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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Selbstorganisation und Strukturbildung sind charakteristische Eigeresthaion
Vielteilchensystemen. Die dabei geltenden Ordnungsprinzipien und Nsgtrgesind erst in
den letzten Jahrzehnten erkannt und zum Teil verstanden worden. Einen fidpemalih
Reichtum an Formen der Selbstorganisation findet man in der Natugelersd von der
molekularen Ebene (Proteinfaltung, enzymatische Prozesse, etc.)ndledulare Motoren
(Myosin und Actin bei der Muskelbewegung), bis hin zur Selbstorganisétioender
Organismen, z.B. in Bakterien- und Ameisenkolonien oder Vogel- und Fisciisubw
(,Biomimetik“ oder ,Bionik). Der Mensch macht sich diese Prineipizu Nutze und
versucht die Natur nachzubilden. Die Liposomen, sich spontan bildende Sphéren aus
Doppelschichten, entsprechen dem Modell einer lebenden Zelle und werdegetaitzt,
Arzneimittel in den Koérper zu transportieredrg carrier). Durch die weitere Forschung auf
diesem Gebiet, wird es wohl méglich sein, immer bessere, gaetére Werkstoffe durch
Selbstorganisation herzustellen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Sellastisagionsprozesse von
Blockcopolymeren auf Polypeptidbasis. Von besonderen Interesse sind hier die
Entmischungsphdnomene aufgrund der chemischen Unvertraglichkeit inFfleater und die
Aggregationszustande in verdinnter Losung wegen unterschiedlicher hkéglidbeider
Blocke. Kristallisationsprozesse der formanisotropen Elemente unsclmvimolekulare
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen sollen die Phasenbildung mafigeblich beegrlussl neue
Erkenntnisse Uber das Phasenverhalten der hier untersuchten sog. Statinhen-K
Blockcopolymere gewinnen lassen. Des weiteren sollte die Sclialibder Aggregate durch

Verandern der Sekundarstruktur des Peptids von Kn&auel zu Helix untersucht werden.
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2 GRUNDLAGEN

2.1 BLOCKCOPOLYMERE

Blockcopolymere sind Makromolekile, die aus mindestens zwei verschiedemarent
miteinander verknipften Homopolymeren aufgebaut sind. Durch diese Verknipfung kénnen
die Blockcopolymere, im Vergleich zu den sie bildenden Homopolymerewvo#ig neues
Eigenschaftsprofil aufweisen. Je nach Molekularchitektur kann zwiskhearen (Zwei-,
Drei-, Multiblockcopolymere), verzweigten (Stern- und Propfblockcopolymengklischen,
hantelférmigen und Leiterblockcopolymeren unterschieden werden. Aufgrund des
unterschiedlichen chemischen Charakters der Komponenten sind Blockcopolymere
amphiphil. Das bedeutet, dass die Blocke unterschiedliche Ldslichgensehaften
aufweisen, wobei im Extremfall ein Block hydrophob und der andere hydrephidadurch

sind sie in der Lage, die Grenzflache zwischen Materialierchiedener Kohasionsenergie:
Ol/Wasser (Emulsion), Polymer/Polymer, Metall/Polymer (Bl¢nasd Ol/Luft (Schaume,
Aerosole) zu stabilisieren.

Die Asymmetrie in der Blockcopolymerkette muss nicht nur auf dé&nische Potential
bezogen sein, sondern auch auf andere physikalische Eigenschaften.wiarieBZahigkeit,
Steifigkeit, Dipolmoment, Ladungsdichte oder Konformation. Die Blocklangem
Blocklangenverhaltnisse bestimmen unter gegebenen Bedingungen Ziusdasli&/erhalten

der Ketten.

Fur die Herstellung von Blockcopolymeren sind in der Literatur zahkeeSynthesewege
beschrieben, die sich jedoch im wesentlichen auf zwei Methoden zurlckfidesen.
Kompliziertere Strukturen lassen sich durch Kombination verschiedenethollen
realisieren. Zum einen durch sequentielle Monomeraddition, dabei fihrt ein

monofunktioneller Polymerisationsstart zu AB- ABA- oder ABC-Struktyr ein
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bifunktioneller Polymerisationsstart gestattet die ABA- oderABB-Anordnung und ein
multifunktioneller Propfcopolymere. Der zweite Weg ist die Kopplung ttomo- oder
Blockcopolymeranionen unter Bildung von Blockpolymeren.

Der kontrollierte, sequentielle Weg der Polymerisation erfolgt cldurlebende

Polymerisationsverfahren: anionis¢figkationische™, radikalisch&’ und koordinativé:®

2.2 PHASENVERHALTEN

Unter dem Begriff Selbstorganisation versteht man in der CheimiEahigkeit des Systems,
aus den einzelnen Komponenten durch nichtkovalente Kréafte spontan defimaktargn zu
bilden. Die Stoffgruppen, die sich unter gegebenen Bedingungen so verhalteh e
Flussigkristalle und deren geordnete Zusténde flussigkristallinreeRltmler Mesophasen. Der
Ordnungszustand solcher Phasen liegt zwischen dem der isotropenkeitiasig dem der
Kristalle. Eine Unterscheidung der Mesophase von der isotropen Fliisggkelativ leicht,

da eine strukturelle Nahordnung in Flussigkristallen vorhanden ist. DifsrebDzieren
zwischen Kristallen und Mesophasen kann problematisch sein. Geregelhii Kristall eine
Orientierungs- und Positionsfernordnung der Gitterbausteine vor, im gRiistll aber nur

eine Orientierungsfernordnung und eine reduzierte oder komplett verschwundene
Positionsfernordnung. Es wird prinzipiell zwischen zwei Arten von FKilsstallen
unterschieden, den thermotropen und den lyotropen. Thermotrope Flussigkoisdaiebei
Temperaturanderung  flussigkristalline  Phasen aus, wahrend Ilyotrope  durch
Konzentrationsanderung die Mesophasen zeigen. Zwischen diesen beidenalérenzf
existiert ein Ubergangsbereich, in dem sich beide Phidnomene (berl@ge die hier
untersuchten Blockcopolymere als lyotrope Flussigkristalle auch dhenpe Komponenten
beinhalten (amphotrope Flussigkristalle), soll auf beide Grenzfidle Systematik von
Flussigkristallen  kurz eingegangen werden. Im folgenden werden auch die
Entmischungsphanomene in der festen Phase und das Aggregationsverhaeiinnten

Lésungen besprochen.
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2.2.1 BULKPHASEN VON BLOCKCOPOLYMEREN

Die Mikrophasenseparation von Knauel-Knauel-Blockcopolymeren in der Sahimekurch
die Existenz von kurzreichweitigen Anziehungs- und langreichweitigestoSungkraften

bedingt. Wahrend die Inkompatibilitat der Blocke zur Phasenseparation déistattet die

kovalente Bindung zwischen zwei Komponenten die Entmischung nur auf der

Molekiillangenskala (5-100 nm). Nach Bates und Fredri¢ksbhangt die Phasenseparation
der AB-Blockcopolymere von dem PolymerisationsgkdNa+Ng, der Zusammensetzumg
Na/N und dem Flory-Huggins-Wechselwirkungsparameter zwischen den beiden
Komponenten A und B ab, der wie folgt definiert ist:

X‘i{f -1(8 té& )} Gl. 2.2
kBT AB 2 AA BB .2.2-1

&g beschreibt die Wechselwirkungsenergie zwischenijsvegei benachbarten Monomeren
und Z ist die Anzahl der nachstliegenden Monomerelan Copolymeranordnung. Da der
Wechselwirkungsparametgrumgekehrt proportional zur Temperatur T ist, steigr Grad
der Entmischung mit sinkender Temperatur. Zus#tzigt die Mischungsentropie einer
Homopolymerkette kleiner als die der einzelnen Moararin der gleichen Umgebung. Dies
fuhrt dazu, dass selbst wenn die Monomere beideskBlénischbar sind, die Homopolymere
mit steigendem Polymerisationsgrad zur Phasendeparaneigen. Somit ist die
Thermodynamik der Phasenseparation Uberwiegendhdmnwei Beitrdge beeinflul3t. Die
Anderung der freien Energie setzt sich additiv des abstoRenden Wechselwirkufg
zwischen den beiden Blocken und dem Entropieverkst durch die Streckung der

Polymerketten als Folge der Mikrophasenseparatisaramen:
AF =F,(x)+Fy(N) Gl. 2.2-2

Die Tendenz zur Mikrophasenseparation ist durch\tebaltnis des enthalpischéfy, ~ x
und des entropischdfy~1/N Beitrages bestimmt. Das heil3t, der Paranygtecharakterisiert
und klassifiziert die thermodynamischen Segregabereiche eines Systems. Nach Leifler

kann die Abhangigkeit der Segregationsparamei® in Abhéngigkeit von der
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Zusammensetzung des Blockcopolymefesn Form eines Phasendiagramms dargestellt
werden. Matsen und Batés* haben so ein theoretisches Diagramm berechnetil(finig
2-1).

120 [ |‘1 — ‘ T —— ‘ |||1 ]

100 _ ’l}? qugm OlmﬁmL | _ L: Lamellen
- [ I o K hexagonal gepackte

80 | '1 \ | '| ] Zylinder

YN 60 _ 1 | H L H ! f .1 Qmam: kubisch innenzentriert

i "?f-::_l ”LH J , 1 gepackte Kugeln

wl -..:;.::‘ 1 :'. i ’ _.-"3? ;' Qusé  Gyroid
: \\\ lf, la3d" \4 < { CPS: kubisch dicht gepackte

20 ¥ CPS \&« ” cps J Kugeln.

o L. ., 1 DIS: ungeordnete Phase

0 0.2 0.4 ; 0.6 0.8 1

Abbildung 2-1 Berechnetes Phasendiagramm na@t3$&N und BATES

Die Mikrophasenentmischung bei Diblockcopolymerenits vier Bereiche eingeteilt. Bei
niedrigenyN —Werten (1-10) liegt eine homogene Schmelze varyhNe= 10 bis 20 folgt der
Bereich der schwachen Entmischungvgak segregation limit’ WSL), der durch einen
breiten Ubergang zwischen den Phasen charaktéristeMit steigendemyN-Werten wird
der Phasenibergangsbereich immer ,schmaler® undt dmmmt man in den Bereich der
starken (strong segregation limit’'SSL) und super starkersiper-strong segragation limit’
SSSL) Entmischung, in dem die Grenzen aus einzédaealenten Bindungen zwischen zwei
Blocken bestehen. Die entsprechendende Dichtepmsifid in Abbildung 2-2 dargestellt.
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A weak segregation lim{\WSL)

N TN ~
~__ ~—

G

A strong segregation lim{SSL)
¢

v

Abbildung 2-2 Verschiedene Dichteprofil€ {eines Zweiphasensystems

Die Morphologie der Phase héngt hauptsachlich vortativen Platzbedarf (den
Volumenanteilen) der Blocke ab, zur Vereinfachungdwedoch mit der Molfraktionf
gearbeitet. Je nach Zusammensetzung des Molekiéndert sich die Krimmung zwischen
den Domanen, und es bilden sich lamellare, zylgathe und kugelférmige Strukturen. Neben
diesen thermodynamisch stabilen Strukturen exestienetastabile Phasen wie z.B. perforierte

Lamellen und Gyroide. Einige von den Morphologiamsn der Abbildung 2-3 dargestelit.

LA
HEZ
Gryroid (fa3d) F-Flache (Pnim) P-Flache (m3m)
Abbildung 2-3 Selbstorganisationstrukturen von Blockcopolyme&ehichtstrukturen glatte

(LAM), ondulierte (MLAM) und perforierte (PLAM) Lawilen, hexagonal gepackte Zylinder
(HEX), kubisch gepackte Kugeln (FCC und BCC), Mialftiaichen (Gyroid, F-Flache, P-Flacke)
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Die aufgrund der Phasenentmischung entstehendeim®elgaben eine charakteristische
GroRe R, die wegen der Raumfillung von der Aggregstahl Z (Anzahl der
Blockcopolymere pro Einheitsvolumen einer Mikrodomin und dem
Gesamtpolymerisationsgrad abhéngig ist® Die typischen Zusammenhénge sind in Tabelle

2.2-1 zusammengefasst.

Tabelle 2.2-1 Abhéngigkeit der MikrostrukturgroRe R und der Aggationszahl Z vom

Polymerisationsgrad N fur die unterschiedlichenr8gationsbereiche.

XN Segregationsbereich MikrostrukturgrofRe R Aggregatimszahl Z
=10 WSL R ~ N* Z~N?
>>10 SSL R~ N" Z~N
>>100 SSSL R~N Z~N

2.2.2 PHASENVERHALTEN IN VERDUNNTER LOSUNG

Wie schon erwahnt, bilden amphiphile Knauel-KndBlelekcopolymere im selektiven
Losungsmittel Aggregate, deren Morphologie mit deddWolarchitektur, der Molekilmasse,
der Konzentration des Amphiphils, dem Charakter ldé&sungsmittels und der Temperatur
zusammenhangt. In Lésung kommt es aufgrund untedather Loslichkeit beider Blocke

zur Bildung von kugelférmigen und zylindrischen Mlea oder Vesikeln.

Vesikel

Erlinderrricelle

Abbildung 2-4 Aggregationsstrukturen von amphiphilen Blockcopmdyen in verdinnter

LOsung.
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Jedes der in Abbildung 2-4 gezeigten Aggregate windrakterisiert durch eine streng
definierte Krimmung der Grenzflache zwischen demmfonenten. Diese ist durch eine

mittlere Krimmung H und eine Gaul3'sche Krimmunge&chreibbar, und es gilt:

polf1,1 61,223
2lR Ry o

Gl. 2.2-4

Abbildung 2-5 Geometrische GréRen. Mittlere und Gauf3'sche Krimgmu

Die Krimmung der Grenzflache ist wiederum direktt dem Packungsparameter des
Molekils gekoppelt, der durch das Volumen des hydoben Teilsv, der Kettenlange
senkrecht zur Grenzflaché und der Flache zwischen beiden Komponenten pro

Blockcopolymera definiert ist”:

2
p=1|=1+ HI+% Gl. 2.2-5
a

Die Zusammenhénge zwischen Geometrie, Packungsetmam und der Krimmung sind in

der Tabelle 2.2-2 zusammengestellt.

Tabelle 2.2-2 Zusammenhénge zwischen der Morphologie der Agtgegand dem

Packungsparameter P.

Geometrie Packungsparameter P H K
Sphare 1/3 1/R 1R
Zylinder 1/2 1/(2R) 0

Flache Grenzflache 1 0 0
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Mizellen entstehen durch spontane Bildung eineseNkerns aus dem unldslichen Block A,
der durch eine Korona aus der l6slichen KomponBriienhllt ist. Je nach Langenverhaltnis
beider Blocke kann zwischen zwei Fallen untersamederden:haarigen“ Mizellen Rairy

micelleg fir Na<<Npg, und sogenannten ,kurzgeschorenen“ MizellemewW cut micellesfir

den umgekehrten Fall. Die dritte Klasse von Mizelkend sog. amphiphile Mizellen, die
durch einen grofRen Flory-Huggins-Parameter chanalddg sind. Der Zusammenhang
zwischen der Mizellengréf3e R sowie der AggregatiahsZ mit dem Polymerisationsgrad N

ist in Tabelle 2.2-3 zusammengefasst.

Tabelle 2.2-3Skalierungsverhalten fiir verschiedene Mizelltypdg € Polymerisationsgrad).

Mizelltyp Radius R Aggregationszahlz
hairy R~ N® Z~ NS
crew cut R~ N2 Z~N
amphiphilic R~N Z~N?

Forsteret all®

hat fir stark segregierende Systeme ein Skalisgesgtz postuliert, das die
Zusammenhange zwischen den Polymerisationsgradeeirdzeine BléckeNa und Ng, dem
Packungsparameter sowie dem Wechselwirkungsparaynetad der Aggregationsza#lder

Mizelle beschreibt.

Z = ZyNaNg%8 Gl. 2.2-6

3
mit  Z, =36m\|gf(i|} Gl. 2.2-7
a

Da filr viele System&, bekannt ist, ist es moglich, durch gezielte Blocklangeneitste

eine erwlnschte GroR3e der Aggregate einzustellen.

Die Bildung von Vesikel kann als Zwei-Schritte-Macismus erfasst werden (Abbildung
2-6)1° zuerst bildet sich eine Doppelschicht (engilayer), die ,sich biegt* und dann zu

einer hohlen Sphare schlief3t.
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Aggregation von Doppelschicht mit Energie: Biegung: Vesikel mit
Blockcopolymeren Epek = 2R, ) Egiequng = 87K Ry = Ro/2

Abbildung 2-6 Vesikelbildungsmechanismiis

Die planare Schicht aus parallel angeordneten Midek besitzt entlang des Randes eine
LinienenergieEpisk, die vom Umfang des Randes (minimales Flache/Ré&rdaltnis ist bei

einer Scheibe gegeben) und der Linienspannuaighéngig ist:

Epe = 27R, Y Gl. 2.2-8

Bei der Biegung einer Flache muss ein EnergielspErRq4ung aufgebracht werden, der direkt
mit der Elastizitat der Membran verknipft ist:

E 87K Gl. 2.2:9

Biegung =

K ist das Biegungsmodul, das stoffspezifisch istk&sn also nur dann zum Schlie3en einer
flachen Lamelle kommen, wenn ihre Flache so grofidmsss der Energieverlust durch die
Spannungseffekte fir das System ginstig ist. Bgelgener Flache ist der Scheibenradigs R
zwei mal so grof3 wie der Kugelradius,Rsomit ist der minimale Radius des Aggregates

gegeben durch das Verhaltnis:

2K Gl. 2.2-10

Dies bedeutet, dass die Vesikel um so leichter |gethiwerden, je niedriger das
Biegungselastizitatsmoduwl und je gréRer die Grenzflachenspannung ist. Theymamisch
stabile (Gleichgewichts-) Aggregate entstehen, waéemEntropieverlust beim Anordnen der

Molekile, der mit der Aggregationszahl steigt, durdie molare Biegungsenergie, die
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umgekehrt proportional zur Aggregationszahl issgaglichen wird. Da die Léslichkeit der
Amphiphile meistens sehr niedrig ist und dadurcin&keGleichgewichtstrukturen gebildet
werden konnen, ist der Herstellungsweg ein zuséizti Faktor, der die Grof3e der Aggregate

beeinflufit.

2.2.3 LYOTROPE PHASEN

Durch Aufkonzentrieren einerer verdinnten LOsungingtv man die Aggregate, sich
zueinander anzuordnen und sog. lyotrope Flissigkeszu bilden. Die lyotropen Phasen von
amphiphilen Blockcopolymeren sind noch relativ vgemrforscht, und die Nomenklatur
orientiert sich weitgehend an dem Phasenverhalam niedermolekularen Tensiden. In

Abbildung 2-7 ist ein theoretisches Phasendiagraimes Tensid-Wasser Systems gezeigt.

v kubische Phase kolumnare Phase lamellare Phase

Abbildung 2-7 Lyotrope Phasen eines Tensid-Wasser Systems @mzdftration).

Die so entstandene Ordnung ist der in der Bulkpl@wsdich. Die kugelférmigen Mizellen
bilden zunachst kubische Phasen (raum- (bcc) ddehdnzentriert (fcc)), die zylindrischen
Mizellen ordnen sich entlang ihrer Langsachsenizerdiexagonalen Phase und die lamellare
Phase entstent aus doppelschichtigen AggregatensclEen den klassischen Phasen
existieren, so wie in der Schmelze, bikontinuigsicStrukturen, die als durchgehendes
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Netzwerk angesehen werden kénnen und ahnlich wieséne Phasen optisch isotrop sind.
Die Phasenibergange sind auf3er von der Konzemtratioh von der Molektlgeometrie und

der Molekilmasse, vom Losungsmittel und von der genatur abhangig.

2.2.4 THERMOTROPE PHASEN

Die thermotropen flussigkristallinen Phasen sinthderaturabhangig und existieren nur im
Temperaturbereich zwischen isotroper Schmelze estéin Zustand. Der Ordnungsgrad in
der Phase sinkt stufenweise mit steigender Temperaso dass innerhalb des
flissigkristallinen Zustands Phasentibergange isiddth. Eine Voraussetzung fur die Bildung
thermotroper Phasen ist die Existenz formanisotrdfaekiile, die als Mesogene bezeichnet
werden. Diese Mesogene konnen aufgrund ihrer Gemmein kalamitische
(stdbchenformige), diskotische  (scheibenférmige)anidische  (brettférmige) und
bananenformige unterteilt werden. Thermotrope khlksistalle kbnnen unterschiedliche
Mesophasen ausbilden, deren Unterscheidung sichdausArt und dem Umfang der
Positionsordnung und der Lage der Molekdle in demchten ergibt (Abbildung 2-8).

\’(%,\f ) '.O.o‘xo Eﬁiﬁ;

W
W

isotrop nematisch smektisch A smektisch C

Abbildung 2-8 Schematische Darstellung isotroper, nematischgr giektischer A (SmA) und
smektischer C (SmC) Phase.

In nematischen Phasen richten sich die stabchergénmMolekile mit ihrer Langsachse
entlang einer lokalen Vorzugsrichtung, des sogel@ars n, aus. In der smektischen Phase ist
eine zuséatzliche Anordnung der Mesogene in Schmchtebeobachten. Der Ordnungsgrad ist
hier entsprechend héher. Die Molekile kodnnen inamerhder Schicht senkrecht zur

Phasengrenze stehen (SmA) oder unter einem Kipghigleneigt sein (SmC). Die
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Ausrichtung der Molekilachsen kann von Schicht zahi@t unterschiedlich sein,
beispielsweise alternierend. Da polare Molekulepgirmanentes Dipolmoment besitzen, kann
eine damit verbundene polare Asymmetrie zu Modiftkeen der Struktur der SmA- und
SmC-Phase fuhren. Neben der normalen Struktur ;Smi& antiparalleler Anordnung und
Schichtdicke d, die der Lange der Molekiile | entspy treten noch Modifikationen vom Typ
SmAy und SmA auf (Abbildung 2-9)

1 T ayyurm
I
i UMY o e

SmA SmAy SmA, SmA
Abbildung 2-9 Schematische Darstellung der Strukturen der SmAs&halie bei polaren

Verbindungen gefunden wurdéh.

Durch interdigitierende (Sm#\ oderface-to-faceAnordnung (SmA) kénnen Dipolmomente

kompensiert werden.

Ein weiterer Faktor, der die Morphologie der Flgg&sistalle beeinflusst, ist die Chiralitat.
Chiral sind die Molekile, die keine Spiegelebenejnkinversionszentrum und keine
Drehspiegelachse haben. Aufgrund der chiralen Eden&onnen helikale Uberstrukturen
induziert werden. Die Handigkeit dieser Phasemmshittelbar an die Handigkeit der chiralen
Molekile gekoppelt. Chirale Systeme kdnnen auforeeslene Weise realisiert werden:

» Die Phase besteht ausschlie3lich aus chiralen Mgk Um eine makroskopische
Chiralitat beobachten zu kdnnen, ist ein Enanti@méberschuss erforderlich.

» Die Phase besteht weitgehend aus achiralen Molekiild einer kleinen Menge eines
chiralen Dotierstoffes. Dessen Chiralitat Ubertréigh bei FlUssigkristallen in Form
helikaler Strukturen auf die ganze Phase.

» Die Probe besteht ausschlie3lich aus achiralen tBaes, die sich zu chiralen
Aggregaten zusammenlagern. In diesen Fallen bilklen chirale Doméanen. Die
Bilanz tber alle Doméanen oder Kristalle ergibt keemakroskopische Chiralitat.

In Abbildung 2-10 sind die chiralen Phasen dargiesge werden mit (*) gekennzeichnet
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nematisch chiral (cholesterisch) smektisch chiral

Abbildung 2-10 Schematische Darstellung chiraler Phasen: cholesbe Phase C* (nematisch
chiral) (links) und smektisch chirale Phase SmAstchts)

Die chirale nematische Phase, auch cholesteristlasePgenannt (C*), hat innerhalb der
Schichten eine Vorzugsrichtung. Jedoch die Orieumig der Mesogene andert sich um einen
bestimmten Winkel von Schicht zu Schicht. Innerhdd chiralen smektischen Phase (Sm*)
andert sich die Ausrichtung der unter dem Tiltwirker Schichtebene geneigten Mesogene.
So entstandene helikale Strukturen sind durch diegBohe der Spirale charakterisiert.

Eine andere Mdglichkeit, die chirale Spannung ihatr von Phasen auszugleichen ist die
Bildung von sog. TGB-Phasen (endglwisted Grain Boundajy In diesen Phasen sind die
Mesogene parallel angeordnet (N) oder auch schatérSm), so dass die dichteste Packung
der Moleklle gewabhrleistet ist. Die Orientierungs@htung der Mesogene andert sich aber
von Domane zur Domane um einen bestimmten Winkelgetder fir die Phase
charakteristisch ist (Abbildung 2-11).
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Abbildung 2-11 Schematische Darstellung der TGBA*-Phase.

Bei den klassischen flussigkristallinen Verbindumdendelt es sich um niedermolekulare
Substanzen. Aber auch Polymere kdénnen flussigkmstaPhasen ausbilden (engliquid
crystalline polymers, LCP)s Zu diesen Polymeren gehoéren Pepti® und
Zellulosederivaté"?® sowie aromatische Polyamfdedie sich aufgrund der Kettensteifigkeit
in konzentrierten Losungen zu Domanen organisieréhermotropes Verhalten im
klassischen Sinne (Schmelze) kdnnen bei dieseninterbgen nicht beobachtet werden, da
die Schmelztemperatur oberhalb der Zersetzungstamupdiegt. In den 70er Jahren wurden
dann auch zunehmend thermotrope flissigkristaPialymere synthetisiert. Dabei folgte man
dem Prinzip, niedermolekulare mesogene Einheitesr flexible Spacéf miteinander zu
Hauptkettenpolymeréfi zu verbinden oder die Mesogene wiederum tberdlex$pacer als

Seitenketten am Polymerriickgrat zu verankgfrr.

Hauptkettenpolymere
(main chain liquid crystal polymersACLCP)

Seitengruppenpolymere
(side grougdiquid crystal polymersSGLCP)

Kombination von MCLCP und SGLCP

Abbildung 2-12 Arten von fliissigkristallinen Polymeren.
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2.3 POLYPEPTIDE

Polypeptide gehdren zur wichtigsten NaturstoffldasSie stellen die Grundbausteine fir
Proteine dar, die unentbehrlich fiir den Aufbau dredFunktionsweise lebender Organismen
sind. Polypeptide sind Makromolekile die aus Aménoen bestehen. Es wurden bis jetzt 20
in der Natur vorkommende Aminosauren identifizidrg bis auf Alanin in den Bakterien, alle
linksdrenend sind (L-Aminoséaure). Je nach Substtkre kann man zwischen unpolaren
(aliphatischen), ungeladenen polaren (O-, N-, §ig)aloder geladenen basischen und sauren
Aminosaureresten unterscheiden. Die Monomere smddeér Peptidkette durch eine
Peptidbindung zwischen denrtKohlenstoff der einen Aminoséaure und deAminogruppe
der zweiten Aminoséure verknipft. Diese Peptidbmgdbesitzt mit 132 pm einen kurzen
Bindungsabstand und ist durch Resonanzstrukturenden Rotationsmoglichkeit sehr
beschrankt (Rotationsbariere: 88 kJ/mol) und nalpéamoar (Abbildung 2-13)

Rotalicaal

5 (SRS ]

Abbildung 2-13 Raumliche Anordnung eines Dipeptids.

Die Aminosauresequenz in der Kette wird als Pritnéksur erfasst und entscheidet, wegen
der Wechselwirkungsmaglichkeiten, tiber die Bilduvejterer Uberstrukturen. Die sekundare
Struktur ist die Konformation der Kette. Sie istcuWasserstoffbriicken stabilisiert. Es kann
zwischen Helix-, Faltblatt- und Kn&uelkonformatiamterschieden werden. Jede dieser
Strukturen ist durch die Rotationswinkel um die N-G®) und G-C-Bindung V) begrenzt.

Die Abhangigkeit der sekundaren Struktur von dadéseWinkeln wurde von Ramachandran

theoretisch berechnet und in Form eines Diagrantaphisch dargestelfft
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Abbildung 2-14 Sekundére Strukturen eines Peptids: antiparalléildss) und paralleles (Mitte)
Faltblatt und Helix (rechts).

In der Faltblattstruktur sind die benachbarten i&ptten parallel oder antiparallel
angeordnet. Die helikale Struktur, die in der Naam haufigsten vorkommt, ist die
rechtsgangigea-Helix. Sie ist dadurch charakterisiert, dass zhésc jeder vierten

Aminosaure Wasserstoffbriicken existieren und dass ®/indung aus 3,6 Monomeren
gebildet wird (1&Helix: 18 Aminsduren pro 5 volle Windungen). Diarfghthe dieser Helix

betragt, je nach Wechselwirkung zwischen Ubereieatiégenden Aminoséauren, 0.35-0.5
nm. Die Peptide in Helixkonformation besitzten @ion der Ladnge der Kette abhangiges
Dipolmoment, das sich aus der Summe der einzelng@olomente (3,5 Debye je

Peptidbindung) ergibt (Abbildung 2-15).

C-terminus
{-0.5) 8-
(-0.4)
H H R ﬁ H
| AV 4 c |
\C/”‘wi T
| T ZRFAN |
(+0.2)
{+0.5) 3+
N-tarminus

Abbildung 2-15 Dipolmoment der Peptidbindung und seine Ausricgtumder Helix.

Weitere, weniger haufig auftretende, helikale Utrakduren sind die linksgangige-Helix,
die n-Helix, die 3-Helix und die Kollagenhelix. Die weitere Faltunghft zur Ausbildung der
tertiaren Struktur, die durch Wechselwirkungen ziven Aminoséauren, die weit voneinander
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entfernt sind, z.B. zu Fasern und globularen Pmetei stabilisiert wird. Die raumliche
Anordnung der Proteine untereinander ist als qua#uktur klassifiziert.

Da die sekundare Struktur durch Wasserstoffbindursg@bilisiert wird, kann sie durch deren
Zerstoren zur Knauelkonformation reversibel gesehaterden. Dies kann durch das Erhéhen
der Temperatdfoder den Einfluss stark sauer Losungsmittel z.B-hDressigsaure oder
Trifluoressigsaure, gescheh&nBei ionischen Polypeptiden kann das durch Erhoties
lonisierungsgrades der Seitengruppen realisiertdever Dabei sind es die abstol3enden
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen denndsd@uren, die die Wasserstoffbricken
und damit die sekundére Struktur destabilisiéPen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Polypeptide besitkeine primare Struktur. Sie sind aus
Aminosauren einer Sorte aufgebaut und werden heendibolypeptide genannt. Neben den in
der Natur vorkommenden Aminosduren werden oft abch Derivate zur Untersuchung

eingesetzt, z.B. die Ester der Glutaminséure.

2.4  ANIONISCHE POLYMERISATION

Die anionische Polymerisation wurde erstmals imrddl®956 von Schwatt® beschrieben
und ermdglicht die Synthese von Polymeren mit lalerten Molekulargewichten und
engen Molekulargewichtsverteilungen.

Der Verlauf der anionischen Polymerisation kann drei Schritte unterteilt werden:
Initiierung, Kettenwachstum und Abbruch. Fur deedlfiall einer ,lebenden” Polymerisation
treten keine Kettentbertragungs- und Abbruchsrea&ti wahrend des Kettenwachstums auf.
Bei schneller Initilerung ergibt sich eine Reakskimetik pseudo-erster Ordnung beztiglich
des Monomers.

Die Molmassenverteilung der auf diesem Weg hertiesiePolymere ist durch eine Poisson-

Verteilung gegeben. Fiur die Polydispersit@tl gilt:

M P
PDl=—%=_¥Y =14+ -
M =) Gl. 2.4-1

far P, >>1
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Das Zahlenmittel des Polymerisationsgrad@s ergibt sich aus dem Verhaltnis der
eingesetzten Monomermenge [M] und der Anzahl detivetk Zentren [P*] und ist

proportional dem Umsatz x:

[M] Gl. 2.4-2
ﬁ . 2.

mit [P*] =f[I] o

Die Konzentration der aktiven Zentren ist durch Ardangskonzentration des Inititators,[l]
und dessen Effektivitdtbestimmit.

Die anionische Polymerisation stellt folgende ekpentelle Anforderungen: schnelle
Initiierung, gute Vermischung der Reaktanden, Abkgt von Verunreinigungen und
Depolymerisationsprozessen. Nur unter diesen Bedmen lassen sich Polymere mit sehr
enger Verteilung (Poisson-Verteilung) herstellen.

Zu den anionisch polymerisierbaren Monomeren zal8$éyrole, Diene, (Meth)acrylate,
Epoxide, Lactone und cyclische Siloxane. Ob dieyfelisation lebenden Charakter hat,
hangt von den gewahlten Bedingungen ab: Initia@@genion, Losungsmittel, Temperatur
und Zusatz von Additiven. Die Initierung erfolgt ider Regel durch Metallalkyle (z.B.
Butyllithium fir Polystyrol und Polybutadien), Est@olate, Amide (fur Acrylate) oder
Alkoholate (fir Epoxide und Siloxane). Als Ldsungget eignen sich nur aprotische
Losungsmittel wie Kohlenwasserstoffe (Hexan, Cyelam, Benzol, Toluol) oder Ether
(THF).

Aufgrund des lebenden Charakters der anionischéymieasation besteht die Méglichkeit,
durch Abbruch mit Elektrophilen funktionelle Gruppam Kettenende einzufihren. Solche
o-funktionellen Polymere sind interessant, da an Kettenenden der Polymere definierte
chemische Reaktionen stattfinden kdnnen. Man kaam dbeispielweise die Polymere als
Bausteine flr eine weitere Polymerisation (Makroatoren) verwenden.

Die anionische Herstellung von Blockcopolymererolgtf durch sequentielle Zugabe von
verschiedenen Monomeren. Dabei muss die Nukle@ptédr entsprechenden aktiven Zentren
beachtet werden. Die folgende Reihe der Carbanioaeh pK-Wert gibt die Sequenzfolge
der Monomeren art*

1,3-Butadien > Styrol > 4-Vinylpyridin > Methacrya> Acrylate > Ethylenoxid
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2.5 NCA-POLYMERISATION

Die ringoffnende Polymerisation von Aminosaure-Ndéexyanhydriden ist die am
haufigsten eingesetzte Technik zur Herstellung vd@hlomo)polypeptiden oder
Polypeptidblockcopolymeren. Auf diese Weise sinatisgtische Polypeptide zuganglich, die
durch Festphasensynthese oder biotechnische Verfalcht hergestellt werden kdnnen.

Die Synthese des N-Carboxyanhydrids (NCA) - auchche” Anhydrid genannt - einer N-
unsubstituierteru-Aminosaure kann auf zwei Wegen erfolgen. Bei dendhs-Method@*2
wird das Produkt durch Zyklisierung eines N-Alkoayloonylaminosaurehalogenids erhalten.
Die Fuchs-Farthing-Metho&&*’ sieht die direkte Phosgenierung der freieAminosaure
oder derer Derivate vor. Dazu wird heutzutage gfasformigen Phosgens festes Triphosgen
(Bis(trichloromethyl)carbonat) eingesetzt. Als Nepedukte entstehen Chlorwasserstoft,
Chloroformyl-Aminosédure und o-Isocyanato-Saurechloride, die die nachfolgende
Polymerisation storen konnen. Somit ist es erfdicter das NCA durch mehrmalige
Umkristallisation zu reinigen.

N-Carboxyanhydride der Aminosauren besitzen vieglinlie Reaktionszentren (elektrophile
Zentren C-5, C-2 und acide Zentren NH und C-4). (Frseht ist nur der Angriff eines
Nukleophils am C-5 Kohlenstoff. Dies fuhrt dazusslavahrend der Polymerisation mehrere
Prozesse mit verschiedenen Reaktionsgeschwindigkeiistande kommen kdnnen. Durch
Einsatz bestimmter Initiatoren, meist Amine, istma8glich den Verlauf der Reaktion zu
steuerr’®

Der nukleophile Angriff am Carbonylkohlenstoff C#hrt unter Ring6ffnung zur Bildung
einer Carbamat-Verbindung (Abbildung 2-16). Das t&etvachstum kann nun auf zwei
verschiedenen Wegen verlaufen. Beim Aminmechanisentsteht durch direkte Abspaltung
der Carboxylgruppe eine aktive Spezies, die wesiar anderes NCA-Molekul nukleophil
angreifen kann. Hierzu in Konkurenz steht der GawdtaMechanismus. Im ersten Schritt
entstandenes Carbamation kann ein weiteres NCAblanlagern. Das Entstehen des
Carbamations und die Decarboxylierung sind Gleiohgasreaktionen und die
Kettenfortpflanzung ist somit stark von den Realdioedingungen (Temperatur,

Losungsmittel, C@Druck) abhangig.
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Abbildung 2-16 Reaktionsmechanismus der NCA-Polymerisation dardtieophilen Angriff von

primarem Amin via Carbamat- und Amin- Mechanismus

Wahrend der Einsatz von primaren Aminen durch ragden Angriff nach Amin- bzw.
Carbamat-Mechanismus verlauft, fihren tertidre Aartbevorzugt zum aktivierten Monomer
(AM) Mechanismus.

Der Initiator fungiert hier als Base und die Deproerung der NH-Gruppe fuhrt zur Bildung
eines NCA-Anions. Dieses wirkt als Nukleophil undnk ein zweites NCA-Molekiil
angreifen und ein Dimer bilden, welches weiter nadém Carbamat- oder Amin-

Mechanismus reagieren oder polykondensieren kann.



GRUNDLAGEN 22

o] R + @)
>&\‘\R e} B RSNH o O\f
R3N + OVN\ —_ ) N_\_-i_/zg/N*H —_—
H
N (@] A — NH
YN*mr NN SRS ek
« H* Transfer O« j< R
O -Co, 0 o
N-Aminoacyl-NCA

||I;U

+n-1NCA /PJ\‘/
- n-1CO,

Abbildung 2-17 Reaktionsmechanismus der NCA-Polymerisation dideprotonierung der NH-

Gruppe mit tertidren Aminen via aktiviertem Monar@M) Mechanismus

Die oben beschriebenen und in Konkurenz zueinasti#renden Mechanismen fiihren zu
breiten Molmassenverteilungen der Polypeptide. R2gen wird versucht, den AM-

Mechanismus zu unterdriicken und so die Kontroller itken Verlauf der Polymerisation zu
haben. Um enge Molekulargewichtsverteilungen zalerh, wurden Ubergangsmetall-Amin-
Komplexe als Initiatoren fiir eine koordinative Fubrisation eingeset2t:*°
wurde von Schlaacet al °! Gber den Einsatz eines Amin-Hydrochlorides aldiatur

berichtet, der die Synthese von Polypeptiden miisgem-Verteilung erlaubt (Abbildung

2-18). Durch Dissoziation der Ammoniumgruppe emiistéas primare Amin, welches NCA

Vor kurzem

anlagern kann. Die aul3erdem im Gemisch vorhandBnaionen kdnnen eventuell gebildete
NCA-Anionen reprotonieren und so den AM-Mechanismuoterdricken.

Ponmer—NH3+

Polymer—NH, I O — Amin-Mechanismus

+

H (> NCA

NCA
Abbildung 2-18 Reaktionsmechanismus der NCA-Polymerisation duritierung mit Amin-

Hydrochlorid via Aminmechanismus
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3 CHARAKTERISIERUNGSMETODEN

3.1 POLYMERCHARAKTERISIERUNG
3.1.1 GELPERMEATIONSCHROMATOGRAPHIE (GPC)

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) oder GrEgsthlusschromatographie ist die
am weitesten verbreitete Methode zur Bestimmung Matmassen und —verteilungen von
Polymeren. Sie ist sowohl fir die Untersuchungathegrer als auch hochmolekularer Proben
geeignet, es werden nur sehr geringe Probenmengetifi (< 2 mg), und die
Analysenzeiten sind vergleichsweise kurz (2-60 mirfyraktioniert werden die
Polymermolekule in der GPC nach ihrem hydrodynah@aecVolumen und nicht nach ihrer
Molmasse. Die GPC ist demnach eine Relativmethodieg fiir die Ubersetzung
hydrodynamischer Volumina in Molmassen ist eindgyeste Kalibrierung erforderlich.

Die Trennung der Polymerketten erfolgt in einer reihem definiert porésen Material
(Polymergel oder portses Glas) geflllten Saulesdhetidend fur eine ,saubere” Trennung
nach hydrodynamischem Volumen ist, dass nur erdgcbpi und keinerlei enthalpische
Wechselwirkungen zwischen Polymermolekilen und &#nhbterial auftreten  (vgl.
Adsorptionschromatographie, HPLC). Entsprechend seriis die Messbedingungen,
insbesondere Temperatur, Eluent und Saulenmatenatlie chemischen Eigenschaften der
Probe angepasst und optimiert werden. Allgemein fgil die Trennung mit GPC: Grol3e
Molekile eluieren schneller als kleine Molekile.eDreilchen, deren hydrodynamisches
Volumen die Dimension der Porenjj\ibersteigt, konnen nicht in die Poren diffundevad
werden als erste beim sogenannten oberen Aussebluseen (\4) eluieren. Kleinere
Molekule verweilen langer in den Poren und folgensprechend ihrer Grof3e zu einem
spateren Zeitpunkt bzw. Elutionsvolumen. \5ind die Molekiile deutlich kleiner als die

Poren, ist die untere Ausschlussgrenze der Sadelat.
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Das Elutionsvolumen ¥ mit dem ein Molekll Gber die Saule transportieitd, kann

empirisch mit Hilfe des Verteilungskoeffizientergzpk und den Saulenvolumina erfasst

werden:
V=V, + Vp Kepc Gl. 3.1-1
_Ve-V, Gl. 3.1-2
kGPC_ Vv

p

kepc beschreibt das Verhaltnis der mittleren Konzemmnatles Polymermolekiils innerhalb
und auRRerhalb der Poren und kann entsprechend Wedehen O und 1 annehmen.

Wahrend die Molekiile tber die Saule wandern, el ein Gleichgewicht ein, in dem das
chemische Potential aller geldsten Komponenterrirailie und aul3erhalb der Poren gleich ist.
Fur verdinnte Losungen im Gleichgewicht kann dertafleingskoeffizient kpc mit der

Differenz der freien Energi®G zwischen den Phasen korreliert werden:

AG°=-RT|n kaC Gl. 3.1-3

mit AG° =AH° -TAS? Gl. 3.1-4

Da es im Idealfall keine Wechselwirkungen mit deéul&nmaterial gibt, kanAH gleich
null gesetzt werden. Der Trennprozess in der GR® kkaher als rein entropischer Vorgang

beschrieben werden:

kGPC DeAS°/R Gl. 3.1-5

Da die Bewegungsmaoglichkeit der Molekiile in denePoabnimmit, ist die Diffusion in die
Poren mit einer Entropieabnahme verbunden und datrkgpc < 1. Weiterhin folgt, dass die
Trennung von der Temperatur unabhangig erfolgt.

Als Ergebnis der Messung erhalt man ein Eluogranth. die Konzentration der
Polymerfraktion ¢(siehe unten) in Abhangigkeit vom Elutionsvolumén Mit Hilfe einer
Eichkurve, die Ublicherweise aus gleichartigen engpiiten Standardpolymeren mit
bekannter Molmasse erstellt wird, kdnnen den Ehstolumia entsprechende Molmassen M
zugeordnet werden. Stehen solche Eichstandards zuchverfiigung, kann eine Eichkurve
durch universelle Kalibrierui§ generiert werden. Fiir das hydrodynamische Voluvgn

eines Polymermolekiils gilt nach Fox und Flory:
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V, =[njM Gl. 3.1-6

[n] = intrinsische Viskositat oder Staudinger IndExr zwei unterschiedliche Polymere mit

gleichen Elutionsvolumen gilt dann:
[/71] M :[/72] M5 Gl. 3.1-7

Unter Anwendung der Mark-Houwink-Beziehung

erhalt man:

+ Gl. 3.1-9
Ky o, logM,

logM, = 1 log
1+a, K, 1l+a,

Die entsprechenden Mark-Houwink-Koeffizientenund K sind fir viele Polymere bekannt
und in Tabellen zusammengefasst (siehe Polymer lbtek).

Im Routinebetrieb werden fur die Detektion der Rodyfraktionen meist RI- und UV-
Detektoren eingesetzt. Ersterer liefert immer einMasse des gelosten Stoffs proportionales
Signal. Fur UV-Detektion gibt es zwei unterschieldé Modi: Ist die Wellenlange auf das
Absorptionsmaximum der Monomereinheit eingestefttalt man die gleiche Information wie
beim RI, also ein massenproportionales Signal. tMman beim Absorptionsmaximum
chromophorer Endgruppen, erhélt man ein zur Ketlelngroportionales Signal. Des weiteren
kommen molmassenspezifische Detektoren wie bespese Lichtstreu- und
Viskositatsdetektoren zum Einsatz, die die Bestimgnabsoluter Molekulargewichte und —
verteilungen ermdglichen. Die Mdéglichkeiten und Wigrigkeiten bei der Lichtstreu- und
Viskositatsdetektion, insbesondere bei der Charglkdeung von Copolymeren, sind in
entsprechenden Lehrbiichern ausfiihrlich diskutiert.

Kiirzlich wurde von Schlaad und Kifzeine einfache Auswertemethode beschrieben, mit der
absolute Molekulargewichtsverteilungen von AB-DiXoopolymeren ohne Verwendung
molmassenspezifischer Detektoren bestimmt werdeméw Zunachst wird die chemische
Zusammensetzung jeder Copolymerfraktiomit Hilfe zweier Detektoren (UV und RI)
ermittelt. Die Masse einer jeden Komponente @md ng) im Fraktionsstreifen ergibt sich
aus den Signalintensitaten unter BerlicksichtiguergResponsefaktoren der Detektoren. Fur
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die Molenbriiche beider Monomereinheiten in jedepitatographischen Fraktion ergibt sich

dann:
Me ma; )
fgi =1-fp; :(1+—B—A"J Gl. 3.1-10

M: Molmassen der beiden Monomere

Ist die Molmasse des ersten Blocks des Copolymanssunabhangigen Messungen (z.B.
Osmometrie oder GPC) bekannt, kann das absoluteekdigirgewicht (M’) fir jede

Copolymerfraktion berechnet werden:

. Me foi | —
M :(1+—BEJEMPA Gl. 3.1-11
Ma fai

Da die Gesamtmasse der Polymere in der Fraktietheet werden kann und das (konstante)
Volumen fir jeden Streifen bekannt ist, kann dienkentration ¢ in den Streifen berechnet
werden, und so auch die absolute Molekulargewientsilung und die entsprechenden

Mittelwerte M, und M, des Copolymeren.

S
~ Gl. 3.1-12

M ! -
" Zcill\/li
i

Zci M
T

M,, Gl. 3.1-13
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3.1.2 BESTIMMUNG DES BLOCKLANGENVERHALTNISSES AUS NMR

Eine wichtige Methode zur Bestimmung des zahlemengh Molekulargewichts (M von
Blockcopolymeren ist die Kernresonanzspektrosk¢pieNMR). Aus dem Flachenverhaltnis
charakteristischer Signale zweier Monomereinheitdn und B ergibt sich die
Zusammensetzung des Copolymers und damit die ectsgmden Molenbriichg tind &. Ist
das Molekulargewicht des ersten Blocks (Precurdarth GPC-Messungen oder sonstige

Absolutmethoden bekannt, kann, Bles Copolymers berechnet werden:

- M B fB Precursor Gl.3.1-14
My =| 1+ 8E M
ATA

(Ma, Mg: Molmasse der Monomereinheiten A und B).

3.1.3 ZIRKULARDICHROISMUS (CD)

Zirkulardichroismus (CD) sowie Optische Rotatiosgdirsion (ORD) sind spektroskopische
Methoden, die auf chiroptischen Eigenschaften irderbindungen und dadurch bedingter
optischer Aktivitdt basieren. Wéahrend die ORD diédlichkeit darstellt, die Ebene von
polarisiertem Licht als eine Funktion der Wellemén zu drehen (Drehung der
Polarisationsebene), gibt die CD-Spektroskopieriédion Uber die ungleiche Absorption
links- und rechtszirkular polarisierten Lichts durcoptisch aktive Molekile. Eine
Uberlagerung beider Effekte fuhrt zu einem positibzw. negativen Cotton-Effekt (anomale
ORD), der durch seine Position, die Magnitude, Séanzeichen und den Kurvenverlauf
charakterisiert ist.

Das Phanomen des Zirkulardichroismus &uRRert sich umierschiedlichen molaren
Extinktionskoeffizienten der optisch aktiven Sulbgtéezlglich den links- und rechtszirkular
polarisierten Wellen §_# €r ). Mit anderen Worten: zusatzlich zur Phasenvéetcimg und
damit einer Drehung der beiden Komponenten zuegraff®RD) besitzen die beiden

Vektoren eine unterschiedliche Lange (Abbildung) 3-1
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Abbildung 3-1 Vektordarstellung zur Entstehung von elliptischapgiertem Licht (rechts)
beim Durchgang von linear polarisierten Lichtesik$) durch ein optisch aktives Medium
(n. Zng; &§ Z&). Die Hauptschwingungsachse ist gegeniiber denalieinflen Licht um den
Winkel a gedreht. Das Verhdltnis der kurzen zur langerp&dinachse definiert die Elliptizitat.

ER und EL sind die Betrage der Feldvektoren.

Die Folge davon ist, dal3 das Licht das Medium emer elliptischen Polarisation verlasst.
Die Elliptizitat (©) ist definiert als der Arcus-Tangens des Verhé#tes von kleiner zu grol3er
Halbachse. Da der Unterschied der Extinktionen ddbm ist im Vergleich zu den

Absolutwerten der Extinktion der beiden Komponentet die entstehende Ellipse sehr

langgestreckt. Es kann also angenahert werde® taf®. Daraus folgt:
Gl. 3.1-15

E |+

Des weiteren unterscheidet man zwischen:
spezifischer Elliptizitat
Gl. 3.1-16
[v] :% [degcm?/ g]
C

(c: Konzentration)

und molarer Elliptizitat:
1000

Cm

Gl. 3.1-17

[e]= [degecm? / dmol]

(g1: molare Konzentration, d: Schichtdicke)
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Der einfachste Ausdruck fur den Zirkulardichroisnsisdie Differenz der Extinktionen der
beiden Komponenten Aund Az bzw. molaren Extinktionskoeffizientesma und eg, SO dass
nach dem Lambert-Beer 'schen Gesetz gilt:

AA =A| -Ag =(& -€g )e[d= Acleld Gl. 3.1-18

Fasst man nun die Definition des Zirkulardichroismwie in Gl. 3.1-15 und GI. 3.1-18
angegeben, zusammen, so erhélt man unter AnwerednegTaylor-Reihenentwicklung tber
die Beziehung

Gl. 3.1-19
eO= w [deg]
47
den Ausdruck:
[©]=3000¢ [deg@?/dmol] Gl. 3.1-20

Die eigentliche Messgrol3e ist die Differenz deranah Extinktionskoeffizienter\€).

Im Gegensatz zur ORD, die auf der wellenlangenaligén Messung von Brechungsindizes
basiert, ist die Voraussetzung fur ein CD-Signal@nhromophor in einer chiralen Umgebung.
CD-Banden von Polypeptiden und Proteinen erscheinemwei spektralen Regionen. Im
Fern-UV- Bereich (Amidbereich 170-250 nm) dominreie Peptidbindungen, wohingegen
CD-Banden in der Nah-UV-Region (230-300 nm) vonnaathischen Aminosauren stammen.
Zusatzlich erscheinen noch CD-Banden im Bereich2b® nm, die von Disulfid-Bricken
herrhren. Diese zwei Regionen geben unterschiedlidnformationen Uber die
Proteinstruktur. Die CD-Banden im Nahbereich werdssobachtet, wenn aromatische
Seitenketten in einem Protein fixiert sind und dgesn eine asymmetrische Umgebung
gebracht wird. Damit ist dies ein hochst empfiriis Kriterium zur Charakterisierung des
nativen Zustands eines Proteins. Die Signale inm-ER&f-Bereich enthalten Informationen
Uber die Peptidbindungen und die Sekundarstruk8ie werden haufig benutzt, um
Anderungen in der Konformation der Peptidkette edfolgen. Sehr gute Signale liefem
Helices bei einer Wellenlange von 222 nm. Die Clophore liegen nahe beisammen in einer
chiralen Umgebung und es kommt dadurch zu einerstiiliung der Signalintensitat.
Weniger gut definierte CD-Spektren liefern @ieSheet- und Knéuelkonformation (217 und
210 nm).
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Abbildung 3-2 Darstellung der Spektren der wichtigsten Sekundisirelemente:a-Helix,
antiparalleleg-Faltblatt, paralleleg-Faltblatt,-Rickfaltung und Knauel von 178 bis 260 nm.

Meist liegen jedoch mehrere Sekundarstrukturercighsitig in einem Protein vor, so dass das
gemessene CD-Spektrum sich aus einer additivenldgfseung der einzelnen Strukturen
ergibt. Das Ermitteln der Anteile von vorhandeneonformationen ist moglich durch die

Anpassung der experimentellen Kurven an die thsoletn Spektren, die anhand

réntgenographischer Daten berechnet wur@en.

3.2 MIKROSKOPIE

Mikroskopie ist eine Visualisierungsmethode, dieder Kolloidchemie immer wieder zum
Einsatz kommt. Je nach Wellenlange der Sonde istéggich, Strukturen abzubilden, deren
GroRRen im Mikrometer- (Lichtmikroskopie) bis Nandembereich (Elektronenmikroskopie)
liegen. Fur die Untersuchungen der Oberflache dépdrate dienen rastermikroskopische
Methoden, wobei die Proben mit Elektronenstrahi$Bder mechanisch (AFM) abgetastet

werden konnen.
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3.2.1 POLARISATIONSMIKROSKOPIE

Das wichtigste Werkzeug in der Flussigkristallftmseg ist ohne Zweifel das
Polarisationsmikroskop. Mit dieser Methode ist e8ghth, den Aufbau und die innere
Ordnung transparenter anisotroper Materialien zalyareren. Die optische Anisotropie
bedeutet, dass der Brechungsindex und damit dieraitsngsgeschwindigkeit des Lichtes in
der Probe richtungsabhéngig ist.

Der Aufbau des Polarisationsmikroskops gleicht iminA#p dem eines normalen
Lichtmikroskops, arbeitet jedoch mit einer Anordgurgekreuzter Polarisationsfilter
(Polarisator und Analysator). Das zur Beleuchtuogvendige Licht wird bei dem Durchgang
durch den Polarisator linear polarisiert. Der Asatpr oberhalb des Objektes ermdglicht
dann, das Licht zu analysieren, das beim Durchghurgh das anisotrope Medium eine
Veréanderung erfahrt.

Optisch anisotrope Materialien sind charakteristentch mindestens zwei Brechungsindizes
und eine definierte Richtung entlang derer sich Maslium isotrop verhéalt, die sogenannte
optische Achse - in Flussigkristallen ist dies BDarektor. Trifft das Licht, das parallel zur
optischen Achse polarisiert ist, auf die Probe,wsal es mit einem Brechungsindey n
gebrochen. Dieser ist in anisotropen Medien von derachungsindex senkrecht zur
optischen Achse i verschieden. Die Brechungsindexanisotropie, audppBlbrechung
genannt, wird wie folgt definiert:

An= n” —Ng Gl. 3.2-1

Ist die Polarisationsrichtung des einfallenden tdchmicht parallel oder senkrecht zur
optischen Achse ausgerichtet, so wird das Lichtzwei senkrecht zueinander linear
polarisierte  Lichtstrahlen aufgespalten, die das diM@a mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit passieren. Beim Verlassen der Piodigen die beiden Strahlen einen
Gangunterschied |, der von der Doppelbrechungn) und der Dicke der Probe (d) abhangt
(Gl. 3.2-2).

r=Anld Gl. 3.2-2

Von diesen beiden phasenverschobenen Wellen wird Beiftreffen auf den Analysator
wiederum nur der Vektor in der Analysatordurchle$déung durchgelassen. Diese beiden

Vektoren schwingen nun phasenverschoben in derselebene und sind daher
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interferenzfahig. Dadurch entstehende Interferebefa hangen mit dem Ordnungsgrad der
Probe und damit der Doppelbrechung und der DiclkeRié&parats zusammen. Im Endeffekt
kann man Texturen beobachten, deren Muster aufgrand~ehlstellen (Disklinationen und
Dislokationen) bestimmten Anordnungen in der Proligeordnet werden kdnnen.
Bei den cholesterischen Phasen kommt es zusawliginer sog. Selektivreflexion, die mit
der helikalen Ganghohe verbunden ist. Bei einerléikinge Xsg), deren Dimension die
halbe Ganghdhe (p) hat, wird unpolarisiertes odmhgpolarisiertes Licht, das entlang der
Helixachse den cholesterischen Kristall durchlaurft,eine links- und eine rechtszirkular
polarisierte Komponente aufgespalten. Je nach Drelier Phase wird die eine Komponente
total reflektiert, wahrend die andere den Flusssgai ungehindert durchlauft:

Asg = 200 [y, [$ing Gl. 3.2-3

mit d= (halbe Ganghohe)

N [T

Nt = %(n” -Nnp) (mittlerer Brechungsindex)

So kdnnen je nach Einfalls- und Ausfallswinkel ag@e/6hnliche, metallisch schillernde
Reflexionfarben beobachtet werden, wie das Blau dieigen Ké&ferarten. Aufgrund der
reflektierten Wellenlange kann die Ganghohe deredterischen Phase bestimmt werden
(Gl. 3.2-3).

3.2.2 RASTERKRAFTMIKROSKOPIE (AFM)

Das von Bennig, Quate und Geeém Jahre 1986 entwickelte Rasterkraftmikroskamenic
force microscopeAFM) ist eine Einrichtung, die es erlaubt lokalégéhschaften einer
Oberflache, wie Hohe, optische Absorption, Magmetis oder Harte auf Nanometerskala zu
gemessen. Die Funktionsweise des Mikroskops bamigrdem Abtasten der Oberflache mit
einer Spitze (im Idealfall nur ein Atom an der 3p)t

Das Bewegen der Spitze in alle drei Raumrichturegérigt piezoelektrisch, was sehr genaue
Bewegungen durch das Sich-Zusammenziehen oder Ansdesines Kristalls beim Anlegen
elektrischer Spannung gewahrleistet. Das Verfolgder Spitzenhohe wahrend des
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Messvorgangs wird optisch realisiert. Der Lichtstraines Lasers wird von der Blattfeder,
auf dem sich die Spitze befindet, reflektiert uédlit fauf eine Photodiode, die als Detektor
dient. Die Bewegung der Spitze und somit der Fddért zu einer Veranderung des
Reflexionswinkels und dadurch zu einer Wanderurgl@serpunktes auf der Diode.

Das Signal kann direkt in einen Hohen-Wert umgewtnderden, oder die z-Lage durch
Ruckkopplung so nachgestellt werden, dal® die Biggler Feder konstant bleibt und die z-
Position die Information Uber die Oberflachenmotpg® bis zu einer AtomgroRen-Skala
ergibt.

Eine andere Variante des AFM ermdglicht nahezu ddfreie Messungen. In diesem Fall
befindet sich die federnd aufgehangte Spitze irrairAbstand von 2 bis 20 nm von der
Probenflache. Im allgemeinen herrscht bei dieserstaial zwischen der Spitze und der
Oberflache die Van der Waals-Kraft, deren GradiantAbh&ngigkeit vom Abstand r
dynamisch gemessen werden kann. Bringt man diee&pit der Feder zum Schwingen, so
ist die Amplitude der Schwingung durch die Fededtante und die Anregungsenergie der
Biegefeder gegeben. Nahert man nun die Spitze dwmrflche, so erniedrigt sich die
Resonanzfrequenz durch Uberlagerung des Van der IsWatentials mit dem
Spitzenpotential. AuBerdem andert sich auch die l&nge der Schwingung. Diese Anderung
ist ein MalR fur den Abstand der Spitze von der @hehe, wodurch
oberflachentopographische Informationen gewonnerdeve kbnnen. Mit dieser Methode
kénnen die Proben zerstdorungsfrei gemessen wevedrei das Auflosungsvermégen durch
den Abstand zwischen Spitze und Probe auf ca. fledoeiert wird.

Ein zusatzlicher Vorteil dieser Abbildungsmethodé die Tatsache, dass der chemische
Charakter der Probentrageroberflache nicht feggasmhrieben ist. Somit ist es moglich, ihn

der Probe anzupassen, um bei empfindlicheren Priduem Stabilitdt zu gewéhrleisten.
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3.3 STREUMETHODEN

Bei Streuexperimenten kann zwischen statischetiggt@ Lichtstreuung, Neutronenstreuung,
Rontgenkleinwinkelstreuung: SAXS) und dynamischereit{ oder energieaufgeldsten)
Methoden (dynamische Lichtstreuung, Neutronenspimecunterschieden werden. Die
statischen Methoden basieren auf einer elastis&iuung und erméglichen eine absolute
Bestimmung der molekularen bzw. supramolekularenrarReter. Die dynamische
Lichtstreuung erlaubt Aussagen uber die hydrodysena Grél3e der gemessenen Teilchen.
Voraussetzung fir den Einsatz dieser analytischethdtlen ist die Wechselwirkung der
Strahlung mit der Materie in Form von Streuung @mdnicht absorbierenden Bereich des
elektromagnetischen Spektrums.

ITEmpericrhad| Jndex matching”
Probe /

\ Fliisgigkeitaba

Spiegel ]

Linse

Polarisationsfilter

abpedunkelter
efiraum

Verstirker

Diskriminator
Computer Korrelator

Abbildung 3-3 Schematische Darstellung einer Einrichtung furLdidatstreumessungen.

3.3.1 DYNAMISCHE LICHTSTREUUNG (DLS)

Bei der dynamischen (quasielastischen) Lichtstrguwird die Energieveranderung des
gestreuten Lichtes zum Primarstrahl analysiert dachus die Dynamik der untersuchten
Probe (Translation, Rotation, intermolekulare Wethskungen) charakterisiert.

Die Brown'sche Bewegung der Teilchen fihrt bei d&/echselwirkung der
elektromagnetischen  Strahlung mit den  Streuzentremr Verbreiterung des
Frequenzspektrums af (Doppler-Effekt) in Form einer Lorentz-Kurve (Aldung 3-4),
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wobei die Halbwertsbreite mit der mittleren Gesaidigkeit und damit der GroRRe der
Teilchen zusammenhangt. Da diese Anderungen sein ldind (13%10* relativer

Linienbreite), ist die Messung im Frequenzbereiddtg@n der Auflésung der Signale nicht

maoglich.
l -
S(v)
/,,-Iaseriicht
LORENTZkurve des
Streulichts
b¢*
n\&_
T R
v-v,/kHz

Abbildung 3-4 Spektrale Verteilung des durch Translationsdiffasi@rbreiterten Streulichtes
und des anregenden Laserlichtes. Lorenz-Verteilung.

Deswegen wird die Feldautokorrelationsfunktiafgg) in der Zeitdoméane bestimmt, die mit
dem Frequenzspektrumu(g) tiber das Wiener-Khintchine-Theor&im’ verbunden ist:

1 ° Gl. 3.3-1
I(@.0) = [g:(a.) exp(-iat)dt
n—oo
) Gl. 3.3-2
9,0 = [l(@aexptiat)dw
mit (E(a,t)E(q,t' +t)) Gl. 3.3-3

0u(q.t) =
' (E(a 1))

(E: elektrische Feldstarke)

In der Praxis wird die Fluktuation der Streuintéfisil(Q,t) gemessen und daraus die

Intensitéatskorrelationsfunktion(@,t) berechnet:
(@)@t +1)), Gl.3.3-4
B RY:

(I(a.t);

mit _4nnsin(@) Gl. 3.3-5
A

g2(a,t)

Uber die Siegert-Relation kann die Relaxationsfiamkes(q,t) erhalten werdeft
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2 Gl. 3.3-6
92(q,t) =1+[gy(a,1)|

I(1)

W v h\“'--__

cit)

T
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Abbildung 3-5 Zeitliche Fluktuation Abbildung 3-6 Intensitats-
der Streulichtintensitat sft) um ihr Zeitkorrelationsfunktion .

zeitliches Mittel .

Fur monodisperse Teilchen bei unendlicher Verdugrgit:

g () =e"D  mit /3 =Dry? Gl.3.3-7

Aus der Abklingkonstantd’, die durch Anpassung einer exponentiellen Funkaondie
Mel3werte gewonnen wird, kann der Translationsdibfuskoeffizient (D) berechnet werden.
Mit der Stokes-Einstein-Beziehung lasst sich, umtenahme kugelférmiger Partikel, der

hydrodynamische Radius, der gleich dem Radius deeKist, ermitteln:
kgT Gl. 3.3-8

R, =
h ™ 6m,D

¢ . Viskositat des Losemittels)

Bei realen Systemen kommen zusatzlich die Rotat®megung und intermolekulare
Wechselwirkungen zum Vorschein. Dieses Problem katurch polarisations- und
winkelabhangige Messungen aufgehoben werden.

Im Fall von polydispersen Systemen klingt die Awwklationsfunktion nicht einfach
exponentiell ab. Sie muB als Uberlagerung von Egpbalfunktionen mehrerer diffuser

Prozesse verstanden werden.

oo Gl. 3.3-9

gi(t) = <e_ rt> = ertG(-l‘t)dl‘
0
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Analyse dertéilungsfunktion GQ() durch inverse
Laplace-Transformation mittels der Programme CONTfRiund FASTOR Pdurchgefiihrt.

3.3.2 STATISCHE LICHTSTREUUNG (SLS)

Die statische (elastische) Lichtstreuung (SLS) este wichtige Absolutmethode zur
Bestimmung der Molmasse von Makromolekulen. Zus#tdiefert sie Information ein tber
die Grol3e und Gestalt der Molekile sowie intermaliele Wechselwirkungen.

Die winkelabhangige Streuintensitat, die bei diddethode als Messgréf3e dient, ist stark von
den Dimensionen des Streukdrpers abhangig. Deswegengrundsatzlich zwischen drei
Fallen unterschieden: punktférmigen Teilchen mit<Ds kleinen Makromolekilen mit D<
A20 und groRBen supramolekularen Strukturen2ii< Ry<A/2.

Im Jahre 1871 hat Lord Rayleigh die Theorie furhitstreuung an kleinen Teilchen im

Vakuum entwickelf? Dabei hat er das Teilchen als Hertz’schen Dipthbhtet.

[, = alE, cos(at) Gl. 3.3-10

(uing - induziertes Dipolmomenty - Polarisierbarkeit des Molekiils

und E, - Feldstérke)

Die einfallende elektromagnetische Welle induziertdem Teilchen einen oszillierenden
elektrischen Dipol, der nun seinerseits elektronetigohe Strahlung derselben Frequenz
richtungsabhangig emittiert. Der Zusammenhang Zwisceingestrahlter Jjl und gestreuter

Intensitat (J) ist durch die Gl. 3.3-11 gegeben:

22 Gl. 3.3-11
|, 1667 @ EQcosZ¢>

Aus der Gleichung ergibt sich eine starke Abhangjigiter Streuung von der Wellenlange ( je
kurzwelliger die Strahlung desto starker die Stregjuund der Polarisierbarkeit des

Streuvolumens. Die Polarisierbarkeit ist propordilodlem Brechungsinkrement eines gel6sten
Stoffes, so dall man nach der Kontinuumstheorieefiie ideal verdiinnte Losung nach

Rayleigh folgende reduzierte Streuintensit&)) @halt?

. _49[[]1% (@JZCM Gl. 3.3-12
"Nyt lde
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(n_ - Brechungsindex des Lésungsmittels, ¢ - Konzéotra

M - Masse des Streuzentrums ung-Nvogadrokonstante)

Diese Gleichung gilt jedoch nicht fur reale LOsumgdan denen Fluktuationen des

Brechungsindex durch zusatzliche Dichtefluktuatiohervorgerufen werden.

on on

8n:£8—j d,o+(6—j dc Gl. 3.3-13
Pe ¢ P

p: Dichte)

Nach der Fluktuationstheorie von Einstein und Smludwski*'* sind die
Dichteschwankungen auf das kontinuierliche Mediwruekzufiihren und kdnnen als Beitrag
direkt von der Streuintensitdt abgezogen werdempdmentelle Messung von reinem
Lésemittel). Die Brechungsindexfluktuationen, dieah den Konzentrationsgradienten in der
Losung verursacht werden, konnen auf das Gelostekgeflihrt werden.

_ _ _ 1
R(q)= R(q)Lsg - R(q) Lsm:K RO G~

(5”) Gl. 3.3-14
oC ) 51

2 2
mit K_4BrDhL(dnj

TN, O Lde
Die osmotische Kompressibilitat laft sich in eingalteihe entwickeln:

(5_'_'j :RT(i+2Ac+3Bc2) Gl. 3.3-15
6C ) p1 M

So ergibt sich fur die reduzierte Streuintensitat:

_Ke. :%+2AC+3BCZ +.. Gl. 3.3-16

R()

(K: Konstante, A: zweite osmotischeidkoeffizient)
Die Reihenentwicklung laf3t sich fir sehr kleine Kentrationen nach dem zweiten Glied
abbrechen. Eine Auftragung von KcffR( gegen die Konzentration c liefert als
Ordinatenabschnitt das reziproke Molekulargewiaht] aus der Steigung der Kurve kann der
zweite osmotische Virialkoeffizient Aberechnet werden. Ist das System polydispergriief
die Lichtstreuwerte das uber die Masse gemittelvdeklilargewicht M,



CHARAKTERISIERUNGSMETODEN 39

In dem Fall, in dem der Radius des Molekils gr@ik/20 ist und somit in einem Molekl
mehrere Streuzentren vorhanden sind, kénnen dieegésn Wellen interferieren. Deswegen

ist es notig, einen Formfaktor zu benutzen, der Baobachtungswinkel abhangig ist.

1 &&sin(gln) A .
P(q) =— ————2% mit g=—nsin® Gl. 3.3-17
N§ i1 j=1 q[]ij A
Damit gilt fir die Streufunktion:
22
1 _1,9°RG Gl. 3.3-18
P(q) 3
2R2
Ke 1149 [€i+2AcJ Gl. 3.3-19
R(q) 3 M

Die Streufunktion ist neben dem Winkel auch von Wégllenlange des Lichtes und der
raumlichen Anordnung der streuenden Dipole und tae Molekulform abh&ngig. Durch
das Doppelextrapolationsverfahren gegen die Konaeéom und den Streuwinkel ist das
Gewichtsmittel der Masse, der zweite Virialkoe#fizi A und der Gyrationsradius Rg

bestimmbaf®

3.3.3 RONTGENKLEINWINKELSTREUUNG (SAXS)

Allgemeine Theorie

Die RoOntgenstreuung verwendet hochenergetischehlGtig d.h. solche mit kleiner
Wellenldnge (z.B: Cu-kStrahlung 0.1542 nm). Die Rontgenstrahlung wirchrgad des
Experiments an den Elektronenhullen der Atome gastind winkelabhangig gemessen. Dies
erlaubt es 1- bis 100-nm grol3e Elektronendichtéflationen zu messen. Ein weiterer Vortelil
dieser Methode ist die Moglichkeit, die Proben erschiedenen Zustanden zu messen, auch
wenn sie optisch undurchsichtig sind. Im GegenzataVeitwinkelstreuung (WAXS) ist die
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Kenntnis der Atomformfaktoren nicht erforderliche anittlere Elektronendichte der Phase ist
ausreichend.

Trifft ein Strahl auf ein Streuzentrum, so gehen deesem Kugelwellen mit einer komplexen
Amplitude A(S) aus, die sich aus der Summe der Streuung anfpumigen Zentren mit der

Streukraft R ergibt:

N

A(s)=> n exd 27T, 3) Gl. 3.3-20
k=1

s=2"% mit g =s= 2sin6 Gl. 3.3-21

@: halber Streuwinkel)

Fur die Streuung an der kontinuierlichen EIektrcdieImteverteiIungp(F) Uber das gesamte

Volumen der Prob¥ ergibt sich:
As)= [d’rp(r)exp(27its)=F [p(r]] Gl. 3322
%

Somit ist die komplexe  Streuamplitude  die Fourearsformierte  der
Elektronendichteverteilung in der Probe. Experirimwird jedoch im reziproken Raum die
Intensitatsverteilungl (3) gemessen, die dem reellen Betragsquadrat der AmiglA(3)

entspricht.
1(3)=|ABS)* = AB) A) Gl. 3.3-23

Durch Fouriertransformation erhalt man aus ti), die sog. PattersonfunktioR(r) das
Faltungsquadrat, d.h. die Autokorrelationsfunktiber Elektronendichteverteilung)(F) im

realen Raum ist:

1(s) =|As)” = [dvA(F)exr27its)=F [P(F)] Gl 3324
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In der Abbildung 3-7 ist der Zusammenhang zwisckden Grol3en des realen und des

reziproken Raumes dargestellt.
F
pF) = Ag)

realer *9 | ] 2 reziproker
Raum Raum

Abbildung 3-7 Zusammenhang der streutheoretischen Grof3en des tesl reziproken Raumes
(*2: Bildung der Autokorrelationsfunktion (Selbdtfang)).

Durch dieses Schema wird das Phasenproblem derg&tstteuung sichtbar: durch die
Nichtumkehrbarkeit des Faltungsquadrates der Hlektidichteverteilung kann sie nicht
direkt aus der Pattersonfunktion berechnet werdéwormalerweise wird die

Elektronendichteverteilung durch die Analyse derttdPsonfunktion oder durch die
Anpassung der Streukurve fir simulierte Elektromgmdverteilung an die gemessene
Intensitatsverteilung ermittelt. Fur beide Verfahrsind noch zuséatzliche Informationen

notwendig, die durch Uberlegung oder andere aisalyti Methoden zuganglich sind.

Zweiphasensystem
Eine andere Moglichkeit, die Morphologie eines rofrasenseparierten Zweiphasensystems

1%¢ entwickelt wurde.

zu bestimmen, ist die Anwendung des Verfahrens,vdasMichaet a
Die Methode basiert auf einem universellen Phasgnainm, das die Phasenmorphologie in
Abhéangigkeit von zwei reduzierten Parametern) (darstellt. Einer der beiden Parameter (
ist von der spezifischen Grenzflache abhangig, awilere () reprasentiert die mittlere

Krimmung der Grenzflache.
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Abbildung 3-8 Universelles Phasendiagramm nach MICE®#al®®

reprasentieren die moglichen Paatg)(fur die idealen Strukturen.

Die durchgezogenen Kurven

Mittels spezieller Auswertung lasst sich aus dentBénstreuung die Position des realen
Zweiphasensystems im Phasendiagramm bestimmen. BDedient man sich des KIRSTE-
POROD-Gesetzes im realen Raumfr) ist die auf r = 0 normierte Pattersonfunktion
(,charakteristische Funktion®):
rr 1
y(r):1-|_+8|_(<H2>s——<K>5)+O(r5) Gl. 3.3-25
P

p

Der Koeffizient des linearen Termsst die sog. mittlere Segmentlandg (mittlere
Durchschlusslangeaverage chord lengjh die von der PhasengrenzflacB€V und vom

Volumenbruchg einer der beiden Phasen abh&ngig ist.

Iy = 4ll-gV Gl. 3.3-26
<

~

Der r-Koeffizient stellt den KRISTE-POROD-Parameterdar und enthalt die mittlere
Gauss'sche Krimmun(K ) und das gemittelte Quadrat der mittleren KrUmeng>.
In der Praxis wird aus der Streukurve durch Pamsmtung mit analytischen

Basisfunktionen die charakteristische Funktigr) ermittelt. Nun wird ein Ausdruck in der

Form: ]:r/lp+br3/lp an den Anfangsbereich der charakteristischen kmkingepasst. Aus

dem Wert ful, berechnet sich die spezifische Grenzflache
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Gl. 3.3-27

Den Krimmungsparametgrerhalt man aus dem KIRSTE-POROD-Paramigter

k =L+/80 Gl. 3.3-28

Nach Einsetzen der Wertepaare in das universelisdeidiagramm ist es moglich, die

Morphologie des untersuchten Zweiphasensystemdentifizieren.
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4 SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG DER POLYPEPTID-
BLOCKCOPOLYMERE

Die Synthese der in dieser Arbeit eingesetztengepiyd-Blockcopolymere erfolgte in zwei
Schritten. Zuerst wurde der synthetische Block \{$tgtol bzw. Polybutadien) durch lebende
anionische Polymerisation hergestellt. Die lebend&etten wurden mit einem
Chlorsilanderivat mit TMS-geschutzter Aminfunktiomabgebrochen und soo-
aminofunktionalisierte Polymere erhalten. Diese demr dann als Makroinitiatoren zur
Polymerisation vom-AminosaureN-Carboxyanhydriden (NCA) eingesetzt.

Als Aminosauren wurdemNg-benzyloxycarbonyl-L-lysin (ZLLys) und L-Glutaminge-5-
benzylester (BLGIu) gewahlt. Die Polypeptide geltds starke Helixbildner in organischen
Lésemitteln so wie auch in entschitzter Form in ¥eéas Die Voraussetzung fur die
Ausbildung der Sekundar-Struktur ist die enanti@n&einheit der Monomereinheit. Es

wurden die naturlich vorkommenden L-(S-)Aminosaurerwendet.
o] 0

HZN\E/U\OH
AN 1
©\/O\([)]/NH y °

Abbildung 4-1 Chemische Strukturen vongRenzyloxycarbonyl-L-lysin (ZLLys) (links) und-
Glutaminsaure-5-benzylester (BLGIu) (rechts)

4.1 MAKROINITIATOREN

Die NCA-Polymerisation erfordert fur die Initiiergreine Aminofunktionalitat. Es ist jedoch
sehr schwierig, Polymere mit primarer Aminfunktiodurch lebende anionische
Polymerisation zu erhalt8h®® und es erfordert Schutzgruppenchemie. Als erfalgrieat sich
der Abbruch der Anionen mib-funktionalisierte Alkylhalogeniden erwiesen. Dar®neet
al.”® verwendete ein Chlorsilanderivat, das durch ditaneoSilicium-Chlor-Bindung eine

hohe Reaktivitdt gegentber den anionischen Kettendadurch eine hohe Effizienz aufweist.
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Aufgrund der oben genannten Vorteile wurde zur @2Hsg dero-aminofunktionalisierten

Makroinitiator ein Chlorsilanderivat eingesetztsden modifizierte zweistufige Synthese von

Kukulaet al” tibernommen wurde (Abbildung 4-2).
L

\ Bl’\/\ KBr \ H‘%I'C| AAA Li
S >si >si |

ONK Li» TN~ AN (U Ne~sicl
—Si —Si —Si

/ / /

Licl

l (H")

’\/\/\vavw~NH2

Abbildung 4-2 Synthese von 1-(Chlordimethyl-3-[N,N-bis(trimetij§l)amino]-propan (CAP).

Monomere und Ldsungsmittel wurden nach Standardlezh gereinigt. Die anionische
Synthese des Makroinitiators wurde an einer Vaklime unter Argonatmosphéare

durchgefuhrt:

- |
X _>,|_i o C|—Ti\/\/N(SiMe3)2

X Cyclohexan, 50C -LiCl

Si_~_—-N(SiMe,), < ?i\/\/NH2

X
| 1. HCI (aq.)
_—
2. NaOH

Abbildung 4-3 Reaktionsschema der Synthese wemndfunktionalisiertem Makroinitiator in
Cyclohexan.

Die Polymerisation von Styrol wurde nach der von$»moné&® beschriebenen Vorschrift, in
Cyclohexan oder Tetrahydrofuran (THF) durchgefihhh Cyclohexan wurde das
Reaktionsgemisch nach der Initiierung secButyllithum drei Stunden bei 8G gerthrt, bei
THF wurde die Reaktionstemperatur auf°’@@esenkt und die Reaktionszeit auf eine Stunde
verklrzt. Die Kontrolle des Polymerisationsgrade®igte durch eine GPC-Untersuchung
einer Probe, die vorher aus dem Reaktionsgemisdmommen und mit Methanol
abgebrochen wurde. Die Polymerisation wurde durch ugabe des
Funktionalisierungsreagenzes  beendet. Dazu  wurden3 1Aquivalente  des
Terminierungsreagenzes (bezogen auf die eingedeitisdormenge) in wenigen Millilitern

absoluten THF geldst, zur Reinigung mit 5 mol %-Batyllithium versetzt und nach dem
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Entgasen der Reaktionslésung zugespritzt. Die Lggswurde sofort farblos, und es entstand
langsam ein Niederschlag von Lithiumchlorid. Dasslwa@gsmittel wurde dann weitgehend
einrotiert, das Polymer aus Ethanol ausgefalltion¥akuumschrank bei 4 getrocknet.

Zum Entfernung der Silylschutzgruppen wurde dag/$dgiol in Benzol aufgenommen, mit
verdinnter Salzsaure versetzt und als Zweiphasesagleniber Nacht geruhrt. Die beiden
Phasen wurden nach Neutralisation mit NaOH getratiatorganische Phase mehrmals mit
Wasser gewaschen und Uber,8@, getrocknet. Das Produkt wurde durch Gefriertrocignu
aus der salzfreien Benzolldsung gewonnen.

Die Polymerisation von 1,3-Butadien wurde &hnlicie Btyrol in THF bei —7%C mit sec-
Butyllithum als Initiator durchgefiihrt. Das Reakisgemisch wurde mindestens tber Nacht
geruhrt. Aufarbeitung sowie Entfernung der Silylsagruppen erfolgten auf die gleiche
Weise wie zuvor beschrieben.

Die Makroinitiatoren wurden mit GPC urtti NMR charakterisiert. Molekulargewichte und
Molekulargewichtsverteilungen wurden mit GPC in Tk 25°C ermittelt. Dazu wurden die
Eichkurven mit Polystyrol- bzw. Poly(1,2-butadiedfandards erstellt. Um Stérungen durch
die Aminendgruppe wéahrend der Elution der Polynmrevermeiden, wurden die vor der
Terminierung genommenen Proben zur Analyse eingegais'H NMR-Spektren wurde die
Mikrostruktur des Polybutadiens ermittéltDer Anteil am 1,2-Addukt lag in allen Fallen bei
90 %, was bei den gegebenen Reaktionsbedingungesnwdarteten Mikrostruktur entspricht.
In der Tabelle 4.1-1 alle verwendeten Makroinitiato und ihre charakteristischen Daten

zusammengestellt.

Tabelle 4.1-1Molekulare Parameter vom-aminofunktionalisierten PS- and PBlakroinitiatoren
nach der Terminierung mit CAP.

Chemische Struktur Probe x* PDP Lésungsmittel
| S1 52 1.04 Cyclohexan
Sie~NH,

S2 258 1.04 THF

X S3 388 1.04 THF

| Bl 74 1.06 THF

A~ ?i\/\/NHZ
7 dos B2 165 1.12 THF

* Polymerisationsgrad (Zahlenmittel); GP®olydispersitatsindex; GPT.
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Der Funktionalisierungsgrad der Makroinitiatoremite nicht direkt ausH NMR-Spektren
bestimmt werden. Wegen der hohen Molekularmassem &sa nicht mdoglich, die
Trimethylsilylprotonen §ppm = 0.0-0.3 (m, 18H, —NSi(G}4)) quantitativ zu erfassen und
dadurch den Funktionalisierungsgrad der Makroitaten zu ermitteln. Einzige Mdglichkeit
stellt hier die kritische Chromatographie (LACCQOrdMit der Flissigchromatographie am
kritischen Punkt der Adsorption sind die durch Bwmggen verursachten chemischen
Heterogenitaten detektierbar und somit ist die iBesung der Endfunktionalitdten bei den
Polymeren mit Molekulargewichten bei etwa 100 kd/m@glich. Entsprechend vorheriger
Arbeiter/? sollten die Polymere einen Funktionalisierungsgmama 90 % haben.

4.2 BLOCKCOPOLYMERE

Die Synthese von linearen Polypeptid-Blockcopolyenererfolgte durch nukleophile
ringoffnende Polymerisation déd-Carboxyanhydride (NCA) von ZLLys bzw. BLGIu. Zur
Initiierung wurden die vorher beschriebeneraminoendfunktionalisierten Makroinitiatoren

eingesetzt, Polystyrol bzw. Polybutadien.

q o
5 1 ~H NH + (Z 1) NCA N+H
Polymer-NH, I (0] —>—> Polymer- N)J\‘/ (Z 1) co, Ponmer-H I H

z

NCA

Abbildung 4-4 Reaktionsschema der Synthese von Polypeptid-Blgzkgmeren.

Es ist bekannt, dass elektrophile Verunreinigungen NCA Einfluss auf die
Molekulargewichtsverteilung der  Polypeptide  habenénden’  Wegen  ihrer
Hydrolyseempfindlichkeit wurden die N-Carboxyanhgdr immer frisch hergestellt. Die
NCA-Synthese wurde auf drei verschiedene Weiserchgefuhrt. Zuerst in THF als
Lésungsmittel, wobei das Aufreinigen durch Umkiigation aus Petrolether erfolgtéDie
zweite Methode nach Pochdiihrte zu Produkten hoher Reinheit. Die Aminosauuede in
Ethylacetat (Uber Catfjetrocknet und kryodestilliert) suspendiert und 20fC erhitzt. Dann
wurde zu dem Reaktionsgemisch in wenigen MilliliEghylacetat gelostes (Triphosgen) als
Phosgenierungsreagenz im Argongegenstrom zugegélaah ca. drei Stunden wurde die
Losung klar, was auf praktisch vollstandige Umsetghindeutet. Nach dem Abkuhlen wurde
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die Lésung mit kaltem Wasser und NaH{@ewaschen und die organische Phase uber
NaSO, getrocknet. Das Produkt wurde durch zweimalige tistédlisation aus Petrolether
(Uber NaSQO, getrocknet) erhalten.

Bei der dritten Methode wurde-Pinen als Abfangreagenz fur die freiwerdende HCI
eingesetzt® Durch die Hydrochlorierung der labilen Doppelbindulese-Pinens wurde das
entstehende HCI aus dem Reaktionsgemisch entféusttzlich konnte auch ein Uberschuss
an Triphosgen vermieden werden, indem die Triphdégeng langsam in das
Reaktionsgemisch getropft wurde und zwar nur s@darbis die weil3e Suspension der
Aminosaure klar wurde. Die Umkristallisation austrBlether erlaubte, das NCA von
sonstigen Verunreinigungen zu befreien. Die cheneisStruktur und Qualitét der N-
Carboxyanhydride wurde mittelsl NMR und DSC ermittelt (siehe Anhang).

Makroinitiator und NCA wurden vor der Polymerisatian separaten Schlenkkolben
vorgelegt und zwei Stunden lang im Vakuum getrotkbann wurden sie in trockenem und
amin-freien N,N-Dimethylformamid (Uber CaHgetrocknet und kryodestilliert) gelost,
welches sehr gute Losungseigenschaften im gesaviedauf der Polymerisation hat, d.h.
auch das entstehende Polypeptid bleibt homogerstg@ldm Losen von Polybutadien wurde
Chloroform (auch Uber CaH getrocknet und kryodestilliert) verwendet und die
Polymerisation in dem Chloroform/DMF Gemisch duretidprt. Nach dreimaligem Entgasen
der L6sungen, wurden sie mit einer Spritze vereirldje Polymerisation wurde unter Argon
bei 60°C drei Tage lang durchgefiihrt. Der Polymerisatioadgdes Peptidblocks wurde
durch das Initiator-Monomer-Verhéltnis eingestdiach dem Beenden der Reaktion wurde
das Ldsungsmittel weitgehend im Vakuum entfernt wes Produkt mehrmals aus
Methanol/Wasser umkristallisiert. Da die Effektétides Initiators immer niedriger als 100 %
ist>* musste nicht umgesetztes Polystyrol bzw. Polybetaentfernt werden. Dies erfolgte
durch Extraktion mit Cyclohexan (Polystyrol) odesti®lether (Polybutadien). Polymere mit
langerem Peptidblock waren nach der Extraktionesdtier in DMF oder Dioxan l6slich als
zuvor. Dies wurde durch ein Auskristallisieren &eptidblockes verursacht und konnte durch
Auflésen des Polymers in THF und Fallung aus Ethanfgehoben werden.

Die Blockcopolymere wurden mittels GPC uttd NMR charakterisiert. Die GPC-Analytik
ist bei amphiphilen Blockcopolymeren nur beschrankiglich da in der Regel keine
Eichkurve zur Verfugung steht. Ein zuséatzlichesbinm stellt das Finden des geeigneten
Losungsmittels dar, in dem die Polymere unimolekgklost werden konnen. Die in dieser
Arbeit eingesetzten Polypeptide sind starke Helikiar, die Blocke weisen also nicht nur
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chemische sondern auch konformative Heterogenitatén was mit einer Anderung der
Viskositat und dem hydrodynamischen Volumen verleandst. Die erhdhte Polaritat der
Helixkonformation kann zur Adsorption an das Sauttsrial fihrer” All diese Phanomene
verandern das Elutionsverhalten gravierend undilsatien die Ergebnisse der Analyse.

Aus diesen Grunden wurden die GPC-Messungen derstenei Proben inN,N
Dimethylacetamid (DMA) bzw. N-Methylpyrrolidon (NMRnit Zusatz von 0,5 Gew. % LiBr
bei 70°C durchgefiihrt. Als Saulenmaterial wurde statt ®imepolaren Polystyrolgels (SDV)
ein PSS-GRAM Polyestermaterial verwendet. Die dait@n Molmassen sowie die
Molmassenverteilungen sind in Tabelle 4.2-1 undellalt.2-2 zusammengestellt

Absolute, zahlengemittelte Molmassen der Blockcgpere wurden mit NMR-
Spektroskopie bestimmt. Der Polymerisationsgrad sigghetischen Blocks ist aus GPC-
Analysen bekannt. Die Lange des zweiten Blocks wwtke im Kapitel 3.1.2. beschrieben,
aus den Verhéltnissen der Integrale der charaisatien Signale im NMR-Spektrum
ermittelt. Abbildung 4-6 und Abbildung 4-6 zeigedNMR-Spektren von PS-PBLGIu und
PB-PZLLys und veranschaulicht die Signalzuordnung.

3,56 1,24
12,1510,11
16
—+ T+ T 1T +* T T T T T T T T T 1
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 4-5 'H-NMR Spektrum (400 MHz) von PS-PBLGIu SG-7 (DME-40 °C) (* DMF).
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Abbildung 4-6 'H-NMR Spektrum (400 MHz) von PB-PZLLys BL-1 (CDECR5 °C)

Tabelle 4.2-1 Molekulare Parameter der PS-Polypeptid-Blockcopehen

Chemische Struktur Probe x# z$ PDI§
SL-1 52 69 1.64
I | N-FH SL-2 52 111 1.27

§|\/\/N H
H SL-3 52 60 1.24
SL-4 52 50 1.01

X H
A}O SL-5 52 40 1.01
Q

SL-6 258 108 1.2
SL-7 258 57 1.2
] N SL-8 388 60 1.05
SG-1 52 104 1.1
o 7 SG-2 52 90 1.02

| L
ST Y [ SG-3 40 80 1.02
o SG-4 52 29 1.5
X Q SG-5 218 598 1.4
é SG-6 258 26 1.03
LT 1z SG-7 258 84 1.04
SG-8 366 43 1.03

* Polymerisationsgrad (Zahlenmittel) des PS-Blo¢kBC.* Polymerisationsgrad des Polypeptid-
Blocks;H NMR. ® Polydispersitatsindex; GPE.
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Tabelle 4.2-2 Molekulare Parameter der PB-Polypeptid-Blockcopayen

Chemische Struktur Probe X y PDI
o
_ ?Ii/\/\N, H—-H BL-1 165 108 1.5
0.1 0.9 H
=
HN BL-2 165 88 15
=0
Q
é BL-3 74 37 1.3
L vy

* Polymerisationsgrad (Zahlenmittel) des PB-Blod&®,C.* Polymerisationsgrad des Polypeptid-
Blocks;*H NMR. 8 Polydispersitatsindex; GPC.

4.3 ENTFERNUNG DER PEPTIDSCHUTZGRUPPEN

Fur die Untersuchungen des Aggregationsverhaltemgssriger Losung war es erforderlich,
die Schutzgruppen in den Polyaminosauren (Z- bsinynd Benzyl-Schutzgruppe bei der
Glutaminsaure) zu entfernen und dadurch die Bldokdie ionische Form zu Uberflhren.
Dies ist jedoch aufgrund des hydrophoben synthetisd®B-Blocks mit einigen Problemen
verbunden.

Zuerst konzentrierten sich die Versuche auf die palisng der Schutzgruppe der
Glutaminsaure durch katalytische Hydrierung untédem Bedingungen (Abbildung 4-7.

e
H n
H,, Pd/C :
B
O o

O

@@l

Abbildung 4-7 Reaktionsschema fiir die Abspaltung der Benzylggnuppe an dey-stéandigen

n
o o

Carboxylfunktion der Glutaminséure durch katalftisédydrierung mit Palladium auf Aktivkohle.
Als Loésungsmittel wurde ein Gemisch aus DMF, Eigessid Wasser (im Verhaltnis von
etwa 7/5/1 Verhaltnis) verwendet. Als Katalysateente Palladium auf Aktivkohle (10 %)

und als Wasserstoffquelle AmmoniumformiaDie Reaktion wurde unter Argonatmosphére

bei Raumtemperatur zwei Tage lang durchgefuhrt. tem Fortgang der Reaktion zu
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Uberprufen, wurden IR-Messungen durchgefihrt. ml&eSpektren war stets noch die Bande
der Schwingung des Benzylestetrs<{ 1729 cnt) zu sehen. Weder die Verlangerung der
Reaktionszeit, noch die Erhéhung der Reaktionsteage und Anderung der
Zusammensetzung des Ldsemittelgemisches fuhrte zerbn Umséatzen. Aller
Wahrscheinlichkeit nach, fiihrte die sich anderndsslichkeit des Polypeptidblockes zur
Bildung von Aggregaten, und nicht umgesetzte Gropperden so vom Palladiumkatalysator
abgeschirmt. Auf das Entschitzen mit NaOH wurdezightet, weil dies mit einer
unerwiinschten Razemisierung der Aminosauren vessuist'>

Da fur die Hydrolyse von PB-PBLG mit fur diese Aitbelevanten Blocklangenverhaltnissen
und Molmassen keine geeignete Bedingungen gefundlerden konnten, wurden die
Untersuchungen auf PB-PZLlys konzentriert. Abspajty-standigen Benzoyloxycarbonyl
(Z)-Funktion wurde mit Bromwasserstoffsaure in Eisg (30 %) erreicH®*

O

e

Q}

NH,

Abbildung 4-8 Reaktionsschema fur die Abspaltung desténdigen Benzoyloxycarbonyl (Z)-

Aminschutzgruppe des Lysins

Um einen eventuellen Abbau des Peptids zu vermeidaerde die Reaktion auf eine Stunde
lomitiert. Nach der Reaktion wurde das Reaktionggeimneutralisiert und mit verdinnter

HCI versetzt. Dadurch konnten die freien Amine immMoniumchloride Uberfuhrt werden,

was die bessere Loslichkeit der Polymere in Wagserahrleistet. Das Rohprodukt wurde
(erschopfend) dialysiert und anschlieRend aus Wagsfeiergetrocknet. Die Kontrolle der

entschitzten Blockcopolymere wurde mittels IR-Speitopie durchgeftihrt. Das Fehlen der
Urethanbandev(= 1729 cni) zeigte die vollstandige Umsetzung (Abbildung 4-9)
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Abbildung 4-9 FT-IR-Spektren vor und nach Abspaltung der Z-Geipp
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) FESTPHASENSTRUKTUR

Einen besonderen Platz in der Materialforschung meegh Untersuchungen zur
Selbstorganisation von AB-Diblockcopolymeren in téesPhase ein. Durch geschickte
Auswahl der nicht-mischbaren Komponenten A und BorfFHuggins-Parametery),
Blocklangen so wie des Blocklangenverhaltnisesessimoglich, gezielt Uberstrukturen auf
der Nanometerskala einzustellen.

In der Forschung werden mit steigendem InteresgkecBen-Knéuel-Systeme untersucht, bei
denen die Inkompatibilitat der Blocksegmente dukslgmmetrie in der Kettensteifigkeit, das
Auftreten effektiver Dipolmomente und Chiralitatrsgirkt und die Phasenbildung beeinflusst
wird. Dazu eignen sich sehr gut Blockcopolymere grif Basis von Polypeptiden. Abhangig
vom Charakter der Seitengruppen der einzelnen Asdum@n kann sich eine-helikale
Sekundarstruktur ausbilden, die neben Steifigkptisohe Aktivitat und ein Dipolmoment
entlang der Helixachse besitzt. Es ist zu erwart@ss diese Klasse von Blockcopolymeren
wegen der Entmischung beider Komponenten, den IRgskigenschaften des steifen Blocks,
des Ausgleichs der Dipolmomente und der Fahigk#itlesterische Phasen zu induzieren,
eine Vielfalt von Mesophasen ausbildet, wobei hhische Uberstrukturen nicht
ausgeschlossen sind.

Die hier durchgefuihrten Experimente konzentrieranoh sauf die Untersuchung der
Festkorperstrukturen von linearen Blockcopolymeredie als Stabchen PoN{-
benzoyloxycarbonyl-L-lysin) (PZLLys) und Poly(L-gaminsaure-5-benzylester) (PBLGIu)
enthalten. Von besonderem Interesse erscheintdeieEinfluss der Kettenlangenverteilung
sowie des chemischen und damit auch physikalis€inamakters des Polypeptidblocks auf die
Phasenmorphologie; Polydispersitat spielt bei nmimdéekularen Flussigkristallen keine
Rolle. Dazu wurden Filme durctolvent castindghergestellt: Auflésen der Blockcopolymere
in einem nicht-selektiven Lésemittel (DMF oder Daoy und langsames Verdampfen der
fluissigen Phase auf einer teflon-beschichteten @®3%) Folie. Als Untersuchungsmethoden
dienten Zirculardichroismus (CD), Polarisationsrag&opie, Rontgenkleinwinkelstreuung
(SAXS), Rasterkraftmikroskopie (AFM) und Transmisselektronenmikroskopie (TEM).
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Erste systematische Arbeiten an AB-Polypeptid-Btogolymeren wurden von Gallat
al.>%82% mijttels SAXS und IR-Spektroskopie durchgefiihrts ARolypeptidblécke wurden

PBGLu, PZLLys und deren hydrophiles Derivat Pollftin) eingesetzt. Das amorphe
Knéuel bestand entweder aus Polystyrol (PS) oder @eicheren Polybutadien (PB). Auf
Grund von Rontgenmessungen an Gelen und festerifrikonnte eine alternierend lamellare
Morphologie festgestellt werden, unabhéangig vomcBlé@ngenverhaltnis und der Molmasse
der Proben. Zusatzlich wurden SAXS-Signale detekttke auf eine hexagonale Anordnung
von Stabchen innerhalb der Schicht hindeutetens Dverrde einer hexagonal-dichtesten
Packung von Peptid-Helices mit einem Durchmesserlyb nm zugeordnet (Abbildung 5-1).

Die Konformation des Polypeptidblocks wurde miti®sSpektroskopie festgestellt.
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Abbildung 5-1. Schematische Darstellung ddrexagonain-lamellaren Morphologie von
Polyvinyl-Polypeptid-Blockcopolymeren.

Auf Grund von geometrischen Uberlegungen und Vésigés der berechneten Helixlange mit
der Dicke der Peptidschicht (SAXS) wurden versobined Modelle der Anordnung der
Stabchen postuliert: interdigitiefgce-to-facerelativ zur Grenzflachegekippte Stabchen oder
Ruckfaltung. Dies kann mit der Minimierung der Eger durch Ausgleich effektiver
Dipolmomente erklart werden, die in der hexagond&eackung keine optimale Anordnung
findet.

Die Untersuchungen von Hayasei al®®®” an ABA-Triblockcopolymeren mit zentralem
Polybutadien-Segment haben erwiesen, dass neben lamellaren Phase bei bestimmtem
Blocklangenverhaltnis auch stark gekrimmte Str@aunamlich Spharen oder Zylinder aus
einem amorphen mittleren Block, in der Matrix awexdgonal geordneten Peptidhelices,
existieren.

Klok et al®® beobachteten fiir PS-PBGlu Oligomere einen zushei SAXS-Peak, der auf

eine doppelt-hexagonatelberstruktur zurtickgefiihrt wurde. Im WeitwinkeliBih traten
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aulRerdem Signale auf, die mit einer lamellaren Anong von Peptidoligomeren nfitSheet

Konformation korrelieren.

5.1 EINFLUSS DER POLYDISPERSITAT AUF DIE MESOPHASEN

Die folgenden Untersuchungen basieren auf den Weit@n von Kukulaet al®® Die her-
gestellten Filme aus PS-PZLLys) wurden mittels SAK®, TEM und AFM charakterisiert.
In Kleinwinkelbereich der Rdntgenstreuung wurdem diffuse Signale fir eine lamellare
Struktur detektiert, dennoch zeigte sich in AFMeleiin eine langreichweitige Ordnung der
Lamellen. Aufgrund der Reflexe im WAXS-Bereich kéareine hexagonale Anordnung der

Helices innerhalb der Polypeptidschicht nachgewieserden (Abbildung 5-2).
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Abbildung 5-2 Links: Radial gemitteltes SAXS-Diffraktogramm einéém aus PS-PZLLys SL1
(Tabelle 5.1-1). Die Einfugung zeigt die erstenidreflexe der hexagonalen Packung der
PZLLys-Helices. Rechts: AFM Amplitudenbild (0:60.5 um) eines Films SL1, der durshin-
coatingeiner 2 gew.%-igen DMF-LOsung auf einen Siliziuiger hergestellt wurde (Ausrichtung
der Lamellen orthogonal zur Oberflache).

Anhand dieser Messergebnisse konnten die frihemenktnisse von Galloet al in
wesentlichen Punkten bestatigt werden. Es kannnamgmen werden, dass diexagonaln-
lamellare Morphologie fiir dieses System die energetisch ggstst Anordnung darstellt,
unabhangig von der Zusammensetzung der BlockcommlnDie ,Diskrepanz” zwischen
den Ergebnissen aus SAXS und AFM wurden auf Statist Fluktuationen in der Dicke der

Polypeptidschicht  zuriickgefiiltt, die, so eine erste Vermutung, von der
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Kettenlangenverteilung des rigiden Peptidblockessdrgerufen werden (Abbildung 5-3).

Dieser Effekt sollte hier im Detail untersucht wend

Abbildung 5-3 Schematische Darstellung deexagonain-onduliert lamellarenMorphologie
von linearen PS-PZLLys-Blockcopolymeren.

Die im diesen Kapitel zu Herstellung der Filme eisetzten Proben sind in Tabelle 5.1-1
aufgefuhrt. Sie unterscheiden sich neben den Mdemasind der Zusammensetzung vor
allem in der Molmassenverteilung. Die absolutent®kmgen bzw. Polydispersitatsindices
(PDI) wurden mit Gelpermeationschromatographie (GEIGent: DMA + 0.5 Gew.-% LIBr,
70°C, Saulen: PSS-GRAM, Detektoren: UV und RI; Auseewtthode nach Schlaad und
Kilz)>®> bestimmt (Abbildung 5-4). Die Helixanteile wurdemittels CD-Spektroskopie
ermittelt (Greenfield und Fasmat?).

Tabelle 5.1-1Molekulare Parameter der untersuchten lineareRZ3-ys Blockcopolymere.

Chemische Struktur Probe x* z f8 PDF % Helix
o T SL-1 52 69 057 1.64 65

%i\/\/N’ H#H
}H H SL2 52 111  0.68 1.27 90
" H &O SL-3 52 60 0.54 1.24 90

(o]

é SL-4 52 50 049  ~1.01 95
N SL-5 52 40 043  ~1.01 85

# Polymerisationsgrad (Zahlenmittel) des PS-Blodg®C. * Polymerisationsgrad des PZLLys-
Blocks; *H NMR. ¢ Molenbruch der ZLLys-Einheiten im Copolymet.Polydispersitatsindex;
GPC?®" Anteile ana-Helix im Polypeptidblock; C3®
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Die festen Filme wurden mit SAXS untersucht und gidimensionalen Beugungsbilder,
radial gemittelt in Form einer Kurve dargestelltb@ldung 5-5). Aus den Lagen der

Intensitatsmaxima ergibt sich die Langperiodleder lamellaren Struktur.
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Abbildung 5-4 Molmassenverteilung der Abbildung 5-5 Radial-gmittelte SAXS Kurve
PS-PZLLys Proben SL-1 bis SL-5 fur die Filme SL-1 bis SL-5.

(Tabelle 5.1-1).

Basierend auf dem Konzept der Grenzflachenvertgiifimktion von Ruland®!ist es dann
moglich, bei Kenntnis der Porod-Lanfieund des Volumenbruchg die Dicken einzelnen

Schichten innerhalb einer Lamelle zu ermitteln:

ds=1,/2¢ Gl. 5.1-1
d.=1,/2(1-@) Gl. 5.1-2
d=ds+d, Gl. 5.1-3

Die Ergebnisse fur die Filme SL-1 bis SL-5 sind’abelle 5.1-2 zusammengestellt.
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Tabelle 5.1-2Resultate der SAXS-Analyse von PS-PZLLys-Filmen.

Probe  @* dmmp dsmmf d_(nm}f K* I+

SL-1 0.74 16.7 45 122 1201  2.0:02
SL-2 0.82 29.4 48 217 1.9:02  2.2+0.2
SL-3 0.71 14.1 35 106  1.8+02  20:0.1
SL-4 0.68 13.4 3.7 97  1.0£01  2.0:0.1
SL-5 0.63 12.1 3.9 82  08+01  2.0:0.1

# Volumenbruch von ZLLys in dem Copolymer (zur Kdition eingesetzte Dichtem/gem?® =
1.090 (PS) und 1.265 (PZLLys), ermittelt mit Dicktbwinger in DMF bei +40 °C¥ * Lang
periode der PS-PZLLys-Lamelle (SAXS).Dicke der einzelnen Schichten: P&)(and PZZLys
(d), experimenteller Fehler:10%° " Normierte mittlere Kriimmungkj und spezifische Grenz
flache ¢).%°
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Polymerisationsgrad des PZLLys-Blocks, z

Abbildung 5-6 Abhéangigkeit der Polypeptidschichtdickd, ( SAXS) vom Zahlenmittel des
Polymerisationsgrads des PZLLys-Blocks KMR) Durchgezogene Linie: lineare Anpassung
der experimentellen Daten, Steigung: 0490.02 nm. Gestrichelte Linied,/nm = 0.1%2,
berechnete PZZLys-Schichtdicke bei vollgestrecktelix mit einer Helixhéhe von 0.15 nm pro
ZLLys-Einheit™® Gepunktete Linie:d./nm ~ R, = (2/3f9,. 2° berechnete PZZLys-
Schichtdicke bei KnauelkonformatioRf{ Gyrationsradiud, = 0.36 nm: Segmentlange ZLLys).

Die Dimension d der PZLLys-Schicht zeigt eine lineare Abhangigkeitn Polymerisations-
grad des Polypeptidblocks. Aus der Steigung ergidit die Ganghodhe der Helix pro Amino-

saure zu 1,9 A £ 0,2 A, sie ist damit geringfugiger signifikant groRer als die einer
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kristallinen Polypeptidi-(18s)-Helix (1,5 A). Dies kann mit amorphen Anteilensdeeptids
innerhalb der kristalinen Phase erklart werden ukdst sich mit dem Modell
interdigitierender, orthogonal zur Grenzflache geeter Stdbchen vereinbaren. Die von
Gallot postulierte Ruckfaltung wurde somit fur PZiskBlockcopolymere mit der
Stabchenlange bis 20 nm nicht gefunden. Die irgédrediende Anordnung (als auch
Rickfaltung) ist durch das Dipolmoment von 3,5 DeByninosaur& entlang der Helixachse
zu erklaren. Da es nicht moglich ist, lokale Dipomente in hexagonaler Anordnung vollig
auszugleichen, sollten die Stabchen in der Langeebet und somit auch die Lamellendicke
limitiert sein.

Gallot et al. beobachtete mit SAXS fir die Filme sorgfaltigktranierter Blockcopolymer-
Proben lamellare Peaks bis zur 7-ten Ordnung. Eink&rung kann in der Tatsache liegen,
dass die Polypeptidstdbchen aufgrund der engen &sdemverteilung steife Lamellen mit
hoch definierter Persistenzlange in der Mesophabédgt haben. Die hier untersuchten, nicht
fraktionierten Proben ergaben meistens nur eineitelor Reflex erster Ordnung. Bei hdheren
Molekulargewichten konnte zusatzlich ein schwadbeak 2-ter Ordnung detektiert werden.
Dies ist jedoch kein zwingender Beweis fir ein mggeres Mall an Entmischung. Die
gemessene Streuintensitat setzt sich aus dem Rrddsik-ormfaktors, der auf die Form und
Grol3e eines Streukodrpers zurtickgeht, und des 8tfaktors zusammen, der die Anordnung
der Streukorper untereinander einbezieht. Die Ag$ling von Reflexen hoherer Ordnung
kann daher auf eine bestimmte Elektronendichtedenteinnerhalb der Schicht zuriickgehen
oder auf auch nur geringste Dichtevariation in ldamgperiode oder der Schichtdicke. Unter
der Annahme einenexagonal-in-lamellarerMorphologie mit der ,Beimischung” amorpher
Anteile mit geringer Dichte (zur Erinnerung: dielides besitzen einen eigenen Formfaktor,
der durch Elektronendichteverteilung entlang desb&tenradius bestimmt ist), kann die
Elektronendichteverteilung innerhalb der Phase tdhtionen aufweisen, was unter
Umstanden trotz der starken Entmischung auch zr &arringerung der Streuintensitat fuhrt
(Abbildung 5-7). Die Verbreiterung der Reflexe isinerseits von der Domanengrofie,

andererseits von den Ondulationen bei konstantegperiode abhangig.
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Abbildung 5-7 Elektronendichteverteilung fir stark entmischtest&me mit Elektronendichte-
fluktuationen innerhalb einer Phase.

Um nun den Einfluss der Polydispersitat in der &ténlange der Blockcopolymere auf
Phasenbildung zu untersuchen, wurden SAXS-Daterdemtkappa-iota¢x-/)-Formalismus
von Burgeret al® analysiert. Der Vorteil dieser Methode liegt daritass auch schwach
geordnete Systeme charakterisiert werden kénnebesondere kann jede Art der Anderung
der Topologie erfasst werden. Ondulierte Struktik@nnen mit dieser Methode von glatten
Morphologien unterschieden werden, auch wenn didu@tionen nicht geordnet sind. Es
muss allerdings starke Entmischung vorliegen, diasBngrenzen missen also scharf sein.
Diese Bedingung erflllt das hier untersuchte SyR&PZLLys.

Die Methode basiert auf der Extraktion charaktetster geometrischer Gréf3en aus dem
asymptotischen Porod-Bereich, und zwar den dimaskieen Parametern der Grenz-
flachenkrummung ) und der spezifischen Grenzflachg. Diese Grol3en definieren die
Strukturen in einem universellen Phasendiagramnighes die meisten bekannten Morpho-
logien von Blockcopolymeren beinhaltet (siehe Athbilg 5-8). Die lokale Grenzflache und
deren Krimmung sollten sich dabei schnell eingtelied vom Herstellungsweg unabhéngig
sein. Die Ergebnisse fur SL-1 bis SL-5 sind in Tieb&.1-2 zusammengefasst und in das

universelle Phasendiagramm in Abbildung 5-8 eiraggn.
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Abbildung 5-8 Experimentellekappaiota-Werte fir die Filme SL-1 bis SL-5, eingefiigt insda
universelle Phasendiagranifn.

Der Wert der reduzierten spezifischen Grenzflaobtedigt jeweilss = 2,0 (SL-2 = 2,2), was
fur das Vorliegen glatter Lamellen spricht. Unalgigndavon weisen aber alle Strukturen
nennenswerte Grenzflachenkrimmungswarte 0,8-1,9 auf. Als das am besten geeignete
Modell zur Beschreibung einer ,gekrimmt® lamellar&truktur & > 1) mit minimaler
Grenzflache = 2,0) erscheint eine ungeordnetiek-zackMorphologie (Abbildung 5-9);
hierbei sind Bereiche mit glatter Grenzflache duy&hicke* unterbrochen. Ahnliche Meso-
phasen, allerdings auf einer viel gro3eren Langdasid00-200 nm), wurden fur Polystyrol-
Poly(hexylisocyanat)-Blockcopolymere gefund@i’ Die Existenz von glatten Grenzflachen
zwischen den Knicken lasst auf eine Fraktionierdeg Polymerketten nach der Lange der
PZLLys-Helices schlieBen. Gegen die Bildung einauhen Grenzflache spricht eine

unginstige Gesamtenergiebilanz (groRere Grenzijaoith = 2,0.
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Abbildung 5-9 Schematische Darstellung der ungeordnetak-zackMorphologie von PS-
PZLLys-Blockcopolymeren mit niedriger (A), modenatéB), und hoher Polydispersitat (C)
bezlglich der Langenverteilungen der PZLLys-Helices
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Aus der Auswertung ist der Zusammenhang zwischenPdéydispersitat des Polypeptid-
blocks und der Grenzflachenkrimmung deutlich ziesebie Strukturen mit niedrigstem
entstanden aus fast monodispersen Blockcopolym&let: (1,0) und SL-5 (0,8) mit PDI ~
1,01. Die gro3tem-Werte wurden dagegen bei den moderat verteiltebd?r SL-2 (1,9) und
SL-3 (1,8) (PDI ~ 1,25) gefunden. Die Verbreiterudgr Langenverteilung der rigiden
Mesogene verursacht grol3ere Fluktuationen in deriysZSchicht, d.h. mehr Knicke und
eine starkere Krimmung (Abbildung 5-9, A und B)e&ar Mechanismus findet so lange statt,
wie der entropische Beitrag zur freien Energie grdBt als der der Grenzflachenspannung.
Jede Krimmungszunahme bedeutet eine VergroRerur@rdezflache zwischen den PS und
PZLLys-Schichten. Ist die Molekulargewichtverteiguau breit, wie bei Probe SL-1 (PDI =
1,6), werden Lamellen mit moderater Krimmung gelilg = 1,2). Die Zahl der Knicke pro
Volumeneinheit muss aus energetischen Grinden aigrehwas mit der Zunahme von
glatten Abschnitten der Flache verbunden ist (Ahbig 5-9, C). Die Fraktionierung der
Blockcopolymere erfolgt parallel zu der Grenzflachéh. alle PZLLys-Schichten haben die
gleiche mittlere Dicke. Der Grenzfall perfekt glatiLamellen mit jeweils unterschiedlicher
Dicke kann hier ausgeschlossen werden; fir diesgphdogie giltk = 0 undv = 2. Dieses
Fall wird in diinnen Filmen beobachtet (Kapitel 8)2.

Der Befund, dass selbst die Proben mit Poissonelfiengy trotz starker Entmischung und
langreichweitiger Ordnung nur breite SAXS-Peakdeer©Ordnung liefern, macht weitere
systematische Untersuchungen notwendig. Basierehdden hier vorgestellten Modellen,
sollten Proben mit streng monodispersem PZLLysBhenn Peaks hoherer Ordnung zeigen.
Diese Untersuchungen konnten im Rahmen dieser Addeirdings nicht mehr angestellt
werden.

Die Tatsache, dass die Kettenlangenverteilung édhelm Einfluss auf die Strukturbildung
nehmen kann, wirft grundsatzliche Fragen hinsichtldes Phasenverhaltens von Knauel-
Stabchen Blockcopolymeren auf. Es sei hier nuruddrsagewiesen, dass sich viele Beispiele
aus der Literatur auf Proben beziehen, die durdikBodensation hergestellt wurden, denen
also eine Schulz-Flory (PDI = 2) oder noch breit¥erteilung zugrunde liegt. Jegliche
Abweichungen vom vorhergesagten Phasenverhaltemyl(v8ersappe et af®) oder das
Auftreten neuer, ungewohnlicher Morphologien kdnnteschlicht durch Poly-

dispersitatseffekte erklart werden.
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5.2 EINFLUSS DER CHIRALITAT DER MESOGENE AUF DIE MESOPHASEN

Im folgenden wird der Einfluss der Chiralitat dered®dgene auf die Phasenmorphologie
betrachtet. Dazu wurde PBLGIu als Modellverbindgegrvahlt, dessen semifliissigkristallines
Verhalten bereits mehrfach in der Literatur bestien wurd€® Da, wie auch bei vielen
anderen polymeren Flussigkristallen, die Zersetgtamgperatur unterhalb der
Schmelztemperatur der geordneten Phase liegt, wdigleStrukturbildung in organischen
Lésemitteln untersuchif%°

Schon 1956 hat Florgt al'® das theoretische Phasendiagramm fiir Stabchennamei
Losemittel beschrieben. Darin enthalten ist eine eXstenz von isotroper und

flussigkristalliner Phase, welche 20 Jahre spater Moller et al 1

auch experimentell
bestétigt werden konnte. Die Phasenbildung hangtder Wechselwirkung zwischen dem
Polymer und der kontinuierlichen Phase ab, sowia der Konzentration, Temperatur,
Stabchenlénge und Polydispersitat der Polymerké&egf® Die bisherigen Untersuchungen
haben gezeigt, dass PBLGIu tiberwiegend cholesteristesophasen bildE** in denen
eine Koexistenz hexagonaler Domanen zuldssig stzun sogenanntetvisted grain boun
dary (TGB) Phase fiihrt*2 Die Arbeiten von Tirellet al***!'* haben ergeben, dass streng
monodisperse PBLGIlu-Proben neue smektische Sterktausbilden, die zusétzlich einen
chiralen Charakter haben und dl&B-ahnliche Phasen erfasst werden kénnen (Abbildung

5-10).

GEETTT T

Abbildung 5-10. Schematische Darstellung dé&€GB-ahnlichen Festphasen-Morphologie eines
monodispersen PBLGIG
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PBLGIu als auch PZLLys bilden in organischen Logtein helikale Stabchen. Der Unter-
schied zwischen diesen Polypeptiden liegt im cheneis Charakter der Seitengruppen und
deren raumlicher Anordnung. Mit Hilfe computersimetier Bilder konnte der strukturelle
Aufbau beider Homopolymere sichtbar gemacht wer@&obildung 5-11 und Abbildung
5-12). Beide Homopolypeptide bilden eine rechtsgiid 8-Helix, deren Rickgrad durch
Wasserstoffbindungen stabilisiert ist. Wahrend B&LLys die Benzylringe aufgrund der
Entfernung von der Helixachse frei im Raum ,schwgbdénnen (Abbildung 5-11), sind die
PBLGIu so zueinander versetzt, dasst Wechselwirkungen auftreten kénnen (Abbildung
5-12). Dies fuhrt zur Stauchung der PBLGIlu-Helixlamg der Langsachse um etwa 20% und
damit zur weiteren Stabilisierung der Sekundarstmykder Durchmesser der Helix bleibt
davon unberihrt({ = 2,5 nm). Die daraus resultierende Anderung delarRierbarkeit
(Dielektrizitatkonstante) hat dann Einfluss auf B@lymer-Lésemittel bzw. Polymer-Polymer
Wechselwirkungen. Die Seitengruppen bei PZLLys smeghtsgéangig“ angeordnet wéhrend
sie bei PBLGIu in entgegengesetzter Richtung zwptichse, ,linksgangig“, verlaufen. Die
entlang der Helixachse gemittelte und auf Polynaginasgrad normierte Elektronendichte
und deren Verteilung entlang des Radius ist fldédPolypeptide unterschiedlich. Es ist
somit anzunehmen, dass die individuellen Eigensehafder Peptidhelices die
Phasenentstehung mafigeblich beeinflussen.
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Abbildung 5-11. Computersimulation Abbildung 5-12. Computersimulation
(Ceriug) einer PZLLyssHelix der Lange (Ceriug) einer PBLGlyyHelix der Lange
h = 4,3 nm und Durchmessér= 2,5 nm. h = 3,4 nm und Durchmessér= 2,5 nm

5.2.1 PHASENVERHALTEN IN BULK

Im folgenden werden PS-PBLGIu Blockcopolymere duifVerhalten in fester Phase unter
sucht und dem von PS-PZLLys gegenibergestelltirDaieser Serie eingesetzten Polymere
sind in Tabelle 5.2-1 aufgelistet.

Tabelle 5.2-1Molekulare Parameter der untersuchten lineareb-PBLGlu Blockcopolymere.

Chemische Struktur Probe x* z £

SG-1 52 104 0.68

. I SG-2 52 90 0.63
DL

SG-3 40 80 0.67

\ e SG-4 52 29 0.36

é SG-5 218 598 0.73

>, SG-6 258 26 0.10

SG-7 258 84 0.25

SG-8 388 43 0.10

# Polymerisationsgrad des PS-Blocks; GP®olymerisationsgrad des PBLGIu-Blockst NMR.
& Molenbruch von BLGIlu im Copolymer.
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Die Voruntersuchungen wurden mittels Polarisatiakemskopie durchgefihrt. Zu diesem
Zweck wurden aus 10-30 gew.-%igen PolymerlosungkneFauf Objekttragern hergestellt.
Die Réander zwischen Objekt- und Deckglas wurden emitem schnellhartenden Zwei-
komponentenharz abgedichtet, um den Austrocknuogeps zu verlangsamen bzw. zu
verhindern. Bereits in der flissigen Phase konuli@ppelbrechende Domanen in einer iso-
tropen Matrix beobachtet werden. Das Polymer mih di€irzesten Polypeptidblock (SG-4, z
= 25) bildete sogenannte Malteser-Kreuze (Abbild@ag3), die auf lamellare Doméanen
deuten. Die Probe mit langem Block (SG-5, z = 5&@gab cholesterischdroplets die fir
getwistete cholesterische Phasen charakteristisdi(Abbildung 5-14).

Abbildung 5-13 Polarisationsmikroskopische Abbildung 5-14 Polarisationsmikroskopische
Aufnahme (gekreuzte Polarisatoren) von SG-4Aufnahme (gekreuzte Polarisatoren) von SG-5,
in Dioxan: Malteser-Kreuze, charakteristischin Dioxan: cholesterische raplets charak-
fur lamellare Phase. teristisch fur chirale Phase.

Die Untersuchungen der festen Filme zeigten eiagkstPolymorphie der Proben. Je nach
Molmasse, Blocklangenverhéltnis, Giute des Loselwittemd Herstellungszeit konnte eine
Vielfalt von Texturen beobachtet werden, die aufsgbiedene Morphologien hinweisen
(Abbildung 5-15 und Abbildung 5-16). Wie aus denlafsationsbildern ersichtlich ist,
kénnen in der Molmasse &ahnliche Polymere (SG-2 $6d3) sowohl hexagonale als auch
cholesterische Phasen bilden.

Somit konnte fir PS-PBLGIu-Blockcopolymere die Aillding lamellarer, smektischer,
cholesterischer und hexagonaler Uberstrukturen aodikroskopischer Langenskala

nachgewiesen werden.
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Abbildung 5-15 Polarisationsmikroskopische Abbildung 5-16 Polarisationsmikroskopisc
Aufnahme (gekreuzte Polarisatoren) einesAufnahme (gekreuzte Polarisatoren) e
festen Films von SG-2 (aus Dioxan): festen Films von S@- (aus Chloroform
FingerprintTextur, charakteristisch fur HerringboneTextur, charakteristisch fur hexa
cholesterische Phase. gonale Phase.

Um genauere Aussagen uber die Morphologie treftekGnnen, wurden analog zu den oben
beschriebenen PS-PZLLys-Proben dicke Filme herffested mit SAXS untersucht. Die
Streureflexe werden in Form eines Diagramm darlfested die fir die Strukturen
charakteristische Werte in der Tabelle zusammeggefa

Die festen Filme zeigten, im Gegensatz zu frUheensachten PS-PZLLys-Blockcopoly
meren, zwischen gekreuzten Polarisatoren farbiggufen, die jedoch wegen ihrer Dicke
nicht identifiziert werden konnten, aber auf eirendreichweitige anisotrope Ordnung
hinweisen. Fur alle hier untersuchten Filme ausPB&&Iu-Blockcopolymeren konnten im
SAXS-Bereich Peaks erster Ordnung einer lamellRfease detektiert werden.

Aus dem Vergleich der SAXS-Kurven fur zwei Filmenv&G-8, die aus Dioxan bzw.
Benzylalkohol hergestellt wurden (Abbildung 5-1&gibt sich kein signifikanter Einfluss des
Losemittels auf die Langperiode der Lameke= 24 nm (Dioxan) und 27 nm (Benzyl
alkohol). Der geringe Unterschied in der Langpegig@dnnte auf unterschiedliche Geschwin
digkeiten bei der Phasenbildung (unterschiedliclaenpfdricke der Losemittel) oder even
tuelle Losemittelreste im Film zurtickgefuhrt werden
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Abbildung 5-17 Radial-gemittelte SAXS Kurven von PS-PBLGIu Pr&@®-8 aus Dioxan und
Benzylalkohol.

Weitere Untersuchungen zeigen starke Korrelatiors@ven Blocklangen und der Schicht
dicke der Lamelle (Abbildung 5-18).
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Abbildung 5-18 Radial gemittelte SAXS Kurven von PS-PBLGIu Probeinks: SG-6 bis SG-8.
Rechts: SG-1 und SG-2.
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Tabelle 5.2-2Mit SAXS ermittelte Langperiodenl) der PS-PBLGIu-Filme SG-1, 2, 6-8.

Probe x* 7 d (nm) Losemittel
SG-1 52 104 8.3 DMF

SG-2 52 90 8.7 Dioxan
SG-6 258 26 21 Dioxan
SG-7 258 84 32 Dioxan
SG-8 388 43 24 Dioxan

# Polymerisationsgrad des PS-Block®olymerisationsgrad des PBLGIu-Blocks.

Der Vergleich der Filme der PS-PZLLys und PS-PBL@Blaockcopolymere zeigt deutliche
Unterschiede in der Dimension der Lamellen. Diedmarioden und Schichtdicken sind, bei
sonst vergleichbaren Blocklangen, fir PS-PBLGIu SGnd SG-2) um einen Faktor zwei
kleiner als fur PZLLys (SL-1 und SL-2) (Tabelle 82 Wie schon erwahnt, sind zwar die
Radien beider Helices vergleichbar, die auf Mon@meormierte Helixnbhe unterscheidet
sich aber um etwa 20%. Diese Differenz ist jedachtrgrol3 genug um dieses Ph&dnomen zu
verursachen. Die Abnahme der Schichtdicken kanmrmueiner einfachen (interdigitierende
Anordnung) oder dreifachen Ruckfaltuntage-to-facg der PBLGIlu-Helix erklart werden
(entsprechend den Ergebissen von Gallot et aljeDaann die Existenz eines Tiltwinkels der

Stabchen zur Grenzflache nicht ausgeschossen werden

Tabelle 5.2-3Resultate der SAXS-Analyse von PS-PZLLys- und P&®B-Filmen.

Probe a* d (nm)® ds (nm)* d. (nm)f K* I*

SL-1 0.74 16.7 4.5 12.2 1.2 2.0
SL-2 0.82 29.4 4.8 21.7 1.9 2.2
SG-1 0.79 8,3 1.75 5.9 1.7 2.2
SG-2 0.76 8,7 2.0 6.0 2.0 2.2

# Volumenbruch der Peptidkomponente im Copolyfiéilangperiode der PS-Polypeptid-Lamelle.
& Dicke der einzelnen Schichten: P&)(und Polypeptid d.), experimenteller Fehler:10% > "
Normierte mittlere Krimmungxj und spezifische Grenzflachg.{°
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Die Reflexe im WAXS-Bereich konnten in GegensatzP&+b-PZLLys (Abbildung 5-19) in
keiner Weise der hexagonalen Packung zugeordneleweYVegen fehlender Signale héherer

Ordnung war es nicht mdglich, die Anordnung derb&t&n innerhalb der Peptidschicht
eindeutig zu bestimmen (Abbildung 5-19).
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Abbildung 5-19 Durchgezogene Linie: Abbildung 5-20 Radial gemittelte SAXS
radial gemittelte SAXS Signal von SL-1 Kurven von PS-PBLGIu-Filmen und
Gestrichene Linie: CeriGsSimulation fur PBLGIu.

eine ftrikline Zelle mit a = 1.688 nm,

b=1.645 nmo =B = 9¢ undy = 120 und
demTilt von 1,5°.

Die Reflexe lassen sich jedoch mit einer monoklireler tetragonalen Orientierung der
Helices zueinander vereinbaren (Abbildung 5-21).

® &

Hexagonal Monoklin Quadratisch

Abbildung 5-21 Modelle fir die Packung der Helices innerhalb der
Polypeptidschicht. Der farbige Ubergang von blachnaot zeigt die
Ausrichtung des Dipolmomentes entlang der Helixachs
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Wie aus der Skizze ersichtlich wird, hat die hexede Anordnung die hdchste Dichte,
wahrend bei quadratisch gepackten Zylindern daslBipment optimal ausgeglichen ist.
Zwischen diesen zwei Randfallen existieren Ubergaolturen, die durch Verschiebung
oder Verdrillung (, Twist®) zustande kommen.

Aus dem Vergleich der Peaklagen fir Homopolypeptid Blockcopolymer ergibt sich, dass
die Phasenbildung durch den PS-Block malRgebliclinthegst wird. Die Signale sind zu
groReren Streuvektoren verschoben, was auf eirerem®ackung der Stabchen hinweist. Dies
ist wahrscheinlich mit der Existenz der Grenzflasleebunden, die Kristallisationsvorgange
nicht nur induzieren sondern auch steuern kann.eferdeits hindert der zweite Block die
Auspragung der Ordnung in der Polypeptidschichts wh in der Intensitat der Signale
widerspiegelt. Bei der Probe mit dem geringsterypaptidanteil (Volumenanteil: 0.25) sind
die Reflexe deutlich schwacher (SG-7), weil die Mt der Mesogene und somit die
Phasenbildung wahrend der Filmherstellung gehindear. Ob die hier beobachtete
Orientierung der Helices innerhalb der Lamelle denh Herstellungsbedingungen oder dem
chiralen Charakter der Stabchen verbunden ist, teoinm Rahmen dieser Arbeit nicht geklart

werden.

5.2.2 MESOPHASEN IN DUNNEN FILMEN

Die hier vorgestellten Messungen wurden von Sabutkvigs im Rahmen einer Kooperation
mit den Arbeitsgruppen von Prof. Georg Krausch,hBaceich Physikalische Chemie Il der
Universitat Bayreuth und Dr. Giinter Reiter, CNRSJlVbuse, Frankreich durchgefuift.Es
wurden didnne Filme von bis zu 40 nm Dicke des Biopklymeren P$-PBLGIu 04 (SG-1)
mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM) untersucht.

Die verwendeten Siliziumtrager wurden mit Argon uthsser plasmageatzt und so die
Oberflache von organischen Resten befreit. DaskBtmolymer wurde in Chloroform gelost
(5 mg/ml) und durchspincoating(2000 U/min) auf den Trager aufgebracht. Die Dides
Praparates wurde durch die Konzentration der Stésunly und die Drehzahl eingestellt. Die
Filmdicke wurde ellipsometrisch (SOPRA, Spectroscatlipsometer, ES4M) bestimmt. Mit
AFM konnte bei den zuerst hergestellten Filmen lgnifikanter Ordnungsgrad detektiert
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werden (Abbildung 5-22). Wahrscheinlich flihrte dashr schnelle Verdampfen des
Losemittels zur Erstarrung des Systems im ungetedrnéustand.

o 1.00 ps O 1.00 pm
Data type Height Data type Phase
2 range 20,00 nm 2 range &.000 °

Abbildung 5-22 AFM-H6hen- und Phasenbild eines unbehandelte@am dicken Films von
SG-1, hergestellt durch spincoating aus Chlorofosuhg.

Um Entmischungs- und Kristallisationsprozesse zuégtichen, wurden die Filme nachbe-
handelt. Wie schon erwéhnt, liegt die Schmelzteatperdes Polypeptides oberhalb der
Zersetzungstemperatur von PS. Daher wurde, analogierstellung der dicken Filme, dem
System LoOsemittel zugefuhrt, um die Mobilitdit demzelnen Polymermolekile zu
gewahrleisten. Das Tempern im Losemitteldampf gtéoln einer speziellen Probenkammer
in der Proben- und Umgebungstemperatur und dammdidruck und Quellungsgrad
kontrolliert werden kénnen. Die Veradnderungen desbB wahrend der Behandlung auf
makroskopischer Langenskala wurden mittels Lichtoskopie verfolgt.

Zuerst wurden die Praparate mit Losemittel gequoleobei die Probetemperatur mit der der
Umgebung gleich war. Danach wurde die TemperatarRiéparates um 1-3°C erhoht, was
zum Verringern des Quellungsgrades und damit zauRerung der Beweglichkeit einzelner
Ketten fuhrte. Dies kann einem Unterkihlungsprozgisschgesetzt werden und flihrte zu
einer langsamen Kristallisation innerhalb des Filrgn eventuelle Effekte durch nicht
kontrollierbares Austrocknen des Praparates beEderahme aus der Kammer zu vermeiden,
wurde die Temperatur der Probe noch mal kurz von @ffnen fur einige Minuten stark

erhoht, bei konstantem Dampfdruck des Losemittelsler Umgebung. Das anschliel3ende
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schnelle Entfernen des Losemittels fuhrte zum krdn der Strukturen, die dann weiter im
Rasterkraftmikroskop untersucht wurden.

Bereits die ersten Versuche die Filme mit dem Lagemzu quellen, flhrten zu
Veranderungen der Oberflache auf makroskopischealaSkDie durch spincoating
entstandenen Muster ,l6sten sich auf* und der Fibegann, sich glatt zuziehen
(Lichtmikroskopie). Je nach Quellungsmittel, Tengter und Zeit wurde eine Vielfalt von
Texturen auf der Mikrometerskala beobachtet. Als dm besten geeignete Losemittel hat
sich, wegen seiner Wasserstoff-Donor-Eigenscha@ietgroform ergeben.

Abbildung 5-23 zeigt zwei Hohenbereiche eines ito@iorm behandelten Films SG-1, deren
Muster auf verschiedene Morphologien hindeutet. Bereich mit geringerer Héhe stellt eine
Fingerprint-Textur mit ihren charakteristischen IDkationen und Disklinationen dar, die
typisch fiir eine cholesterische Phase ist und sdhimer fiir PBLGIlu mit TEM* und
AFM* beobachtet wurdd®irekt daneben konnten Strukturen beobachtet wertisnen Hohe
wesentlich gréf3er ist als die der cholesterischem@nen und deren gestreifte Muster auf die
Existenz einer lamellaren Phase hindeuten. Die$senBe zeigen wiederholt die Polymorphie
der Phasen, die auf die Eigenschaften des PBLGIakBlzurlickzufihren ist.

4] 7.00 pm 0 7.00 pm
Data type Height Data type Phase
Z range 40.00 nm Z range 35.00 ©

Abbildung 5-23 AFM-H6hen- und Phasenbild eines in Chloroformdhbghandelten Films
SG-1: 1h bei 33/34°C, 1h bei 36°C, 1 min. bei 70°C.

Die gezielte Einstellung der Praparationsbedingarighrte zur Bildung von Doménen, deren
Gestalt von Behandlungszeit und -temperatur ablawgr. Tempern flr zwei Stunden bei
23°C, einer Stunde bei 26°C und einer Minute b&C7ih Chloroformdampf fiihrte zur Aus-

bildung kérniger Doméanen (Abbildung 5-24). Jeweiise Stunde bei 33/34°C und 36°C und
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eine Minute bei 70°C ergab groRere bandartige Udndttsren auf der Mikrometerskala
(Abbildung 5-25). Beide Strukturen weisen die dheigestreifte Morphologie auf, die sowohl
in den Hohen- als auch in den Phasenbildern zunsidteDies deutet darauf hin, dass in
diesem Temperatur- und Zeitfenster bei gegebenerflabhe, Losemittel und Filmdicke nur

die Grol3e der Doménen, nicht aber die Morphologgirflusst wird.

i

0 5.00 pm O 5.00 pmM
Data tupe Height Data tupe Phase
Z range 80.00 nmM Z range 40,00 °

Abbildung 5-24 AFM, Hoéhen- und Phasenbild eines in Chloroformdafghandelten Films
SG-1 (2h bei 23°C, 1h bei 26°C, 1 min. bei 70°C).

4] 10.0 um O 10.0 pm
Data type Height Data type Phase
Z range 250.0 nm Z range 100.00 =@

Abbildung 5-25 AFM, HBhen- und Phasenbild eines in Chloroformdabgtiandelten Films SG-
1 (1h bei 33/34°C-1h bei 36°C-1 min. bei 70°C).
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Auf hoher aufgelésten Bildern ist innerhalb dertggien Domanen eine lamellare Struktur
zu erkennen (Abbildung 5-26). Die Hohedifferenzerisen auf einen mehrschichtigen

Aufbau hin, der sich Giber mikrometergrol3e Beremistreck.

0 3.00 pm 0 3.00 pm
Data type Height Data type Phase
Z range 100.00 nm Z range 70.00 ®

Abbildung 5-26 AFM, Hohen- und Phasenbild eines in Chloroformdafghandelten Films
SG-1 (1h bei 33/34°C-1h bei 36°C-1 min. bei 70°C).

Aufgrund der Phasenbilder kann angenommen werdess dlie glatten Lamellen aus
alternierenden Schichten von PS- und PBLGIu-Blodkestehen. Die Streifen bilden aigk-
zackMuster, wobei der Tiltwinkel immer zwischen 14001 Betragt und nach einem ca. 500
nm langen Abschnitt zustande kommt. Dies deutetaudarhin, dass wahrend der
Nachbehandlung ein Phasenibergang stattfindet. WenrFilm gequollen ist, kdnnen die
Helices getwistete Mesophasen ausbilden, so wiauest in dicken Filmen der Fall ist.
Wahrend des Trocknungsprozesses werden die Packdgtshkeiten reduziert, und die
Stdbchen missen eine parallele Ordnung annehmebilddbg 5-27). Dies flhrt zu
Frustrationen innerhalb der Peptidschicht, die imiiner grol3er werdender Persistenzléange
der Lamellen zunehmen. Spannungen, die dadurchebkats dass die Helices in einem
Tiltwinkel zueinander angeordnet sind, werden duratine Veranderung der

Wachstumsrichtung der Lamelle abgebaut.
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Abbildung 5-27. Schematische Darstellung der lamellaren Phase Ziak-zackVerlauf im
dinnen Film.

In einem dreidimensionalen Raum existieren in lsmtcFallen sogenanni&GB-Phasen, in
denen die Helices innerhalb einer Domane parallsigerichtet sind, die Domé&nen aber
untereinander eine cholesterische Superstruktudeifihiertem Twistwinkel und Pitch-Hohe
ausbilden. Da dies im dunnen, ,zweidimensionaleiifnFicht realisierbar ist, kann der
zickzackartige Verlauf der Lamellen als zusatzlicher Himsvauf die Fahigkeit von PS-
PBLGIu-Blockcopolymere gelten, getwist&i&B-Phasen zu bilden.

Die Langperiode ist innerhalb der Lamelle trotz @ésvinkels fortlaufend konstant, wahrend
von Schicht zu Schicht deutliche Oszillationen ehe sind. Das Wachstum der Phase ist
demnach senkrecht zur Grenzflache PS-PBLGIu saredl parallel dazu. Diese Phanomene
sind mit einer Fraktionierung der Ketten nach Stéptinge zwischen Lamellen im
gequollenen Zustand zu erklaren. Im Endeffekt werdie Wechselwirkungen zwischen den
gleichlangen interdigitierenden Stdbchen optimadgaglichen, die Grenzflache minimiert
und somit die Gesamtenergie des Systems herabgesetz
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6 AGGREGATIONSVERHALTEN IN VERDUNNTER LOSUNG

Die Selbstorganisation von amphiphilen Blockcopayem in Losung wurde bereits vielfach
untersucht® Knauel-Stabchen Blockcopolymere nehmen, wegens iltigssigkristallinen
Verhaltens, einen besonderen Platz in dieser GrafpE® sind bislang aber noch wenig
erforscht. Im folgenden Kapitel wird das Aggregasieerhalten von Polypeptid-
Blockcopolymeren in selektiven Losemitteln besdbgi® zum einen in organischen
Lésemitteln, zum anderen in Wasser. Im erstenlieglen die Peptidsegmente in geschitzter
Form vor und bilden den unléslichen Kern, im zweigend sie als Polyelektrolytkomponente
Bestandteil der wasserloslichen Auf3enschicht.

6.1 SELBSTORGANISATION IN ORGANISCHEN LOSEMITTELN

Als erste haben Noltet al'® die Selbstorganisation von Blockcopolymeren zuikégs
beschrieben, bei der die unlésliche Komponenteidiete Block war. Jenekhe und CHéh'?
haben Uber groRe Aggregate mit mizellahnlicher Molpgie aus Polyphenylchinoliolock
Polystyrol (PPQ-PS) berichtet, die dank ihrer Sitzbiporose Uberstrukturen bilden konnen.
Wie schon in Kapitel 5 beschrieben, besitzen Paige mit Helix-Konformation in der
Festphase eine nematische bzw. smektische Ordrdiegzusatzlich durch Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen stabilisiert ist. Es wird erwagradss die Polypeptid-Blockcopolymere in
einem selektiven Losemittel spontan Doppelschictaesbilden, die trotz ,2D-kristalliner”
Anordnung flexibel genug sind, um sich zu Vesikalnschliel3en (Abbildung 6-1).
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Abbildung 6-1 Mdgliche Morphologie von Aggregaten in einem stladn Lésemittel fir den PS-
Block.

Fur diese Versuchsreihe wurde PS-PZLLys und Tilmakohlenstoff (CCJ) als selektives
Losungsmittel fur PS gewahlt. In Tabelle 6.1-1 sidée chemische Strukturen der

eingesetzten Proben angegeben.

Tabelle 6.1-1Molekulare Parameter der untersuchten lineareRPB3-ys Blockcopolymere

Chemische Struktur Probe X' Y f,* PDP
o
}Hg\/\/u‘*gw H SL-6 258 108 0.30 1.2
X H“&:O SL-7 258 57 0.18 1.2
Q
é SL-8 388 60 0.14 1.05

Ty

# Polymerisationsgrad (Zahlenmittel) des PS-BlodB®C. ¥ Polymerisationsgrad des PZLLys-
Blocks; *H NMR. & Molenbruch der ZLLys-Einheiten im Copolymér.Polydispersitatsindex;
GPC* (PS-Eichung).

Die Polymere wurden direkt in CLlgelost. SL-7 bildet schimmernde, klare Ldsungen,

waéhrend die von SL-6 und SL-8 optisch triib sind

Statische Lichtstreuung (SLS)

Aus den durch SLS erhaltenen Daten lassen sicktdiie Gewichtsmittel der Molmasse
(My), der Tragheitsradius gRund der zweite osmotische Virialkoeffzient,JAermitteln. Die
konzentrations- und winkelabhangigen Messungen evuid Form eines Zimm-Diagramms

aufgetragen und die Gyrationsradien durch Extrdjpmlaauf g = O und ¢ = 0 bestimmt
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(Abbildung 6-2). Der Guinier-Plot, der fur ,kugetfdige* Partikel linear verlaufen sollte,
liefert den kleineren RWert ( Abbildung 6-3), siehe Tabelle 6.1-2.

x 10"
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Abbildung 6-2 Zimm-Plot fur die Probe SL-7.
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Abbildung 6-3 Guinier-Auftragung fur die Probe SL-7.

Auch die Zimm-Plots fur die Proben SL-6 und SL-&ee eine lineare Winkelabhangigkeit.
Die ermittelten Gyrationsradien sind relativ groBL§0 nm), was fur die zunachst als
spharisch angenommenen Aggregate dieser Dimensigawdhnlich ist. Die Zimm-Plots
sollten in diesem Fall nach oben gekrimmt sein.ailish liegt bei der Probe SL-8 der
extrapolierte Wert fir M im negativen Bereich, wodurch auch die Ermittludgs
Tragheitsradius nicht moglich war. Deswegen wurdenTragheitsradien der Proben SL-6
und SL-8 aus einem Guinier-Plot bestimiiir monodisperse kugelférmige Partikel ist die
Guinier-Auftragung besser geeignet, weil sie dienk&labhangigkeit Gber einen groéReren
Bereich linearisiert, und so die Extrapolation gesradurchgefuhrt werden kann. Wenn bei
der Zimm-Auftragung die Extrapolation nahe am Kaoatenursprung liegt, fuhrt bereits eine

nur geringe Varianz zu Anderungen inyMnd R, um ein bis zwei GroéRenordnungen. Die
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Guinier-Auftragung hat zusatzlich den Vorteil, dés sehr grol3en Aggregaten, trotz nicht-
linearer Winkelabhéngigkeit, die Molmassen meist duf den Faktor 5 bestimmt werden

koénnen.

1
=
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1

SL-8

In{Kc/R), Kc/R in molig
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Abbildung 6-4 Guinier-Auftragung fur die Probe SL-8.

In{Kc/R), K¢/R in molig
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Abbildung 6-5 Guinier-Auftragung fur die Probe SL-8 mit lineafampassung im Bereich groRRer
o> Werte.

Die Guinier-Plots fur die Proben SL-6 und SL-8 sstdrk nach unten gekrimmt (Abbildung
6-4). Es konnen jedoch zwei unterschiedliche Stejgn angepaldt werden: bei kleinen
Winkeln sind grof3e Partikel und bei grof3en Winkklaine Aggregate zu sehen. Beide
Winkelbereiche wurden separat durch Extrapolatissgawertet (Abbildung 6-5). So konnten
die Tragheitsradien beider Spezies (Grenzfélle)itezithwerden. Bei allen Proben wurden
positive zweite Virialkoeffizienten ermittelt, wasif geschlossene Aggregate hinweist. Die
Problematik des unterschiedlichen Kontrastes beiBkrckcopolymere wurde bei der

Auswertung vernachlassigt. Die Ergebnisse der Adswg sind in Tabelle 6.1-2

zusammengefasst.
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Tabelle 6.1-2Ergebnisse der Auswertung der statischen Lichtsiqeerimente.

Probe R® [nm] R, (groRy [nm] R, (Klein) & [nm]
SL-6 500 180 75
SL-7 73 57 -

SL-8 - 190 77

Auswertung,® Zimm-Plot, * Guinier—Plot; Grenzwert der Steigung béE@, * Guinier—Plot;

Steigung bei groBen Werten voh q

Die Ergebnisse deuten auf ein polydisperses Systein mindestes zwei Spezies
unterschiedlicher GroRe hin. Die GroRenverteilunger d Aggregate ist mit

Standardauswertemethoden nicht zuganglich.
Dynamische Lichtstreuung (DLS)
Aus der winkel- und konzentrationsabhangigen dysah@n Lichtstreuung kénnen mit Hilfe

des sogenannten dynamischen Zimm-Plots zuerst iffiesidnskoeffizienten und daraus die

hydrodynamischen Radien ermittelt werden (AbbildGrg).

R,/Mm 299 (x19)

D/10"% m%*
N

SL-8in CI,C
T=25°C

-0.002 -0.001 0.000 0.001

Abbildung 6-6 Der dynamische Zimm-Plot fur die Probe SL-8.

Wie erwartet, weisen auch die dynamische Messuagérin polydisperses System hin. Da

es nicht moglich ist, die hydrodynamischen Radidie sich um einen Faktor 2-3
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unterscheiden, zu trennen, wurden die Radien fildere Spezies durch Extrapolation auf g =
0 und ¢ = 0 ermittelt. In der Tabelle 2.2-1 sin@ @rmittelten hydrodynamischen Radien

zusammengestellt.

Tabelle 6.1-3Hydrodynamische Radien aus der Auswertung der digtéien Zimm-Plots.

Probe R [nm] Ry/Rn
SL-6 260 0.7
SL-7 75 1.0
SL-8 299 0.6

Die Abhangigkeit des Diffusionskoeffizienten vof igt nach unten gekriimmt. Dies deutet
auf eine breite AggregatgroRenverteilung hin, dree éAuswertung mit Standardmethoden
unmdoglich macht. Die auf diesem Weg ermitteltenrbgignamischen Radien kdnnen daher
nur als apparente Werte betrachtet werden. Desmaitkonnte keine Depolarisierung des
Lichtes beobachtet werden, die auf eine elongMdghologie hinweisen wiirde.

Aus dem RB/R, Verhéltnis kann man auf die Morphologie der Agategschlie3en. Fir die
Probe SL-7 ist der Koeffizient gleich eins, diesdbarakteristisch fir die Vesikel. Fur die
grof3en Aggregate in den Proben SL-6 und SL-8 istR§drn-Verhaltnis liegt im Bereich 0.6-
0.7, was auf kompakte Kugeln hinweist. Allerdingsank der Wert durch
Polydispersitatseffekte verfalscht sein.

Zusammenfassend lasst sich aufgrund der Lichtstesumgen feststellen, dass PS-PZLIys in
einem fur PS selektiven Losungsmittel aggregieia. Aufklarung der Morphologie dieser
Superstrukturen war nur im Fall von Probe SL-7 nabglbei der Vesikel detektiert wurden.
Die Grof3e der Aggregate der Proben SL-6 und SLigemesehr breite Verteilungen auf, und
somit konnten keine Aussagen getroffen werden. &sjedoch eindeutig, dass die
Polydispersitat der Polymere selbst nicht mit detl$&nverteilung der Superstrukturen
korreliert. Die Probe SL-7 mit relativ hoher Polypersitat der Ketten (PDI = 1.2) bildet
kleinere Aggregate im Gegensatz zur Probe SL-8déetrotz enger Verteilung (PDI = 1.05)
auch sehr grof3e Strukturen detektiert wurden. Eimsamhmenhang zwischen

Copolymerzusammensetzung und Aggregatgrolie ist @kbnnbar.
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Rasterelektronenmikroskopie (SEM)

Um die Morphologie der Strukturen aufzuklaren, veardSEM-Bilder herangezogen. Dazu
wurden die Losungen aus der Lichtstreuung (0.2 @éyvbei der Temperatur von flissigen
Stickstoff (Schmp. CGl= -23°C) schockgefroren und im Hochvakuum getrocknet.iNtem
Bedampfen mit Gold wurden die Praparate mit SEMsoicht.

Die Aufnahmen bestéatigen die Polydispersitat de®n, die mit der Lichtstreuung erfasst
wurde. AuRerdem konnten verschiedene nebeneinandexgende Morphologien beobachtet
werden.

Die Bilder der Probe SL-7 bestatigen die vesikulsi@phologie. Auf Abbildung 6-7 sind
runde Aggregate mit Lochern zu sehen. Dadurch kdmieellen oder volle Kontaktvesikel
ausgeschlossen werden. Zusatzlich sind auch lamaelige Gebilde zu sehen, die

wahrscheinlich aus Doppelschichten bestehen.

Abbildung 6-7 SEM-Bild der gefriergetrockneten Probe SL-7

Auf den Bildern der Probe SL-8 (Abbildung 6-8) sindben den runden Aggregaten auch
viele wurmartige und lamellare Strukturen zu sehfie Aggregate sind geschlossen, was
auf eine hohere Stabilitat der Membran hinweist.
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EHT=300kv WD= 5mm Signal A= SE2 Date :19 Nov 2003 . EHT= 300k WD= 5mm Signal A= SE2 Date :7 May 2004
Abbildung 6-8 SEM-Bilder der gefriergetrockneten Probe SL-8

Die Probe SL-6 bildet, neben blattartigen, vorralleurmartige Aggregate (Abbildung 6-9).
Die Bruchstellen zeigen, dass die Aggregate vaildsund unter Bertcksichtigung der
Polymerkettenlange als wurmartige Kontakt- odertiamhellare Vesikel interpretiert werden
konnen.

3um

EWT= 300K/ WD= Smm  Signal A= SE2 Date 7 May 2004 EHT= 300/ WD= 5mm  Signal A= SE2 Date :19 Nov 2003

Abbildung 6-9 SEM-Bild der gefriergetrockneten Probe SL-6

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass tidahtstreuung ermittelten Radien mit den
Dimensionen der Aggregate auf den Bildern nichtréibpstimmen. Fur Probe SL-7, bei der
Vesikel mit einem Radius von 75 nm ermittelt wurdinden sich in den SEM-Bildern viele
Sphéaren mit einem Radius von 250 nm. Das Aggregsterhalten von PS-PZLLys ist
demnach sehr stark vom Herstellungsweg, bzw. demgdschichte abh&angig. Die mit
Lichtstreuung untersuchten Lésungen wurden vorMiessung gefiltert (PorengrofR3eun).
Dadurch konnten dabei auftretende Scherkrafte zrantlerung des Aggregationszustands
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gefuhrt haben. Da die SEM-Preparate nach dem Aerilder Polymere nicht mehr behandelt
wurden, sind sie reprasentativ fir das Aggregatierialten dieser Blockcopolymere. Aller
Wahrscheinlichkeit nach sind es jedoch keine Gtmehchtstrukturen, sondern eher
metastabile Zustande, die durch die kristallin@ll&tr des unldslichen Blocks (sogngmory
effect) hervorgerufen wurden.

Die zuvor beschriebenen Phanomene treten mit whiedlicher Intensitat auf, was mit der
Elastizitat der Membranen zusammenhangt. Alle himtersuchten Stabchen-Knauel-
Blockcopolymere bilden bevorzugt lamellare Supeakitiren aus. Die Morphologie der
Aggregate ist stark mit dem Molekulargewicht deolier und vor allem mit dem Peptidanteil
verbunden. Die Probe SL-7 mit der kurzen Helix e niedrigsten Molekulargewicht
bildet vor allem Vesikel, also Flachen mit hoheikimung. Die Membran der Probe SL-6
mit einem doppelt so langen Helix-Block ist wenidtxibel. Dies fuhrt dazu, dass nur
Strukturen mit geringerer Krimmung entstehen koénr{amrmartige Kontaktvesikel).
Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass niat daer rigide Block das Schliel3en der
Membran beeinflusst. Die Probe SL-8 mit einem l&egdoslichen Block bildet deutlich
mehr flache Lamellen, was mit dem Biegungsmodubweden ist. Mit steigender Dicke des
Doppelschicht sinkt seine Elastizitat und damitfeidigkeit sich zu Vesikeln zu schliel3en.
Fur eine Weiterfiuhrung der hier vorgestellten Arbeimussen erst der Bedingungen fur die
Bildung von Gleichgewichtsaggregaten gefunden werdirch vollstandiges molekulares
Auflésen und nachfolgend langsames Uberfiihren ssddektive Losungsmittel (z.B. durch
Dialyse) konnten die memory-Effekte  ausgeschaltet werden. Da die
Gleichgewichtstrukturen durch eine engere Grol3¢éeMmang charakterisiert sein sollten,

konnten die Aggregate mit Streumethoden dann besgersucht werden.
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6.2 SELBSTORGANISATION IN WASSRIGEN LOSUNGEN

Beim Aggregationsverhalten von Blockcopolymerer, aus einem hydrophoben und einem
geladenen Block bestehen, sogenannten ,PolyelgkiBtdckcopolymeren* (PEBC), spielen
sowohl Packungs- als auch Ladungseffekte eine wleden Rolle. Sie bilden, ahnlich wie
niedermolekulare Tenside, mizellare und vesikulddberstrukturen. Die Kritische
Aggregationskonzentration ist aber niedriger urel Siabilitat der PEBC-Aggregate groRRer.
Es ist bekannt, dass die Strukturbildung durch Mdergewicht und Polymerkonzentration,
aber auch durch die Salzkonzentration beeinflugst \%?

Die in dieser Arbeit eingesetzten PEBC basiererea@#m hydrophoben PB-Block und einem
ionischen Peptidblock, der durch Entschitzen vonlkZin erhalten wurde. Bisherige
Arbeiten auf diesem Gebiet konzentrierten sich @nfersuchungen von Blockcopolymeren
auf der Basis von Glutaminsaufé:'?® Dynamische Lichtstreuexperimente haben gezeigt,
dass bei einer Molmasse kleiner als 15 kDa und Beuoklangenverhaltniscf, grof3er als
20 % nur ein kleiner Anteil der Makromolekiile tatisich aggregiert vorlag (ca. 1%). Der
Rest der Probe war unimolekular gelost. Da es mabglich war, PBLGlu—Blockcopolymere
mit entsprechendem Blocklangenverhaltnis und Mdbekewicht zu synthetisieren, ohne
dabei im letzten Schritt, der Verseifung der BzteEsdie Proben zu razemisieren, wurden
kationische PLLys-Blockcopolymere untersucht. Digdkblyse der Z-Schutzgruppe gelingt
ohne Razemisierung in Gegenwart von HBr odejGTFOH.

Die wasserloslichen Polypeptide haben eine zush&linteressante Eigenschaft, ndmlich die
.Schaltbarkeit® der Konformation durch pH-Wertdnadeg des Mediums. Je nach
Dissoziationsgrad der Elektrolyteinheiten kann dsskundarstruktur des Polypeptids
reversibel von einem Knauel zu einer Helix gesehaiterden. Da sich dabei der Platzbedarf
der Ketten und die Wechselwirkungen zwischen deptitddocken &ndern, wird erwartet,
dass auch das Aggregationsverhalten beeinflusdt &omit kann der pH-Wert als Parameter
fur schaltbare Uberstrukturen genutzt werden (Ahlity 6-10).
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Abbildung 6-10 Modell eines Vesikels mit einem Polypeptidsegment Knauel- und
Helixkonformation.

Die verwendeten PB-PLLys kdnnen direkt in wassrigalzlésung aufgelost werden (~0.03
gew. % in 0.15 %iger NaCl-Losung), wobei es aufdratier unterschiedlichen Léslichkeit
beider Komponenten zur Bildung von Aggregaten konidat der Glaspunkt gi= —10 °C)
der hydrophoben Komponente unterhalb Raumtempetagt, handelt es sich hier um
Gleichgewichtsstrukturen, d.h. ihre Groéf3e und Motpgie ist nicht vom Herstellungsweg
abhangig. Zwischen Aggregaten und Unimeren in Lgsexistiert ein standiger Austausch,
dessen Geschwindigkeit vor allem von der Tempegadih&ngt.

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen konzentmisreh auf das Aufklaren von Grol3e und
Morphologie der Aggregate in Abhangigkeit von des@mmensetzung des Polymers und des
pH-Wertes des Mediums. In Tabelle 6.2-1 sind dieveadeten PB-PLLys zusammengestellt.
Die Probe BL-1 und BL-2 bilden bei hohen Konzemtra¢n (~0.1 gew. %) schimmernde
Lésungen, Probe BL-3 ist deutlich schlechter Idslieind bereits bei niedrigen

Konzentrationen (0,05 %) optisch trib.

Tabelle 6.2-1Molekulare Parameter der untersuchten PB-PLLysIBlopolymere

Chemische Struktur Probe X' Y fy& PDP
| o) BL-1 165 108 0.40 15
— ?i/\/\N N H HCI
0.1 _ 0.9 H H
x BL-2 165 88 0.35 1.5
NH, HCl], BL-3 74 37 0.33 1.3

* Polymerisationsgrad (Zahlenmittel) des PB-Blocg®C.* Polymerisationsgrad des PZLLys-
Blocks;*H NMR.  Molenbruch der LLys-Einheitem im CopolyméPolydispersitatsindex; GPC.
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Zirkulardichroismus (CD)

Aus CD-Messungen kann direkt die SekundarstrukénrReptidkette abgeleitet werden. Wie
schon in dem Kapitel 3.1.3 beschrieben, haben d#&veilige Konformationen
charakteristische Kurvenverlaufe. Die Existenz rasdr Strukturen fihrt zur Uberlagerung
der Signale, und die Bestimmung der jeweiligen Amtést nur durch Anpassung der
theoretischen Kurven aus Datenbanken zuganglich.

Da PLLys ein sehr starkerHelix-Bildner ist, kann angenommen werden, dass@snur um
zwei Konformationen handelt-Helix oder Knduel. Um dies zu quantifizieren wurd&02

%-ige (bezogen auf LLys) wassrige Salzlosungervéechiedenen pH-Werten vermessen.

35 —--=-pH7.0
ol ——pH97
209 - — -pH 10.0

[©] 10° [deg cm® /dmol]

A [nm]

Abbildung 6-11 CD-Spektren der Probe BL-1 in NaCl-Lésung.

Die Spektren in Abbildung 6-11 wurden fir Probe BlLerhalten (BL-2 und BL-3
entsprechend). In beiden Fallen erfolgt mit steigem pH-Wert der Ubergang vom Knauel
zur a-Helix. Das Auftreten des isodichrotischen Punkibes 2.=204 nm deutet auf einen
Ubergang zwischen nur zwei Spezies %ifhBis zum pH-Wert von ca 9,5 existiert nur die
Knauel-Konformation. Dies ist mit dem Dissoziatigreed der Lysin-Einheiten zu erklaren:
die elektrostatischen AbstoRungskrafte zwischen adddmarten Ladungen fuhren zur
Destabilisierung der Wasserstoffbindungen entlagrgHelixachse und somit zur Bildung der
energetisch giinstigeren Knauelkonformation. Deswesggéolgt der Ubergang in Salzlésung
auch bei niedrigeren pH-Werten (9,7), weil durcle d\bschirmung der Anionen die
Wechselwirkungen bis zu einem gewissen Grad uniektiwverden kénnen. In dem engen
pH-Bereich 9,6-9,8 findet der Ubergang statt, wadseisich um einen kooperativen Prozess
handelt. Ab pH 10 wurde praktisch immer die gleicheteil der Helix-Konformation

gefunden. Messungen oberhalb pH 10,6 waren nichgliom) da die Loslichkeit des
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Blockcopolymers nicht mehr gewahrleistet ist, was &usfallen des Polymeres zur Folge
hat.

Lichtstreuung

Um die GroRRe und Morphologie der Aggregate zu eemnit wurden Lichtstreuexperimente
durchgefuhrt. Die PB-PLLys wurden in NaCl-Loésungl(@ew.%) gelost und der pH-Wert
der Lo6sung entsprechend eingestellt (pH-Elektro@®r pH-Wert der Losung wurde so
gewahlt, dass das PZLLys entweder in Knauel- (@d®r Helixkonformation (10.3) vorlag.
Die Ausgangslosungen wurden dann fur konzentradiomsngige Streumessungen jeweils mit
Salzlésungen gleichen pH-Werts verdinnt, um die f&onation der Peptidkette nicht zu
verandern. Anschlieend wurden die Proben mit eibgmm Filter von Staubpartikel befreit.
Die Auswertemethode der winkel- und konzentratibhgéagigen Lichtstreumessungen ist die
gleiche wie im Fall von organischen Lésungen (Kalt1), d.h. bei der Guinier-Auftragung
wurden zwei Steigungen angepasst und beide Grémazfdber GrolR3enverteilung bestimmt.
Da bereits wenige grol3e Aggregate ausreichen uemesignifikanten Streubeitrag zu leisten,
ist davon auszugehen, dass der Hauptteil der Patdbekleine Aggregate vorliegt. Eine
Auswertung unter Gleichsetzung der Gesamtkonzémranit der Konzentration kleiner
Aggregate ergibt eine untere Abschatzung von derBlolekulargewicht. Die
Molekulargewichtsverteilung der groRen Aggregate nat dieser Methode, wegen der
unbekannten Konzentration einzelner Fraktionenhtnizugénglich. Die Ergebnisse der

Auswertung sind in Tabelle 6.2-2 zusammengefasst.

Tabelle 6.2-2Ergebnisse der Auswertung der statischen Lichisiqeerimente

Probe pH Knauel:Hellx R, (groR)® R, (Klein)® M,, (Klein)®
[%] [(nm] [nm] [g/mol]
BL-1 7.0 100:0 207 78 0.58 15
BL-1 10.3 15:85 174 74 2.6 19
BL-2 7.0 100:0 186 86 1.11%
BL-2 10.3 20:80 173 85 2119
BL-3 7.0 100:0 180 84 3.01b
BL-3 10.3 40:60 200 80 2519

Auswertung,” Anteile der Knéauel- und Helix -Konformation, CBGuinier—Plot, Grenzwert der
Steigung bei &0, ¢ Guinier—Plot, Steigung bei groBen Werten vén®d/olekulargewicht den
kleinen Aggregaten aus Guinier—Plot, Steigung beRgn Werten von’q
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Es konnte eine geringe Veranderung des Tragheisradit der Konformationsanderung
festgestellt werden. Im Fall der Proben BL-1 und-BlLdie einen langen Peptidblock
besitzen, wurde eine Erh6hung des Molekulargewscher kleinen Aggregate um Faktor 2
bis 4.4 detektiert, wenn der PLLys-Block von KnamelHelix geschaltet wurde. Die Probe
BL-3 mit dem kurzen Peptidblock zeigte nur minimal&chwankungen des
Molekulargewichtes, die innerhalb der Mess- undwersefehlergrenzen liegen.

Sollte sich die Konformationsénderung, die eineldion des pH-Wertes ist, auf die Grole
der Aggregate auswirken, kann dies auch durch dissMhg des Diffusionskoeffizienten, aus
dem R, erhaltlich ist, erfasst werden. Die nicht abgesoten Ladungen des Polyelektrolytes
kénnen aber die Diffusionsgeschwindigkeiten der réggte in der Losung beeintrachtigen
(Strukturfaktor) und dadurch die ermittelten hydnoaimischen Radien verféalschen. Dieser
Effekt sollte durch Salzzusatz unterdriickt werd®me hydrodynamischen Radien R
wurden durch die Extrapolation aus konzentrationed winkelabhdngigen Messungen
(dynamischer Zimm-Plot) bestimmt. Die Ergebnissendsiin der Tabelle 6.2-3

zusammengefasst.

Tabelle 6.2-3Die hydrodynamische Radien aus der Auswertungligeamischen Zimm-Plots.

Probe R [nm] bei pH=7.0 R [nm] bei pH =10.3
BL-1 295 330
BL-2 305 295
BL-3 220 280

Die auf diesem Weg ermittelten hydrodynamischeniéta@dénnen nur als apparente Werte
betrachtet werden. Diese zeigen jedoch in Abhamgigkom pH-Wert nur kleine
Anderungen, die innerhalb des Messfehlers lieg@s. \Reiteren wurde keine Depolarisierung

des Lichtes beobachtet.

Abbildende Methoden

Aufgrund der Polydispersitat der Proben ist das h#knis R/R, und somit die
Strukturaufklarung aus Lichtstreudaten nicht zugjghgEine weitere Moglichkeit Einblicke
in die Morphologie zu erhalten, bieten hochaufl@geAbbildungsmethoden, wie Elektronen-

und Rasterkraftmikroskopie.
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Die einfache Praparation fur TEM-UntersuchungengclliAuftragen der Suspension auf ein
Grid, war nur teilweise erfolgreich (Abbildung 6)12Vahrend des Verdampfens des Wassers
kollabierten die Aggregate, so dass nur die Spumnrunden, innen hohlen Aggregaten in

einer amorphen Matrix zu sehen sind.

Abbildung 6-12 TEM-Aufnahme von Probe BL-1 (pH 7.0).

Des weiteren wurden die wassrigen Losungen schéickga und vakuumgetrocknet.

Unmittelbar danach wurden die Proben mit Gold bgdfaond dadurch stabilisiert. Die SEM-

Bilder (Abbildung 6-13) zeigen ein Gemisch aus mdgi und grol3en kugelférmigen

Aggregaten, die kollabiert sind. Dies deutet datainf dass es sich urspringlich um hohle
Kugeln, also Vesikel gehandelt haben muf3.

Abbildung 6-13 SEM-Bild der gefriergetrockneten Probe BL-1 (0.@&8v.%, pH 7.0).



AGGREGATIONSVERHALTEN IN VERDUNNTER LOSUNG 93

Eindeutige Hinweise bezuglich der Morphologie diirleren Aggregate liefern die AFM-
Aufnahmen (Abbildung 6-14). Das Hohenbild zeigt g&ncharakteristisch flr eingetrocknete

Vesikelm, mit einem Durchmesser von 140 nm sind.

0 646 nm
Data type Height
Z range 30.00 nm

Abbildung 6-14 AFM-Hohenbild von Probe BL-1 auf Mica.

Da die untersuchten Aggregate sehr instabil sirlderen Abbildung sich als sehr schwierig
erwies, wurde nach einer Methode gesucht, um sistahilisieren. Da der Kern bzw. die
innere Schale aus Polybutadien besteht, bietetdsecNernetzung mit Gamma-Strahlung an.
Dazu wurden die Losungen (jeweils 0.1 und 0.03 %pereitet und zwei Wochen einer
Dosis von ca. 200 kGy Gamma-Wellen ausgesetzt. BJle gew. %-igen Losungen sind
koaguliert und bei allen Proben ist der pH-Wert mvei Einheiten gefallen. Diese Effekte
deuten auf Zersetzung oder Denaturierung des Bémties hin'?’. Die nicht ausgefallenen

Proben bei der Konzentration von 0,03 gew. % wumgger TEM und SEM untersucht. Die
SEM-Aufnahmen zeigen sehr polydisperse kugelfornfiggregate, die keine Locher oder
Anzeichen von Instabilitat zeigen (Abbildung 6-15).
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EHT= 300k/ WD= 5mm  Signal A= SE2 Date 6 Aug 2004

Abbildung 6-15 SEM-Aufnahme der vernetzten und gefriergetrocknétebe PB-1
(0.033 gew.%, pH = 7.0).

Die Frage, ob es sich um vernetzte Vesikel odeeN&n handelt, konnte mit TEM aufgeklart
werden. Die TEM-Bilder zeigen, dass der Kontrastagig des Radius gleichmaliig stark ist.
Somit 13t sich feststellen, daf3 die Kugeln vaitis{Abbildung 6-16).

Abbildung 6-16 TEM-Bild von vernetzter Probe BL-1(0.033 gew. %, pH.0).

Eine mogliche Erklarung dafur ist, dass die wahrédedBestrahlung aufgetretene chemische
Verdnderung des PLLys-Blocks sich auf die Morph@oder Aggregate ausgewirkt hat
(Verdnderung des Packungsparameters) und Mizellehildgt wurden. Die zweite
Maglichkeit ist, dass die PB-Schale wahrend demetung schrumpfte, was zum Entstehen

von Kontaktvesikeln fuhrte.
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Aufgrund der durchgefuhrten Untersuchungen lassh deststellen, dass die PB-PLLys
Blockcopolymere in wassriger Losung Vesikel bildderen Grof3e nur geringfigig von der
Peptidkonformation abhéangig ist. Das Schalten @suBdarstruktur von Knauel zu Helix hat
jedoch bei den Proben BL-1 und BL-2 zu signifikamtErhohen der Molekulargewichte und
damit der Aggregationszahl gefuhrt. Dies lasst sithdem hoheren Platzbedarf einer Kette
(Knauel) an der Grenzflache und héherer DichteHgix erklaren.

Um den Schaltprozess und deren Folgen genauerktbasgeren zu konnen, bedarf es an
Proben, die engverteilte Aggregate bildet. So wied vielleicht mdglich mit

Neutronenstreuung (SANS) die Anderungen der Menuicka in Abh&ngigkeit von der
Peptidkonformation zu erfassen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Hauptthema dieser Arbeit war die PhasenbildungBiockcopolymeren auf Polypeptidbasis.
Es wurden Entmischungsph&nomene in fester Phaseie sdie Selbstorganisation zu
Aggregaten in selektiven Loésungsmitteln untersucht.

Polypeptid-Blockcopolymere, die in dieser Arbeihg@setzt wurden, gehdren wegen ihrer
helikalen sekundéaren Struktur zu den sog. Stabgmeuel-Blockcopolymeren. Sie sind
neben ihrer chemischen Heterogenitat durch eineatziche Asymmetrie in der
Kettensteifigkeit charakterisiert. Dies fuhrt dazdass das Phasenverhalten durch die
Packungseigenschaften des rigiden Blocks starkntheest wird. Das Vorhandensein eines
permanenten Dipolmomentes fuhrt aulerdem zu Waesikehgen zwischen den Helices
und zur Erhéhung des Ordnungsgrades in der PhaseinDdieser Arbeit untersuchten
Polypeptide  sind  Poly(L-glutaminsaure-5-benzylgster(PBLGIu) und  Poly.-
benzoyloxycarbonyl-L-lysin) (PZLLys). Als synthatlee Komponenten wurden aufgrund
ihrer unterschiedlichen Glasiibergangstemperatumdystyrol (PS) und Polybutadien (PB)
eingesetzt.

Die Synthese der Blockcopolymere erfolgte in zwehr8ten. Zuerst wurden synthetische
Blocke hergestellt, die durch Endfunktionalisierungnit einer Aminogruppe als
Makroinitiatoren fur die Peptidsynthese geeignatdsilm zweiten Schritt wurde der
Peptidblock durch ring6ffnende NCA-Polymerisatioardestellt. Die erhaltenen Produkte
wurden mittels GPC untH-NMR charakterisiert.

Zur Untersuchung des Verhaltens in fester Phaselemunus einer Polymerldsung Filme
hergestellt und mittels SAXS untersucht. Fir PSiB&Lkonnte eine lamellare Struktur mit
einer hexagonalen Packung der Helices innerhalliPdptidschicht bestatigt werden. Durch
die Auswertung der Kurven mit dekappa-iota(kx-1)-Formalismus wurde die spezifische
Grenzflache zwischen den Lamellén=2) und deren Krimmung£0.8-1.9) ermittelt. So

konnte festgestellt werden, dass mit der Langethentg der Stadbchen die Morphologie der

Phase andert. Im Allgemeinen werdack-zackamellare Phasen gebildet. Die Strukturen mit
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dem niedrigsten Wert fuk (geringste Krimmung) entstanden aus fast monodispe
Blockcopolymeren (PDI ~ 1,01). Die groRterWerte wurden dagegen bei den moderat
verteilten Proben (PDI ~ 1,25) gefunden. Die Vetbrang der Langenverteilung der rigiden
Mesogene verursacht grol3ere Fluktuationen in deklLysZSchicht, d.h. eine starkere
Krimmung. Dieser Mechanismus findet so lange sta#,der entropische Beitrag zur freien
Energie groler ist als die Grenzflachenspannunde elUmmungszunahme bedeutet eine
VergroRerung der Grenzflache zwischen den PS undLyZSchichten. Ist die
Molekulargewichtsverteilung zu breit (PDI = 1,6),emden Lamellen mit moderater
Krimmung gebildet. Die Bildung glatter Lamellen ritimmungseigenschaftemi¢k-zack

ist mit einer Fraktionierung der Stadbchen innertabSchicht verbunden.

Zusatzlich wurde festgestellt, dass die eingesetPeptide sich auf unterschiedliche Weise
verhalten. Wéahrend die PZLLys bis zu einer Stabé@mge von 20 nm interdigitierend
angeordnet sind, erfahren die PLBGIlu-Stdbchen Biekfaltung, so dass die Dicken der
Lamellen um etwa die Halfte geringer sind. Im Faien PBLGIu konnte keine hexagonale
Packung der Helices detektiert werden, sondern\éamschiebung der Mesogene zueinander
in Richtung monokliner oder tetragonaler 2D-Anondgu Dies ist mit einem besseren
Ausgleich des Dipolmomentes verbunden.

Um die Kristallisationsprozesse innerhalb der Plrseantersuchen, wurden Experimente an
dinnen Filmen (40 nm) durchgeftihrt. Dazu wurdemé€ilaus PS-PBLGIu auf einem
Siliziumtrager durchspincoatinghergestellt und im Losungsmitteldampf getempenrch
Quellung konnten sich die zuerst amorphen Filmearganisieren. Durch Untersuchung der
Filme mit AFM wurden lamellare Strukturen mit urgeniedlicher Langperiode beobachtet.
Die Lamellen bildeten zusétzlich ein zick-zack-Maursn Mikrometergrof3e. Das weist darauf
hin, dass wahrend der Quellung Fraktionierungsgszezustande kamen. So konnten
Schichten aus gleichlangen Stadbchen gebildet werBem zick-zack-artige Verlauf der
Lamellen ist durch die Fehlstellen in Form einekwiinkels verursacht. Nur so kdnnte die
durch die Chiralitat parallel angeordneter Mesogengyebaute Spannung innerhalb der

Lamelle gemindert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Aggregatiombadten von Polypeptid-
Blockcopolymeren in selektiven Losemitteln besdbgi® zum einen in organischen

Losemitteln, zum anderen in Wasser. Im erstenlieglen die Peptidsegmente in geschtzter
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Form vor und bilden den unléslichen Kern, im zweigind sie als Polyelektrolytkomponente
Bestandteil der wasserldslichen AufRenschicht.

Fur die Untersuchungen in einem organischen Losuitigd (CClL) wurde PS-PZLLys
gewahlt. Wegen der Polydispersitat der Proben, temiaus den Lichtstreuexperimenten
keine eindeutigen Aussagen gewonnen werden. Dierkunthungen der gefriergetrockneten
Proben mit SEM haben erwiesen, dass die Polyp8&btickcopolymere in einem selektiven
Losemittel spontan Doppelschichten ausbilden, rdiz t,2D-kristalliner* Anordnung flexibel
genug sind, um sich zu kugel- und wurmférmigen kesi zu schliel3en.

Zur Untersuchung des Aggregationsverhaltens in Wassurden die PB-PLLys durch
Entfernen der Z-Schutzgruppe in wasserlosliche dekyolyte Uberfihrt. Die wasserlslichen
Polypeptide haben eine zusatzliche interessantenEalpaft, namlich die ,Schaltbarkeit* der
Konformation durch pH-Wertanderung des Mediums. nkch Dissoziationsgrad der
Elektrolyteinheiten kann die Sekundarstruktur dety/peptids reversibel von einem Knauel
zu einer Helix geschaltet werden. Da sich dabei Hitzbedarf der Ketten und die
Wechselwirkungen zwischen den Peptidblocken andaynnte das Aggregationsverhalten
beeinflusst werden. Somit wurde der pH-Wert alsaPater fur schaltbare Uberstrukturen
genutzt. Aufgrund von EM-Aufnahmen konnten Vesikigstgestellt werden. Durch
Lichtstreuung konnte ein Beweis erbracht werdessdias Schalten der sekundéaren Struktur
von einem Knauel zu einer Helix keine detektierb@&weswirkung auf die GrofRe der
Aggregate, aber auf die Aggregationszahl hatte,edi®ht wurde. Der Effekt war um so
grof3er, je langer die Peptidkette war. Somit haberJntersuchungen gezeigt, dass es sich in
wassrigen Losungen um Gleichgewichtsstrukturen délgndie je nach Konformation der
Peptidkomponente ihren Aggregationszustand &andemd uJahig sind, schaltbare

Uberstrukturen zu bilden.

Die hier vorgestellten Polypeptid-Blockcopolymessitzen ein grof3es Potential zur Bildung
hochgeordneter Phasen in Losung und im Bulk. Dgeischaften der Polypeptidhelix, wie
flussigkristallines Verhalten, Dipolmoment und Sdbarkeit, kann zur Entwicklung

neuartiger stimuliresponsiver Materialien ausgeinwirden. Dazu jedoch sind umfangreiche
Untersuchungen notwendig, um die Thermodynamik ufidetik des Systems besser

verstehen zu konnen.
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8 ANHANG

8.1 EXPERIMENTELLE VORSCHRIFTEN

Allgemeines:

Die  Polymerisationsreaktionen,  sowie alle  sonstiger sauerstoff-  und/oder
feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen, wurden ameeikombinierten Vakuum/Argon-Linie
(Schlenk-Linie), die mit RotaffdVentilen aus Teflon versehen ist, durchgefiihrt.s Da
verwendete Argon (99.99 %) wurde Uber Phosphorpehtgetrocknet und zur Entfernung
von Sauerstoffspuren anschlieBend tber einen Ob§skatalysator (Messer Griesheim)
geleitet. Alle Glasgerate wurden unter Vakuum aheg# und mit Argon gespililt.

THF (BASF AG) wurde durch zweifache AufreinigungeiilKkOH sowie Na/K-Legierung und
Destillation erhalten. Cyclohexan (BASF AG) wurder wder Destillation tber Natrium
getrocknet. Fir anionische Polymerisationen wuidierLdsungsmittel nochmals durch Cryo-
Destillation von LiAIH, an der Vakuum-Linie unter Hochvakuum getrockne¥iFD(99 %,
Aldrich), Ethylacetat und CHEI (p.a.) wurden Uber Nacht Uber Gakgerihrt und
anschlieRend unter Vakuum destilliert. Niedrigsretkr Petrolether (p.a., Fluka) wurde Uber
NaSO, getrocknet.

Kaufliche Chemikalien wurden von Aldrich oder Flukamdglichst hoher Reinheit bezogen

und ohne weitere Reinigung eingesetzt, wenn nictieiss vermerkt.

3-[N,N-bis(trimethylsilyl)amino]-1-propen

8.5 g (70 mmol) Allyloromid (99 %, Aldrich) in 10 InHexamethyldisilazan (HMDS, 97 %,
Aldrich) wurden in einer Argonatmosphare unter Rithzu einer eisgekihlten Suspension
von 15.0 g (75 mmol) Kaliund,N-bis(trimethylsilyl)amid (95 %, Aldrich) in 60 ml BMS
getropft. Anschlie3end wurde die Reaktionsmischiimgweitere 15 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Filtration tiber Cefft&00 (neutral, Fluka) zum Entfernen der entstandene
Salze wurde das klare, gelbe Filtrat im Vakuum tfcakert destilliert. Es wurden 9.3 g (46
mmol, 66 %) des Produktes als klare, farblose Kjieg erhalten.

Siedepkt.: 82 °C, 30 mbar.
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IH NMR (400 MHz, CDCJ) & [ppm] = 5.9 -5.7 (m, 1H, =CH), 5.2 -5.0 (m, 2H, K, 3.50
(m, 2H, CHN), 0.10 (s, 18H, NSi(Chs).

1-(Chlorodimethylsilyl)-3-[ N,N-bis(trimethylsilyl)amino]-propan

Eine Mischung aus 9.0 g (45 mmol) I8;N-bis(trimethylsilyl)amino]-1-propen und 8.5 g (90
mmol) Chlordimethylsilan (98 %, Aldrich) wurde untérgon mit einer Spatelspitze
Chlorplatinsaure-Hydrat (#PtCk xH,0, 99 %, Aldrich) versetzt und langsam unter Rihren
auf 60 °C erwarmt. Sobald eine exotherme Reaktiose&te, wurde nicht mehr weiter
erhitzt, sondern die Reaktionsmischung fir weiteré bei Raumtemperatur geruhrt. Die
anschlieBende fraktionierte Destillation im Vakuwergab 9.9 g (31 mmol, 70 %) des
Produktes als klare, farblose, stechend riechehdssigkeit.

Siedepkt.: 104 °C, 1mbar.

'H NMR (400 MHz, CDCJ) & [ppm] = 2.75 (t, 2H, CkN), 1.45 (m, 2H, Ch), 0.72 (t, 2H,
CISi-CH), 0.43 (s, 6H, CISi-CkJ, 0.10 (s, 18H, NSi(Ckls).

Synthese der linearen Makroinitiatoren

Die Aufreinigung der eingesetzten Monomere erfoldbeekt an der Vakuume-Linie durch
Cryo-Destillation Uber verschiedenen Trocknungsehitt Bei den in Lésung vorliegenden
Reinigungsreagenzien Dibutylmagnesium Mg@H6§), (1 M in Heptan, Aldrich) undnh-
Butyllithium (2 M in Cyclohexan, Aldrich) wurde vatem Aufkondensieren der Monomere
jeweils das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Zugid@ wurde das Monomer mehrmals
entgast (reeze-pump-thaw-cyclg’ Im letzten Reinigungsschritt wurde jeweils eine
graduierte Ampulle verwendet, die das Abmessen gewinschten Monomermenge
ermdglichte.

Styrol (99 %, stabilisiert, Aldrich) wurde 2-3 h fa€aH, gerthrt, anschlieRend auf
Dibutylmagnesium kondensiert und tber Nacht geruhrt

1,3-Butadien (99 %, Aldrich) wurde je eine StundeeriDibutylmagnesium sowie zweimal
Uber n-Butyllithium bei einer Temperatur von mindesterd0—C (Ethanol/Trockeneis-
Kihlung) geruhrt.
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Polystyrol-NH

Cyclohexan wurde tUber Nacht auf LiAjlderthrt, entgast und in den mit flussigem Stidiksto
gekuhlten Reaktionskolben (Zweihalskolben, versem@énHahn) kondensiert. Anschliel3end
wurde die gewlnschte Menge an gereinigtem Styrwlestilliert. Nach dem Auftauen wurde
bei Raumtemperatur im Argon-Gegenstrom mit der diereten Menge asecButyllithium
initiiert, wodurch sich in wenigen Minuten eine tdatief orangerote Losung bildete. Das
Reaktionsgemisch  wurde 3h unter Argon bei 50 °C rilge  Zur
Molekulargewichtsbestimmung wurde vor der Zugabe d@inktionalisierungsreagenzes
mittels einer Transfernadel eine kleine Menge d®yrRerlésung (Precursor) entnommen und
mit entgastem Methanol abgebrochen. Zur Funktisigaling der lebenden Ketten wurden
1.3 Aquivalente 1-(Chlorodimethylsilyl)-3,N-bis(trimethylsilyl)amino]-propan bezogen
auf die eingesetzte Menge Initiator in einigen NMi#irn absolutem THF geldst, entgast und
zur Beseitigung von Verunreinigungen mit 5 mad¥eButyllithium versetzt. Diese Losung
wurde im Argon-Gegenstrom in die lebende Polymerigs gespritzt, wodurch sich die
Losung nach kurzer Zeit entfarbte. Zur Vervollsigodg der Reaktion wurde tber Nacht bei
RT gerihrt.

Fur die Polymerisation in THF wurde destillierte8sungsmittel nochmals tGber Nacht Uber
LiAIH 4 gertihrt und in den Reaktionskolben kondensierichN&indestillieren des Styrols
wurde die Polymerisation bei —78 °C (Ethanol/Troeke-Kuhlung) wie oben beschrieben
initiilert und eine Stunde gerthrt. Das Terminieeflgte auf die gleiche Weise wie in
Cyclohexan.

Zur Aufarbeitung und Entfernung der Silylschutzgrap wurde das Lésungsmittel méglichst
vollstdndig am Rotationsverdampfer entfernt. Nadésdn des Ruickstandes in Benzol und
Zugabe wassriger, verdunnter HCI-Losung wurde dasighasengemisch tber Nacht heftig
geruhrt. Durch Zugabe von NaQp¢llets wurde das Gemisch alkalisch gestellt und die
Phasen im Scheidetrichter getrennt. Die organigtiese wurde mit Wasser und gesattigter
NaCl-Losung gewaschen, Uber JS&, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
Das Polymer wurde nach Gefriertrocknung aus dezxdiesthen Losung erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDGJ) & [ppm] = 7.35-6.4 (2m, 5H, Ar-H), 2.35-0.9 (m, -GHCH,,
Polymerriickgrat), 0.0-(-0.3) (m, 8H, CHSI(@b).
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Polybutadien-NH,

Destilliertes THF wurde nochmals Uber Nacht UberAlHy, gerihrt und in den
Reaktionskolben kondensiert. Nach Eindestillieress 8utadiens wurde die Polymerisation
bei —78 °C (Ethanol/Trockeneis-Kuhlung) initiiemyodurch eine gelbe Reaktionslosung
resultierte. Zur Steigerung des Umsatzes wurde N&cht unter Ethanol/Trockeneis-
Kihlung polymerisiert. Vor dem Abbruch der Polynsationsreaktion durch Zugabe des
Funktionalisierungsreagenzes wurde ebenfalls eiacuPsor enthommen. Der Abbruch
erfolgte in gleicher Weise wie oben beschrieben.

Zur Aufarbeitung des Polymers wurde das Ldsungemittm Rotationsverdampfer
weitgehend entfernt und der Rickstand in tiefsidden Petrolether gelést. Die
Entschitzungsreaktion wurde dann wie zuvor bedodmeunter Zugabe von verdunnter,
wassriger HCI-Loésung in  einem Zweiphasengemisch cldyefuhrt. Das amino-
funktionalisierte  Polybutadien wurde nach Entfernemles Petrolethers am
Rotationsverdampfer und im Vakuumtrockenschrank3s8C als farbloses zahfliissiges Ol
erhalten, das bis zur weiteren Verwendung im Gesitcleank aufbewahrt wurde.

'H NMR (400 MHz, CDCJ) & [ppm] = 5.6-5.2 (m, =CH-, 1,2-Addukt; -CH=CH-, 1,4
Addukt), 4.95-4.75 (m, 2H, =CH 1,2-Addukt), 2.2-0.9 (m, -CH-, -GH Polymerrtckgrat),
0.1-(-0.1) (m, 8H, CHSI(CH)>).

Synthese deN-Carboxyanhydride

10 g der jeweiligen Aminosaure N£Z-L-lysin (35.7 mmol; 99 %, Fluka) bzw.
L-Glutaminsdure-5-benzylester (42.1 mmol; 99 %,kE)) wurden in 250 ml absolutem
Ethylacetat suspendiert und in einer trockenen Aagmosphare unter Rihren auf 96°C
erwarmt. 0.36 Agquivalente (bezogen auf die Stoffgeeneingesetzten Aminosaure)
Bis(trichlormethyl)carbonat (Triphosgen, 99 %, Fjukgelost in 20 ml Ethylacetat, wurden
langsam zugetropft. Nach beendeter Zugabe des @fesgngsreagenzes wurde solange
unter Erwarmen weitergerthrt, bis sich eine klaealionslosung bildete. In seltenen Féllen
war eine weitere Zugabe von wenigen Miligramm Togden zur Vervollstandigung der
Reaktion erforderlich. AnschlieBend wurde trockendggon in die Reaktionsloésung
eingeleitet, um gelostes HCI und Uberschissiggshdsigen zu entfernen. Bei Verwendung
von a-Pinen als Abfangreagenz fur HCI wurde nur so lahgghosgenlésung zugegeben bis
das Reaktionsgemisch klar wurde. Die Losung wurdeRotationsverdampfer auf 1/3 des

Volumens eingeengt und das Produkt durch zweim&&leing aus Petrolether erhalten.
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ZLLys-NCA:

H NMR (400 MHz, CDCY) & [ppm] = 7.35 (m, 5H, Ar-H), 6.85 (s, br, 1H, NHO(@QRing),
5.10 (s, 2H, Ar-Ch)), 4.90 (s, br, 1H, NHC(O), Z-), 4.25 (t, 16-CH), 3.20 (t, 2Hg-CHy),
1.95, 1.75, 1,50 (m, 6H, (G}).

Schmp.: 100 °C (Lit.: 101°C).

BLGIu-NCA:

'H NMR (400 MHz, CDC}) 3 [ppm] = 7.35 (m, 5H, Ar-H), 6.80 (s, br, 1H, NHOQ(@Ring),
5.10 (s, 2H, Ar-CH), 4.35 (t, 1H,0-CH), 2.60 (t, 2H, CKC(O)), 2.25, 2.10 (m, je 1HB-
CHy,).

Schmp.: 97 °C (Lit.: 97°C).

NCA-Polymerisationen

Das frisch umkristallisierte NCA wurde zuerst im dHwakuum bei RT getrocknet.
Ausgehend von der zur Verfligung stehenden MengeN@#A wurde aufgrund des
angestrebten Polymerisationsgrades die benotigteig®lean Makroinitiator berechnet.
Makroinitiator sowie NCA wurden in getrennten Sciikolben eingewogen, evakuiert und in
entgastem DMF (Polybutadien-Makroinitiatoren in dgjQeldst. Beide Losungen wurden
mittels einer Spritze vereinigt. Die Reaktionslégumurde fir mindestens 72 h bei 60°C
geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde das Losungsmitiel Hochvakuum entfernt und der feste
Ruckstand in Chloroform geldst. Diese Losung wumlen Ausfallen des Polymers in
Petrolether bzw. Methanol (Fallungsmittel teils ritssigem N gekihlt) verwendet. Das
Polymer wurde Uber eine Fritte abgesaugt und im udakrockenschrank bei 40°C
(Polybutadien-Blockcopolymere bei 35°C) bis zur @Géwskonstanz getrocknet.
PS-PZLLys-Blockcopolymere:

'H NMR (400 MHz, DMF-@) & [ppm] = 8.60-8.25 (m, b, NH), 7.55-7.35 (m, 5H,-Ar
Z-Lys), 7.35-6.4 (m, 5H, Ar-H, PS), 5.2-5.0 (m, 2Bt,-Ar, Z-Lys), 4.15-3.9 (m,1Ha-CH,
Z-Lys), 3.25-3.0 (m, 2Hg-CH, Z-Lys), 2.3-1.2 (m, (CHs, Z-Lys; -CH-, -CH-, PS-
Polymerrickgrat); 0.1-(-0.1) (m, 8H, CHSI(@h).

PS-PBLGIlu-Blockcopolymere

'H NMR (400 MHz, DMF-d) & [ppm] = 8.60-8.10 (m, b, NH), 7.55-7.35 (m, 5H-Ar BzI-
Glu), 7.35-6.4 (m, 5H, Ar-H, PS), 5.2-4.9 (m, 2Hi£Ar, Bzl-Glu), 4.20-3.80 (m, 1Hq-
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CH, Bzl-Glu), 2.8-1.2 (m, CKC(O), B-CH,, Bzl-Glu; -CH-, -CH-, Polymerrickgrat, PS);
lineare Blockcopolymere: 0.1-(-0.1) (m, 8H, CHSI(§M

PB-PBLGIu-Blockcopolymere:

'H NMR (400 MHz, CDCJ) & [ppm] = 8.70-7.9 (m, NH), 7.4-7.0 (m, 5H, Ar-H, IB3lu),
5.65-5.20 (m, =CH-, 1,2-Addukt; -CH=CH-, 1,4-Addyk6.20-4.7 (m, =Ch| 1,2-Addukt,
PB; -CH-Ar, Bzl-Glu), 4.20-3.75 (m, 1H,a-CH, Bzl-Glu), 2.8-0.8 (m,-CH-, -CH,
Polymerrickgrat, PB), 0.2-0.0 (m, 8H, CHSI(§#)L.

PB-PZLLys-Blockcopolymere:

'H NMR (400 MHz, CDCY)) & [ppm] = 8.70-7.9 (m, NH), 7.55-7.35 (m, m, 5H,-Ar
Z-Lys), 5.65-5.20 (m, =CH-, 1,2-Addukt; -CH=CH- 41Addukt), 5.20-4.7 (m, =CH 1,2-
Addukt, PB; -CH-Ar, Z-Lys), 4.15-3.9 (m, 1Hp-CH, Z-Lys), 2.8-0.8 (m, -CH-, -CH,
Polymerrickgrat, PB), 2.3-1.2 (m, (@l Z-Lys), 0.2-0.0 (m, 8H, CHSI(CHj).

Entschitzung der Polymere

1.5-2g des mdoglichst fein pulverisierten PS (odB)-PZLLys-Blockcopolymers wurden mit
20-30 ml einer 30 Gew.-% Ldsung von HBr in Eisegsilyka) versetzt und maximal 1.5 h
unter Argon geruhrt. Der pH-Wert der stark saurésung wurde durch Zugabe von NaOH
unter Eiskthlung neutralisiert und die resultieeenaisung anschlieliend einen Tag gegen
Wasser dialysiert (Dialysemembran von SpetraPoVCO: 1000 g/mol). Zur Isolierung
der Hydrochloride wurde die Polymerlésung dann kuhz. HCI-Losung angesauert und
danach erschopfend dialysiert. Das Polymer wurdeh naefriertrocknung der wassrigen

Losung erhalten.
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8.2 METHODEN

NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte an einemkBriDPX 400-Spektrometer in CDLI
bei Raumtemperatur oder DMFR-cbei 40°C. Signale von Spuren nicht-deuterierten
Losungsmittels dienten als interne Standards bezagé Tetramethylsilan. Zur Bearbeitung
der Spektren wurde das Programm Win-NMR (Brukenveadet.

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Zur Gelpermeationschromatographie wurden Anlager-adena Thermo Separation Products
(TPS) verwendet, die mit einem RI- (Shodex RI-7hd uJV-Detektor (TSP UV1000)
ausgestattet waren. GPC in THF wurde unter Verwegdon drei 30 cm Saulen vom Typ
MZ-SDV (5 pm KorngréRe) mit den PorengréReri, 100 und 16 A bei RT °C durchgefiihrt.
GPC-Analytik der Polypeptid-Blockcopolymere wurde 0.5 Gew.-% Losung von LiBr in
NMP bei 70 °C durchgefiihrt. Hierzu wurden zwei 30 & um PSS-Graft+Saulen (PSS,
Mainz) mit den PorengréRen 100 und 1000 A verweritlat Detektion wurden ein RI- sowie
ein UV-Detektor eingesetzt.

In allen Fallen wurden jeweils 1Qd einer etwa 0.15 Gew.-% Polymerlésung injizierdun
mit einer Flussrate von 1.0 ml/min (THF) bzw. 0SMP) eluiert. Standard-Eichkurven
wurden unter Verwendung von Polystyrol- bzw. Potgolien-Standards (PSS, Mainz)
erstellt. Molekulargewichte sowie Molekulargewiclggeilungen wurde mit dem Programm-
Paket NTeqGPC V5.1.5 (hs GmbH) berechnet.

Rontgenstreuung

Die SAXS-Messungen wurden an einer am MPI-KG kamstten Kamera mit Punktfokus
vermessen. Die Strahlungsquelle ist eine Dreharkd®leéd51 der Firma Nonius mit einer
Leistung von max. 4 kW. Die Proben wurden unter Mak in Punktfokus-Geometrie mit
Rontgenstrahlung der Wellenlanye= 0.154 nm (Cu-K) durchstrahlt. Die zur Detektion der
gestreuten Strahlung verwendetienage plates(Typ BAS lll, Fuji, Japan) besitzen eine
Auflésung von 1 Pixel pro 0.1 mm und wurden mitesimimage plate readefMAC-Science
Dip-Scanner IPR-420, IP reader DIPR-420, Japanyedesen. Der Probe-Detektor-Abstand

ist auf Langen von 40 und 160 cm einstellbar.
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Die Polymerfilme wurden auf einer mit Teflon besttieten Aluminiumfolie (BYTAE)
prapariert. Dazu wurden 5-10 % Loésungen der Polgmer DMF oder Dioxan bei

Raumtemperatur getrocknet.

IR-Spektroskopie

Die IR-Spektren wurden an einem Gerat der FirmaRBay Modell FTS 6000 erstellt. Die
polymeren Feststoffe wurden in abgeschwéachter fiedkakion unter Verwendung einer sog.
Golden Gate-Anordnung (Single Reflection DiamondRAGemessen.

Lichtstreuung (LS)

Dynamische Lichtstreuung zur Untersuchung von vigesr Losungen amphiphiler
Blockcopolymere wurde mit einem im Institut gebau@oniometer mit Temperaturkontrolle
(x 0.05K) und angeschlossenem Einzelphotonen-Detef@ol//SO-SIPD) sowie einem
Multiple-Tau Digitalkorrelator (ALV 5000/ FAST) deffirma ALV, Langen, durchgefihrt.
Als Lichtquelle diente ein Argon-lonen-Laser mitrd&ellenlangeh = 488 nm der Firma
Coherent (Modell Innova 300), dessen Leistung ime®& von 30 bis etwa 600 mW variiert
werden kann. Die aufgenommene Korrelationsfunktismirde mit dem Programm
FASTORT.EXE in eine intensitatsgewichtete Radienverteilung wegenet.

Die zylindrischen Quarzkivetten (1 cm Durchmessenden mit Tensidlésung (Hellmanex,
Hellma) im Ultraschallbad gereinigt, mit Reinstwaissnehrfach gespult, anschlieRend in
einer Acetondestille mindestens 10 min staubfreipg# und bis zum Gebrauch in einem

Exsikkator aufbewahrt.

Zirculardichroismus

Messungen des Zirculardichroismus wurden an einpekt®meter J 715 der Firma Jasco
durchgefuhrt. Dazu wurden wassrige Polymerlosurig@reiner Konzentration von etwa 0.2
g/l in einer Quarzkivette mit der Dicke 1 mm bei uRdemperatur vermessen
(Messparameter: Auflosung: 0.2 nm; ScangeschwimiligkiO nm/s; Antwortzeit: 1 s;
Bandbreite; 1 nm). Fur jede Messung wurden mindesi® Einzelmessungen akkumuliert

und anschlieBend um das Spektrum des reinen Lasuitgjs korrigiert.
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Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
TEM-Aufnahmen wurden mit einem Elektronenmikroskomega 912 der Firma Zeiss (100
kV Beschleunigungsspannung) durchgefihrt. Als Pmoger wurden mit Kohlenstoff

bedampfte Kupfer-Grids verwendet.

Rasterelektronenmikroskopie (SEM)
SEM-Aufnahmen wurden mit einem Model Gemini 1550B@ma Zeiss durchgefiihrt. Die
Proben wurden durch Schockeinfrieren und Gefriekinang vorbereitet. Die Praparate

wurden anschlielend mit Gold bedampft.

Polarisationsmikroskopie

Die Bider wurden mit einem Olympus LichtmikroskomMddel BX50) mit gekreuzten
Polarisatoren aufgenommen. Die Praparate wurdechdduftragen von ca. 20 % Lésungen
auf das Obiektglas und Zudecken mit einem Deckigtagestellt. In manchen Féllen wurde
der Rand mit einem schnelltrocknenden ZweikomparenHarz abgedichtet um das

Verdampfen des Losungsmittels zu verlangsamen.
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8.3 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AFM
A;
CD
DLS
DMA
DMF
Glu
GPC
FT-IR
LACCCL
Lit.
Lys
NCA
NMR
PB
PDI
ppm
PS

RI

RT
SAXS

Siedepkt.

Schmp.
SSL
SSSL
TEM
TFA
THF

Ty

Atomic force microscopy
Zweiter osmotischer Virialkoeffizient
Circulardichroismus

Dynamische Lichtstreuung

N,N-Dimethylacetamid

N,N-Dimethylformamid

Glutaminsaure

Gelpermeationschromatographie

Fourier transform infrared

Liquid adsorption chromatography at critical coridits
Literatur

Lysin

N-Carboxyanhydrid

Nuclear magnetic resonandeernmagnetische Resonanz
Polybutadien

Polydispersitatindex
parts per million

Polystyrol
refractive indexBrechungsindex

Raumtemperatur
Small angle X-ray scatteringRontgenkleinwinkelstreuung
Siedepunkt

Schmelzpunkt
strong segregation limit
super strong segregation limit
Transmissionselektronenmikroskopie
Trifluoroessigsaure

Tetrahydrofuran
Glasiibergangstemperatur
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WAXS Wide angle X-ray scatteringRbntgenweitwinkelstreuung
WSL weak segregation limit

Z Aggregationszahl
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