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1 Einleitung

Die in der Natur vorkommenden Makromolekule sind nur aus einer begrenzten Anzahl
von ,Monomerbausteinen’ aufgebaut. Dennoch Ubernehmen diese polymeren
Substanzen eine Vielzahl verschiedenster Funktionen, was fast immer auf die
Strukturierung der Polymere zurlckzufuhren ist. Insbesondere Proteine (Polypeptide)
bilden definierte, hierarchisch geordnete Strukturen aus, die eng mit der Funktion des
Proteins verknupft sind: Aufgrund der dreidimensionalen Struktur eines Enzyms
entstehen spezifische Reaktionsorte, an denen Umsetzungen katalysiert werden. Im
Falle von Struktur-Proteinen wie der Collagen-Faser gewahrleistet die Selbst-
organisation der Proteinketten eine hohe Festigkeit bei gleichzeitiger Elastizitat. Ein
weiteres Beispiel fur die auRergewdhnlichen Eigenschaften von Proteinfasern sind
Spinnennetze, deren Festigkeit bislang von keiner synthetischen Faser erreicht wird.

Biologische Proteine stellen monodisperse Copolymere der 20 natirlich
vorkommenden L-Aminosauren dar, deren Zusammensetzung uber die Aminosaure-
sequenz (Primarstruktur) genau festgelegt ist. Bestimmt durch die Primarstruktur
nehmen die Polypeptide eine regelmallige stabile Konformation (a-Helix, B-Faltblatt,
Knauel) ein, die als Sekundarstruktur bezeichnet wird. Durch Ausbildung einer
intramolekularen Tertiarstruktur und nachfolgend einer intermolekularen Quartar-
struktur entsteht somit eine hierarchische Ordnung, deren Ausdehnung sich Uber
mehrere GréRenordnungen (mehrere Angstrdm bis einige Mikrometer) erstrecken
kann. Aus einem linearen Polymer kann so nur aufgrund einer definierten
Kettenzusammensetzung ein geordnetes dreidimensionales Material mit auler-
gewohnlichen Eigenschaften entstehen. Die Strukturbildung erfolgt dabei nicht durch
kovalente Bindungen, sondern ausschlieRlich Uber sekundare Wechselwirkungen wie
Wasserstoffbrickenbindungen, Coulomb-Wechselwirkungen, hydrophobe Wechsel-
wirkungen und n-r-Wechselwirkungen.

Die Ubertragung dieses Prinzips der supramolekularen Selbstorganisation in
naturlichen Systemen auf das Gebiet der Materialwissenschaft ist seit einiger Zeit
Gegenstand intensiver Forschung. Mit einfachen chemischen Modulen wird hierbei
versucht, durch Selbstorganisation zu Materialien mit neuen und verbesserten
Eigenschaften zu gelangen.

Besonders aussichtsreiche chemische Module sind Blockcopolymere, da sie eine
ausgepragte Tendenz zur Selbstorganisation durch die Bildung geordneter Nano-
strukturen sowohl in fester Phase als auch in selektiven Losungsmitteln zeigen. Der
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chemische Aufbau der Blockcopolymere lasst sich Uber weite Bereiche variieren und
somit den gewlnschten Anforderungen anpassen. Aufgrund der Unvertraglichkeit der
Segmente kommt es zur Mikrophasenseparation im Bereich der Nanometerskala. Die
im Allgemeinen vorliegende Knauel-Konformation der Polymerketten verhindert jedoch
die Ausbildung einer nachsthéheren Ordnungsebene [1], und das Einbringen von
Blocksegmenten, die zusatzliche Moglichkeiten zur Strukturbildung bieten, ist daher
besonders interessant: Beispiele hierflr sind Stabchen-Knauel-Polymere (engl.: rod-
coil-polymers), deren Packung der Stabchensegmente den Grad der raumlichen
Ordnung erhdhen kann. Die Komplexitat naturlicher Systeme bleibt dabei allerdings
unerreicht.

Aus diesem Grund werden zunehmend ,hybride’ Polymersysteme synthetisiert und
untersucht, die natlrliche Segmente wie Polypeptide oder Polysaccharide enthalten.
Diese sind nicht nur in Hinblick auf ihre Strukturbildungseigenschaften, sondern auch
als potenziell biovertragliche Materialien von Interesse. Solche Materialien finden jetzt
schon zahlreiche Anwendungen, z. B. fur Implantate, kinstliche Gewebe, Biosensoren
und ,Drug-Carrier-Systeme’.

Biologische Verfahren bzw. der schrittweise Aufbau von Polypeptiden garantieren
monodisperse Polymere mit definierter Aminosauresequenz, sind allerdings sehr
aufwendig und liefern oft nur geringe Mengen der gewlnschten Substanz.
Polymerisationsverfahren, wie die seit langem bekannte ringdffnende Polymerisation
von Aminosaure-N-Carboxyanhydriden [2], bieten zwar eine nur geringe Kontrolle tber
die Zusammensetzung der Polymerketten, jedoch sind Polypeptide so leicht
zuganglich und koénnen zumindest kontrollierte Blocksequenzen verschiedener
Aminosauren enthalten. DarlUber hinaus ist der Einbau der selteneren D-Aminosauren
sowie synthetischen, natirlich nicht vorkommenden Aminosduren einfach zu
erreichen.

Einen groRen Einfluss auf die Eigenschaften hat die Verzweigung von
Makromolekilen. Ein Beispiel aus der Natur sind die beiden Starkebestandteile
Amylose und Amylopektin, die jeweils aus D-Glucose-Einheiten aufgebaut sind. Die
unverzweigte Amylose bildet eine a-helikale Struktur aus, wodurch bei Zugabe von lod
die typische blaue Farbung entsteht. Amylopektin dagegen ist stark verzweigt, weshalb
die Ausbildung einer Helix-Konformation nicht maoglich ist. Beide Substanzen unter-
scheiden sich daher deutlich in ihren Losungs- und Materialeigenschaften.

Entsprechendes wird bei Blockcopolymeren beobachtet. Hier kann die Molekil-
architektur einen groferen Einfluss auf das Phasenseparationsverhalten haben als die
Anderung der chemischen Zusammensetzung und der Blocklangen. Berechnungen
des Phasendiagramms fur ein verzweigtes Blockcopolymer ergaben eine deutliche
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Asymmetrie und somit eine Verschiebung der Phasengrenzen im Vergleich zu einem
linearen Blockcopolymer [3].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Synthese und Charakterisierung neuartiger
verzweigter Polypeptid-Blockcopolymere bestehend aus Polypeptidsegmenten in
Kombination mit synthetischen hydrophoben Polymerblécken. Die amphiphile Struktur
in Verbindung mit einer nichtlinearen Molekularchitektur lasst ein ausgepragtes
Aggregationsverhalten erwarten. Bei allen Untersuchungen zum Phasenverhalten
steht ein Vergleich zu den entsprechenden linearen Blockcopolymeren im
Vordergrund, um gezielt den Einfluss der Verzweigung auf die Eigenschaften zu
charakterisieren. Die Polypeptidsegmente sind in der Lage, eine Sekundarstruktur zu
bilden, die in wassrigen Lésungen durch Anderung des pH-Wertes beeinflusst werden
kann. Dies eroffnet die Moglichkeit, diese zusatzlichen Strukturelemente im Sinne
,schaltbarer’ Aggregate zu nutzen und einen Ubergang zwischen verschiedenen
Aggregatformen zu induzieren. Wie im Falle anderer amphiphiler Blockcopolymere
konnen wasserldsliche Verbindungen dieser Substanzklasse als Makrotenside
aufgefasst werden, wobei durch die Verzweigung der Polymere eine hydrophile
Kopfgruppe mit groRerem Platzbedarf im Vergleich zu den linearen Polymeren
entsteht; dies sollte zu verbesserten Tensideigenschaften fuhren.
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2.1 Blockcopolymere

Als Blockcopolymere werden Makromolekule bezeichnet, die aus mindestens zwei
kovalent verknupften Homopolymersegmenten verschiedener Monomere bestehen
und somit eine besondere Klasse innerhalb der Copolymere darstellen. Je nach
Anzahl der verknupften Bldocke entstehen Di-, Tri- oder Multiblockcopolymere. Dabei ist
die Molekulgeometrie nicht allein auf die lineare Verknlpfung der Segmente
beschrankt, auch der Aufbau von entsprechenden Pfropf- oder Sternpolymeren ist
moglich. Aufgrund der unterschiedlichen chemischen Natur der Monomere besitzen
Blockcopolymere im Allgemeinen einen amphiphilen (griech.: ampho = beide;
philos = Freund) Charakter. Der Begriff der Amphiphilie bezieht sich dabei nicht nur auf
die Bedeutung im engeren Sinn, also der Kombination von hydrophilen und
hydrophoben Segmenten in Analogie zu niedermolekularen Tensiden. Vielmehr sind
Blockcopolymere je nach ihrem Aufbau in der Lage, neben der Ol/Wasser-Grenzflache
auch eine Vielzahl anderer Grenzflachen zwischen Materialien unterschiedlicher
Kohasionsenergie zu stabilisieren, wie z.B. der Polymer/Polymer- oder
Metall/Polymer-Grenzflache [4]. Die Eigenschaften von Blockcopolymeren lassen sich
durch die Wahl der Monomere sowie die Anzahl und Lange der Blocksegmente in
weiten Bereichen gezielt variieren. Dazu zahlen insbesondere Loslichkeiten in
verschiedenen Losungsmitteln sowie die Kontrolle von Funktionalitat.

Die Synthese von Blockcopolymeren kann entweder Uber eine nachtragliche
kovalente VerknUpfung zweier Homopolymersegmente mittels einer geeigneten
Kopplungsreaktion oder durch eine sequenzielle Polymerisation verschiedener
Monomere erfolgen. Im Falle der zweiten Vorgehensweise sind lebende bzw.
kontrollierte Polymerisationen, wie anionische, kationische [5], radikalische [6] oder
koordinative Polymerisation, die bevorzugten Techniken.

Blockcopolymere sind ebenfalls von industriellem Interesse, da sie aufgrund ihrer
aulBergewohnlichen Eigenschaften vielfache Verwendung finden, z.B. als
Emulgatoren (Pluronic® PEO-b-PPO-b-PEO) oder thermoplastische Elastomere
(Kraton®: PS-b-PB-b-PS).
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2.2 Phasenverhalten

Zwei Homopolymere sind in der Regel aufgrund ihrer geringen Mischungsentropie in
der Polymerschmelze (,bulk®) unvertraglich, auch wenn deren beiden Monomere
vollstandig mischbar sind. Dies hat zur Folge, dass bei Mischungen von Polymeren
(Blends) meist makroskopische Entmischung auftritt. Eine kovalente Verknupfung der
beiden Homopolymerbldcke, wie sie in einem Diblockcopolymer vorliegt, verhindert
jedoch eine Entmischung auf makroskopischer GrolRenskala. Stattdessen fuhrt die
Segregation der jeweiligen Blocke zur Mikrophasenseparation und somit zur
Ausbildung von Mikrodomanen mit einem typischen GroRenbereich von 5 bis 100 nm.
Zur Beschreibung des Phasenverhaltens eines Diblockcopolymers 4,B,, kdnnen nach
BATES und FREDERICKSON als Parameter der Polymerisationsgrad N=N,+Njp, die
Zusammensetzung f=N4N und der FLORY-HUGGINS-Wechselwirkungsparameter y
zwischen den Monomeren 4 und B herangezogen werden [7]. Der FLORY-HUGGINS-
Parameter y hangt reziprok von der Temperatur T ab:

VA 1
X = kT ‘:gAB _E(gAA +533)} (2.1)

Z ist dabei die Anzahl der nachstliegenden Monomere innerhalb einer Copolymer-
Anordnung und g4 beschreibt die Wechselwirkungsenergie zwischen den Monomeren
A und B.

Die Tendenz der Mikrophasenseparation wird unter thermodynamischer
Betrachtung im Wesentlichen durch zwei Beitrage beeinflusst: Der Betrag der Freien
Energie AF setzt sich additiv aus der abstoRenden Wechselwirkung F, der
inkompatiblen Blocke und dem Entropieverlust Fy bei der Streckung der
Blockcopolymerketten aufgrund der Mikrophasenseparation zusammen [8]:

AF =F,(y)+Fy(N) (2.2)

Das Verhaltnis des enthalpischen Beitrages F, ~ y und des entropischen Beitrages
Fx ~ I/N bestimmt somit das Ausmal} der Mikrophasenseparation. Der Segregations-
parameter yN charakterisiert und klassifiziert verschiedene Segregations-Regime, die
mit jeweils charakteristischen Kettenkonformationen und Grenzflacheneigenschaften
verbunden sind.

Nach LEIBLER kann das Phasenverhalten von Blockcopolymeren in einem
Phasendiagramm dargestellt werden, bei dem der Segregationsparameter als
Funktion der Blockcopolymer-Zusammensetzung f aufgetragen wird [9]. Ein derartiges
Phasendiagramm wurde von MATSEN und BATES nach theoretischen Ansatzen
berechnet und ist in Abbildung 2.1 dargestellt [10, 11].
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Oberhalb der homogenen Schmelze liegt ab einem Wert yN~ 10 ein Bereich
schwacher Entmischung (,weak segregation limit’, WSL) vor, der sich durch breite
Grenzflachen zwischen den Phasen mit einem sinusférmigen Konzentrationsprofil
auszeichnet. Fur steigende Werte des Segregationsparameters folgt ein Gebiet starker
Entmischung (,strong segregation limit, SSL). Hier liegen die Ketten in einer
gestreckten Knauel-Konformation in nahezu reinen A oder B Domanen vor, so dass
ein eindimensionales Konzentrationsprofil der Phasengrenzflache einer Stufenfunktion
entspricht. Aufgrund der starken Segregation ist das Phasenverhalten nicht mehr
temperaturabhangig. In diesem Bereich werden drei Phasenmorphologien, namlich
Lamellen (L,), hexagonal gepackte Zylinder (H) sowie eine kubische Phase gefunden.
Zusatzlich zu diesen Morphologien existiert im WSL-Bereich eine Gyroid-Phase. Von
KHOKLOV et al. [12] wurde zudem ein Bereich super-starker Entmischung (,super-
strong segragation limit’, SSSL) fur yN>>100 postuliert, in welchem die
Phasengrenzflache nur noch aus den Bindungen besteht, die die beiden Blocke A und
B kovalent verknupfen.

L —
:1/]’ | e
100 111 Qing, OlmﬁmL B

ol |

: E{:I | H \ L H ' .-i: L: Lamellen
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Abbildung 2.1: Berechnetes Phasendiagramm nach MATSEN und BATES [10, 11].

Fir alle oben genannten Falle ergibt sich die charakteristische GroRe der
Mikrostruktur R (z. B. Lamellendicke) aus Grunden der Raumerfillung durch die
Beziehung R~Z'"’N'?, wobei Z die Anzahl an Blockcopolymeren pro
Einheitsvolumen in einer Mikrodomane (Aggregationszahl) und N der Gesamt-
polymerisationsgrad sind. Skaliert die Aggregationszahl mit Z~N*, ergibt sich flr die
MikrodoménengroRe R ~ N°mit & = (a +1)/3 [13].
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FUr jedes der drei oben genannten Segregations-Regime resultieren unter-
schiedliche Skalierungsverhalten [7, 12]. Die Charakteristika der drei Regime sind in
Tabelle 2.1 zusammengestellt.

Tabelle 2.1: Skalierungsverhalten in den verschiedenen Segregationsbereichen.

N Segregationsbereich MikrostrukturgrofRe R Aggregationszahl Z
=10 WSL R~N" Z~N"”

>>10 SSL R~N"? Z~N

>>100 SSSL R~N Z~N

Zusatzlich zu den hier genannten Phasenmorphologien wurde im WSL-Bereich von
BATES et al. eine metastabile, jedoch recht langlebige Ubergangsstruktur hexagonal
perforierter Lamellen beobachtet [14-17]. Zudem wurden von FORSTER und ANTONIETTI
fur stark segregierende Systeme ebenfalls ,nicht-klassische’ Phasen wie quadratisch
perforierte Lamellen und sanidisch entartete Zylinder gefunden [18].

o

L H Qimam Qiazg

Abbildung 2.2: Raumliche Darstellung einiger Phasenmorphologien.

2.3 Aggregation in Losung

Phanomene der Segregation und Selbstorganisation von Blockcopolymeren treten
nicht nur in der Schmelze oder in fester Substanz auf, sondern auch in binaren
Mischungen mit anderen Homopolymeren oder Losungsmitteln. Die grundlegenden
Konzepte zur Beschreibung der Mikrophasenseparation gelten auch in diesen Fallen.
Allerdings mussen noch zusatzliche Parameter, wie der Polymerisationsgrad des
Homopolymers bzw. des Losungsmittels, die FLORY-HUGGINS-Wechselwirkungs-
parameter zwischen jeweils einem der Blocke und dem Losungsmittel sowie der
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relative Volumenanteil jeder Komponente, zur Charakterisierung des Phasen-
verhaltens bertcksichtigt werden.

Einen einfachen Fall der Mikrophasenseparation stellt beispielsweise die Bildung
von Mizellen in einem selektiven Losungsmittel dar, wie sie auch fir niedermolekulare
Tenside beobachtet wird [19-22]. Ein selektives Losungsmittel 16st im Idealfall nur
einen der beiden Blocke eines A4B-Diblockcopolymers, wahrend es flr den anderen
Block ein Fallungsmittel oder zumindest ein sehr schlechtes Losungsmittel darstellt.
Das unlésliche Molekulsegment 4 bildet den Kern der Mizelle, wahrend der I6sliche
Block B die umgebende Korona bildet. Ausgehend von den relativen
Grolenverhaltnissen zwischen Kern und Korona werden Modelle fur zwei Grenzfalle
diskutiert: Ist die Dimension der Korona sehr viel groRer als der Kern (N,<<Nj), so
dass die GroRe der Korona die Grofle der Mizelle dominiert, spricht man von
Jhaarigen’ Mizellen (hairy micelles). Im umgekehrten Fall eines deutlich groeren
Kerns im Vergleich zur Korona (N,>>Nj3), liegen sogenannte ,kurzgeschorene’
Mizellen (crew cut micelles) vor. Eine dritte Klasse stellen die ,amphiphilen’ Mizellen
(amphiphilic micelles) dar, die von amphiphilen Blockcopolymeren gebildet werden.
Charakteristisch fur diese Mizellen ist ein groRer Wert des Wechselwirkungs-
parameters y. Der Begriff ,amphiphile Mizelle’ bezieht sich somit auf ein System
starker Segregation (SSL) unabhangig vom strukturellen Aufbau — ,crew cut’ oder
,hairy’ — der Mizelle. Diese Systeme zeigen eine charakteristische Abhangigkeit der
Aggregationszahl von N,’, die aufgrund eines einfachen geometrischen Modells in
Analogie zu niedermolekularen Tensiden erklart werden kann [23]. Das
Skalierungsverhalten der verschiedenen Mizelltypen ist in Tabelle 2.2 zusammen-
gefasst:

Tabelle 2.2: Skalierungsverhalten fur verschiedene Mizelltypen.

Mizelltyp Radius R Aggregationszahl Z
hairy R~N/" Z~N
crew cut R~N," Z~Ny
amphiphilic R~ N, Z~N,’

FORSTER et al. konnten fur stark segregierende Systeme einen allgemein gultigen
Zusammenhang zwischen der Aggregationszahl Z und den Polymerisationsgraden der
beiden Blocke herstellen [13]:

Z=2,(x)N?N;" (2.3)
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Der Parameter Z,(y) ist eine spezifische Konstante, die vom Block-
copolymersystem abhangt. Die Abhangigkeit von Nz”? steht dabei im Einklang mit
theoretischen Vorhersagen flr Sternpolymere in guten Losungsmitteln.

Amphiphile Blockcopolymere zeigen unter vielen Gesichtspunkten ein sehr
ahnliches Verhalten wie niedermolekulare Tenside. Letztere kdnnen in verdinnter
Lésung nicht nur Mizellen, sondern eine Vielzahl weiterer Aggregationsformen bilden,
was im Wesentlichen durch molekulare Parameter bestimmt wird. In einem von
ISRAELACHVILI [24] urspringlich fur niedermolekulare Tenside entwickelten Modell wird
das Verhaltnis aus dem Volumen V, das ein Tensidmolekul einnimmt, sowie dem
mittleren Flachenbedarf a der Kopfgruppe und der Konturlange /., der hydrophoben
Kette betrachtet.

V
a-l

P=

(2.4)

kont

Der so erhaltene kritische Packungsparameter P kann zur Vorhersage der
Aggregatstruktur genutzt werden.

Tabelle 2.3: Erwartete Aggregatstruktur in Abhangigkeit des Packungsparameters.

P Molekullgeometrie Aggregatstruktur

<1/3 Kegel spharische Mizellen

1/3 -1/2 stumpfer Kegel zylindrische Mizellen

1/2 -1 stumpfer Kegel Vesikel, gekrimmte Doppelschichten
1 Zylinder planare Doppelschichten (Bilayer)

Wie im Falle der niedermolekularen Tenside beschranken sich die gefundenen
Aggregatstrukturen amphiphiler Blockcopolymere nicht allein auf spharische Mizellen.
Fir verschiedene Blockcopolymersysteme wurden ebenfalls zylindrische oder
wurmartige Mizellen sowie vesikulare Strukturen gefunden [25-29].
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2.4 Anionische Polymerisation

Mit der 1956 von SzwARc [30, 31] erstmals beschriebenen lebenden anionischen
Polymerisation kdénnen Polymere mit kontrolliertem Molekulargewicht und engen
Molekulargewichtsverteilungen, verschiedenste Blockcopolymere sowie Polymere mit
definierten Funktionalitaten (.telechele’ Polymere, Makromonomere), Topologien
(Pfropfcopolymere, Sterne) und Mikrostrukturen hergestellt werden .

Es handelt sich bei der anionischen Polymerisation um eine Kettenwachstums-
reaktion, deren Verlauf in die drei Schritte Initiierung, Wachstum und Abbruch unterteilt
werden kann. Der lebende Charakter der Polymerisation ist dabei durch das Fehlen
von Ubertragungs- und irreversiblen Abbruchreaktionen gekennzeichnet [32, 33].
Unter diesen Bedingungen sowie einer schnellen Initiierung bleibt die Konzentration
der aktiven Zentren, die Monomer anlagern, wahrend des gesamten Reaktions-
verlaufes konstant. In diesem Fall bestimmt die Wachstumsreaktion die
Polymerisationsgeschwindigkeit und es ergibt sich ein Geschwindigkeitsgesetz von
pseudo-erster Ordnung.

Das Zahlenmittel des Polymerisationsgrades P, ergibt sich aus dem Verhaltnis der
eingesetzten Monomerkonzentration /M], und der Konzentration aktiver Zentren [P*]
und ist proportional zum Umsatz x,. Die Konzentration der aktiven Zentren ergibt sich
aus der Initiatorkonzentration /1] und der Initiatoreffektivitat f..

P = X, = X (2.5)

Fir eine ideal lebende Polymerisation mit schnellem Initiierungsschritt und gleicher
Anlagerungswahrscheinlichkeit der Monomere an jede der wachsenden Ketten ist die
zu erwartende Molekulargewichtsverteilung durch eine Poisson-Verteilung gegeben
[34]. Fur die Polydispersitat PD der Polymere gilt:

M P ..
PD=—"=1+ K 2z1+L far P, >>1 (2.6)
M’l (f)n +1) P’l

Somit lassen sich durch anionische Polymerisation sehr engverteilte Polymere
herstellen. Verbreiterte Verteilungen lassen sich auf nicht ideale Bedingungen, wie
Ubertragungsreaktionen, Abbruch durch Verunreinigungen, langsame Mischung der
Reaktanden sowie langsame Initilerung, Koexistenz verschieden aktiver Spezies oder
Depolymerisation zurtckfuhren.

Die Durchfuhrung einer anionischen Polymerisation erfordert im Allgemeinen das
Arbeiten in Inertgasatmosphare mittels Vakuumtechniken, da die aktiven Kettenenden
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2 Grundlagen

sowie meist auch der Initiator durch Kontakt mit Feuchtigkeit, Sauerstoff oder
Kohlendioxid deaktiviert werden [35, 36]. Ob die Polymerisation eines eingesetzten
Monomers in einer kontrollierten und lebenden Weise ablauft, hangt in starkem Malde
von den gewahlten Reaktionsbedingungen — Initiator, Gegenion, Ld&sungsmittel,
Temperatur und Additiven — ab [37, 38].

Als Monomere eignen sich solche Olefine oder Ringmolekule, die durch Elektronen
ziehende oder delokalisierende Substituenten das Carbanion des aktiven Kettenendes
stabilisieren konnen. Dazu zahlen Styrole, 1,3-Diene, Vinylpyridine, Acryl- und
Methacrylsaurederivate, Oxirane, Lactone und cyclische Siloxane.

Als Initiatoren werden Basen oder Lewis-Basen (z. B. Metallalkyle, Alkalimetalle,
Alkoholate) eingesetzt. Dabei wird die Polymerisation eines ungesattigten Monomers
um so leichter initiiert, je grofRer der pK,-Wert des Initiators ist. Neben der Basizitat
spielen allerdings auch sterische Effekte, die Resonanzstabilisierung der Initiator-
anionen und die Solvatisierung der Gegenionen durch Lésungsmittel oder Monomer
eine Rolle. Zur Initierung von Vinylmonomeren werden im Wesentlichen
Lithiumorganyle verwendet, die eine gro3e Elektronenaffinitat und -negativitat besitzen
und direkt nucleophil an die Vinylverbindungen addieren.

Die Synthese funktionalisierter Polymere kann entweder durch die Verwendung
eines funktionalisierten Initiators oder durch Abbruch der Polymerisationsreaktion mit
einem funktionalisierten Elektrophil erfolgen. Zahlreiche Reagenzien zur Einfuhrung
verschiedener funktioneller Gruppen sind in der Literatur beschrieben. Je nach Art der
einzufihrenden funktionellen Gruppen, z. B. protische OH- oder NH,-Gruppen, ist die
Verwendung von Schutzgruppen erforderlich [39].

Die anionische Polymerisation hat gro3e Bedeutung fur die Synthese von Block-,
Stern- und Pfropfcopolymeren, da hier Blocksegmente mit unterschiedlichen Eigen-
schaften definiert kovalent verknupft werden konnen. Aufgrund des lebenden
Charakters der Reaktion lassen sich lineare Blockcopolymere leicht durch sequenzielle
Monomerzugabe herstellen. Der Kreuzschritt zwischen den beiden verschiedenen
aktiven Spezies verlauft allerdings nur dann glatt, wenn das entstehende Kettenende
eine niedrigere Reaktivitat aufweist. Demnach spielt die Reihenfolge der
Monomerzugabe eine entscheidende Rolle. Die Reaktivitat der Carbanionen kann mit
Hilfe der pK,-Werte der konjugierten Sauren abgeschatzt werden [40].
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2 Grundlagen

2.5 Ringoffnende Polymerisation von N-Carboxyanhydriden

Die ringoffnende Polymerisation von Aminosaure-N-Carboxyanhydriden ist die am
weitesten verbreitete Technik zur Darstellung synthetischer Polypeptide. Allerdings
sind so nur Homopolymere, statistische Copolymere oder Pfropfcopolymere
zuganglich, welche nicht die Monodispersitat und spezifische Aminosauresequenz
natlrlicher Proteine aufweisen [41,42]. Dennoch konzentriert sich ein grofRes
Interesse auf solche Homo- und Copolypeptide: Sie dienen als Modelle fur natirliche
Proteine bei Konformationsanalysen und sind aufgrund ihrer Biovertraglichkeit und
-abbaubarkeit potenziell fur pharmazeutische und medizinische Zwecke einsetzbar.

Die Synthese des N-Carboxyanhydrids (NCA) — auch LEUCHS Anhydrid genannt —
einer N-unsubstituierten a-Aminosaure kann prinzipiell auf zwei verschiedenen Wegen
erfolgen:

Bei der sogenannten LEucHs-Methode [43] wird das Produkt durch Zyklisierung
eines N-Alkoxycarbonylaminosaurehalogenids erhalten. Die haufiger eingesetzte
FucHs-FARTHING-Methode [44] sieht die direkte Phosgenierung der freien
o-Aminosaure bzw. geeigneter Derivate vor (Abb. 2.3). Anstelle gasférmigen
Phosgens, das nur schlecht dosiert werden kann, wird heutzutage bevorzugt das feste
Triphosgen (Bis(trichlormethyl)carbonat) eingesetzt. Einige N-Carboxyanhydride
N-substituierter Aminosauren, wie z. B. des Prolins, lassen sich nicht durch direkte
Phosgenierung erhalten, so dass zusatzliche Syntheseschritte erforderlich sind.

O

OH P

Oi clI” >l _ oj
= NH, — 2 HCl —N,

R H Ry H

Abbildung 2.3: Synthese von N-Carboxyanhydriden mit Phosgen.

Als Nebenprodukte der Phosgenierungsreaktion treten neben Chlorwasserstoff
Chloroformyl-Aminosaurechloride und a-Isocyanato-Saurechloride auf, die beide einen
elektrophilen Charakter besitzen und somit bei der Polymerisation der N-Carboxy-
anhydride storen. Allerdings ermoglichen sie auf der anderen Seite eine langere
Lagerung des Rohproduktes, da beide mit Wasser reagieren und so eine
Polymerisation ~ durch  Feuchtigkeitsspuren  verhindern. Da viele der
N-Carboxyanhydride im Gegensatz zu den Verunreinigungen kristallin sind, erfolgt die
Reinigung durch Umkristallisieren aus geeigneten Losungsmitteln.
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2 Grundlagen

N-Carboxyanhydride unsubstituierter Aminosauren besitzen vier reaktive Zentren —
zwei elektrophile Gruppen (CO-2 und CO-5) sowie zwei nucleophile Gruppen (NH und
C-H nach Deprotonierung) —, welche fur die komplexe Chemie dieser
Verbindungsklasse verantwortlich sind.

Die Initiierung der ringdéffnenden Polymerisation kann durch eine Reihe
verschiedener Nucleophile und Basen erfolgen. Unter mechanistischen Gesichts-
punkten kdnnen die Initiatoren in zwei Klassen unterteilt werden, namlich diejenige der
protischen und der aprotischen Nucleophile/Basen. Zusatzlich kdnnen die Initiatoren
auch hinsichtlich ihrer bevorzugten Angriffsstelle am N-Carboxyanhydrid, ihrer
Reaktivitat im Vergleich zum aktiven Kettenende und dem Einbau in die wachsende
Kette klassifiziert werden. Im Folgenden werden die beiden wichtigsten
Reaktionsmechanismen vorgestellt, eine detaillierte Darstellung bezlglich der
verschiedenen Initiatoren findet sich in [42].

Primédre Amine als Initiatoren:

Primare Amine, die der Klasse der protischen Nucleophile angehoéren, greifen
N-Carboxyanhydride am Carbonylkohlenstoff C-5 nucleophil an, so dass unter Ring-
offnung zunachst eine Carbamat-Verbindung entsteht. Das Kettenwachstum kann nun
nach zwei verschiedenen Mechanismen erfolgen: Durch direkte Decarboxylierung
entsteht eine aktive Spezies, die wiederum eine primare Aminofunktion als Kettenende
besitzt, welches somit ein weiteres NCA-Molekul nucleophil angreifen kann (Amin-
Mechanismus). Das ursprungliche Carbamat-lon kann jedoch auch als aktives
Kettenende fungieren und seinerseits ein weiteres NCA-Molekull anlagern (Carbamat-
Mechanismus). Dabei entstehen neue Carbamat-lonen, die ebenfalls decarboxylierbar
sind und damit in das Produkt des Amin-Mechnismus ubergehen (Abb. 2.4).

Da sowohl die Protonierung der Carbamat-lonen sowie die Decarboxylierung der
Carbamat-Saure reversibel sind, wird der Mechanismus der Kettenfortpflanzung durch
die Reaktionsbedingungen, insbesondere Temperatur, Losungsmittel und CO»-Druck,
bestimmt. Experimentelle Beobachtungen deuten darauf hin, dass der Carbamat-
Mechanismus nur eine untergeordnete Rolle spielt. Da das Kettenende nach
Verbrauch des gesamten Monomers weiterhin als Nucleophil reagieren kann, ist die
Herstellung von Blockcopolymeren bestehend aus unterschiedlichen Aminosauren
durch Zugabe von weiterem N-Carboxyanhydrid prinzipiell moglich.

Primare Alkylamine besitzen eine grof3ere Nucleophilie als das aktive Kettenende,
so dass der Initiierungsschritt schneller als die Kettenfortpflanzung erfolgt. In diesem
Fall kann der Polymerisationsgrad in Analogie zu lebenden anionischen
Polymerisationen Uber das Monomer-Initiator-Verhaltnis eingestellt werden.
Polymerisationsgrade >150 sind allerdings auf diesem Wege nicht zuganglich. Es

13



2 Grundlagen

werden eine Reihe von Abbruchreaktionen diskutiert, welche die Bildung hdherer
Polymerisationsgrade verhindern. Zudem werden keine engen Molekulargewichts-
verteilungen erhalten. Dies zeigt, dass die Amin initierte NCA-Polymerisation keinen
echten lebenden, sondern einen nur mafig kontrollierten Charakter besitzt.

H
1
0 N + R-NH, (@]
R . H
%\/ nucleophiler HO N _R'
OTZ’ Angriff T JJ\N
\ % o ngri 0 R
A+ _(R
H. R H\)CJ)'\ H, i/—\ O
N R
o) o 0] ‘0 R (@] 0 (0] = H
9§ ot
......... O N ,R
(0] N \”/ \_/U\N
= H
O O
£ %y 8
+ H* !
HO N/'\[(N x N’R B
—CO, H o Ii H
'Carbamat-Mechanismus' 'Amin-Mechanismus'
+ n-2 NCA
—n-1CO,

O
H,N R'
R

Abbildung 2.4: Reaktionsmechanismus der Polymerisation von N-Carboxyanhydriden
bei Verwendung eines primaren Amins als Initiator.

Tertiare Amine als Initiatoren:

Bei der Initierung mit tertidren Aminen verlauft die Polymerisation nach dem
sogenannten ,Aktivierten Monomer’ (AM)-Mechanismus: Anstelle eines nucleophilen
Angriffs erfolgt eine Deprotonierung der unsubstituierten NH-Gruppe, d. h das
Initiatormolekul reagiert ausschlieldlich als Base und nicht als Nucleophil. Das
entstandene Anion greift dann ein weiteres N-Carboxyanhydrid nucleophil an C-5 an,
so dass zunachst ein Dimer entsteht, das ein Carbamat als auch ein Amin als
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Kettenende aufweisen kann. Dieses Dimer kann durch ein weiteres deprotoniertes
N-Carboxyanhydrid angegriffen werden, wodurch im weiteren Verlauf der Reaktion
Oligopeptide entstehen, welche in nachfolgenden Schritten zu einem Polymer mit
hohem Molekulargewicht kondensieren konnen. Der Initiator wird dabei nicht in die
wachsende Polymerkette inkorporiert, sondern fungiert vielmehr als Katalysator in
einem Protonierungs/Deprotonierungs-Gleichgewicht. Eine Kontrolle des Molekular-
gewichtes oder der Molekulargewichtsverteilung ist daher nicht modglich. Im
Allgemeinen werden mit dieser Methode bei einem nahezu vollstdndigen Umsatz
Polymere mit hohen Molekulargewichten erhalten.

(i\\r\R 0L 5 RaNH o (O\l//o
R'3N + () N —_— N"\_‘l‘/f N. _—
I ° £

@]

) N__O A ) NH
Y\N)Kr \n/ ' . + NCA N OY\N_ + Y\N)kr 2
O% R';NH > \_/O«

R O H* Transfer O« R

0 - CO, 0 0

N-Aminoacyl-NCA
R o R

: Hy -
+n-1 NCA O /PK(NW

> NH
- n-1 C02 Y\N n 2

Abbildung 2.5: Reaktionsmechanismus der Polymerisation von N-Carboxyanhydriden
bei Verwendung eines tertiaren Amins als Initiator (JAktiviertes-Monomer’-
Mechanismus).

Beide oben beschriebene Polymerisationsmechanismen stehen in Konkurrenz
zueinander und stellen jeweils eine Nebenreaktion der anderen dar, da ein Wechsel
zwischen Amin- und AM-Mechanismus im Verlauf einer Polymerisationsreaktion
stattfinden kann.

Um eine bessere Kontrolle Uber den Reaktionsverlauf und die angestrebten
Molekulargewichte zu erhalten, wurden Ubergangsmetall-Amin-Komplexe als
Initiatoren zur koordinativen Polymerisation von N-Carboxyanhydriden eingesetzt [45].
Es konnten so wohldefinierte Homo- und Blockcopolymere mit apparenten
Polydispersitaten < 1.13 erhalten werden.
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2.6 Polypeptid-Blockcopolymere

Als Polypeptid-Blockcopolymere werden in der vorliegenden Arbeit solche
Blockcopolymere bezeichnet, die aus Segmenten eines herkdmmlichen synthetischen
Polymers (Polystyrol, Polybutadien, Polyethylenglycol, usw.) und Polypeptid-
segmenten (Poly(a-aminosaure)n) bestehen. Je nach Wahl der Monomere flr beide
Segmente konnen die Eigenschaften der entstehenden Blockcopolymere gezielt
eingestellt werden: Neben amphiphilen Blockcopolymeren kénnen ebenfalls doppelt-
hydrophile oder vollkommen unpolare Blockcopolymere erhalten werden. Liegt ein
enantiomerenreines und somit optisch aktives Polypeptidsegment vor, so besteht die
Madglichkeit zur Ausbildung einer Sekundarstruktur (a-Helix oder p-Faltblatt), was ein
zusatzliches Strukturelement dieser Polymer-Klasse darstellt. Im Gegensatz dazu
bildet das synthetische Polymersegment eine isotrope Knauel-Konformation aus und
zeigt keinerlei Vorzugsrichtung. Gerade diese Eigenschaften machen diese Polymere
aus theoretischen und praktischen Grinden interessant.

In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele zur Synthese, Charakterisierung
und Anwendung von linearen Polypeptid-Blockcopolymere. Einige der Arbeiten setzen
Peptidsegmente wegen ihrer Strukturbildungseigenschaften ein, um Mikrophasen-
separation dieser Systeme zu untersuchen. In vielen Arbeiten dagegen wurden Blocke
aus Poly(a-aminosaure)n im Hinblick auf ihre Biovertraglichkeit zur Anwendung im
pharmazeutischen Bereich oder als Modelle fur naturliche Systeme gewahlt.

GALLOT et al. [46] synthetisierten (amphiphile) Polypeptid-Blockcopolymere
bestehend aus Polystyrol oder Polybutadien als hydrophobem Segment und
verschiedenen  Aminosauren, darunter L-Glutaminsaure-5-benzylester  und
N¢-Benzyloxycarbonyl-L-lysin. Sie untersuchten anschlielend die Struktur der
Polymere in mesomorphen Gelen und festen Filmen mit Rontgenkleinwinkelstreuung.

SAMYN et al. [47] fUhrten spater in Analogie dazu Strukturuntersuchungen an
ABA-Triblockcopolymeren (A: Poly(L-glutaminsaure-5-benzylester), B: Polystyrol)
durch.

Ein ahnliches ABA-Triblockcopolymer, jedoch mit einem B-Segment bestehend aus
Polybutadien und zwei Segmenten aus Poly(L-glutaminsaure-5-benzylester), wurde
von HAYASHI et al. [48] als Modellsubstanz fur Membranen synthetisiert und
untersucht.

Im Gegensatz zu den vielfach untersuchten hochmolekularen Blockcopolymeren
setzten KLOK et al. Diblock-Oligomere als Bausteine zum Aufbau von Nanostrukturen
durch Selbstorganisation ein [49]. Die aus einem Oligostyrol sowie einem
Oligo(L-glutaminsaure-5-benzylester) aufgebauten Oligomere zeigten verschiedene
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thermotrope flussigkristalline Phasen in Abhangigkeit der Blocklange und
Konformation des Peptidsegmentes.

Zahlreiche Arbeiten zur Synthese und Anwendung von Polyethylenglycol-
block-polypeptid-Copolymeren wurden von KATAOKA et al. durchgefuhrt. Da
Polyethylenglycol ebenso wie das Polypeptidsegment biovertraglich ist, sind
Blockcopolymere dieser Art als Tragersysteme fur Wirkstoffe (,drug delivery’) und DNA
(,gene delivery’) interessant. KATAOKA et al. setzten als Aminosaure im Wesentlichen
L-Asparaginsaure-4-benzylester ein, die aufgrund des Benzylesters als Schutzgruppe
einen hydrophoben Charakter besitzt. Nach Entfernen der Schutzgruppe entsteht dann
eine negativ geladene hydrophile Monomereinheit. Aufgrund dieser variablen
Eigenschaften konnte das gleiche Polymer als Tragersystem fur unterschiedlichste
Wirkstoffe eingesetzt werden. PEG-b-P(L-lysin)-Copolymere werden aufgrund der
Komplexierungseigenschaften des kationischen Polylysins an DNA als Vektoren zum
Gen-Transport untersucht.

Bei Mischung von Polypeptid-PEG-Blockcopolymeren mit den beiden gegensatzlich
geladenen Polypeptidsegmenten Polylysin und Polyasparaginsaure in Wasser
beobachtete KATAOKA et al. die Bildung von Mizellen (polyion complexes) mit einem
Kern aus den neutralisierten Polypeptidsegmenten und einer Korona aus PEG-Ketten
[50]. Daruber hinaus wurde gefunden, dass nur gegenlaufig geladene Polypeptid-
segmente gleicher Kettenlange bei dieser Neutralisationsreaktion miteinander
reagieren, so dass die Bildung der Komplex-Mizellen einen Schritt der Selbst-
erkennung beinhaltet [51].

Eine stabilisierende Wirkung des synthetischen Blocksegmentes auf die Ausbildung
einer a-Helix wurde sowohl von KATAOKA [52] als auch von KLOK [49] beschrieben.
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3.1 Polymercharakterisierung

3.1.1 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Gelpermeationschromatographie, GPC (engl.: size exclusion chromatography,
SEC), ist die wichtigste Methode zur Bestimmung von Molekulargewichten und
Molekulargewichtsverteilungen von Polymeren.

Es handelt sich hierbei um eine spezielle Form der Flussigchromatographie. Im
Gegensatz zur sogenannten Affinitdtschromatographie (z. B. HPLC) erfolgt die
Trennung nicht durch Adsorption der Molekule an die stationare Phase, sondern durch
GroRRenausschluss in den Poren des Saulenmaterials (meist ein vernetztes Polymer-
gel). Das hydrodynamische Volumen des Polymers in Lésung ist somit die eigentliche
physikalische Trenngréf3e und nicht sein Molekulargewicht.

Makromolekule, deren hydrodynamisches Volumen das der Poren Ubersteigt,
werden als erstes am sogenannten ,oberen Ausschlussvolumen’ V, eluiert, welches
dem Volumen aullerhalb der Poren entspricht. Kleine Molekile kénnen in die Poren
hineindiffundieren und verweilen somit langer auf der Saule. GroRe Molekile eluieren
so vor den kleinen Molekilen mit dem Elutionsvolumen V,=Vy+ kgpc Vi, wobei kgpc der
Verteilungskoeffizient und V; das Volumen innerhalb der Poren darstelit.

Die Detektion der Polymerkonzentration im Eluat erfolgt als Funktion der Zeit bzw.
des Elutionsvolumens. Ublicherweise werden dazu ein Differentialrefraktometer (RI)
oder ein UV-Detektor (bei UV-aktiven Proben) verwendet. Da das Brechungsindex-
inkrement proportional zur Masse des geldsten Stoffes ist, liefert der RI-Detektor ein
Signal proportional zur Konzentration des Polymers in der jeweiligen Fraktion. Im Falle
der UV-Detektion sind zwei verschiedene Modi madglich: Liegt ein UV-aktives Monomer
vor und wird in dessen Absorptionsmaximum (z. B. A=260 nm fur PS) detektiert, so
wird ebenfalls ein massenproportionales Signal erhalten. Besitzt das Polymer eine
spezifische UV-aktive Endgruppe, so wird ein endgruppenproportionales Signal
detektiert.

Da es sich bei der GPC um eine Relativmethode zur Bestimmung von
Molekulargewichten handelt, ist eine Eichung erforderlich, um den gemessenen
Elutionsvolumina entsprechende Molekulargewichte zuordnen zu konnen. Dazu
werden engverteilte Polymerstandards verwendet, deren Molekulargewichtsmittelwerte
durch Absolutmethoden (Osmometrie, Lichtstreuung) bestimmt wurden. Das jeweils
gemessene Elutionsvolumen wird als Funktion des Molekulargewichtes M bzw.
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Polymerisationsgrades N dargestellt. Durch Interpolation mit Polynomen hoherer
Ordnung erhalt man die Eichkurve logM = f(Ve). Mittels der Eichkurve kdnnen nun die
Mittelwerte der Molekulargewichte sowie die Polydispersitaten bestimmt werden.

FUr Polymere unterschiedlicher Monomere sowie unterschiedlicher Topologie
mussen jeweils eigene Eichkurven erstellt werden. Dies ist jedoch nicht immer
modglich, da die entsprechenden Polymerstandards nicht zur Verfugung stehen.
Insbesondere fur (Block)Copolymere werden nur apparente Werte der Molekular-
gewichte und Polydispersitaten erhalten.

Fur Copolymere ergeben sich zusatzliche Schwierigkeiten, da nicht nur eine
Verteilung der Gesamtmolekulargewichte vorliegt, sondern die jeweiligen Ketten
desselben Molekulargewichtes eine chemische Heterogenitat aufweisen. Diese
chemische Inhomogenitat der Copolymerketten ist Folge des Polymerisations-
prozesses und entstent durch die unterschiedliche Verteilung der Komponenten
entlang der Polymerkette. Da das hydrodynamische Volumen nicht notwendigerweise
linear von der Copolymerzusammensetzung abhangt, ist mittels GPC eine
Auftrennung nach der GroRe des Molekulargewichtes in diesen Fallen nicht
gewahrleistet. Eine umfassende Charakterisierung von Copolymeren ist erst durch
Kombination  von  Chromatographiemethoden maglich: Mittels  kritischer
Chromatographie (LACCC, siehe unten) kann zunachst die Trennung nach
chemischen Heterogenitaten erfolgen, der dann eine Charakterisierung der jeweiligen
Fraktionen durch GPC folgt (2D-Chromatographie) [53].

Verschiedene Monomereinheiten besitzen normalerweise verschiedene Brechungs-
indexinkremente dn/dc, so dass ein detektiertes RI-Signal nicht mehr direkt
massenproportional ist. Bei Kenntnis der Brechungsindexinkremente der jeweiligen
Homopolymere ware eine Korrektur prinzipiell mdglich, die allerdings die genaue
Kenntnis der Zusammensetzung der eluierenden Kettenfraktion erfordert. Dies kann
mit einem zweiten Detektor erfolgen, der spezifisch nur auf eines der beiden
Monomere anspricht (z. B. ein UV-Detektor, falls nur eines der beiden Monomere UV-
aktiv ist.)

Ein generelles Problem, das insbesondere bei amphiphilen Blockcopolymeren
auftritt, ist die Bildung von Aggregaten, sofern das verwendete Losungsmittel nicht
beide Blocke gleich gut 16st. Somit kommt der Wahl der experimentellen Parameter,
wie Losungsmittel und Saulenmaterial eine grof3e Bedeutung zu, da Aggregatbildung
und Adsorptionsphanomene das Messergebnis verfalschen.

Da die Trennung der Polymere aufgrund des hydrodynamischen Volumens V),
erfolgt, kdnnen Eichkurven mittels universeller Kalibrierung erstellt werden [54].
Besitzen zwei Polymere unter gleichen apparativen Bedingungen das gleiche
Elutionsvolumen, so sind auch ihre hydrodynamischen Volumina gleich. Nach der Fox-
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Flory-Beziehung ist das hydrodynamische Volumen mit dem Molekulargewicht A und
der intrinsischen Viskositat [;] verkniipft:

V=0l M it [g]=tim 7"
=0 ¢
@’ Fox-Flory-Konstante (3.1)

n, spezifische Viskositat

Aufgrund dieser Beziehung ergibt sich die universelle Eichkurve aus der Auftragung

log([n]-M) als Funktion des Elutionsvolumens (Abb. 3.1). Mit Hilfe der Mark-Houwink-
Beziehung

[n]= KM “ (3.2)

kénnen im Falle von Homopolymeren bei Kenntnis der Mark-Houwink-Koeffizienten die
Eichkurven zweier Polymere (bei gleicher Konformation und Topologie) ineinander
umgerechnet werden; fir eine Vielzahl von Polymeren sind die entsprechende
Koeffizienten tabelliert (z. B. Polymer Handbook)

10"

10°

[n] M [ml/mol]

Abbildung 3.1: Universelle
Eichkurve; Kurve stellt
verwendete Fitfunktion dar.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Elutionsvolumen [ml]

Unter Verwendung eines differentiellen Viskosimeters wird die spezifische
Viskositat 7s, jeder Fraktion online gemessen, so dass mit der jeweils zugehdrigen
Polymerkonzentration das Molekulargewicht jeder Fraktion nach Gl. 3.1 berechnet
werden kann und somit die Molekulargewichtsverteilung der gesamten Probe. Bei dem
in der Arbeit untersuchten Polymersystem konnte das Konzept der universellen
Kalibrierung jedoch nicht zur Berechnung von Molekulargewichtsverteilungen
eingesetzt werden, da die benodtigte Polymerkonzentration ¢ mittels RI- bzw. UV-
Detektion nicht zuganglich war. Nach einer Methode nach GOLDWASSER [55] ist jedoch
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die Bestimmung des absoluten Zahlenmittels des Molekulargewichtes M, fur
Blockcopolymere ohne diese Information trotzdem maglich (Gl. 3.3):

Zci Zcz-

M, = Zc /M, Z(nsp;),. ), (3.3)

Die Summe im Zahler entspricht dabei gerade der injizierten Polymermenge. Der
Nenner kann direkt aus den Messdaten des Viskosimeters und der universellen
Eichung berechnet werden.

Der Einsatz eines Lichtstreudetektors ermdglicht die direkte Bestimmung des
Gewichtsmittels des Molekulargewichtes M,. Fur das hier untersuchte System
bereitete die geringe Streulichtintensitat der Polymere mit verhaltnismaRig kleinen
Molekulargewichten (< 10° g/mol) im verwendeten L&sungsmittel (DMA) erhebliche
Probleme.

Im Falle der verzweigten Blockcopolymere kénnen auch nach der GOLDWASSER—
Methode die Molekulargewichte nicht direkt bestimmt werden, da die Fox-Flory-
Konstante unter anderem von der Topologie der Polymere abhangt. Da die universelle
Kalibrierung jedoch unter Verwendung von linearen Polymeren erstellt wurde, ist sie
fur verzweigte Blockcopolymere nicht oder nur bedingt geeignet. Die oben diskutierte
Problematik der chemischen Heterogenitat gilt hier im besonderen Malle, da eine
Mischung unterschiedlicher Topologien zu Co-Elution fihren kann, d. h. verschiedene
Verzweigungsgrade zeigen das gleiche hydrodynamische Volumen und kénnen so
nicht getrennt werden.

3.1.2 Chromatographie am kritischen Punkt der Adsorption (LACCC)

Der Verteilungskoeffizient kspc der GPC wird im Wesentlichen durch Entropie-
anderungen bestimmt, wohingegen zum Verteilungskoeffizient bei der HPLC
enthalpische Wechselwirkungen zwischen Analyt und stationarer Phase den
entscheidenden Beitrag liefern. Bei der HPLC eluieren — im Gegensatz zur GPC —
daher kleine Molekule vor den groRen. Durch geeignete Wahl der experimentellen
Bedingungen (LOsungsmittel, Sdulenmaterial, Temperatur) kdnnen sich enthalpische
und entropische Effekte gerade kompensieren. Dadurch ergibt sich fur die Molekdle in
den Poren (stationare Phase) und denen in Lésung der gleiche Beitrag zur freien
Energie, so dass AG=0 ist; dieser Zustand wird als kritischer Punkt der Adsorption
bezeichnet. Unter diesen Bedingungen erfolgt die Trennung nicht nach der
Kettenlange oder dem Molekulargewicht, sondern ausschliellich aufgrund von
chemischen Inhomogenitaten des Polymers, wie z.B. funktionellen Gruppen,
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Verzweigungen oder unterschiedlichen Blocklangen. Dieses Verfahren eignet sich
daher zur Bestimmung von Funktionalitatsgraden auch bei hochmolekularen Proben,
die mit NMR-Spektroskopie nur unzuverlassig zu bestimmen sind.

'y
T LACCC

M SEC

LAC

Abbildung 3.2: Vergleich
der Abhangigkeit des
Elutionsvolumens von der
Molmasse fur die drei
Chromatographiemethoden
(LAC: Liquid Adsorption
Chromatography) [53].

v

3.1.3 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die 1988 von HILLENKAMP und KARAS [56, 57] entwickelte MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie ermdglicht die massenspektrometrische Analyse von Makromolekulen.
Die konventionell Ublichen Methoden zur lonisation und Desorption sind flr Polymere
nicht bzw. nur bedingt geeignet, da diese nicht fluchtig und zudem thermisch instabil
sind, wodurch es zu Fragmentierungen und Umlagerungen kommen kann.

Bei der MALDI-Methode (matrix assisted laser desorption/ionization) wird die zu
analysierende Substanz in groRer Verdunnung in eine Matrix eingebettet. Diese sollte
im Bereich der Laserwellenlange (A=337 nm) stark absorbieren und die Energie des
Laserpulses effizient auf den Analyten Ubertragen. Meist handelt es sich dabei um
substituierte aromatische Verbindungen (z.B. 1,8,9-Trihydroxyanthracen (Dithranol)
oder 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)). Durch Protonentransfer bzw. Adduktbildung
mit zugegebenen Alkali- oder Ubergangsmetallionen (z. B. AgTFA, KCI) kommt es zur
lonisierung der Makromolekile und Uberfilhrung in die Gasphase. Da der
lonisierungs- und Desorptionsmechanismus bisher noch nicht verstanden ist, beruhen
die verwendeten experimentellen Bedingungen auf empirischen Untersuchungen [58].

Die desorbierten lonen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und mit
einem  Time-of-Flight (TOF)-Detektor  analysiert.  Aufgrund  unterschiedlicher
Verhaltnisse von Masse zu Ladung (m/z) besitzen die lonen verschiedene
Geschwindigkeiten beim Verlassen der Beschleunigungsstrecke, so dass sie den
Detektor nach unterschiedlichen Flugzeiten erreichen.
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Um die gemessenen Flugzeiten dem zugehdrigen Molekulargewicht zuordnen zu
konnen, ist eine Kalibrierung notwendig. Dazu werden meist monodisperse
Biomolekile (z. B. Insulin) bzw. engverteilte Polymerstandards bekannter Endgruppen-
zusammensetzung verwendet. Aus den erhaltenen Massenspektren sollten prinzipiell
absolute Haufigkeitsverteilungen und Molekulargewichte zuganglich sein. Ein
Vergleich mit den mittels GPC bestimmten Mittelwerten (M, und M,,) zeigt jedoch, dass
nur fur sehr engverteilte Polymere (PD<1.1) vertrauenswirdige Werte fur die
Molekulargewichtsverteilung erhalten werden [58]. Da die Desorptions-
wahrscheinlichkeit mit steigender Molmasse abnimmt, kann es je nach
experimentellen Bedingungen zur Diskriminierung hoher Molmassen kommen,
wodurch M,, zu niedrig berechnet wird [59]. Die hochaufgeldsten Spektren ermdglichen
jedoch eine Endgruppenbestimmung.

In der vorliegenden Arbeit wird die MALDI-TOF-Massenspektrometrie
ausschlieBlich zur Analyse von Oligomeren in einem Bereich M=500-3000 g/mol
angewendet.

3.2 Streumethoden

Streumethoden nehmen einen wichtigen Platz bei der Untersuchung von Struktur und
Dynamik von Polymeren und kolloidalen Teilchen ein. Prinzipiell lassen sich zwei
verschiedene Messmethoden unterscheiden:

Statische Methoden:

Hierbei wird die gestreute Intensitat als zeitlicher Mittelwert winkelabhéangig gemessen.
Dabei werden Informationen Uber die Struktur erhalten. Die Wellenlange A der
verwendeten Strahlung bestimmt die Dimensionen, die aufgelost werden konnen. Je
nach Strahlungsquelle unterscheidet man:

Rontgenstreuung (SAXS/WAXS, Streuung an der Elektronendichteverteilung)
Neutronenstreuung (SANS, Streuung an Atomkernen, Streuldngenverteilung)
Lichtstreuung (SLS, Streuung an Fluktuationen der Polarisierbarkeit)

Dynamische Methoden:

Um die Dynamik eines Systems (Translation, Rotation, Schwingung) zu analysieren,
wird die gestreute Intensitat zeitabhangig bei festem Streuwinkel gemessen. Als
Strahlungsquelle werden im Wesentlichen koharentes Licht (DLS) oder auch
Neutronen verwendet.
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In den folgenden Abschnitten sollen die in der Arbeit verwendeten Streumethoden
naher erlautert werden.

3.2.1 Réntgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Allgemeines:

Nach der allgemeinen Streutheorie lasst sich die komplexe Amplitude einer gestreuten
Welle als lineare Superposition der Streuung an N Streuzentren am Ort 7 mit der
,Streukraft’ n; des k-ten Streuzentrums beschreiben [60]:

N

z , €Xp 27z1rk (3.4)
=1

::e—e und |s|— 2sm9’
A A

“|

6 halber Streuwinkel

Dabei wird der Streuvektor s als Differenz der beiden Einheitsvektoren ¢ und ¢, in
Richtung des gestreuten bzw. des einfallenden Strahls geteilt durch die Wellenlange
Adefiniert. Reale Systeme weisen jedoch anstelle diskreter Streuzentren eine
kontinuierliche Elektronendichteverteilung p(?) (bzw. Streulangendichteverteilung im
Falle der Neutronenstreuung) auf, so dass sich fur die Streuamplitude A(§) folgendes
Integral ergibt:

= Id3rp(17)exp(27z'i;7§) =7 p(F)] (3.5)

Somit stellt die komplexe Streuamplitude die Fouriertransformierte der
Elektronendichteverteilung p(7) dar. Da es sich bei der Fourier-Transformation um
eine eindeutig umkehrbare Transformation handelt, ware die Bestimmung der
Elektronendichteverteilung p(7) aus der Streuamplitude A4(5) direkt méglich.
Experimentell ist diese allerdings nicht zuganglich, sondern nur deren reelles
Betragsquadrat, die Intensitatsverteilung 1(5).

1(5)=]4G) = 4"(5)4(5) (3.6)

Die Beziehung zwischen A(s) und I(5) ist nicht eindeutig umkehrbar, so dass bei
der Messung Informationen Uber die Phase der gestreuten Welle verloren gehen.
Aufgrund der fehlenden Phaseninformation (,Phasenproblem’) kann die
Elektronendichteverteilung ~ p(#) somit nicht eindeutig allein aus der
Intensitatsverteilung I(5) bestimmt werden.
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Die Streuintensitat /(5) l&sst sich zudem als Fouriertransformierte der sogenannten
Patterson-Funktion P(F) auffassen, welche die Autokorrelationsfunktion (Selbstfaltung)
der Elektronendichteverteilung p(7) darstellt:

1(5)=[4G) = [drP(F)exp(27irs) = 7 [P(7)] (3.7)

Da die Bildung der Autokorrelationsfunktion ebenfalls nicht eindeutig umkehrbar ist,
kann die Elektronendichteverteilung auch unter Verwendung der Patterson-Funktion
nicht direkt ermittelt werden. Der Zusammenhang zwischen der Elektronen-
dichteverteilung o(7) im Ortsraum und der MessgroRe I(5) im reziproken Raum ist in
Abbildung 3.3 dargestellt.

realer ) | |2  reziproker
Raum Raum

Abbildung 3.3: Zusammenhang der streutheoretischen GréRRen des realen und
reziproken Raumes (*2: Bildung der Autokorrelationsfunktion (Selbstfaltung)).

Zweiphasensystem:

Ein ideales Zweiphasensystem besteht aus zwei Phasen mit den jeweils konstanten
Elektronendichten (bzw. Streulangendichten) p, und p, mit einem unendlich scharfen
Dichtesprung an der Grenzflache der beiden Phasen (Abb. 3.4).

Abbildung 3.4:
Eindimensionale Dichteprofil
eines idealen
Zweiphasensystems.
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Die gemessene Streuintensitat hangt nur von der Abweichung der Elektronendichte
Ap(7) von der mittleren Elektronendichte <p>V ab. Ist das Gesamtvolumen V' der
Probe grol} gegen die mittlere Ausdehnung der jeweiligen Phasenbereiche und sind
die beiden Phasen isotrop in der Probe verteilt, dann ergibt sich fur die Patterson-
Funktion als Autokorrelationsfunktion der Elektronendichteverteilung folgende
Darstellung:

P(F)=Ap(F)* Ap(-7) (3.8)

Die PoroD’sche Invariante k ist definiert als der Wert der Patterson-Funktion P(7)
an der Stelle 7 =0 [61]:

k=P(0)=ap(F)* = [dVI(s)=(p, - p, ) V$(1-9) (3.9)
14
Unter Verwendung der POROD’schen Invarianten & als Normierungskonstante wird

die normierte Patterson-Funktion y(7) erhalten, die als ,charakteristische Funktion’
eine wichtige Rolle bei der Behandlung von Zweiphasensystemen einnimmt:

(7)=20) (3.10)

Somit kann die Streuintensitat I(5) eines Zweiphasensystems als Fourier-
transformierte der normierten Patterson-Funktion dargestellt werden:

1(5)= k7 [y(7)] (3.11)

Die Entwicklung der Patterson-Funktion bzw. y(7) nach Potenzen von r liefert
Zusammenhange mit der Geometrie und Gréle der Grenzflache der Phasen:

s (3.12)

y(7)=7(r)= T pV 3

Als Koeffizient des linearen Terms in » erhalt man die mittlere Segmentlange /,
(mittlere Durchschusslange, engl.: average chord length) mit der Phasengrenzflache
S/V und dem Volumenbruch ¢ der Phase 1.

4 (3.13)

’ S

Der Zusammenhang zwischen der mittleren Segmentlange [/, und den
Zahlenmitteln der Segmentlangen der beiden Phasen /; ist gegeben durch
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li=<ll>+<li> und | = gi{12) = hall). (3.14)

2

Ist also der Volumenbruch einer der beiden Phasen bekannt, kdnnen aus der
mittleren Durchschusslange /, die Segmentlangen der beiden Phase erhalten werden.

Kennzeichnend fur das Vorliegen eines Zweiphasensystems ist nach dem POROD-
Gesetz das Auftreten einer sogenannten POROD-Asymptote im reziproken Raum, d. h.
die Streuintensitat /(5) fallt fiir groRe Streuvektoren mit der vierten Potenz von s ab.

) - k
ll_r)gs“I(S) B 27z3lp

(3.15)
Somit sind im asymptotischen Verhalten von SAXS- und SANS-Kurven wesentliche
Strukturparameter des Zweiphasensystems enthalten.

Im Falle einer lamellaren Morphologie kann durch den Vergleich der mittleren
Segmentlange [, mit der Langperiode L eine Aussage uber die Unebenheit der
Grenzflache erhalten werden. Als Mal} fur die Welligkeit dient die relative Oberflache
S/Sy, die sich aus dem Verhaltnis der Gesamtoberflache S der Lamelle zu der einer
ideal planaren Oberflache S, ergibt:

i=2L¢(l‘¢)=< ! > (3.16)

S, [ cosa

P

Der Winkel o beschreibt hierbei an jedem Punkt den Winkel zwischen der
Oberflache S und der Lamellennormalen.

Bei einer Entwicklung der charakteristischen Funktion »(7) nach héheren Potenzen
von r werden Koeffizienten erhalten, die im Zusammenhang mit den Krimmungs-
eigenschaften der Grenzflache S stehen. Fir ein System ohne Ecken oder Kanten
entlang der Grenzflache wird folgender Ausdruck erhalten:

7(r):1—i+i[<H2>s —§<K>S]+ o) (3.17)

Der -Koeffizient stellt den KIRSTE-POROD-Parameter dar und enthalt die mittlere
GAuss’sche Krimmung <K> und das gemittelte Quadrat der mittleren Krimmung
<H2>. Diese topologischen Parameter konnen in Beziehung zur Morphologie
mikrophasenseparierter Polymersysteme gesetzt werden, wie dies von MICHA et al.
[62] durchgefihrt wurde. Sie entwickelten ein generelles Phasendiagramm
(i-x-Phasendiagramm), das anhand der Krimmungsparameter H und K die
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Bestimmung der Morphologie von mikrophasenseparierten Systemen, wie z. B. im
Falle von Blockcopolymeren, erlaubt.

‘\) > |
=
0.5 Abbildung 3.5:
R S S T S D -k-Phasendiagramm
%0 05 10 15 20 25 30 35 40 nach MICHA et al. [62].

K

Eine weitere wichtige GroRe, die mit der charakteristischen Funktion y(7) in
Verbindung steht, ist die dreidimensionale Segmentlangenverteilung g(r) (engl.: chord
length distribution), welche sich zur Beschreibung insbesondere ungeordneter
Zweiphasensysteme im Realraum eignet. Sie stellt eine quantitative statistische
Beschreibung der Haufigkeit fur die Verbindungsstrecken zwischen Phasengrenzen im
Zweiphasensystem dar. g() ergibt sich aus der zweiten Ableitung der
charakteristischen Funktion:

y(r)=1_%+...
)= _sgln(r)h (3.18)

o) £200) )+ o)

)

P

¢0)=1,70), r>0

In dichten Systemen kann g(r) positive und negative Werte annehmen, je nachdem
ob eine Strecke r wieder in derselben Phase oder in einer anderen endet.

Je nach Problemstellung kann die Segmentlangenverteilung ebenfalls fur ein- und
zweidimensionale Systeme definiert werden. Ein Beispiel ist die von RULAND
eingefihrte eindimensionale Segmentlangenverteilung g,(r) (Grenzflachenverteilungs-
funktion) zur Beschreibung der Abfolge von Lamellenstapel senkrecht zur
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Lamellenebene [63]. Ist das Vorliegen einer lamellaren Morphologie gesichert, kdnnen
mittels einer GI. 3.15 analogen Beziehung bei Kenntnis des Volumenbruches einer
Phase die Schichtdicken d; und d, ermittelt werden:

di=i+i und d, = ¢d, = hd, (3.19)
P 1 2

3.2.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Bewegt sich ein streuendes Teilchen, so erfahrt die Streustrahlung — bedingt durch
den Dopplereffekt — eine Frequenzverschiebung relativ zur eingestrahlten Frequenz v,
des Primarlichtes, deren GroRe abhangig von Geschwindigkeit und Richtung des
streuenden Teilchens ist. Ein Ensemble von Teilchen mit BROWN’scher
Molekularbewegung erzeugt eine symmetrische Verbreiterung des Frequenz-
spektrums S(w), welches im Falle eines einfachen translatorischen Diffusions-
prozesses die Form einer Lorentz-Kurve besitzt. Die Halbwertsbreite 7; der spektralen
Verteilung des Streulichtes ist proportional zum translatorischen Diffusions-
koeffizienten D. Da sich Polymere bzw. kolloidale Teilchen in Losung relativ langsam
bewegen, ergibt sich eine nur kleine spektrale Verbreiterung 77, die experimentell nicht
aufgeldst werden kann.

Ein alternativer Zugang ist die Beobachtung von Fluktuationen der Streuintensitat /
und Bestimmung der zeitlichen Intensitatskorrelationsfunktion:

<I(q9t’)1(q9t'+t)>tr mlt q= 47msin @ (3 20)

(I(q.t"), A

gz(%t)=

Teilchenbewegung im Streuvolumen fuhrt zu einem Wechsel von konstruktiver und
destruktiver Interferenz der Streustrahlung auf dem Detektor im Fernfeld, so dass die
zeitlichen Schwankungen der gemessenen Streuintensitat mit der Dynamik der
Streuzentren in direktem Zusammenhang stehen.

Gemall des WIENER-KHINTCHINE-Theorems ist das Frequenzspektrum S(w) Uber
Fourier-Transformation mit der zeitlichen Feld-Autokorrelationsfunktion verknupft
[64, 65]

g, (q,t)oc TS(w)exp(— iqa)t)da), (3.21)

die Uber die SIEGERT-Relation mit g,(g,¢) in Zusammenhang steht [66]:
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2

g,(q.1)=1+|g,(q.1) (3.22)

Fir monodisperse Teilchen, deren Bewegungen nicht korreliert sind (unendliche
Verdlnnung), ist g;(z) eine abklingende Exponentialfunktion [64]

g,(¢)=exp(~Tt) mit T, = Dq?, (3.23)
aus deren Abklingkonstante der Translationsdiffusionskoeffizient D erhalten wird. Mit

Hilfe der STOKES-EINSTEIN-Beziehung lasst sich aus D der hydrodynamische Radius R,
einer reibungsaquivalenten Kugel bestimmen:

kT
67n,D

(3.24)

R,

Hierbei ist 770 die Viskositat des Losungsmittels, &z die Boltzmann-Konstante und T
die absolute Temperatur.

In realen Systemen haben intermolekulare Wechselwirkungen Einfluss auf die
diffusive Bewegung der Teilchen. Die Einflisse der Konzentration und des
Streuvektors auf den apparenten Diffusionskoeffizienten wird in Analogie zur
statischen Lichtstreuung mit Hilfe von Reihenentwicklungen beschrieben:

D,,(q)= D1+ C,Riq" + L) (k) (3.25)

Durch gleichzeitige Extrapolation auf unendliche Verdinnung und ¢=0 (analog zum
Zimm-Plot) kann der Diffusionskoeffizient D des freien Teilchens bestimmt werden.

Liegt ein polydisperses System vor, so ergibt sich g;) als multi-exponentieller
Abfall durch Superposition unterschiedlicher diffusiver Prozesse:

g(t)=(e")= Ter’G(F)dl" (3.26)

0

Zur Bestimmung des mittleren Diffusionskoeffizienten D muss die
Verteilungsfunktion G(I') analysiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Auswertung vorwiegend durch inverse Laplace-Transformation

6(r) = if o, (¢)exp(— Tt )de (3.27)

mit dem Programm FASTORT.EXE [67] durchgeflhrt.
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3.3 Circulardichroismus

Circulardichroismus (CD) zahlt zusammen mit der optischen Rotationsdispersion
(ORD) zu den chirooptischen Methoden. Voraussetzung fur beide Spektroskopiearten
ist das Vorliegen von Chiralitdt und dadurch bedingter optischer Aktivitat.

Nach FRESNEL [68, 69] lasst sich linear polarisiertes Licht als Uberlagerung zweier
zirkular polarisierter Strahlen auffassen, deren E-Feld-Vektoren E, und E, den
gleichen Betrag besitzen und die mit der gleichen Drehfrequenz gegenlaufig zirkular
um die Ausbreitungsrichtung rotieren.

Chirale Molekule zeichnen sich nun dadurch aus, dass sie sich unterschiedlich
gegenuber rechts und links zirkular polarisiertem Licht verhalten: Die Ausbreitungs-
geschwindigkeiten des Lichtes und somit die beiden Brechungsindizies der beiden
Komponenten in einem chiralen Medium sind unterschiedlich, d. h. n, # n,.

Da sich die Betrage der Feldvektoren E, und E, jedoch nicht &ndern, ergibt sich
eine Drehung der Schwingungsebene des linear polarisierten Lichtes um den Winkel a
nach Austritt des Lichtstrahles aus dem Medium (normale ORD). Die GroRe des
Drehwinkels hangt neben Konzentration und durchlaufener Weglange ebenfalls von
der verwendeten Wellenlange ab.

Im Bereich einer Absorptionsbande kommt hinzu, dass sich die molaren
dekadischen Absorptionskoeffizienten ¢, und &, unterscheiden. Dies bezeichnet man
als Circulardichroismus und die Differenz A¢ =¢, —¢,, die ein Mal} fur die Starke des
Circulardichroismus ist, kann sowohl negative als auch positive Werte annehmen.

___________

s
.........

alte neue

Polarisationsebene
|E| = |Egl |Ey| # |Egl
eingestrahltes Licht resultierendes Licht

Abbildung 3.6: Vektordarstellung zur Entstehung von elliptisch polarisiertem Licht
(rechts) beim Durchgang von linear polarisierten Lichtes (links) durch ein optisch
aktives Medium (n, =ng;, & #&). Die Hauptschwingungsachse ist gegenuber dem
einfallenden Licht um den Winkel o gedreht. Das Verhaltnis der kurzen zur langen
Ellipsenachse definiert die Elliptizitat.
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Das Auftreten von Circulardichroismus bewirkt, dass sich der normalen ORD-Kurve
eine S-formige Kurve mit Minima und Maxima Uberlagert (anormale ORD). Dabei
entspricht der Wendepunkt A der ORD-Kurve dem Maximum der zugehoérigen CD-
Kurve. Beide Effekte werden als positiver bzw. negativer COTTON-Effekt bezeichnet.

Verlasst ein urspringlich linear polarisierter Lichtstrahl ein Medium, das im
untersuchten Bereich einen COTTON-Effekt aufweist, ist dieser elliptisch polarisiert, da
sich die Betrdge E, und E, durch die unterschiedliche Absorption verandert haben.
Der Summenvektor beschreibt eine Ellipse, deren Hauptachse um den Drehwinkel o
gedreht ist (Abb. 3.6).

Die Form der Ellipse lasst sich durch die Elliptizitat ® beschreiben, welche Uber
das Verhaltnis der Neben- und Hauptachse definiert ist.

- -

~

R

O ~tan® = (3.28)

- -

+

~
=

Ublicherweise ist der Winkel ® sehr klein, so dass tan® naherungsweise durch
den Winkel selbst ersetzt werden kann. Durch Normierung auf die molare
Konzentration ¢,, und die Schichtdicke d erhalt man die molare Elliptizitat [©].

[]= 100-2- (3.29)

Cy

Aufgrund historischer Konvention wird der Wert der molaren Elliptizitat in
Grad cm? dmol " angegeben.

Das Auftreten eines COTTON-Effekts ist an die Anwesenheit eines Chromophors
gebunden. Dabei kann der Chromophor oder das absorbierende Molekil bzw. dessen
Orbitalsystem selbst chiral gebaut sein (z. B. Hexahelicen) oder eine lokale Symmetrie
besitzen, sich aber in chiraler Umgebung befinden (z. B. Ketogruppe im Campher).

CD-Spektroskopie stellt eine wichtige Methode zur Untersuchung der Sekundar-
struktur von Biopolymeren, wie Polypeptide und Proteine oder auch DNA und RNA,
dar. Proteine besitzen aufgrund ihres Aufbaus aus Aminosauren eine chirale
Grundstruktur. Durch die Ausbildung einer Sekundarstruktur wie a-Helix, p-Faltblatt
oder Zufallsknauel (engl.: random coil) kommt es zusatzlich zu einer Kopplung von
Chromophoren, hier der Amidgruppe der Peptidbindung. Fir jede der Sekundar-
strukturen, findet man spezifische CD-Spektren (siehe Abb. 3.7)
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3 Charakterisierungsmethoden

Abbildung 3.7:
CD-Spektren von drei
unterschiedlichen Sekundar-
strukturen von Poly(L-lysin). Sie
190 200 210 220 230 240 sind charakteristisch flr eine
A/nm Vielzahl von Polypeptiden [70].

[GM]A/104(Grad-cm2-dmol'l) =

Ausgehend von den Ubergangen der Amidgruppe (zn* und nr*) lassen sich den
beobachteten CD-Banden die entsprechenden Ubergénge zuordnen:

Fir die a-Helix findet man neben dem nr*-Ubergang (222 nm, negatives Ag) zwei
nn*-Ubergdnge (208 nm, negatives Ae sowie 190 nm, positives Ag), die durch
Exitonen-Aufspaltung zustande kommen. Dabei entspricht der langerwelligere
Ubergang der parallel zur Helix polarisieten Bande und der kurzwelligere
entsprechend der senkrecht polarisierten Bande.

Das B-Faltblatt besitzt eine negative Bande bei 215 nm (nn*-Ubergang) sowie eine
positiven Ubergang bei 198 nm (nr*). Die GroBe der Banden hangt dabei vom
Verdrillungsgrad des Faltblattes ab.

Das Zufallsknduel zeigt ebenfalls zwei Banden: die negative Bande bei 197 nm
korrespondiert zum nn*-Ubergang, wahrend die kleinere positive Bande bei etwa
210 nm dem nr*-Ubergang zuzuordnen ist.

Meist liegen jedoch mehrere Sekundarstrukturen gleichzeitig in einem Protein vor,
so dass das erhaltene CD-Spektrum sich aus einer additiven Uberlagerung der
einzelnen Strukturen ergibt. Somit lasst sich die beobachtete molare Elliptizitat bei
einer Wellenlange A darstellen als

©]=r.10,1+ 1,l0,]+ £.[0,] (3.30)
mit f, + f, + f,. <1
Das Aussehen solcher Kurven wurde von GREENFIELD und FASMAN fir

verschiedene Anteile der drei Konformationen auf der Grundlage réntgenographischer
Daten berechnet [71].
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4 Synthese und Charakterisierung der Polypeptid-
Blockcopolymere

Im folgenden Kapitel wird die Synthese sowie die molekulare Charakterisierung der
verwendeten Polypeptid-Blockcopolymere beschrieben. Das zweistufige Synthese-
konzept umfasst in Analogie zu Beispielen in der Literatur [46-49] zunachst die
Synthese eines ein- bzw. mehrfach aminofunktionalisierten Polymers, welches
anschlieBend als Makroinitiator fur die ringéffnende Polymerisation von
N-Carboxyanhydriden (NCA) fungiert. Eine direkte Darstellung der Blockcopolymere in
einer ,Eintopfreaktion’ durch sequenzielle Monomerzugabe ist nicht mdglich.

0 .R R

_ _— > S :
Polymer—NH, + n O}/—NH “nco, Polymer H\&‘/\N%_nH
H
O

@)

Abbildung 4.1: Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung von Polypeptid-
Blockcopolymeren.

Die Makroinitiatoren sollten mittels lebender anionischer Polymerisationsverfahren
dargestellt werden, um neben einer engen Molekulargewichtsverteilung gleichzeitig
einen hohen Funktionalisierungsgrad erzielen zu konnen. Dabei stellt ein hoher
Funktionalisierungsgrad die Grundvoraussetzung dafir dar, das gewilnschte
Blockcopolymer in mdglichst reiner Form, d.h. frei von Precursor-Polymer, zu
erhalten. Die wahrend der anionischen Polymerisation vorliegenden aktiven Spezies
selbst sind als Makroinitiatoren nicht geeignet, da sie eine zu grof3e Reaktivitat und
insbesondere Basizitat besitzen. Dies begunstigt eine Deprotonierung des
N-Carboxyanhydrids gegenuber eines nucleophilen Angriffs und die nachfolgende
Polymerisation verlauft nach dem AM-Mechanismus (siehe Kapitel 2.3), wodurch keine
Blockcopolymere, sondern Mischungen zweier Homopolymere erhalten werden. Die
EinfUhrung der als Initiatorgruppen erforderlichen primaren Aminogruppen in der
anionischen Polymerisation ist allerdings wegen der erforderlichen Schutzgruppen-
chemie mit einem erheblichen synthetischen Aufwand verbunden.

Zur Herstellung der N-Carboxyanhydride wurde die FUCHS-FARTHING-Methode mit
Triphosgen in THF gewahlt [72]. Das nach der Phosgenierung erhaltene Rohprodukt
enthalt noch Spuren von Phosgen, ist daher weniger hydrolyseempfindlich als das
aufgereinigte Produkt und kann so auch Uber einige Wochen gelagert werden. Das
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4 Synthese und Charakterisierung

Rohprodukt wurde erst unmittelbar vor den Polymerisationsreaktionen durch
mehrmaliges Umkristallisieren aus THF/Petrolether (1:2 v/v) aufgearbeitet.

Aus mehreren Grinden beschrankte sich die Wahl der umgesetzten Aminosauren
auf die trifunktionellen Aminosauren Glutaminsaure (Glu) und Lysin (Lys): Die
Synthese der N-Carboxyanhydride sowie deren Polymerisation wurden bereits vielfach
beschrieben, und die jeweiligen Homopolymere zeichnen sich — auch bei hdheren
Molekulargewichten — durch relativ gute Ldslichkeit im Vergleich zu anderen
Poly(a-aminosaure)n aus. Wegen der zusatzlichen funktionellen Gruppen sind die
Polymere dieser Aminosauren prinzipiell wasserloslich, und die Ausbildung einer
helikalen Sekundarstruktur kann leicht durch die Anderung des pH-Wertes beeinflusst
werden. Glutaminsaure wird dabei als starker, Lysin als moderater a-Helix-Bildner
klassifiziert [73], so dass in Abhéngigkeit des pH-Wertes ein Knauel-Helix-Ubergang
zu erwarten ist. Voraussetzung hierfur jedoch ist, dass jede Monomereinheit in
derselben Konfiguration, d.h. enantiomerenrein, vorliegt. Aus diesem Grund wurden
ausschlie3lich die enantiomerenreinen, naturlich vorkommenden L-(S-)Aminosauren
fur die Synthesen eingesetzt.

0] O

HZNYU\ oH HN I oH
NH

EJ\/O\H
bl ©) Abbildung 4.2:
O Strukturformeln der

Ne-Z-L-lysin L-Glutaminsaure-5-benzylester Zlngese_’gzten
minosauren.

In Analogie zur klassischen schrittweisen Peptidsynthese ist es auch hier
notwendig, die dritte Funktionalitdt mit geeigneten Schutzgruppen zu versehen, um
Nebenreaktionen bei der Phosgenierung und der anschlieenden Polymerisation zu
vermeiden. Als Schutzgruppe fur die e-standige Aminogruppe des Lysins wurde die
Urethanschutzgruppe Benzyloxycarbonyl- (Z) eingesetzt, wahrend die y-standige
Carboxylfunktion der Glutaminsaure in Form des Benzylesters (Bzl) geschutzt wurde.
Beide Schutzgruppen lassen sich durch katalytische Hydrierungen unter milden
Bedingungen wieder leicht abspalten [74, 75]. Die entsprechend geschitzten
Aminosauren sind kommerziell erhaltlich, so dass kein zusatzlicher synthetischer
Aufwand entstand.

Der Einsatz der Schutzgruppen gewahrleistet darliber hinaus nicht nur eine
reibungslose Synthese, sondern maskiert auch den hydrophilen Charakter der
jeweiligen Monomereinheiten im Polymer, wodurch das Arbeiten in polaren
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4 Synthese und Charakterisierung

organischen Losungsmitteln Uberhaupt erst ermoglicht wird. Somit spielt das
Vorhandensein der Schutzgruppe im Polymer eine wichtige Rolle fiur dessen
Eigenschaften.

4.1 Lineare Blockcopolymere

4.1.1 Synthese und Charakterisierung der monofunktionellen
Makroinitiatoren

Die Synthese endfunktionalisierter Polymere mittels lebender Polymerisation kann
prinzipiell auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen:

Mit der Verwendung funktionalisierter Initiatoren wird die gewinschte Funktionalitat
in jede der wachsenden Ketten eingefuhrt [76-78]. Es handelt sich hier meist um
hochreaktive Alkalimetall-Organyle, die aufgrund einer oft geringen chemischen
Stabilitdt und schlechten Ldslichkeit in den verwendeten organischen Losungsmitteln
nur eine beschrankte Einsetzbarkeit besitzen.

Der haufiger beschrittene Weg setzt demgegeniber auf eine Modifikation des
lebenden carbanionischen Polymerkettenendes mit einem funktionalisierten Abbruch-
reagens [79]. Analoge Reaktionen von Organolithium-Verbindungen mit einer Vielzahl
von Elektrophilen spielen in der klassischen organischen Chemie zur
Bindungsknipfung eine wichtige Rolle [80]. Die Wahl des Abbruchreagenzes und der
entsprechenden Reaktionsbedingungen ist entscheidend flr den erzielten
Funktionalisierungsgrad sowie die Unterdrickung von Nebenreaktionen. Zahlreiche
Beispiele in der Literatur beschaftigen sich mit der Synthese und Umsetzung
verschiedener Funktionalisierungsreagenzien [79].

Die primare aliphatische Aminogruppe zahlt nach wie vor zu den am schwierigsten
direkt einfihrbaren funktionellen Gruppen in der lebenden anionischen Polymerisation
[81, 82]. Da das anionische Kettenende sofort durch Deprotonierung mit einer freien
Aminogruppe reagiert, ist es erforderlich, beide Protonen quantitativ zu schiitzen. Dies
kann z. B. durch Maskierung in Form einer Schiff' schen Base erfolgen [83, 84]. Viel
haufiger allerdings werden Silylschutzgruppen zu diesem Zweck eingesetzt, die sich
sehr leicht im sauren Milieu wieder abspalten lassen:

QUIRK und LYNCH [85] stellten in einer dreistufigen Synthese ein Diphenyl-
ethylenderivat dar, welches nicht nur eine Endfunktionalisierung des Polymers
ermdglicht, sondern aufgrund der zunachst entstehenden carbanionischen Lithium-
Spezies die Option bietet, die Polymerisation durch Zugabe weiteren Monomers
fortzusetzen. Die von HIRAO und NAKAHAMA synthetisierten o-funktionalisierten
a-Halogenalkane eignen sich zur Einfihrung unterschiedlicher funktioneller Gruppen,
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4 Synthese und Charakterisierung

wie der Hydroxyl-, Amino-, Thiol- und verschiedener Carbonylgruppen. Zum Schutz
der primaren Aminogruppe wurden unter anderem auch verbrickte Silylderivate
verwendet [82, 86]. Ein ebenfalls sehr vielseitig variierbarer Weg wurde von DESIMONE
et al. beschritten [87]: Sie verwendeten Chlorsilanderivate, die durch eine stark
polarisierte Silicium-Chlor-Bindung eine grof3e Reaktivitat besitzen und somit einen
hohe Effizienz bei der Reaktion mit dem lebenden Kettenende aufweisen. Eine Reihe
von funktionellen Gruppen - darunter die Hydroxyl-, Amino-, Thiol- und
Carboxylgruppe — sind mit Hilfe dieser Chlorsilanderivate zuganglich. Die dreistufige
Synthese des entsprechenden Derivates zur Einfihrung der Aminogruppe beginnt mit
der Addition von Lithium-N,N-bis(trimethylsilyl)amid an (Chloromethyl)methylether, der
sich im zweiten Schritt eine Grignard-Reaktion mit Allyloromid anschliet. Das
erhaltene o-Olefin wird unter Platin-Katalyse mit Chlordimethylsilan in einer
Hydrosilylierungsreaktion zum gewunschten Produkt umgesetzt. Die Verwendung des
Lithium-N, N-bis(trimethylsilyl)Jamids garantiert hierbei bereits, dass beide Protonen des
Amins maskiert sind, da eine nachtragliche Entfernung nur partiell geschitzten Amins
schwierig ist [88]. Zudem erfordert das nachtragliche Einbringen der Silyl-
schutzgruppen eine zweistufige Reaktionssequenz.

Zur Darstellung des monofunktionellen Makroinitiators wurde aufgrund der oben
genannten Vorteile die Endfunktionalisierung des lebenden Kettenendes unter
Verwendung eines Chlorsilanderivates gewahlt. Das Synthesekonzept des
Funktionalisierungsreagenzes wurde jedoch gegenuber der Literaturvorschrift
dahingehend modifiziert, dass nur noch eine zweistufige Synthese erforderlich ist
(Abb. 4.3):

Der erste Schritt der Synthese beinhaltet die Darstellung silylgeschutzten Allylamins
durch die Reaktion von Lithium- oder Kalium-N,N-bis(trimethylsilyl)amid mit Allylbromid
in Hexamethyldisilazan (HMDS) [89, 90]. Von groRRer Bedeutung fur den Erfolg der
Reaktion sind die Qualitdt des sehr hydrolyseempfindlichen  Kalium-
N,N-bis(trimethylsilyl)amids und insbesondere die Verwendung von Hexamethyl-
disilazan als Losungsmittel. Versuche in anderen Ublichen organischen
Ldsungsmitteln, wie z. B. THF, ergaben nur sehr geringe bis gar keine Ausbeuten des
gewunschten Produktes. Das gewunschte silylgeschutzte Allylamin  konnte in
verschiedenen Ansatzen mit Ausbeuten im Bereich von 65-70 % isoliert werden. Eine
Lagerung des Produktes unter Argon im Kuhischrank ist fir wenige Wochen maoglich,
so dass der nachfolgende Syntheseschritt bei Bedarf durchgeflhrt werden kann.

Analog zur Literatur [87] schlie®t sich als zweiter Schritt der Synthese eine
platinkatalysierte Hydrosilylierungsreaktion unter Verwendung von Chlordimethylsilan
an. Ein rigider Ausschluss von Feuchtigkeit ist hierbei unbedingt erforderlich, da die
Chlor-Silicium-Bindung des eingesetzten Chlordimethylsilan sowie des Produktes sehr
leicht hydrolisiert wird. Entscheidenden Einfluss auf den Verlauf der Reaktion hat die
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Gute der als Katalysator eingesetzten, sehr hygroskopischen Hexachloroplatinsaure:
Das eindeutige Einsetzen einer exothermen Reaktion sowie eine sofortige
Grinfarbung der Reaktionsldsung — und hiermit verbunden eine gute Ausbeute des
Hydrosilylierungsproduktes (60 %) — konnte nur bei Verwendung von frisch getffneter
und fester Hexachloroplatinsaure beobachtet werden. Wurde demgegenuber eine
durch Feuchtigkeitskontakt bereits zerlaufene Platinverbindung eingesetzt, musste das
Reaktionsgemisch lange Zeit ohne sichtbares Einsetzen einer Reaktion erhitzt werden.
Die isolierten Ausbeuten betrugen im letztgenannten Fall zudem nur rund 30 %.

KN(SiMe . CISi(Me).H |
B NEMed) A~ N(SiMe,), _i, Cl—Si_~_N(SiMe,),
-KBr H,PtCl, |

Abbildung 4.3: Reaktionsschema zur Synthese des verwendeten Funktionalisierungs-
reagenzes 1-(Chlorodimethylsilyl)-3-[N, N-bis(trimethylsilyl)Jamino]-propan.

Die Reaktionsprodukte beider Stufen wurden mittels 'H-NMR-Spektroskopie
charakterisiert. Wegen der Hydrolyseempfindlichkeit des erhaltenen Funktionali-
sierungsreagenzes wurde dieses jeweils frisch hergestellt und moglichst am nachsten
Tag direkt eingesetzt.

Lebende anionische Polymerisationen wurden an einer kombinierten
Vakuum/Argon-Linie durchgefiihrt, die mit Rotaflo®-Ventilen aus Teflon versehen ist.
Alle Schritte der Polymerisation, insbesondere die erforderlichen Reinigungs-
operationen der Monomere und des Losungsmittels, wurden dabei direkt an der
Vakuum-Linie durchgefuhrt. Als Monomere wurden Styrol und Butadien gewahlt, da
hier die Funktionalisierungsreaktion mit dem lithiierten Kettenende glatt verlaufen
sollte. Zudem unterscheiden sich die jeweils angestrebten Makroinitiatoren drastisch
durch ihre Glastemperatur: Polystyrol besitzt eine Glastemperatur weit oberhalb der
Raumtemperatur (je nach Molekulargewicht zwischen 40 und 100 °C), wahrend
Polybutadien als sogenannter ,soft block’ sich bei Raumtemperatur bereits oberhalb
der Glastemperatur befindet (T4 von 1,2-Polybutadien: etwa —10 °C), was die beiden
Polymere flr unterschiedliche Einsatzgebiete interessant macht (siehe z. B. Kapitel 6).

Styrol wurde wie von DESIMONE beschrieben in Cyclohexan polymerisiert [87]. Nach
Initierung der Polymerisation mit sec-Butyllithium bei Raumtemperatur wurde die
orangerote Reaktionslésung drei Stunden bei 50 °C gerihrt. Mit einer zweiseitigen
Transfernadel wurde eine Probe der Polymerlésung (Precursor) entnommen und fur
die Molekulargewichtsbestimmung mit GPC mit Methanol abgebrochen. Anschlie3end
wurde die Polymerisationsreaktion im Reaktor durch Zugabe des Funktionalisierungs-
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reagenzes terminiert. Dazu wurden 1.3 Aquivalente des Chlorsilanderivates, bezogen
auf die eingesetzte Initiatormenge, in einigen Millilitern absolutem THF geldst, zur
Beseitigung von Verunreinigungen mit 5 mol% sec-Butyllithium versetzt und die
entgaste Losung zu der lebenden Polymerlésung gespritzt. Die Zugabe von THF
beschleunigt in diesem Fall die Abbruchreaktion, da aufgrund seiner Polaritat die in
Cyclohexan vorliegenden lonenpaar-Aggregate leichter ,aufgebrochen’ werden. Die
Farbe der Reaktionsldsung wechselte nach der Zugabe in wenigen Sekunden zu
schwach gelb. In den folgenden Stunden entfarbte sich die Losung vollstandig und es
bildete sich ein Niederschlag des bei der Abbruchreaktion entstandenen
Lithiumchlorids (Abb. 4.4).

Beim nachsten Schritt, der Entfernung der Silylschutzgruppen der Aminofunktion,
wurden verschiedene Methoden angewendet. Zunachst wurde jedoch in allen Fallen
das Losungsmittel Cyclohexan am Rotationsverdampfer mdglichst vollstandig entfernt.
Anschlieend wurde das Polymer in THF wieder geldést und nach Zugabe von
verdunnter HCI-LOsung zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Mit NaOH wurde
die Losung alkalisch gestellt, das Polymer dann in Methanol ausgefallt und im
Vakuumtrockenschrank getrocknet. In spateren Versuchen wurde dazu ubergegangen,
das Polymer in Benzol zu lésen und zusammen mit verdunnter HCI als
Zweiphasengemisch Uber Nacht zu ruhren. Die beiden Phasen wurden nach Zugabe
von NaOH im Scheidetrichter getrennt, die organische Phase nochmals mit Wasser
nachgewaschen, Uber NaySO, getrocknet und gefriergetrocknet. Letztere
Vorgehensweise hat den Vorteil, dass Salze sich nicht in der benzolischen Phase
l6sen und dartber hinaus durch wassrige Extraktion entfernt werden kénnen. Das
Gefriertrocknen des Polymers hat durch die Wasser schleppende Eigenschaft des
Benzols einen zusatzlichen Trocknungseffekt gegenlber der einfachen Trocknung im
Vakuumtrockenschrank. Dies gewahrleistet einen wasserfreien Makroinitiator, was
eine wichtige Voraussetzung fur eine kontrollierte ringdffnende Polymerisation der
N-Carboxyanhydride ist, die ebenfalls durch Wasserspuren initiiert werden kann (siehe
Kapitel 2.5).

Die Polymerisation von Butadien wurde in THF bei —78 °C mit sec-Butyllithium
initiiert. Um einen moglichst hohen Umsatz zu erzielen, wurde Uber Nacht (mindestens
15 Stunden) polymerisiert. Dennoch wurden die angestrebten Molekulargewichte in
keinem der Versuche erreicht, da jeweils ein Umsatz von nur etwa 50-60 % erzielt
werden konnte. Der Abbruch der Polymerisationsreaktion wurde nach Entnahme einer
Vergleichsprobe durch Zugabe des Funktionalisierungsreagenzes nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise durchgefuhrt. Die Reaktionslésung wurde dann am
Rotationsverdampfer eingeengt und zur Entfernung der Silylschutzgruppen mit
wassriger HCI-Losung gerthrt. Wiederum erfolgte die Neutralisation der Losung mit
Natriumhydroxid und das Ausfallen des Polymers in Methanol. Bedingt durch die
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niedrige Glastemperatur des Polybutadiens kann das Polymer nur in Form eines sehr
zahflissigen, klebrigen Ols isoliert werden. Die Entschiitzungsreaktion wurde als
Zweiphasensystem bestehend aus Petrolether und wassriger HCI durchgefihrt.
Petrolether wurde wegen seines niedrigen Siedepunktes als organische Phase
gewahlt, da es sich leicht aus dem zahflissigen Polymer im Vakuumtrockenschrank
entfernen liel3.

X ‘>,Li ~Li CI—Ti\/\/N(SiMe3)Z

-
-

X Cyclohexan, 50°C -LiCl

Y

Si_~_—N(SiMe,), X ?i\/\/NHZ
1. HCI (aq.)
é
2. NaOH

Abbildung 4.4: Reaktionsschema zur Synthese der monofunktionellen Makro-
initiatoren.

Die Charakterisierung der dargestellten monofunktionellen Makroinitiatoren erfolgte
auf zweifache Weise:

Molekulargewichte sowie Molekulargewichtsverteilungen wurden mit GPC in THF
unter Verwendung der entsprechenden Eichkurven fur Polystyrol und
Poly(1,2-butadien) bestimmt. Es wurden die vor der Funktionalisierungsreaktion
entnommenen Precursor vermessen, da freie Amine sowie deren Hydrochloride durch
Adsorption an das Saulenmaterial das Elutionsverhalten der Polymere gravierend
verandern und somit die GPC-Analytik verfalschen konnen.

Der Funktionalisierungsgrad der Polymere wurde aus den jeweiligen 'H-NMR-
Spektren in deuterietem Chloroform berechnet. Die Protonen der zu den
Siliciumatomen nachbarstandigen Methylgruppen korrespondieren zu Signalen im
'H-NMR-Spektrum bei sehr hohem Feld: Bei §=0.10 ppm findet man das Singulett der
Trimethylsilylschutzgruppen (18  Protonen), bei etwas niedrigerem Feld
(6=0.4-0.7 ppm) werden die Methyl- und Methylenprotonen in Nachbarstellung zum
Siliciumatoms der neu geknipften Kohlenstoff-Silicium-Bindung als Multiplett (acht
Protonen) detektiert. Anhand des ersteren Signals kann die Freisetzung der
Aminogruppe leicht Uberprift werden. Zur Berechnung des Funktionalisierungsgrades
konnen die Integrale der beiden genannten Signale im Vergleich zum Integral der
aromatischen Protonen (im Falle von PS) unter Einbeziehung des durch GPC
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ermittelten Molekulargewichtes bzw. Polymerisationsgrades herangezogen werden.
Da die Silylschutzgruppen bereits durch kleine Spuren von Saure abgespalten werden,
ist es jedoch verlasslicher, das oben genannte Multiplett des entschitzten Polymers
fur die Berechnung einzusetzen. Bei Polymeren mit kleinem Molekulargewicht kann
meist das Protonensignal des Initiatorfragmentes identifiziert und dessen Integral
direkt verglichen werden; in diesen Fallen ist die Einbeziehung des GPC-
Molekulargewichtes nicht erforderlich.

Aus den 'H-NMR-Spektren wurde ebenfalls die vorliegende Mikrostruktur des
Polybutadiens ermittelt [91]. Der Anteil an 1,2-Addukt lag in allen Fallen im Bereich von
90 %, der an 1,4-Addukt bei etwa 10 %, was der zu erwartenden Mikrostruktur eines
unter oben genannten Reaktionsbedingungen hergestellten Polybutadiens entspricht.
In Tabelle 4.1 sind alle dargestellten monofunktionellen Makroinitiatoren und ihre
Charakterisierung zusammengestellt.

Tabelle 4.1: Molekulare Parameter der synthetisierten  monofunktionellen
Makroinitiatoren.

Polymer P, (GPC) PD famino
PSs,-NH, 52 1.04 0.90 @
PSs7-NH, 57 1.04 > 0.95 &P
PS.15-NH, 218 1.03 0.90°
PB.7-NH, 27 1.10 >0.95°2
PBa4s-NH, 43 1.09 >0.95 2
PBgs-NH, 85 1.08 0.87 2
PB119-NH, 119 1.08 >0.95 2

(a) "H-NMR, (b) LACCC

Es wurden meist sehr hohe Funktionalisierunsgrade >90 % gefunden, was fur eine
hohe Effizienz des verwendeten Chlorsilan-Reagenzes spricht. In den Fallen, in denen
eine deutlich geringere Funktionalisierung festgestellt wurde, zeigten sich auch in der
GPC bimodale Verteilungen des Polymers, was auf apparative Probleme bei der
Polymerisation bzw. beim Abbruch zurickzufihren ist (Kettenkopplung durch
Sauerstoff-Spuren).

Als eine weitere Madoglichkeit zur Charakterisierung der endfunktionalisierten
Polymere  hinsichtlich  ihres  Funktionalisierungsgrades  bietet sich  die
Flissigchromatographie am kritischen Punkt der Adsorption (LACCC) an. Wie in
Kapitel 3.1 erlautert, erfolgt dabei die Trennung nicht nach Molekulargewicht, sondern
nach chemischen Heterogenitaten wie sie z.B. unterschiedliche Endgruppen
darstellen. Die synthetisierten monofunktionellen Polystyrole wurden mit dieser
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Methode unter den fur Polystyrol kritischen Bedingungen vermessen (THF/Hexan
60/40, wiw, 45 °C, NHzy-modifiziertes Silicagel). In Abbildung 4.5 sind die erhaltenen
Messdaten dargestellt.

Abbildung 4.5:

Flachennormierte

Chromatogramme (ELSD-Signal)

monofunktioneller Polystyrol-

Makroinitiatoren gemessen unter

kritischen Bedingungen fur

. —_ e S NS Polystyrol (siehe Text).

28 32 36 40 44 48 52 56 6.0
LACCC Retentionszeit [min]

Nicht funktionalisiertes Polystyrol eluiert unter kritischen Bedingungen mit einer
Retentionszeit von 4.706 Minuten, wahrend fur die beide aminofunktionalisierten
Polymere Retentionszeiten von 4.441 Minuten (PSs7-NH2) und 4.146 Minuten
(PS218-NH3) erhalten werden, die somit also im GPC-Modus eluieren. Fur PSs7-NH>
ergibt sich ein monomodales Signal, das einen geringfligigen Auslaufer im Bereich des
Polystyrols besitzt. Die Auswertung der Signalflachen ergibt einen nicht
funktionalisierten Restanteil von maximal 5 %. Dies zeigt einen sehr hohen
Funktionalisierungsgrad (> 95 %) an, so wie er auch mittels NMR-Spektroskopie
ermittelt wurde. Im Falle von PS;1s-NH, dagegen wird ein bimodales Chromatogramm
erhalten, und ein deutlicher Anteil des Polymers von etwa 10 Gew.-% eluiert mit der
Retentionszeit des nicht funktionalisierten Polystyrols, tragt somit also auch keine
Aminofunktion. Die Bestimmung des Funktionalisierungsgrades aus dem 'H-NMR-
Spektrum ergab einen Wert von etwa 70 %, der aber aufgrund der geringen
Signalintensitat des zugehorigen Signals nur abgeschatzt werden konnte und somit mit
einem grof3en Fehler behaftet ist.

Prinzipiell — erlaubt LACCC somit zuverlassige Bestimmungen von
Funktionalitatsgraden auch bei Polymeren mit Molekulargewichten > 20000 g/mol, im
Gegensatz zur NMR-Spektroskopie.
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4.1.2 Synthese und Charakterisierung der linearen Polypeptid-
Blockcopolymere

Die synthetisierten monofunktionellen Polymere wurden als Makroinitiatoren in der
ringdffnenden Polymerisation der N-Carboxyanhydride von N,-Z-L-lysin und
L-Glutaminsaure-5-benzylester eingesetzt. Die Polymerisation dieser N-Carboxy-
anhydride in verschiedenen Losungsmitteln wurde in der Literatur bereits vielfach
beschrieben [41, 42]. Das relativ haufig verwendete Ldsungsmittel N,N-Dimethyl-
formamid (DMF) zeichnet sich durch sehr gute Lésungseigenschaften im gesamten
Verlauf der Polymerisation aus, d. h. auch das entstehende Polypeptid bleibt homogen
geldst. Da DMF durch Zersetzungsreaktionen Spuren von Aminen enthalten kann und
Wasser sehr leicht 16st, ist es zwingend erforderlich, das Ldsungsmittel frisch zu
destillieren und anschlieRend unter Ausschluss von Licht zu lagern. Im Hinblick auf die
Synthese von Blockcopolymeren ist zu beachten, dass auch der hydrophobe
Makroinitiator gelost vorliegen muss, damit der Initiatorschritt Uberhaupt erst moglich
wird. Im Falle von Polystyrol war eine gute L&slichkeit gegeben, so dass fur diese
Reaktionen auch DMF als Losungsmittel gewahlt wurde. Bei den in DMF unl&slichen
Polybutadien-Makroinitiatoren wurden Mischungen aus Chloroform/DMF eingesetzt;
der Anteil an DMF wurde je nach gewahltem Ansatz zwischen 30-50 % eingestellt, um
die Loslichkeit des entstehenden Polypeptidsegmentes zu gewahrleisten.

o0 R
| z 0}/_ | . R
X ] 2 o} N X ?I\/\/N H%H
DMF, 40°C O
—zCO,

R = -(CH,),-NH-C(0)OBzI
-(CH,),-C(0)OBzI

Abbildung 4.6: Reaktionsschema zur Synthese linearer Polypeptid-Blockcopolymere.

Die N-Carboxyanhydride der beiden Aminosauren wurden — wenn maoglich — erst
am Vortag synthetisiert und in allen Fallen am Tag der Polymerisationsreaktion
mindestens dreimal aus THF/Petrolether umkristallisiert und bei Raumtemperatur im
Vakuum getrocknet. Der Makroinitiator sowie die berechnete Menge N-Carboxy-
anhydrid wurden jeweils in getrennten Schlenkkolben in zuvor entgastem
Losungsmittel gelost. Im Falle der Polybutadiene wurde der Makroinitiator in
Chloroform und das zugehorige N-Carboxyanhydrid in DMF geldst. Anschliel3end
wurden die beiden Losungen mittels einer zweiseitigen Transfernadel vereinigt und der
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Reaktionskolben mit Argon bellftet. Die Reaktionsldsungen wurden danach flr
mindestens 48 Stunden, meist Uber ein Wochenende, bei 40 °C unter Argon geruhrt.
Eine Kontrolle des Monomerumsatzes mittels [|R-Spektroskopie [46] zum
Reaktionsverlauf wurde nicht vorgenommen.

Da ein Abbruch der Polymerisationsreaktion nicht erforderlich ist, wurde zur
Aufarbeitung des Reaktionsgemisches das L&sungsmittel im Olpumpenvakuum
vollstandig entfernt und der meist feste Riuckstand wiederum in Chloroform geldst.
Reste von DMF stéren die Fallung des Produktes erheblich: Auch bei groRem
Uberschuss an Fallungsmittel bildet sich nur wenig eines dligen Niederschlages, der
sich sehr schlecht isolieren lasst. Die Fallung der Blockcopolymere erfolgte meistens in
— teils mit flussigem Stickstoff gekuhltem — Petrolether, einige der PS-b-P(Bzl-Glu)-
Copolymere wurden auch in Methanol ausgefallt. In allen Fallen wurde die Glte des
Fallungsmittels vorher mit einer kleinen Probe getestet. Da Petrolether Polybutadien
|6st, hat seine Verwendung als Fallungsmittel hier den Vorteil, dass nicht umgesetzter
Makroinitiator geldst bleibt und so direkt aus dem Blockcopolymer entfernt werden
kann. Insbesondere im Fall der Blockcopolymere, die unter Verwendung des
Polybutadien-Makroinitiators PBgs-NH; synthetisiert wurden, konnte durch zweimaliges
Umfallen in Petrolether der nicht funktionalisierte Anteil des Makroinitiators aus dem
vorliegenden Gemisch entfernt werden. Dass sich Petrolether als Fallungsmittel
eignet, zeigt, dass der aufpolymerisierte Polypeptidblock auch schon bei kurzen
Blocklangen entscheidenden Einfluss auf die Ldsungseigenschaften des Block-
copolymers nimmt.

Obwohl die Polystyrol-Makroinitiatoren durchweg einen hohen Funktionalisierungs-
grad aufwiesen, wurden in den Blockcopolymerproben erhebliche Anteile an nicht
umgesetztem Makroinitiator gefunden. Aus diesem Grund wurden die Polystyrol-
Polypeptid-Blockcopolymere mit Cyclohexan extrahiert. Dazu wurden die ausgefallten
Blockcopolymere wiederholt mit Cyclohexan versetzt und mehrere Stunden (bzw. Uber
Nacht) geruhrt; das Polymer wurde jeweils dazwischen abzentrifugiert oder Uber eine
sehr feine Fritte abgesaugt. Bereits der Mengenverlust bei einigen Block-
copolymerproben durch die Extraktion deutete darauf hin, dass nur relativ niedrige
Initiatoreffektivitaten (< 70 %) erreicht wurden. Zu Vergleichszwecken wurde jeweils
eine kleine Probe des urspringlich isolierten Blockcopolymers zurtckbehalten, um
eine Charakterisierung vor und nach der Extraktion zu ermdglichen. Einige der
extrahierten Proben zeigten eine deutlich schlechtere Ldslichkeit, z. B. in deuteriertem
Chloroform. Die Charakterisierung der erhaltenen Polypeptid-Blockcopolymere wurde
mittels 'H-NMR-Spektroskopie sowie GPC durchgefilhrt. Die GPC-Analytik ist nur
unter bestimmten apparativen Voraussetzungen moglich, was die Ermittlung von
Molekulargewichten und insbesondere Molekulargewichtsverteilungen sehr erschwert.
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Abbildung 4.7: GPC-
Eluogramme (RI-Signal)
des linearen
Blockcopolymers [-Ss,-ZL g9
vor (Rohprodukt) und nach
Extraktion mit Cyclohexan.

Elutionsvolumen [min]

Die chemische Zusammensetzung, d.h. die jeweiligen Blocklangen der
Peptidblocke, lassen sich unter Einbeziehung der Polymerisationsgrade der
verwendeten Makroinitiatoren aus den 1H-NMR-Spektren bestimmen. Hierbei ist es
wichtig, die NMR-Spektren der extrahierten Polymerproben zu verwenden, da nicht
zwischen Blockcopolymer und nicht umgesetztem Makroinitiator unterschieden werden
kann. Ein weiterer wichtiger Aspekt besteht in der Wahl des deuterierten
Lésungsmittels, um die tatsachlichen Blocklangen ermitteln zu kénnen: Stellt das
gewahlte Losungsmittel nicht fur beide Blocke ein gleichsam gutes Losungsmittel dar,
kann es sehr leicht zu Aggregatbildung in der Losung kommen. Dies wiederum kann
die Signalintensitaten (Integralgrofien) aufgrund sehr unterschiedlicher Relaxations-
zeiten fur die Protonen des aggregierten bzw. geldsten Blockes verfalschen.

'H-NMR-Spektren der Polybutadien-Polypeptid-Blockcopolymere wurden aus-
schlieRlich in CDCI; aufgenommen, um die Ld&slichkeit des Polybutadienblockes zu
gewahrleisten. Zur Berechnung wurden jeweils die Integrale der aromatischen
Protonen (5 Protonen) der Urethan- bzw. Benzylschutzgruppen des Peptidblockes mit
dem einzelnen vinylischen Proton (5.3-5.5 ppm) des Polybutadiens verglichen.

Die Polystyrol-Polypeptid-Blockcopolymere wurden zunachst ebenfalls in CDCl3
vermessen, da diese sich Uberwiegend gut I6sten und keine sichtbare Aggregatbildung
auftrat. Als Vergleichssignale wurden das meta-Aromatensignal des Styrols bei
héherem Feld (6.5-6.9 ppm, 2 Protonen) sowie das Signal der benzylischen Protonen
der Peptidschutzgruppen (5.2 ppm, 2 Protonen) herangezogen. Der so berechnete
Polymerisationsgrad des Polypeptidsegments stimmte im Rahmen der Mess-
genauigkeit jedoch nicht immer mit den Werten Uberein, die aus Messungen in
deuteriertem DMF ermittelt wurden.
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Messungen mit der Analytischen Ultrazentrifuge (AUZ) konnten zeigen, dass das
Blockcopolymer in DMF bei 40 °C unimolekular geldst, in unpolaren Lésungsmittel
(THF, CHCI3) dagegen aggregiert vorliegt. Somit ergeben sich aus den in DMF
vermessenen 'H-NMR-Spektren die genaueren Werte bezuglich der vorliegenden
Blocklangenverhaltnisse. Ein ahnlicher Effekt kann fur die PB-Blockcopolymere
vermutet werden, jedoch stellt Chloroform hier schon das am besten geeignete
Ldsungsmittel dar.

Ausgehend vom angestrebten Blocklangenverhaltnis und dem ermittelten
tatsachlichen Wert lasst sich unter Annahme vollstandigen NCA-Umsatzes die
Initiatoreffektivitat des Makroinitiators ermitteln. Dies wurde fur einige der Polymere
beispielhaft durchgefuhrt, wobei sich jeweils Initiatoreffektivitaten im Bereich von etwa
60 % ergaben. Ein Grund dafur kdnnte in einer mangelnden Reinheit der eingesetzten
N-Carboxyanhydride liegen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass bei der
Phosgenierungsreaktion entstandene Nebenprodukte, wie Chloroformyl-Aminosaure-
chloride und a-lsocyanato-Saurechloride, durch den Umkristallisierungsprozess nicht
vollstandig entfernt wurden und somit noch im Monomer enthalten sind. Da die
Nebenprodukte einen elektrophilen Charakter aufweisen, storen sie die
Polymerisationsreaktion (vgl. Kap. 2.4). POCHE et al. [92] berichteten in diesem
Zusammenhang ebenfalls von unregelmalligen Ergebnissen der Polymerisations-
reaktionen. Sie entwickelten daher eine neue Vorgehensweise zur Aufreinigung der
N-Carboxyanhydride: Diese werden — geldst in organischem Lésungsmittel — trotz ihrer
hohen Empfindlichkeit gegenuber Wasser mit einer eiskalten wassrigen
Hydrogencarbonatlésung extrahiert, um Nebenprodukte sowie Reste von HCI und
Phosgen vollstandig zu entfernen. Eigene Versuche in der Arbeitsgruppe konnten die
positiven Ergebnisse der Literatur bisher bestatigen.

Wie bereits in Kapitel 3.1 erlautert, ist die Analytik von Blockcopolymeren mit GPC
nur in eingeschranktem Malie moglich, da in der Regel eine Eichkurve nicht zur
Verfugung steht. Im Fall der vorliegenden Polypeptid-Blockcopolymere handelt es sich
um stark amphiphile Blockcopolymere, deren Polypeptidblock sich durch eine grolde
Polaritat auszeichnet. Dadurch besteht unter anderem die Gefahr der Adsorption des
Polymers an das Saulenmaterial, was eine Verfalschung der Elutionsvolumina oder
sogar die Elution im HPLC- anstelle des GPC-Modus zur Folge hat.

Unter Berucksichtigung der bisherigen Erkenntnisse Uber die Aggregatbildung der
Polymere (Aggregatfreiheit in DMF bei 40 °C) wurde die GPC der linearen Polystyrol-
Polypeptid-Blockcopolymeren in einer 0.5 Gew.-% L&sung von LiBr in DMA bei 70 °C
durchgefuhrt. Als Saulenmaterial wurde nicht die meist Ublichen unpolaren
Polystyrolgele (SDV), sondern PSS-GRAM®-Saulen auf Polyesterbasis verwendet. Zur
Detektion wurde neben den routinemallig angeschlossenen RI- und UV-Detektoren ein
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differentieller Viskositatsdetektor eingesetzt, welcher flr jeden ,Streifen’ des
Chromatogramms die Bestimmung der spezifischen bzw. intrinsischen Viskositat
gestattet. Aus den Daten der universellen Eichkurve, des Viskositatsdetektors und der
injizierten Probenmenge kann das zahlenmittlere Molekulargewicht M, berechnet
werden (siehe Kapitel 3.1), welches mit den mittels NMR-Spektroskopie berechneten
Werten direkt verglichen werden kann. Dabei zeigt sich jeweils eine gute bis sehr gute
Ubereinstimmung beider Werte im Rahmen von < 15 %. Mit diesem GPC-Verfahren
kdnnen somit absolute Molekulargewichte linearer Blockcopolymere mit einer einzigen
Messung ohne Berlcksichtigung eines Precursors bestimmt werden. Eine
Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung sowie der Polydispersitat war bisher
nicht maoglich. GPC-Analytik der Polybutadien-Polypeptid-Blockcopolymere konnte
nicht durchgefuhrt werden, da die Polymere nur schlecht in DMA I6slich sind und bei
Verwendung von THF oder CHCI; als Eluenten eine starke Adsorption an das
Saulenmaterial zeigten.

In Tabelle 4.2 sind exemplarisch die ermittelten Molekulargewichte flr einige der
linearen Blockcopolymere zusammengestellt.

Tabelle 4.2: Molekulare Parameter linearer Polypeptid-Blockcopolymere (S=Styrol,
ZL=N;-Z-L-lysin, BG=Glutaminsaure-5-benzylester, /=linear)

Pn (Peptid) M, [g/mol] M, [g/mol]

Polymer Makroinitiator (NMR) (NMR) (GPC)
[-Ss52-ZLeg PSs2-NH> 69 23700 25300
[-Ss52-ZL 111 PSs>-NH> 111 34700 35800
[-S52-BG104 PSs2-NH> 104 32700 35600
[-S57-BG274 PSs7-NH> 274 77700 57100
[-S218-ZL g3 PS218-NH> 93 47200 55200
[-S218-ZL g5 PS21s-NH» 295 100000 89500

47



4 Synthese und Charakterisierung

4.2 Verzweigte Polypeptid-Blockcopolymere

4.2.1 Synthese und Charakterisierung der polyfunktionellen
Makroinitiatoren

Die Synthese eines polyfunktionellen Makroinitiators — ware in Analogie zu dem im
vorangegangenen Kapitel vorgestellten Konzept — mit polyfunktionellen Funktionali-
sierungsreagenzien denkbar. Eine solche Vorgehensweise wurde allerdings einen
grolen synthetischen Aufwand erfordern, insbesondere falls die Anzahl der
gewunschten Aminogruppen variiert werden soll.

Daher wurde eine andere, variable Synthesestrategie entwickelt: Die Verwendung
eines aminofunktionalisierten in Kombination mit einem beliebigen anderen Monomer
zur Synthese eines Blockcopolymers wirde es ermdglichen, durch die Blocklange des
aminofunktionalisierten Blockes den Funktionalisierungsgrad des Makroinitiators
gezielt zu variieren. Um neben einer engen Molekulargewichtsverteilung ebenfalls eine
gute Kontrolle Uber das Blocklangenverhaltnis zu erreichen, bietet sich wiederum die
lebende anionische Polymerisation an, bei der der Polymerisationsgrad uUber das
Initiator/Monomer-Verhaltnis eingestellt werden kann. Die Wahl eines geeigneten
aminofunktionalisierten Monomers wurde dabei durch die folgenden Uberlegungen
bestimmt: Fur einen schnellen und effizienten Start der ringéffnenden
NCA-Polymerisation sollte es eine primare, aliphatische Aminogruppe aufweisen. Wie
bereits in den vorangegangenen Kapiteln erlautert, muss die Aminogruppe wahrend
der anionischen Polymerisation maskiert werden. Das Monomer sollte unter
akzeptablem synthetischem Aufwand zuganglich sein und sich mit gédngigen anderen
Monomeren, insbesondere Styrol und Butadien, copolymerisieren lassen.

Aufgrund dieser Uberlegungen wurde 4-[N,N-bis(trimethylsilyl)aminomethyl]styrol
als Monomer gewahlt, dessen Synthese und anionische Polymerisation bereits von
HIRAO und NAKAHAMA beschrieben wurde [88]. Sie erhielten das Styrolderivat durch
Reaktion von (N,N-Bis(trimethylsilyllaminomethyl)methylether mit 4-Vinylphenyl-
magnesiumchlorid in isolierten Ausbeuten von 40-50 %. Dieses urspriinglich von
BESTMANN et al. [93] sowie MORIMOTO et al. [94] entwickelte Synthesekonzept wurde
spater ebenfalls von DESIMONE zur Darstellung entsprechender Chlorsilanderivate
(siehe Kapitel 4.2.1) eingesetzt.

Wie bereits im Falle des monofunktionellen Funktionalisierungsreagenzes wurde
die Synthese modifiziert: Dazu wurde 4-Vinylbenzylchlorid direkt mit Kalium-N,N-
bis(trimethylsilyl)Jamid in Hexamethyldisilazan umgesetzt [89]. Nach fraktionierender
Destillation wurde das gewunschte 4-[N,N-Bis(trimethylsilyl)Jaminomethyl]styrol in einer
Ausbeute von 43 % erhalten. Das zugehdrige Reaktionsschema ist in Abb. 4.8
dargestellt. Somit stellt der von uns beschrittene Syntheseweg bei ahnlichen
Ausbeuten eine deutliche Vereinfachung gegenuber der Literatur dar. Die chemische
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Struktur des Monomers wurde durch "H-NMR-Spektroskopie bestatigt und zeigte sonst
keine auffalligen protonischen Verunreinigungen.

Zur Synthese des polyfunktionellen Makroinitiators erschien es sinnvoll, zunachst
als ersten Block das aminofunktionalisierte Monomer zu polymerisieren und durch
anschlieBende Zugabe von Styrol bzw. Butadien die gewlnschte Blockstruktur zu
erhalten. Diese Vorgehensweise bietet den Vorteil, dass durch Entnahme einer Probe
der Reaktionsldsung vor Zugabe des zweiten Monomers die Bestimmung des
Funktionalisierungsgrades erheblich erleichtert wird. Sollte das synthetisierte Monomer
noch Verunreinigungen enthalten, ware es zudem modglich, diese zu Beginn der
Polymerisation mit sec-Butyllithium ,auszutitrieren’. HIRAO und NAKAHAMA [88]
beschrieben bereits die Darstellung eines Blockcopolymers ausgehend vom lebenden
4-[N,N-bis(trimethylsilyl)Jaminomethyl]styryl-Anion durch Zugabe von Styrol als zweitem
Monomer.

Die anionischen Polymerisationen wurden wiederum an einer kombinierten
Vakuum/Argon-Linie durchgefuhrt. Zunachst wurde versucht, das synthetisierte
4-[N,N-bis(trimethylsilyl)Jaminomethyl]styrol nochmals durch Rihren Uber CaH, und
anschlieRendes Umkondensieren an der Vakuumlinie zu reinigen. Aufgrund des hohen
Siedepunktes (72 °C bei 0.05 mbar) konnte ein Umkondensieren nur unter starkem
Erhitzen des Monomers erreicht werden, wodurch aber die thermische Polymerisation
einsetzte. Es wurde daher dazu Ubergegangen, das nach der Synthese erhaltene
Produkt ohne weitere Reinigung einzusetzen. Die anionische Polymerisation wurde bei
—78 °C in THF durchgefiihrt und obwohl das 'H-NMR-Spektrum keine nennenswerten
Verunreinigungen zeigte, bereitete die Initierung des Styrolderivates mit sec-
Butyllithium erhebliche Schwierigkeiten: In einigen Fallen zeigte sich zunachst eine tief
grune Farbe, die sich jedoch in wenigen Minuten wieder entfarbte. Teilweise bildete
sich nur in unmittelbarer Umgebung des zugespritzten sec-Butyllithiums ein
dunkelgriner Hof, der zudem sofort wieder verschwand. Aus diesem Grund wurde in
spateren Versuchen mindestens die doppelte der berechneten Initiatormenge
zugegeben, bis sich eine tief grine Farbung der Ldsung einstellte. Die so erzielten
Blocklangen und folglich die Funktionalitatsgrade stimmten daher nicht mit den
ursprunglich angestrebten Werten Uberein.
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Abbildung 4.8: Reaktionsschema zur Synthese polyfunktioneller Makroinitiatoren.

Eine mdgliche Erklarung des beobachteten Verhaltens kdnnte in einer Desilylierung
der Aminofunktion durch sec-Butyllithium und der daraus resultierenden Bildung eines
entsprechenden Stickstoff-Anions zu finden sein. Aufgrund der niedrigen Polymerisa-
tionstemperatur sollte diese Nebenreaktion jedoch weitestgehend unterdrickt sein.
HIRAO und NAKAHAMA berichten nicht von ahnlichen Problemen bei der Polymerisation.

Nach einer Reaktionszeit von einer Stunde wurde zu Charakterisierungszwecken
eine kleine Probe der Reaktionslésung entnommen und mit Methanol abgebrochen.
Anschlielend wurde das zweite Monomer in den Reaktionskolben einkondensiert.
Hierzu wurde zunachst Styrol eingesetzt, um die Reihe linearer PS-Makroinitiatoren
mit den entsprechenden polyfunktionellen Polymeren zu erganzen. Nach dem
Aufkondensieren des Styrols anderte sich die zuvor dunkelgrine Farbe hin zu braun-
grun. Die zu erwartende orange-rote Farbe des lebenden Styryl-Anions wurde in
keinem der Falle beobachtet. Nach weiteren zwei Stunden Reaktionsdauer wurde
entgastes Methanol zugegeben, wodurch sich die Reaktionslosung sofort entfarbte
und somit den Abbruch der lebenden Ketten anzeigte.

Durch analoge Vorgehensweise wurde ebenfalls versucht, ein Blockcopolymer mit
Polybutadien zu synthetisieren. Dazu wurde anstelle des Styrols Butadien in die
Losung des lebenden Oligo(4-[N,N-bis(trimethylsilyl)-aminomethyl]styrol) ein-
kondensiert, wodurch sich die Farbe nur geringfugig anderte. Die Lésung wurde
anschlielend Uber Nacht bei —78 °C geruhrt und am nachsten Morgen durch Zugabe
von Methanol abgebrochen. In allen Fallen zeigte sich jedoch, dass nur eine sehr
geringe Menge Butadien aufpolymerisiert war. In weiteren Versuchen konnten keine
wesentlichen Verbesserungen erzielt werden; weder die umgekehrte Monomerfolge
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noch das Einflgen eines kurzen Oligostyrol-Spacers brachten den gewlnschten
Erfolg. Aufgrund dieser Schwierigkeit wurden nur polyfunktionelle Polystyrol-
Makroinitiatoren synthetisiert. Die Polymere wurden nach dem Ausfallen in Ethanol wie
in Kapitel 4.1.1 beschrieben zur Abspaltung der Silylschutzgruppen ebenfalls wassrig
sauer aufgearbeitet und aus Benzol gefriergetrocknet.
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Bei der Charakterisierung der polyfunktionellen Makroinitiatoren steht insbesondere
die Bestimmung des Funktionalisierungsgrades, d. h. des Polymerisationsgrades des
Oligo(4-[N,N-bis(trimethylsilyl)-aminomethyl]styrol) im Mittelpunkt, was anhand der
entnommen Precursor-Probe einfach moglich ist.

Dazu wurde die Probe mit dem MALDI-TOF-Massenspektrometer analysiert, wobei
2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) als Matrix und Silbertrifluoracetat (AgTFA) als
Adduktbildner eingesetzt wurden. Das erhaltene Spektrum zeigte direkt die
Oligomerenverteilung (Abb. 4.9). Der Abstand der Peaks zueinander sollte dabei
einheitlich der Masse einer silylierten Monomereinheit entsprechen; man findet jedoch
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4 Synthese und Charakterisierung

nur eine Differenz Am=133.3 Da, was der Masse des ungeschutzten Styrolderivates
entspricht. Es ist daher anzunehmen, dass die Trimethylsilylschutzgruppen wahrend
der Laserpulse in der aciden Matrix abgespalten wurden. Die Restmasse von 58 Da
korrespondiert zu derjenigen der erwarteten Endgruppen des Polymers, sec-Butyl und
H (gesamt: C4H1o).

Aus dem Massenspektrum kann direkt der zahlenmittlere Polymerisationsgrad P,
bestimmt werden, der gerade dem Funktionalisierungsgrad des spateren Makro-
initiators entspricht.

Das Blockcopolymer wurde mittels GPC in THF charakterisiert und so die
zugehorigen apparenten Werte der Massenmittelwerte in Bezug auf eine PS-Eichung
ermittelt. In allen Fallen signalisierte eine deutliche Verschiebung der Elutionsvolumina
von Blockcopolymer und Precursor eine signifikante Anderung des hydrodynamischen
Volumens (Abb. 4.9). Zur GPC-Analytik wurden die silylgeschiutzten Polymere
herangezogen, da es durch die freien Aminogruppen zu Adsorptionsphanomenen
kommt. GPC-Messungen der entschutzten polyfunktionellen Makroinitiatoren in DMA
ergaben viel zu grol3e (apparente) Molekulargewichte gegenuber den mittels NMR-
Spektroskopie erhaltenen Werten, was auf Aggregation der Polymere hindeutet. Die
Tendenz zur Aggregatbildung stieg dabei mit steigendem Funktionalisierungsgrad
deutlich an.

H
8 63

N(SiMe,),

®zx

Abbildung 4.10: GPC-
Eluogramme (RI-Signal,
N(SiMe,), THF) des Makroinitiators
PASg-PSes3 (links) sowie
des zugehorigen
o~ XN aminofunktionalisierten
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 Precursors (rechts).

Elutionsvolumen [ml]

Der Polymerisationsgrad des PS-Blockes lasst sich aus dem 'H-NMR-Spektrum
unter Berucksichtigung des zuvor bestimmten Polymerisationsgrades des
funktionalisierten Blockes bestimmen. Anhand des Protonenspektrums kann die
vollstandige Entfernung der Silylschutzgruppen leicht Gberprift werden, da nicht nur
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4 Synthese und Charakterisierung

das Signal der Trimethylsilylgruppen verschwindet, sondern die benzylischen Protonen
zudem eine geringflgige Verschiebung (etwa 0.2 ppm) zu hdherem Feld erfahren.

Um den mit MALDI-TOF-MS ermittelten Funktionalisierungsgrad zu bestatigen,
wurden die Aminogruppen der entschutzten Polymere im Losungsmittelgemisch
THF/Eisessig (7:1 v/v) unter Verwendung von 0.1 N HCI titriert; der Umschlagspunkt
wurde potentiometrisch bestimmt. Dabei wurde die vorher bestimmte Anzahl der
Aminogruppen der Blockcopolymere im Rahmen der Messgenauigkeit (10 %) erhalten.
In Tabelle 4.3 sind alle synthetisierten Makroinitiatoren sowie die zugehorigen
charakteristischen Daten zusammengestellt.

Tabelle 4.3: Molekulare Parameter der synthetisieten  monofunktionellen
Makroinitiatoren; PAS=Poly(aminomethylstyrol).

Polymer famino™) P, Styrol M» (NMR)  Mn(GPC)*® PD (GPC)®
(NMR)

PASs-PSe3 8 63 7600 7200 1.08

PAS,-PS1s 4 182 19500 19400 1.13

PASs-PS193 8 193 21200 19300 1.14

PAS1,-PS1ss 12 188 21200 23500 1.14

(a) MALDI-TOF (Precursor) und Titration(Blockcopolymer); (b) PS-Eichung.

4.2.2 Synthese und Charakterisierung der verzweigten Polypeptid-
Blockcopolymere

Die ringoffnende NCA-Polymerisation wurde mit den oben aufgefuhrten
polyfunktionellen Makroinitiatoren analog zu der in Kapitel 4.1.2 beschriebenen
Vorgehensweise in DMF durchgefuhrt. Nach Entfernen von DMF und Lésen des
Ruckstandes in Chloroform wurde das Polypeptid-Blockcopolymer in Petrolether
gefallt. Laut GPC (DMA) waren die Proben frei von Verunreinigungen an nicht
umgesetztem Makroinitiator, weshalb auf eine Extraktion mit Cyclohexan verzichtet
wurde. Durch Verwendung anderer Losungsmittel bzw. —gemische zur Extraktion ware
es eventuell mdglich, das Blockcopolymergemisch nach Anzahl der aufgewachsenen
Peptidketten zu fraktionieren. Darauf wurde an dieser Stelle jedoch verzichtet.
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Abbildung 4.11: Reaktionsschema zur Synthese verzweigter Polypeptid-Block-
copolymere.

Zur Charakterisierung der Polypeptid-Blockcopolymere wurden die 'H-NMR-
Spektren zur Ermittlung der Gesamtzahl an Aminosaureeinheiten herangezogen.
Bezuglich des verwendeten deuterierten LOsungsmittel gilt das in Kapitel 4.1.2
Gesagte. In Tabelle 4.4 sind exemplarisch die Daten einiger verzweigter
Blockcopolymere zusammengestellt. Aus der Gesamtzahl der Aminosaureeinheiten
kann bezogen auf den Funktionalisierungsgrad des Makroinitiators ein mittlerer
Polymerisationsgrad der Polypeptidketten angenommen werden. Dieser Wert muss
allerdings nicht mit den tatsachlich vorliegenden Seitenkettenlangen korrespondieren,
da hierzu zuerst der effektive Verzweigungsgrad bestimmt werden muss.

Tabelle 4.4: Molekulare Parameter einiger verzweigter Polypeptid-Blockcopolymere
(S=Styrol, ZL=N;-Z-L-lysin, BG=Glutaminsaure-5-benzylester, b=verzweigt
(,branched’), (x)=Aminofunktionalitat des Makroinitiators).

o Pn (Peptid) M, [g/mol] Volumenbruch
Polymer Makroinitiator

(NMR) (NMR) Dpeptid
b(8)-Se3-BG176 PASs-PSes 176 46200 80.7
b(8)-Se3-BGoos PASs-PSes 293 71800 87.4
b(4)-S1e-ZL a3 PAS4-PSg» 243 83200 74.1
b(8)-S193-ZLes PASg-PS1es 65 38200 40.9
b(8)-S193-ZLoss PASs-PS103 255 88000 73.1
b(12)-S185-ZLsa PAS12-PS1gs 54 35400 36.5
b(12)-S1gs-ZLizs  PAS12-PSigs 123 53400 56.7
b(12)-S1ge-ZLosy  PAS12-PSiss 227 80700 70.8
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Die Polymere eluierten in DMA gemald ihrer Grole im GPC-Modus und hatten
uberwiegend monomodale Verteilungen. Bei hohen Peptidanteilen (> 70 %) werden
multimodale Verteilungen erhalten, die vermutlich durch Adsorptionsphanomene auf
der Saule und nicht durch die molekulare Zusammensetzung der Proben
hervorgerufen werden. In Abbildung 4.12 sind die Eluogramme dreier Block-
copolymere desselben Makroinitiators mit unterschiedlichem Polypeptid-Anteil
dargestellt. Eine Bestimmung der Molekulargewichte von monomodalen Proben nach
der GOLDWASSER-Methode ergab deutliche Abweichungen von den NMR-Werten von
zum Teil Uber 100 %. Die mit linearen PS-Standards erstellte universelle Eichkurve ist
somit (erwartungsgemald) nicht geeignet, um daraus V7, und M von verzweigten
Polymeren zu ermitteln, da hier die Fox-Flory-Konstante @’ berUcksichtigt werden
muss.

Die Bestimmung des effektiven bzw. tatsachlichen Verzweigungsgrades sowie der
Molekulargewichtsverteilung des Blockcopolymers sowie auch der Polypeptid-
segmente stellen die wichtigsten - gleichzeitig jedoch auch schwierigsten - Fragen der
Charakterisierung dar. Bisher konnten keine Methoden zur direkten Bestimmung
gefunden bzw. entwickelt werden. Eine Analyse der Endgruppen zur Bestimmung des
Verzweigungsgrades, z. B. durch Titration oder Fluoreszenzmarkierung der jeweiligen
Seitenketten, erscheint nur wenig sinnvoll, da es sich sowohl bei den Endgruppen der
Peptidketten als auch den Initiatorgruppen um primare Aminofunktionen handelt.

100 - b(12)-S 2L,
c,\'_°| /b(l 2)-S 47ZL 54
s 801 b(12)-8,,,ZL,,,
i
E’ ® Abbildung 4.12: GPC-
S 40 Eluogramme (RI-Signal)
= verzweigter Polystyrol-
= block-poly(Z-L-lysin)-
% 204 Copolymere mit
c unterschiedlichen

0 . . . . . , Polypeptidgehalten.

24 26 28 30 32 34 36 38

Elutionsvolumen [ml]
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4 Synthese und Charakterisierung

Eine Abspaltung der Polypeptidketten vom Makroinitiator zur separaten
Charakterisierung ist nur dann maglich, wenn die Anbindung der Ketten eine labile,
unter milden Bedingungen spaltbare Gruppierung enthalt, was bei den hier
synthetisierten Blockcopolymeren nicht der Fall ist. Zudem beinhaltet auch die
Charakterisierung der Polypeptidketten selbst, insbesondere hinsichtlich der
Molekulargewichtsverteilung, noch zahlreiche nicht geldste Probleme.

Eine alternative Methode zur Problemlésung stellt wiederum die kritische
Chromatographie (LACCC) dar: Unter kritischen Bedingungen fur Styrol ware die
Molekulargewichtsverteilung der Peptidsegmente zuganglich, sofern eine
entsprechende Eichkurve zur Verfigung stande.

Einen Hinweis auf den tatsachlichen Verzweigungsgrad konnte bereits aus dem
'H-NMR-Spektrum erhalten werden: Die benzylischen Protonen des Makroinitiators
liegen bei deutlich héherem Feld (3.7 ppm) als die in Nachbarschaft zur Peptidbindung
(5.2 ppm). Da jedoch nur mit geringen Signalintensitdten und Uberlagerung durch
Signale des Polypeptidanteils (a-CH) zu rechnen ist, waren dazu spezielle NMR-
Experimente notwendig.

4.3 Entfernung der Peptidschutzgruppen

Fir einige der geplanten Untersuchungen in wassrigen Systemen war es erforderlich,
den hydrophilen Charakter der e-stdndigen Aminogruppe des Lysins sowie der
y-standigen Carboxylfunktion der Glutaminsaure durch Abspaltung der verwendeten
Benzyloxycarbonyl (Z)- bzw. Benzylschutzgruppe wieder herzustellen. Wie bereits
erwahnt, sollten beide Schutzgruppen durch katalytische Hydrierung unter milden
Bedingungen abspaltbar sein. Im Falle der synthetisierten Polypeptid-Blockcopolymere
ergaben sich allerdings einige Probleme, so dass die Entschiutzungsreaktionen
zunachst auf anderen Wegen durchgefuhrt wurden:

Die Benzylschutzgruppe stellt den einfachen Ester einer Carbonsaure dar und Iasst
sich daher unter den Ublichen Bedingungen verseifen. Kalium- oder Natriumhydroxid in
wassrigen Losungen bzw. in Gemischen mit kurzkettigen Alkoholen finden dabei
ebenso Anwendung [95-97] wie die saure Esterspaltung unter Verwendung sehr
starker Sauren [98, 99]. Obwohl im alkalischen Reaktionsmilieu die Gefahr der
Racemisierung der enantiomerenreinen L-Aminosauren besteht, wurden einige der
linearen und verzweigten PS-b-P(Bzl-Glu)-Polymere auf diese Weise entschutzt. Dazu
wurden verdinnte wassrige Natriumhydroxid-Losungen im Gemisch mit THF,
Methanol und 2-Propanol - teilweise unter Erwarmung auf 40 °C - eingesetzt.
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Abhangig von der Reaktionsdauer und —temperatur konnte bei spateren Messungen
des Circulardichroismus eine deutliche Abnahme der beobachteten Drehwerte
festgestellt werden, was flur eine teilweise Racemisierung der Aminosauren spricht.

Eine spatere Entschitzungsreaktion eines linearen PB-b-P(Bzl-Glu) wurde in THF
unter Zusatz von wassriger NaOH bei Raumtemperatur vorgenommen, wonach keine
signifikante Abnahme des Circulardichroismus beobachtet werden konnte. Es ist auch
hier allerdings nicht auszuschlieBen, dass es bei einem sehr kleinen Bruchteil der
Aminosduren zur Racemisierung gekommen ist. Aufgrund der genannten
Beobachtungen kann angenommen werden, dass die Anwesenheit von Alkoholat-
lonen in Verbindung mit erhdhter Temperatur die Racemisierungsreaktion begulnstigt.

Eine IR-spektroskopische Uberpriifung der Entschiitzungsprodukte zeigte anhand
der Bande bei 1709 cm™ noch verbliebene Carbonsaureester an.

Die Abspaltung der Urethanschutzgruppe Benzyloxycarbonyl kann unter Einsatz
starker Sauren vorgenommen werden. Ublich sind hier Bromwasserstoffsaure —
gasformig [46, 100] oder in Eisessig [101, 102] geldst — oder auch Trifluoressigsaure in
Kombination mit Methansulfonsaure [97]. In einigen Fallen werden auch aromatische
Ether wie z. B. Anisol zugesetzt, die als Abfangreagens fiur die entstehende Benzyl-
gruppe dienen und somit die Ruckreaktion verhindern sollen. Aufgrund der sehr stark
sauren Reaktionsbedingungen besteht die Gefahr des Abbaus der Polypeptidkette
durch Hydrolyse der Amidbindungen, insbesondere dann, wenn die verwendeten
Sauren nicht wasserfrei sind. Der Abbau der Ketten lasst sich allerdings durch
moglichst kurze Reaktionszeiten minimieren.

Ein Groliteil der PS-b-P(Z-Lys)-Polymere wurden unter Verwendung von 30 %iger
Bromwasserstoffsdure in Eisessig entschutzt. Dazu wurde das moglichst fein
gepulverte Polymer direkt mit der Eisessig-Losung versetzt und unter Argon bei
Raumtemperatur etwa eine Stunde geruhrt. Trotzdem sich das Polymer selbst nicht in
Eisessig l10st, ist die Entfernung der Schutzgruppe quantitativ, was eine Kontrolle der
entschutzten Produkte mittels IR-Spektroskopie durch Fehlen der zur Urethangruppe
zugehdrigen Bande (1729 cm™) zeigte.

Die katalytische Hydrierung sollte die Abspaltungen beider eingesetzten
Schutzgruppen unter milden Bedingungen ermoglichen [103]. Wahrend im
Wesentlichen Palladium in verschiedenen Erscheinungsformen als Katalysator
Verwendung findet, werden als Wasserstoffquellen neben molekularem Wasserstoff
[104] auch Cyclohexen [105], Ameisensaure [106] oder auch Ammoniumformiat [107]
beschrieben.

Zu den ersten Versuche zur hydrogenolytischen Abspaltung wurde eine Ldsung
des Polymers in THF mit Pd/C (10 %) als Katalysator unter Normaldruck unter
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Verwendung eines Wasserstoffballons eingesetzt. In folgenden Hydrierungen wurden
neben der Erhéhung des Wasserstoffdruckes auf 5 bar (Durchfiihrung im Autoklaven)
zudem DMF bzw. Mischungen THF/DMF als Ldsungsmittel eingesetzt. Keiner der
Versuche war erfolgreich. Auch der Einsatz von Ammoniumformiat als Wasserstoff-
quelle in den bisherigen Lésungsmitteln erbrachte keine Verbesserung.

o 0]

SUCTREC

1 - H,, Pd/C Hol
go 0 Q

0]

Abbildung 4.13: Reaktionsschema zur Entfernung der Schutzgruppen:
a) Benzyloxycarbonyl-Gruppe, b) Benzylester.

Aufgrund der zahlreichen durchgefiihrten erfolglosen Versuche kann angenommen
werden, dass im vorliegenden Blockcopolymer-System der Wahl des Lésungsmittels
eine entscheidende Rolle zukommt: Im Verlauf der Hydrierungsreaktion andert sich
zunehmend der Charakter des Polypeptidblockes und somit seine Losungs-
eigenschaften im Reaktionsmedium. Dies macht die Bildung von Aggregaten
wahrscheinlich, deren Aulienseite von den hydrophoben Blécken gebildet werden.
Dies wiederum erschwert bzw. verhindert den Zugang der Hydrierungs-
reaktionszentren zum heterogenen Katalysator.

Als Folge dieser Uberlegungen wurde neben Ammoniumformiat als Wasserstoff-
quelle ein ternares Losungsmittelgemisch bestehend aus DMF, Eisessig und Wasser
(etwa 7/5/1, vlv) fur weitere Hydrierungsversuche eingesetzt, das sowohl das
eingesetzte Blockcopolymer loste als auch gute Ldsungseigenschaften fur das
entstehende amphiphile Blockcopolymer besitzen sollte. Unter diesen Bedingungen
konnte sowohl die Benzyloxycarbonyl- als auch die Benzylschutzgruppe erfolgreich
abgespalten werden. Die Abspaltung wurde mittels IR-Spektroskopie Uberprift und
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zeigte vollstandige Umsetzung flr die Z-Schutzgruppe. Im Falle des Benzylesters
wurde jedoch noch eine kleine Bande der Esterschwingung gefunden, die auch durch
verlangerter Reaktionsdauer nicht beseitigt werden konnte. Dies entspricht dem
Befund, der bei Abspaltung durch Verseifen gefunden wurde, so dass flr keine der
beiden Varianten eine vollstandige Entschutzung erreicht wurde. Dennoch waren die
erhaltenen amphiphilen Blockcopolymere gut in Wasser I6slich. Bisher konnte keine
Erklarung fur dieses Ergebnis gefunden werden.

Alle entschitzten Polymere wurden nach den oben beschriebenen Reaktionen
durch Dialyse bzw. Ultrafiltration von Reaktionsnebenprodukten befreit und
anschlieRend gefriergetrocknet. Teilweise wurden die Polymere vor der Dialyse
neutralisiert, so dass die freie Aminogruppe bzw. Carbonsaure vorlag. Aufgrund der
schlechten direkten Loslichkeit dieser Polymere in Wasser wurde jedoch dazu
ubergegangen, die jeweiligen Salze — Lysinhydrochlorid bzw. Natriumglutamat — zu
isolieren.
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Wie bereits in Kapitel 2 erlautert, fuhrt bei Blockcopolymeren die Inkompatibilitat der
Segmente zu Mikrophasenseparation und somit zur Ausbildung verschiedenster
Morphologien. Diese wiederum werden durch das Blocklangenverhaltnis und den
Parameter yN (vgl. Kapitel 2.1) bestimmt. Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Polypeptid-Blockcopolymere weisen neben grof3er Unvertraglichkeit zudem eine
unterschiedliche Flexibilitat bzw. Steifigkeit im Riuckgrat der jeweiligen Segmente auf.
Des Weiteren besteht die Moglichkeit einer inneren Strukturbildung’ des
enantiomerenreinen Polypeptidblockes durch Ausbildung einer Sekundarstruktur.

Blockcopolymere, deren Segmente sich sehr stark in ihrer Steifigkeit unterscheiden,
werden als ,Stabchen-Knauel-Polymere’ (engl.: rod-coil-polymers) bezeichnet.
Zahlreiche Beispiele in der Literatur beschaftigen sich mit derartigen Block-
copolymeren und deren Eigenschaften [108, 109]. Ein besonderes Interesse richtete
sich dabei auf die Ausbildung supramolekularer Strukturen, deren treibende Kraft die
guten Packungseigenschaften der kettensteifen Segmente sein sollte. In diesem
Zusammenhang sollen ebenfalls die sogenannten Liquid-Crystalline (LC)-Polymere
[110] genannt werden, bei denen Mesogene in die Molekulstruktur, oft als
Seitenketten-Mesogene, eingebunden werden. Da die Mesogene normalerweise
Phasen hoher Ordnung ausbilden, ergeben sich ebenfalls hoch geordnete
Mesophasen dieser Polymere. Handelt es sich um thermotrope Flussigkristalle, zeigen
die Polymere beim Erwarmen einen Phasenubergang in die flissigkristalline Phase.

Die hier durchgefuhrten Untersuchungen der Festkorperstrukturen konzentrieren
sich insbesondere auf die synthetisierten verzweigten Polypeptid-Blockcopolymere mit
Poly(Z-L-lysin)-Segmenten. Hierbei steht die Frage im Vordergrund, ob und wie die
Verzweigung einen Einfluss auf die ausgebildete Morphologie im Vergleich zu
analogen linearen Blockcopolymeren hat.

Es wurden dazu Filme von Blockcopolymeren mit verschiedenen Verzweigungs-
graden und Gewichtsanteilen an Polypeptid mittels Rontgenkleinwinkelstreuung
(SAXS) untersucht. Die Herstellung der Polymerfilme erfolgte nach der Methode des
,solvent casting’ der geschuitzten Blockcopolymere aus DMF.

Im Folgenden wird zunachst die Morphologie linearer Polypeptid-Blockcopolymere
erlautert und diese dann den Ergebnissen der Rontgenuntersuchungen an den
verzweigten Blockcopolymeren gegenubergestellt.
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5.1 Lineare Polypeptid-Blockcopolymere

Grundlegende Arbeiten zur Morphologie von AB-Polypeptid-Blockcopolymeren in
konzentrierter Losung sowie im Film wurden von GALLOT et al. durchgeflihrt [46]. In
Analogie dazu wurden spater ABA-Polypeptid-Triblockcopolymere von SAMYN et al.
untersucht [47].

GALLOT et al. synthetisierten und untersuchten lineare AB-Blockcopolymere, die aus
einem hydrophoben Polystyrol- oder Polybutadiensegment (B) und einem Polypeptid-
block (A) bestehen. Als Polypeptidsegment wurden neben Poly(Z-L-lysin) und
Poly(L-glutamins&ure-5-benzylester) ebenfalls Poly(N°-hydroxypropylglutamin) sowie
das hydrophile Poly(L-lysin) eingesetzt. Der Syntheseweg entspricht mit Ausnahme
der Methode zur Aminofunktionalisierung der hydrophoben Segmente der in
Kapitel 4.1 beschriebenen Darstellung fir lineare Blockcopolymere.

FUr die untersuchten Blockcopolymere wurde flir einen weiten Bereich der
Blockcopolymer-Zusammensetzung (20-75 % Gewichtsanteil Peptid) mittels SAXS
jeweils eine lamellare Morphologie festgestellt, bei der Schichten des hydrophoben
Blockes mit Schichten aus Polypeptidsegmenten alternieren. Wahrend der hydrophobe
Block in Knauel-Konformation vorliegt, befinden sich die Polypeptidsegmente in einer
a-Helix-Konformation und bilden innerhalb ihrer lamellaren Schicht eine hexagonal-
dichteste Packung. Das Vorliegen der Helix-Konformation wurde mittels IR-
Spektroskopie bestatigt.

Abhangig vom Molekulargewicht der Polymere und der Lésungsmittelkonzentration
in den mesomorphen Gelen wurden fur die Langperiode Werte zwischen 15 und
35nm gefunden. Auf der Grundlage geometrischer Uberlegungen wurden die
einzelnen Schichtdicken berechnet. Durch selektive Quellung des hydrophoben
Blockes wurde eine VergroRerung der Langperiode bei steigender Ldsungsmittel-
konzentration wesentlich von dieser Schicht bestimmt, wohingegen sich die
Polypeptidschicht nur geringfugig ausdehnte bzw. sogar schrumpfte. Im Falle des
PS-b-P(Lys)-Blockcopolymers wurde bei Erhéhung des Wassergehaltes das
umgekehrte Verhalten gefunden.

Aus einem Vergleich der berechneten Konturlange des helikalen Peptidsegmentes
mit der berechneten Schichtdicke schlossen GALLOT et al., dass die Polypeptidketten
innerhalb der Schicht gefaltet vorliegen mussen, da sie eine grolere Segmentlange
aufweisen, als der gefundenen Schichtdicke entspricht. In weiter gehenden
Untersuchungen wurde eine Abhangigkeit der Anzahl der Faltungen innerhalb der
Schicht von einer Reihe von Faktoren postuliert, wie z. B. dem Molekulargewicht des
Peptidsegmentes oder der chemischen Natur und der Grdle des hydrophoben
Polyvinyl-Blockes.
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Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Untersuchungen kann angenommen
werden, dass die lamellare Morphologie nahezu unabhangig von der Zusammen-
setzung des Blockcopolymers auftritt und somit die bevorzugte Struktur dieser Klasse
von Blockcopolymeren darstelit.

Aufsicht
o O 10-40 nm
O O O <4+
O O
— *
1.5 nm

Abbildung 5.1: Modell zur Struktur der linearen Polypeptid-Blockcopolymere.
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Zur Bestatigung der Literaturdarstellungen und zu Vergleichszwecken wurden
zunachst Polymerfilme linearer Blockcopolymere hergestellt und mit Rontgenklein-
winkelstreuung untersucht.

Nachfolgend werden die erhaltenen Daten exemplarisch am Beispiel des Polymers
[-S218-ZLgz mit einem Volumenanteil Polypeptid ®pepiia = 0.48 erlautert:

Der aus DMF hergestellte, freistehende Polymerfiim wurde — ebenso wie alle
anderen hier beschriebenen Proben — in 2zwei unterschiedlichen Richtungen
vermessen (Abb. 5.3): Zum einen wurde der Film parallel zur Filmnormalen durch-
strahlt und in einer weiteren Messung so gedreht, dass der Verlauf der
Rontgenstrahlung senkrecht zur Filmnormalen erfolgt, d. h. der Primarstrahl auf die
Schmalseite des Filmes trifft.

Bei Durchstrahlung des Filmes parallel zur Filmnormalen findet man im Streubild
isotrope Ringe, die nach radialer Mittelung einen intensiven Reflex bei einem
Streuvektor s=0.026 nm™ ergeben. Zudem ist ein schwach ausgepragter, verbreiteter
Reflex hoherer Ordnung erkennbar. Dagegen zeigt das Streubild der zweitgenannten
Messanordnung eine ausgepragte Vorzugsorientierung, da sichelférmige Reflexe in
aquatorialer Richtung vorliegen. Diese liegen bei Streuvektoren von s=0.029 nm™ und
$=0.059 nm™", die ein fiir eine lamellare Struktur charakteristisches Verhaltnis von 1:2
aufweisen. Aus der Reflexlage kann eine Langperiode von etwa 35 nm bestimmt
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werden. Die Grofle der Langperiode steht im Einklang mit den von GALLOT in
Abhangigkeit des Molekulargewichtes beobachteten Langperioden zwischen 15 und
35 nm. Aufgrund der beiden Streubilder ist erkennbar, dass ein zweiphasiges System
vorliegt, in dem die Lamellen parallel zur Oberflache des Films, also senkrecht zur
Filmnormalen, angeordnet sind. Es kann angenommen werden, dass die Oberflache
des Polymerfiims aus energetischen Granden nur von einer der beiden Phasen,
namlich derjenigen mit der geringeren Grenzflachenenergie zu Luft (wahrscheinlich
Polystyrol), gebildet wird, was einer Vorzugsorientierung der Lamellen parallel zur
Grenzflache bedingt.

Von GALLOT et al. wurden bis zu sechs scharfe Bragg-Reflexe mit den
charakteristischen Abstanden fir eine lamellare Morphologie gefunden, was auf einen
deutlich hoéheren Ordnungsgrad im Vergleich zu der hier vermessenen Probe
schlielen lasst. Da in der Literatur keine expliziten Angaben daruber gemacht werden,
dass der Ordnungsgrad der Probe durch zusatzliche Behandlung, z. B. Temperung
oder Verstrecken, erhoht wurde, muss dieses Verhalten durch das Blockcopolymer
selbst bestimmt werden. Eine Erklarung konnte in der Fraktionierung der dort
verwendeten Blockcopolymere zu finden sein, was zu einer engen Molekular-
gewichtsverteilung innerhalb der isolierten Fraktion fihrt.
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Abbildung 5.2: Rontgenstreukurven des Polymers /-Sz15-ZLgs: Reflexe der lamellaren
Uberstruktur (links, fur beide Messanordnungen S und T) sowie der hexagonalen
Packung (rechts; mit Pfeil gekennzeichneter Reflex konnte bisher nicht zugeordnet
werden).
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Zusatzlich zu den Reflexen der lamellaren Morphologie findet man bei gréfieren
Streuvektoren drei weitere Reflexe (s = 0.679 nm™, s = 1.186 nm™, s = 1.376 nm™"), die
fur eine hexagonale Packung charakteristischen Abstande im Verhaltnis 1:4/3:2
aufweisen. Aufgrund der Reflexlagen ergibt sich eine Gitterkonstante von 1.7 nm.
Somit lasst sich diese Struktur einer hexagonalen Packung von a-Helices der
Peptidsegmente zuordnen. Die a-Helix-Konformation wurde mittels CD-Spektroskopie
nachgewiesen. Die Auspragung der hexagonalen Packung hangt dabei stark vom
Polymerisationsgrad des Polypeptidsegmentes ab, d. h. fur kurze Segmente wird keine
bzw. nur eine schwach ausgepragte hexagonale Struktur gefunden. Dies ist zu
erwarten, wenn man bericksichtigt, dass zum einen eine Mindestanzahl von 10
Peptideinheiten erforderlich ist, damit sich eine Helix-Konformation ausbilden kann
[111], und zum anderen langere helikale Segmente einen hdéheren Ordnungsgrad
begunstigen. Zusatzlich wurde ausschliel3lich im Falle des hier vorgestellten Polymers
[-Sp18-ZLg3 ein weiterer Reflex (s =0.378 nm'1) gefunden, der bisher noch keiner
strukturellen Einheit zugeordnet werden konnte.

Somit konnte die von GALLOT sowie SAMYN beschriebene hierarchische Struktur
bestehend aus einer lamellaren Morphologie und einer hexagonalen Packung von
o-Helices fur die linearen Polypeptid-Blockcopolymere bestatigt werden. Die
postulierte Faltung der Peptidsegmente innerhalb der lamellaren Schicht wurde
allerdings nicht naher untersucht und kann somit bisher nicht bestatigt werden.
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5.2 Verzweigte Blockcopolymere

Zur Untersuchung der verzweigten Polypeptid-Blockcopolymere wurden diese
ebenfalls aus DMF verfiimt und die erhaltenen Polymerfiime in den oben
beschriebenen zwei Messanordnungen (Abb. 5.3) mittels Rontgenkleinwinkelstreuung
vermessen. Aus Vergleichsgrinden wurden Polymere mit verschiedenen
Verzweigungsgraden und Gewichtsanteilen an Peptid ausgewahlt, deren
charakteristischen Parameter in Tabelle 5.1 zusammengestellt sind.

Tabelle 5.1: Molekulare Parameter der untersuchten verzweigten Polypeptid-
Blockcopolymere.

Pn (Peptid) M, [g/mol] Volumenbruch

Polymer Makroinitiator (NMR) (NMR) Droni
b(4)-S1g2-ZL 243 PAS4-PS1s 243 83200 74.1
b(8)-S193-ZLgs PASs-PS193 65 38200 40.9
b(8)-S193-ZL 255 PASs-PS193 255 88000 73.1
b(12)-S1gg-ZLs4 PAS12-PS1ss 54 35400 36.5
b(12)-S1gs-ZL123  PAS12-PS1ss 123 53400 56.7
b(12)-S1gs-ZLooz  PAS12-PS1gs 227 80700 70.8

Das Blockcopolymer b(12)-S1gs-ZLs4 nimmt eine Ausnahmestellung ein, da es den
hdchsten Ordnungsgrad aller Polymere zeigte, so dass dessen Struktur zuerst
erlautert werden soll. Da der Gesamtpolymerisationsgrad der Poly(Z-L-Lys)-Segmente
nur 54 betragt, kann von einer sehr kurzen mittleren Peptidkettenlange ausgegangen
werden, wodurch die Ausbildung einer a-Helix nicht moglich ist (Abb. 5.10d). Aufgrund
der kurzen Seitenketten kann das Polymer somit auch als ein Sonderfall eines linearen
Blockcopolymers angesehen werden. Die Ausbildung der beobachteten Struktur I&sst
sich allerdings eindeutig auf das Vorhandensein des Peptidanteils zurtckfuhren, da bei
der Untersuchung des zugehorige polyfunktionelle Makroinitiator PAS1,-PS1ss keine
Strukturbildung in fester Phase beobachtet wurde.

In Abbildung 5.3 sind die Streubilder der beiden Durchstrahlrichtungen abgebildet.
Wahrend sich bei Durchstrahlung des Filmes parallel zur Filmnormalen ein Streubild
(T-Streubild) aus zwei isotropen Ringen ergibt, zeigt das Streubild der anderen
Messanordnung (S-Streubild) intensive punktformige Reflexe, die ein verzerrtes
hexagonales Muster mit hoherer Intensitat in der Horizontalen bilden.
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Messanordnung T (,through’)

Messanordnung S (,side’)

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der Messanordnung (links) sowie die
beiden zugehdrigen Streubilder flr das Polymer b(12)-S1gg-ZLsa.

Da das S-Streubild in horizontaler Richtung ein intensives Zweipunktmuster mit
aquidistanten hodheren Ordnungen zeigt, spricht dies fir ein lamellares System.
Aufgrund der zusatzlichen schwacheren Reflexe kann es sich jedoch nicht um
einfache Lamellen handeln, sondern diese mussen eine Modifizierung aufweisen,
welche die verzerrt hexagonalen Reflexe verursacht. Die Horizontale des Streubildes
entspricht dabei der Lamellen- bzw. Filmnormalen, in dessen Richtung die grofite
Dichteschwankung auftritt. Zunachst zweidimensional betrachtet, korrespondiert ein im
reziproken Raum auf einer Kante stehendes Sechseck im realen Raum zu einem
Sechseck, welches auf einer Spitze steht. Da der Film auf seiner Schmalseite
durchstrahlt wurde, bedeutet dies, dass die Lamellen senkrecht zur Filmnormalen
angeordnet sind und die Kante des Sechsecks in der Lamellenebene liegt. Unter
Berucksichtigung einer Zylindersymmetrie um die Lamellen-Normale ergibt sich fur
den dreidimensionalen Fall — zunachst unter Annahme eines 5-Punktgitters — im realen
Raum ein zweidimensionales hexagonales Gitter aus unendlich langen Staben parallel
zur Lamellenebene. Berucksichtigt man die unterschiedlichen Intensitaten der Reflexe
und somit die Dichteschwankungen der verschiedenen Richtungen, so erhalt man als
einfachst mogliches, mit beiden Streubildern zu vereinbarendes Modell eindimensional
peristaltisch undulierte Lamellen, die in gestaffelter Weise angeordnet sind. Das
Modell ist in Abbildung 5.4 dargestellt, die Dicke der jeweiligen Phasen stellt dabei
jedoch nicht die real vorliegenden Verhaltnisse dar.
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Aus den Reflexpositionen wurde flr die Langperiode der lamellaren Struktur ein
Wert von 17 nm ermittelt. Der Abstand der Undulationen ergibt sich aus der Lage der
hexagonalen Reflexe zu 20 nm. Die Peakposition des T-Streubildes entspricht
ebenfalls 20 nm, so dass das T-Streubild die raumliche Anordnung der Undulationen
widerspiegelt (und Mischung der anderen Langen aufgrund verkippter Domanen). Die
Ubereinstimmung der Werte des hexagonalen Reflexes des S-Streubildes mit dem
Reflex des T-Streubildes bestatigt somit die oben gemachte Modellvorstellung der
vorliegenden Morphologie.

Abbildung 5.4: Modell zur
Struktur des Polymers
b(12)-S1gs-ZLs4:
eindimensional
peristaltisch undulierte
Lamellen.

Die lamellare Struktur der Probe wurde durch TEM-Aufnahmen an
Ultradinnschnitten des Filmes bestatigt (Abb. 5.5). Aus den Bildern wurden Werte fur
die Langperioden der Lamellen im Bereich von 17 bis 24 nm erhalten, die somit sehr
gut mit den Werten der Rdntgenuntersuchungen korrespondieren. Wie zu erwarten
konnen die Undulationen der Lamellen durch die abbildende Methode allerdings nicht
aufgelost werden.

Keine der anderen untersuchten Polymerproben zeigte eine so hoch geordnete
Struktur mit einer Vorzugsorientierung innerhalb des Polymerfilms. In allen Fallen
wurden fur beide Messanordnungen Reflexe in Form isotroper Ringe gefunden —
b(12)-S1gs-ZLoo7 und b(4)-Sqs2-ZL2a3 zeigten dabei im S-Streubild in horizontaler
Richtung eine leichte Verzerrung der Ringe zu Ellipsen. Zur Auswertung wurde die
Steuintensitat der T-Streubilder radial gemittelt: Die so erhaltenen Streukurven
enthielten einen einzelnen intensiven Reflex — Reflexe hoherer Ordnung waren nur bei
den Polymeren b(4)-S1go-ZL2as und b(8)-Sq93-ZL2ss als schwache, sehr verbreiterte
Schultern erkennbar. Aufgrund der fehlenden Reflexe hoherer Ordnung war eine
Zuordnung der vorliegenden Morphologie zunachst nicht direkt moglich.
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Abbildung 5.5: TEM-Aufnahmen von Ultradlinnschnitten des Polymerfiims von
b(12)-S1ss-ZLs4 in unterschiedlicher VergroRerung. Bei kleiner VergroRerung (links)
sind deutlich Domanen lamellarer Struktur erkennbar.

Durch Auswertung des Auslaufers der RoOntgenstreukurve, d.h. flr groRRe
Streuvektoren s, kdnnen quantitative Aussagen Uber die vorliegende Struktur
gewonnen werden. Das Auswerteverfahren wurde hier exemplarisch fur die Streukurve
des Blockcopolymers b(12)-S1gg-ZL227 (P peptia = 70.8) durchgefihrt:

Zunachst wurde die dreidimensionale Segmentlangenverteilung g(r) berechnet, aus
welcher der KIRSTE-POROD-Parameter ermittelt wurde (siehe Kapitel 3.2.1). Unter
Verwendung des KIRSTE-POROD-Parameters wurde die Werte 1~2.1 und «~1.1
bestimmt, welche innerhalb des 1-x-Phasendiagramms zu einer lamellaren Phase mit
geringer Krummung korrespondieren.

Unabhangig von dieser Vorgehensweise wurde das Verhaltnis der Grenzflachen
S/Sy bestimmt; es wurde ein Wert §/S; = 1.1 erhalten, der aufgrund des geringen
Flachenlberschusses wiederum mit groRer Sicherheit auf eine lamellare Struktur
hindeutet. Anhand dieser beiden unabhangigen Auswertemethoden konnte somit
gezeigt werden, dass es sich um eine lamellare Morphologie handelt. Eventuell
vorhandene Undulationen sind allerdings nur schwach ausgepragt.

Auf der Grundlage eines lamellaren Systems kénnen die Schichtdicken der beiden
Phasen ermittelt werden. Dazu wurde die eindimensionale Grenzflachenverteilungs-
funktion g;(r), die als Korrelationsfunktion der Lamellenphase in Richtung der
Lamellennormalen verstanden werden kann, berechnet. Aus dem ersten Maximum der
Verteilungsfunktion kénnen die Schichtdicken d; und d, erhalten werden (vgl.
Kap. 3.2.1), wahrend das erste Minimum der Langperiode L entspricht. Fir hdhere
Werte von r geht g,(r) gegen null. Fir das Polymer b(12)-S1gg-ZL227 wurden so flur die
Schichtdicken die Werte d; = 4.8 nm und d; = 11.6 nm erhalten.
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Auch wenn dieses Auswerteverfahren nur flr eine der Polymerproben durchgefihrt
wurde, kann doch davon ausgegangen werden, dass im Falle der restlichen
untersuchten Blockcopolymere ebenfalls eine lamellare Morphologie vorliegt, bei der
jedoch aufgrund eines geringen Ordnungsgrades oder sehr kleiner Korrelationslangen
keine Reflexe hdherer Ordnung gefunden werden. Um genauere Aussagen treffen zu
koénnen, ist jedoch die detaillierte Auswertung aller Réntgenkurven erforderlich.

Unter der Annahme einer lamellaren Struktur fur alle der Polymerproben wurde aus
den Reflexlagen des intensiven Reflexes im T-Streubild jeweils ein Wert fur die
Langperiode L ermittelt und in Tabelle 5.2 zusammengestellt.

Tabelle 5.2: Aus den Rodntgendaten ermittelte Reflexlagen und zugehdrige
Langperioden.

b#)Swr  b&)-Sws  bS)-Swsx  b(12)-Siws-  b(12)-Sise-
ZLoas ZLoss ZLgs ZL 423 ZL o7
S [nm'1] 0.0436 0.0486 0.0469 0.0455 0.0491
L [nm] 22.9 20.6 21.3 22.0 204

Anhand der Tabelle ist bereits ersichtlich, dass sich die Werte der Langperiode fir
alle Blockcopopolymer-Proben nur wenig unterscheiden und zudem um etwa 15 nm
deutlich kleiner sind als im Falle des oben beschriebenen linearen Polypeptid-
Blockcopolymers. Um dennoch Hinweise auf den Einfluss molekularer Parameter zu
erhalten, werden im Folgenden die erhaltenen RoOntgenkurven hinsichtlich des
Volumenbruches der Peptidphase sowie des Verzweigungsgrades betrachtet:

Zunachst wurde der Einfluss des Volumenbruches der Peptidphase untersucht.
Dazu wurden die Rontgendaten der Blockcopolymere desselben Makroinitiators
verglichen. (Abb. 5.6). Unter der Voraussetzung, dass flr alle verzweigten
Blockcopolymere die gleiche relative Initiatoreffektivitat angenommen werden kann —
die Aminofunktionalitat des jeweiligen Makroinitiators entspricht der maximal
vorhandenen Anzahl an Peptidketten —, ist eine Erhdhung des Volumenbruches der
Peptidphase ebenfalls mit einer groleren mittleren Polypeptidkettenlange verbunden.
Da ein effektiver Verzweigungsgrad bisher nicht bestimmt werden konnte, ist es jedoch
nicht moglich, einen tatsachlichen Polymerisationsgrad der Polypeptidketten
anzugeben. Fur die beiden polyfunktionellen Makroinitiatoren mit den hdchsten
Aminofunktionalitaten (n=8 sowie n=12) zeigt sich jeweils die gleiche Tendenz: Der
Wert der Langperiode sinkt — wenn auch nur geringfigig — mit steigendem
Volumenbruch der Peptidphase und somit steigender Polypeptidkettenlange.
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Abbildung 5.6: Vergleich der Rdontgenstreukurven fir verzweigte Blockcopolymere mit
jeweils gleichen Makroinitiatoren aber unterschiedlichen Volumenanteilen Peptid:
Blockcopolymere des Makroinitiators PASg-PS193 (links) sowie Blockcopolymere des
Makroinitiators PAS1,-PS1gg (rechts).

Zur Untersuchung des Einflusses des Verzweigungsgrades wurden
Blockcopolymer-Proben ahnlichen Volumenbruches der Peptidphase, jedoch unter-
schiedlichen Verzweigungsgrades, betrachtet. Eine Erhohung des Verzweigungs-
grades bei gleichbleibendem Volumenbruch entsprache hierbei einer Verkiurzung der
Polypeptidketten. Beim Ubergang von einer Aminofunktionalitdt des Makroinitiators
von n=4 zu n=12 verringert sich der Wert der Langperiode. Diese Beobachtung steht
gerade im Gegensatz zu der oben festgestellten Tendenz. Es ist moglich, dass sich
hierbei zwei gegenlaufige Effekte Uberlagern, da sich sowohl der Verzweigungsgrad
als auch der Polymerisationsgrad der Polypeptidketten gleichzeitig andert.

Die Ergebnisse zeigen einen deutlichen Einfluss der Molekularchitektur, d. h. der
Verzweigung, auf die Strukturbildung: Wahrend man fur lineare Blockcopolymere im
SSL-Regime eine Abhangigkeit der charakteristischen GroRe R einer Mikrostruktur
vom Gesamtpolymerisationsgrad N nach der Beziehung R~N° erwartet (vgl.
Kap. 2.2), findet man bei den hier untersuchten verzweigten Blockcopolymeren nahezu
keinerlei Abhangigkeit der Dimension der ausgebildeten lamellaren Struktur vom
Gesamtpolymerisationsgrad bzw. vom Peptidanteil bei gleichbleibendem Styrol-Anteil
(vgl. Abb. 5.6). Betrachtet man verzweigte Polymere mit sehr ahnlicher Zusammen-
setzung jedoch unterschiedlichem Verzweigungsgrad, so ist hier ebenfalls — wenn
auch nur ein geringer — Einfluss feststellbar.
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Abbildung 5.7:
Rontgenstreukurven von
verzweigten Polypeptid-
Blockcopolymeren mit ahnlichem
Volumenanteil Peptid bei
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Die Blockcopolymerproben wurden zusatzlich im Bereich groRerer Streuvektoren
vermessen, in dem bei den linearen Blockcopolymeren die Reflexe der hexagonalen
Packung der Polypeptidketten in a-Helix-Konformation auftreten. Wiederum wurden
bei einigen Polymerproben drei Reflexe mit dem charakteristischen Peakverhaltnis
einer hexagonalen Packung gefunden. Fur die Auspragung der hexagonalen Packung
wurde auch hier eine starke Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad der
Polypeptidketten beobachtet. Da eine vorliegende a-Helix-Konformation mittels CD-
Spektroskopie an dunnen Filmen der verzweigten Polypeptid-Blockcopolymeren
nachgewiesen wurde, kann die beobachtete hexagonale Packung der Packung von
a-Helices zugeordnet werden.
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Abbildung 5.8: Nachweis der vorliegenden o-Helix-Konformation fir das Polymer
b(4)-S1s2-ZL243 mittels CD-Spektroskopie (links) sowie Rdntgenweitwinkelstreuung
(rechts, Pfeile markieren die Reflexe einer hexagonalen Packung).
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5.2.1 Strukturmodell

Es stellt sich nun die Frage, wie die gefundenen strukturellen Parameter mit der
Molekularchitektur der Blockcopolymere in Einklang gebracht werden kénnen.

Bezogen auf die bisherigen Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass
wie im Falle der linearen Polypeptid-Blockcopolymere eine lamellare Morphologie die
bevorzugte Struktur darstellt, die zudem nahezu unabhangig von den hier unter-
suchten molekularen Parametern die gleichen strukturellen Grélzen aufweist.

Aufgrund geometrischer Uberlegungen l3sst sich die Molekilarchitektur der Block-
copolymere mit einer lamellaren Struktur vereinbaren, wenn man annimmt, dass das
Polymerrtuckgrat senkrecht zur Lamellenebene verlauft, wahrend die Peptidketten
parallel zur Phasengrenzflache angeordnet sind (vgl. Abb. 5.9). In diesem Modell ist
somit die Lange des funktionalisierten Polymerrickgrates, d. h. die Anzahl der
Aminofunktionalitaten des Makroinitiators, die bestimmende GroR3e flr die Schichtdicke
der Peptidphase und nicht der Polymerisationsgrad der Polypeptidkette, wie es fur die
linearen Blockcopolymere der Fall ist.

I Filmnormale

~20 nm

Abbildung 5.9: Modell zur Struktur der verzweigten Polypeptid-Blockcopolymere.

Eine Abschatzung der Konturlange des Polymerruckgrates ergibt bei voller
Streckung der Kette fur das Polystyrolsegment eine Lange von etwa 48 nm sowie je
nach Anzahl der Aminofunktionen Langen zwischen 1 und 3 nm fur den amino-
funktionalisierten Anteil. Vergleicht man dies mit den Werten der Schichtdicken, die
aus der Rontgenkurve von b(12)-Sigg-ZL2o7 erhalten wurden, so findet man bei
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Berucksichtigung der Knauelung des Polystyrolsegmentes und der Annahme einer
Doppelschicht eine gute Ubereinstimmung der jeweiligen Dimensionen. Somit stellt
das Modell eine sinnvolle Annahme zur Anordnung der Molekdle dar.

Betrachtet man dieses Modell zunéchst zweidimensional und nimmt an, dass die
Peptidketten sich jeweils abwechselnd auf den gegenuberliegenden Seiten des
Ruckgrates erstrecken, so fungieren sie als ,Abstandshalter zwischen den
Blockcopolymer-Molekulen.  Unter  Berlcksichtigung einer  dreidimensionalen
Verteilung der Polypeptidketten um das Polymerrickgrat ergibt sich fur dieses
Molekdlteils ein Platzbedarf, der in seiner raumlichen Ausdehnung mit der Form eines
Zylinders beschrieben werden kann, wobei die Anzahl der Peptidketten die Lange und
der Polymerisationsgrad der Polypeptidketten den Radius des imaginaren Zylinders
bestimmen. Da die Packung der Polymermolekile innerhalb der Struktur durch den
Durchmesser dieses Zylinders limitiert ist, bestimmt die Lange der Polypeptid-
seitenketten somit, wie dicht die Polystyrolketten des Polymerrickgrates innerhalb der
Polystyrol-Schicht nebeneinander liegen und somit, wie stark diese gestreckt sind. Je
kurzer die Polypeptidketten sind, desto nédher kommen sich die Polystyrolketten, was
eine starkere Streckung der Ketten — verbunden mit einem Verlust an Entropie —
erfordert, wahrend sie im umgekehrten Fall die bevorzugtere Knauel-Konformation
einnehmen koénnen. In diesem Verhalten findet sich eine mdgliche Erklarung dafur,
dass die gemessene Langperiode sich trotz unterschiedlicher Polypeptidkettenlangen
nur wenig verandert und sogar flr grolere Kettenlangen abnimmt: Langere
Polypeptidketten bedeuten eine geringere Streckung des Polystyrolrickgrates und
somit eine geringere Schichtdicke der Polystyrolphase, wodurch sich bei
gleichbleibender Schichtdicke der Peptidphase eine kleinere Langperiode ergibt. Die
Effekte sind allerdings nur gering, da sich die Werte der Langperioden nur geringflgig
unterscheiden.

Abbildung 5.10: Modelle zur raumlichen Ausdehnung der verzweigten
Blockcopolymere fir verschiedene Verzweigungsgrade (a-c) sowie unterschiedliche
Lange der Peptidseitenketten bei gleichem Verzweigungsgrad (c, d)
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Ist der Polymerisationsgrad der Peptidseitenketten jedoch sehr klein, wie es bei
b(12)-S1ss-ZLs4 der Fall ist, so wirde dies eine starke Streckung der Polystyrolketten
erfordern, da das Volumen des imaginaren Zylinders nur wenig grof3er ist als das
Polymerriickgrat selbst. Die Molekulstruktur ahnelt dabei stark einem linearen
Stabchen-Knauel-Polymer, wobei hier das funktionalisierte Rickgrat als Stabchen-
segment fungiert. Aufgrund eines hohen Entropieverlustes ist dies jedoch nicht
beglnstigt. Eine Undulation der Lamelle hingegen bedingt einer VergrolRerung der
Phasengrenzflache gegenlber einer planaren Grenzflache, wodurch eine groRere
Flache fur jede der Polystyrolketten zur Verfligung steht. Man kann daher annehmen,
dass die Peptidphase die Phase konstanter Dicke bildet (helle Bereiche im Modell,
Abb. 5.4). Die von OBER und THOMAS [108] gefundenen Zig-Zag-Morphologien von
Stabchen-Knauel-Polymeren dhneln der hier gefundenen Morphologie.

In Abbildung 5.10 sind zur Veranschaulichung Modelle zur raumlichen Ausdehnung
der verzweigten Blockcopolymere fur unterschiedliche molekulare Parameter
dargestellt: Je nach Verzweigungsgrad kann die raumliche Anordnung der
Polypeptidketten mit der Form eines Kegels oder eines Zylinders beschrieben werden.
Die Dimensionen dieser imaginaren dreidimensionalen Korper werden durch den
Polymerisationsgrad und somit der Lange der Polypeptidseitenketten bestimmt. Sind
die Seitenketten relativ kurz (< 10 Aminosaureeinheiten) kann sich keine helikale
Konformation der Polypeptidketten ausbilden (vgl. 5.10d), und das verzweigte
Blockcopolymer kann als Spezialfall eines linearen Blockcopolymers aufgefasst
werden. Langere Polypeptidseitenketten liegen in Form einer a-Helix vor, wobei
anzunehmen ist, dass die ersten Aminosaureeinheiten einer jeden Polypeptidkette
amorph vorliegen und somit als ,Spacer’ zwischen o-Helix und Polymerrtckgrat
fungieren. Auf diese Weise kann die vorliegenden hexagonale Packung der a-Helix mit
der lamellaren Uberstruktur sowie dem Molekilbau vereinbart werden.
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6 Aggregationsverhalten in wassriger Losung

Das Aggregationsverhalten verschiedener amphiphiler Blockcopolymere in selektiven
Ldsungsmitteln wurde bereits vielfach untersucht [112-115]. Ein grol3es Interesse
richtete sich dabei auf Aggregation in wassrigem Medium, wie sie von Polyelektrolyt-
blockcopolymeren, aber auch wasserldslichen nicht-ionischen Blockcopolymeren
gezeigt wird. Im Falle der Polyelektrolytblockcopolymere stellt neben den beiden
Grolken Polymerkonzentration und Blocklangenverhalinis die Elektrolytkonzentration
im wassrigen Medium einen zusatzlichen Parameter dar. So wurde eine Abhangigkeit
des Aggregationsverhalten von Polyelektrolytblockcopolymeren von der zugesetzten
Salzkonzentration gefunden [25, 116].

Aus den im Rahmen der Arbeit synthetisierten Polypeptid-Blockcopolymeren
entstehen nach Entfernen der Schutzgruppen (siehe Kapitel 4.3) ebenfalls
Polyelektrolytblockcopolymere. Abhangig vom Gewichtsanteil des hydrophilen
Segmentes sind sie in Wasser I6slich. Das enantiomerenreine hydrophile Polypeptid-
segment macht diese Blockcopolymere fir Untersuchungen in Wasser besonders
interessant: Durch Anderung des pH-Wertes kann leicht ein Knauel-Helix-Ubergang
dieses Segmentes induziert werden, d. h. die Sekundarstruktur wird durch das
umgebende Medium bestimmt. Es ist zu erwarten, dass eine Anderung in der
Konformation einen deutlich geanderten Platzbedarf des hydrophilen Segmentes zur
Folge hat. Bilden die Blockcopolymere eine bestimmte Aggregatstruktur, so sollte sich
dieser geanderte Platzbedarf der hydrophilen Segmente aufgrund einer Anderung des
Packungsparameters ebenfalls auf das Aggregationsverhalten auswirken. In diesen
Fallen wird daher der pH-Wert als zusatzlicher Parameter zur Erzeugung ,schaltbarer
Aggregate’ angenommen.

Bisher wurden keine systematischen Untersuchungen durchgeflhrt, die auf die
pH-Abhangigkeit des Aggregationsverhaltens von Polypeptidblockcopolymeren
abzielen.

Fur die Untersuchungen in wassrigem Medium wurden Polybutadien-block-
poly(natriumglutamat)-Copolymere verschiedener Molekulargewichte und Block-
langenverhaltnisse eingesetzt. Polybutadien als hydrophober Block wurde aufgrund
seiner niedrigen Glastemperatur (T4=-10 °C) gewahlt. Da sich das hydrophobe
Polymersegment bei Raumtemperatur somit oberhalb seiner Glastemperatur befindet,
sind die Blockcopolymere direkt in Wasser I0slich, und die sich ausbildenden
Aggregatstrukturen befinden sich im thermodynamischen Gleichgewicht. Polymere
unterhalb ihrer Glastemperatur konnen aufgrund ihrer fehlenden Segment-
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6 Aggregation in Lésung

beweglichkeit nur ,eingefrorene’ Strukturen — sogenannte frozen mizelles — ausbilden,
da sie eine reduzierte Austauschdynamik zeigen. Diese hangen in starkem Mal3e von
der angewendeten Praparationstechnik ab und reprasentieren in keinster Weise
Gleichgewichtsstrukturen [25].

Aus Grunden der Vergleichbarkeit wurden ausschlieRlich Blockcopolymere mit
einem Poly(natriumglutamat)-Segment verwendet. Aufgrund einzelner durchgefuhrter
Messungen ist jedoch anzunehmen, dass sich analoge Blockcopolymere mit einem
Poly(lysinhydrochlorid)-Block grundsatzlich in ahnlicher Weise verhalten.

Da die Darstellung eines polyfunktionellen Polybutadien-Makroinitiators aufgrund
synthetischer Probleme nicht moglich war (vgl. Kapitel 4.2), konnten keine verzweigten
Polypeptid-Blockcopolymere in die Untersuchungen miteinbezogen werden.

In Tabelle 6.1 sind die verwendeten Polybutadien-block-poly(natriumglutamat)-
Copolymere zusammengestellt. Die Polymere [-By7-NaGgs, [-Bgs-NaGss, und
[-Bgs.NaG7s bilden bis zu hohen Konzentrationen in Wasser durchsichtige, klare
Losungen. [-B119-NaGa4(l) und [-B11g-NaGy4(Il) bilden bereits bei kleinen
Konzentrationen optisch tribe Lésungen.

Tabelle 6.1: Molekulare Parameter der untersuchten Blockcopolymere (B=Butadien,
NaG=Natriumglutamat, /=linear).

Polymer P, (PB) Pn (NaGlu) M, [g/mol] Gew.-% (NaGlu)
[-B27-NaGe4 27 64 11100 86.9
[-Bgs-NaGss 85 55 12900 64.4
[-Bg5-NaGys 85 75 15900 71.2
[-B119-NaGaq(l) @ 119 24 10100 35.9
[1-B119-NaGa4(ll) ® 119 24 10100 35.9

(a) Beide Polymere wurden aus demselben geschitzten Blockcopolymer in zwei unterschiedlichen
Entschutzungsreaktionen hergestellt.

6.1 Circulardichroismus

Aus Messungen des Circulardichroismus koénnen direkt Informationen Uber die
Sekundarstruktur von Proteinen und Peptiden in Lésung erhalten werden, da sich fiur
die jeweiligen Konformationen — a-Helix, B-Faltblatt und Knduel — charakteristische
Banden ergeben. Liegen mehrere Konformationen nebeneinander vor, so setzt sich
die erhaltenen Kurve additiv aus den gewichteten Beitragen der einzelnen
Sekundarstrukturen zusammen (vgl. Kapitel 3.3).
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6 Aggregation in Lésung

Da es sich im Falle der Glutaminsaure um einen starken o-Helix-Bildner handelt, ist
hier bei Anderung des pH-Wertes ausschlieBlich ein Knauel-Helix-Ubergang zu
erwarten. Um dies zu verifizieren, wurden wassrige Losungen der Blockcopolymere
mit einer Konzentration von etwa 0.5 Gew.-% Polymer in einem pH-Bereich von etwa
4.0 bis 9.0 vermessen. Da diese Messungen in Verbindung mit den Daten aus der
dynamischen Lichtstreuung diskutiert werden sollen, wurden die identischen
Polymerlésungen (mit Salzzusatz) verwendet bzw. erforderliche Verdinnungen der
Lésungen durch Verwendung der entsprechenden Salzlésung (NaCl) durchgefuhrt.
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Abbildung 6.1: CD-Spektren in Abhangigkeit des pH-Wertes fir die beiden Polymere
I-Bgs-NaGss (links) und 1-B119-NaGa4(l) (rechts).

In Abbildung 6.1 sind die CD-Spektren als mittlere molare Elliptizitaten (bezogen
auf die Monomereinheit) fur zwei der Polymere exemplarisch gegenubergestellt. In
beiden Fallen erfolgt mit sinkendem pH-Wert ein gradueller Ubergang von einer
Knauel- (etwa pH6) zu einer Helix-Konformation (pH 4.3). Das Auftreten eines
einzigen isodichrotischen Punktes bei A=204 nm deutet darauf hin, dass der Ubergang
nur zwischen zwei Spezies stattfindet [117, 118]. Wie die Spektren von [-Bgs-NaGss
zeigen, hat eine deutliche Erhdhung des pH-Wertes keine weiteren Auswirkungen auf
die bereits vorliegende Knauel-Konformation. Bereits bei einem pH-Wert oberhalb des
pKs-Wertes der Glutaminsaure (pK,;=4.3) nimmt der gréfdte Teil der Peptidsegmente
eine helikale Sekundarstruktur ein. Messungen bei pH-Werten kleiner als 4.3 wurden
nicht durchgefuhrt, da schon bei diesem pH-Wert ein langsames Ausfallen des
Polymers beobachtet wurde. Vergleichsmessungen mit salzfreien Losungen zeigten
qualitativ gleiches Verhalten, jedoch trat der Ubergang zu einer helikalen
Sekundarstruktur bereits bei hoheren pH-Werten auf. Wie zu erwarten, erfolgt der
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Ubergang zwischen den beiden Sekundarstrukturen innerhalb eines sehr engen pH-
Bereiches, da es sich hierbei um einen kooperativen Prozess handelt.

Hinsichtlich der beiden abgebildeten CD-Spektren lassen sich einige Unterschiede
feststellen: Im Falle von [-Bgs-NaGss sind die flr eine Sekundarstruktur spezifischen
Banden deutlich ausgepragt, wahrend das Polymer [-B11g-NaGy4(l) unter gleichen
Messbedingungen und ahnlicher Polymerkonzentration starker verrauschte Spektren
liefert. Diese Beobachtung ist jedoch nicht unerwartet, wenn man berlcksichtigt, dass
der gemessene Circulardichroismus bei Polypeptiden von der Kettenlange abhangt
[71]. I-B119-NaGy4(l) enthalt nur ein kurzes Poly(natriumglutamat)-Segment von etwa
24 Monomereinheiten, wahrend das Polypeptidsegment von [-Bgs-NaGss etwa die
doppelte Lange aufweist. Somit ist die Ausbildung einer Sekundarstruktur,
insbesondere einer a-Helix, bei I-B119-NaGa4(l) nur in beschranktem Male moglich,
wodurch charakteristische Banden, die durch die kollektive Anregung von Amid-
gruppen innerhalb einer spezifischen supramolekularen raumlichen Anordnung
entstehen, nicht so gut ausgepragt werden. Ein Vergleich der molaren Elliptizitaten der
jeweiligen Banden mit Literaturwerten ist daher nur bedingt sinnvoll, da diese
Literaturwerte auf der Grundlage von hochmolekularen Homopolymeren erhalten
wurden. Somit wurde an dieser Stelle auf eine quantitative Auswertung der Spektren
bezlglich des Gehaltes einer der beiden Sekundarstrukturen verzichtet.

6.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Charakterisierung der Aggregate in Losung hinsichtlich ihrer Form und Grole ist
durch Kombination verschiedener Streumethoden maoglich.

Um erste Informationen Uber die hydrodynamische Grolle der Aggregate,
insbesondere in Abhangigkeit des pH-Wertes, zu erhalten, wurde dynamische
Lichtstreuung an den Polymerldsungen durchgefihrt. Sollte sich eine Anderung des
pH-Wertes und damit der Sekundarstruktur auf die vorliegende Aggregatstruktur
auswirken, so ist ebenfalls mit einer Anderung des gemessenen Diffusions-
koeffizienten und des hydrodynamischen Radius zu rechnen.

Da die Blockcopolymere einen Polyelektrolytblock enthalten, erfolgte die
Herstellung der zu vermessenden Losungen unter Zugabe von Salz (NaCl), um
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den geladenen Polymerketten zu
unterdriicken. Mit Ausnahme der Blockcopolymere [-B119-NaGz4(l) und /-B119-NaGa4(Il)
wurde fur alle Proben eine Polymerkonzentration von 5 g/l bei einer Salzkonzentration
von 0.12 bzw. 0.26 mol/l gewahlt (Cnaciu / Cnaci > 6). Die Polymere [-B119-NaGa4(l) und
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[-B119-NaGgy4(Il) bildeten bei diesen Polymerkonzentrationen tribe, sehr stark
streuende LAsungen, so dass diese bis zu einer Konzentration von 0.1 g/l (0.12 mol/l
NaCl) verdinnt wurden. Der pH-Wert der Lésungen wurde anschlieend durch
Zugabe von 0.1 N HCI bzw. NaOH unter Verwendung einer pH-Elektrode eingestellt.
Die dadurch entstehenden Konzentrationsanderungen wurden im Folgenden
vernachlassigt. Aufgrund der zuvor gemessenen CD-Spektren wurden drei pH-Werte
gewahlt: Bei pH 6.0 liegt das Polypeptidsegment als Zufallsknauel vor, wahrend es bei
pH 4.6 bereits Uberwiegend eine helikale Konformation einnimmt. Auf die Verwendung
eines niedrigeren pH-Wertes wurde trotz eines hoheren Anteils an a-Helix verzichtet,
um ein Ausfallen des Polymers, bedingt durch die sukzessive Neutralisation des
Polyelektrolytsegmentes, zu vermeiden, da dies die Lichtstreumessungen erheblich
storen wirde. Bei pH 5.2 koénnen die Polymeraggregate gerade in einem
Ubergangsstadium zwischen beiden Sekundarstrukturen vermessen werden.

In Tabelle 6.2 sind die aus den jeweiligen Messungen erhaltenen hydro-
dynamischen Radien zusammengestellt.

Tabelle 6.2: Zusammenfassung der DLS-Experimente.

Polymer CPolymer CNaCl R [nm]

[a/1] [mol/l] pH 4.6 pH 5.2 pH 6.0
[-B27-NaGegy 5.0 0.26 49.7/99.3 15.9 16.5
[-Bgs-NaGss 5.0 0.12 81.0 69.4 89.9
[-Bg5-NaGyzs 5.0 0.26 31.8 - 34.7
1-B11g-NaGa4(1) 0.1 0.12 83.8 85.5 89.6
1-B119-NaGoa(Il) 0.1 0.12 88.2 : 98.5

Das kleinste der Blockcopolymer [-B,7-NaGgs, welches allerdings mit etwa
87 Gew.-% den grofdten Anteil an Poly(natriumglutamat) besitzt, zeigte bei pH 6.0 und
5.2 einen hydrodynamischen Radius von etwa 16 nm. Es handelt sich hier sehr
wahrscheinlich um Mizellen. Wurde der pH-Wert weiter erniedrigt und somit der Anteil
helikaler Konformation des Peptidsegmentes stark erhoht, so konnte eine leichte
Tribung der vorher klaren Losung festgestellt werden, was mit einer deutlichen
VergroRerung des hydrodynamischen Radius auf 50 nm verbunden war. Bei der
Messung der identischen Losung 24 Stunden spater wurde ein doppelt so grolzer Wert
erhalten. Dies legte die Vermutung nahe, dass die Gro3enveranderung der Aggregate
durch einen langsamen Ausfallungsprozess des Polymers verursacht wurde und nicht
mit einer definierten Anderung der Aggregatstruktur korrespondiert. Um diese
Beobachtung genauer zu untersuchen, wurden zusatzlich Lésungen mit einem
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niedrigeren Polymer- und Salzgehalt (Cpoymer =1 g/, Cnaci = 0.12 mol/l) mit den
pH-Werten 4.6 und 4.8 vermessen. Direkt nach der Herstellung der Lésungen wurden
fur den hydrodynamischen Radius vergleichbare Werte von 79 nm (pH 4.6) sowie
72 nm (pH 4.8) erhalten. Beide Messungen wurden 60 Stunden spater nochmals
wiederholt, wobei fur die Losung mit niedrigerem pH-Wert ein etwa um den Faktor drei
grolRerer hydrodynamischer Radius (223 nm) erhalten wurde, wohingegen sich der
Wert fur pH 4.8 nur geringfligig anderte (86 nm). Diese Messungen zeigen, dass trotz
geringeren Polymer- und Salzgehaltes eine signifikante Vergrolerung der
vorliegenden Aggregatstruktur bei pH 4.6 auftritt, wahrend er bei pH 4.8 bereits
deutlich verlangsamt ist. Bei keinem der anderen Blockcopolymere wurden ahnliche
Beobachtungen gemacht, jedoch zeichnen sich diese durch geringere Anteile an
Poly(natriumglutamat) aus. Die Vermutung, dass die deutliche VergroRerung des
hydrodynamischen Radius durch das Vorliegen einer zylindrischen, nicht
rotationssymmetrischen Aggregatstruktur bedingt wird, konnte nicht bestatigt werden,
da keine depolarisierte Streuung beobachtet wurde.

Es konnte aufgrund der vorliegenden Messungen nicht geklart werden, welche
Aggregatstrukturen hierbei im Einzelnen vorliegen - dazu sind weitere Messungen,
insbesondere statische Lichtstreuexperimente, erforderlich.

Wie aus der Tabelle ersichtlich, zeigte keines der anderen Blockcopolymere eine
solche signifikante Anderung des hydrodynamischen Radius bei Anderung der
Sekundarstruktur des Polypeptidsegmentes durch den pH-Wert. Es traten in allen
Fallen nur geringfugige Grélkenanderungen auf, wobei in der Regel mit sinkendem pH-
Wert kleinere hydrodynamische Radien gemessen wurden. Es féllt allerdings auf, dass
[-Bgs-NaG7s deutlich kleinere Aggregate als die Polymere [-Bgs-NaGss, [-B119-NaGoa4(l)
und [-B119-NaGay4(Il) ausbildet, fur die sehr grolte Werte des hydrodynamischen Radius
ermittelt wurde. Als Abschatzung fur einen maximal moglichen Mizelldurchmesser
kann ein Vergleich mit der doppelten Lange einer gestreckten Polymerkette (etwa
30 nm fir einfache Kette) dienen. Der fur das Polymer [-Bgs-NaG7s gefundene
hydrodynamische Radius von etwa 32 nm lie3e sich somit noch mit einer mizellaren
Struktur in Einklang bringen unter der Annahme dicht gepackter stark elongierter
Polymerketten. Die geringe GréRenanderung bei pH-Wert-Anderung spricht allerdings
eher fur eine vesikulare Struktur. Hier kdnnte Neutronenkleinwinkelstreuung wertvolle
Hinweise liefern, welche Aggregatstrukur vorliegt.

Im Falle der restlichen untersuchten Blockcopolymere kann eine VergrofRerung des
hydrodynamischen Radius nur aufgrund von Polyelektrolyt-Wechselwirkungen
weitestgehend ausgeschlossen werden, so dass unter Berucksichtigung der relativ
kleinen Molekulargewichte mizellare Aggregate sehr unwahrscheinlich sind. Da bei
keiner der vermessenen Losungen eine signifikante Intensitat des Streulichtes bei
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gekreuzten Polarisatoren (depolarisierte Streuung) gemessen werden konnte, muss es
sich um spharische Aggregate handeln. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass
vesikulare Strukturen vorliegen. Diese Annahme lasst sich zudem mit der geringen
GréRenanderung bei pH-Anderung in Einklang bringen: Da die Blockcopolymere eine
Doppelschicht bilden, wiirde sich eine Anderung im Platzbedarf des hydrophilen
Segmentes auf beiden Seiten der Doppelschicht auswirken, so dass sich nur eine
geringfligige Anderung in der Kriimmung ergeben sollte.
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Abbildung 6.2: Intensitatsgewichtete Verteilungen des hydrodynamischen Radius fur
die Polymere [-Bgs-NaGss (links) und [-B119-NaGa4(l) (rechts) fur pH 6.0.

Ausschliel3lich im Falle des Blockcopolymers [-Bgs-NaGss wurde bei der
dynamischen Lichtstreuung zusatzlich ein geringer Anteil eines schnelleren
Diffusionsprozesses gefunden, der zu Teilchen mit einem hydrodynamischen Radius
von 2-3 nm korrespondiert (siehe Abb. 6.2). Es ist anzunehmen, dass es sich hierbei
um nicht aggregiertes Blockcopolymer (Unimere) handelt. Der Grund kdnnte hier in der
moglichen Polydispersitat des Blockcopolymers zu finden sein: Die Molekular-
gewichtsverteilung des Blockcopolymers konnte bisher nicht bestimmt werden,
weshalb nicht auszuschlieBen ist, dass ein erheblicher Anteil des Polymers ein
deutlich groReres hydrophiles Segment besitzt, welches somit eine hohe
Wasserloslichkeit gewahrleistet. Da bei der Auswertung zunachst eine intensitats-
gewichtete Radienverteilung ermittelt wird, ist der zahlengewichtete Anteil um ein
Vielfaches hoher. Somit lage nur ein kleiner Bruchteil des Polymers als Vesikel
aggregiert vor. Dies wiederum konnte erklaren, warum die Losungen von [-Bgs-NaGss
auch bei relativ hohen Polymerkonzentrationen (40 g/lI) durchsichtig klar erscheinen,
da die Konzentration der stark streuenden, grof3en Aggregate vergleichsweise gering
ist. Im Falle der Polymere [-B119-NaG4(l) und [-B119-NaGa4(ll) hingegen liegt das
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Polymer vollstandig aggregiert als Vesikel vor, weshalb sich bereits bei niedrigen
Konzentrationen eine starke Trubung der Ldsung ergibt. Da die beiden letzteren
Blockcopolymere einen deutlich hdheren Anteil an hydrophobem Polybutadien
enthalten als /-Bgs-NaGss, sollte bei diesen die Tendenz zur Aggregation in wassriger
Ldésung wesentlich héher sein. Zudem erhdht ein groRerer Anteil Polybutadien den
Brechungsindexunterschied und somit den Streukontrast zwischen Aggregat und
Ldsungsmittel.

Statische Lichtstreuung kdnnte zusatzliche Informationen zur Charakterisierung der
Aggregate liefern. Insbesondere das Verhaltnis zwischen Tragheits- und
hydrodynamischem Radius kdnnte weiteren Aufschluss Uber die Form der Aggregate
erbringen. In ersten Messungen wurden starke Abhangigkeiten von der Polymer- und
Salzkonzentration gefunden, wie sie fur Polyelektrolyte typisch sind. Somit waren
umfangreiche Messreihen erforderlich, die im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr
durchgefuhrt werden konnten.

Um dennoch die Annahme zu stltzen, dass es sich bei den Aggregaten um Vesikel
handelt, wurden Losungen von [-Bgs-NaGss, [-B119-NaGa4(l) und [-B11g-NaGa4(Il) mit
Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie als abbildender Methode untersucht.

6.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Um einen visuellen Eindruck der vorliegenden Aggregate in Lésung zu erhalten, wurde
die Transmissionselektronenmikroskopie als abbildende Methode herangezogen. Als
Praparationstechnik wurde hier Gefrierbruch der Losungen gewahlt, da Vesikel beim
einfachen Eintrocknen einer Aggregatlosung auf einem Grid meist nicht stabil sind und
wahrend des Eintrocknungsprozesses zudem Veranderungen der Aggregatstruktur
eintreten konnen.

Im Falle der Gefrierbruchtechnik wird die Polymerldsung sehr schnell eingefroren,
gebrochen und durch Bedampfung mit Kohlenstoff eine Replik der Bruchoberflache
hergestellt. Diese wird nochmals mit Platin schrag bedampft, um den Kontrast und die
Stabilitat im Elektronenstrahl zu erhdhen. Um Artefakte zu vermeiden, wurden
wassrige Blockcopolymerlésungen (5 g/l) ohne Salzzusatz verwendet.
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Abbildung 6.3: TEM-Aufnahmen nach Gefrierbruchpraparation der Aggregate des
Polymers /-Bgs-NaGss in Losung.

Auch wenn die Bilder keinen reprasentativen Querschnitt durch die Probe
darstellen, werden im Wesentlichen kugelférmige Aggregate gefunden, deren
Durchmesser zwischen 100 und 200 nm sehr gut mit den Werten der dynamischen
Lichtstreuung korrespondieren. Dabei muss berucksichtigt werden, dass die Vesikel
mit jeweils unterschiedlicher Héhe in die Bruchflache der gefrorenen Ldsung
hineinragen, was zu scheinbar unterschiedlichen Durchmessern der Aggregate in der
Replik fuhrt. Da die abgebildeten Aggregate aufgrund der Platin-Bedampfung einen
einseitigen hellen Schatten aufweisen, sind offenbar beim Bruchvorgang die
Aggregate selbst unbeschadigt geblieben und der Bruch erfolgte somit an der
Oberflache der Vesikel.

Somit bestatigen die TEM-Aufnahmen die mittels dynamischer Lichtstreuung
ermittelte Gro3e der Aggregate und gleichzeitig die Annahme, dass es sich hierbei um
Vesikel handelt.

6.4 Oberflachenspannung

Um die Polymere hinsichtlich ihrer Grenzflacheneigenschaften gegenuber der
Wasser/Luft-Grenzflache naher zu charakterisieren, wurden Messungen der
Oberflachenspannung von wassrigen Polymerldsungen in Abhangigkeit der
Polymerkonzentration mit der Ringmethode nach DUNoUY durchgefuhrt [119]. Da es
sich bei den vorliegenden Carbonsauregruppen um schwache Elektrolyten handelt,
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deren Dissoziationsgrad empfindlich vom jeweiligen pH-Wert abhangt, wurden die
Messungen zunachst bei pH 6 durchgeflhrt, bei dem der Grofiteil der Sauregruppen
deprotoniert vorliegt. Zum Vergleich wurden die Messungen teils auch bei niedrigerem
pH-Wert (4.8) durchgefuhrt, wodurch das Blockcopolymer aufgrund der Protonierung
von Sauregruppen einen hydrophoberen Charakter erhalt. In Abbildung 6.4 sind
exemplarisch die Oberflachenspannungskurven fur zwei der untersuchten Polymere
als Funktion der Polymerkonzentration dargestellt.
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Abbildung 6.4: Oberflachenspannung y als Funktion der Polymerkonzentration fur das
Polymer [-Bgs-NaGss bei den beiden pH-Werten 6.0 und 4.8 (links) sowie das Polymer
I-B119-NaGaq(l) bei pH 6 (rechts).

Fir alle hier untersuchten Blockcopolymere ergibt sich ein ahnlicher Verlauf der
Kurve: Der Anfangswert der Oberflachenspannung andert sich Uber einen weiten
Konzentrationsbereich zunachst nicht. Erst bei relativ hohen Polymerkonzentrationen
kommt es zu einer langsamen Absenkung der Oberflachenspannung. Bei einem
niedrigeren pH-Wert ist der Beginn des Abfalls der Kurve zu geringeren
Polymerkonzentrationen verschoben, was bei gleichen Polymerkonzentrationen in
einem niedrigeren Wert der Oberflachenspannung resultiert. Insbesondere im Falle
des Polymers [-Bgs-NaGss wird eine Absenkung der Oberflachenspannung bei pH 6
erst ab einer Polymerkonzentration von etwa 0.4 g/l beobachtet. Dies spricht flr ein
Unimeren-Aggregat-Gleichgewicht, das bis zu hohen Polymerkonzentrationen auf der
Seite der Unimeren liegt. Dieses Verhalten korrespondiert zu dem Anteil an nicht
aggregiertem Blockcopolymer, der bei dynamischer Lichtstreuung gefunden wurde
(vgl. Abb. 6.3). Fir keines der Blockcopolymere konnte auch bei recht hohen
Polymerkonzentrationen (> 4g/l) die Annaherung der Oberflachenspannung an einen
unteren Grenzwert beobachtet werden. Dabei waren Messungen zu noch hdheren
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Polymerkonzentrationen durch die zur Verfligung stehende Menge an Blockcopolymer
limitiert.

Vergleicht man diese Messergebnisse mit dem Verhalten niedermolekularer
Tenside, wie z. B. SDS, so erkennt man ein anderes Grenzflachenverhalten der
amphiphilen Blockcopolymere: Eine kritische Aggregationskonzentration ist auf diese
Weise nicht zuganglich, da die Bildung von Aggregaten in der Losung offensichtlich
nicht mit einer vorherigen Bedeckung der Wasser-Luft-Grenzflache einher geht. So
konnen im Falle des Polymers [-B11g-NaGgy4(l) bei einer Konzentration von 0.1 g/l
mittels dynamischer Lichtstreuung Aggregate detektiert werden, wahrend die
gemessene Oberflachenspannung (69 mN/m) noch nahezu den Wert von reinem
Wasser (72 mN/m) aufweist. Von EISENBERG et. al. [112] wurden Uber die ,Pyren-
Methode’ (konzentrationsabhangige Einlagerung von Pyren in den hydrophoben
Mizellkern und Messung der zugehorigen Fluoreszenzspektren) fur amphiphile
Blockcopolymere extrem niedrige kritische Mizellbildungskonzentrationen (engl: critical
micelle concentration, cmc) im Bereich von 10 bis 10™ mol/l bestimmt. Es ist somit
anzunehmen, dass die Ringtensiometrie als Methode zur Bestimmung von kritischen
Mizellbildungskonzentrationen von amphiphilen Blockcopolymeren nicht geeignet ist.
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7 Polypeptid-Blockcopolymere als Stabilisatoren in
der Emulsionspolymerisation

7.1 Einleitung

Die Emulsionspolymerisation zahlt zu den altesten Polymerisationstechniken und
ermoglicht die Herstellung von wassrigen Polymersdispersionen, die trotz eines hohen
Polymergehaltes eine niedrige Viskositat aufweisen. Sie spielt daher eine wichtige
Rolle zur Darstellung einer Reihe industrieller Produkte, wie etwa Dispersionsfarben
und Klebstoffen.

Es handelt sich hierbei um eine freie radikalische Kettenpolymerisation [120], bei
der wasserunldsliche Monomere, wie z. B. Styrol oder Acrylatderivate, unter Zusatz
von Tensiden als Grenzflachenvermittler mit einem wasserléslichen Initiator
polymerisiert werden. Der Mechanismus der Emulsionspolymerisation wurde von
HARKINS bereits 1948 qualitativ beschrieben und in die drei Phasen Teilchenbildung,
Teilchenwachstum und Monomerverarmung unterteilt [121]. Insbesondere die
Beschreibung des Nukleierungsmechanismus zur Teilchenbildung ist jedoch nach wie
vor Gegenstand intensiver Forschung [122]. Auf Grundlage der Beschreibung von
HARKINS entwickelten SMITH und EWART eine quantitative Theorie zur Kinetik der
Emulsionspolymerisation [123]. Zur Berucksichtigung der Abweichungen in realen
Systemen wurden bereits mehrfach Verbesserungsvorschlage dieses Modells
erarbeitet [124].

Neben niedermolekularen Tensiden sind auch polymere Stabilisatoren seit langerer
Zeit bekannt und finden vielfaltige Anwendungen in industriellen Prozessen [125].
Insbesondere amphiphile Blockcopolymere eignen sich als effektive Stabilisatoren in
der Emulsionspolymerisation. Die hydrophoben Segmente fungieren dabei durch
starke Adsorption an die Polymer-Wasser-Grenzflache als ,Ankerblock’. Die
hydrophilen Segmente bleiben im Dispersionsmedium geldést und erzeugen so eine
hydrophile Schicht, die das Partikel umgibt und somit sterisch stabilisiert. Im
Gegensatz dazu ist die Stabilisierung mit niedermolekularen Tensiden meist
ausschlieBBlich durch elektrostatische AbstoRung gegeben. Handelt es sich bei dem
hydrophilen Segment des Blockcopolymers um einen Polyelektrolyten, liegt eine
Kombination beider Stabilisierungsmechanismen vor, die als elektrosterische
Stabilisierung bezeichnet wird. Liegt ein starker Elektrolyt vor, so ist dieser Uber den
gesamten pH-Bereich dissoziiert und gewahrleistet eine entsprechende Stabilisierung,
wahrend bei schwachen Elektrolyten mit einer signifikanten pH-Wert-Abhangigkeit zu
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7 Polymere Stabilisatoren

rechnen ist. Das Konzept der elektrosterischen Stabilisierung findet man ebenfalls in
der Natur, z. B. bei Milch, wo Proteine Stabilisierungsfunktionen ibernehmen.

Bei einem Groldteil der eingesetzten polymeren Stabilisatoren handelt es sich um
nicht-ionische amphiphile Blockcopolymere. Als hydrophiler Block findet sehr oft
Polyethylenglycol (PEG) in Verbindung mit verschiedensten hydrophoben Segmenten
Verwendung. Als Beispiele fur eingesetzte Stabilisatoren seien hier die
Blockcopolymere PS-b-PEO [126], PMMA-b-PEO [125, 127] sowie
PEO-b-PPO-b-PEO [128] genannt.

Seit etwa 20 Jahren ist die Synthese und Untersuchung von definierten
Polyelektrolytblockcopolymeren Gegenstand intensiver Forschung [129]. Trotzdem
finden sich in der Literatur nur wenige Beispiele zur Verwendung solcher Polymere als
Stabilisatoren in der Emulsionspolymerisation. LEEMANS et al. [130] verwendeten als
erste ein Polyelektrolytblockcopolymer mit starkem Elektrolyten zur Stabilisierung von
Dispersionen. Dabei untersuchten sie die Stabilisatoreigenschaften von Poly(methyl-
methacrylat)-block-poly([2-hydroxy-1-sulfonyl]-ethylmethacrylat) wahrend der
Emulsionspolymerisation sowie bei nachtraglicher Zugabe. MULLER et. al. [131] setzten
mittels  anionischer  Polymerisation hergestellte  Poly(2-ethylethylen)-block-
poly(styrolsulfonat)e unterschiedlichen Sulfonierungsgrades zur Herstellung von
Polystyrol-Latizes ein. Unter Einsatz kontrolliert radikalischer Polymerisationstechniken
synthetisierten CHARLEUX et al. Blockcopolymere, die neben einem hydrophoben
Polystyrolsegment einen hydrophilen Poly(styrolsulfonat)- [132], Poly(acrylsaure)- oder
Poly(vinylbenzyltriethylammoniumchlorid)-Block [133] enthielten. Alle drei Block-
copolymere wurden erfolgreich zur Emulsionspolymerisation von Styrol eingesetzt. Ein
weiteres Beispiel zum Einsatz kationischer Polyelektrolytblockcopolymere wurde von
JAGER et al. [134] beschrieben.

In allen bisher genannten Beispiele besitzen die eingesetzten Polyelektrolyt-
blockcopolymere eine lineare Struktur. Analoge verzweigte Strukturen wurden in
diesem Zusammenhang noch nicht beschrieben, obwohl ein starker Einfluss der
Molekularchitektur auf die Stabilisatoreigenschaften zu erwarten ist. Aus diesem Grund
werden im folgenden Kapitel verzweigte Polystyrol-block-poly(natriumglutamat)-
Copolymere im Vergleich zu linearen Analoga untersucht.

Um die eingesetzten Stabilisatoren miteinander vergleichen zu konnen, ist es
zunachst erforderlich, Kriterien fur die Effizienz eines Stabilisators zu definieren und
ein entsprechendes Mal} zur Quantifizierung zu finden.

Zur Beurteilung der Effizienz eines Stabilisators wahrend der Polymerisation ist die
erhaltene Teilchengrofde allein nicht ausreichend. Vielmehr mussen auch der
Gesamtfeststoffgehalt, die eingesetzte Stabilisatormenge und die entstandene Menge
an Koagulat berucksichtigt werden, um ein umfassendes Bild zu erhalten.
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Die Quantifizierung der Stabilisatoreffizienz E,, kann nun dadurch erfolgen, dass
man die wahrend der Polymerisation entstandene bzw. stabilisierte Grenzflache pro
Gramm eingesetztem Stabilisator ermittelt. Unter der Annahme, dass sich alle
Stabilisatormolekile an der Latexteilchen-Wasser-Grenzflache befinden und eine
monodisperse Teilchengrolienverteilung vorliegt, berechnet man zunachst die
entstandene Gesamtoberflache A4, und bezieht diesen Wert auf die eingesetzte
Stabilisator- und Wassermenge. Die beiden GroRen 4, und E,, sind gegeben durch:

___FG 6 FG  Feststoffgehalt [%] (7.1)
“ (100-FG)107p,D  p, polymerdichte [glcm?]
D mittlerer Teilchendurchmesser
[nm]
Ep = Ay, w w eingesetzte Wassermenge [g] (7.2)
S S eingesetzte Stabilisatormenge [g]

Die GroRe Ey.;, die sich auf die eingesetzte Stabilisatormenge in Gramm bezieht,
ist vor allem unter praktischen Gesichtspunkten relevant, da in der Regel mdglichst
wenig Stabilisator relativ zum Monomer eingesetzt werden soll und daher die Effizienz
pro eingesetzter Menge entscheidend ist.

Allerdings wird bei dieser Vorgehensweise nicht das Molekulargewicht des
Stabilisators berlcksichtigt, welches im Falle von Polymeren deutlich von jenem
niedermolekularer Tenside differiert. Aus diesem Grund kann zur Quantifizierung auch
die Stabilisatoreffizienz pro Molekll E,, d.h. die von einem Stabilisatormolekdl
stabilisierte Flache, berechnet werden. Ej, ergibt sich aus der Gesamtoberflache A,
unter Berlcksichtigung der Anzahl an Stabilisatormolekilen S):

S, :iNA M Molekulargewicht des Stabilisators (7.3)
Ny Avogadro-Zahl

w (7.4)

Im Folgenden werden beide GroRen zur Beurteilung der Stabilisatoreffizienz
verwendet.
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7 Polymere Stabilisatoren

7.2 Verzweigte und lineare polymere Stabilisatoren

Als polymere Stabilisatoren wurden je zwei lineare sowie verzweigte Polystyrol-block-
poly(natriumglutamat)-Copolymere (PS-b-P(NaGlu)) eingesetzt, die sich durch
verschiedene Gewichtsanteile — und somit verschiedene Blocklangen - des
anionischen Poly(NaGlu)-Blockes unterscheiden. Zur Synthese dieser Block-
copolymere wurden jeweils derselbe mono- bzw. polyfunktionelle Makroinitiator
eingesetzt, so dass identische hydrophobe Styrol-Blocke (etwa 5500 g/mol) als
Ankergruppen innerhalb eines Funktionalisierungsgrades vorliegen. In Tabelle 7.1 sind
die charakteristischen Daten der verwendeten PS-b-P(NaGlu)-Blockcopolymere
zusammengestellt. Die Blockcopolymere wurden unter Verwendung von Natrium-
hydroxid entschutzt, was zu einer partiellen Racemisierung der Aminosauren im
hydrophilen Segment fuhrte, wie Messungen des Circulardichroismus zeigten (siehe
Kapitel 4.3). Aus diesem Grund wurden im weiteren Verlauf keinerlei Messungen
durchgeflhrt, die auf Effekte durch einen Knauel-Helix-Ubergang abzielen.

Tabelle 7.1: Molekulare Parameter der als Stabilisatoren eingesetzten Polymere.

Polymer P, (Styrol) P, (NaGlu) M, [g/mol] Gew.-% NaGlu
[-S52-NaG1o4 52 104 21300 74
[-S57-NaGa74 57 274 47500 87
b(8)-Se3-NaG17s 63 176 34300 78
b(8)-Se3-NaGog3 63 293 51900 85

Eine Verwendung der Polystyrol-block-poly(lysinhydrochlorid)-Copolymere st
analog zu den folgenden Versuchen ebenfalls denkbar. Es wurden einige Emulsions-
polymerisationen mit diesen Stabilisatoren durchgeflihrt, die jedoch aufgrund ihrer
ungenugenden Loslichkeit zu sehr schlecht stabilisierten Dispersionen mit grofiem
Koagulatanteil fihrten. Daher wurden diese Untersuchungen nicht weiter verfolgt und
werden hier nicht naher erlautert.

Die Emulsionspolymerisationen wurden in kleinen Ansatzen unter Einsatz von 1 g
Styrol als Monomer bei einem theoretischen Feststoffgehalt von etwa 21 %
durchgefuhrt. Fir die Polymerisationsreaktion wurde ein drehbarer Thermostat
verwendet, der die in schmalen Schraubglasern befindlichen Reaktionsmischungen
auf die gewlnschte Innentemperatur von 80 °C erwarmt und durch gleichzeitiges
Umschutteln anstelle einer Rihrung fir die notwendige Durchmischung sorgt.

Die nachfolgend aufgeflihrten Rezeptur gewahrleistete einheitliche Reaktions-
bedingungen und somit eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Die polymeren
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Stabilisatoren wurden jeweils in 1-5 Gewichtsprozenten bezogen auf das Monomer
eingesetzt: 1 g Styrol, 2 g Wasser, 2g 0.1 N NaOH, 32 mg VA-086 (Initiator), 10-
50 mg Blockcopolymer.

Der Zusatz von Natronlauge war hierbei erforderlich, um eine gute Loéslichkeit der
Polymere zu gewahrleisten, da diese nach der Entschitzungsreaktion neutralisiert
worden waren und sich daher sehr schlecht direkt in Wasser |6sten. Da es sich zudem
um einen schwachen Elektrolyten handelt, bedingt der basische pH-Wert vollstandige
Dissoziation der Sauregruppen und somit bestmaogliche Stabilisierungseigenschaften.

Tabelle 7.2: Zusammenfassung der charakteristischen Daten aller Latexproben.

Stabilisator Stabilisator-  D(pLs) Dw(tem) AD @ PD®  Feststoff-
gehalt [%)] [nm] [nm] [nm] gehalt
[%]
[-S52-NaG1o4 1.06 153 144 9 1.01 17.5
2.02 118 129 (-11)* 1.00 19.5
3.09 116 79 37 1.03 20.3
3.74 104 77 27 1.02 20.8
4.67 99 76 23 1.03 21.8
[-S57-NaGy74 1.01 214 194 20 1.01 14.8
1.93 168 152 16 1.01 18.9
3.08 141 121 20 1.02 21.3
4.18 132 - - - 19.3
4.88 132 107 25 1.02 19.7
b(8)-Se3-NaG176 1.03 131 125 6 1.16 18.6
2.02 107 102 5 1.22 21.3
3.03 95 - - - 21.6
3.90 76 62 14 1.22 22.2
4.88 74 68 6 1.23 21.7
b(8)-Se3-NaGags3 1.04 130 123 7 1.14 19.3
2.09 104 82 22 1.15 17.1
3.03 91 61 30 1.18 18.2
4.09 80 - - - 18.2
4.97 88 92 (-4)* 1.15 18.5
@AD = DioLs) - Diremy; ® Polydisperitat=D,,/D, (TEM); * hydrodynamischer Durchmesser

ausnahmsweise grofler als TEM-Durchmesser.

Als Initiator wurde ein neutraler wasserloslicher Azoinitiator gewahlt, um das
Einbringen zusatzlicher Ladungen durch den Initiator und dadurch bedingte
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Stabilisierungseffekte auszuschlieRen. Dass die durch Ladungen des Initiators
verursachten Stabilisierungseffekte nicht unerheblich sind, zeigt die Madglichkeit,
stabile Polymerdispersionen ohne Zusatz von Emulgatoren herstellen zu kdnnen [135].

Vor der weiteren Charakterisierung wurden die erhaltenen Dispersionen zur
Abtrennung des entstandenen Koagulates filtriert. Neben der Bestimmung des
verbliebenen Feststoffgehaltes wurde die TeilchengrofRe sowohl mittels dynamischer
Lichtstreuung (Particle Sizer, Nicomp) als auch durch Auszahlen von TEM-Aufnahmen
bestimmt. In Tabelle 7.2. sind alle erhaltenen Werte zusammengestellt.

In Abbildung 7.1 sind die mittels dynamischer Lichtstreuung ermittelten Teilchen-
grolken aller Latexproben in Abhangigkeit der eingesetzten Menge an polymerem
Stabilisator aufgetragen: Fir alle Stabilisatoren nimmt der Teilchendurchmesser mit
steigender Menge ab und nahert sich einem Grenzwert.

2200 - 1-S_NaG,
h —-0--[-§_-NaG

200 ] - b(837-363-N2a7é5176
E 180 7O b Se NGy, Abbildung 7.1:
= 160 O Hydrodynamische
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% 120 ] e N . eingesetzten
;T:, 1 e g Stabilisatormenge.

100 1 N Tem (Verbindungslinien dienen

80 ] "‘“‘"’*‘5*?‘::‘.“:9;;:jjjjjfffjj;o nur der Ubergicht und sollen

: . . . . keinen Funktionsverlauf
1 2 3 4 5 darstellen.)

Stabilisatorgehalt [%]

Durch Einsatz der verzweigten Polymere konnen uber den gesamten untersuchten
Bereich deutlich kleinere Teilchen (75-130 nm) erhalten werden, wobei sich die
Durchmesser der Latexteilchen der beiden verzweigten Polymere untereinander nur
wenig unterscheiden. Im Falle der linearen Polymere ist ein starkerer Einfluss der
unterschiedlichen Blocklangenverhaltnisse anhand der erzielten Teilchengrélien (213-
99 nm) — insbesondere bei kleinen Stabilisatormengen — zu erkennen.

Aus TEM-Aufnahmen wurden die beiden Mittelwerte D, und D,, der
Kerndurchmesser der Latexpartikel (die eingetrocknete Stabilisatorschicht vergroRert
den Durchmesser nur unwesentlich) bestimmt, um sie mit den zugehdrigen
hydrodynamischen Werten aus der dynamischen Lichtstreuung zu vergleichen.
MULLER [131] fand bei einem solchen Vergleich flr Latexteilchen, die ebenfalls mit
einem Polyelektrolytblockcopolymer als Stabilisator hergestellt wurden, eine sehr
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grol’e Abweichung der beiden Durchmesser um einen Wert von bis zu 120 nm, die
sich fur elektrosterisch stabilisierte Teilchen (hairy particles) mit einer Korona aus
Polyelektrolytketten um das Latexteilchen erklaren lasst.

Da aus der dynamischen Lichtstreuung intensitadtsgewichtete Werte der
TeilchengroRen erhalten werden, wurde zum Vergleich der Durchmesser hier das
Massenmittel D, der TEM-Kerndurchmesser verwendet, um Unterschiede aufgrund
verschiedener Mittelwertbildung zu minimieren. Fur monodisperse Proben ist die
Abweichung der verschiedenen Mittelwerte voneinander ohnehin nur gering. Aus den
Mittelwerten D, und D, wurde die Polydispersitat PD=D,/D, der jeweiligen Probe
bestimmt.

Bis auf wenige Ausnahmen sind die mit TEM ermittelten Kerndurchmesser immer
kleiner als die hydrodynamischen Durchmesser. Im Falle der verzweigten Polymere ist
diese Differenz allerdings meist kleiner als fur die linearen Blockcopolymere. Bei den
Latizes der linearen Stabilisatoren bewegt sich die Differenz AD der Durchmesser im
Bereich von 20-35 nm. Im Modell der elektrosterisch stabilisierten Latexpartikel
bedeutet dies, dass die verzweigten Stabilisatoren nur in geringerem Malle zur
radialen VergrofRerung der Teilchen beitragen, wahrend fur die linearen Stabilisatoren
eine Korona bestehend aus abstehenden Polyelektrolytketten mit einer radialen
Ausdehnung von 10-15 nm angenommen werden kann.

b)

S

2 =

Abbildung 7.2: Modellvorstellung zur Anordnung der verzweigten (a) und linearen (b)
Stabilisatoren auf der Oberflache der Latexteilchen. Schwarze Punkte symbolisieren
den hydrophoben Styrol-Ankerblock der Stabilisatoren.

Dies lasst sich leicht mit der Molekularchitektur der verwendeten polymeren
Stabilisatoren in Einklang bringen: Geht man jeweils davon aus, dass der hydrophobe
Polystyrolblock an das Latexteilchen adsorbiert, wird bei den linearen Stabilisatoren
die Blocklange des Polyelektrolyblockes die entscheidende Grofle sein, da dieser
direkt in radialer Richtung von der Oberflache in das Dispersionsmedium hineinragt.
Die im Vergleich zu den Systemen von MULLER gefundenen deutlich kleineren
Schichtdicken fur die Polyelektrolytkorona kann durch eine kleinere Konturlange (etwa
50-90 nm) des hydrophilen Blocksegmentes der verwendeten Blockcopolymere erklart
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werden. Im Falle der verzweigten Stabilisatoren liegen prinzipiell kirzere hydrophile
Segmente vor, da sich bei gleichem Polymerisationsgrad die Monomereinheiten auf
mehrere Ketten verteilen.
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Abbildung 7.3: Teilchengrofienverteilung sowie zugehdrige TEM-Aufnahmen zweier
Latexproben bei einem Stabilisatorgehalt von etwa 5 % fur a) den verzweigten
Stabilisator 5(8)-Sez-NaG176 und b) den linearen Stabilisator /-Ss,-NaG1o4 (Kurve zeigt
Gauld-Verteilung).

Zudem konnen sich die Polypeptidketten eines verzweigten Block-
copolymermolekuls unterschiedlich auf der Oberflache des Latexteilchens anordnen,
was Einfluss auf den Platzbedarf eines Stabilisatormolekils hat. Je nach
Bedeckungsgrad der Teilchenoberflache mit Stabilisator kénnen die hydrophilen
Segmente eines jeweiligen Stabilisatormolekils entweder relativ eng beieinander

93



7 Polymere Stabilisatoren

liegen oder eine maximale Entfernung voneinander einnehmen (Abb. 7.2), wodurch
sich der Platzbedarf eines einzelnen Stabilisatormolekuls erhoht.

Aus den TEM-Daten ergibt sich ein weiterer signifikanter Unterschied zwischen den
verzweigten und linearen Stabilisatoren, der bereits beim Betrachen der TEM-
Aufnahmen deutlich wird: Beide verzweigten Polymere liefern breiter verteilte
Latexteilchen (PD >1.13) — bei einigen dieser Proben liegen bimodale Verteilungen
vor. Aufgrund der GroRe der kleinen Partikel (etwa 40-50 nm) kann davon
ausgegangen werden, dass es sich dabei nicht um ,frozen micelles’ des eingesetzten
Polymers handelt, so wie sie MULLER in einigen seiner Latizes fand . Bei Verwendung
der linearen Stabilisatoren hingegen entstehen monodisperse Latexproben (PD <1.03),
deren jeweilige Grolenverteilung sich sehr gut mit einer GAuss-Verteilung anpassen
lasst.

In Abbildung 7.3 sind zum Vergleich fur beide Stabilisatortypen jeweils eine TEM-
Aufnahme der Latizes sowie die zugehdrige Grolenverteilung bei gleichem Gehalt
(5 Gew.-% bezogen auf Styrol) an Stabilisator abgebildet.

7.3 Stabilisatoreffizienz

Wie bereits zu Beginn des Kapitels erldutert, kann die Beurteilung der
Stabilisatoreffizienz nach verschiedenen Gesichtspunkten erfolgen.

Die Stabilisatoreffizienzen E,,, sowie Ej wurden flr jeden der durchgeflhrten
Versuche berechnet. Innerhalb eines jeweiligen polymeren Stabilisatorsystems nimmt
die Effizienz mit steigender Stabilisatormenge ab. Dieses Verhalten ist zu erwarten, da
sich die Menge des eingesetzten Polymers um den Faktor funf erhoht, der
Teilchendurchmesser jedoch bei ahnlichen Feststoffgehalten nicht um den gleichen
Faktor abnimmt (vgl. Gl. 7.1 und Gl. 7.2).

Tabelle 7.3: Berechnete Daten zur Stabilisatoreffizienz.

Stabilisator Eya [M?/g] Ey [nm?/Molekiil]
SDS 6566 2.99
I-Ss5>-NaGo4 1808 633.1
I-Ss57-NaGa74 2973 858.6
b(8)-863-NaG176 3745 1283.3
b(8)-863-NaG293 3840 1994.5
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7 Polymere Stabilisatoren

Zum Vergleich der Stabilisatoren untereinander wurden die Versuche bei
geringstem Stabilisatorzusatz (1 %) herangezogen (Tab. 7.3). Die jeweiligen Werte
von Eg,, sowie E, der polymeren Stabilisatoren sind in Abbildung 7.4 der
Stabilisatoreffizienz des niedermolekularen anionischen Tensids Natriumdodecylsulfat
(SDS) unter gleichen Polymerisationsbedingungen (die Werte wurden anhand des
Kalorimetrieversuches berechnet) gegenubergestellt: Im Falle von E,;, der Effizienz
pro Gramm Stabilisator, zeigen alle untersuchten Polymere eine deutlich geringere
Effizienz als das niedermolekulare SDS. Wahrend ein Gramm SDS etwa 7000 m?
Grenzflache stabilisiert, kdnnen mit den polymeren Stabilisatoren Werte von bis zu
3900 m?/g erreicht werden. Wiederum zeigt sich ein deutlicher Unterschied aufgrund
der Molekularchitektur der Polymere: Die beiden verzweigten Polymere differieren nur
wenig voneinander und zeigen eine hohere Effizienz im Vergleich zu den linearen
Polymeren. Das lineare Polymer [-Ss7-NaGy74 weist dabei eine deutlich niedrigere
Effizienz als [-S5,-NaG1o4 auf, welches einen kurzeren hydrophilen Glutaminsaureblock
besitzt.
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SDS  1{74%) 1-(87%) b-(78%) b-(85%)

Stabilisatoreffizienz E,, [nm’/Molekiil]

Abbildung 7.4:  Stabilisatoreffizienz  wahrend der  Emulsionspolymerisation:
stabilisierte Grenzflache pro Gramm Stabilisator (links) sowie pro Stabilisatormolekdl
(rechts). Prozentzahlen nennen die Gewichtsanteile an Natriumglutamat: |-(74 %):
Z-S52-N8G104; |-(87 %)I l-S57-NaG274, b-(78 %): b(8)-863-NaG176; b-(85 %)Z
b(8)-Se3-NaGags

Berucksichtigt man jeweils das Molekulargewicht der Stabilisatoren und betrachtet
die stabilisierte Flache pro Molekul (E)), ergibt sich fir das niedermolekulare SDS
erwartungsgemal eine deutlich geringere Stabilisatoreffizienz verglichen mit den
polymeren Stabilisatoren: Ein Molekil SDS stabilisiert nur eine Flache von etwa 3 nm?.
Dagegen sind alle eingesetzten polymeren Stabilisatoren in der Lage, sehr viele
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grollere Flachen zu stabilisieren. Wiederum besitzen die verzweigten Stabilisatoren
eine groRere Effizienz als die entsprechenden linearen Polymere. Sogar ein grol3erer
Gewichtsanteil an Natriumglutamat im Falle des linearen Polymers /-Ss7-NaGz74 kann
die durch die Verzweigung bedingte hohere Effizienz nicht ausgleichen. Fir die
verzweigten Polymere ergeben sich stabilisierte Flachen von fast 2000
(b(8)-Sex-NaGagz) bzw. 1300 nm?  (b(8)-Ses-NaGi76). Die eingesetzten linearen
Polymere kénnen demgegeniiber nur Flachen von 633 (/-Ss-NaGigs) und 858 nm?
(I-Ss7-NaGy74) stabilisieren. Bei dieser Betrachtungsweise der Stabilisatoreffizienz
zeigen jeweils diejenigen Polymere derselben Molekularchitektur die grofere Effizienz,
die auch einen groReren Gewichtsanteil an hydrophilem Segment aufweisen.

MULLER findet im Rahmen seiner Effizienzbewertung polymerer Stabilisatoren im
Vergleich zu niedermolekularen Tensiden, insbesondere auch SDS, fur lineare
Blockcopolymere vergleichbare Werte fur E,,. Dies zeigt, dass durch Verzweigung die
Effizienz enorm gesteigert werden kann.

Aufgrund der hoheren Stabilisatoreffizienz der verzweigten Stabilisatoren lassen
sich die zuvor beschriebenen breiten Verteilungen der TeilchengroRen erklaren: Die
wahrend der Reaktion durch weiteren Initiatorzerfall entstehenden Oligoradikale bzw.
die sich daraus neu bildenden Latexteilchen im Sinne einer Sekundarnukleation
kénnen durch verzweigte Stabilisatoren noch stabilisiert werden, auch wenn schon
grolRere Teilchen in der Dispersion vorliegen. Dies geschieht durch Umverteilung des
Stabilisators im System, jedoch nur dann, wenn die bereits bestehenden Partikel auch
nach der Umverteilung noch ausreichend gegen Koagulation stabilisiert sind. Wie in
Kapitel 7.1 erlautert, weisen die verzweigten Stabilisatoren je nach Anordnung der
hydrophilen Polypeptidketten einen variablen Platzbedarf auf, d. h. sie sind somit in
der Lage einen geringeren Bedeckungsgrad des Partikels mit Stabilisator bei
gleichbleibender Stabilisierung auszugleichen. Im Fall der linearen Stabilisatoren ist
eine Stabilisierung neu gebildeter Partikel nicht mehr mdglich, so dass es zu
Koagulation, d. h. Anlagerung der neu entstehenden Polymerteilchen an bereits
vorliegende stabilisierte Partikel, kommt.

Bedingt durch die hohe Stabilisatoreffizienz der verzweigten Stabilisatoren wird ein
einzelnes Latexteilchen von durchschnittlich etwa 25 (b(8)-Se3-NaGzg3) bzw. 40
(b(8)-Se3-NaG476) Blockcopolymermolekiilen stabilisiert. Im Falle der linearen
Stabilisatoren ergibt sich pro Latexteilchen eine Anzahl von etwa 115 (I-Ss2-NaGo4)
bzw. 170 (I-Ss7-NaGg74) Stabilisatormolekilen. Die Anzahl der stabilisierenden
Blockcopolymermolekile ist jedoch einer natlrlichen Schwankungsbreite unterworfen.
Ist die Anzahl an Stabilisatormolekulen pro Latexteilchen nur gering, so wie es fur die
verzweigten Stabilisatoren der Fall ist, so wird sich eine Fluktuation der
Stabilisatormolekile, d. h. eine ungleichmafRige Verteilung der Stabilisatormolekule
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zwischen den Latexteilchen, bei der Emulsionspolymerisation starker auswirken als fur
die linearen Stabilisatoren zu erwarten. Aufgrund dieser Uberlegungen ist die
Entstehung polydisperser Latizes bei Verwendung der verzweigten Stabilisatoren
bereits aus rein statistischen Grinden begunstigt.

7.4 Einfluss der polymeren Stabilisatoren auf den Reaktionsverlauf

Um den Einfluss polymerer Stabilisatoren auf den Reaktionsverlauf der Polymerisation
naher zu untersuchen, wurden entsprechende Versuche im Reaktionskalorimeter
durchgefuhrt. Hierbei kann der gesamte Reaktionsverlauf online verfolgt werden,
indem eine Warmebilanzierung durchgefuhrt wird. Unter der Voraussetzung, dass nur
eine einzige Reaktion zu dem gemessenen Warmestrom beitragt, ist dieser zur
Reaktionsgeschwindigkeit », der Kettenwachstumsreaktion direkt proportional. Es
wurde ein kombiniertes isothermes Warmefluss-/Warmebilanzkalorimeter vom Typ
ChemiSens RM2-S verwendet [136]. Zur Durchfiihrung der Versuche wurde die oben
genannte Standardrezeptur fur 1 Gew.-% Stabilisator zur VergroRerung der
Ansatzmenge mit dem Faktor 21.5 multipliziert. Als Vertreter eines niedermolekularen
anionischen Tensids wurde SDS zum Vergleich gewahlt und unter Verwendung der
Standardrezeptur zur Polymerisation (ebenfalls Zugabe von NaOH) eingesetzt.

Abbildung 7.5:
Kalorimetrischer
Reaktionsverlauf:
Warmefluss in
Abhangigkeit der
Reaktionszeit flr einen
verzweigten und linearen
. . . . . o "“\;I,‘:;a;#{" polymeren Stabilisator
0 20 40 60 80 100 120 140 sowie SDS.

Reaktionszeit t [min]

Warmefluss [W]
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Abbildung 7.5 zeigt die erhaltenen Warmeflusskurven in Abhangigkeit der
Reaktionszeit fur je einen verzweigten sowie linearen polymeren Stabilisator und SDS.
Aufgrund apparativer Probleme und der damit verbundenen ungenauen Kalibrierung
(wellenférmiger Signalverlauf) wird an dieser Stelle auf eine quantitative Auswertung
der Kurven verzichtet, so dass ihr Verlauf nur qualitativ diskutiert werden soll.

Bei Verwendung von SDS als Tensid zeigt ein steiler Anstieg des gemessenen
Warmeflusses einen sofortigen Beginn der Polymerisationsreaktion nach Zugabe des
Initiators an. Bereits nach etwa sieben Minuten ist ein Maximum erreicht und die Kurve
beginnt ebenso steil wieder abzufallen. Im Falle des verzweigten polymeren
Stabilisators verlauft der Anstieg der Warmeflusskurve deutlich flacher und ein erstes
Maximum wird erst nach 30 Minuten erreicht. Es folgt ein zweites Maximum nach etwa
55 Minuten bevor der Warmefluss wieder absinkt. Der lineare Stabilisator (es wurde
hier nur ein Umsatz von etwa 80 % erreicht) verzogert den Anstieg des Warmeflusses
und somit die Polymerisationsreaktion nochmals signifikant: Wahrend die
Polymerisation mit SDS nahezu beendet ist und auch die Reaktion mit dem
verzweigten Stabilisator bereits wieder abklingt, wird hier erst nach 60 Minuten ein
Maximum erreicht. Unter identischen Reaktionsbedingungen wurden im Falle der
polymeren Stabilisatoren somit verlangerte Reaktionszeiten im Vergleich zu dem
niedermolekularen SDS gefunden.

Wie aufgrund der Stabilisatoreffizienz E,.,, — es wurden jeweils gleiche
Gewichtsmengen an Stabilisator eingesetzt - zu erwarten, lieferte die
Emulsionspolymerisation mit SDS die kleinsten Latexteilchen mit einem
hydrodynamischen Durchmesser von 86 nm. Fur den verzweigten Stabilisator
b(8)-Se3-NaG176 wurde eine Teilchengrolle von 145 nm erhalten, wahrend die
Verwendung des linearen Stabilisators /-Ss7-NaGy74 Teilchen mit einem Durchmesser
von 200 nm ergab.

Ausschliel3lich im Falle des verzweigten Stabilisators 5(8)-Sg3-NaG476 wurde eine
Warmeflusskurve mit zwei Maxima erhalten. Der zweite Anstieg des Warmeflusses
gegen Ende der Reaktion kann als Hinweis auf eine Sekundarnukleation angesehen
werden. Diese wurde bereist oben als Ursache fur die Polydispersitat der Latizes bei
Verwendung der verzweigten Stabilisatoren diskutiert, so dass die Reaktions-
kalorimetrie diese Annahme stutzt.
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7.5 Eigenschaften der elektrosterisch stabilisierten Latizes

Die bisherigen Untersuchungen konnten zeigen, dass bei Verwendung der
PS-b-P(NaGlu)-Copolymere als Stabilisatoren elektrosterisch stabilisierte Latex-
teilchen entstehen. Dabei hat die Molekularchitektur der eingesetzten Polymere einen
deutlichen Einfluss auf den Reaktionsverlauf sowie die Stabilisatoreffizienz, was durch
eine unterschiedliche Anordnung der Polyelektrolytketten (Abb. 7.2) erklart werden
kann. Es stellte sich nun die Frage, ob sich diese Unterschiede der Stabilisatoren
ebenfalls in den Eigenschaften der Latizes wiederfinden. Hierzu wurden der Einfluss
der nachtragliche Zugabe von Fremdsalz und die elektrophoretischen Mobilitaten in
Abhangigkeit von Salzgehalt und pH-Wert untersucht.

7.5.1 Stabilitdt gegeniiber Fremdsalz

Zur Untersuchung des Fremdsalzeinflusses wurden die jeweiligen Latexproben sehr
stark mit einer Natriumchloridldsung im Konzentrationsbereich zwischen 10 M und
3 M verdinnt (1 ul Latex- in 25 ml Salzlésung) und anschlieRend die Teilchengrolie
mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmt. Fur jeweils einen verzweigten und
linearen Stabilisator sind die erhaltenen Daten in Abbildung 7.6 dargestellt.
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Abbildung 7.6: Einfluss von NaCl auf die TeilchengrofRe bei Verwendung eines
verzweigten (links) sowie linearen (rechts) polymeren Stabilisators. Prozentzahlen
nennen den Stabilisatorgehalt; Verbindungslinien dienen nur der Ubersicht.

Bei beiden untersuchten Latexproben findet man ein &hnliches Verhalten: Uber
einen weiten Konzentrationsbereich an zugesetztem Natriumchlorid andert sich die
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TeilchengréRe im Rahmen der Messgenauigkeit nicht. Erst nach Uberschreiten einer
bestimmten Konzentration an Fremdsalz kommt es durch Koagulation zu einer
deutlichen VergroRerung des Teilchendurchmessers, die auch durch langeres
Behandeln mit Ultraschall nicht verhindert oder aufgelést werden kann. Fur Salz-
konzentrationen oberhalb dieser Koagulationskonzentration kann schon wahrend der
Messung ein kontinuierlicher Anstieg der Teilchengréfie beobachtet werden.

Ein Einfluss der Molekularchitektur der Stabilisatoren spiegelt sich in der jeweiligen
Koagulationskonzentration wider: Im Falle des verzweigten Stabilisators tritt eine
Koagulation der Teilchen bereits ab einer Konzentration von etwa 0.3 M Natriumchlorid
auf, wahrend das lineare Polymer die Latizes bis zu einer Fremdsalzkonzentration von
1 M stabilisiert. Durch eine grof3ere radiale Schicht der Polyelektrolytketten, wie sie
durch die linearen Polymere entsteht, kdnnen zugegebene Ladungen besser und bis
zu hoheren Konzentrationen kompensiert werden. Es ist anzunehmen, dass diese
hydrodynamische Schicht aufgrund von Ladungsabschirmung komprimiert wird, jedoch
konnte dies hier experimentell nicht gefunden werden. MULLER beobachtete eine
solche Komprimierung anhand einer steten Abnahme des Teilchendurchmessers bis
zum Erreichen der Koagulationskonzentration, die sich abhangig vom Stabilisator-
gehalt zwischen 0.18 und 0.56 M NaCl bewegte. Da die Konturlange des hydrophilen
Segmentes des hier verwendeten linearen Blockcopolymers jedoch deutlich kleiner ist
als die des von MULLER verwendeten Polyelektrolytblockcopolymers, kann davon
ausgegangen werden, dass die Abnahme des Teilchendurchmessers im Bereich der
Messgenauigkeit liegt und somit nicht detektiert werden kann. Fir die verzweigten
Stabilisatoren ist ohnehin ein solcher Effekt nicht zu erwarten, da die radiale
Ausdehnung der hydrodynamischen Schicht noch kleiner ist. Fur ausschlieBlich
elektrostatisch stabilisierte Teilchen, wie man sie bei Verwendung von SDS als Tensid
erhalt, werden um eine GroRenordnung niedrigere Koagulationskonzentrationen im
Bereich von 0.03 M NaCl gefunden [131].

Die deutlich hohere kritische Koagulationskonzentration im Vergleich zu SDS
bestatigt somit die elektrosterische Stabilisierung der Latexteilchen.
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7.5.2 Elektrophoretische Mobilitat

Die verwendeten Polyelektrolytblockcopolymere erzeugen auf den Latexpartikeln
negative Oberflachenladungsdichten, deren Wert jedoch signifikant vom pH-Wert
abhangt, da es sich bei den Carboxylgruppen nur um schwache Elektrolyten handelt.
Es ist daher zu erwarten, dass sich in Abhangigkeit des pH-Wertes die elektro-
phoretische Mobilitat der Latizes andert. Aufgrund von Abschirmungseffekten sollte
eine Anderung des Salzgehaltes ebenfalls einen Einfluss ausiiben.

Zur Durchfuhrung der Messungen wurden die Latexproben der Kalorimeter-
versuche verwendet. Diese wurden zuvor zur Entfernung der Natronlauge zwei Tage
gegen doppelt deionisiertes Wasser dialysiert. Die Latexprobe, die unter Verwendung
des linearen Stabilisator /-Ss7-NaGy74 hergestellt wurde, enthielt zudem noch nicht
umgesetztes Styrol, welches durch Wasserdampfdestillation entfernt wurde.

Die elektrophoretischen Mobilitaten wurden jeweils Uber einen Bereich des pH-
Wertes von 3.5 bis 11 salzfrei, d. h. ohne weiteren Salzzusatz, gemessen, wahrend
zur Messung der Salzabhangigkeit die Salzkonzentration zwischen 10° und 0.01 M
Kaliumchlorid variiert wurde.

Der qualitative Verlauf der Messkurven unterscheidet sich fur die verzweigten und
linearen Stabilisatoren nicht, so dass sich die Diskussion der Daten nur auf den mit
dem verzweigten Stabilisator 5(8)-Se3-NaGq7s hergestellten Latex mit einer
Oberflachenladungsdichte von 5.2 uC/cm? beschrankt (Abb. 7.7).
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Abbildung 7.7: Elektrophoretische Mobilitat eines b(8)-Se3-NaG17s-stabilisierten Latex
in Abhangigkeit des pH-Wertes ohne Salzzusatz (links) sowie der Salzkonzentration
(rechts).
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Die elektrophoretische Mobilitat nimmt erwartungsgemafn mit steigendem pH-Wert
zu und nahert sich ab etwa pH 6 asymptotisch einem Maximalwert. Ein steigender pH-
Wert bedingt die sukzessive Deprotonierung der Carboxylfunktion der Glutaminsaure,
wodurch ebenfalls die Oberflachenladung der Partikel steigt. Ab einem pH-Wert von 6
liegen bereits fast alle Sauregruppen deprotoniert vor, so dass eine weitere Zugabe
von Base nahezu keine Veranderung mehr verursacht. Unabhangige Messungen der
TeilchengroRen in Abhangigkeit des pH-Wertes ergaben keine messbaren
Veranderungen der Teilchengréfien. Somit kann davon ausgegangen werden, dass
die Anderung der Mobilitét durch die Anderung der Oberflachenladung der Teilchen
bestimmt wird und eine Anderung der TeilchengréBe nur eine untergeordnete Rolle
spielt.

Im Falle der Salzabhangigkeit andert sich die gemessene Mobilitat nur wenig und
nimmt mit steigender Salzkonzentration geringfligig ab. VORWERG et al. [137]
untersuchten elektrophoretische Mobilitaten von Modell-Latizes und verglichen diese
mit theoretischen Berechnungen. Im Falle von mit Polyelektrolytblockcopolymeren
elektrosterisch  stabilisierten  Latexteilchen fanden sie keine ausgepragte
Salzabhangigkeit. Dieses Verhalten konnte somit mit den vorliegenden Messungen
ebenfalls bestatigt werden.
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8 Polypeptid-Blockcopolymere als Wirkstoff-
Tragersysteme

Im nachfolgenden Kapitel werden Versuche beschrieben, die in Kooperation mit
PROF. DR. J. A. WERNER und DR. A. DUNNE, Fachbereich Humanmedizin der Philipps-
Universitat Marburg, durchgefihrt wurden. Dabei wurden Polypeptid-Blockcopolymere
als ,Drug-Carrier-System fur Zytostatika in der Krebstherapie eingesetzt und in
Tierversuchen getestet. Diese Versuchsreihe soll allerdings nur als erster Vorversuch
verstanden werden, um eine neue Vorgehensweise zur Bekampfung von
Lymphknoten-Metastasen zu untersuchen. Fur weitergehende Aussagen sind jedoch
noch zusatzliche Versuchsreihen zur Kontrolle und Optimierung dieser ersten
Ergebnisse erforderlich.

Bei 90 Prozent der malignen, d. h. bdsartigen, Tumore der oberen Luft- und
Speisewege handelt es sich um Plattenepithelkarzinome, die sich durch eine
lymphogene Metastasierung auszeichnen. Die Lebenserwartung der Patienten wird
dabei weniger durch die Grof3e des Primartumors bestimmt, der meist durch Operation
und/oder Strahlentherapie entfernt werden kann, sondern vom Ausmal} der
Metastasierung. Liegen histologisch gesicherte Halslymphknotenmetastasen vor, so
reduziert sich die 5-Jahres-Uberlebensrate drastisch. Eine chemotherapeutische
Behandlung der Metastasen durch eine hamatome (lUber die Blutgefalle erfolgende)
Verabreichung von Zytostatika ist meist nur in einem geringen Male erfolgreich, was
auf eine zu geringe Zytostatikakonzentration in den Lymphknoten zurlickgefuhrt
werden kann [138]. Eine Verbesserung der Wirkungsweise des verabreichten
Zytostatikums konnte durch eine interstitielle Injektion, d. h. Injektion in den
Primartumor oder im Falle entfernter Lymphknotenmetastasen in das angrenzende
Gewebe, erzielt werden. Diese lymphogene Applikation ist jedoch nur sinnvoll, wenn
das Zytostatikum vorwiegend lymphogen transportiert wird oder in ein entsprechendes
Tragersystem eingebunden ist. Ein kolloidales Tragersystem erscheint dabei Erfolg
versprechend, da zur Lymphographie, der radioaktiven Markierung von Lymphknoten,
bereits modifizierte Kolloide erfolgreich verwendet werden.

Als Zytostatika wurden das zur Behandlung von Plattenepithelkarzinomen im Hals-
Kopf-Bereich bereits anerkannte ,cis-Platin’ sowie das sehr wirkungsvoll erscheinende
Taxol [139] gewahlt.

Der quadratisch-planare Komplex cis-Diamin-dichloro-Platin(ll) — oft nur als ,cis-
Platin’ bezeichnet — zeigt im Gegensatz zum analogen trans-Komplex zytotoxische
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Wirkung. In wassriger Losung entsteht durch Verlust der beiden Chlor-Liganden der
positiv geladene und somit elektrophile Aqua-Komplex, der die eigentliche Wirkform
darstellt. Er bewirkt die Vernetzung der DNA-Strange - bevorzugt durch Quer-
vernetzung der Einzelstrange - und hemmt dadurch die Zellteilung. Eine Variante des
cis-Platins stellt das sogenannte ,Carboplatin’ dar, bei dem ein Cyclobutan-
Dicarboxylat-Ligand die beiden Chlor-Liganden ersetzt, wodurch sich die Stabilitat des
Komplexes erhoht. Carboplatin zeichnet sich durch gleiche Wirksamkeit, jedoch
geringere Nebenwirkungen gegenuber cis-Platin aus.

Taxol® (Paclitaxel) aus der Gruppe der Taxane wird aus der Rinde der pazifischen
Eibe (Taxus brevifolia) gewonnen bzw. partialsynthetisch hergestellt. Seine Wirkweise
beruht auf einer Blockierung des Zellzyklus durch Beeintrachtigung des
Spindelapparates, was zum Absterben der Zelle fuhrt. Da Taxol stark toxisch ist, wird
die Chemotherapie meist von starken Nebenwirkungen begleitet. Aufgrund der
schlechten Wasserloslichkeit ist die Suche nach geeigneten Darreichungsformen
bereist seit einigen Jahren Gegenstand intensiver Forschung [140].

H.N_ .CI
Pt

e

H.N" “Cl

Taxol® cis-Platin

Abbildung 8.1: Chemische Struktur der verwendeten Zytostatika: Taxol (links) und
cis-Platin (rechts).

Wie die Eingangserlauterungen gezeigt haben, erscheint der Einsatz eines
kolloidalen ,Tracer-Systems zur Applikation der beiden vorgestellten Zytostatika
sinnvoll. Als Anforderungen an ein solches Tragersystem mussen hierbei neben einer
definierten, beschrankten GroRe vor allem eine gute Biovertraglichkeit sowie lange
Zirkulationszeiten im Organismus genannt werden. Die Verteilung des Tragersystems
und somit des Wirkstoffes hangt dabei in starkem Male von den Oberflachen-
eigenschaften des Tragersystems wie Hydrophilie und sterische Stabilitat ab. Der
Einsatz kolloidaler Tragersysteme auf der Grundlage biokompatibler Blockcopolymere
fur verschiedenste Wirkstoffe wird seit Jahren von mehreren Arbeitsgruppen intensiv
erforscht [141].
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Werden amphiphile Blockcopolymere verwendet, kann in wassrigem Medium ein
lipophiler Wirkstoff in den hydrophoben Kern der Mizelle eingeschlossen werden,
wahrend der hydrophile Polymerblock die Stabilisierung garantiert. Eine andere
Vorgehensweise besteht darin, das Wirkstoffmolekul Uber geeignete funktionelle
Gruppen chemisch an das Polymer zu binden.

Bei fast allen der bisher beschriebenen biokompatiblen Blockcopolymeren besteht
das hydrophile Segment aus Polyethylenglycol [141, 142]. Dieses ist bei
Raumtemperatur unabhangig vom Polymerisationsgrad vollstandig in Wasser 16slich
und zeichnet sich durch positive Eigenschaften in pharmazeutischer Hinsicht, wie z. B.
geringe Proteinadsorption, aus.

Polyethylenglycol-block-poly(asparaginsaure)-Copolymere wurden von KATAOKA et
al. bereits vielfach als Tragersysteme flr verschiedene Anti-Krebs-Mittel eingesetzt
[143]. Diese Blockcopolymere wurden mittels ringéffnender NCA-Polymerisation unter
Verwendung eines aminofunktionalisierten Polyethylenglycols als Makroinitiator
synthetisiert. Da die p-standige Carboxylgruppe der Asparaginsaure eine
Benzylschutzgruppe tragt, wird somit zunachst ein amphiphiles Blockcopolymer
erhalten, das in Wasser Mizellen bildet. Nach Entfernen der Schutzgruppen steht ein
doppelthydrophiles Blockcopolymer zur Verfugung, dessen Saurefunktionen zur
chemischen Anbindung eines Wirkstoffes geeignet sind. Somit kann das einmal
synthetisierte Polymer auf unterschiedliche Weise als Tragersystem genutzt werden
(Abb. 8.2).

hydrophiles Segment . hydrophobes Segment
1. Entschiitzung
2. Chem. Anbindung Mizellbildung
des Wirkstoffes
®
()
lMlzelllblldung l
Abbildung 8.2: PEG-b-
P(Bzl-Asp)-Copolymer als
variables Tragersystem
zur chemischen und
physikalischen Einbindung
kovalente Anbindung physikalischer Einschluss von WIrkStOffen [1 41 ]
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8 Wirkstoff-Tragersysteme

Im Falle des cis-Platins handelt es sich um einen Wirkstoff, der durch eine
Komplexierungreaktion an das Tragersystem gebunden werden kann. Daher wurden
fur die hier beschriebenen Versuche PEG-b-P(Glu) sowie PEG-b-P(Lys) als Polymere
gewahlt, da beide Uber funktionelle Gruppen zur Komplexierung verfuagen. Im Falle der
Glutaminsaure-Polymere entsteht bei der Komplexierungsreaktion ein polymer-
analoges Carboplatin, da die beiden Chlor-Liganden durch die Carboxylfunktion der
Glutaminsaure-Reste ersetzt werden. Die Komplexierung kann sowohl intra- als auch
intermolekular erfolgen, so dass eine Vernetzung von Polymerkettenmdglich ist.
Zudem hydrophobisiert der komplexierte Wirkstoff das Polyaminosauresegment,
wodurch es zur Mizellbildung kommt. Ein analoges Trager-System mit Asparaginsaure
als komplexierendes Monomer wurde bereits von KATAOKA et al. [144] hergestellt und
charakterisiert.

Die Verwendung basischer Aminosauren zur Komplexierung des cis-Platins wird in
der Literatur als wenig sinnvoll erachtet, da sehr stabile Komplexe entstehen, die keine
weitere Ligandensubstitution mehr zulassen und somit keine Aktivitat zeigen. Aufgrund
anderer Untersuchungen ist jedoch bekannt, dass positiv geladene Tragersysteme
weitaus bessere Transvektionseigenschaften als negativ geladene Substanzen
besitzen, weshalb die Verwendung von PEO-b-P(Lys) dennoch Erfolg versprechend
erscheint [145].

Abbildung 8.3: Chemische Struktur der verwendeten Trager-Systeme fur cis-Platin.

Die Synthese der Polymere sowie die Komplexierungsreaktionen mit cis-Platin
wurden analog zu Literaturvorschriften durchgefthrt [50, 144]. Zur Entfernung nicht
komplexierten Wirkstoffes wurden die Proben ultrafiltriert (MWCO: 1000g/mol) und
danach unter Verwendung von ,Macrosep Centrifugal Concentrators’ aufkonzentriert.
Die ersten Losungen wurden zunachst gefriergetrocknet, was jedoch eine schlechte
Redispergierbarkeit zur Folge hatte. Daher wurden nachfolgende Proben in Lésung
belassen. Der Platingehalt der hergestellten Proben wurde im Labor Rolf Sachse,
Berlin, durch Atomabsorptionsspektroskopie bestimmt. Die ermittelten Werte sind in
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8 Wirkstoff-Tragersysteme

Tabelle 8.1 zusammengestellt. Es fallt auf, dass die Polylysin-Proben deutlich weniger
Platin enthalten als die entsprechenden Polyglutaminsaureproben. Dies widerspricht
bereits der Annahme, dass in Verbindung mit Aminogruppen sehr stabile Komplexe
entstehen. Es wurden allerdings keinerlei Versuche zur Optimierung der Reaktion,
z. B. durch Anderung des pH-Wertes, unternommen.

Taxol® ist ein hydrophober Wirkstoff, der aufgrund seines relativ hohen Molekular-
gewichtes (854 g/mol) in wassrigem Medium nur schwierig in einem hydrophoben
Mizellkern zu stabilisieren ist. In der Literatur wurden zahlreiche Versuche
beschrieben, ein geeignetes Tragersystem fur diesen Wirkstoff zu finden [140].

Fir die vorliegende Versuchsreihe wurde das amphiphile Copolymer
Polyethylenglycol-block-poly(glutaminsaure-5-benzylester) als mizellarer Trager
gewahlt. Dazu wurde sowohl das Taxol® als auch das Polymer in THF geldst, mit
Wasser verdunnt und anschlielend das organische Ldsungsmittel unter Vakuum
wieder entfernt.

Da nur insgesamt 5 mg Taxol® zur Verfligung standen, konnte keinerlei Analytik an
der Probe vorgenommen werden.

Tabelle 8.1: Platingehalte der hergestellten Tragersysteme. Die mit (a)
gekennzeichneten Proben wurden gefriergetrocknet und als Feststoff analysiert;
restliche Analysenergebnisse beziehen sich auf wassrige Losungen.

Polymer Platingehalt
[mg/kg] [Gew.-%]
PEG-b-P(Glu) 210420 21.04 2
11110 1.11
8610 0.86
PEG-b-P(Lys) 2980 0.30°
150 0.015
36.7 0.004

Die Auswahl eines geeigneten Tiermodells hat grundlegende Bedeutung fur die
Aussagekraft der Ergebnisse: Trotz umfassender Kenntnis des Lymphgefal3systems
und der Topographie der Lymphknoten, ist die Ratte als Versuchstier hier nicht
geeignet, da die Plattenepithelkarzinome bei Ratten in der Regel hamatom
metastasieren und somit gerade die lymphogene Metastasierung nicht untersucht
werden kann.

Das beim weiRen Neuseelandkaninchen auftretende Plattenepithelkarzinom VX2
zeichnet sich durch eine lymphogene Metastasierung aus, so dass dieses fur die
Versuchsreihe gewahlt wurde. Nach Anzichten der VX2-Karzinomzellen in der
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8 Wirkstoff-Tragersysteme

Oberschenkelmuskulatur der Kaninchen werden diese als Zellsuspension isoliert.
Durch Injektion dieser Zellsuspension in die Ohrmuschel eines anderen Kaninchens
wird dort ein Tumor induziert (Abb. 8.4).

Abbildung 8.4: Tumor in der
Ohrmuschel des Kaninchens
nach 8 Tagen Wachstum.

In Vorversuchen wurden zunachst das Tumorwachstum sowie der zeitliche Verlauf
der Metastasierung beobachtet und untersucht: Erste Mikrometastasen konnten nach
acht Tagen Tumorwachstum im nachstliegenden Lymphknoten festgestellt werden.

Aus diesem Grund wurden die hergestellten Wirkstoffsysteme ab dem achten Tag
nach Tumorinduktion je dreimal (je 0.3 ml Probenldsung) Uber einen Zeitraum von 14-
21 Tagen in die Ohrmuschel injiziert.

Das Kontrolltier (ohne Injektion von Wirkstoff) zeigte nach 21 Tagen
Tumorwachstum ausgepragte, makroskopisch sichtbare Metastasen in den nachst-
liegenden Lymphknoten. In den zugehoérigen histologischen Schnitten konnten nicht
nur Metastasen im Lymphknoten, sondern auch Tumorzellen im zufUhrenden
(afferenten) Lymphgefald gefunden werden, was eine lymphogene Metastasierung
beweist (Abb. 8.5).

Abbildung 8.5: Histologische Schnitte von Lymphgewebe des Kontrolltieres ohne
Behandlung zeigen deutlich Metastasen im Lymphknoten (rechts, mit Pfeil
gekennzeichnet, 10fache VergroRerung) sowie Tumorzellen im afferenten Lymphgefaly
(links, Tumorzellen mit Pfeil gekennzeichnet, 200fache VergréRerung).
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8 Wirkstoff-Tragersysteme

Bei den Tieren, welche die Wirkstoffsysteme erhalten haben, waren die
Lymphknoten zwar in allen Fallen vergroRert, es wurden allerdings keine Metastasen
bei den histologischen Untersuchungen gefunden. Auffallig war die Haufung
hyperplastischer Sekundarfollikel in den Lymphknoten, die als Immunoantwort nach
Kontakt mit B-Zellen entstehen. Trotz einer nur geringen Zahl von zwolf
Versuchstieren konnten Unterschiede in den eingesetzten Wirkstoff-Systemen
festgestellt werden: Bei gleicher injizierter Probenmenge, aber geringerem Platingehalt
zeigten die Lysin- eine ebenso gute Wirkung wie die Glutaminsaure-Tragersysteme,
was auf eine — absolut gesehen — hohere Wirksamkeit schlieBen Idsst. Dies
widerspricht der in der Literatur vertretenen Ansicht, dass solche Tragersysteme
ungeeignet fur cis-Platin seien. Die Verabreichung der Taxol-Proben wurde mit
Haarausfall als Nebenwirkung begleitet.

Abbildung 8.6: Lymphknoten
nach Verabreichung von
Wirkstoffsystemen: Haufung
von Sekundarfollikel (mit Pfeil
gekennzeichnet; 100fache
VergréRerung).

Diese Versuche zeigen, dass der Ansatz, lymphogene Metastasierung durch
Einsatz eines lymphgangigen Wirkstoffsystems zu behandeln, Erfolg versprechend ist.
Polyethylenglycol-block-poly(aminosaure)n konnten hierbei als geeignete Trager-
systeme fiir die Zytostatika cis-Platin und Taxol® eingesetzt werden.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Polypeptid-Blockcopolymere stellen sowohl unter strukturellen Gesichtspunkten als
auch in Bezug auf pharmazeutische und medizinische Anwendungen eine interessante
Substanzklasse dar. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Synthese und Eigen-
schaften von linearen und verzweigten Polypeptid-Blockcopolymeren. Diese wurden
hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens in fester Phase sowie in wassriger Losung
charakterisiert. Zudem wurden als exemplarische Anwendung die Stabilisator-
eigenschaften der Blockcopolymere in der Emulsionspolymerisation untersucht. Die
Frage nach dem Einfluss der Topologie auf die Eigenschaften der Polypeptid-
Blockcopolymere stellte dabei einen wichtigen Aspekt der Untersuchungen dar. Als
Beispiel fur eine pharmazeutische Anwendung wurden biovertragliche Polypeptid-
Blockcopolymere als Tragersysteme flr zwei verschiedene Zytostatika eingesetzt und
getestet.

Die Synthese der Polypeptid-Blockcopolymere erfolgte nach einem zweistufigen
Schema: Zunachst wurden ein- bzw. mehrfach aminofunktionalisierte Polymere mittels
lebender anionischer Polymerisation synthetisiert, welche im Anschluss als
Makroinitiatoren  fur die ringoffnende  Polymerisation von  o-Aminosadure-
N-Carboxyanhydriden fungierten. Die monofunktionellen Makroinitiatoren wurden
durch  Polymerisation von Styrol oder 1,3-Butadien mit anschlieRender
Funktionalisierung des lebenden carbanionischen Kettenendes mit einem Chlorsilan-
Derivat erhalten. Die Darstellung der polyfunktionellen Makroinitiatoren erfolgte Gber
die Synthese eines Blockcopolymers unter Verwendung des funktionalisierten Styrol-
Derivates 4-[N,N-bis(trimethylsilyl)Jaminomethyl]styrol in Kombination mit Styrol. Die
Variation der Blocklange des aminofunktionalisierten Segmentes ermdglichte die
Synthese von Makroinitiatoren unterschiedlichen Funktionalisierungsgrades. Ein
polyfunktioneller Makroinitiator bestehend aus Polybutadien konnte aufgrund
synthetischer Schwierigkeiten nicht erhalten werden. Die Bestimmung des
Funktionalisierungsgrades erfolgte im Falle der linearen Makroinitiatoren durch 'H-
NMR-Spektroskopie und teils durch kritische Chromatographie (LACCC), wahrend fur
die polyfunktionellen Makroinitiatoren das funktionalisierte Precursor-Oligomer mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert wurde.

Zur Polymerisation der Polypeptidsegmente wurden jeweils die N-Carboxy-
anhydride von N.-Benzyloxycarbonyl-L-lysin oder L-Glutaminsaure-5-benzylester
eingesetzt, welche durch Reaktion der freien Aminosauren mit Triphosgen erhalten
wurden. Lineare Polypeptid-Blockcopolymere wurden vor weiteren Untersuchungen

110



9 Zusammenfassung und Ausblick

einer Extraktion mit Cyclohexan unterworfen, um nicht umgesetzten Makroinitiator zu
entfernen. Die Gesamtzusammensetzung der Blockcopolymere wurde aus den H-
NMR-Spektren bestimmt. Obwohl die GPC-Analytik dieser Substanzklasse mit
zahlreichen Schwierigkeiten behaftet ist, konnten fir die linearen Blockcopolymere
jedoch mit online-Viskositatsmessungen zahlenmittlere Molekulargewichte bestimmt
werden; Molekulargewichtsverteilungen waren bisher nicht zuganglich. Die
tatsachlichen Verzweigungsgrade der verzweigten Polypeptid-Blockcopolymere
konnten ebenfalls bisher nicht ermittelt werden.

Nach Entfernung der Schutzgruppen an den funktionellen Gruppen der
Aminosaureeinheiten wurden amphiphile, teils direkt in Wasser I6sliche Polyelektrolyt-
blockcopolymere erhalten.

Die Untersuchung der Festphasenmorphologie wurde an dicken Filmen mit
Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) durchgefuhrt. Hinsichtlich der linearen Polypeptid-
Blockcopolymere konnte die in der Literatur bereits beschriebene hierarchische
Struktur, bestehend aus einer lamellaren Uberstruktur (d = 10-40 nm) mit einer
hexagonalen Packung aus a-Helices (d=1.5 nm) innerhalb der Polypeptidschichten,
bestatigt werden. Im Falle der verzweigten Blockcopolymere wurde unabhangig vom
Volumenbruch der Polypeptidphase ebenfalls eine lamellare Morphologie gefunden.
FUr eines dieser Blockcopolymere, das in Bezug auf seine Molekullarchitektur als
Sonderfall eines linearen Blockcopolymers angesehen werden kann, b(12)-S1gg-ZLsa4,
ist aufgrund der erhaltenen RoOntgendaten eine Morphologie aus peristaltisch
undulierten Lamellen anzunehmen. Die lamellare Struktur wurde hier durch
Transmissionselektronenmikroskopie bestatigt. Um die verzweigte Molekulgestalt mit
einer lamellaren Struktur in Einklang zu bringen, wurde ein Strukturmodell
angenommen, in welchem das Polymerrickgrat parallel zur Lamellennormalen
angeordnet ist und somit die Polypeptidketten parallel zur Lamellenebene vorliegen.

Zur Untersuchung des Aggregationsverhaltens in wassriger Losung wurden
Polybutadien-block-poly(natriumglutamat)-Copolymere gewahlt, da die niedrige
Glastemperatur des Polybutadiens die Ausbildung von Gleichgewichtsaggregaten
gewahrleistet. Die Blockcopolymere zeigten in Abhangigkeit des pH-Wertes den
erwarteten Kn&uel-Helix-Ubergang des Polypeptidsegmentes. Eine gleichzeitige
Veranderung des hydrodynamischen Radius, die auf eine Anderung der
Aggregatstruktur hindeuten wiarde, wurde nur flr eines der untersuchten
Blockcopolymere, [-B27-NaGe4, festgestellt. Aufgrund der hydrodynamischen GroRRe der
Aggregate wurde das Vorliegen von Vesikeln angenommen. Diese Annahme konnte
durch TEM-Aufnahmen mittels Gefrierbruchpraparation gestutzt werden.
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Lineare und verzweigte Polystyrol-block-poly(natriumglutamat)-Copolymere wurden
als polymere Stabilisatoren in der Emulsionspolymerisation von Styrol eingesetzt.
Signifikante Unterschiede in den Stabilisatoreigenschaften konnten dabei auf die
Topologie der Polymere zurickgefihrt werden: Aufgrund eines grolieren Platz-
bedarfes der hydrophilen Polypeptidsegmente zeichneten sich die verzweigten
Blockcopolymere durch hohere Stabilisatoreffizienz im Vergleich zu linearen
Blockcopolymeren aus. Gleichzeitig beglnstigen die verzweigten Stabilisatoren jedoch
eine Sekundarnukleation, so dass nur im Falle der linearen Stabilisatoren
monodisperse Latizes erhalten wurden. Die hydrophilen, geladenen Polymerbldcke
bilden eine Korona um das Latexteilchen, wodurch sich eine elektrosterische
Stabilisierung derselben ergibt. Die flr elektrosterisch stabilisierte Latizes zu
erwartende erhdhte Koagulationsstabilitdt gegenuber Fremdsalzeinfluss wurde
bestatigt.

Als Beispiel fur eine potentielle Anwendung der untersuchten Substanzklasse
wurden  biovertragliche  Polyethylenglycol-block-polypeptid-Blockcopolymere  als
Tragersysteme fur die Zytostatika Taxol® und cis-Platin eingesetzt. In Zusammenarbeit
mit der medizinischen Fakultat der Universitat Marburg wurden diese Tragersysteme
im Rahmen einer neuartigen Behandlung von Lymphknoten-Metastasen im Kopf-Hals-
Bereich an Neuseelandkaninchen getestet. Fir alle eingesetzten Tragersysteme
wurden nach der Behandlung keine Metastasen im Lymphknotengewebe gefunden, so
dass die getestete Behandlungsmethode als sehr Erfolg versprechend eingestuft
werden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten erste Hinweise auf den Einfluss
des Polypeptidsegmentes als zusatzliches Strukturelement sowie zusatzlich der
Topologie auf die Eigenschaften der untersuchten Blockcopolymere liefern. Da
Strukturbildung sehr stark von molekularen Parametern abhangt, ist eine
weitergehende Charakterisierung der Blockcopolymere unerlasslich, um genauere
Modellvorstellungen hinsichtlich der molekularen Anordnung innerhalb der Strukturen
entwickeln zu konnen. Zur Weiterentwicklung der bisherigen Modellvorstellung zur
Festphasenmorphologie der verzweigten Blockcopolymere kdnnten weitere detaillierte
Rontgenuntersuchungen an Polymerfilmen bei gezielter Variation eines Parameters
beitragen. Ein Wechsel des Blockcopolymersystems zu einem hydrophoben Segment,
welches eine selektive Kontrastierung erlaubt, wirde eine Abbildung der Morphologien
mittels TEM erleichtern. Aufgrund der verschiedenen Stabilisatoreigenschaften der
Polymere in der Emulsionspolymerisation kann ebenfalls auf ein unterschiedliches
Aggregationsverhalten dieser ,Makrotenside’ in wassriger LOsung geschlossen
werden. Um dieses Bild zu vervollstandigen, ware es wiunschenswert, auch das
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Aggregationsverhalten von verzweigten Polypeptid-Blockcopolymeren zu untersuchen.
Da aufgrund synthetischer Probleme diese Polymere mit einem ,weichen’
hydrophoben Segment nicht zuganglich waren, muss die Entwicklung eines
vollkommen neuen Synthesekonzeptes zur Problemlésung beitragen.
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10 Anhang

10.1 Experimentelle Vorschriften

Allgemeines:

Polymerisationsreaktionen sowie alle sauerstoff- und/oder feuchtigkeitsempfindlichen
Reaktionen wurden an einer kombinierten Vakuum/Argon-Linie (Schlenk-Linie), die mit
Rotaflo®-Ventilen aus Teflon versehen ist, durchgefiihrt. Das verwendete Argon
(99.99 %) wurde Uber Phosphorpentoxid getrocknet und zur Entfernung von
Sauerstoffspuren anschlieBend iiber einen Oxysorb® Katalysator (Messer Griesheim)
geleitet. Alle Glasgerate wurden unter Vakuum sorgfaltig ausgeheizt und mit Inertgas
bellftet.

THF (BASF AG) wurde durch zweifache Destillation von KOH sowie Na/K-
Legierung, Cyclohexan (BASF AG) durch Destillation von Natrium jeweils unter Argon
gereinigt. Fur anionische Polymerisationen wurden die Losungsmittel nochmals durch
Cryo-Destillation von LiAlH4 an der Vakuum-Linie unter Hochvakuum getrocknet. DMF
(99 %, Aldrich) und CHCI; (p.a.) wurden Uber Nacht auf CaH, gerthrt und
anschlieBend unter Vakuum destilliert. Niedrigsiedender Petrolether (p.a., Fluka)
wurde eingesetzt wie erhalten.

Kaufliche Chemikalien wurden von Aldrich oder Fluka in moglichst hoher Reinheit
bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt, wenn nicht anders vermerkt.

3-[N,N-bis(trimethylsilyl)amino]-1-propen [89]

8.5g (70 mmol) Allylboromid (99 %, Aldrich) in 10 ml Hexamethyldisilazan (HMDS,
97 %, Aldrich) wurden in einer trockenen Argonatmosphare unter Ruhren zu einer
eisgekuhlten Suspension von 15.0 g (75 mmol) Kalium-N,N-bis(trimethylsilyl)amid
(95 %, Aldrich) in 60 ml HDMS getropft. Anschlieend wurde die Reaktionsmischung
fir weitere 15 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Filtration iiber Celite® 500 (neutral,
Fluka) zum Entfernen der entstandenen Salze wurde das klare, gelbe Filtrat im
Vakuum fraktioniert destilliert. Es wurden 9.3 g (46 mmol, 66 %) des Produktes als
klare, farblose Flussigkeit erhalten.

Siedepkt.: 82 °C, 30 mbar.

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm] = 5.9 -5.7 (m, 1H, =CH), 5.2 -5.0 (m, 2H, =CH,),
3.50 (m, 2H, CH2N), 0.10 (s, 18H, NSi(CHs)3).

114



10 Anhang

1-(Chlorodimethylsilyl)-3-[N,N-bis(trimethylsilyl)amino]-propan [87]

Eine Mischung aus 9.0 g (45 mmol) 3-[N, N-bis(trimethylsilyl)amino]-1-propen und 8.5 g
(90 mmol) Chlordimethylsilan (98 %, Aldrich) wurde unter Argon mit einer Spatelspitze
Chlorplatinsaure-Hydrat (H2PtCls xH20, 99 %, Aldrich) versetzt und langsam unter
Riuhren auf 60 °C erwarmt. Sobald eine exotherme Reaktion einsetzte, wurde nicht
mehr weiter erhitzt, sondern die grin-braune Reaktionsmischung fur weitere 2 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Die anschlieBende fraktionierte Destillation im Vakuum
ergab 9.9 g (31 mmol, 69 %) des Produktes als klare, farblose, stechend riechende
Flussigkeit.

Siedepkt.: 104 °C, 1mbar.

'"H NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm] = 2.75 (t, 2H, CH,N), 1.45 (m, 2H, CH,), 0.72 (t,
2H, CISi-CHy), 0.43 (s, 6H, CISi-CH3), 0.10 (s, 18H, NSi(CH3)3).

4-[N,N-Bis(trimethylsilyl)Jaminomethyl)]-styrol [89]

Zu einer Suspension von 21.9 g (0.11 mol) Kalium-N,N-bis(trimethylsilyl)amid in 60 ml
Hexamethyldisilazan (HMDS) wurden unter Eiskihlung 15.3g (0.1 mol)
4-Vinylbenzylchlorid (stabilisiert mit BHT, Aldrich) geldst in 10 ml HMDS zugetropft,
wobei sich an der Eintropfstelle die Losung orange verfarbte. Das Reaktionsgemisch
wurde anschlieBend 12h bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Entfernung der
entstandenen Salze wurde unter Argon filtriert und das klare, gelbe Filtrat im Vakuum
fraktioniert destilliert. Es wurden 12.0 g (0.043 mol, 43 %) des Produktes als klare,
leicht gelbliche Flussigkeit erhalten.

Siedepkt.: 72 °C, 0.05 mbar (Lit. [88]: 90-95 °C, 1.3 mbar).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm] = 7.33, 7.20 (dd (AA-BB’-Spektrum) 4H, Aryl-H),
6.69 (dd, 1H, =CH), 5.70, 5.18 (2d, 2H, =CH,, J =18 Hz, 11 Hz), 4.08 (s, 2H, Aryl-
CHy), 0.07 (s, 18H, NSi(CHs3)3).

Synthese der linearen Makroinitiatoren

Reinigung der Monomere:

Die Aufreinigung der eingesetzten Monomere erfolgte direkt an der Vakuum-Linie
durch Cryo-Destillation von verschiedenen Trocknungsmitteln. Bei den in Ldsung
vorliegenden Reinigungsreagenzien Dibutylmagnesium Mg(n-C4Hg)> (1 M in Heptan,
Aldrich) und n-Butyllithium (2M in Cyclohexan, Aldrich) wurde vor dem
Aufkondensieren der Monomere jeweils das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Zu
Beginn wurde das Monomer mehrmals entgast (,freeze-pump-thaw-cycle’). Im letzten
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Reinigungsschritt wurde jeweils eine graduierte Ampulle verwendet, die das Abmessen
der gewlnschten Monomermenge ermdglichte.
Styrol (99 %, stabilisiert, Aldrich) wurde uber Nacht auf CaH; geruhrt, anschlieRend
auf Dibutylmagnesium kondensiert und mindestens nochmals 1 h gerthrt.
1,3-Butadien (99 %, Aldrich) wurde je eine Stunde Uber Dibutylmagnesium sowie
zweimal Uber n-Butyllithium bei einer Temperatur von mindestens —40 °C
(Ethanol/Trockeneis-Kluhlung) gerthrt.

Polystyrol-NH; [87]

Cyclohexan wurde Uber Nacht auf LiAlH4 gerthrt, entgast und in den mit flissigem
Stickstoff gekuhlten Reaktionskolben (Zweihalskolben, versehen mit Hahn)
kondensiert. AnschlieBend wurde die gewlnschte Menge an gereinigtem Styrol
eindestilliert. Nach dem Auftauen wurde bei Raumtemperatur im Argon-Gegenstrom
mit der berechneten Menge an sec-Butyllithium initiiert, wodurch sich in wenigen
Minuten eine klare, tief orangerote Losung bildete. Das Reaktionsgemisch wurde 3 h
unter Argon bei 50 °C geruhrt. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurde vor der
Zugabe des Funktionalisierungsreagenzes mittels einer zweiseitigen Transfernadel
eine kleine Menge der Polymerldsung (Precursor) entnommen und mit entgastem
Methanol abgebrochen. Zur Funktionalisierung der lebenden Ketten wurden 1.3
Aquivalente 1-(Chlorodimethylsilyl)-3-[N, N-bis(trimethylsilyl)amino]-propan bezogen
auf die eingesetzte Menge Initiator in einigen Millilitern absolutem THF geldst, entgast
und zur Beseitigung von Verunreinigungen mit 5 mol% sec-Butyllithium (bezogen auf
das Amin) versetzt. Diese Ldosung wurde im Argon-Gegenstrom in die lebende
Polymerldésung gespritzt, wodurch sich die Losung nach kurzer Zeit entfarbte. Zur
Vervollstandigung der Reaktion wurde Uber Nacht bei RT geruhrt.

Zur Aufarbeitung und Entfernung der Silylschutzgruppen wurde das Losungsmittel
moglichst vollstandig am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Losen des Ruckstandes
in Benzol und Zugabe wassriger, verdunnter HCl wurde das Zweiphasengemisch
mehrere Stunden bzw. Uber Nacht heftig gerthrt. Durch Zugabe von NaOH-Platzchen
wurde das Gemisch alkalisch gestellt und die Phasen im Scheidetrichter getrennt. Die
organische Phase wurde mit Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen, Uber
NaSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Polymer wurde nach
Gefriertrocknung aus der benzolischen Losung erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 [ppm] = 7.35-6.4 (2m, 5H, Ar-H), 2.35-0.9 (m, -CH-, -CHj,
Polymerriuckgrat), 0.0-(-0.3) (m, 8H, CHSIi(CHs),).
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Polybutadien-NH;
Destilliertes THF wurde nochmals Uber Nacht auf LiAlHs gerthrt und in den
Reaktionskolben kondensiert. Nach Eindestillieren des Butadiens wurde die
Polymerisation bei —78 °C (Ethanol/Trockeneis-Kuhlung) initiiert, wodurch eine gelbe
Reaktionslosung resultierte. Zur Steigerung des Umsatzes wurde uber Nacht unter
Ethanol/Trockeneis-Kuhlung polymerisiert. Vor dem Abbruch der Polymerisations-
reaktion durch Zugabe des Funktionalisierungsreagenzes wurde ebenfalls ein
Precursor entnommen. Der Abbruch erfolgte in gleicher Weise wie oben beschrieben.
Zur Aufarbeitung des Polymers wurde das Ldosungsmittel am Rotationsverdampfer
weitgehend entfernt und der Rulckstand in tiefsiedendem Petrolether geldst. Die
Entschutzungsreaktion wurde dann wie zuvor beschrieben unter Zugabe von
verdunnter, wassriger HCI in einem Zweiphasengemisch durchgefuhrt. Das amino-
funktionalisierte Polybutadien wurde nach Entfernen des Petrolethers am
Rotationsverdampfer und im Vakuumtrockenschrank bei 35°C als farbloses
zahflissiges Ol erhalten, das bis zur weiteren Verwendung im Gefrierschrank
aufbewahrt wurde.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & [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-, -CH,-, Polymer-
ruckgrat), 0.1-(-0.1) (m, 8H, CHSIi(CH3)2).

Synthese der verzweigten Makroinitiatoren

Das Monomer 4-[N,N-Bis(trimethylsilyl)aminomethyl)]-styrol wurde ohne weitere
Reinigung im Reaktionskolben vorgelegt und entgast. THF, Gber Nacht auf LiAlH,4
geruhrt, wurde eindestilliert. Die Initiierung erfolgte bei —78 °C (Ethanol/Trockeneis-
KlUhlung) durch Zugabe der zweifachen berechneten Menge an sec-Butyllithium. Die
dunkelgrine Reaktionslosung wurde 1 h bei tiefer Temperatur gerihrt, bevor zur
Bestimmung des spateren Funktionalisierungsgrades ein Precursor entnommen (siehe
oben) und mit entgastem Methanol abgebrochen wurde. AnschlieRend wurde als
zweites Monomer vorbereitetes Styrol in den Reaktionskolben eindestilliert, wonach
sich die Farbe der Losung langsam zu braungrun veranderte. Nach weiteren 2 h
Reaktionsdauer wurde die Polymerisation durch Zugabe von entgastem Methanol
abgebrochen. Das Loésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert, bevor
die Entfernung der Schutzgruppen in gleicher Weise, wie im Falle von PS-NH;
beschrieben, erfolgte. Die polyfunktionellen Makroinitiatoren wurden nach
Gefriertrocknung aus benzolischer Lésung erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.3-6-4 (2m, Ar-H), 3.9-3.7 (m, 2H, CH.-Ar),
2.35-0.9 (m, -CH-, -CH>-, Polymerrickgrat).
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Synthese der N-Carboxyanhydride [72]

10 g der jeweiligen Aminosaure (Ng-Z-L-lysin (35.7 mmol; 99 %, Fluka) bzw.
L-Glutaminsaure-5-benzylester (42.1 mmol; 99 %, Fluka)) wurden in 250 ml absolutem
THF suspendiert und in einer trockenen Argonatmosphare unter Rihren auf 40 °C
erwarmt. 0.36 Aquivalente (bezogen auf Mol eingesetzter Aminosaure)
Bis(trichlormethyl)carbonat (Triphosgen, 99 %, Fluka), geldést in 40 ml THF, wurden
langsam zugetropft. Im Falle von Ng-Z-L-Lys bildete sich schnell eine gelartige Masse,
die das Ruhren stark erschwerte. Nach beendeter Zugabe des Phosgenierungs-
reagenzes wurde solange unter Erwarmen weitergerthrt (1-2 h), bis sich eine klare
Reaktionslosung bildete. In seltenen Fallen war eine weitere Zugabe von wenig
Triphosgen zur Vervollstdndigung der Reaktion erforderlich. Anschlieliend wurde
trockenes Argon in die Reaktionslosung eingeleitet, um geléstes HCI und
Uberschussiges Triphosgen zu entfernen. Das Ldsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer vollstandig entfernt, und der erhaltene olige Rickstand
kristallisierte beim Abkuhlen. Dieses Rohprodukt wurde unter Argon im Gefrierschrank
gelagert und erst kurz vor der Polymerisation umkristallisiert. Die Ausbeuten der
aufgereinigten N-Carboxyanhydride lagen zwischen etwa 75 und 90 %.

Lys-NCA:

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm] = 7.35 (m, 5H, Ar-H), 6.85 (s, br, 1H, NHC(O),
Ring), 5.10 (s, 2H, Ar-CHy), 4.90 (s, br, 1H, NHC(O), Z-), 4.25 (t, 1H, a-CH), 3.20 (t,
2H, &-CHy), 1.95, 1.75, 1,50 (m, 6H, (CH>)3).

Schmp.: 99 °C (Lit.: 101 °C).

Glu-NCA:

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm] = 7.35 (m, 5H, Ar-H), 6.80 (s, br, 1H, NHC(O),
Ring), 5.10 (s, 2H, Ar-CHy), 4.35 (t, 1H, a-CH), 2.60 (t, 2H, CH.C(O)), 2.25, 2.10 (m, je
1H, B-CH,).

Schmp.: 94-95 °C (Lit.: 97 °C).

NCA-Polymerisationen

Zur Aufreinigung des N-Carboxyanhydrids wurde das erhaltene Rohprodukt
mindestens dreimal aus THF/Petrolether (1:2) umkristallisiert. AnschlieRend wurde das
umkristallisierte Produkt im Hochvakuum bei RT getrocknet. Ausgehend von der zur
Verfigung stehenden Menge an NCA wurde aufgrund des angestrebten
Polymerisationsgrades die bendtigte Menge an Makroinitiator berechnet. Makroinitiator
sowie NCA wurden in getrennten Schlenkkolben eingewogen, evakuiert und in
entgastem DMF (Polybutadien-Makroinitiatoren in CHCI3) gelést. Beide Losungen
wurden mittels einer Transfernadel vereinigt und der Reaktionskolben anschliel3end
mit einem Argonballon versehen. Die Reaktionslédsung wurde fir mindestens 48 h bei
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40 °C geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde das Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt und
der feste Rlckstand in Chloroform geldst. Diese Losung wurde zum Ausfallen des
Polymers in Petrolether bzw. Methanol (Fallungsmittel teils mit flissigem N> gekuhlt)
verwendet. Das Polymer wurde Uber eine Fritte abgesaugt und im
Vakuumtrockenschrank bei 40 °C (Polybutadien-Blockcopolymere bei 35 °C) bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet.

Die Zuordnung der Signale der 'H-NMR-Spektren erfolgte mittels Cosy- und "*C-NMR-
Spektren:

PS-b-(Z-Lys)-Blockcopolymere:

'"H NMR (400 MHz, DMF-d7) & [ppm] = 8.60-8.25 (m, b, NH), 7.55-7.35 (m, 5H, Ar-H,
Z-Lys), 7.35-6.4 (m, 5H, Ar-H, PS), 5.2-5.0 (m, 2H, CHz-Ar, Z-Lys), 4.15-3.9 (m,1H,
o-CH, Z-Lys), 3.25-3.0 (m, 2H, &-CH;, Z-Lys), 2.3-1.2 (m, (CH2)s, Z-Lys; -CH-, -CHa-,
PS-Polymerriickgrat); lineare Blockcopolymere: 0.1-(-0.1) (m, 8H, CHSIi(CHs),).
PS-b-(BzI-Glu)-Blockcopolymere:

'"H NMR (400 MHz, DMF-d;) & [ppm] = 8.60-8.10 (m, b, NH), 7.55-7.35 (m, 5H, Ar-H,
Bzl-Glu), 7.35-6.4 (m, 5H, Ar-H, PS), 5.2-4.9 (m, 2H, CH»-Ar, Bzl-Glu), 4.20-3.80 (m,
1H, o-CH, Bzl-Glu), 2.8-1.2 (m, CHC(O), B-CH, Bzl-Glu; -CH-, -CH,-,
Polymerrickgrat, PS); lineare Blockcopolymere: 0.1-(-0.1) (m, 8H, CHSi(CHs),).
PB-b-(Bzl-Glu)-Blockcopolymere (linear):

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 [ppm] = 8.70-7.9 (m, NH), 7.4-7.0 (m, 5H, Ar-H, Bzl-Glu),
5.65-5.20 (m, =CH-, 1,2-Addukt; -CH=CH-, 1,4-Addukt), 5.20-4.7 (m, =CH,, 1,2-
Addukt, PB; -CHx-Ar, BzI-Glu), 4.20-3.75 (m, 1H, a-CH, BzI-Glu), 2.8-0.8 (m, CH,C(O),
B-CHy Bzl-Glu; -CH-, -CH»-, Polymerrickgrat, PB), 0.2-0.0 (m, 8H, CHSIi(CHs),).

Entschutzung der Polymere

a) Entfernung der Z-Schutzgruppe mit HBr in Eisessig

1.5-2 g des moglichst fein gepulverten PS-P(Z-L-Lys)-Blockcopolymers wurden mit 20-
30 ml einer 30 Gew.-% Ldésung von HBr in Eisessig (Fluka) versetzt und maximal 1.5 h
unter Argon gerthrt. Die Reaktionslésung wurde anschlielRend langsam in Wasser
oder Natronlauge eingeruhrt. Der pH-Wert der stark sauren Losung wurde durch
Zugabe von NaOH unter Eiskihlung neutralisiert und die resultierende Lésung
anschlieBend einen Tag gegen Wasser dialysiert (Dialysemembran von SpetraPore®,
MWCO: 1000 g/mol). Zur Isolierung der Hydrochloride wurde die Polymerlésung dann
mit konz. HCI angesauert und danach erschopfend dialysiert. Das Polymer wurde nach
Gefriertrocknung der wassrigen Losung erhalten.
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b) Verseifung des Benzylesters

Die P(Bzl-Glu)-Blockcopolymere wurden in THF geldst und mit verdunnter wassriger
NaOH versetzt. Es bildete sich meist ein Zweiphasengemisch, das Uber Nacht heftig
geruhrt wurde. Der Grolteil des organischen Losungsmittels wurde am
Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand gegen Wasser dialysiert (MWCO:
1000 g/mol) und die wassrige Losung anschliel3end gefriergetrocknet.

c) Hydrierung zur Entfernung der beiden Schutzgruppen Z und Bzl

Das Blockcopolymer wurde in einem Lésungsmittelgemisch bestehend aus
DMF/Eisessig/H,0O (etwa 7/5/1, viv) geldst, wodurch sich eine tribe Losung bildete.
Zur Verbesserung der Losungseigenschaften, insbesondere im Falle der Polybutadien-
Blockcopolymere, wurde nachtraglich noch etwas THF zugegeben. Anschliel3end
wurden mindestens 5 Aquivalente Ammoniumformiat NH4CHO, (p.a., Fluka)
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde entgast und mit Argon bellftet bzw. der
Reaktionskolben mit Argon gespult, bevor 250-500 mg Pd/C (10 %, Fluka) als
Katalysator zugegeben wurden. In den meisten Fallen konnte nach wenigen Minuten
bereits eine heftige Gasentwicklung beobachtet werden. Das Reaktionsgemisch wurde
Uber Nacht gerthrt; teils wurde nochmals Ammoniumformiat und Katalysator
zugegeben und das Reaktionsgemisch einen weiteren Tag geruhrt. Zur Aufarbeitung
wurde die Lésung (iber Celite® 500 (neutral, Fluka) filtriert, mit Wasser verdiinnt und
einen Tag dialysiert, um zunachst die eingesetzten Losungsmittel zu entfernen. Die
Ldésungen wurden dann entweder mit NaOH (Glu-Polymere) oder HCL (Lys-Polymere)
versetzt, um die jeweiligen Salze zu bilden und damit die Ldslichkeit der Polymere zu
gewabhrleisten. Die Polymerldsungen wurden dann entweder weiter dialysiert oder
ultrafiltriert (MWCO: 1000 g/mol). Die Polymere wurden nach Gefriertrocknung der
wassrigen Losung erhalten.

Emulsionspolymerisationen

Es wurden 10-50 mg (1-5 Gew.-% bezogen auf das eingesetzte Monomer) des
jeweiligen Blockcopolymers eingewogen und in 2g 0.1 N NaOH sowie 2 g Wasser
gelést. Nach Zugabe von 1 g destillietem Styrol wurden kurz vor Beginn der
Emulsionspolymerisation 32 mg des Azoinitiators VA-086 (2,2'-Azobis[2-methyl-
N-(2-hydroxyethyl)propionamid], Wako) zugegeben und durch Umschutteln
durchmischt. Es wurde anschlieRend bei einer Innentemperatur von 80 °C in einem
drehbaren Thermostaten 15 h (meist Uber Nacht) polymerisiert. Die abgekuihlten
Proben wurden anschliel3end filtriert (entweder G2-Glassinterfritte oder Blchnertrichter
mit doppeltem Filterpapier), um entstandenes Koagulat abzutrennen.
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Herstellung von Polymerlosungen fir DLS, CD-Spetroskopie und TEM

Zur Herstellung und Verdinnung von wassrigen Polymerldsungen wurde
ausschlieRlich doppelt-deionisiertes Wasser (Leitfahigkeit maximal 15 uScm™)
verwendet. Die Polymere wurden direkt in Salzlésungen (NaCl) der jeweiligen
Konzentration geldst. Losungen fur TEM-Untersuchungen wurden ohne Salzzusatz
hergestellt. In sehr wenigen Ausnahmefallen wurden die Losungen kurz ultrabeschallt.
Anschlieend wurden die Polymerlésungen durch Spritzenfilter (400-800 nm,
Schleicher und Schuell) filtriert; im Falle der Lichtstreumessungen direkt in vorbereitete
Quarzkivetten.

Praparation von Polymerfilmen zur Strukturuntersuchung

Die Polymerfilme wurden auf einer mit Teflon beschichteten Aluminiumfolie (BYTAC®)
prapariert. Dazu wurden 5-10 % Ldsungen der Polymere in DMF Uber Nacht bei 40 °C
getrocknet. Diese Filme wurden ohne weiter Behandlung fir Réntgen- und TEM-
Untersuchungen verwendet.
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10.2 Methoden

NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der NMR-Spektiren erfolgte an einem Bruker DPX-Spektrometer
(400 MHz) in den deuterierten Losungsmitteln CDCl;, DMF-d; oder D,O bei
Raumtemperatur. Signale von Spuren nicht-deuterierten Lésungsmittels dienten als
interne Standards bezogen auf Tetramethylsilan. Zur Bearbeitung der Spektren wurde
das Programm Win-NMR (Bruker) verwendet.

MALDI-TOF-Massenspektrometrie

MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem Kratos Kompact MALDI 3 der Firma
Shimadzu aufgenommen. Zur Kalibrierung wurde Insulin verwendet. Die Proben
wurden mit Dihydroxybenzoesaure (DHB) als Matrix und Silbertrifluoracetat (AgTFA)
als Adduktbildner vermessen. Die Probenpraparation erfolgte in THF in einem
Molverhaltnis von Probe : Matrix : Adduktbildner von etwa 1:700 :70. Etwa 2 pl der
Probenlésung wurden auf dem Probentrager eingedampft.

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Zur Gelpermeationschromatographie wurden Anlagen der Firma Thermo Separation
Products (TPS) verwendet, die mit einem RI- (Shodex RI-71) und UV-Detektor (TSP
UV1000) ausgestattet waren. GPC in THF wurde unter Verwendung von 3 x 30 cm
Saulen vom Typ MZ-SDV (5 um KorngréRe) mit den PorengréRen 10°, 10° und 10° A
bei 30 °C durchgefuhrt.

GPC-Analytik der Polypeptid-Blockcopolymere wurde in 0.5 Gew.-% Losung von LiBr
in Dimethylacetamid (DMA) bei 70 °C durchgefuhrt. Hierzu wurden 4 x 30 cm 10 um
PSS-Gram®-Saulen (PSS, Mainz) mit den Porengrofen 30, 30, 100 und 3000 A
verwendet. Neben einem RI- sowie UV-Detektor war zusatzlich ein differentielles
Viskosimeter (Viscotek H502B) angeschlossen.

In allen Fallen wurden jeweils 100 ul einer etwa 0.15 Gew.-% Polymerldsung injiziert
und mit einer Flussrate von 1.0 mli/min eluiert. Standard-Eichkurven wurden unter
Verwendung von Polystyrol- bzw. Polybutadien-Standards (PSS, Mainz) erstellt. Zur
Erstellung der universellen Kalibrierung (log([n]-M) vs. V¢) wurden Polystyrol-Standards
verwendet. Molekulargewichte sowie Molekulargewichtsverteilungen wurde mit dem
Programm-Paket NTeqGPC V5.1.5 (hs GmbH) berechnet.
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Chromatographie am kritischen Punkt der Adsorption (LACCC)

Kritische Chromatographie wurde an der Bundesanstalt fur Materialforschung und
-prufung (BAM), Berlin, von DR. JANA FALKENHAGEN durchgeflhrt. Es wurde ein Hewlett
Packard HPLC-System (HP 1090) mit Verdampfungs-Lichtstreudetektor (SEDEX 45,
ERC) verwendet. Als Trennsaule wurde eine 25x0.4cm SGXNH; (mit
Aminopropyltriethoxysilan modifiziertes Silicagel, Separon) mit einer mittleren
KorngréRe von 7 um und einer PorengréRe von 120 A eingesetzt. Es wurden jeweils
10 ul einer 1.5 Gew.-% Polymerldsung injiziert und bei 45 °C mit einer Flussrate von
0.5 ml/min vermessen. Als Eluent wurde eine Mischung von THF/n-Hexan (60/40, w/w)
eingesetzt, welche der kritischen Losungsmittelzusammensetzung fur Polystyrol bei
45 °C entspricht.

Rontgenstreuung

SAXS:

SAXS-Messungen wurden am MPI fur Polymerforschung (MPI-P, Mainz) in der
Gruppe von PROF. DR. T. PAKULA durchgefiihrt. Die Proben wurden unter Verwendung
einer Drehanode (Rigaku, 18 kW) in Punktfokus-Geometrie vermessen. Zur Detektion
wurde ein zweidimensionaler Detektor der Firma Siemens mit 512x512 Pixel
eingesetzt. Als Monochromator fur die Cu-Ka-Strahlung (A =0.154 nm) wurde ein
doppelter Graphit Monochromator verwendet. Der Strahl hatte eine Dicke von etwa
0.5 mm und der Abstand zwischen Probe und Detektor betrug 1.3 m. Die Filme mit
einer Dicke von etwa 1 mm wurden einmal senkrecht zur Filmoberflache durchstrahlt
(,through view’) sowie parallel zur Filmoberflache (,side view’). Die Messanordnungen
sind in Kapitel 5 abgebildet.

Einige der SAXS-Messungen wurden an einer am MPI-KG konstruierten Kamera mit
Punktfokus vermessen. Die Strahlungsquelle ist eine Drehanode FR 951 der Firma
Nonius mit einer Leistung von max. 4 kW. Die Proben wurden unter Vakuum in
Punktfokus-Geometrie mit Réntgenstrahlung der Wellenlange A = 0.154 nm (Cu-Ka)
durchstrahlt. Die zur Detektion der gestreuten Strahlung verwendeten image plates
(Typ BAS lll, Fuiji, Japan) besitzen eine Auflésung von 1 Pixel pro 0.1 mm und wurden
mit einem image plate reader (MAC-Science Dip-Scanner IPR-420, IP reader DIPR-
420, Japan) ausgelesen. Der Probe-Detektor-Abstand ist auf Langen von 40, 80 und
160 cm einstellbar.

WAXS:

Die Rodntgen-Pulverdiffraktogramme wurden in 6-6-Geometrie mit Hilfe eines
Diffraktometers D8000 der Firma Bruker unter Einsatz von Cu-Ka-Strahlung
aufgenommen. Als Detektor wurde ein Szintillations-Zahler verwendet.
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Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

TEM-Aufnahmen wurden mit einem Elektronenmikroskop Omega 912 der Firma Zeiss
(100 kV Beschleunigungsspannung) durchgefihrt. Als Probentrager wurden mit
Kohlenstoff bedampfte Kupfer-Grids verwendet.

Zur Abbildung von Latex-Proben wurde eine stark verdunnte Losung direkt auf das
Grid getropft und bei Raumtemperatur unter Normaldruck getrocknet.
UltradUinnschnitte von Polymerfilmen (30-50 nm) wurden mit einem Ultramikrotom der
Firma Leica (Modell Ultracut UCT) hergestellt. Die Schnitte wurden in Wasser
aufgefangen, auf Grids transferiet und mindestens einen Tag getrocknet.
Anschlielend wurden die Proben in der Gasphase einer wassrigen RuOg4-Lésung
(0.4 g NalO4 in 10 ml H2O l6sen, unter Eiskihlung 60 mg RuO, zugeben, 3 h rihren)
kontrastiert (1-3 min).

Die Gefrierbruchpraparation der wassrigen Polymerlésungen (40 g/lI) wurde mit einem
BAF 400 der Firma Balzers durchgefuhrt: Nach Cryo-Fixierung in flissigem Propan
und Cryo-Bruch mit Mikrotom wurde im Vakuum 60 s bei —100 °C sublimiert. Die
Oberflache wurde mit Pt/lIr unter einem Winkel von 45 Grad schrag und anschlief3end
zur Stabilisierung mit Kohlenstoff senkrecht bedampft.

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Zur Bestimmung der Teilchengro3en der Latexproben wurde ein Particle Sizer Nicomp
370 (Santa Barbara, CA 93117, USA) verwendet, der als Lichtquelle einen He-Ne-
Laser (A = 632.8 nm) besitzt. Das Streulicht wird unter einem festen Messwinkel von
90° in 64 Kanalen parallel aufgenommen und korreliert. Die Proben wurden soweit
verdunnt, dass bei voller Leistung eine Zahilrate von weniger als 300 kHz erreicht
wurde. Alle genannten TeilchengroRen sind intensitatsgemittelte Werte.

Dynamische Lichtstreuung zur Untersuchung von wassrigen Losungen amphiphiler
Blockcopolymere wurde mit einem im Institut gebauten Goniometer mit
Temperaturkontrolle (+ 0.05K) und angeschlossenem Einzelphotonen-Detektor
(ALV/SO-SIPD) sowie einem Multiple-Tau Digitalkorrelator (ALV 5000/ FAST) der
Firma ALV, Langen, durchgefuhrt. Als Lichtquelle diente ein Argon-lonen-Laser mit der
Wellenlange A = 488 nm der Firma Coherent (Modell Innova 300), dessen Leistung im
Bereich von 30 bis etwa 600 mW variiert werden kann. Die aufgenommene
Korrelationsfunktion wurde mit dem Programm FASTORT.EXE [67] in eine intensitats-
gewichtete Radienverteilung umgerechnet.

Die zylindrischen Quarzkuvetten (1 cm Durchmesser) wurden mit Tensidldsung
(Hellmanex, Hellma) im Ultraschallbad gereinigt, mit Reinstwasser mehrfach gespllt,
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anschlieRend in einer Acetondestille mindestens 10 min staubfrei gespult und bis zum
Gebrauch in einem Exsikkator aufbewahrt.

Reaktionskalorimetrie

Kalorimetrische Messungen wurden in einem kombinierten isothermen Warmefluss- /
Warmebilanzkalorimeter ChemiSens RM2-S (Lund, Schweden) durchgefuhrt, das mit
einem 200 ml Glasreaktor und einem Propellerrihrer ausgestattet ist. Der Verlauf der
Polymerisation wurde mit dem Programm InTouch 6.0b (Wonderware® Corporation,
Irvine, USA) online verfolgt.

Die Versuche wurden isotherm durchgefuhrt, wobei die Temperatur des Reaktors
durch aktives Anpassen der Umgebungstemperatur konstant gehalten wird. Es wurde
folgende Rezeptur verwendet (1 % Stabilisator bezogen auf das Monomer): 215 mg
polymerer Stabilisator in 43 ml 0.1N NaOH und 33 ml Wasser, 666 mg VA-086 Initiator
in 10 ml Wasser, 22 g Styrol.

Bestimmung des Feststoffgehaltes

Feststoffgehalte der Polymerdispersionen wurden mit einem HR 73 Halogen Moisture
Analyzer, Mettler-Toledo, Schweiz, bestimmt. Es wurden etwa 0.5 g Dispersion
eingesetzt und bei einer Trocknungstemperatur von 150 °C bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet.

Oberflachenladungstitration

Oberflachenladungsdichten wurden mit einem Particle Charge Detektor PCD 02,
Mutek mit angeschlossenem Titriergerat Titrino (702 SM Titrino, Metrohm) bestimmt.
Als Titrierlosung diente eine 0.1 mM kationische Poly(DADMAC)-Losung. Aus der
Ausgleichsgeraden der Einzelmessungen bei verschiedenen Feststoffgehalten einer
Probe (etwa 0.1 bis 5 %) wurde die Oberflachenladungsdichte berechnet.

Oberflachenspannungsmessung

Oberflachenspannungsmessungen wurden mit einem K12 Prozessor-Tensiometer der
Firma Kriss (Hamburg) mittels der DuUNOuy-Ringmethode durchgefuhrt. Der
verwendete Pt-Ir-Ring RI12 hat einen Durchmesser von 9.545 mm und eine Dicke von
0.185 mm. Zur Messung in Abhangigkeit der Konzentration wurde die Polymerldsung
(zwischen 1 und 10 g/lI) mit einem Dosimaten der Firma Metrohm zutitriert.
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IR-Spektroskopie

Die Aufnahme von IR-Spektren erfolgte mit einem BioRad 6000 FT-IR. Die
Substanzen wurden als Feststoffe in Reflexion unter Verwendung einer Golden Gate-
Anordnung, Single Reflection Diamond ATR, vermessen.

Circulardichroismus

Messungen des Circulardichroismus wurden an einem Spektrometer J 715 der Firma
Jasco durchgefihrt. Dazu wurden wassrige Polymerlésungen bei einer Konzentration
von etwa 0.5 g/l in einer Quarzkivette mit der Dicke 0.5 mm bei Raumtemperatur
vermessen (Messparameter: Auflosung: 0.2 nm; Scangeschwindigkeit: 50 nm/s;
Antwortzeit: 1s; Bandbreite; 1 nm). Fir jede Messung wurden mindestens 10
Einzelmessungen akkumuliert und anschlieBend um das Spektrum des reinen
Losungsmittels korrigiert.

Dunne Filme der geschutzten Blockcopolymere wurden aus 20 %-Lésungen in DMF
durch spin-coating auf Quarzplattchen hergestellit.

Elektrophoretische Mobilitat

Die Messungen wurden an einem Zeta-Sizer 4 der Firma Malvern mit einem 5 mV He-
Ne-Laser als optische Detektionseinheit bei einer Temperatur von 25 °C durchgefuhrt.
Dazu wurden etwa 10 ul der Latexprobe in 5 ml Salzlosung (KCI) oder mit HCI
vortitriertem Wasser verdinnt. Im Falle der pH-abhangigen Messungen wurde der pH-
Wert jeder Lésung unmittelbar vor der Messung nochmals mit einer pH-Elektrode
bestimmt. Es wurden jeweils mindestens funf Einzelmessungen durchgefuhrt und
gemittelt.
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10.3 Abkilirzungsverzeichnis

AUZ
Bzl

CD
cmc
DLS
DMA
DMF
Glu
GPC
LACCC
Lit.

Lys
MALDI
NCA
NMR
PB

PD
PEG
ppm
PS

RI

RT
SAXS
Siedepkt.
Schmp.
SSL
SSSL
TEM
TFA
THF
TOF
WAXS
WSL

analytische Ultrazentrifugation

Benzyl-

Circulardichroismus

critical micelle concentration, kritische Mizellbildungskonzentration
dynamische Lichtstreuung

N,N-Dimethylacetamid

N,N-Dimethylformamid

Glutaminsaure

Gelpermeationschromatographie

liquid adsorption chromatography at critical conditions
Literatur

Lysin

matrix assisted laser desorption/ionization
N-Carboxyanhydrid

nuclear magnetic resonance, kernmagnetische Resonanz
Polybutadien

Polydispersitat

Polyethylenglycol

parts per million

Polystyrol

refractive index, Brechungsindex

Raumtemperatur

small angle X-ray scattering, Rontgenkleinwinkelstreuung
Siedepunkt

Schmelzpunkt

strong segregation limit

super strong segregation limit
Transmissionselektronenmikroskopie

Trifluoracetat

Tetrahydrofuran

time of flight

wide angle X-ray scattering, Rontgenweitwinkelstreuung
weak segregation limit
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