCL/PGL-4; Bild C: siurekatalysierten Hydrolyse von PEO-PCL/PGL-1

Die Untersuchung des Fluoreszenzfarbstoffes entspricht den Erwartungen. Nile Red liegt in
Abwesenheit von Vesikeln im reinen Losungsmittelgemisch vor. Demnach findet keine Dif-
fusion in die Doppelschicht der Vesikel statt. Eine Protonierung des Indikators findet bereits
bei kleinen Essigsdurekonzentrationen statt. Bei einer weiteren pH-Wert-Senkung wird ledig-
lich eine Intensititszunahme beobachtet. Das Absorptionsmaximum nidhert sich bei PEO-
PCL/PGL-1 schneller der Endwellenldnge an als bei PEO-PCL/PGL-4. Ursache hierfiir ist das
Blocklangenverhiltnis des hydrophoben Blocks (Vpcr.pgr). Das PEO-PCL/PGL-1 hat einen
Vecrpgr von unter 1,00, was bedeutet, dass der PGL-Anteil hier liberwiegt. Somit ist die
Quantitit der Hydrolyse bei geringeren Essigsdurekonzentration deutlich weiter fortgeschrit-
ten als beim PEO-PCL/PGL-4. Dies fiihrt dazu, dass die Sduremolekiile schneller in die Po-

lymer-Bruchstiicke gelangen konnen und somit mehr Indikatormolekiile protoniert werden.
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4.7 Fluorphasen-Einkapselung in fluorinierte Polyes-

ter-Blockcopolymere fiir Bildgebungsverfahren

Das klinische Bildgebungsverfahren MRT (Magnetresonanztomographie) basiert typischer-
weise auf dem Wasserstoffkern und manchmal in Verbindung mit paramagnetischen Kon-
trastmitteln wie Gd"' oder superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikel (SPIO). Andere
Kontrastmittel basieren zum Beispiel auf den '*F-Kern. Der Vorteil von fluorinierten Kon-
trastmitteln sind die sehr geringe bis keine Hintergrundsignalstdrung, ein hohes gyromagneti-
sches Verhiltnis, gute Biokompatibilitdt und eine sehr empfindliche chemische Verschiebung

2182191 Ein Beispiel fiir ein solch fluorinier-

[20, 220]
, der

in Bezug auf Anderung in ihrer lokale Umgebung.
tes Kontrastmitteln ist der in Abbildung 146 gezeigte Perfluoro-15-Krone-5-ether
von MOHAN und RAPOPORT et. al. in einen PEO-PCL Nanotropfen eingearbeitet wurde.[?!

;\41/0 T r

OﬁF
F
F O G FF

F?S/o
F F F F
F F

Abbildung 146: Strukturformel des Perfluoro-15-Krone-5-ether

Im Folgenden sollen nun die Ergebnisse vorgestellt werden, die bei der Einkapselung des Per-
fluoro-15-krone-5-ether in fluorinierte Polyester-Mizellen erhalten wurden. Die Spezifikatio-
nen der Polyester-Blockcopolymere sind in Tabelle 11 aufgelistet. Mizellare Strukturen dieser
Polymere sollten durch ihren fluorinierten Mizellkern eine erhohte Solubilisierung gegeniiber
fluorierten Verbindungen aufweisen. Um das zu untersuchen, wurde versucht ein Perfluoro-
15-Krone-5-ether in die PEO-Polyester-Blockcopolymere (PEO-PCL-Ry und PEO-PLA-Ry)
einzukapseln. In Abbildung 147 sind die GroBenverteilungen der beiden Ansitze gezeigt. Bei
der Einkapselung in die PEO-PLA-Rg-Mizelle ist eine deutliche Verschiebung zu gréferen
PartikelgroBBen zu erkennen. Im Vergleich dazu konnte bei der Aufnahme in die PEO-PCL-

Rp-Mizellen keine Groflenzunahme beobachtet werden.
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—PEO-PLA V5a Kontrolle —PEOQ-PCL 28a Kontrolle
—PEO-PLA V5a 1 Gew-%Krone —PEO-PCL 28a- 1 Gew-%Krone
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Intensitiit [%]
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hydr Dur [nm] hydr: her Dur [nm]

Abbildung 147: Grofienverteilungen der Einkapselung des Perfluoro-15-krone-5-ethers
in fluorinierten Polyester-Mizellen

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der DLS-Messungen noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 19: Ergebnisse der DLS-Messungen der Einkapselungsversuche des Perfluoro-15-
Krone-5-ethers in Polyester-Mizellen

Probenname hydrodynami-
scher Durch-
messer [nm] messer [nm]

PEO-PLA V5a PEO-PCL 28a
Kontrolle 31,8 0,38 Kontrolle 68,8 0,19

PEO-PLA V5a PEO-PCL 28a-
1 Gew-% Krone Skl il 1 Gew-% Krone 7.9 0,23

Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob der Perfluoro-15-Krone-5-ether in die Mizel-

Probenname hydrodynami-

scher Durch-

len aufgenommen worden ist, konnte sich die Empfindlichkeit der chemischen Verschiebung
in Bezug auf die lokale Umgebung des Kronen-Ethers bei der *F-NMR-Messung zunutze
gemacht werden, da auch hier wieder ein dhnlicher Losungsmitteleffekt, wie bereits in Tabel-
le 6 fiir die '"H-NMR-Messungen gezeigt, zu erwarten ist. In der Abbildung 148 sind die
F-NMR-Spektren gezeigt: Zuerst wurde ein Referenzspektrum (schwarz) des Perfluoro-15-
Krone-5-ether in Wasser mit Kaliumfluorid als interner Standard aufgenommen. Dieser Stan-
dard hat eine chemische Verschiebung von -125,31 ppm.***! Im Vergleich mit dem Spektrum
des PEO-PCL-26a-Perfluoro-15-Krone-5-ether (violettes Spektrum) ist zu erkennen, dass der
Kronenether in beiden Proben die gleiche chemische Verschiebung von -97,61 ppm hat. Hin-
gegen gibt beim PEO-PLA-V5a-Perfluoro-15-Krone-5-ether (rotes Spektrum) eine deutliche
Verschiebung des Signals auf -91,10 ppm. Somit kann festgehalten werden, dass die lokale
Umgebung des Perfluoro-15-krone-5-ether in den beiden Einkapselungsversuchen unter-
schiedlich ist. Da das Signal des Kronenethers nur beim PEO-PLA-RF eine andere chemische

Verschiebung aufweist als im Vergleich zum Referenzspektrum oder der Einkapselung in die
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PEO-PCL-Rg-Mizellen und unter der Beriicksichtigung der GroBenzunahme in den DLS-

Messungen, ist nur die Aufnahme in die PEO-PLA-Rg-Mizellen erfolgreich gewesen.

91,11
-97,61
-125,31

PEO-PLA-V5a-Perfluoro-15-crown-5-ether mit KF

mewmwwmwwwwwwwmwwwwmw

=

ot

PEO-PCL-28c-Perfluoro-15-crown-5-ether mit KF

——

Perfluoro-15-crown-5-ether mit KF

‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
95.0 -100.0 -105.0 -110.0 -115.0 -120.0 -125.0
ppm (t1)

Abbildung 148: 19F-NMR-Spektren der Einkapselungsversuche des Perfluoro-15-krone-
S-ethers in Polyester-Mizellen

Nachdem belegt wurde, in welche Mizellen der beiden Polyester-Blockcopolymer der Perflu-
oro-15-krone-5-ether aufgenommen werden kann, soll im Anschluss das Einkapselungsver-
mogen der PEO-PLA-Rg-Mizellen untersucht werden. Es kann davon ausgegangen werden,
dass die maximale Aufnahmefahigkeit der Mizellen erreicht ist, wenn neben dem eingekap-
selten '"F-NMR-Signal des Perfluoro-15-krone-5-ethers wieder das freie Signal detektiert
werden kann also eine maximale GroBe der Partikel erreicht ist. Dazu wurden unterschiedli-
che Gewichtsprozente an Kronenether verkapselt und mittels dynamischer Lichtstreuung
vermessen. Anschlieend wurden die Mizellen fiir mehrere Minuten in ein Ultraschallbad
gegeben, um zu sehen, ob vielleicht die Aufhahme dadurch begiinstigt werden kann. In Tabel-
le 20 sind die Ergebnisse der Einkapselungen des Perfluoro-15-krone-5-ethers mit unter-
schiedlichen Gew-% in PEO-PLA-Rg-Mizellen zusammengefasst und in Abbildung 149 ge-

geneinander aufgetragen.
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Tabelle 20: Groflenverteilungen der Einkapselungen des Perfluoro-15-krone-5-ethers mit

unterschiedlichen Gew-% in PEO-PLA-RF-Mizellen.

Gew-% | hydrodynamischer hydrodynamischer
Probenname Durchmesser nach
an Krone | Durchmesser [nm]

Ultraschallbad [nm]
PEO-PLA V5a

1 Gew-% Krone 52,1 0,15 - 022
PEO-PLA V5a 40 2437 0,27 187,7 0,17

40 Gew-% Krone

In Abbildung 149 ist die deutliche Groenzunahme der Mizellen (griine Kurve) mit der stei-
genden Perfluoro-15-krone-5-ether-Menge von 52,10 nm bei 1 Gew-% Kronenether bis hin
243,73 nm bei 40 Gew-% zu erkennen. Die Ultraschallbehandlung (rote Kurve) zeigt einen
Einfluss auf die Partikelgrofe bis zu einem Gewichtsanteil von 20 % des Kronenethers. Nach
dem Ultraschallbad nehmen die PartikelgréBen leicht zu, die Anderungen liegen aber in der
Toleranzgrenze des Polydispersionsindexes. Erst bei hoheren Gewichtsprozenten wird der
Unterschied in den hydrodynamischen Durchmessern der Partikel vor und nach dem Ultra-
schallbad deutlich. Dann nimmt der hydrodynamische Partikeldurchmesser nicht zu, sondern

er wird um 20-60 nm verringert.
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Abbildung 149: Hydrodynamischer Durchmesser bei verschiedenen Gew-% eingekap-
selten Perfluoro-15-krone-5-ethers in PEO-PLA-Mizellen

Die Probe mit 20 Gew-% Kronenether wurde mit Hilfe der Cryo-Transmissions-Elektronen-
mikroskopie untersucht. Die Aufnahme (Abbildung 150) zeigt sowohl beladene als auch nicht
beladenen Mizellen zu erkennen. Die erfolgreiche Beladung wird hier durch den

Kontrastunterschied den beiden Mizellentypen deutlich gemacht.

Abbildung 150: Cryo-TEM-Aufnahme der PEO-PLA-V 5a-Mizellen mit 20 Gew-%
Perfluoro-15-krone-5-ethers

Zusammenfassend kann hier festgehalten werden, dass die Einkapselung des Perfluoro-15-
krone-5-ethers in die PEO-PLA-Rg-Mizellen erfolgreich durchgefiihrt wurde. Als nichstes
wurde untersucht, ob die unterschiedlichen Strukturen in den Proben auf Grund ihrer ver-
schieden lokalen Umgebungen Anderung in den chemische Verschiebungen der '’F-NMR-
Messungen zeigen. Dafiir wurden die Proben von UWE HIMMELREICH von der ,, biomedizi-
nischen NMR-Abteilung* der Katholischen Universitidt Leuven in Belgien vermessen. Aus
den ""F-NMR-Spektren, wie sie in Abbildung 151 gezeigt sind, ist zu erkennen, dass nur ein
Signal mit einer chemischen Verschiebung von -95,8 ppm gemessen werden konnte. Dieses
Signal ist in seiner chemischen Verschiebung unabhéngig, jedoch steigt die Signalintensitdt
mit der Menge des eingekapselten Perfluoro-15-krone-5-ethers.
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Abbildung 151: "’F-NMR Spektren von PEO-PLA-Mizellen bei verschiedenen Gew-%
des Perfluoro-15-krone-5-ethers: (A) PEO-PLA 0-Krone (no peak) (B) PEO-PLA 1-
Krone (C) PEO-PLA 5-Krone (D) PEO-PLA 20-Krone (E) PEO-PLA 25-Krone (F)

PEO-PLA 40-Krone

Die Ergebnisse der Messungen, wie sie in Tabelle 21 zusammengefasst sind, zeigen zudem,
dass die ermittelte Konzentrationen und die Konzentration pro Anzahl der Fluoratome des
Perfluoro-15-krone-5-ethers ansteigen, aber die T;-Relaxationszeit fast konstant bleibt. Eben-
so bei der Probe PEO-PLA-V5a 5 Gew-% Krone: Die Konzentration hier ist deutlich hoher

als erwartet, aber die T;-Zeit steigt nicht tiberméBig an.
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Tabelle 21: Konzentrationen der Stammlosung und T{-Werte (1:1 Verdiinnung

PBS/D;0) der PEO-PLA-Mizellen bei verschieden Gew-% des Perfluoro-15-krone-5-

Concentration | Concentration/ No. of Fluorine at- | T; (ms)
[mM] oms (20) in 15-krone ether [mM]

ethers.

PEO-PLA-VS5a

0 Gew-% Krone NopELs No peak No peak
1%?&%?17:; G 0,40 978,7
spgg;i%gﬁe N0 5,18 1051
20 Gon.5 krome TS 130 1031
25 Gom3 Keone IR 155 0787
PEO-PLA-V5a 365 Lol o

40 Gew-% Krone

Abschliefend konnte von der Probe PEO-PLA-V5a 5 Gew-% Krone die in Abbildung 152
gezeigten ’F-MRT-Aufnahme gemacht werden. Die Aufnahme A zeigt die '"F-MRT-
Messung mit einem 9,4T MRI Kernspintomographen der unverdiinnten Probe. Die Aufnah-
men B und C sind jeweils die um die Hélfte verdiinnten Proben. Die Protonen- und Fluor-
Aufnahmen wurden unter der Verwendung der 3D-FLASH-Sequenz zusammengefiigt. Die
Aufnahmen zeigen, dass eine angemessene Empfindlichkeit des in die PEO-PLA-Rp-Mizellen
eingekapselten Perfluoro-15-krone-5-ethers innerhalb der Aufnahmezeit von 30 Minuten er-

reicht worden ist. Die Parameter der '’F-MRT-Aufnahmen sind in zusammengefasst.

A B C

Abbildung 152: 19F-MRT-Aufnahmen der Probe PEO-PLA-V5a 5 Gew-% Krone bei
drei unterschiedlichen Verdiinnungen
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4.8 Cysteamin Seitenkettenmodifikation von PI-PEO
mittels Thiol-Ene-Click-Chemie und die darausre-
sultierenden Verinderungen in der Uberstruktur-

bildung

Durch die Thiol-Ene-Click-Chemie ist es nicht nur moglich, den PI-Block mit einem Fluoro-
phor zu markieren, sondern auch die Uberstrukturbildung eines PI-PEO-Polymeres in Wasser

zu beeinflussen.

4.8.1 Thiol-Ene-Click-Chemie an PI-PEO

Dafiir wurde, wie in Abbildung 153 gezeigt, das Polymer mit Cysteamin-Hydrochlorid in
Gegenwart des Radikalstarters AMBN umgesetzt und abschlieBend mit einer geséttigten Hyd-

rogencarbonat-Losung aufgearbeitet.

7 0{\/\01/\/ O
/ m-1

n

2) ges. NaHCO;3

F F S \/\/O\f/\oi/\/OH
m-1
Sj Sj Sj
HoN H,N

Abbildung 153: Thiol-Ene-Click-Chemie zur Seitenkettenfunktionalisierung von
PI-PEO-NW15-OH

AMBN
D PR
HS

H,N
n

Anhand der NMR-Spektren aus Abbildung 154 ist zu erkennen, dass die vinylischen Protonen
unter den jeweiligen Signalen im Produkt (rotes Spektrum) deutlich abgenommen haben. Die
Signale mit der chemischen Verschiebung von 5,75 ppm sind zum Beispiel im Produktspekt-
rum nicht mehr vorhanden. Das bedeutet, dass die Einheiten mit einer 1,2-Verkniipfung voll-

stindig, entweder mit dem Cysteamin-hydrochlorid oder in einer intramolekularen Cyclisie-

161



4. Ergebnisse und Diskussion

rungsreaktion, umgesetzt worden sind. Dass die Anbindung des Cysteamins erfolgreich war,
ist nicht nur anhand der Zunahme der Molmasse, sondern auch an den beiden neuen Signalen
mit den chemischen Verschiebungen von 2,56 ppm und 2,83 ppm zu belegen. Dass es zu ei-
ner intramolekularen Cyclisierung gekommen ist, ldsst sich anhand der Signaldnderung im
aliphatischen Bereich im roten NMR-Spektrum des Produktes feststellen. Vor allem das Sig-

nal mit der chemischen Verschiebung von 1,65 ppm ist den neugebildeten intramolekularen
Sechsringen zuzuordnen.[*- '
Durch die Anbindungen des Cysteamins hat sich der Gewichtsanteil das PEO-Blocks am Po-

lymer von w = 0,19 auf w = 0,11 verringert.

4.67

PI(NH2)-PEO-NW15-OH

PI-PEO-NW15-OH

o o
~ ® o
) <+ <

1.91

- 00091 {

— LEEL
- LESYL

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)

Abbildung 154 : "H-NMR-Spektren der Seitenkettenfunktionalisierung von
PI-PEO-NW15-OH

In der Tabelle 22 sind die Gesamtergebnisse aus den spektroskopischen und spektrometri-
schen Analysen zusammen gefasst.[67'68’ 183] (orpe0) = 1,13 g/cm3, oy = 0,89 g/cm3 und

_ 3
O(Cystemin-Hydrochlorid) = 0,89 g/cm”).

Tabelle 22: Zusammenfassung der Ergebnisse.

__“----
[g/mol] (PLiy) | (P | (PLig) [ (PEO)

| PI-PEO-NWI15-OH |0l 1,05 0,14
PInn2)-PEO-NW15-OH 15600 1,05 0 22 8 40 0,09
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4.8.2 Hydrodynamische Fokussierung

Durch die Veridnderung des hydrophilen Anteils des Polymers und der neuen basischen Ami-
nogruppe am Polyisoprenblock sollte zuerst eine mogliche pH-Wert Anderung untersucht
werden. Der pH-Wert betréigt 6,4 fiir PI-PEO-NW15-OH und 8,9 fiir PI(nu2)-PEO-NW15-OH.
Durch den héheren pH-Wert des funktionalisierten Polymers ist belegt, dass die Aminogrup-
pen am hydrophoben PI-Block eine positive Ladung tragen, wenn sie ins Wasser injiziert
werden. Die eventuell daraus resultierenden Verdnderungen im Verhalten der Selbstanord-
nung des Polymers sollen nun im Folgenden untersucht werden. Um die hochste Reprodu-
zierbarkeit zu erreichen, wurde auf die Vesikelpréparationsmethode der hydrodynamischen

Fokussierung im Mikrofluidikkanal zuriickgegriffen.[’"

4.8.2.1 Hydrodynamische Fokussierung des unfunk-
tionalisierten PI-PEO-Blockcopolymers

Zuerst wurde das unfunktionalisierte Polymer in einer 2,5 mg/mL-konzentrierten THEF-

Losung bei einem konstanten Stromungsverhéltnis von NK : HK : NK 400 : 100 :
400 [%L] durch den Mikrofluidikkanal geleitet, so dass eine 10 %ige THF-Wasser-

Polymerlésung entstand. Die so durchgefiihrte Uberstrukturbildung ist vergleichbar mit der
Inkjet-Methode!™ oder der klassischen Einspritzmethode™***., bei der die Polymer/THF-
Losung mit einer Spritze in die zehnfache Menge Millipore-Wasser gespritzt wird. Allerdings
kann durch die rein diffusionsgesteuerte Durchmischung der wéssrigen und THF-Losung eine
schmale GroBenverteilung der gebildeten Uberstrukturen und somit ein niedrigerer PDI erzielt
werden."*”! Bei den wissrigen Losungen in den Nebenkanilen (NK) handelte es sich um eine
0-1 M NaCl- Losung. Die Analyse der Proben erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung,

Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie.

Die GroBlenverteilungen der gebildeten Partikel nach der hydrodynamischen Fokussierung bei
unterschiedlichen Salzkonzentrationen sind in Abbildung 155 aufgetragen. Die Durchmesser
der Strukturen steigt im Durchschnitt von 98,28 nm bei einer 0,0 M NaCl-Losung auf
210,8 nm bei einer 1,0 M NaCl-Losung, wobei der PDI fiir die Natriumchloridkonzentration
von 0,0 M bis 0,9 M realtive konstant bei 0,25 + 0,04 liegt. Nunr beim letzten Messpunkt bei

einer Konzentration von 1,0 M des Natriumchlorides steigt der PDI auf 0,49 an.
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CNacn hydrodynami-
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Abbildung 155: Groflenverteilungen der hydrodynamischen Fokussierung im

Mikrofluidikkanal von PI-PEO-NW15-OH bei variierenden NaCl-Konzentrationen

Ob es sich bei den gebildeten Strukturen um Mizellen oder kleine Polymersomen handelt,
wurde anschlieBend mit Hilfe der Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie untersucht, da
die Teilchengroflen unterhalb der Auflosungsgrenze des Lichtmikroskops liegen. In der Ab-
bildung 156 werden die PartikelgroBen gegen die NaCl-Konzentrationen sowie exemplarisch
Cryo-TEM-Aufnahmen zweier Proben gezeigt. Die Probe mit einer NaCl-Konzentration von
0,1 M hat einen hydrodynamischen Partikeldurchmesser von 88,72 nm und zeigt einen ,, Po-
lymerteppich “, in dem bereits schon vesikulare Strukturen zu erkennen sind. Die Cyro-TEM-
Aufnahme der Probe 0,9 M zeigt vesikularen Strukturen und es sind freien Polymersomen

gebildet worden.

164



4. Ergebnisse und Diskussion

0,1 mol/L 0,9 mol/L

g
/

&
g

Partikeldurchmesser [nm]

300
200 i
- L
_ _ _ - W U
100 = U L . U L
o T T T T T T T 1
0 0,1 02 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0.8 0,9 1

C(NaCl) [mol/L]

Abbildung 156: Ergebnisse der hydrodynamischen Fokussierung von
PI-PEO-NW15-OH bei variierenden NaCl-Konzentrationen

4.8.2.1 Hydrodynamische Fokussierung des unfunk-

tionalisierten PIny;-PEO-Blockcopolymers
Im Folgenden soll nun untersucht werden, welche Strukturen bei der hydrodynamischen Fo-
kussierung des seitenkettenfunktionalisierten Polymers bei den unterschiedlichen NaCl-
Konzentrationen gebildet werden. Die einzelnen Proben wurden nach der Préparation im ers-

ten Schritt mittels dynamischer Lichtstreuung vermessen. Die dabei erhaltenen Daten sind in
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zusammen aufgetragen. Auf den ersten Blick féllt auf, dass im Vergleich zu den in gezeigten
Daten bei dieser Versuchsreihe bei niedrigen Salzkonzentrationen deutlich kleinere Partikel-
groflen erzielt wurden. So betrdgt der hydrodynamische Durchmesser der Teilchen der ersten
drei NaCl-Konzentrationen ca. 50 nm. Das bedeutet, dass die Partikel um die Hélfte kleiner
sind als die entsprechenden Teilchen in der Referenzversuchsreihe. Zudem ist die deutliche
Zunahme in der GroBenverteilung bis zu einer Gro3e von 131,9 nm im Durchmesser bei der
NaCl-Konzentration von 0,8 M zu erkennen. Bis zu dieser Probe waren die Messungen aller
vorherigen Proben monomodal und hatten einen Polydispersitdtindex von ungefahr 0,16. Die
Probe bei 0,8 M hingegen ist bimodal mit einem PDI von 0,41. Die beiden letzten Proben mit
den NaCl-Konzentrationen von 0,9 M und 1,0 M sind mit den PDIs von ca. 0,76 so polydis-

pers, dass anhand dieser Messergebnisse keine nachvollziehbaren Aussagen getitigt werden

konnen.
. A Couch | partikeldurch-
# / ‘m [mol/L] messer [nm]
Ll RN i
AR i)\ e —
. ‘./ i\\ \\\ :E:;::g::gg 56,8 0’14
NN Cor [
1.., 2 [ 05 | 61,0 0,13
Partikeldurchmesser [nm]
[ 06 | 77,6 0,19
106,3 0,19
[ 08 | 131,9 0,41
[ 09 | 491,4 0,75
662,5 0,77

Abbildung 157: Groflienverteilungen der hydrodynamischen Fokussierung im MF-Kanal
von PInu2)-PEO-NW15-OH bei variierenden NaCl-Konzentrationen

Ab der NaCl-Konzentration von 0,8 M kommt es nicht nur zu einem starken Anstieg der Po-
lydispersitit sondern auch einer deutlichen Triibung der Proben. Daher waren diese Proben
fiir eine Analyse mittels DLS ungeeignet und wurden mittels Fluoreszenz- und Durchlicht-
mikroskopie untersucht. Fiir die Untersuchung mit dem Fluoreszenzmikroskop wurden die
triiben Proben zunédchst mit dem hydrophoben Fluoreszenzfarbstoff Nile Red angeférbt. Die
Proben, die eine TeilchengroBe unterhalb der Auflosungsgrenze des Lichtmikroskops besit-

zen, wurden wiederum mittels Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Die
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Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 158 zusammengefasst indem die Parti-

kelgrofen gegen die NaCl-Konzentrationen aufgetragen worden sind.

Die Cryo-TEM-Aufnahme der Probe mit der NaCl-Konzentration von 0,0 M (blauer Rahmen)
weist unterschiedlichste Strukturen auf. Neben den Agglomeraten von fadenartigen und mi-
zellaren Strukturen fallen vor allem die, mit den weillen Pfeilen markierten, sichel- und spie-
geleiformigen Partikeln auf. Bei diesen Strukturen ist der Kontrast in der Mitte des Partikels
deutlich hoher als der in der Corona. Die Probe mit der NaCl-Konzentration von 0,1 M (oran-
gener Rahmen) zeigt in der Cryo-TEM-Aufnahme Strukturen, die frei in der Probe vorliegen.
Hier féllt auf, dass die sphérischen Mizellen beginnen, sich zu Stdbchenmizellen zusammen-
zulagern. Nebenbei sind weiter die sichel- und spiegeleiférmigen Strukturen deutlich sichtbar.
Vor allem sind hier vereinzelte, deformierte vesikulare Strukturen zu erkennen. Die ndchste
Cryo-TEM-Aufnahme stammt von der 0,4 M-Probe (gelber Rahmen). In der Aufnahme sind
hauptsdchlich nur noch Stdbchenmizellen und bereits einige Polymersomen zu erkennen.
Ahnliche Strukturen sind auch in den Cryo-TEM-Aufnahme der Probe mit der NaCl-
Konzentration von 0,6 M (brauner Rahmen) zu sehen. Die Probe mit der NaCl-Konzentration
von 0,7 M (violetter Rahmen) zeigt in der Cryo-TEM-Aufnahme kleine vesikulare Strukturen
sowie deformierte, gestapelte Polymerdoppelschichten. Ein schwarzer Pfeil markiert einen
Stapel solcher Polymerdoppelschichten, welcher in gekriimmter Form in der Aufnahme vor-
liegt, um sich vielleicht zu einem Polymersom zur Minimierung der Oberflichenenergie um-
zulagern.””) Die Probe mit der NaCl-Konzentration von 0,8 M weist eine Triibung der Proben-
16sung auf, und wurde daher mittels der Fluoreszenzmikroskopie (FLM) untersucht. Die Pro-
ben wurden fiir die Messung in ein Agarose-Gel eingebettet. Die FLM-Aufnahme zeigt Poly-
mersomen, die in Form einer Perlenkette miteinander verbunden sind. Steigt die NaCl-
Konzentration um eine weitere Stufe auf 0,9 M, dann zeigt die FLM-Aufnahme im griinen
Kasten wieder die Polymersomen-Perlenketten-Struktur, bei der die Anzahl der Vesikel pro
Kette im Vergleich zur der vorherigen Probe gestiegen ist. Die letzte untersuchte Probe dieser
Versuchsreihe hat eine NaCl-Konzentration von 1,0 M (roter Rahmen). Hier sind wieder die
Polymersomen-Perlenketten in der FLM-Aufnahme zu sehen. Die Vesikel sind fast aus-
schlieBlich direkt miteinander durch ein Polymerfilm verbunden. Die Polymersomen haben

im Mittel einen Durchmesser von ungeféhr 2 pm und sind nahezu monodispers.
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Abbildung 158: Ergebnisse der hydrodynamischen Fokussierung von PInu2)-PEO-
NW15-OH bei variierenden NaCl-Konzentrationen
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4.9 Mikrofluidik

Um das Adhésionsverhalten solcher Wirkstofftransportsystems besser verstehen zu konnen,
sollen nun zwei verschiedene Immobilisierungsmdglichkeiten untersucht werden, die kova-

lente und die Protein-Liganden Wechselwirkung.

Dazu wurde die MF-Kanéle in zwei Varianten verglast und mit unterschiedlich modifizierten
Polymersomen durchspiihlt. Die Verglasung wurde iiber ein Sol aus mit einer 1:1:1-Mischung
(Volumenanteil) aus Tetraethylorthosilikat (TEOS), Triethoxymethylsilan (MTES), Ethanol
und mit Salzsdure versetztem Wasser (pH = 4,5) hergestellt. AnschlieBend wurde dieses Ge-
misch in die MF-Kanéle gegeben, in denen vorher mittels Sauserstoffplasma Hydroxylgrup-

pen generiert wurden und in der Hitze bei 100 °C zum Gel umgesetzt wurden.

4.9.1 Synthese des 1,1,5-Trihydrooctafluoroamyl-/N-3--

ethoxysilylpropylaminopropanoat
Wird das TEOS gegen das 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) ausgetauscht, konnen
Aminogruppen auf der Glasoberflaiche im MF-Kanal generiert werden. Da aber das APTES in
Verbindung mit Feuchtigkeit prézipitiert, muss es vorher geschiitzt werden. Eine Moglichkeit
ist die in Abbildung 159 von E. Y. LADILINA et. al. entwickelte Methode. Dabei wird das
APTES mit 2,2,3,3,4,4,5,5-Octafluorpentylacrylat in einer Michael-Addition®** zum 1,1,5
trihydrooctafluoroamyl-N-3-triethoxysilylpropylaminopropanoat (geschiitztes APTES) umge-

setzt.

Lo

3 P \Aj)ié e mww

Abbildung 159: Synthese des 1,1,5-Trihydrooctafluoroamyl-/N-3-triethoxysilylpropyl-

aminopropanoat!**°
Die Umsetzung wurde anschlieBend NMR-spektroskopisch untersucht. Das gemessene 'H-

NMR-Spektrum ist in Abbildung 160 gezeigt. Die Signale des Zielmolekiils sind deutlich

zuzuordnen.
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Abbildung 160: NMR-Spektrum des 1,1,5-Trihydrooctafluoroamyl-/N-3-triethoxysilyl-

propylaminopropanoates

4.9.2 Nachweis der Aminogruppen im MF-Kanal

Das geschiitzte APTES sowie das MTES, salzsaures Wasser und Methanol, wurden in einer
Sol-Mischung vereinigt und in einen plasmabehandelten MF-Kanal injiziert. AnschlieBend
wurde der Mikrofluidikchip in der Warme bis zu einer vollstindigen Verglasung behandelt.
Fiir die Kontrollversuche wurden MF-Kanéle nach der oben beschriebenen Methode herge-
stellt. Durch Anbindung zweier unterschiedlich aktivierter Farbstoffe konnte der Nachweis
der Aminogruppen auf der Glasoberfldche belegt werden. Durch die Moglichkeit der kovalen-
ten Anbindung der beiden Farbstoffe ist auch gezeigt, dass eine Entschiitzung des APTES
nach der Verglasung nicht notwendig ist, da bei der salzsauren Gel-Bildung die Schutzgruppe
abgespalten worden ist und somit die Aminogruppen frei vorliegen. Der erste Nachweis ist
die Anbindung eines, wie Abbildung 161 dargestellt, aktivierten Rhodamin-B-Saurechlorids

11227 Dazu wurde das Natriumsalz des Rhodamins in

an die aminierte Oberfliche im MF-Kana
seiner protonierten Form mit Oxalylchlorid unter Ausschluss von Luftfeuchtigkeit und Sauer-

stoff umgesetzt und anschlieBend direkt in die Kanile injiziert.
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Abbildung 161: Rhodamin-B-Nachweis der Aminogruppen auf der Oberfliche im MF-

Kanal'??"!

In Abbildung 162 sind die FLM-Aufnahmen des Rhodamin-B-Nachweises der Aminogruppen
auf der Oberfliche im MF-Kanal gezeigt. Die Aufnahme A zeigt die Anbindung des Rhoda-
min-B an die aminierte Oberfliche im MF-Kanal. Der mit TEOS verglaste Kontrollversuch in
der Aufnahme B zeigt, wie erwartet, keine Anbindung des Farbstoffes an die Oberflédche. Das
Linienprofil der Fluoreszenzintensitéten rechts in der Abbildung 162 zeigt den deutlichen
Unterschied an den beiden Kanalwénden. Der mit TEOS verglaste Kanal zeigt an den Wén-
den, bei den Positionen 70 um und 220 pm, nur eine kleine Fluoreszenzintensitit. Im Ver-

gleich dazu zeigt der APTES-verglaste Kanal an den Kanalwénden, bei den Positionen 50 um

und 250 pm, eine deutlich hohere Fluoreszenz.

1oL

—TEDS verglaster Kanal
oo | —APTES verghaster Kanal

il
Posifion Jym]

Abbildung 162: FLM-Aufnahmen des Rhodamin-B-Nachweises der Aminogruppen auf
der Oberfliche im MF-Kanal

Die 3D-CLSM-Aufnahme in Abbildung 163, die in Zusammenarbeit mit SEBASTIAN WITH
vom ,, Lehrstuhl fiir Physikalische Chemie 1 aufgenommen wurde, zeigt, dass der Farbstoff

Rhodamin-B selektiv an die Oberflache der Kanalwand gebunden ist, ohne in das permeable

PDMS zu diffundieren.
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Abbildung 163: 3D-CLSM-Aufnahme des Rhodamin-B-Nachweises der Aminogruppen
auf der Oberfliche im MF-Kanal

Der zweite Nachweis wurde mit einem Carbonsiuresuccinimidylester des Alexa Fluor®488-
Farbstoffes durchgefiihrt. Durch die Aktivierung mit N-Hydroxysuccinimid ist dieser Farb-
stoff auf Aminogruppen spezifisch und kann somit die im MF-Kanal befindlichen Amino-

[228] Die daraus resultierenden Aufnahmen dieses Aminogruppennach-

gruppen nachweisen.
weises sind in Abbildung 164 gezeigt. Auch hier bringt ein Vergleich der Aufnahmen C und
D einen deutlichen Unterschied in den Fluoreszenzintensititen zwischen den mit APTES-
(Aufnahme C) und den mit TEOS- (Aufnahme D) verglasten Kanélen hervor. Dieser unver-

kennbare Gegensatz in den Intensitdten wird im Linienprofil der Fluoreszenzintensititen wie-

derum erkennbar.

—TEOS verglaster Kanal
— APTES verglaster Kanal

ﬂ oy, A
:: \w w el e
”f i.-mﬁ
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Position [pn]

Abbildung 164: FLM-Aufnahmen des Nachweises der Aminogruppen mit Alexa
Fluor®488-Farbstoff auf der Oberfliche im MF-Kanal***!

Auch die 3D-CLSM-Aufnahme, wie sie in Abbildung 165 gezeigt ist, belegt den Erfolg der

Farbstoffankniipfung und somit der erfolgreichen Aminofunktionalisierung.
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Abbildung 165: 3D-CLSM-Aufnahme des Nachweises der Aminogruppen mit
Alexa Fluor®488-Farbstoff auf der Oberfliche im MF-Kanal

4.9.3 Synthese eines aldehydfunktionalisierten PI-PEQO

Nachdem die Beschichtung der MF-Kanéle mit einem aminierten Glas ddurchgefiihrt wurde,
soll im Folgenden die Immobilisierung aldehydfunktionalisierter Polymersomen in diesen

MF-Kanélen vorgestellt werden.

Fiir die Immobilisierung der Polymersomen wurde zuerst ein PI-PEO Blockcopolymer mit
einer o-stindigen Hydroxylgruppe mittels der IBX-Oxidation (2-Iodoxybenzoesdure) zum
Aldehyd oxidiert. Die Spezifikation des PI-PEO ist in Tabelle 9 gezeigt. Die Umsetzung zum
Aldehyd wurde NMR-spektroskopisch und chromatographischen analysiert. Die dabei erhal-
ten Daten sind in Abbildung 166 dargestellt. Im "H-NMR-Spektrum (links) ist das Signal des
Wasserstoffatoms der Aldehydgruppe mit einer chemischen Verschiebung von 9,70 ppm
deutlich zu erkennen. Aus den Integralen unter den einzelnen Signalen ist eine fast quantitati-

ve Umsetzung, bezogen auf das Signal des PEO-Blocks, zu entnehmen.
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Abbildung 166: '"H-NMR-Spektrum von PI-PEO-20.2-Aldehyd

4.9.3.1 Immobilisierung der Aldehyd-Polymersomen
im MF-Kanal

Aus dem PI-PEO-20.2-Aldehyd-Blockcopolymer wurde mittels der Film-Hydratations-
Methode eine Polymersomenldsung prépariert, die mit dem Farbstoff Nile Red angefarbt und
anschliefend in einen mit aminiertem Glas beschichteten MF-Kanal geleitet. In Abbildung
167 wird eine FLM-Aufnahme von Polymersomen in einem MF-Kanal im ,,steady state*
gezeigt. Nur unter diesen Bedingungen ist eine Immobilisierung, durch Ausbildung einer

Schift’-schen Base, moglich.

104 pm

Abbildung 167: FLM-Aufnahme von Polymersomen in einem mit aminiertem Glas be-
schichteten MF-Kanal bei einer Flussgeschwindigkeit von 0 pL/h
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Um ein ausreichende Anzahl an immobilisierten Polymersomen im MF-Kanal zu erreichen,
ist eine Anhaftungszeit von 18 Std von Noéten. In Abbildung 168 sind exemplarisch zwei

FLM-Aufnahmen von immobilisierten Aldehyd-funktionalisierten Polymersomen in einem

mit aminiertem Glas beschichteten MF-Kanal gezeigt.

SLILY 10um

Abbildung 168: FLM-Aufnahmen von immobilisierten Aldehyd-funktionalisierten Po-
lymersomen in einem mit aminiertem Glas beschichteten MF-Kanal

Eine 3D-CLSM-Aufnahme von einem mit aminiertem Glas beschichteten MF-Kanal, in dem
aldehydfunktionalisierte Polymersomen immobilisiert sind, zeigt Abbildung 169. Hier sind
die aufgrund der flexibleren Polymersomenmembran typischen, flachen immobilisierten

PI-PEO-Vesikelformen mit Pfeilen markiert.['*"]

Abbildung 169: 3D-CLSM-Aufnahmen von immobilisierten Aldehyd-funktionalisierten

Polymersomen in einem mit aminiertem Glas beschichteten MF-Kanal

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es moglich ist, Aldehyd-funktionalisierte

Polymersomen in einem mit aminiertem Glas beschichteten MF-Kanal zu immobilisieren.
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4.9.4 Avidinbeschichtung der MF-Kanale

Nachdem die kovalente Immobilisierung von Polymersomen im MF-Kanal gezeigt wurde,
soll im Folgenden die Protein-Liganden-vermittelte Immobilisierung von biotinylierten und
Kohlenhydrat-gebunden Polymersomen im proteinbeschichteten MF-Kanal vorgestellt wer-
den. Als Modellsystem der Protein-Liganden-Bindungen wurden ein Biotin-Avidin- und ein
Lektin-Kohlenhydrat-System getestet. Die stirksten und bekanntesten Proteinkomplexe mit
relativ einfachen organischen Molekiilen treten bei der Bindung von Biotin mit Avidin und
Streptavidin auf. Die Assoziationskonstante des Streptavidin-Biotin-Komplexes betrigt 2,5
10" mol”, die Gibbs-Bindungsenergie -18 kcal mol™. Der AG-Wert des Avidin-Biotin-Kom-
plexes betrigt sogar -21 kcal mol™. Wichtiger Bestandteil des Bindungsvorgangs ist eine

Aufklappbewegung des Proteins, welche die Bindung von Biotin erleichtert./**”!

4.9.4.1 Saurefunktionalisierung der MF-Kanals

Die Proteinbeschichtung konnte wie im Folgenden dargestellt realisiert werden. Die Amino-
gruppen des beschichteten MF-Kanals wurden mittels Maleinsdureanhydrid, wie in Abbil-

dung 170 dargestellt, zu Carbonsiduren umgesetzt.

COOH _COOH _COOH _COOH

- Yy
SSSS -N@EE

’\/\/\/\/\ /\/\/\/\

Abbildung 170: Saurefunktionalisierung des mit aminiertem Glas beschichteten MF-
Kanals 2"
Ami
Die Funktionalisierung konnte anschlieBend mit Hilfe des Indikators Thymolblau nachgewie-
sen werden. Der Indikator erscheint im neutralen Bereich gelb und schldgt seine Farbe im
Sauren zu Rot um. In den Aufnahmen (Abbildung 171) ist die Farbverdnderung der Thymol-
blaulésung nach dem Durchfluss durch den sdurefunktionalisierten MF-Kanal im Vergleich

zu den mit TEOS-verglasten (-OH) und dem mit aminiertem Glas beschichteten MF-Kanal (-

NH,) deutlich zu erkennen.
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Thymolblau:
pH-Wertt 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abbildung 171: Thymolblau nach Durchfluss durch hydroxy-, amino- und
siurefunktionalisierte MF-Kanile (oben) und pH-Wert-Farbskala von Thymolblau

(unten)

Anhand der UV-VIS-Spektren, wie sie in Abbildung 172 dargestellt sind, wird durch die Ver-
anderung der Absorptionsmaxima von 429 nm bei der reinen Thymolblaulosung (gelbes
Spektrums) tiber 436 nm des TEOS verglasten (violettes Spektrum) und des mit aminiertem
Glas beschichteten MF-Kanals (oranges Spektrum) bis hin zum Absorptionsmaximum von

548 nm beim sdurefunktionalisierten MF-Kanal die Farbverdnderung und somit die erfolgrei-

che Umsetzung deutlich.

Thymolblau

PYTR — COOH funkt. Kanal
—OH funkt. Kanal
035 | —NH2 funkt. Kanal
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Abbildung 172: UV/Vis-Spektren von Thymolblau in aminierten, hydroxy- und

saurefunktionalisierten Glas beschichteten MF-Kanaile

4.9.4.2  Avidinbeschichtung im MF-Kanal

AnschlieBend konnten {iber eine NHS-Aktivierung der Carbonsduren das Avidin-D und Strep-

tavidin kovalent an die Oberfliche des MF-Kanals gebunden werden.!'** '*% 2 Die Protein-
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beschichtung wurde im Anschluss durch die Anbindung eines biotinylierten Fluorescein

nachgewiesen.

COOH _COOH _COOH _COOH

WYY e
Q Q Q S - et

‘}\ S \ / ~ / ~No \O/I Glassoberfliche im MF-Kanal

Abbildung 173: Kovalente Avidinbeschichtung des saurefunktionalisierten
MF-Kanals!'?* 12¢l

In Abbildung 174 sind die FLM-Aufnahmen des Avidin-D-Nachweises mit biotinylierten
Fluorescein sowie das Linienprofil der beiden Aufnahmen gezeigt. Es ist deutlich zu erken-
nen, dass die schwarz umrandete Aufnahme (Avidin-D beschichteter MF-Kanal) eine intensi-
vere Fluoreszenz zeigt als die Aufnahme mit dem roten Rahmen (sédurefunktionalisierten MF-
Kanal). Im Linienprofil sind die unterschiedlichen Fluoreszenzintensitdten der beiden Kanéle

gezeigt.

Biotinyliertes Fluoreszin in modifizierien MF-Kandlen
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Abbildung 174: FLM-Aufnahme des Avidin-Nachweises auf der Oberfliche im
MF-Kanal mit FITC-Biotin

rel. Intensitat

Eine 3D-CLSM-Aufnahme des Avidin-D-beschichteten MF-Kanals, wie sie in Abbildung 175
dargestellt ist, zeigt die Proteinschicht auf der Oberflache des MF-Kanals.
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Abbildung 175: 3D-CLSM-Aufnahme des Avidin-Nachweises auf der Oberfliche im
MF-Kanal mit FITC-Biotin

Analog zum Nachweis des Avidin-D’s konnte auch, wie in Abbildung 176 dargestellt, das
Streptavidin nachgewiesen werden. Auch hier zeigt die Aufnahme mit dem schwarzen Rah-
men (Streptavidin beschichteter Kanal) eine hohere Fluoreszenz an den Kanalwinden als die
Kontrollaufnahme des sdurefunktionalisierten Kanals mit dem roten Rahmen. Das Linienpro-

fil der beiden Aufhahmen verdeutlicht den Unterschied in den Fluoreszenzintensititen.

rel. Intensitat

Abbildung 176: FLM- Aufnahme des Streptavidin-Nachweises auf der Oberfliche im
MF-Kanal mit FITC-Biotin

Die 3D-CLSM-Aufnahme des Streptavidin beschichteten Kanals, wie in Abbildung 177 dar-
gestellt, zeigt wieder die Proteinschicht auf der Oberflache des MF-Kanals.

179



4. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 177: 3D-CLSM-Aufnahme des Streptavidin-Nachweises auf der Oberfliche
im MF-Kanal mit FITC-Biotin

Als Alternative zur kovalenten Anbindung des Avidin konnte auch die Protein-Liganden-An-
bindung von Avidin im MF-Kanal realisiert werden. Dazu wurden, wie in Abbildung 178
schematisch dargestellt, die Oberfliche des mit aminiertem Glas beschichteten MF-Kanals

mit NHS-Biotin umgesetzt und anschlieBend mit FITC-Biotin beschichtet.[** ']

Beschichtung mit
FITC-Avidin i

6655 —> @m@ -

/ ¢ 7N / N / o
/ "~ / "~ / "~ / "~o Glassoberfliche im MF-Kanal

Abbildung 178: Protein-Liganden-Bindung des Avidin an die Oberfliche des mit

aminiertem Glas beschichteten MF-Kanals, basiert auf Lit.®!

Die 3D-CLSM-Aufnahmen des beschichteten Kanals zeigen eine sehr homogene Proteinbe-

schichtung.

Abbildung 179: 3D-CLSM-Aufnahme mit FITC-Avidin beschichteten MF-Kanals'®!

180



4. Ergebnisse und Diskussion

4.9.4.3 Immobilisierung von biotinylierten Polymer-

somen im avidinbeschichteten MF-Kanal

Nachdem die MF-Kanédle mit den Proteinen erfolgreich beschichtet wurden, konnte nun im
Folgenden, wie schematisch in Abbildung 180 dargestellt, die Immobilisierung von biotiny-
lierten Polymersomen aus Abschnitt 4.2.1 im avidinbeschichteten MF-Kanal untersucht wer-

den.

®<_

Abbildung 180: Schematische Darstellung der Immobilisierung der biotinylierten

Polymersomen in avidinbeschichteten MF-Kanilen

Dazu wurden die Polymersomen mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 pL/h durch den mit
Avidin-D kovalent gebundenen Kanal gespiilt. Bereits nach 2 Minuten konnten immobilisierte
Strukturen mittels Fluoreszenz- und Konfokalmikroskopie, wie in Abbildung 181 gezeigt,

beobachtet werden.

Abbildung 181: FLM- (links) und 3D-CLSM-Aufnahmen (rechts) von biotinylierten
Polymersomen im avidinbeschichteten MF-Kanal wihrend Pufferdurchfluss von

10 pL/h

Die Immobilisierung der biotinylierten Polymersomen wurde weitergehend mit Hilfe einer

Hochgeschwindigkeitskamera untersucht. Dabei konnte ein Video aufgenommen werden, das
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4 im Fluss befindliche Polymersomen zeigt, wovon eines immobilisiert. In Abbildung 182
sind Standbilder aus diesem Video bei unterschiedlichen Zeiten (0 s / 1,4 s / 3,0 s und 3,3 s)
gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich zunichst alle 4 bunt markierten Polymersomen
von rechts nach links bewegen. Zwischen den Zeitabschnitten 3,0 und 3,3 s bewegen sich
jedoch nur noch 3 dieser Polymersomen (griin, orange und blau markiert). Das rot markierte

Polymersomen blieb folglich an der Kanalwand haften.

Abbildung 182: Standbilder aus dem mittels einer Hochgeschwindigkeitskamera

aufgenommenen Video nach unterschiedlichen Zeiten (0 s, 1,4 s, 3,0 s, 3,3 5)

Auch im MF-Kanal, in dem das FITC-Avidin {iber die Protein-Liganden-Bindung beschichtet
wurde, konnten nach 5 Minuten und einer Flussgeschwindigkeit von 50 pL/h biotinylierte
Polymersomen immobilisiert werden. In Abbildung 183 sind die 3D-CLSM-Aufnahmen der

immobilisierten Polymersomen gezeigt.
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Abbildung 183: 3D-CLSM-Aufnahmen von biotinylierte Polymersomen im
avidinbeschichteten MF-Kanal (Protein-Liganden-Bindung) wihrend Pufferdurchfluss
von 50 pL/h!®!

4.9.4.4 Immobilisierung von zuckerfunktionalisier-

ten Polymersomen

Nachdem die Immobilisierung der biotinylierte Polymersomen erfolgreich zeigt werden konn-
te. Soll im Folgenden das Adhésionsverhalten von Zucker funktionalisierten Polymersomen
untersucht werden. Dazu wurde ein biotinyliertes Lektins, wie in Abbildung 184 dargestellt,
die Oberfliche der Avidin beschichteten Kanalwand gebunden. Fiir die Untersuchungen
wurde ein biotinyliertes Sojabohnen Agglutinin (SBA), welches spezifisch an N-Acetyl-a-D-

Galactosamin und B-D-Galactose bindet, verwendet.

Lectin (SBA)
I Biotin I I I
Avidin coating with Avidin
| | | Lectin | | |
UYN” OYN” OYN“ OYN‘I OYN” OYN“
i \ \ w \ \
‘ Glassurfaces in MF-Channel | ‘ Glassurfaces in MF-Channel I

Abbildung 184: Schematische Darstellung der Lektin-Beschichtung iiber eine Avidin-
Biotin-Sandwich-Bindung
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Eine HEPES-Pufferlosung des biotinylierten Lektins mit einer Konzentration von 1 mg/ml
wurde iiber Nacht in die avidinbeschichteten Kanéle geben, luftdicht bei 4 °C gelagert und am

nichsten Tag mit freigespiilt.

Aus dem Zucker-funktionalisierten Polymer von Abschnitt 4.2.4 wurden mittels der Ein-
spritzmethode in HEPES-Puffer (10 mg/ml) die Uberstrukturen pripariert und anschlieBend
mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 pl/h durch die lektinbeschichteten MF-Kanéle geleitet.
Bereits nach wenigen Sekunden konnten erste adhdrierte Polymerstrukturen im Kanal beo-
bachtet werden, wie in der FLM-Aufnahmen von Abbildung 185 zu sehen ist. Einige davon
sind durch blaue Kreise markiert. Die FLM-Aufnahme zeigt einen Ausschnitt des MF-Kanals
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Wihrend der Aufnahme wurde die Losung weiterhin mit
10 pl/h durch den Kanal geleitet. Des Weiteren sind bewegende Polymerstrukturen zu erken-
nen, die aufgrund der langen Belichtungszeit als Striche erscheinen (markiert durch einen

gelben Kreis).

Abbildung 185: FLM-Aufnahme von Nile Red markierten, Galactose-funktionalisierten
Polymerstrukturen im einem biotinylierten SBA-Lektin beschichteten MF-Kanal bei

einer Durchflussgeschwindigkeit von 10 pl/h

Nach einer Durchflusszeit der Polymerlosung von 5 Minuten wurde der MF-Kanal mit reinem
HEPES-Puffer fiir 45 Minuten durchgespiilt, so dass alle nicht immobilisierten Polymerstruk-
turen aus dem MF-Kanal entfernt worden sind. AnschlieBend wurde dieser Kanal nach adha-
rierten Strukturen untersucht. Wéahrend der Untersuchung wurde weiterhin konstant mit einer
10 pl/h-Pufferlésung durch den Kanal gepumpt, um sicher zu gehen, dass die Strukturen tat-
sichlich immobilisiert sind. Abbildung 186 gibt einen Uberblick iiber die detektierten Struk-
turen. Dazu wurden bei diesem Versuch in regelmiBigen Abstinden Aufnahmen des MF-
kanals angefertigt. Die Aufnahmen zeigen, dass entlang des Kanalverlaufs einige adhérierte

Polymerstrukturen zu finden sind. Zudem ist auffillig, dass am Anfang des Kanals die Anzahl
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an adhérierten Strukturen erhoht ist. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass die Lek-

tinbeschichtung am Anfang des Kanals dichter ist als am Ende.

-
> i : %
- 0 |
— - - - -  — — &
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Abbildung 186: Nile Red angefirbte Polymerstrukturen aus Galactose-
funktionalisiertem PEO-PLA immobilisiert im mit biotinyliertem SBA-Lektin

beschichteten MF-Kanal

Wihrend der Mikroskopie wurde konstant mit 10 pl/h-HEPES-Puffer durch die Kanile ge-
spiilt. Als Negativkontrolle wurden die funktionalisierten Polymersomen durch einen nicht
proteinbeschichten MF-Kanal unter identischen Bedingungen geleitet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 187 zusammengefasst. Aus ihnen geht eindeutig hervor, dass nur sehr wenige
kleine adhérierte Strukturen zu finden sind. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die mit Galactose
funktionalisierten Polymerstrukturen im lektinbeschichteten MF-Kanal hauptsdchlich {iber

spezifische Wechselwirkungen zwischen Galactose und dem SBA-Lektin im Kanal haften

== = — — — — — — - %
2 — —d —J — — — —J =]

—

Abbildung 187: Nile Red angefirbte Polymerstrukturen aus Galactose-
funktionalisiertem PEO-b-PLA im unbeschichteten PDMS-Mikrokanal

Wihrend der Mikroskopie wurde konstant mit 10 pul/h-HEPES-Puffer durch die Kanile ge-
spiilt. Die abgebildeten Kanéle haben eine Breite von 150 um.
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S Experimenteller Teil

5.1 Verwendete Gerite

5.1.1 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Alle NMR-Spektren an der Universitdit Hamburg wurden von INGE SCHULT oder
CHRISTOPH WUTZ mit einem Gerdt von Bruker des Typs AMX-400 (400 MHz) und an der
Universitidt Bayreuth mit einem Gerét der Firma Bruker des Typs Avance 300 Spektrometer
(300 MHz) jeweils bei 298 K aufgenommen. Als Losungsmittel dienten bei allen Proben deu-
teriertes Chloroform bzw. Wasser von Aldrich. Die Kalibrierung der Signale erfolgte auf das
protonierte Signal des Losungsmittels. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm MestRec

Version 4.5.6.0.

5.1.2 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Fiir die GPC-Analysen wurden vier Trennsdulen (je 300 x 8 mm, SDplus, 5 um) von MZ
verwendet. Die Durchmesser der Poren der Saulenfiillung betrugen in FlieBrichtung: 10°, 10°,
10° und 100 A und wurden auf 25 °C temperiert. Die hergestellten Polymere wurden mit einer
Konzentrationen von 1,5-3,0 g/L in Chloroform bzw. THF als Elutionsmittel gemessen. Die
Losungsmittel wurden mit einem Entgaser der Firma Uniows (DP 2010) entgast. Die GPC-
Pumpe wurde von Thermo Separation Products (P100) bezogen und wurde mit einer Flussrate
bei allen Messungen von 1,0 mL/min betrieben. Die Detektion der Signale erfolgte mit einem
UV-Detektor (Spectra Series UV150) sowie einem RI-Detektor (Shodex 71). Die Kalibration
erfolgte mittels engverteilter Polymerstandards der Firma PSS. Die Messwertaufnahme, sowie
die Auswertung der aufgenommenen Daten erfolgte mit der Software HS NTeqGPC,
Version 5.1.5.

5.1.3 MALDI-ToF-Analysen

Die MALDI-ToF-MS-Messungen erfolgten an der Universitit Hamburg an einem an einem
M@]Idi L, einem linearen Instrument der Firma Micromass Ltd. (jetzt Waters), welcher mit

einem Stickstofflaser (A = 337 nm) ausgerlistet war. Die Source Voltage betrug wihrend der
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Messungen 15000 V, die Pulse Voltage 2000 V. Zur Detektion und Auswertung der Messda-
ten kam das Programm MassLynxTM 4.0 zur Anwendung. An der Universitidt Bayreuth wur-
den die MALDI-ToF-MS-Messungen am Lehrstuhl fiir Makromolekulare Chemie 2 von
ANNIKA PFAFFENBERGER, MELANIE FORTSCH oder CHRISTOPHER SYNATSCHKE
mit einem Gerét der Firma Bruker des Typs Reflex III durchgefiihrt. Das Gerét ist ausgestattet
mit einem Stickstofflaser (A = 337 nm) im Reflektron und Linear Modus bei einer 20 kV Be-
schleunigungsspannung. Zur Bestimmung der molekularen Masse und als Ionisierungsrea-
genz wurden als Matrix Silbertrifluoracetat (AgTFA) und Trans-2-[3-(4-tert-butylphenyl)-2-
methyl-2-propenylidene]malononitril (DCTB) verwendet.

5.1.4 UV/Vis-Spektroskopie
Die UV/Vis-Spektren wurden mit einem Gerédt der Firma Agilent des Typs 8453 UV-Vis-

Spektrometer sowie dem Programm Spectrophotometer (Online) [UV-Vis] aufgenommen.

(Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel 2010.)

5.1.5 Fluoreszenzspektroskopie

Die 2D- und 3D-Fluoreszenzspektren wurden mit dem Gerét der Firma Jasco des Typs FP-
6500 Spektrofluorometer sowie dem Programm Jasco-Spectra-Manager aufgenommen. Die
Messungen wurden in THF mit einer Polymerkonzentration von 1-2 mg/mL durchgefiihrt.

(Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel 2010.)

5.1.6 UV-Lampe

Die photoinduzierte Thiol-Ene-Click-Reaktionen wurden mit einer UV-Lampe des Typs HBO
50 Quecksilberdampf-Kurzbogen L1 durchgefiihrt.

5.1.7 NEMESYS-Spritzenpumpen

Um bei den Experimenten in den mikrofluidischen Kanilen die eingesetzten Losungen mit
einer gleichméBigen Flussrate durchleiten zu kdnnen, wurden Prézisions-Spritzenpumpen der

Firma Cetoni GmbH des Typs neMESYS (New Modular Extensible Syringepump System)
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verwendet. Diese Spritzenpumpen ermoglichen gleichmiBige und pulsationsfreie Fluidstrome
in Bereichen von Millilitern und Nanolitern pro Sekunde und genaueste Dosierung kleinster
Fluidmengen. Zudem ist das Pumpensystem genau auf die verwendeten Spritzen (hier: Hamil-
ton 1-0,5 ml Glaspritzen) einstellbar. Der Aufbau erfolgte mittels dreier Dosiereinheiten, wel-

che unabhingig voneinander mit Hilfe des NEMESYS® User-Interface v1.29 steuerbar sind.

5.1.8 Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie

Fiir alle durchlicht- und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden die inversen
Mikroskope der Firma Zeiss des Typs Axiovert S100 oder Firma Olympus des Typs 1X71
verwendet. Beide Mikroskope waren mit einer digitalen Mikroskopkamera ausgestattet (Zeiss
Axiocam HRc und Olympus XC30). Die Untersuchungen der Polymersomen und / oder der
MF-Kanéle erfolgte durch Objektive mit 4-, 10-, 20-, 40- und 100-facher VergroBerung. Das

Objektiv mit der 100-fachen VergroBerung war ein Olimmersionsobjektiv.

5.1.9 Konfokale Laser-Rastermikroskopie

Alle CLSM-Aufnahmen wurden an einem Gerit des Typs Zeiss LSM 710 in Verbindung mit
der Software ZEN 2008 aufgenommen. Dabei konnten mehrere Laser (Argon: 458 nm, 488
nm, 514 nm; HeNe: 543 nm, 633 nm; Diode: 405 nm) und Objektive (5x, 10x, 20x, 63x,
100x) verwendet werden. In der Regel wurde das 63-fach-Olimmersionsobjektiv fiir die Un-

tersuchungen eingesetzt.

5.1.10 Cryo-TEM

Die Cryo-TEM-Messungen wurden an der Universitit Bayreuth, Institut fiir Makromolekiil-
forschung von MARKUS DRECHSLER an einem Gerit des Typs Zeiss EM922 Omega durch-
gefiihrt.
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5.2 Aufreinigungen der verwendeten Materialien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Co. LLC, Vereinigte Staaten,
Acros Organics, Belgien und anderen Anbietern erworben und ohne weitere Aufreinigung
verwendet. Losungsmittel wurden wenn notig vor der Verwendung im Vakuum destilliert.
Das THF wurde tiber Natrium/Kalium-Legierung und das Chloroform wurde iiber P,Os und
CaH; getrocknet. Als Indikator fiir die THF-Trocknung diente Benzophenon.

Die Polymerisationsreaktionen wurden in einer geschlossenen Glasanlage unter Argon-
Atmosphédre durchgefiihrt. Das Argon wurde zuvor {iber eine Phosphorpentoxid/Orangegel-
Sdule und anschliefend in drei Waschflaschen mit einer Natrium-Kalium-Legierung in Bis(2-

methoxyethyl)ether (Diglyme) getrocknet.

Alle anderen luftempfindlichen Reaktionen wurden unter Stickstoffatmosphire durchgefiihrt.

Der Stickstoff wurde zur Trocknung iiber eine Phosphorpentoxid/Orangegel-Saule geleitet.

5.2.1 Aufreinigung des Ethylenoxids
Fiir das Ethylenoxid wurde unter Inertgasatmosphére eine dreistufige Aufreinigungskaskade
bei -50 °C fiir jeweils 30 bis 60 min durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde das EO {iber Calci-
umhydrid, im zweiten Schritt {iber einem Natriumspiegel und im letzten Schritt liber sec-
Butyllithium geriihrt. Die Abmessung der EO-Menge erfolgte in einer graduierten

Glasampulle.

5.2.2 Aufreinigung des Isoprens

Fiir das Isopren wurde unter Inertgasatmosphire eine zweistufige Aufreinigungskaskade bei
70 °C fiir jeweils 60 min durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde das Isopren iiber Calciumhyd-

rid und im letzten Schritt iiber Dibutylmagnesium geriihrt.

5.2.3 Aufreinigung des e-Caprolactons

Fiir das e-Caprolacton wurde unter Inertgasatmosphére eine zweistufige Aufreinigungskaska-
de durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde das e-Caprolacton mehrere Tage iiber Phosphorpen-

toxid und im zweiten Schritt zwei Tage liber Calciumhydrid geriihrt. AnschlieBend wurde das
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Monomer mittels einer fraktionierten Vakuumdestillation bei 90 °C auf ein aktiviertes Mole-

kularsieb kondensiert und aufbewahrt.

5.3 Allgemeine Synthesevorschriften zur Darstellung

der Polymere

5.3.1 Darstellung des Diphenylmethylkaliums

In 20 mL THF werden 4,23 g (33,0 mmol, 1,10 eq) Naphthalin gelost, anschlieBend mit
1,17 g (29,9 mol, 1,00 eq) Kalium versetzt und iiber Nacht bei RT geriihrt. Die resultierende
tief dunkelgriine Naphthylkaliumlosung wurde mit 5,53 mL (330 mmol, 1,10 eq) Diphenyl-
methan versetzt und weitere 3 Tage bei RT geriihrt, bis die Losung eine tief-dunkelrote Farbe

annahm.

5.3.2 Darstellung des Polyisopren-Homopolymers

Das aufgereinigte Isopren wurde auf gefrorenes abs. THF kondensiert. Nachdem das abs.
THF vollstindig geschmolzen war, wurde durch Hinzugabe von sec-BuLi die Polymerisation
initiiert. Die Reaktion wurde bei — 60 °C {iber Nacht geriihrt und anschlieBend mit getrockne-
tem EO abgebrochen. Zur Aufreinigung erfolgte die Fallung des Polymers aus kaltem Metha-

nol.
'H-NMR (300 MHz, CDCls, 8/ppm) =

56-60 (m, 1H, H-10); 4,5-5,1 (m, 5H, H-5, H-11, H-14); 3.6 (s, 4H, H-16, H-17);
1,6 — 2,3 (m, 5H, H-6, H-12, H-15); 1,5 (s, 6H, H-7, H-13); 0,8 — 1,4 (m, 16H, H-1, H-2, H-3,
H-4, H-8, H-9).
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5.3.3 Darstellung des Polyisopren-Polyethylenoxid-

Blockcopolymers

Das Polyisopren-Homopolymer wurde in ca. 800 mL abs. THF geldst und mit Diphenylme-
thylkalium bis zum Aquivalenzpunkt titriert. AnschlieBend wurde das aufgereinigte EO auf
die Polyisopren/THF-Losung kondensiert und fiir drei Tage in einem Wasserbad bei 40 °C
geriihrt. Der Abbruch der Reaktion erfolgte mittels 2 mL Eisessig. Zur Aufreinigung erfolgte

die Fallung des Polymers aus kaltem Aceton.
"H-NMR (300 MHz, CDCl3, §/ppm) =

5,6 — 6,0 (m, 1H, H-10); 4,5 — 5,1 (m, 5H, H-5, H-11, H-14); 3,6 (s, 4H, H-16, H-17, H-18, H-
19, H-20); 1,6 —2,3 (m, 5H, H-6, H-12, H-15); 1,5 (s, 6H, H-7, H-13); 0,8 — 1,4 (m, 16H,
H-1, H-2, H-3, H-4, H-8, H-9).

5.3.4 Darstellung des Polyethylenoxid-Homopolymers

In 800 mL abs. THF wurden 991 mg (7,23 mmol, 1 eq) Tyramin geldst und mit 7,23 mL
(7,23 mmol, 1 eq) Phosphazenbase versetzt. AnschlieBend wurden 70 mL (1,4 mol, 193 eq)
des aufgereinigten EO aufkondensiert. Die Reaktionslosung riihrte fiir drei Tage bei 40 °C.
Der Abbruch geschah durch Zugabe von 2 mL Eisessig. Zur Aufreinigung erfolgte die Fil-
lung des Polymers aus kaltem Diethylether.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, &/ppm) =

7,11 (d, 2H, H-3); 6,86 (d, 2H, H-4); 4,07 (m, 2H, H-5); 3,86 (m, 2H, H-6); 3,6 (s, 4H, H-7,
H-8); 3,39 (m, 4H, H-9, H-10); 2,66 (m, 4H, H-1, H-2).

5.3.5 Darstellung des Polyethylenoxid-Polylactid-

Blockcopolymers

Das Polyethylenoxid-Homopolymer wurde in ca. 800 mL abs. THF gelost und mit Diphenyl-
methylkalium bis zum Aquivalenzpunkt titriert. AnschlieBend wurden ca. 50 g/L des Lactids
in abs. THF gelost und mittels einer Umdrucknadel in die Polyethylenoxid/THF-Losung iiber-
fiihrt. Das Reaktionsgemisch riihrte daraufthin fiir sechs Stunden bei RT. Der Abbruch der
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Reaktion erfolgte mittels 2 mL Isopropanol. Zur Aufreinigung erfolgte die Féllung des Poly-

mers aus kaltem Isopropanol.
'H-NMR (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,11 (d, 2H, H-3); 6,86 (d, 2H, H-4); 5,13 (m 2H, H-11, H-13); 4,13 (m, 3H, H-10, H-15);
4,07 (d 2H, H-5); 3,86 (m, 4H, H-6, H-9); 3,6 (s, 4H, H-7, H-8); 3,39 (m, 4H, H-9, H-10);
2,66 (m, 4H, H-1, H-2); 1,54 (m 9H, H-12, H-14, H-16).

5.3.6 Darstellung des Polycaprolacton-Homopolymers

9,4 mL (88 mmol) des aufgereinigten e-Caprolactons wurde in 500 mL abs. THF gel6st und
mit 2,1 mL (3,5 mmol) einer 1,65-molaren DPMK-Losung versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde fiir 20 Std. bei RT gertihrt und mit Isopropanol abgebrochen. Zur Aufreinigung erfolgte
die Fallung des Polymers aus kaltem n-Heptan. Der daraus resultierende Feststoff wurde in
200 mL Dichlormethan geldst und dreimal mit je 150 mL Wasser gewaschen. Die wissrigen
Phasen wurden vereinigt und mit 100 mL DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Pha-

sen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockne eingeengt.
'H-NMR (300 MHz, CDCl3, §/ppm) =

7,37 — 7,22 (m, 10H, Harom); 5,02 — 4,98 (m, 1H, H-1); 4,09 — 4,05 (t, 2H, H-6); 3,63 (dd, 2H,
H-7); 2,35 — 2,26 (t, 2H, H-2); 1,71 — 1,55 (m, 4H, H-3, H-5); 1,46 — 1,34 (m, 2H, H-4).
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5.4 Darstellungen der niedermolekularen

Verbindungen

5.4.1 Darstellung des 1,1,5-Trihydrooctafluoroamyl-/V-
3-triethoxysilylpropylaminopropanoats
2,21 g (9,99 mol, 1,0 eq) 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) und 2,86 g (9,99 mmol,
1,0 eq) 1,1,5-Trihydrooctafluoroamylacrylat wurden bei RT zusammengegeben und einen

Tag geriihrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch im Vakuum bis zur Trockne einge-

engt.
'H-NMR (300 MHz, CDCl3, §/ppm) =

6,01 — 6,00 (m, 1H, H-9); 4,65 —4,55 (m, 1H, H-8); 3,92 — 3,65 (m, 6H, H-2); 3,00 — 2,82 (
m, 2H, H-6); 2,73 — 2,45 (m, 4H, H-7, H-5); 1,63 — 1,57 (m, 2H, H-4); 1,35 — 0,86 (m, 9H, H-
1), 0,71 — 0,55 (m, 2H, H-3).

5.4.2 Darstellung der 1,2,3,4,6-Penta-0-acetyl-D-

Galactose

15 g (0,09 mol, 1,0 eq) Galactose wurden in 500 mL Essigsdureanhydrid gelost und iiber
Nacht bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung im Vakuum eingeengt und in
Dichlormethan aufgenommen und mehrfach mit 1,0 M Salzsdure und ges. Na,COs-Ldsung
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das

Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt im Hochvakuum getrocknet.
'H-NMR (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

5,68 (d, J=8,4 Hz, 1H, H-1); 5,41 (d, J=3,3 Hz, 1H, H-3); 5,31 (t, J=8,4 Hz, 1H, H-2);
5,07 (dd, J= 3,4 Hz, 7,0 Hz, 1H, H-4); 4,0 - 4.2 (m, 2H, H-6); 2,21 (s, 3H, H-7); 2,14 (s, 3H,
H-8); 2,02 (br, 6H, H-10, H-9); 1,97 (s, 3H, H-11).
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5.4.3 Darstellung des Tetra-0O-acetyl-a-D-galactosylbro-

mids
10 g (25,62 mmol, 1,0 eq) Tetra-O-acetyl-D-Galactose wurden in 42,7 mL Essigsdure sowie
60 mL (0,98 mol, 4,0 eq) 33-%igen HBr in Eisessig gelost und 4 Std. geriihrt. Anschlielend
wurde das Reaktionsgemisch auf 340 mL Eiswasser gegeben und mit Dichlormethan extra-
hiert. Die organische Phase wurde mehrfach mit einer ges. NaCl-Losung und ges. NaHCOs-

Losung extrahiert iber Magnesiumsulfat getrocknet sowie das Produkt im Hochvakuum ge-

trocknet.
'H-NMR (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

6,70 (d, J=3,9 Hz, 1H, H-1); 5,52 (dd, J= 3.3, 1,3 Hz, 1H, H-3); 5,44 — 5,38 (m, 1H, H-2);
5,08 — 5,02 (m, 1H, H-5); 4,49 (t, J = 6,4 Hz 7,4 Hz, H-4); 4,2 — 4,0 (m, 2H, H-6); 2,15 (s,
3H, H-7); 2,11 (s, 3H, H-8); 2,06 (s, 3H, H-9); 2,01 (s, 3H, H-11).

5.4.4 Darstellung des 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-f-D-galac-

topyranosylazids

8,41 g (20,5 mmol, 1 eq) Tetra-O-acetyl-a-D-galactosylbromid wurden in der Kilte in 64 mL
Dimethylformamid (DMF) gelost und mit 4,06 g (62,5 mmol, 3,0 eq) Natriumazid versetzt.
Nachdem das Reaktionsgemisch auf RT erwdrmt wurde, wurde es fiir 24 Std. geriihrt. Die
Reaktion wurde durch Hinzugabe von 200 mL Ethylacetat abgebrochen und im Vakuum ein-
geengt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen und mehrfach mit einer ges.
NaHCOs-Losung extrahiert iiber Magnesiumsulfat getrocknet sowie das Produkt im Hochva-

kuum getrocknet.
'H-NMR (300 MHz, CDCl3, §/ppm) =

5,42 (dd, J=3.4, 1,1 Hz, 1H, H-3); 5,20 — 5,12 (m, 1H, H-4); 5,07 — 5,01 (m, 1H. H-2); 4,60
(d, J=8,7 Hz, H-1); 4,2 — 4,0 (m, 2H, H-6); 2,17 (s, 3H, H-7); 2,09 (s, 3H, H-8); 2,06 (s, 3H,
H-9); 1,99 (s, 3H, H-11).
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5.4.5 Darstellung des 1-Azido-1-deoxy-f-D-galactopyra-

nosids

7,53 g (20,1 mmol) des 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-pB-D-galactopyranosylazids wurden in 100 mL
abs. Methanol gelost und mit katalytischen Mengen Natriummethanolat versetzt. Das Ge-
misch wurde 4 Std. bei RT geriihrt und anschliefend mit einer Spatelspitze Amberlite IR 120
neutralisiert. Die Losung wurde iiber Aktivkohle und Celite filtriert und das Produkt im

Hochvakuum zur Trockne eingeengt.
"H-NMR (300 MHz, D,0, §/ppm) =

4,57 (dd, J=8,9 Hz, 1H, H-1); 3,87 (d, J=3,4 Hz, 1H, H-3); 3,74 - 3,64 (m, 3H, H-6, H-5);
3,63 — 3,56 (m, 1H, H-4); 3,46 — 3,38 (m, 1H, H-2).

5.4.6 Darstellung des N-Boc-2-bromoethylamins
6,4 g (14,56 mmol, 1,0 eq) des 2-Bromoethylaminhydrobromids wurden in 100 mL abs. THF
geldst und mit 3,2 g (63,35 mmol, 4,3 eq) Natriumhydrid versetzt. Zu dieser Losung wurde
anschlielend 15,00 g (32,2 mmol, 2,2 eq) Di-tert-butyldicarbonat hinzugefiigt und iiber Nacht
bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung im Vakuum eingeengt und in Chlo-
roform wieder aufgenommen. Die organische Phase wurde mehrfach mit einer ges. NaCl-
Losung und ges. NaHCOs;-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Pro-

dukt im Hochvakuum getrocknet.
"H-NMR (300 MHz, CDCl3, §/ppm) =

3,98 (t, J = 7,4 Hz, 7,0 Hz, 2H, H-1); 3,48 (t, J= 7,4 Hz, 7,0 Hz, 2H, H-2); 1,53 (s, 9H, H-3).
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5.4.7 Deacetylierung des STZ-Derivates C
110 mg (0,23 mmol) des STZ-Derivates C (DW326) wurden in 6 mL abs. Methanol geldst

und mit katalytischen Mengen Natriummethanolat versetzt. Das Gemisch wurde 3 Std. bei RT
geriihrt und anschliefend mit einer Spatelspitze Amberlite IR 120 neutralisiert. Die gelbliche
Losung wurde iiber Aktivkohle und Celite filtriert und das Produkt im Hochvakuum zur

Trockne eingeengt.
"H-NMR (300 MHz, D,0, §/ppm) =

6,89 (d, J=1,2 Hz, 1H, H-1); 5,51 (d, J=6,2 Hz, 1H, H-3); 5,12 (d, J= 4.8 Hz, 1H, H-2);
4,68 (d, J=5,8 Hz, 1H, H-5); 4,42 (t, J = 6,2, 5,8 Hz, 1H, H-4) 3,96 — 3,86 (m, 1H, H-6,),
3,30 (t, /= 6,4 Hz, 2H, H-10) 3,15 - 3,03 (m, 2H, H-7); 1,64 — 1,51 (m, 4H, H-9, H-8).

5.5 Funktionalisierung der Polymere

5.5.1 Biotinylierung von PEO-PLA und PEO-PCL

11 mg (0,001 mmol, 1,0 eq) der a-aminofunktionalisierten Polyesterblockcopolymere werden
in 20 mL DMSO gelost und mit 1 mg (0,001 mmol, 1,2 eq) Biotinamidohexanoyl-6-amino-
hexansdure-N-hydroxysuccinimidester versetzt. Nachdem das Reaktionsgemisch iiber Nacht
bei RT geriihrt wurde, wurde das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt, der Riickstand in

Chloroform aufgenommen, filtriert und im Hochvakuum getrocknet.
'H-NMR: PEO-PCL (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,11 (d, 2H, H-3); 6,99 (m, 2H, NHCONH); 6,86 (d, 2H, H-4); 4,75 (m, 2H, H-27, H-28),
4,67 (m, 2H, NH); 4,09 — 4,05 (m, 10H, H-9; H-15, H-19, H-23); 4,07 (m, 2H, H-5); 3,86 (m,
2H, H-6); 3,63 (m, 4H, H-7, H-8); 2,84 (m, 4H, H-1, H-18, H-22); 2,66 (m 2H, H-2);
2,38 — 2,26 (m, 2H, H-26), 1,71 — 1,55 (m, 10H, H-10, H-12, H-16, H-20, H-24), 1,46 — 1,34
(m, 8H, H-11, H-17, H-21, H-25).
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'H-NMR: PEO-PLA (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,11 (d, 2H, H-3); 6,99 (m, 2H, NHCONH); 6,86 (d, 2H, H-4); 4,75 (m, 2H, H-27, H-28),
4,67 (m, 2H, NH); 4,13 (m, 3H, H-9, H-11); 4,09 — 4,05 (m, 10H, H-9; H-15, H-19, H-23);
4,07 (m, 2H, H-5); 3,86 (m, 2H, H-6); 3,63 (m, 4H, H-7, H-8); 2,84 (m, 4H, H-1, H-18, H-
22); 2,66 (m, 2H, H-2); 2,38 — 2,26 (m, 2H, H-26), 1,71 — 1,55 (m, 10H, H-10, H-12, H-16,
H-20, H-24), 1,46 — 1,34 (m, 8H, H-11, H-17, H-21, H-25).

5.5.2 Darstellung von PI-PEO-NW12-Ether-NH,

Im ersten Schritt wurden 11,75 g (1,108 mmol, 1,0 eq) PI-PEO-NW12-OH in 100 mL abs.
THF und mit einer 1,4 M DPMK-L&sung bis zum Aquivalenzpunkt titriert. AnschlieBend
wurde die Losung mit 3,72 g (17,9 mmol, 16,0 eq) N-Boc-2-bromoethylamin geldst in abs.
THF versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei RT geriihrt und zum Reaktionsab-
bruch mit 0,5 mL Eisessig versetzt. Darauthin wurde die Reaktionslosung mehrfach mit je-
weils 3 mL einer 0,1 M Salzsédure, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Polymer
wurde in kaltem Aceton gefillt und im Hochvakuum zur Trockne eingeengt. Im zweiten
Schritt wurde das gesamte Polymer mit konzentrierter Trifluoressigsdure deacetyliert. Das
erhaltene Polymer wurde mehrfach mit ges. NaCl-Losung extrahiert und {iber Magnesiumsul-

fat getrocknet sowie im Hochvakuum zur Trockne eingeengt.
"H-NMR (300 MHz, CDCl3, §/ppm) =

6,01 — 5,62 (m, 1H, H-10):5,12 — 4,56 (m, SH, H-5, H-11, H-14); 4,28 — 4,20 (m, 2H, H-23,
H-22); 3,63 (s, 12H, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20, H-21);2,37 — 1,62 (m, 7H, H-6, H-12, H-
15, H-24); 1,54 (s, 6H, H-7, H-13); 1,4 — 0,82 (m, 16H, H-1, H-2, H-3, H-4, H-8, H-9).
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5.5.3 DMT-MM vermittelte SUR1-Anbindung an PI-

PEO-NW12-Ether-NH,

3,39 g (0,316 mmol, 1,0 eq) PI-PEO-NW12-Ether-NH, wurden 5 mL abs. Chloroform gelost
und mit 0,83 mL (7,9 mmol, 25 eq) einer 20-%igen Phosgen-Toluol-Losung versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 2 Std. bei RT geriihrt und anschlieBend das Losungsmittel ent-
fernt. Der Riickstand wurde in 20 mL abs. Chloroform aufgenommen und zu 141 mg (0,023
mmol, 1,1 eq) SURI-Liganden und 88 mg (0,318 mmol, 1,1 eq) DMT-MM-xH20 geldst in
20 mL DMSO gegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir 20 Std. bei RT geriihrt und anschlie-
Bend im Hochvakuum zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde erneut in 5 mL Chloro-
form geldst und mit je 1 mL einer 1 M Salzsdure, geséttigter NaHCOs-Losung und Wasser
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet. Das

Polymer wurde im Hochvakuum zur Trockne eingeengt.
'H-NMR (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,40 — 6,98 (m, 4H, H-27, H-26); 5,6 — 6,0 (m, 1H, H-10); 4,5 5,1 (m, 5H, H-5, H-11, H-
14); 4,20 — 4,28 (m, 4H, H-23, H-22); 3,6 (s, 4H, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20); 1,6 — 2,3
(m, 7H, H-6, H-12, H-15, H-24); 1,5 (s, 6H, H-7, H-13); 0,8 — 1,4 (m, 16H, H-1, H-2, H-3, H-
4, H-8, H-9).

5.5.4 Fluoreszenzmarkierung von PI-PEO-KV-2.1-OH
mit Thionaphthol und 7-Mercapto-4-Methyl-

Cumarin

150 mL abs. THF wurden iiber eine basische Al,Os-Séule filtriert und auf ein Gemisch aus
2,00 g (0,57 mmol, 1,0 eq) PI-PEO-KV-2.1-OH und 9,27 mg (0,575 mmol, 1,0 eq) Thionaph-
thol bzw. 11,15 mg (0,58 mmol, 1,0 eq) 7-Mercapto-4-Methyl-Cumarin gegeben. Die Reakti-
onsgemische wurden fiir 75 min mit UV-Licht bestrahlt. AnschlieBend wurde das Reaktions-
gemisch im Vakuum zur Trockene eingeengt und in wenig Chloroform aufgenommen. Die
organische Phase wurde mit 1 M Salzsdure extrahiert und iiber Magnesiumsulfat getrocknet.

Das Polymer wurde in kaltem Aceton gefallt und im Hochvakuum zur Trockne eingeengt.
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'H-NMR: PI-PEO-KV-2.1-Naph-OH (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,80 — 7,65 (m, 4H, H-22); 7,59 — 7,35 (m, 3H, H-21); 5,6 — 6,0 (m, 1H, H-10); 4,5 5,1 (m,
SH, H-5, H-11, H-14); 4,20 — 4,28 (m, 2H, H-22); 3,6 (s, 12H, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20,
H-21); 1,6 - 2,3 (m, 7H, H-6, H-11, H-12, H-15, H-24); 1,5 (s, 6H, H-7, H-13); 0,8 — 1,4 (m,
16H, H-1, H-2, H-3, H-4, H-8, H-9).

'H-NMR: PI-PEO-KV-2.1-Cum-OH (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,50 — 7,31 (m, 4H, H-22, H-23); 6,41 — 6,35 (m, 3H, H-24); 5,6 — 6,0 (m, 1H, H-10); 4,5 —

5,1 (m, SH, H-5, H-11, H-14); 3,6 (s, 12H, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20, H-21); 1,6 - 2,3
(m, 7H, H-6, H-11, H-12, H-15, H-24); 1,5 (s, 6H, H-7, H-13); 0,8 — 1,4 (m, 16H, H-1, H-2,
H-3, H-4, H-8, H-9).

5.5.5 Darstellung von a-carbonsiurefunktionalisierte

PI-PEO
0,5 g (0,145 mmol, 1,0 eq) PI-PEO-KV-2,1-Naph-OH und 0,35 g (3,615 mmol, 25 eq) Chlor-
essigsiure wurden in 150 mL abs. THF und mit einer 1,4 M DPMK-L&sung bis zum Aquiva-
lenzpunkt titriert. Die Reaktionslosung wurde fiir 24 Std. bei RT geriihrt und zum Reaktions-
abbruch mit 0,5 mL Eisessig versetzt. Der dabei entstandene weile Niederschlag wurde abfil-
triert. Der Riickstand wurde in Chloroform aufgenommen und mehrfach mit ges. NaHCOs-
Losung extrahiert. Da sich eine Emulsion bildete und keine Phasentrennung auftrat, wurde
durch Zugabe ges. NaCl-Losung und 1 M Salzsdure eine Phasentrennung bei neutralen Be-
dingungen erzielt. Nun wurde die organische Phase zweimal mit ges. NaCl-Losung extrahiert,
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Hochvakuum zur Trockne eingeengt. AnschlieBend

wurde das immer noch verunreinigte Polymer mittels priparativer GPC aufgereinigt.
'H-NMR: (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,80 — 7,31 (m, 8H, Huom); 5,6 — 6,0 (m, 1H, H-10); 45— 5,1 (m, 5H, H-5, H-11, H-14);
4,25 (m, 2H, H-22); 3,63 (s, 4H, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20); 2,32 — 1,62 (m, 5H, H-6, H-
12, H-15); 1,52 (s, 6H, H-7, H-13); 1,48 — 0,83 (m, 16H, H-1, H-2, H-3, H-4, H-8, H-9).
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5.5.6 Darstellung von a-alkinfunktionalisiertes PI-PEO

0,5 g (0,145 mmol, 1 eq) PI-PEO-KV-2,1-Naph-OH und 0,4 mL (3,615 mmol, 25 eq) einer 80
Gew-%-Propargylbromid-Toluol-Lésung wurden in 150 mL abs. THF und mit einer 1,4 M
DPMK-L&sung bis zum Aquivalenzpunkt titriert. Die Reaktionslosung wurde fiir 24 Std. bei
RT geriihrt und zum Reaktionsabbruch mit 0,5 mL Eisessig versetzt. Der dabei entstandene
weille Niederschlag wurde abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und anschlie-
end in kaltem Aceton zweimal gefillt. Da das Polymer nicht vollstindig ausgefallen ist,
wurde die Mutterlauge im Vakuum zur Trockne eingeengt und das zuriickbleibende verunrei-

nigte Poly-mer mittels préparativer GPC aufgereinigt.

5.5.7 CuAAc-vermittelte Kohlenhydratanbindung an

diverse Blockcopolymere

50 mg (0,014 mmol, 1,0 eq) der a-alkinfunktionalisierten Polymere PEO-PCL oder PI-PEO
wurden in 5 mL THF gelost und mit 0,41 mg (2,56 pmol) CuSO4 und 1,05 mg (5,96 pmol) L-
Ascorbinsdure sowie 15,32 mg (0,042 mmol, 3,0 eq) Lactosylazid versetzt. Das Reaktions-
gemisch wurde fiir 24 Std. bei RT geriihrt und anschlieBend im Vakuum zur Trockne einge-
engt. Der Riickstand wurde in Chloroform aufgenommen und zur Abtrennung der unléslichen
Verunreinigungen liber Watte filtriert, sodass eine klare, gelbliche Losung entstanden ist. Die
organische Phase wurde zweimal mit 0,1 M Salzsdure und fiinfmal mit ges. NaCl-Losung
extrahiert und liber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Polymer wurde im Hochvakuum zur

Trockne eingeengt.
'H-NMR (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

8,05 (s, 1H, H-23); 7,80 — 7,31 (m, 8H, Harom); 5,6 — 6,0 (m, 1H, H-10); 4,5 — 5,1 (m, 5H, H-5,
H-11, H-14); 4,25 (m, 2H, H-22); 4,16 — 3,82 (m, 6H, H-24, H-25, H-26, H-27); 3,63 (s, 4H,
H-16, H-17, H-18, H-19, H-20); 2,32 — 1,62 (m, 5H, H-6, H-12, H-15); 1,52 (s, 6H, H-7, H-
13); 1,48 — 0,83 (m, 16H, H-1, H-2, H-3, H-4, H-8, H-9).
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5.5.8 DMT-MM-vermittelte Kohlenhydratanbindung

an diverse Blockcopolymere

50 mg (0,014 mmol, 1,0 eq) der a-carbonsiurefunktionalisierte Polymere PEO-PLA oder PI-
PEO wurden in 5 mL THF gelost und mit 4,45 mg (0,016 mmol, 1,1 eq) DMT-MM-xH,0
sowie 3,39 mg (0,016 mmol, 1,1 eq) Glucosamin bzw. Galactoseamin versetzt. Das Reakti-
onsgemisch wurde iiber Nacht bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und der Riickstand in 3 mL Chloroform aufgenommen. Die organische Pha-
se wurde mit jeweils 5 mL geséttigter NaCOs-Losung, 0,1 M Salzsdure und geséttigter NaCl-
Losung extrahiert und {iber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Polymer wurde im Hochvaku-

um zur Trockne eingeengt.
'H-NMR: PI-PEO (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,80 —7,31 (m, 8H, Harom); 5,6 —6,0 (m, 1H, H-10); 4,5-5,1 (m, 5H, H-5, H-11, H-14);
4,25 (m, 2H, H-22); 4,16 — 3,82 (m, 6H, H-24, H-25, H-26, H-27); 3,63 (s, 4H, H-16, H-17,
H-18, H-19, H-20); 2,32 - 1,62 (m, 5H, H-6, H-12, H-15); 1,52 (s, 6H, H-7, H-13); 1,48 —
0,83 (m, 16H, H-1, H-2, H-3, H-4, H-8, H-9).

'H-NMR: PEO-PLA (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

5,13 (m 2H, H-11, H-7); 4,13 (m, 3H, H-9); 4,07 (d, 2H, H-5); 4,06 — 3,82 (m, 6H, H-10, H-
11, H-12, H-13, H-14); 3,86 (m, 4H, H-6, H-9); 3.6 (s, 4H, H-6, H-5, H-4); 3,39 (m, 4H, H-
3); 2,81 — 2,66 (m, 4H, H-1, H-2); 1,54 (m, 9H, H-8).
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5.5.9 Darstellung von H,N-PEO-PCL-VIB3-TBDMS

571 mg (0,09 mmol, 1,0 eq) HoN-PEO-PCL-VIB3-OH sowie 268 mg (18 mmol, 25 eq)
TBDMSCI wurden in 10 mL abs. Chloroform gelost und mit 0,24 mL (1,72 mmol, 25 eq)
Triethylamin versetzt. Die Reaktionslosung wurde liber Nacht bei RT geriihrt und anschlie-
Bend mehrfach mit 5 mL ges. NaCl-Losung extrahiert sowie iiber Magnesiumsulfat getrock-
net. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt im Hochvakuum getrock-

net.
'H-NMR (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,11 (d, 2H, H-10); 6,86 (d, 2H, H-11); 4,09 — 4,05 (t, 2H, H-3); 4,07 (d, 2H, H-5); 3,6 (s, 4H,
H-9, H-8); 3.6 (s, 4H, H-7, H-8); 3,39 (m, 4H, H-7,); 2,66 (m, 4H, H-6); 1,71 — 1,55 (m, 4H,
H-3, H-5), 1,46 — 1,34 (m, 2H, H-4); 0,5 (s, 3H, H-2); 0,01 (s, 9H, H-1).

5.5.10 Darstellung des a-alkinfunktionalisierten PEQO-

PCL-VIB3-TBDMS

571 mg (0,09 mmol, 1,0 eq) HoN-PEO-PCL-VIB3-TBDMS wurden in 50 mL abs. Chloro-
form geldst und mit 0,23 mL (2,19 mmol, 24 eq) einer 20%igen Phosgen-Toluol-Ldsung ver-
setzt. Die Reaktionslosung wurde fiir 2 Std. bei RT geriihrt und anschlieBend im Vakuum zur
Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde wiederum in 50 mL abs. Chloroform aufgenommen
und mit 0,14 mL (2,19 mmol, 24 eq) Propargylamin versetzt. Nach einer Reaktionszeit von
14 Std. bei RT wurde die Reaktionslésung mehrfach mit jeweils 3 mL einer 0,1 M Salzsdure,
ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden liber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das

Produkt im Hochvakuum getrocknet.

5.5.11 Darstellung von PIxg,)-PEO-NW15-OH

31,95 g (3,12 mmol, 3,12 eq) PI-PEO-NW-15-OH wurden in 100 mL abs. THF gelost und mit
7,09 g (62,4 mmol, 62,4 eq) Cysteamin-Hydrochlorid sowie 0,2 g (1,0 mmol, 1,0 eq) 2,2'-
Azobis-(2-methylbutyronitril) (AMBN) versetzt. Die Losung wurde darauthin dreimal entgast
und fiir 4 Std. bei 55 °C geriihrt. Anschliefend wurde die Reaktionslosung auf eine kleine
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Menge BHT gegeben und in kaltem Aceton gefillt sowie im Hochvakuum zur Trockne einge-

engt.
'H-NMR (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

5,1 -4,5 (m, 3H, H-5, H-5, H-9); 3,6 (s, 4H, H-15, H-16, H-17, H-18,); 2,9 — 2,7 (m, 2H, H-
11); 2,6 — 2,0 (m, 4H, H-11, H-10); 2,0 — 1,6 (m, 4H, H-6, H-14); 1,5 (s, 6H, H-1, H-7); 1,4 -
0,8 (m, 16H, H-2, H-3, H-4, H-8, H-9).

5.5.12 Darstellung von PB-PEO-2-UP365

Im ersten Schritt wurde eine abs. Chloroform-Losung bestehend aus 3,86 g (1,06 mmol,
1,0 eq) PB-PEO-2-COOH zu 4,79 g (29,52 mmol, 29 eq) 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI),
welches wiederum in abs. Chloroform geldst war, zugetropft. Die Reaktionsldsung wurde
iiber Nacht bei RT geriihrt und anschlieBend mit demineralisiertem Wasser extrahiert, iiber

Magnesiumsulfat getrocknet sowie im Vakuum zur Trockne gebracht.

Im zweiten Schritt wurden 1,42 g (0,39 mmol, 1,0 eq) PB-PEO-CO-CDI in 20 mL abs. THF
geldst und mit 0,72 g (1,79 mmol, 4,5 eq) Hexacarbonyl-(m-2-hydroxypropan-1,3-dithiolato-
S,S”)di-Eisenkomplex (UP365) versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei RT ge-
riihrt und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in Chloroform aufge-
nommen und mehrfach mit jeweils 3 mL einer 0,1 M Salzsdure, ges. NaHCOs-Losung und
ges. NaCl-Losung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesi-
umsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt im Hochvaku-

um getrocknet.

5.5.13 Darstellung des PCL-MR-01-DETAs

Im ersten Schritt wurde eine abs. Chloroform-Losung bestehend aus 1,00 g (0,22 mmol,
1,0 eq) PCL-MR-01-OH zu 408 mg (2,5 mmol, 11 eq) 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI), wel-
ches wiederum in abs. Chloroform geldst war, zugetropft. Die Reaktionslosung wurde {iber
Nacht bei RT geriihrt und anschlieBend mit demineralisiertem Wasser extrahiert, iiber Magne-

siumsulfat getrocknet sowie im Vakuum zur Trockne gebracht.

Im zweiten Schritt wurden 0,85 g (0,06 mmol, 1,0 eq) PCL-MR1-CDI in 20 mL abs. Chloro-
form geldst und mit 0,4 mL (3,72 mmol, 60 eq) Diethylentriamin (DETA) versetzt. Die Reak-
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tionslosung wurde tliber Nacht bei RT geriihrt und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand wurde in Chloroform aufgenommen und mehrfach mit jeweils 3 mL einer 0,1 M
Salzsdure, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum ent-

fernt und das Produkt im Hochvakuum getrocknet.
'H-NMR: PCL-MR 1-CDI (300 MHz, CDCl3, §/ppm) =

8,15 (s, 1H, H-10); 7,4 (s, 1H, H-9); 7,37 — 7,22 (m, 10H, Harom); 7,06 (s, 1H, H-8); 5,02 —
4,98 (m, 1H, H-1); 4,09 — 4,05 (t, 2H, H-6); 3,63 (dd, 2H, H-7); 2,35 2,26 (t, 2H, H-2);
1,71 — 1,55 (m, 4H, H-3, H-5), 1.46-1.34 (m, 2H, H-4).

'H-NMR: PCL-MR1-DETA (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

7,37 — 7,22 (m, 10H, Harom); 5,02 — 4,98 (m, 1H, H-1); 4,09 — 4,05 (t, 2H, H-6); 3,63 (dd, 2H,
H-7); 3,4 - 3,2 (m, 4H, H-9, H-8); 2,9 — 2,7 (m, 4H, H-11, H-10); 2,35 — 2,26 (t, 2H, H-2);
1,71 — 1,55 (m, 4H, H-3, H-5), 1,46 — 1,34 (m, 2H, H-4).

5.5.14 Darstellung des aldehydfunktionalisierten PI-

PEO-20,2
7,08 g (1,74 mmol, 1,0 eq) PI-PEO-20,2 und 2,17 g (3,49 mmol, 2,0 eq) o-lodbenzoesiure
wurden in THF gelost und iiber Nacht bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsge-
misch im Vakuum zur Trockne eingeengt und der Riickstand in Chloroform aufgenommen.
Die organische Phase wurde mehrfach mit jeweils 3 mL einer 0,1 M Salzséure, ges. NaHCOs-
Losung und ges. NaCl-Losung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt im

Hochvakuum getrocknet.
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'H-NMR (300 MHz, CDCls, §/ppm) =

9,70 (s, 1H, H-21); 6,0 — 5,6 (m, 1H, H-10); 5,1 —4,5 (m, 5H, H-5, H-11, H-14); 3,6 (s, 4H,
H-16, H-17, H-18, H-19, H-20); 2,3 — 1,6 (m, 5H, H-6, H-12, H-15); 1,5 (s, 6H, H-7, H-13);
1,4-0,8 (m, 16H, H-1, H-2, H-3, H-4, H-§, H-9).

5.6 Ligandennachweis auf der Oberflache von Poly-

mersomen

5.6.1 NeutrAvidin-Biotin-Nachweis auf der Oberfliche

von Polymersomen

Zum Nachweis des Biotins auf der Oberfliche der Polymersomen wurden die Vesikel-
Losungen in PBS-Puffer eingespritzt und mittels Zentrifugationsfilter (50 kDa) gereinigt und
aufkonzentriert. Zu 300 uL. dieser Losung wurden 100 pL Fluoresceinisothiocyanat-
NeutrAvidin (I mg/mL in PBS, 0,025 % Natriumazid) gegeben und iiber Nacht geschiittelt.
AnschlieBend wurde die Losung mit einem Zentrifugationsfilter (100 kDa) durch zweimaliges

Spiilen mit PBS-Puffer gereinigt und autkonzentriert.

5.7 Hydrolyse-Versuche der Polyesterblockcopoly-

mere

5.7.1 Hydrolyse-Versuche der Polyesterblockcopolyme-

re mit Natriummethanolat

200 mg (0,012 mmol, 1,0 eq) PEO-PLA-V6 bzw. (0,013 mmol, 1,0 eq) PEO-PCL-6 wurden
in 5 mL abs. THF gel6st und mit 0,1 mL einer 0,4 M Natriummethanolat-Lésung (in Metha-
nol) versetzt. Der Reaktionsabbruch erfolgte nach 0,5 Std., 2 Std. bzw. 6 Std. durch Hinzuga-
be von Wasser und entfernen des Losungsmittels im Vakuum. Der Riickstand wurde in 10 mL
Chloroform aufgenommen und mit 10 mL geséttigter NaCl-Losung extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Polymer wurde im Hoch-

vakuum zur Trockne eingeengt.
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5.7.2 Hydrolyse-Versuche der Polyesterblockcopolyme-

re mit Hydrazinhydrat

200 mg (0,012 mmol, 1,0 eq) PEO-PLA-V6 bzw. (0,013 mmol, 1,0 eq) PEO-PCL-6 wurden
in 9 mL 1,4-Dioxan geldst und mit 1 mL Hydrazinhydrat (50-60 % in Wasser) versetzt. Der
Reaktionsabbruch erfolgte nach 0,5 Std, 2 Std bzw. 6 Std durch Hinzugabe von 1 mL 0,1 M
Salzsdure und entfernen des Losungsmittels im Vakuum. Der Riickstand wurde in 10 mL
Chloroform geldst und mit 10 mL geséttigter NaCl-Losung extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Polymer wurde im Hochvakuum

zur Trockne eingeengt.

5.7.3 Saure Hydrolyse der Polyesterblockcopolymere

Die hergestellten Polymerpartikelldsungen wurden mit verschiedenen Mengen an konzentrier-

ter Essigsdure versetzt und anschlieBend mittels DLS vermessen.

5.8 Einkapselung von verschiedenen Komponenten in

Polymermatrizen

5.8.1 Einkapselung des Perfluoro-15-krone-5-ethers in

eine PEO-PLA-Matrix

Auf 20 mg PEO-PLA-V5a wurden 0,6 uL (1,8 uM) des Perfluoro-15-krone-5-ethers zentrifu-
giert und mit 50 pL THF versetzt. Zu dieser 1 Gew.% Losung wurde anschlieBend 1 mL PBS-

Puffer gegeben und vermessen.
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5.9 Experimente in mikrofluidischen Kanélen

5.9.1 Herstellung der PDMS-basierten Mikrofluidik-

chips mittels ,,soft-lithographie*
Die Herstellung der PDMS-basierten Mikrofluidikchips erfolgte in einer sauberen und staub-
freien Atmosphére in einer Laminar-Flow-Box (SCANLAF, Mars Safety Class 2). Der Master
wurde zunichst mit einer 10:1 Mischung aus Dimethylsiloxan (Sylgard 184 Silicone Elasto-
mer-Base, Dow Corning) und dem dazu gehorigem Vernetzer (Sylgard 184 Silicone Elasto-
mer-Curing Agent, Dow Corning) 4 - 5 mm dick iibergegossen. Anschliefend wurden im Va-
kuum die entstandenen Luftblasen fiir 1 Std. entfernt. Danach wurde das Sylgard 184 bei 75
°C fiir 2 Stunden auspolymerisiert. Im Anschluss wurde der PDMS-Stempel vom Master ge-
trennt und mit Hilfe einer Harris UNI-CORE™ Multi Purpose Sampling Tools (American
MasterTech) wurden die Schlauchanschliisse mit einem Durchmesser von 0,75 mm fiir den
Zu- und Ablauf der Kanile ausgestochen. AnschlieBend wurde der PDMS-Stempel als auch
ein Glasobjekttrigerglas mittels Plasmacleaner (MiniFlecto-PC-MFC, Plasma Technology
GmbH) behandelt und miteinander verbunden. Das mikrofluidische Bauteil wurde fiir 30 min
bei 75 °C gelagert. Im Anschluss wurden die Eingdnge mit Polyethylenschlduchen (Polyethy-
lene Micro Tubing PE-20, Scientific Commodities Inc.) versehen und mittels eines Zweikom-

ponentenkleber (Loctite® 770 und Loctite® 406, Henkel) fixiert.

5.9.2 Verglasung der MF-Kaniile

Die Verglasung der MF-Kanile erfolgte mittels Tetraethylorthosilikat (TEOS) oder geschiitz-
ten APTES sowie Triethoxymethylsilan (MTES) und verdiinnter Salzsdure (pH = 2). Dazu
wurden die einzelnen Komponenten, wie in Tabelle 23 aufgelistet, zu einem Sol zusammen-
gefiigt. Das Sol wurde abwechselnd in einem 90 °C heiflen Wasserbad oder auf einer Heiz-
platte erwdrmt und mittels Vortex-Mischer bis zu einer klaren Lésung vermischt. Im An-
schluss wurde die Sol-Mischung mit Methanol verdiinnt. Die verdiinnte Sol-Mischung wurde
dann in zuvor mit Plasma behandelte MF-Kanéle injiziert und auf eine 150 °C heifle Heizplat-
te gelegt, bis das gesamte Methanol aus den Kanilen verdampft war. Analog wurden die ver-

glasten MF-Kanile mit Aminofunktionalisierungen hergestellt.
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Tabelle 23: Chemikalien und eingesetzte Mengen zur Verglasung und Aminofunktiona-
lisierung MF-Kaniile.

Chemikalien

eingesetzte Menge

Verglasung ohne Funktionalisierung
TEOS 40 pL
MTES 40 uL
HC1 74 uL
MeOH 1546 uL

Verglasung mit Aminofunktionalisierung
geschiitztes APTES 40 uL
MTES 40 uL
HCl 74 uL
MeOH 1546 pL

5.9.3 Saurefunktionalisierung der aminofunktionalisier-

ten MF-Kanale

400 mg Maleinsdureanhydrid wurden in 4 ml abs. Diethylether geldst und im Anschluss mit
100 pl/h durch die aminofunktionalisierten MF-Kanéle geleitet. Nach 30 min wurden die Ka-

nile mit 3 ml Milliporewasser freigespiilt und mit Argon getrocknet.

5.9.4 Avidinbeschichtung der saurefunktionalisierten

MF-Kaniile
Eine Losung bestehend aus 230 mg (0,8 M) EDC und 34 mg (0,4 M, 1,0 eq) NHS in 1,5 ml

abs. Chloroform geldst wurde fiir 25 min mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 100 pl/h
durch die sdurefunktionalisierten MF-Kanéle geleitet. Im Anschluss wurden die Kanédle mit
0,5 ml PBS-Pufferlosung gespiilt und mit Luft getrocknet. AnschlieBend wurde eine 0,025 %
NaN;-PBS-Pufferlosung, in der 1 mg Avidin bzw. Streptavidin waren in die Kanéle injiziert
und bei 4 °C iiber Nacht gelagert. Im Anschluss wurden die MF-Kanéle wieder mit PBS-

Pufferlosung gespiilt. Ab diesem Zeitpunkt war darauf zu achten, dass der
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(strept)avidinbeschichtete Kanal stets mit PBS-Puffer gefiillt und verschlossen gelagert wur-

den.

5.9.5 Lektinbeschichtung der avidinbeschichteten
PDMS-MF-Kaniile

Zur Beschichtung der avidinbeschichteten Kanéle mit dem Soybean Agglutinin Lektin (SBA-
Lektin) wurde durch den mit PBS-Puffer gefiillten MF-Kanal eine Losung des Lektins
(1 mg/ml) in 10 mM HEPES-Puffer mit 0,08 % NaNj; fiir eine Stunde mit einer Fliessge-
schwindigkeit von 20 ul/h geleitet. Im Anschluss wurde der MF-Kanal mittels PBS-Puffer

von tiberschiissigem Lektin gereinigt und mit PBS-Puffer gefiillt verschlossen.

5.9.6 Uberstrukturbildung des seitenkettenfunktionali-
sierten Blockcopolymers mittels hydrodynami-

scher Fokussierung

Die Uberstrukturbildung mittels hydrodynamischer Fokussierung erfolgte in verglasten MF-
Kanilen sowie mit insgesamt drei Spritzen. Zwei Spritzen enthielten die jeweils benétige
wissrige NaCl-Losung und in der dritten war die Polymerlésung. Diese wurden tliber Schliu-
che mit den Kanaleingéngen verbunden, wobei die Spritze mit der Polymerlosung mit dem
mittleren Hauptkanal und die beiden anderen mit den Nebenkanélen verbunden worden sind.
Fiir den Betrieb des MF-Kanalsystems ist das computergesteuerte, modulare Spritzenpumpen-
system neMESYS®(new modular extensible syringepump system) der Cetoni GmbH ver-
wendet worden. Die Spritzen wurden in drei Dosiereinheiten eingespannt und die Spritzen-
pumpen iiber die Software (User-Interface v1.29) unabhédngig voneinander angesteuert. Nach
einem gleichmiBigen, luftblasenfreien Fluss wurde die gewiinschte Probenmenge, ca. 200 pL,
auf-gefangen. Die Beobachtung des Flusses am Kanalkreuz und iiber den restlichen Kanals

erfolge mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops bei 20-facher Vergroferung.
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5.9.7 Immobilisierung von aldehydfunktionalisierten
PI-PEO-Polymersomen in aminofunktionalisierten

MF-Kanale

Die mit Nile Red angefdrbten Polymersomen wurden in den aminofunktionalisierten MF-
Kanal geleitet und fiir mehrere Stunden im verschlossenen Kanal gelagert. Die Beobachtung
der immobilisierten Polymersomen in den Kanilen erfolgte dann wéhrend eines Pufferdurch-
flusses von 100 pl/h. Die Untersuchung der Kanile erfolgte nach einer Immobilisierungszeit

von 8, 15, 18, 24, 48 und 72 Stunden.

5.9.8 Immobilisierung von biotinylierten PEO-PLA-
Polymersomen in avidinbeschichteten MF-Ka-

nalen

Die mit Nile Red angefirbten Polymersomen wurden mit einer Stromungsgeschwindigkeit
von 10 pl/h fiir eine unterschiedliche Dauer durch die avidinbeschichteten MF-Kanile gelei-
tet. Die Beobachtung der immobilisierten Polymersomen in den Kanilen erfolgte bei der glei-
chen Geschwindigkeit. Die Untersuchung der Kandle erfolgte nach Durchflusszeiten von 2, 5

und 7 Minuten.

5.9.9 Immobilisierung von Kohlenhydrat gebundenen
PEO-PLA-Polymersomen in lektinbeschichteten
MF-Kanilen

Die mit Nile Red angefarbten Polymersomen wurden in die lektinbeschichteten Kanile inji-
ziert und fiir mehrere Stunden im verschlossenen Kanal gelagert. Die Beobachtung der immo-
bilisierten Vesikel in den Kanidlen erfolgte dann wéhrend eines Pufferdurchflusses von
100 pl/Std. Die Untersuchung der Kanile erfolgte nach einer Immobilisierungszeit von 1, 6

und 90 Stunden.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels anionischer vinyl- und ringéffnender Polymerisation
mehrere, teils biokompatible und bioabbaubare, Blockcopolymere (PI-PEO, PEO-PLA und
PCL) hergestellt. Die Blockcopolymere bildeten im wissrigen Milieu aufgrund des entspre-
chenden Blockldngenverhéltnisses mizellare oder vesikulare Strukturen. Es gelang, die Poly-
mere mit bioaktiven Liganden wie Biotin, einem SURI1-Pharmacophor, zwei Streptozotocin-
Derivaten und weiteren Kohlenhydraten zu funktionalisieren. Zudem konnte einer dieser Lig-
anden auf den Oberflichen am Beispiel von Polymersomen durch die Bindung von Flu-
orescein-markiertem Neutravidin am Polyester-Blockcopolymere direkt nachgewiesen wer-

den.

Vor allem die Anbindung von Kohlenhydraten, wie Glucose, Galactose und Nona-Zucker,
konnte erfolgreich gezeigt werden. Dazu wurden die Kohlenhydrate an der a-Position der
Blockcopolymere mittels zwei verschiedener Methoden verkniipft. Eine Methode war die
etablierte Kupfer-(I)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition von alkinfunktionalisierten Po-
lymeren mit den Azid-Derivaten der jeweiligen Kohlenhydrate. Die zweite Methode beruhte
auf der Anbindung der 2-Aminohexa-Analoga der Kohlenhydrate an Carbonsaure-
funktionalisierte Polymere unter Verwendung des Kupplungsreagenz 4-(4,6-Dimethoxy-
1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholiniumchlorid (DMT-MM). Durch dieses Reagenz war es
moglich, selektiv die 2-Aminohexosen iiber die Aminogruppe an die Blockcopolymere zu
binden. Diese Reaktion konnte sowohl pre- als auch post-assembly erfolgreich durchgefiihrt

werden.

Weiterhin konnten PI-PEO-Blockcopolymere mit Hilfe einer photoinduzierten Thiol-Ene-
Click-Reaktion mit Thionaphthol oder 7-Mercapto-4-Methylcumarin Fluoreszenz erfolgreich

markiert werden.

Neben Biofunktionalisierungen, konnte auch eine erfolgreiche Anbindung eines Eisenschwe-
felkomplexes zur Darstellung eines [2Fe2S]-Hydrogenase-Modellsystems an ein PB-PEO-

Blockcopolymer gezeigt werden.

Ebenso war es moglich, durch die Reverse-Phasen-Verdampfung CdSe-Nanopartikel in eine

PEO-PCL-Matrix einzukapseln. Mit dieser Methode wurden vorwiegend mizellare Strukturen
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mit wenigen bis nur einem Nanopartikel erhalten. Dabei konnten auch neuartige nanopartiku-

lare, vesikulare Agglomerate generiert werden.

Die Polyester-Blockcopolymere wurden nicht nur funktionalisiert, sondern auch auf ihre Sta-
bilitdt im basischen als auch im sauren Milieu untersucht. Die basische Hydrolyse erfolgte
unter ZEMPLEN- sowie Hydrazinolyse-Bedingungen. Beide Bedingungen sind fiir ver-
schiedenste Funktionalisierungsreaktionen von grofler Bedeutung. Es konnte in den Untersu-
chungen gezeigt werden, dass die Esterbindungen des Polylactids unter basischen Bedingun-
gen hydrolysiert werden. Das Polycaprolacton hingegen war unter den getesteten Bedingun-
gen stabil. Lediglich bei der ZEMPLEN-Methode konnte nach einer Reaktionszeit von sechs
Stunden ein Abbau des Polyester-Blocks festgestellt werden. Aufgrund der gezeigten Stabili-
taten des PCL-Blockes wurde anschlieBend die Hydrolyse eines PEO-PCL- sowie eines PEO-
PGL/PCL-Blockcopolymer unter sauren Bedingungen untersucht. Deren Verhalten spielt vor
allem bei der kontrollierten Freisetzung von Substanzen aus Wirkstofftransportsystemen eine
wichtige Rolle. Bei den untersuchten Blockcopolymeren variierte der Glycolid-Anteil im Po-
lymer. Es konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyse-Empfindlichkeit mit dem Glycolid-
Gehalt steigt.

In einer Kooperationsarbeit mit der Forschungsgruppe von UWE HIMMELREICH von der
Biomedizinischen NMR-Abteilung der Katholischen Universitidt Leuven wurde das Einkapse-
lungsvermogen einer Fluorphase in ein fluoriniertes Polyester-Blockcopolymer zur Entwick-
lung eines Transportsystems fiir medizinische Bildgebungsverfahren untersucht. Dazu wurde
die Verbindung Perfluoro-15-krone-5-ether in eine PEO-PLA-Matrix eingekapselt und mittels
DLS und ""F-NMR untersucht. Aus den erhaltenen Daten kann zusammenfassend abgleitet
werden, dass eine maximale Aufnahmefdhigkeit an Perfluoro-15-krone-5-ether bei ca.

20 Gew.-% erreicht ist.

Des Weiteren konnte ein PI-PEO-Blockcopolymer funktionalisiert werden, bei dem durch
Seitenkettenfunktionalisierung mittels Thiol-Ene-Click-Chemie alle terminalen Doppelbin-
dungen mit Cysteinamin verkniipft wurden. Diese Funktionalisierung fiihrte dazu, dass das
Blockcopolymer ein salzabhiingiges Uberstrukturbildungsverhalten zeigte. Das unfunktionali-
sierte Polymer ordnete sich bei hydrodynamischer Fokussierung einer entsprechenden Losung
in einem mikrofluidischen Bauelement relativ salzunabhingig zu Polymersomen in einem
GroBenbereich zwischen 100 bis 200 nm an. Nach der Funktionalisierung bildete das Polymer
bei einer Salzkonzentration von 0 bis 0,7 M fadenartige, sichelférmige, mizellare sowie spie-

geleiformige Strukturen in einem GroBenbereich von 50 bis 100 nm. Ab einer NaCl-
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Konzentration groBer als 0,8 M konnten Polymersomen generiert werden, die einen Durch-

messer von ca. 2 um hatten und perlenkettenartig miteinander verbunden waren.

Fiir die Untersuchung des Adhisionsverhaltens eines Wirkstofftransportsystems im Blutkreis-
lauf wurden in den mikrofluidischen Kanidlen diverse Immobilisierungsversuche als Modell-
system erfolgreich durchgefiihrt. Dazu war es zuerst notig, mittels einer Sol-Gel-Methode
bestehend aus 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES), Triethoxymethylsilan (MTES), Etha-
nol und Salzsdure (pH = 4,5) eine Glasschicht im MF-Kanal zu generieren, die frei zugingli-
che Aminogruppen auf ihrer Oberfldche trug. Auf dieser aminierten Oberfldche konnten che-
misch  Aldehyd-funktionalisierte Polymersomen oder elektrostatisch ~ Carbonsdure-
funktionalisierte ~PS-Partikel immobilisiert werden. Die Adhédsion der Aldehyd-
funktionalisierten Polymersomen gelang ausschlieBlich in einem sogenannten ,,stop-flow*-
Experiment. In weiteren Experimenten konnte die aminierte Oberfliche mit Proteinen wie
Avidin, Streptavidin und in einem zweiten Schritt mit biotinylierten SBA-Lektin beschichtet
werden. In den Avidin/Streptavidin-beschichteten MF-Kanidlen wurden Adhésionsversuche
mit den biotinylierten PEO-PLA-Polymersomen vorgenommen. Ferner konnte in einigen Ex-
perimenten in den Mikrokandlen mikrofluidischer Bauelemente, die zuvor mit SBA-Lektin

beschichtet worden waren, die Immobilisierung von Polymersomen nachgewiesen werden.
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7 Summary
In this thesis, partial biocompatible and biodegradable polymers (PI-PEO, PEO-PLA and

PCL) were synthesized via anionic vinyl- and ring-opening polymerization. The blockcopol-
ymers formed in water micellar and vesicular structures. Several bio-functionalization reac-
tions were realized by connecting polymers with different bio-active ligands, including biotin,
a SUR1 pharmacophore, two streptozotocin derivatives and other carbohydrates. Furthermore,
the presence of these ligands on the surfaces of polymersomes was proven, for example in

case of biotin by fluorescein-labeled neutravidin on polyester blockcopolymers.

In particular, the binding of carbohydrates, such as glucose, galactose and a nona-sugar to
polymers was successfully shown. These carbohydrates were linked to the a-position of the
respective blockcopolymers via two different methods. The first method was based on cop-
per-(I)-catalyzed 1,3-dipolar cycloaddition of alkyne-functionalized polymers to the azide
derivatives of the carbohydrates. In a second method, the covalent attachment of
2-aminohexa-analogues of the carbohydrates to carbonacid functionalized polymers was
demonstrated by using the coupling agent 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl mor-
pholinium chloride (DMT-MM). With this agent, the selective coupling of 2-amino hexoses
via the amino group of the blockcopolymers could be realized. This reaction was successfully

shown by pre- and post-assembly functionalization.

Further PI-PEO blockcopolymers were fluorescently labeled via photo-induced thiol-ene click

reaction with thionaphthalene or 7-mercapto-4-methylcoumarin.

In addition to the biofunctionalization, the successful coupling of an iron-sulfur complex to a

PB-PEO blockcopolymer to yield a [2Fe2S]-hydrogenase model system was also shown.

Moreover, it was possible to encapsulate CdSe nanoparticles in a PEO-PCL matrix by re-
verse-phase evaporation. With this method, micellar structures were mainly obtained with one
to a few nanoparticles per micelle, and novel nanoparticular vesicular agglomerates were gen-

erated as well.

The polyester blockcopolymers were not only functionalized, but also investigated for their
stability under basic and acidic conditions. The basic hydrolysis was performed under

Zemplén and hydrazinolysis conditions. Both conditions are vitally important for different
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functionalization reactions. The results of the investigations were that the ester groups of the
polylactide were hydrolyzed under basic conditions, whereas the polycaprolactone was stable
under the tested conditions. Only for the Zemplén method, the degradation of the polyester
block was observed after a reaction time of six hours. Because of the stability of the PCL
block, a PEO-PCL and a PEO-PGL/PCL blockcopolymer were tested under acid hydrolysis
conditions thereafter. The behavior under these conditions generally plays an important role
for controlled release applications. The blockcopolymers under investigation had been synthe-
sized with varying amounts of glyocolid, and it was shown, that the sensitivity to hydrolysis

increased with the glycolid content.

In collaboration with the research group of UWE HIMMELREICH of the Bio-medical NMR
Department (Catholic University of Leuven), the encapsulation of a fluorous phase into a
fluorinated polyester blockcopolymer was investigated for the purpose of developing a system
for medical imaging. For this purpose, the compound perfluoro-15-crown-5-ether was encap-
sulated in a PEO-PLA matrix and analyzed by DLS and '’F-NMR. Out of these data, it can be
summarized, that a maximum capacity of the perfluoro 15-crown-5-cther is reached at about

20 w/w%.

In another set of experiments, a PI-PEO blockcopolymer was functionalized by means of side
chain functionalization using ene-thiol click chemistry, and all terminal alkene bonds were
connected with cysteinamin. This functionalization rendered the formation behavior of the
blockcopolymer phase to be salt-dependent. Non-functionalized polymers formed poly-
mersomes in a size range between 100 and 200 nm by hydrodynamic flow-focusing in a mi-
crofluidic device, rather independent of salt concentration. After functionalization however,
the polymers formed rod-, crescent-shaped, thread- as well as micellar structures in a size
range of 50 to 100 nm at a salt concentration from 0 to 0.7 M. Above a salt-concentration of
0.8 M, polymersomes of about 2 pm in diameter were generated, and they were connected to

a pearl necklace with each other.

Different immobilization experiments were successfully conducted in microfluidic channels
as model systems to investigate the adhesion behavior of a drug delivery system in the blood
circulatory system. It was possible to generate a glass-layer on the surface of the microfluidic
channels, which contains free accessible amino groups. A sol-gel method consisting of 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES), triethoxymethylsilane (MTES), ethanol and hydrochlo-

ric acid (pH = 4.5) was used for these experiments. Aldehyde-functionalized polymersomes
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7. Summary

were immobilized on this aminated surface. The adhesion of the aldehyde-functionalized pol-
ymersomes only succeeded in a "stop-flow" experiment. In further experiments, the aminated
surface was successfully coated with proteins, such as avidin, streptavidin, and in the second
step with biotinylated SBA lectin. Immobilization experiments with the biotinylated PEO-
PLA polymersomes were realized in the avidin/streptavidin-coated microfluidic channels. The
immobilization of carbohydrate-functionalized polymersomes was observed, if the micro-

channels were additionally coated with SBA lectin.
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11. Gefahren- und Sicherheitshinweises

11 Gefahren- und Sicherheitshinweise!*' >

11.1 Piktogramme und Kodierungen

Piktogramm Bezeichnung Kodierung Signalwort
Explodierende Bombe GHSO01 Gefahr
@ Flamme GHS02 Gefahr
Flamme iiber einem Kreis GHSO03 Gefahr
@ Gasflasche GHS04 Achtung
Atzwirkung GHSO05 Gefahr / Achtung
Totenkopf mit gekreuzten Knochen GHSO06 Gefahr
@ Gesundheitsgefahr GHSO08 Gefahr
@ dic!(es Ausrufe- GHSO07

zeichensymbo
@ Umwelt GHS09 Achtung / Gefahr

11.2 H- und P-Sitze nach CLP-Verordnung

11.2.1 H200-Reihe: Physikalische Gefahren

H200 Instabil, explosiv

H201 Explosiv, Gefahr der Massenexplosion.

H202 Explosiv; groBe Gefahr durch Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

H203 Explosiv; Gefahr durch Feuer, Luftdruck oder Splitter, Spreng- und
Wurfstiicke.

H204 Gefahr durch Feuer oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

H205 Gefahr der Massenexplosion bei Feuer.

H220 Extrem entzilindbares Gas.

H221 Entziindbares Gas.

H222 Extrem entzlindbares Aerosol.

H223 Entziindbares Aerosol.

H224 Fliissigkeit und Dampf extrem entziindbar.
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H225
H226
H228
H240
H241
H242
H250
H251
H252
H260

H261
H270
H271
H272
H280
H281

H290

H300
H301
H302
H304
H310
H311
H312
H314
H315
H317
H318
H319
H330
H331
H332
H334

H335
H336
H340

H341

H350

Fliissigkeit und Dampf leicht entziindbar.

Fliissigkeit und Dampf entziindbar.

Entziindbarer Feststoff.

Erwédrmung kann Explosion verursachen.

Erwédrmung kann Brand oder Explosion verursachen.

Erwédrmung kann Brand verursachen.

Entziindet sich in Beriihrung mit Luft von selbst.

Selbsterhitzungsfahig; kann in Brand geraten.

In grofBen Mengen selbsterhitzungsfihig; kann in Brand geraten.

In Beriihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase, die sich spontan
entziinden konnen.

In Beriihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase.

Kann Brand verursachen oder verstirken; Oxidationsmittel.

Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.
Kann Brand verstirken; Oxidationsmittel.

Enthilt Gas unter Druck; kann bei Erwdrmung explodieren.

Enthélt tiefgekiihltes Gas; kann Kaélteverbrennungen oder -—
Verletzungen verursachen.

Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

11.2.2 H300-Reihe: Gesundheitsgefahren

Lebensgefahr bei Verschlucken.

Giftig bei Verschlucken.

Gesundheitsschidlich bei Verschlucken.

Kann bei Verschlucken und Eindringen in die Atemwege todlich sein.
Lebensgefahr bei Hautkontakt.

Giftig bei Hautkontakt.

Gesundheitsschidlich bei Hautkontakt.

Verursacht schwere Verdtzungen der Haut und schwere Augenschéden.
Verursacht Hautreizungen.

Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

Verursacht schwere Augenschéiden.

Verursacht schwere Augenreizung.

Lebensgefahr bei Einatmen.

Giftig bei Einatmen.

Gesundheitsschidlich bei Einatmen.

Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembe-
schwerden verursachen.

Kann die Atemwege reizen.

Kann Schlifrigkeit und Benommenheit verursachen.

Kann genetische Defekte verursachen <Expositionsweg angeben, sofern
schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositions-
weg besteht>.

Kann vermutlich genetische Defekte verursachen <Expositionsweg an-
geben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen
Expositionsweg besteht>.

Kann Krebs erzeugen <Expositionsweg angeben, sofern schliissig be-
legt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht>.
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H3501
H351

H360

H360F
H360D
H360FD
H360Fd
H360Df

H361

H361f
H361d
H361fd

H362

H370

H371

H372

H373

H400
H410
H411
H412
H413

Kann bei Einatmen Krebs erzeugen.

Kann vermutlich Krebs erzeugen <Expositionsweg angeben, sofern
schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositions-
weg besteht>.

Kann die Fruchtbarkeit beeintridchtigen oder das Kind im Mutterleib
schiadigen <konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt> <Expositions-
weg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass die Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht>.

Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

Kann das Kind im Mutterleib schidigen.

Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann das Kind im Mutterleib
schéadigen.

Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann vermutlich das Kind im
Mutterleib schiadigen.

Kann das Kind im Mutterleib schidigen. Kann vermutlich die Frucht-
barkeit beeintrachtigen.

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrdchtigen oder das Kind im-
Mutterleib schiddigen <konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt>
<Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass die Gefahr
bei keinem anderen Expositionsweg besteht>

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann vermutlich
das Kind im Mutterleib schadigen.

Kann Séuglinge tiber die Muttermilch schidigen.

Schidigt die Organe <oder alle betroffenen Organe nennen, sofern be-
kannt> <Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese
Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht>.

Kann die Organe schidigen <oder alle betroffenen Organe nennen, so-
fern bekannt> <Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist,
dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht>.
Schiadigt die Organe <alle betroffenen Organe nennen> bei ldngerer
oder wiederholter Exposition <Expositionsweg angeben, wenn schliis-
sig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg be-
steht>

Kann die Organe schidigen <alle betroffenen Organe nennen, sofern
bekannt> bei ldngerer oder wiederholter Exposition <Expositionsweg
angeben, wenn schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem ande-
ren Expositionsweg besteht>.

11.2.3 H400-Reihe: Umweltgefahren

Sehr giftig fiir Wasserorganismen.

Sehr giftig fiir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

Giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Schadlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Kann fiir Wasserorganismen schadlich sein, mit langfristiger Wirkung.
Erginzende Gefahrenmerkmale und Kennzeichnungselemente
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(EUH-Siitze)
EUH 001
EUH 006
EUH 014
EUH 018

EUH 019
EUH 044
EUH 029
EUH 031
EUH 032
EUH 066
EUH 070
EUH 071
EUH 059
EUH 201/

EUH 201 A
EUH 202

EUH 203
EUH 204
EUH 205
EUH 206

EUH 207

EUH 208

EUH 209/
EUH 209 A
EUH 210
EUH 401

P101

P102
P103

P201
P202
P210

In trockenem Zustand explosiv.

Mit und ohne Luft explosionsfihig.

Reagiert heftig mit Wasser.

Kann bei Verwendung explosionsfihige / entziindbare Dampf / Luft-
Gemische bilden.

Kann explosionsfiahige Peroxide bilden.

Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss.

Entwickelt bei Berithrung mit Wasser giftige Gase.

Entwickelt bei Berlihrung mit Sdure giftige Gase.

Entwickelt bei Berithrung mit Saure sehr giftige Gase.

Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut fiihren.

Giftig bei Beriihrung mit den Augen.

Wirkt dtzend auf die Atemwege.

Die Ozonschicht schidigend.

Enthélt Blei. Nicht fiir den Anstrich von Gegenstinden verwenden, die
von Kindern gekaut oder gelutscht werden konnten.

Achtung! Enthilt Blei.

Cyanacrylat. Gefahr. Klebt innerhalb von Sekunden Haut und Augenli-
der zusammen. Darf nicht in die Hinde von Kindern gelangen.

Enthdlt Chrom(VI). Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

Enthélt Isocyanate. Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

Enthilt epoxidhaltige Verbindungen. Kann allergische Reaktionen her-
vorrufen.

Achtung! Nicht zusammen mit anderen Produkten verwenden, da ge-
fahrliche Gase (Chlor) freigesetzt werden konnen.

Achtung! Enthélt Cadmium. Bei der Verwendung entstehen gefahrliche
Dampfe. Hinweise des Herstellers beachten. Sicherheitsanweisungen
einhalten.

Enthélt <Name des sensibilisierenden Stoffes>. Kann allergische Reak-
tionen hervorrufen.

Kann bei Verwendung leicht entziindbar werden.

Kann bei Verwendung entziindbar werden.

Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhaltlich.

Zur Vermeidung von Risiken fiir Mensch und Umwelt die Gebrauchs-
anleitung einhalten.

11.2.4 P 100-Reihe: Allgemeines

Ist drztlicher Rat erforderlich, Verpackung oder Kennzeichnungsetikett
bereithalten.

Darf nicht in die Hinde von Kindern gelangen.

Vor Gebrauch Kennzeichnungsetikett lesen.

11.2.5P 200-Reihe: Privention

Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.
Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.
Von Hitze / Funken / offener Flamme / heiflen Oberflachen fernhalten.
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P211
P220

P221
P222
P223

P230
P231
P232
P233
P234
P235
P240
P241

P242
P243
P244
P250
P251

P260
P261
P262
P263
P264
P270
P271
P272

P273
P280

P281
P282

P283
P284
P285
P231 +P232
P235 +P410

P301
P302
P303

Nicht rauchen.

Nicht gegen offene Flamme oder andere Ziindquelle spriihen.

Von Kleidung /.../ brennbaren Materialien fernhalten/entfernt aufbe-
wahren.

Mischen mit brennbaren Stoffen /... unbedingt verhindern.

Kontakt mit Luft nicht zulassen.

Kontakt mit Wasser wegen heftiger Reaktion und mdglichem Auf-
flammen unbedingt verhindern.

Feucht halten mit ...

Unter inertem Gas handhaben.

Vor Feuchtigkeit schiitzen.

Behilter dicht verschlossen halten.

Nur im Originalbehélter autbewahren.

Kiihl halten.

Behilter und zu befiillende Anlage erden.

Explosionsgeschiitzte elektrische Betriebsmittel / Liiftungsanlagen /
Beleuchtung /... verwenden.

Nur funkenfreies Werkzeug verwenden.

MaBnahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen.
Druckminderer frei von Fett und Ol halten.

Nicht schleifen / stoflen /.../ reiben.

Behilter steht unter Druck: Nicht durchstechen oder verbrennen, auch
nicht nach der Verwendung.

Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampt / Aerosol nicht einatmen.
Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.
Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung gelangen lassen.
Kontakt wihrend der Schwangerschaft / und der Stillzeit vermeiden.
Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

Nur im Freien oder in gut beliifteten Rdumen verwenden.
Kontaminierte Arbeitskleidung nicht aullerhalb des Arbeitsplatzes tra-
gen.

Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz
tragen.

Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung verwenden.
Schutzhandschuhe / Gesichtsschild / Augenschutz mit Kilteisolierung
tragen.

Schwer entflammbare / flammhemmende Kleidung tragen.

Atemschutz tragen.

Bei unzureichender Beliiftung Atemschutz tragen.

Unter inertem Gas handhaben. Vor Feuchtigkeit schiitzen.

Kiihl halten. Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

11.2.6 P 300-Reihe: Reaktion

BEI VERSCHLUCKEN:
BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT:
BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar):
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P304
P305
P306
P307
P308
P309
P310
P311
P312

P313
P314
P315
P320

P321
P322
P330
P331
P332
P333
P334
P335
P336

P337
P338

P340

P341

P342
P350
P351
P352
P353
P360

P361
P362
P363
P370
P371
P372
P373

P374

P375

BEI EINATMEN:

BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN:

BEI KONTAMINIERTER KLEIDUNG:

BEI EXPOSITION:

BEI EXPOSITION ODER FALLS BETROFFEN:

BEI EXPOSITION ODER UNWOHLSEIN:

Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.
GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

Bei Unwohlsein GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anru®
fen.

Arztlichen Rat einholen / érztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Unwohlsein drztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.
Sofort drztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.

Besondere Behandlung dringend erforderlich (siehe ... auf diesem
Kennzeichnungsetikett).

Besondere Behandlung (siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).
Gezielte MaBnahmen (siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).
Mund ausspiilen.

KEIN Erbrechen herbeifiihren.

Bei Hautreizung:

Bei Hautreizung oder -ausschlag:

In kaltes Wasser tauchen / nassen Verband anlegen.

Lose Partikel von der Haut abbiirsten.

Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser auftauen. Betroffenen Be-
reich nicht reiben.

Bei anhaltender Augenreizung:

Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Wei-
ter ausspiilen.

Die betroffene Person an die frische Luft bringen und in einer Position
ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in einer Position
ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

Bei Symptomen der Atemwege:

Behutsam mit viel Wasser und Seife waschen.

Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen.

Mit viel Wasser und Seife waschen.

Haut mit Wasser abwaschen / duschen.

Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel Wasser abwaschen
und danach Kleidung ausziehen.

Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.

Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.
Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.

Bei Brand:

Bei Grof3brand und grof3en Mengen:

Explosionsgefahr bei Brand.

KEINE Brandbekdmpfung, wenn das Feuer explosive Stoffe / Gemi-
sche / Erzeugnisse erreicht.

Brandbekdmpfung mit iiblichen Vorsichtsmalnahmen aus angemesse-
ner Entfernung.

Wegen Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bekdmpfen.
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P376
P377

P378
P380
P381
P390
P391
P301 +P310

P301 +P312

P301 + P330 + P331

P302 + P334

P302 + P350

P302 + P352

P303 + P361 + P353

P304 + P340

P304 + P341

P305 +P351 + P338

P306 + P360

P307 +P311
P308 + P313

P309 + P311

P332 +P313
P333 + P313

P335+ P334

P337 +P313

P335+ P334

P337 +P313

P342 +P311

Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos mdglich.

Brand von ausstromendem Gas: Nicht 16schen, bis Undichtigkeit ge-
fahrlos beseitigt werden kann.

... zum Loschen verwenden.

Umgebung raumen.

Alle Ziindquellen entfernen, wenn gefahrlos moglich.

Verschiittete Mengen aufnehmen, um Materialschiden zu vermeiden.
Verschiittete Mengen aufnehmen.

BEI VERSCHLUCKEN: Sofort GIFTINFOMATIONSZENTRUM
oder Arzt anrufen.

BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein GIFTINFORMATIONS-
ZENTRUM oder Arzt anrufen.

BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspiilen. KEIN Erbrechen herbeifiih-
ren.

BEI KONTAKT MIT DER HAUT: In kaltes Wasser tauchen / nassen
Verband anlegen.

BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Behutsam mit viel Wasser und Sei-
fe waschen.

BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife wa-
schen.

BEI KONTAKT MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle beschmutz-
ten, getrankten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser ab-
waschen/duschen.

BEI EINATMEN: An die frische Luft bringen und in einer Position
ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

BEI EINATMEN: Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen
und in einer Position ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam
mit Wasser spiilen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit ent-
fernen. Weiter spiilen.

BEI KONTAKT MIT DER KLEIDUNG: Kontaminierte Kleidung und
Haut sofort mit viel Wasser abwaschen und danach Kleidung ausziehen.
Bei Exposition: GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.
Bei Exposition oder falls betroffen : Arztlichen Rat einholen / drztliche
Hilfe hinzuziehen.

Bei Exposition oder Unwohlsein: GIFTINFORMATIONSZENTRUM
oder Arzt anrufen.

Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.
Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen / &rztliche
Hilfe hinzuziehen.

Lose Partikel von der Haut abbiirsten. In kaltes Wasser tauchen / nassen
Verband anlegen.

Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / irztliche Hilfe
hinzuziehen.

Lose Partikel von der Haut abbiirsten. In kaltes Wasser tauchen / nassen
Verband anlegen.

Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / irztliche Hilfe
hinzuziehen.

Bei Symptomen der Atemwege: GIFTINFORMATIONSZENTRUM
oder Arzt anrufen.

239



11. Gefahren- und Sicherheitshinweises

P370 + P376 Bei Brand: Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos moglich.

P370 +P378 Bei Brand: ... zum Loschen verwenden.

P370 + P380 Bei Brand: Umgebung rdumen.

P370 + P380 + P375 Bei Brand: Umgebung rdumen. Wegen Explosionsgefahr Brand aus der
Entfernung bekdmpfen.

P371 + P380 + P375 Bei Gro3brand und groflen Mengen: Umgebung rdumen. Wegen Explo-
sionsgefahr Brand aus der Entfernung bekdmpfen.

11.2.7 P 400-Reihe: Aufbewahrung

P401 ...aufbewahren.

P402 An einem trockenen Ort autbewahren.

P403 An einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P404 In einem geschlossenen Behélter aufbewahren.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P406 In korrosionsbestindigem /... Behilter mit korrosionsbestiandiger Aus-
kleidung aufbewahren.

P407 Luftspalt zwischen Stapeln / Paletten lassen.

P410 Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

P411 Bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C/ ... aufbewahren.

P412 Nicht Temperaturen von mehr als 50 °C aussetzen.

P413 Schiittgut in Mengen von mehr als ... kg bei Temperaturen von nicht
mehr als ... °C aufbewahren

P420 Von anderen Materialien entfernt autbewahren.

P422 Inhalt in / unter ... aufbewahren

P402 + P404 In einem geschlossenen Behilter an einem trockenen Ort auftbewahren.

P403 + P233 Behilter dicht verschlossen an einem gut beliifteten Ort autbewahren.

P403 + P235 Kiihl an einem gut beliifteten Ort aufgewahren.

P410 + P403 Vor Sonnenbestrahlung geschiitzt an einem gut beliifteten Ort aufbe-
wahren.

P410 + P412 Vor Sonnenbestrahlung schiitzen und nicht Temperaturen von mehr als
50 °C aussetzen.

P411 + P235 Kiihl und bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C aufbewahren.

11.2.8 P 500-Reihe: Entsorgung
P501 Inhalt / Behélter ... zufiihren.
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12 Ubersicht der verwendeten Chemikalien'?'>3
Chemikalien CAS-Nr Piktogramm H-Sitze P-Sétze

1,1'-Carbonyldiimidazol 530-62-1 GHSO05, GHS07 302-314 2803_32;5; 1305 I+

GHSO02, GHS07, | 225-351-319- | 210-261-281-

1,4-Dioxan 123-91-1

GHS08 335 305+351+338
I-Azido-1-deoxy-B-D- | 35099 g9 g keine GHS-Piktogramme
galactopyranosid
I-Azido-l-deoxyB-D- | 6org6 166 | GHs07 | 315-319-335 | 2013934351
lactopyranosid 338
1-Ethyl-3-[3-dimethyl-
aminopropyl]- 25952-53-8 GHSO05, 314 2803' ;’ 25; 1305 I+
carbodiimidhydrochlorid
2,2 -Azobis(Z-methyl- | 3495 08 7 | GHS02, GHS07, | 242-302
butyronitril)
2-Bromoethylamine- 261-305+351+
hydrobromid 107-09-5 GHS07 315-319-335 3g
210-261-305 +
2-Propanol 67-63-0 | GHS02, GHS07, | 225-319-336 | = 27 0
3,6-Dimethyl-1,4- 261-305+351
Hioxane 5-dion 95-96-5 GHS07 315-319-335 oo
3-Aminopropyl- 280-305+351+
riethorysing 919-30-2 | GHS05, GHS07 | 302-314-317 | “°020°0

280-301+310-
3-Mercaptopropionsdure 107-96-0 GHSO05, GHS06 301-314 305+351+338-

310
4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-
tr(iazin-2-yl)-4-n}1,ethyl- 3945-69-5 | GHS05, GHS07 | 302-314 | 280-305+351+
morpholinium chlorid 338-310
5-Amino-2-(hydroxy- 261-305+351+
methylphenyl)-boro- 117098-93-8 GHSO07 315-319-335 | 338-302+352-
nsiure-HCI 321-405-501A
/-Mercap t0-4TMethyl- 137215-27-1 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Cumarin
210-261-305+
Aceton 67-64-1 GHSO02, GHS07 | 225-319-336 3514338
. 210-280-305+
Acetylchlorid 75-36-5 GHSO02, GHSO05 225-314 3514338-310
Aktivkohle Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Alexa Fluor ® 488 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Aluminiumoxid 1344-28-1 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Amberlite IR 120 37360-75-1 GHSO07 ‘ 319 305+351+338
Argon 7440-37-1 keine GHS-Piktogramme
Biotinamidohexanoyl-6-
aminohexansiure-N- 89889-52-1 keine GHS-Piktogramme
hydroxysuccinimidester
Bromwasserstoff 10035-10-6 GHSO07 315-319 305+351+338
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(32%ige Losung in Es-
sigsdure)
: : 223-231+232-
Calciumhydrid 7789-78-8 GHSO02 260 370+378-422
Celite 61790-53-2 GHS07 319335 | 20190
273-280-303+
Chloressiesiure 79.11-8 GHSO05, GHS06, | 331-311-301- | 361+353-305+
& GHS09 314-400 351+338-310-
501
Chloroform 67663 | GHSO07, GHS0g | 20731 281
Chloroform-d1 865496 | GHS07, GHS0g | 071> 281
Cysteaminiumchlorid 156-57-0 GHSO07 302 -
D-(+)-Galactosamin- . .
hydrochlorid 1772-03-8 keine GHS-Piktogramme
D-(+)Glucosamlnhydro- 66-84-2 keine GHS-Piktogramme
chlorid
D,O 7789-20-0 keine GHS-Piktogramme
Dichlormethan 75-09-2 GHSO08 351 281
Diethylether 60-29-7 GHSO02, GHS07 | 224-302-336 210-261
226- 201-280-305+
Dimethylformamid 68-12-2 GHSgﬁs(fgsm’ 3124332- | 351+338-308+
319-360D 313
Dimethylsulfoxid 67-68-5 keine GHS-Piktogramme
Di-n-butvl . GHSO02, GHS05, | 225-250-260- | 210-222-223-
1(”’“\‘; zl“}llaegrt‘zz;um 1191-47-5 | GHS07, GHS08, | 304-314-336- | 231+232-370+
P GHS09 H410 378-422
Diphenylmethylkalium Nicht vollstindig gepriifter Stoff
226-315-317- 260-280-284-
Di-tert-butyl-dicarbonat | 24424-99-5 | GHS02, GHS06 305+351+338-
319-330-335 310
Essigsiiure 64197 | GHS02,GHS0s | 226:314 | 250300 3
- . GHSO02, GHS05, | 226-302-314- | 280-305+351+
Essigsdureanhydrid 108-24-7 GHS07 339 338-310
Ethanol 64-17-5 GHSO02 225 210
210-240-305+
Ethylacetat 141-78-6 GHSO02, GHS07 | 225-319-336 3514338
- GHSO02, GHS05, | 226-302-312- | 261-280-305+
Ethylendiamin 107133 | GHS07, GHSO08 | 314-317-334 | 351+338-310
220-280-315- | 201-210-261-
Ethylenoxid 75-21-8 g%z%% ggss%‘; 319-331-335- | 305+351+338-
’ 340-350 311-410+403
FITC-NAv Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Fluoreszin 05.07.2321 GHS07 319 305+351+338
HEPES Puffer Losung 7365-45-9 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
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225-304-315- | 210-261-273-
Hexan 110-54-3 %}éss%zg’ C(}}}IESS%Q 336-3611- 281-301+310-
’ 373-411 331
224-341-350- | 201-210-273-
Isopren 78-79-5 GHSO02, GHS08 412 281-308-313
Kupfersulfat- Pentahyd- 302-319-315- | 273-305+351+
rat 7758-99-8 | GHS07, GHS09 410 338-3004352
L-Ascorbinsiure 50-81-7 keine GHS-Piktogramme
Loctite® 406 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Loctite® 770 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Magnesiumsulfat 7487-88-9 keine GHS-Piktogramme
280-301+330+
331-305+351+
Malcinséurcanhydrid | 108-31-6 GHS(%SESO& P02 1 538 304+340-
302+352-309-
310
GHS02, GHS06, | 225-301+311 | 210-260-280-
Methanol 67-56-1 GHS08 +331-370 | 301+310-311
. GHSO02, GHS07, | 228-302-351- | 210-273-281-
Naphthalin 1205 | GHsos, GHS09 410 501
223-231+232-
. 280-305+351+
Natrium 7440-23-5 | GHS02, GHSO05 260-314 338-3704378-
422
Natriumazid 26628-22-8 | GHS06, GHS09 300-410 2643_12 g_353 ? I+
Natriumcarbonat 497-19-8 GHSO07 319 305+351+338
Natriumchlorid 7647-14-5 keine GHS-Piktogramme
223-231+232-
Natriumhydrid 7646-69-7 | GHS02, GHS07 260-319 305+351+338-
370+378-422
N-Boc-2- 302-315-319- 261-
Bromoethylamin 39684-80-5 GHS07 335 305+351+338
n-Butvilithium GHSO02, GHSO05, | 225-250-261- | 210-222-231+
2.0M inyC clohexan) 109-72-8 GHSO07, GHSO08, | 304-314-336- | 232-261-273-
’ Y GHS09 410 422
N-Hydroxysuccinimid 6066-82-6 keine GHS-Piktogramme
Nile Red 7385-67-3 keine GHS-Piktogramme
PEO Nicht vollstindig gepriifter Stoff
PEO-PCL Nicht vollstindig gepriifter Stoff
PEO-PGL/PCL Nicht vollstindig gepriifter Stoff
PEO-PLA Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Perﬂuor(;-t:lZ;krone-S- 97571-69-2 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Phosgen GHS02, GHSO05, 225-304-314- | 210-260-280-
(20% in Toluol) 75-44-5 GHS06. GHS08 330-336- 284-301+310-
’ 361d-370 305+351+338
PI-PEO Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Polydimethylsiloxan 63148-62-9 keine GHS- 413 | -
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225-301-304-

210-261-281-
Propargylbromid 106-96-7 GHS((;?{,SC;I;;ISO@ 3 13536313961335 " | 301+310-305
+351+338-331
373
, 261-280-305+
Salzsdure 7647-01-0 | GHSO05, GHS07 314-335 3514338-310
s GHSO02, GHS05, 210-261-273-
R 451;/}3?;%1121;;‘;1?)(&11) 598-30-1 | GHS07, GHS08, | >3 =14 | 280301+4310-
: Y GHS09 305+351+338
Soybean Agglutinin Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Stickstoff 7727-37-9 GHS04 280 410+403
Streptavidin 9013-20-1 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
SUR1-Pharmacophor Nicht vollstindig gepriifter Stoff
Sylgard 184 68988-89-6 Nicht vollstdndig gepriifter Stoff
tert-Butyldimethylsilyl- 210-280-305+
chlorid 18162-48-6 | GHS02, GHSO05 228-314 351+338-310
Tetraethylorthosilikat 78-10-4 GHS02, GHS07 226-3313?5_332- 261-3;)?? ;351
GHSO02, GHS07, | 225-319-335- | 210-261-281-
Tetrahydrofuran 109-99-9 GHS08 351 305+351+338
Tetramethylrhodamlne— 95197-95-8 Nicht vollstindig gepriifter Stoff
isothiocyanat
Toluol 103-88-3 GHSO02, GHS07, 22353_2-(1)546_13(;-5_ 210-261-281-
Y GHS08 o 301+310-331
Triethoxymethylsilan 2031-67-6 GHSO02 226 -
: . GHSO02, GHSO05, | 225-302-312- | 210-280-305+
Triethylamin 121-44-8 GHS07 314-332 | 351+338-310
. - 273-280-305+
Trifluoressigsdure 76-05-1 GHSO05, GHS07 | 314-332-412 3514338-310
226-301-312- | 261-280-301+
Trifluorethanol 75-89-8 GHS&%&ESOS, 315-318-331- | 310-305+351
335 +338-311
Tyramin 51-67-2 GHSO07 315-319-335 261__3235;351
261-280-305+
e-Caprolacton 502-44-3 GHSO05, GHS07 | 315-318-335 3514338
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