Institut fiir Chemie
Arbeitskreis Angewandte Polymerchemie

Entwicklung neuer stimuli-sensitiver
Hydrogelfilme als Plattform fur die
Biosensorik

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
"doctor rerum naturalium" (Dr. rer. nat.)

in der Wissenschaftsdisziplin Polymerchemie

eingereicht an der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Universitat Potsdam

von

Jens Buller

Potsdam, im Mirz 2013



Dieses Werk ist unter einem Creative Commons Lizenzvertrag lizenziert:

Namensnennung - Keine kommerzielle Nutzung - Weitergabe unter gleichen Bedingungen
3.0 Deutschland

Um die Bedingungen der Lizenz einzusehen, folgen Sie bitte dem Hyperlink:
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/de/

Online veroffentlicht auf dem

Publikationsserver der Universitdt Potsdam:

URL http://opus.kobv.de/ubp/volltexte/2013/6626/

URN urn:nbn:de:kobv:517-opus-66261
http://nbn-resolving.de/urn:nbn:de:kobv:517-opus-66261



Danksagung

An erster Stelle mochte ich Herrn Prof. Dr. André Laschewsky herzlich danken fiir die
Uberlassung des interessanten Themas, die Betreuung meiner Dissertation, fiir die Freiheit
eigene Ideen einzubringen und fiir die stete Bereitschaft zu ausfiihrlichen lehrreichen

Gesprdchen.

Ein besonderer Dank gilt auch Herrn Dr. Erik Wischerhoff fiir die Einfiihrung in die
Oberflachenchemie, seine ansteckende Begeisterung und fiir zahlreiche Ermutigungen und
Anstdlle neue Ideen und Pldne umzusetzen. Herrn Dr. Jean-Frangois Lutz danke ich fiir die

Einfithrung in die Welt der thermoresponsiven Polymere zu Beginn meiner Dissertation.

Aufgrund des Kooperationsvertrages zwischen der Universitit Potsdam und dem
Fraunhofer Institut fiir Angewandte Polymerforschung IAP konnte ich einen GroRteil meiner
Arbeiten in den Rdumlichkeiten des IAP durchfiihren. Stellvertretend danke ich daher dem
Institutsleiter des IAP Herrn Prof. Dr. Hans-Peter Fink fiir die Moglichkeit die Labore,
Einrichtungen und Biiros des Instituts zu nutzen. GroBer Dank gilt auch meinen Kollegen aus
dem FB4 fiir die freundliche Atmosphére. Insbesondere danke ich Christoph und Michael fiir
zahlreiche praktische Tipps und Anne, Kristin und Verena fiir viele kleine Hilfestellungen im
Laboralltag. Allen anderen namlich Daniel, Joachim, Jérg, Kristina, Lisa, Natalia, Nicole, Rene,

Sabrina, Sophia, Steffi und Steffi danke ich fiir den sehr angenehmen kollegialen Umgang.

Meinen Mitdoktoranden danke ich fiir die schone Zeit bei und neben der Arbeit.
Insbesondere die Arbeit mit den ,,Laborboys“ Martin und Sandor wurde nie langweilig. Meinen
weiteren Biironachbarn Anna, Anne und Jonas danke ich fiir ein stets offenes Ohr fiir fachliche
(und andere) Diskussionen. Danke fiir viele Unterhaltungen beim Seminar, beim Mittagessen

oder in der Kaffeepause an Christoph, Frank, Jan, Jean-Philippe, Laura, Robert, Sahika und Viet.

Grolle Freude bereitete mir die Arbeit mit , meinen®“ Praktikanten Matthias Rohn und
Daniel Stobener sowie mit Kristin Hall wahrend ihrer Bachelorarbeit. Speziell danke ich
Matthias und Daniel fiir Hilfe bei der Synthese der benzophenonhaltigen bzw. der biotinhaltigen

Copolymere und Kiristin fiir Arbeiten zur Synthese des Benzophenonmonomers.

Dem Arbeitskreis Analytische Chemie der Universitit Potsdam (Prof. Dr. Erich
Kleinpeter) danke ich fiir die NMR Messungen (insbesondere Frau A. Krtitschka und Dr. M.

Heydenreich), Katlen Brennenstuhl aus dem Arbeitskreis Physikalische Chemie der Universitdt

iii



Potsdam (Prof. Dr. Hans-Gerd Lohmannsroben) fiir die Messung der Lampenspektren, Nicole
Schulze aus dem Arbeitskreis Kolloidchemie der Universitdt Potsdam (Prof. Dr. Joachim Koétz)
fiir Hilfe bei den Mikro-DSC Messungen. Frau Dr. Katja Uhlig vom Fraunhofer Institut fiir

biomedizinische Technik danke ich fiir die Uberlassung der Flusszelle fiir die Ellipsometrie.

Die Dissertation war eingebettet in das Verbundprojekt ,, Taschentuchlabor® aus dem viele
Kooperationen entstanden sind die nicht in dieser Arbeit wiederzufinden sind aber &uferst
fruchtvoll und erkenntnisbringend waren. Danke an Christine Hiittl, Frau Dr. Cornelia Hettrich,
Artur Fandrich, Prof. Dr. Fred Lisdat, Herrn Dr. Ralph Hélzl, Herrn Dr. Jan Szeponik, Esmaeil

Heydari und Herrn Dr. Joachim Stumpe fiir viele Blicke tiber den Tellerrand.

Ganz zuletzt aber besonders herzlich danke ich meinen Geschwistern Holger, Christoph
und Anja und allen Freunden fiir ihr Interesse und die Zeit neben der Arbeit, meiner lieben
Freundin Kathleen fiir Alles- aber besonders fiir die frithmorgendlichen Radtouren und meinen

Eltern fiir die Unterstiitzung wahrend all der Jahre.

iv



Publikationsliste

Einige Ergebnisse dieser Arbeit wurden in Form von Fachartikeln oder Postern bereits publiziert:

Fachartikel:

1.

Jens Buller, André Laschewsky, Jean-Francois Lutz, Erik Wischerhoff, Tuning the
Lower Critical Solution Temperature of Thermoresponsive Polymers by Biospecific
Recognition, Polym. Chem., 2011, 2, 1486-1489.

(doi: 10.1039/c1py00001b)

Artur Fandrich, Jens Buller, Erik Wischerhoff, André Laschewsky, Fred Lisdat,
Electrochemical Detection of the Thermally Induced Phase Transition of a Thin Stimuli-
responsive Polymer Film, ChemPhysChem, 2012, 13, 2020-2023.

(doi: 10.1002/cphc.201100924)

Jens Buller, André Laschewsky, Erik Wischerhoff, Artur Fandrich, Fred Lisdat, Smart
synthetic macromolecules recognizing proteins, Polymer Preprints, 2012, 53, 30 - 31.

Jens Buller, André Laschewsky, Erik Wischerhoff, Photoreactive Oligoethylene Glycol
Polymers — Versatile Compounds for Surface Modification by Thin Hydrogel Films, Soft
Matter, 2013, 9, 929-937.

(doi: 10.1039/c2sm26879e)

Poster (Auswahl):

1.

Jens Buller, Martin Siitterlin, Jean-Francois Lutz, Erik Wischerhoff, André Laschewsky,
Hydrogel Scaffolds as Smart Sensing Materials, Symposium Bioactive Surfaces, 20. Mai
2010, Potsdam

Jens Buller, André Laschewsky, Erik Wischerhoff, Proteinerkennung mittels
thermoresponsiver Polymere, 5. Senftenberger Innovationsforum
Multiparameteranalytik, 4. Marz 2011, Senftenberg

Jens Buller, André Laschewsky, Martin Siitterlin und Erik Wischerhoff, Protein
Recognition by Responsive Polymers, POLYOR 2011 "Polymers on the Odra River";
6. - 7. Juli 2011, Oppeln (Polen), 1. Preis fiir das beste wissenschaftliche Poster

Jens Buller, Martin Siitterlin, Erik Wischerhoff und André Laschewsky, Smarte Chemie
gegen Pandemie — Wie Kunststoffe bei der friihzeitigen Erkennung von Krankheiten
helfen, 4. Interdisziplindres Doktorandensymposium der Potsdam Graduate School,

2. November 2011, Potsdam, 1. Preis fiir das beste wissenschaftliche Poster

Jens Buller, Sandor Dippel, Martin Siitterlin, Michael Pach, Erik Wischerhoff, André
Laschewsky, Responsive Polymer Hydrogels and the Modulation of their Phase
Transition via Molecular Recognition, Makromolekulares Kolloquium,

23. -25. Februar 2012, Freiburg, 3. Preis fiir das beste wissenschaftliche Poster



Wissenschaftliche Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Synthese und der Charakterisierung von thermo-
responsiven Polymeren und ihrer Immobilisierung auf festen Oberfldchen als nanoskalige diinne
Schichten. Dabei wurden thermoresponsive Polymere vom Typ der unteren Kkritischen
Entmischungstemperatur (engl.: lower critical solution temperature, LCST) verwendet. Sie sind
bei niedrigeren Temperaturen im Losungsmittel gut und nach Erwdrmen oberhalb einer
bestimmten kritischen Temperatur nicht mehr 16slich; d. h. sie weisen bei einer bestimmten
Temperatur einen Phaseniibergang auf. Als Basismaterial wurden verschiedene thermo-
responsive und biokompatible Polymere basierend auf Diethylenglykolmethylethermethacrylat
(MEO;MA) und Oligo(ethylenglykol)methylethermethacrylat (OEGMAy475, M, = 475 g/ mol)
tiber frei radikalische Copolymerisation synthetisiert. Der thermoresponsive Phaseniibergang der
Copolymere wurde in wassriger Losung und in gequollenen vernetzten diinnen Schichten
beobachtet. AuRerdem wurde untersucht, inwiefern eine selektive Proteinbindung an geeignete

funktionalisierte Copolymere die Phaseniibergangstemperatur beeinflusst.

Die thermoresponsiven Copolymere wurden iiber photovernetzbare Gruppen auf festen
Oberflachen immobilisiert. Die nétigen lichtempfindlichen Vernetzereinheiten wurden mittels
des polymerisierbaren Benzophenonderivates 2-(4-Benzoylphenoxy)ethylmethacrylat (BPEM) in
das Copolymer integriert. Diinne Filme der Copolymere mit ca. 100 nm Schichtdicke wurden
iiber Rotationsbeschichtung auf Siliziumwafer aufgeschleudert und anschlieSend durch
Bestrahlung mit UV-Licht vernetzt und auf der Oberflache immobilisiert. Die Filme sind stabiler
je groer der Vernetzeranteil und je grofer die Molmasse der Copolymere ist. Bei einem
Waschprozess nach der Vernetzung wird beispielsweise aus einem Film mit moderater
Molmasse und geringem Vernetzeranteil mehr unvernetztes Copolymer ausgewaschen als bei
einem hohermolekularen Copolymer mit hohem Vernetzeranteil. Die Quellbarkeit der
Polymerschichten wurde mit Ellipsometrie untersucht. Sie ist grofer je geringer der
Vernetzeranteil in den Copolymeren ist. Schichten aus thermoresponsiven OEG-Copolymeren
zeigen einen Volumenphaseniibergang vom Typ der LCST. Der thermoresponsive Kollaps der
Schichten ist komplett reversibel, die Kollapstemperatur kann iiber die Zusammensetzung der
Copolymere eingestellt werden. Fiir einen Vergleich dieser Eigenschaften mit dem gut
charakterisierten und derzeit wohl am hdufigsten untersuchten thermoresponsiven Polymer
Poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM) wurden zusdtzlich photovernetzte Schichten aus
PNIPAM hergestellt und ebenfalls ellipsometrisch vermessen. Im Vergleich zu PNIPAM
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verlauft der Phaseniibergang der Schichten aus den Copolymeren mit Oligo(ethylenglykol)-

seitenketten (OEG-Copolymere) iiber einen groferen Temperaturbereich.

Mit Licht einer Wellenldnge > 300 nm wurden die photosensitiven Benzophenongruppen
selektiv angeregt. Bei der Verwendung kleinerer Wellenldangen vernetzten die
Copolymerschichten auch ohne die Anwesenheit der lichtempfindlichen Benzophenongruppen.
Dieser Effekt lieR sich zur kontrollierten Immobilisierung und Vernetzung der OEG-Copolymere
einsetzen. Als weitere Methode zur Immobilisierung der Copolymere wurde die Anbindung iiber
Amidbindungen untersucht. Dazu wurden OEG-Copolymere mit dem carboxylgruppenhaltigen
2-Succinyloxyethylmethacrylat (MES) auf mit 3-Aminopropyldimethylethoxysilan (APDMSi)
silanisierte Siliziumwafer rotationsbeschichtet, und mit dem oligomeren o, ®-Diamin
Jeffamin® ED-900 vernetzt. Die Vernetzungsreaktion erfolgte ohne weitere Zusitze durch
Erhitzen der Proben. Die Hydrogelschichten waren anschlieBend stabil und zeigten neben

thermoresponsivem auch pH-responsives Verhalten.

Um zu untersuchen, ob die Phaseniibergangstemperatur durch eine Proteinbindung
beeinflusst werden kann, wurde ein polymerisierbares Biotinderivat 2-Biotinyl-
aminoethylmethacrylat (BAEMA) in das thermoresponsive Copolymer eingebaut. Der Einfluss
des biotinbindenen Proteins Avidin auf das thermoresponsive Verhalten des Copolymers in
Losung wurde untersucht. Die spezifische Bindung von Avidin an das biotinylierte Copolymer
verschob die Ubergangstemperatur deutlich zu héheren Temperaturen. Kontrollversuche zeigten,

dass dieses Verhalten auf eine selektive Proteinbindung zuriickzufiihren ist.

Thermoresponsive OEG-Copolymere mit photovernetzbaren Gruppen aus BPEM und
Biotingruppen aus BAEMA wurden iiber Rotationsbeschichtung auf Gold- und auf
Siliziumoberfldchen aufgetragen und durch UV-Strahlung vernetzt. Die spezifische Bindung von
Avidin an die Copolymerschicht wurde mit Oberflachenplasmonenresonanz und Ellipsometrie
untersucht. Die Bindungskapazitdt der Schichten war umso grofer, je kleiner der
Vernetzeranteil, d. h. je groler die Maschenweite des Netzwerkes war. Die Quellbarkeit der
Schichten wurde durch die Avidinbindung erhéht. Bei hochgequollenen Systemen verursachte
eine Mehrfachbindung des tetravalenten Avidins allerdings eine zusétzliche Quervernetzung des
Polymernetzwerkes. Dieser Effekt wirkt der erhdhten Quellbarkeit durch die Avidinbindung

entgegen und ldsst die Polymernetzwerke schrumpfen.
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Scientific Abstract

This work describes the synthesis and characterization of thermoresponsive polymers and
their immobilisation on solid substrates as nanoscale thin films. The used polymers were of the
lower critical solution temperature (LCST) type. They are well soluble in a solvent below a and
get insoluble above a certain temperature, thus they exhibit a phase transition at a critical
temperature. Different thermoresponsive biocompatible copolymers based on oligo(ethylene
glycol) methyl ether methacrylate (OEGMA4;s) and di(ethylene glycol) methyl ether
methacrylate (MEO,MA) were synthesized by free radical polymerization. The phase transition
was observed in solution and in thin immobilized copolymer layers. Further regarding the phase

transition the influence of selective protein binding onto functionalized copolymers was studied.

Solid surfaces were modified with thermoresponsive copolymers based on MEO;MA,
OEGMA47;s and 2-(4-benzoylphenoxy)ethyl methacrylate (BPEM) as photo-crosslinkable
groups. Thin films of 100 nm thickness were spin-casted onto silicon wafers and subsequently
crosslinked and immobilized by irradiation with UV-light. Their stability is controlled by the
crosslinker ratio and by the molar mass of the copolymers. For instance a washing process after
crosslinking removes more unbound polymer if the polymer contains less crosslinker and has a
lower molecular weight. The swellability of the films was investigated by ellipsometry. It gets
higher with lower crosslinker ratio. Layers of thermoresponsive copolymers exhibited a
swelling/ deswelling phase transition of the lower critical solution temperature (LCST) type. The
transition is completely reversible and the transition temperature can be adjusted by the
composition of the copolymers. Compared to similarly synthesized photo-crosslinked layers of
the well investigated thermoresponsive copolymer poly-(N-isopropyl acrylamide) (PNIPAM) the

phase transition exceeds a larger temperature range.

The photo-crosslinking of the OEG-copolymers was accomplished in a controlled manner
with light of wavelengths > 300 nm. Light of smaller wavelengths crosslinked the copolymer
layers even without the presence of photosensitive groups. This effect could be exploited for a
controlled immobilization and crosslinking of the OEG-copolymers. As further method for
crosslinking the formation of amide bonds was investigated. Therefore OEG-copolymers
containing 2-succinyloxyethyl methacrylate (MES) were spin-casted onto silicon substrates
silanized with (3-aminopropyl)dimethylethoxysilane (APDMSi) and crosslinked with oligomeric

o, w-diamine Jeffamin® ED-900. The crosslinking reaction was carried out by annealing the dry
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substrate. No further additives were added for the reaction. After annealing the hydrogel layers

were stable against washing and showed thermoresponsive and pH-responsive behaviour.

In order to investigate whether the phase transition can be affected by specific protein
binding, a polymerizable biotin derivative biotinyl-2-aminoethyl methacrylate (BAEMA) was
integrated into the base thermoresponsive OEG-copolymer. The influence of avidin on its
thermoresponsive behaviour was investigated. The specific binding of avidin to the bioitinylated
copolymer caused a marked shift of the transition temperature to higher temperatures. Control

experiments proved that this effect can be ascribed to a specific protein binding.

Thermoresponsive OEG-Copolymers with photo-crosslinkable groups from BPEM and
biotin groups from BAEMA were spin-casted onto gold and silicon substrates and subsequently
crosslinked by irradiation with UV-light. The specific binding of Avidin onto the copolymer
layer was investigated by surface plasmon resonance spectroscopy and ellipsometry. The binding
capacity was higher if the mesh size of the hydrogel layers was higher. Upon binding of the
Avidin the swellability of the layers was increased. At temperatures below the phase transition
for loosely crosslinked copolymer layers an additional crosslinking effect of Avidin was
observed. This effect counteracts the swelling of the hydrogel and leads to a shrinkage of the

hydrogel layer.
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1 Einleitung

1.1 Schaltbare Polymere auf dem Weg zur Anwendung

Schaltbare (oft auch: responsive) Polymere reagieren auf spezifische externe Stimuli mit
einer vorherbestimmten Zustandsinderung." Das Wechseln zwischen den Zustinden ist rever-
sibel. Haufig werden schaltbare Polymere unter dem Begriff intelligente Polymere (engl.: smart
polymers) gefiihrt, da der Zustandswechsel, angetrieben durch eine duffere Umgebungsanderung,
selbststindig verlduft. Idealerweise losen bereits kleine Anderungen in der Umgebung einen
grollen dulleren Effekt aus. Mogliche Ausloser fiir die Zustandsdnderung des Polymers sind

beispielsweise eine Anderung von pH-Wert,”* Licht,”” Ionenstirke® ° oder der Temperatur.'%*?

Ab Mitte der 1990er Jahren erlebte die Erforschung schaltbarer Materialien einen wahren
Boom.'> Waren zunichst vor allem die Charakterisierung der physikochemischen Vorginge auf
molekularem Level und auf makroskopischer Ebene wichtig, riickten spéter Uberlegungen zur
Anwendung dieser Eigenschaften schaltbarer Polymere in den Vordergrund. Potentielle Einsatz-
moglichkeiten bestehen fiir viele Anwendungsgebiete von der Mikroelektronik iiber Katalyse-
technik, Aktorik bis hin zur Medizintechnik."*"” Interessante Ansitze fiir den Einsatz respon-
siver Polymere in der Mikrofluidik lieferten beispielsweise Arbeiten aus der Gruppe von

Fréchet.'® 1°

Sie zeigten, dass ein thermoresponsives, vernetztes Polymer, eingebaut in Mikroka-
ndle, als Mikroventil fungiert und allein iiber die Umgebungstemperatur gesteuert werden kann.

Mechanisches oder elektrisches Einwirken ist bei diesem intelligenten Mikroventil nicht notig.

Ein besonderer Schwerpunkt der Forschung zu responsiven Polymeren liegt in den letzten
Jahren auf biomedizinischen Anwendungen. Auch in der Natur basieren viele Vorginge auf
Schaltvorgdngen, die durch bestimmte Stimuli gesteuert werden. Eine Kopie dieser besonderen
Eigenschaften fiir den biomedizinischen Bereich ist daher naheliegend: Potentielle
Anwendungen sind beispielsweise der kontrollierte Wirkstofftransport (engl.: drug delivery), die

Gewebekonstruktion (engl.: tissue engineering), die kontrollierte Zelldesorption, die
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Affinititschromatographie oder der Einsatz in Biosensoren.’’*

Beim Einsatz responsiver
Polymere in biomedizinischen Anwendungen ergeben sich besondere Herausforderungen, die
nur {iber die Wahl eines geeigneten Polymersystems bewdltigt werden kénnen. Hier sind vor
allem wasserbasierende Polymere gefragt, da sich Lebensprozesse sowohl in vivo als auch in
vitro nur in wassriger Umgebung abspielen. Innerhalb dieser Systeme ist die fiir in vivo An-
wendungen essentielle Frage nach Unvertrdaglichkeiten und der Toxizitdt synthetischer, schalt-
barer Polymere noch nicht vollstindig untersucht.* Fiir in vitro Anwendungen, insbesondere in
der Bioanalytik, ist es dagegen vor allem wichtig, unspezifische Adsorption von Biomolekiilen

31-33

an das Polymer zu vermeiden. In Mikroarrays fiihrt die unspezifische Bindung beispiels-

weise zum so genannten Hintergrundrauschen und setzt damit die Empfindlichkeit herab.

Je nach Anwendung sind die Anforderungen an responsive Polymere teils sehr komplex.
Bis heute werden daher viele neue Polymersysteme mit unterschiedlichen Eigenschaften
entwickelt. Viele Untersuchungen auf dem Gebiet der schaltbaren Polymere fiir
Bioanwendungen befassen sich daher vor allem mit der Synthese und den interessanten physiko-
chemischen und biochemischen FEigenschaften neuer biokompatibler Polymersysteme.**®
Uberwiegend werden dazu grundlegende Untersuchungen in Lésung durchgefiihrt, da homogene
Systeme synthetisch leichter zugdnglich und deutlich einfacher zu charakterisieren sind als

heterogene Systeme.* *°

Fiir Anwendungen sind Polymerlésungen allerdings nur in Ausnahme-
fallen einsetzbar. Eine Immobilisierung der Polymersysteme auf Oberfldchen bietet verschiedene
Vorteile: Im Gegensatz zu Systemen in Losung sind feste Substrate wesentlich einfacher zu
benutzen. Fiir technische Anwendungen und automatisierte Prozesse sind definierte
Abmessungen und ein fester Trdger unerlédsslich. Oberflichengebundene Systeme sind zudem
haltbarer und weniger anfillig gegeniiber falscher Handhabung als Fliissigkeiten. Dariiber hinaus
konnen oberflachengebundene Systeme wesentlich komplexer aufgebaut werden. In Biosensoren
wird dadurch beispielsweise die Detektion mehrerer Parameter gleichzeitig auf einem Chip

moglich. Auferdem kann durch die kleine Dimensionierung diinner Schichten die Verwendung

des oftmals knappen Probenmaterials minimiert werden.

Fir den Einsatz neuer biokompatibler, responsiver Polymermaterialien in bio-
medizinischen Anwendungen miissen praktikable Systeme fiir die Immobilisierung gefunden
werden. Neue Ansdtze zur Ausnutzung der responsiven Eigenschaften miissen weiter untersucht
werden, dabei ist die Charakterisierung der Systeme in anwendungsrelevanten Formen wie

diinnen Schichten unverzichtbar.
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1.2 Zielstellung und Inhaltsiibersicht

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Charakterisierung thermoresponsiver,
funktionalisierter und oberflachengebundener Hydrogele (Abbildung 1-1a). Solche Systeme
konnten beispielsweise Anwendung als Matrix fiir Biosensoren finden. Eine der wichtigsten
Verbindungsklassen in der medizinischen Diagnostik sind Proteine. Das thermoresponsive
Hydrogel sollte daher als Matrixmaterial fiir eine selektive Proteinbindung malgeschneidert
werden. In diesem Zusammenhang dient das thermoresponsive Hydrogel als Tréager fiir die
Erkennungseinheiten, an die die Analytmolekiile binden sollen (Abbildung 1-1b). Fiir
responsive Hydrogele sind bereits einige Beispiele aus der Literatur bekannt, in denen der
Phaseniibergang direkt zur Analytdetektion eingesetzt werden kann (s. Kapitel 2.1.1). Ein
weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war es daher zu testen, ob das thermoresponsive Verhalten
des Hydrogels, iiber die passive Funktion als Trager hinaus, direkt fiir die Detektion von

Proteinen nutzbar ist.

a)

Temperatur-
erhéhung

Protein-
zugabe

b)

Schalten

Abbildung 1-1: Schema zur Zielstellung dieser Arbeit. a) Immobilisierung eines thermoresponsiven Hydrogels auf
eine Oberfldche. b) Einstellen der Hydrogeleigenschaften: Das Hydrogel soll als Matrixmaterial fiir eine selektive
Proteinbindung dienen. Zusétzlich soll getestet werden, ob das Hydrogel direkt auf eine Proteinbindung reagieren
kann.
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Aus dem avisierten Anwendungsprofil ergeben sich verschiedene Anforderungen an das
Hydrogel: Zunédchst sollte das Polymergeriist des Hydrogels moglichst wenige unspezifische
Bindungen mit Biomolekiilen zulassen. Die spezifische Bindung von Proteinen mit funktionellen
Einheiten im Hydrogel muss aber gewdhrleistet bleiben. Die Bindung der Analyten soll sowohl
an der Oberfldche als auch im Inneren der Schicht méglich sein, da durch die zusétzliche
Bindung innerhalb der Hydrogelschicht die Bindekapazitdt und damit die Sensitivitdt erhoht
wird. Dazu muss das Hydrogel eine ausreichende Maschenweite aufweisen, um die Diffusion der

Analyten nicht zu behindern.***

Fiir Proteine mit einer typischen Grée von 3 — 15 nm sollte die
Maschenweite des Hydrogels beispielsweise groler als 15 nm sein. Dariiber hinaus ist es fiir eine
hohe Bindungskapazitét erstrebenswert, dass die Dicke der Hydrogelschicht ein Vielfaches der
Analytabmessungen betrdgt. Gleichzeitig darf die Schichtdicke aber nicht zu hoch gewahlt
werden, um eine rasche Diffusion des Analyten in das Innere der Schicht zu gewdhrleisten.
Schlieflich muss das eingesetzte Polymer responsiv sein und darf diese Eigenschaft bei der

Immobilisierung nicht verlieren.

Die Umsetzung der Zielsetzung erfolgte in drei Abschnitten, wie sich in Kapitel 3 -
Ergebnisse und Diskussion -wiederspiegelt. Zundchst wurde nach Methoden fiir die Synthese
und Immobilisierung diinner Schichten gesucht. Wegen des speziellen Anwendungsprofils der
Schichten stand gleichzeitig die genaue Charakterisierung ihrer Eigenschaften im Vordergrund.
Danach wurde {berpriift, ob das Schalten thermoresponsiver Polymere mit Proteinen
grundsatzlich moglich ist, und schlieflich wurde die Proteinbindefdhigkeit und -schaltbarkeit

von diinnen Schichten untersucht.

Fir die Herstellung der Schichten wurde der Ansatz gewdhlt, zundchst ein unvernetztes
Grundpolymer herzustellen und dieses dann an einer Oberflache zu immobilisieren und zu
vernetzen. Verschiedene Wege fiir die Immobilisierung des Grundpolymers werden in
Kapitel 3.1 vorgestellt. Untersuchungen zur Variation der Schichtdicke, zur Schichtstabilitdt und
zur kontrollierten Einstellung der Maschenweite finden sich in Kapitel 3.1.1. Eine grole
Herausforderung stellt die Charakterisierung gequollener nanoskaliger Hydrogelschichten dar.
Fir die Analyse der Hydrogelschichten wurde die Ellipsometrie verwendet. Diese Methode
ermoglichte sowohl die Untersuchung ungequollener und gequollener Hydrogelschichten, als

auch die Untersuchung des thermoresponsiven Verhaltens der Hydrogelschichten.

Das thermoresponsive Verhalten des Polymers sollte direkt zur Proteindetektion genutzt

werden. Ein theoretisches Konzept fiir die Modifizierung thermoresponsiver Polymere zu
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proteinresponsiven Polymeren ist in Kapitel 2.1.1 beschrieben. Um dessen Realisierbarkeit zu
tiberpriifen, war zundchst eine grundlegende Untersuchung notwendig. Diese wird in Kapitel 3.2
vorgestellt. Das Kapitel beinhaltet die Synthese und Charakterisierung eines Protein-bindenden
Polymers. Das verdnderte Losungsverhalten des Polymers bei Proteinzugabe wird beschrieben

und weitere Untersuchungen zur Selektivitdt und Spezifitat dieses Effekts werden dargelegt.

Kapitel 3.3 vereinigt die Ergebnisse fiir die Herstellung einer kontrollierten Schicht-
architektur mit dem Konzeptbeweis. Hier wird ein Weg zur Herstellung proteinresponsiver
Schichten vorgestellt. Dazu wurden proteinbindenende Polymere immobilisiert und vernetzt. Die
Durchldssigkeit der hergestellten Schichten, die Bindekapazitdt, sowie das Schaltverhalten nach

Proteinzugabe wurden untersucht.






2 Theoretischer Teil

2.1 Thermoresponsive Polymere

Thermoresponsive Polymere in Losung weisen bei einer bestimmten Temperatur einen
Ubergang von einem gelosten Einphasen- in ein Zweiphasensystem auf.** Je nach Richtung des
Phaseniibergangs lassen sie sich in zwei Kategorien einteilen. Polymere mit einer oberen
kritischen Entmischungstemperatur (engl.: upper critical solution temperature, UCST) sind
unterhalb der kritischen Temperatur im Losungsmittel unl6slich und gehen dariiber in ein
gelostes Einphasensystem iiber. Im Wesentlichen entspricht dieses Verhalten also dem von
niedermolekularen Stoffen, auRer dass der Ubergang bei Polymeren sehr abrupt bei einer
definierten Temperatur erfolgen kann. Polymere mit einer unteren kritischen Entmischungs-
temperatur (engl.: lower critical solution temperature, LCST) sind dagegen bei niedrigeren
Temperaturen im Losungsmittel 16slich und werden bei Temperaturen oberhalb der LCST
unloslich. Wegen dieses aullergewohnlichen Verhaltens und den damit moglichen
Anwendungen, z. B. vor allem im biomedizinischen Bereich, sind besonders LCST-Polymere in

22-24, 26, 45

den letzten Jahren in den Fokus intensiver Forschung geriickt. Auch in dieser Arbeit

sollen im Folgenden ausschlieRlich LCST-Polymere betrachtet werden.

Der temperaturinduzierte Phaseniibergang ist fiir Polymerlosungen mit blofem Auge
sichtbar: Im Falle von LCST-Polymeren wird beispielsweise eine Polymerlésung beim Erhitzen
iiber den sogenannten Triibungspunkt triibe. Der Triibungspunkt entspricht einem Punkt auf der
Phasengrenze im Phasendiagramm der Polymerldsungen. Anders als die LCST, die am

Minimum der Phasengrenze definiert ist, ist der Triibungspunkt also konzentrationsabhédngig.

Prinzipiell existieren kritische Entmischungstemperaturen fiir Polymerldsungen in
verschiedenen Losungsmitteln und Losungsmittelgemischen.™ Wasser ist allerdings das einzige
fiir biologische Systeme praktisch relevante Losungsmittel fiir biobasierte Anwendungen. Hier
tritt fiir wasserldsliche Polymere, insbesondere bei nichtionischen Polymeren, das Phdnomen der

temperaturinduzierten Phasenseparation sehr haufig auf.""
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Der Grund fiir das LCST-Verhalten lasst sich aus einer strukturellen Gemeinsamkeit aller
dieser Polymere ableiten. Sie enthalten sowohl hydrophilere Gruppen wie Amid- oder
Ethergruppen, als auch hydrophobe Anteile wie beispielsweise das Polymerriickgrat. Im geldsten
Zustand sind Wassermolekiile mit den polaren Gruppen der Polymere iiber Wasserstoff-
briickenbindungen verbunden, wédhrend sie um die hydrophoben Anteile eine geordnete
Hydratationsschicht bilden. Fiir die Thermodynamik des Systems bedeutet das, dass beim Ldsen
des Polymers durch die Anordnung der Wassermolekiile um die hydrophoben Anteile die
Mischungsentropie ASpix negativ  wird. Insgesamt wird der Beitrag zur freien
Mischungsenthalpie AGpx also positiv (Formel 2-1). Die Mischungsenthalpie AH,x ist ebenso

negativ und tragt damit bei jeder Temperatur zu einer freien Mischungsenthalpie AGpix < 0 bei:

AGpix = AHpiy — TASix Formel 2-1

Bei Temperaturerhdhung tiberwiegt ab der kritischen Temperatur der Entropieterm, die
freie Mischungsenthalpie wird positiv und Polymer und Losungsmittel entmischen sich. In
neueren Berechnungen wird zusétzlich zu dieser rein entropischen Erkldarung beriicksichtigt, dass
auch die Mischungsenthalpie eine gewisse Temperaturabhdngigkeit zeigen kann. Je nach
Polymersystem muss der Phaseniibergang demnach nicht unbedingt rein entropiegetrieben

sein.*®

Die strukturelle Voraussetzung dafiir, dass Polymere in wassrigen Medien eine LCST aufweisen,
ndmlich ein Gleichgewicht der hydrophilen und hydrophoben Bereiche, findet sich in vielen
Polymeren. So existieren LCST-Polymere auch in verschiedensten Polymerklassen wie
beispielsweise in Poly(meth-)acrylamiden, Polyvinylethern, Polyoxazolinen®’, Polypeptiden®,
Polyglycinen®, zyklische Poly(N-vinylamid)en, Polyvinylphosphonaten® oder Polymeren mit
Oligoethylenglykolseitenketten. Beispiele fiir haufig verwendete Polymere mit LCST in
wissrigen Medien sind in Abbildung 2-1 aufgefiihrt."' Jedes LCST-Polymer weist eine eigene
charakteristische Entmischungstemperatur auf. FEine Vorhersage der Ubergangstemperatur
aufgrund der Struktur der Polymere ist schwierig, allerdings kann die LCST der Polymere iiber
einen weiten Bereich verschoben werden, indem man hydrophilere oder hydrophobere Gruppen

{iber Comonomere,”" oder iiber eine nachtrigliche polymeranaloge Reaktion einfiihrt.>>
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Abbildung 2-1: Strukturen héufig verwendeter thermoresponsiver Polymere mit zugehoriger LCST."" Von links
nach rechts: Poly-(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM), Poly-(N-isopropylmethacrylamid) (PNIPMAM),
Poly-(methylvinylether) (PMVE), Poly-(N-vinyl-e-caprolactam), (PVCL), Poly-(2-ethyl-2-oxazolin), (PEtOx),
Poly-((oligoethylenglykol)methylethermethacrylat), (POEGMA, LCST je nach Seitenkettenldnge).

Eines der in den letzten beiden Jahrzehnten am meisten untersuchten thermoresponsiven
Polymere ist Poly-(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM).>" 5328 Daneben sind in den letzten Jahren
auch Poly(oligoethylenglykol) -acrylate (OEGAs) und —methacrylate (OEGMAs) in den Fokus
der Forschung geriickt.”>® Diese Polymere zeigen LCSTs, die jeweils von der Linge der
Oligo(ethylenglykol)-Seitenketten und den Seitenkettenendgruppen abhingen.**® Uber die
Kombination von Monomeren mit unterschiedlich langen Seitenketten kann die LCST derartiger
Copolymere in einem weiten Temperaturbereich eingestellt werden, ohne das Polymersystem
grundlegend zu dndern.>® ° OEGMAs und OEGAs, ebenso wie PEG selbst, sind dafiir bekannt,

7176 Dije Abwesenheit

sehr geringe unspezifische Wechselwirkungen mit Proteinen aufzuweisen.
von ionischen und hydrophoben Gruppen, die mit Proteinen unspezifisch wechselwirken
konnten, tragt wahrscheinlich erheblich zu dieser Eigenschaft bei. AuBerdem spielt die hohe
Mobilitdt der PEG-Ketten und die damit verbundene hohe Entropie des Systems eine Rolle. Bei
Bindung eines Proteins wiirde die Beweglichkeit reduziert, was zu einer abstofenden
Komponente fiihrt (Entropieelastizitit).”” Insbesondere diese antifouling Eigenschaften machen
PEG-basierte thermoresponsive Polymere interessant fiir biomedizinische Anwendungen. In
dieser Arbeit sollte insbesondere die unspezifische Bindung von Proteinen an das Polymer

unterdriickt werden. Die Synthese eines thermoresponsiven Basismaterials erfolgte daher auf der

Grundlage OEG-basierter Polymere.
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2.1.1 Thermoresponsive Polymere zur Analytdetektion

Eine Moglichkeit thermoresponsive Polymere in Bioanwendungen zu nutzen ist deren
Schaltbarkeit auf Biomolekiile zu tibertragen. Dazu werden thermoresponsive Polymere oft in

77 Hoffman et al. verinderten auf

sogenannten Biokonjugaten mit Biomolekiilen verkniipft.
diese Weise die Bindungstasche eines Proteins derart, dass seine Bindungsfdhigkeit iiber die
Temperatur an- und ausgeschaltet werden konnte.?’ In der Umkehrung dieses Konzepts wird ein
Schaltvorgang durch die Bindung eines Biomolekiils an ein thermoresponsives Polymer
induziert. Eine mogliche Strategie dafiir ist, zusdtzliche Vernetzungsstellen durch die Bindung
des Analytmolekiils in ein Hydrogel einzubringen, oder umgekehrt, Vernetzungsstellen durch die

1-84 . .
8184 Die Verwendung von thermoresponsiven

Einwirkung eines Biomolekiils aufzul6sen.
Polymeren ist bei dieser Strategie nicht zwingend notwendig. Miyata et al. fiihrten
beispielsweise in ein permanent wasserlosliches Poly(acrylamid) -Hydrogel iiber Antigen-
Antikorper-Wechselwirkungen zusétzliche Vernetzungsstellen ein, die bei Zugabe freien

Antigens durch kompetitive Verdringung wieder geldst wurden (Abbildung 2-2a).%°

a) b)
( - ungelodst
s Tigsn | Antigen —1 0 A S =
F A b ©
e % — |+ =" 5 ohne Analyt
:A N . L - | 3 o
W) - ke N E mitAnalyt
s N NG +P(T, %)
v An Polymerkette gebundener Antikbrper E
== An Polymerkette gebundenes Antigen ——"— gelbst
o Freies Antigen i

Polymeranteil x

Abbildung 2-2: a) Strategie fiir die Realisierung eines Antikorper-responsiven Hydrogels mittels kompetitiver
Verdrangung nach Miyata et al..*® Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature, T. Miyata et al.,
1999, 399, 766-769, copyright 1999.

b) Strategie fiir das direkte Ausnutzen der Thermoresponsivitdt des Polymers. Die Analytzugabe verschiebt die
Phasengrenze des Systems, der Phasenzustand verdndert sich dadurch.

In einer anderen Strategie wird die Thermoresponsivitdt des Polymers direkt fiir den
Schaltvorgang ausgenutzt: Wenn sich durch die Bindung des Analyten das Loslichkeitsverhalten
des Polymers dndert, wird die kritische Entmischungstemperatur verschoben (Abbildung 2-2b).

Ist die LCST in einem passenden Temperaturbereich und wird sie durch die Analytbindung

10
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ausreichend verschoben, befindet sich das Polymer vor der Bindung in einem anderen
Losungszustand als nach der Bindung. Man kann damit von einem analytinduzierten Phasen-
tibergang sprechen. Im vereinfachten Schema in Abbildung 2-2 b liegt beispielsweise das
Polymer am Punkt P vor der Analytzugabe geltst vor. Nach der Analytzugabe erfolgt unter
isothermen Bedingungen eine Phasenseparation des Polymers. In diesem Fall wirkt also die

Prasenz des Analyten als Stimulus.

Nach diesem Prinzip konnen alle Einfliisse, die sich auf die Hydrophilie eines
thermoresponsiven Polymers auswirken als Stimulus genutzt werden. Bei geeigneter

786 oder

Modifikation des Polymers konnen thermoresponsive Polymere beispielsweise licht-
pH-sensitiv* gemacht werden. Werden verschiedene selektiv bindende Gruppen in das Polymer
eingebaut, ist auch die Detektion molekularer Analyte moglich. Beispielsweise konnen tiber
polymergebundene Kronenether Kationen detektiert werden.®  Ein viel untersuchtes System fiir
die Detektion verschiedener natiirlicher Diole wie niedermolekularer Glukose, oder auch
hohermolekularer Nukleotide, RNA oder Glykoproteine, basiert auf deren Wechselwirkung mit
Phenylboronsiure.”’”* Durch die Stabilisierung der geladenen Form der polymergebundenen
Phenylboronsdure bei der Bindung des Diols wird die Wasserldslichkeit des Polymers erhoht.
Dadurch wird, wie fiir das Konzept der analytinduzierten Phasendnderung erforderlich, die
Phasengrenze zu hoheren Temperaturen verschoben. Ein dhnliches Konzept wurde auch fiir
bestimmte andere Biomakromolekiile angewendet: Quervernetzte PNIPAM Hydrogele mit
eingebauten Fab-Fragmenten (Antigen-bindende Fragmente, engl.: Fragments antigen binding)
von anti-Fluoreszein-Antikorpern quellen, wenn sie in Kontakt mit Fluoreszein kommen.?
Ebenso quillt ein mit Lektin funktionalisiertes PNIPAM-Hydrogel, wenn es mit einer Lésung
von Dextransulfat Natriumsalz in Kontakt kommt.”* Auch fiir Bakterien als grofe Analyten
wurde bereits von einer Beeinflussung der LCST eines thermoresponsiven Polymers durch

spezifische Bindung berichtet. *> %

Allerdings beziehen sich alle diese Beispiele auf besonders
grolle oder geladene, modifizierte Analyten. Fiir native Proteine, als eine der wichtigsten
Analytklassen in der medizinischen Diagnostik, existieren noch keine Untersuchungen zur
proteininduzierten Phasendnderung. Auch die Anwendbarkeit des Konzepts auf Oberfldchen ist
noch nicht untersucht. In dieser Arbeit wird sowohl der Einfluss einer selektiven Proteinbindung
auf das Loslichkeitsverhalten eines thermoresponsiven Polymers, als auch die Ubertragung des

Konzepts auf Oberfldchen untersucht.
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2.1.2 Thermoresponsive Hydrogele

Basis fiir Gele sind Polymernetzwerke, in denen Polymerketten iiber physikalische

d.%” % Innerhalb dieser

Wechselwirkungen oder kovalente Bindungen miteinander verkniipft sin
Netzwerke befindet sich ein fliissiges Quellmittel, welches, was Volumen und Masse betrifft,
Hauptbestandteil des Gels ist. Bei Hydrogelen ist das Quellmittel Wasser. In einigen Fillen kann
der Quellmittelanteil ein tausendfaches des Trockengewichts des Polymernetzwerkes
ausmachen.” Wegen dieser Zusammensetzung kénnen kleine Molekiile leicht in Hydrogele
eindringen. Trotzdem weisen Gele noch typische Eigenschaften eines Feststoffes wie
Formbestdndigkeit oder elastisches Verhalten auf. Aufgrund dieser Eigenschaften sind

Hydrogele in der lebenden Natur eine weitverbreitete Zustandsform. Beispiele aus dem

menschlichen Korper sind z. B. Kollagen oder Knorpel.

Eine wichtige Charakterisierungsgrofe fiir Hydrogele ist der Quellgrad (engl.: swelling
ratio, SR). Er gibt an wie viel Wasser das Hydrogel gegeniiber seinem Trockengewicht
aufnimmt. Er wird bestimmt nach:

®po mq

SR = K = mg Formel 2-2
q

&

Mit ¢pp als Volumenanteil des Polymers im ungequollenen Zustand und ¢p, als
Volumenanteil des Polymers im gequollenen Zustand. my bzw. my ist die Masse des Hydrogels
im gequollenen bzw. ungequollenen Zustand. Der Massequotient entspricht exakt dem
Quellgrad, wenn die Dichte des reinen Polymernetzwerkes der von Wasser entspricht
(= 1,0 g/ cm®). Da der Brechungsindex des Hydrogels vom Anteil der beiden Einzelkomponenten
Wasser und Polymer abhdngt, kann der Quellgrad auch iiber den gemischten Brechungsindex des
Hydrogels np;, bestimmt werden. Dazu wird in einer sogenannten effektiven Medium
Approximation von den optischen Eigenschaften der Einzelkomponenten (Brechungsindex des
Wassers nipo und Brechungsindex des Polymers npojymer) auf den Volumenanteil und damit auf

den Quellgrad geschlossen: > '

2
1 njyo-1

2 2
n +2 n +2
SR Polymer H20 Formel 2-3
2 2
n 1 _ Ng,0—1

2
Npolymer—

mix

2 2
Ny t2 Ngo0t2
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Liegt das Hydrogel immobilisiert als diinne Schicht vor, kann es nur in eine Raumrichtung
quellen. Der Quellgrad ist fiir solche Systeme daher allein iiber die Schichtdicke d und die

Trockenschichtdicke dy bestimmt:
SRfilm = d_ Formel 2-4
0

Quellen Hydrogele, bindet zundchst das Wasser direkt an polare Gruppen und solvatisiert
hydrophobe Gruppen der Polymerketten (primér- und sekundér gebundenes Wasser). Uber den
osmotischen Druck wird weiter Wasser (freies Wasser) in das Netzwerk gezogen, bis die
elastische Riickstellkraft des Netzwerkes einem weiteren Quellen entgegenwirkt.”® Eine
thermodynamische Betrachtung dieses Gleichgewichtzustandes liefert den Ansatzpunkt fiir die
Flory-Rehner-Theorie, die ein gequollenes Hydrogel mathematisch beschreibt. Nach der Flory-
Rehner-Theorie ist der Quellgrad proportional zur Anzahl der Monomereinheiten zwischen den

Vernetzungspunkten N 100, 101,

3
SRyupe & N5 Formel 2-5
Umgekehrt bedeutet das, dass die Maschenweite eines Hydrogelnetzwerkes iiber den Quellgrad
bestimmt ist. Untersuchungen zur Maschenweite eines Hydrogels konnen damit iiber den

einfacher zugdnglichen Quellgrad erfolgen.

Toomey et al. erweiterten den thermodynamischen Ansatz der Flory-Rehner-Theorie fiir eine

Beschreibung des Quellgrades oberflichengebundener Systeme':

SRy, o€ Nc% Formel 2-6
Da oberflachengebundene Hydrogele beim Quellen in zwei Freiheitsgraden eingeschrankt sind,
unterscheidet sich deren Quellgrad gegeniiber dem von makroskopischen Hydrogelen. Der
mathematische Zusammenhang zwischen den beiden Quellgraden ist entgegen einfachen
geometrischen Uberlegungen, nicht iiber die Kubikwurzel gegeben, sondern komplizierter. Fiir
oberflichengebundenes PDMAAm konnten Toomey et al. den mathematisch hergeleiteten

Zusammenhang aus Formel 2-6 experimentell belegen.'*
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Das thermoresponsive Verhalten von Hydrogelen kann sich je nach Art der Vernetzung
sehr unterschiedlich darstellen. Physikalisch vernetzte Hydrogele sind iiber zwischenmolekulare
Krifte wie elektrostatische Wechselwirkungen, kristalline Wechselwirkungen, Wasserstoff-
briickenbindungen oder hydrophobe Wechselwirkungen vernetzt. Die Bindungen in physikalisch
vernetzten Systemen sind wegen der geringen Bindungsstédrke physikalischer Wechselwirkungen
dynamisch, und kénnen beispielsweise durch thermische Energie geldst werden. Das Hydrogel
wird so in einen fliissigen Zustand {iiberfiihrt (Sol). Ein typisches Alltagsbeispiel fiir ein
physikalisch vernetztes Hydrogel mit thermoreversibler Gelierung ist Gelatine. Die Vernetzung
erfolgt bei Gelatine iiber Wasserstoffbriickenbindungen. Beim Erwdrmen einer Losung von
Gelatine in Wasser werden diese gelost, und die Gelatine wird verarbeitbar. Ein eleganter
synthetischer Ansatz fiir die Herstellung von thermoreversiblen Gelen mittels hydrophober

Wechselwirkungen wird bei der Gelierung von amphiphilen Blockcopolymeren verfolgt.'**%” T

n
Wasser vernetzen diese iiber hydrophobe Wechselwirkungen der wasserunldslichen Blécke.
Wird in den Blockcopolymeren entweder der hydrophobe oder der hydrophile Block durch ein
thermoresponsives Polymer schaltbar gemacht, erfolgt bei Temperaturerhhung iiber die LCST
des Polymers eine Gelierung oder Auflésung des Hydrogels. Die Ubergangstemperatur fiir den
Sol-Gel-Ubergang kann in beiden Fillen iiber das thermoresponsive Polymer sehr prizise

eingestellt werden.

In chemisch vernetzten Hydrogelen sind die konstituierenden Polymerketten {iiber
kovalente Bindungen verkniipft. Sie konnen daher als ein einziges groRes Makromolekiil
angesehen werden und sind nicht ohne weiteres wieder aufzuldsen. Je nach Syntheseweg kénnen
chemisch vernetzte Hydrogele als makroskopische Hydrogele, als Mikrogele oder in vernetzten

diinnen Schichten hergestellt werden.”" %"

Bei Hydrogelen aus kovalent vernetzten thermo-
responsiven Polymeren erfolgt bei einer Temperaturerhthung iiber die Schalttemperatur des
Polymers hinaus ein Volumenphaseniibergang. Bei der Temperaturerh6hung verringert sich die
Wasserloslichkeit des Polymergeriistes, Wasser wird dadurch aus dem Polymernetzwerk
verdrangt, das Hydrogel schrumpft, und der Quellgrad nimmt ab. Da beim Volumenphasen-

ibergang keine Bindungen gebrochen oder gekniipft werden, ist er reversibel.
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2.2 Immobilisierung von Hydrogelen auf Oberflachen

Die Methoden zur Immobilisierung von Hydrogelen auf Oberfldchen lassen sich, wie die
Methoden zur Immobilisierung von Polymeren allgemein, in zwei verschiedene mechanistische

Ansétze einteilen.

Bei der sogenannten ,grafting-from“-Strategie werden die Polymere wédhrend der
Immobilisierung, in situ synthetisiert. Das Kettenwachstum findet an der Substratoberfldche
statt, die Polymerketten wachsen in die Reaktionslésung hinein. Bei entsprechender
Funktionalisierung der Oberfliche mit geeigneten initiierenden Gruppen ist ,,grafting-from* mit
verschiedenen Polymerisationstechniken, wie beispielsweise FRP'!3, ATRP3> 114 15 RAFT!®
oder auch anionischer'"” und kationischer Polymerisation''® moglich. Ein wesentlicher Vorteil
des ,grafting-from* ist, dass die Polymerketten auf den Oberflachen mit einer hohen Dichte
immobilisiert werden konnen''®. Um neben Polymerbiirsten auch quervernetzte Systeme
herzustellen, miissen entweder Vernetzermolekiile zur Reaktionsmischung hinzugefiigt werden
oder die einzelnen Polymerketten in einem zuséatzlichen Schritt miteinander verbunden werden.
In der praktischen Anwendung spielt ,,grafting-from“ noch eine untergeordnete Rolle, da es
meist unter Inertgas durchgefiihrt werden muss und das Verhdltnis von eingesetztem zu
tatsachlich genutztem Material oft sehr ungiinstig ist. Dariiber hinaus ist die Analyse des
immobilisierten Polymers schwer zu realisieren und die moglichen Polymerschichtdicken

beschrianken sich auf den Nanometerbereich.

Beim ,,grafting-to“ werden bereits synthetisierte Polymere auf einem Substrat fixiert. Ein
Vorteil dieser Methode ist, dass die vorsynthetisierten Polymere vor dem Auftragen auf die
Oberflache auch mit Analysemethoden charakterisiert werden konnen, die l6sliche Polymere
erfordern. Tragen die Polymere keine reaktiven Gruppen, konnen sie beispielsweise iiber

120, 121 P T .
0.121 Bej diesem hochenergetischen Verfahren werden

Plasmabehandlung immobilisiert werden.
die Polymerketten gleichzeitig mit der Immobilisierung auf dem Substrat untereinander
quervernetzt. In einem anderen Ansatz bilden amphiphile Blockcopolymere selbstorganisierte

Strukturen und binden iiber hydrophobe Wechselwirkungen an Oberflichen.'?

Auch Polymere
mit reaktiven Gruppen konnen direkt an aktivierte Substrate binden. Die Moglichkeiten zur
Wechselwirkung der Polymere mit der Oberfldche sind vielféltig. Im ,,layer-by-layer-Verfahren

123-125 Meist

binden Polyelektrolyte beispielsweise rein iiber elektrostatische Wechselwirkungen,
werden reaktive Polymere allerdings {iber kovalente Bindungen mit den Substraten verkniipft.

Ahnlich wie beim ,,grafting-from“ Ansatz miissen bei dieser Methode auch die Substrate fiir die
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Reaktion aktiviert, d. h. mit funktionellen Gruppen versehen sein. Eine weitverbreitete Strategie
dafiir ist die Herstellung von selbstorganisierenden Monoschichten (engl.: self-assembled
monolayer, SAM). Fiir deren Herstellung auf Silizium oder Glassubstraten eignen sich
beispielsweise funktionale Silane'®® '?’, fiir die Herstellung auf Goldoberflichen Thiole'?* %,
Werden auf diese Weise weitere Funktionalitdten eingefiihrt, wie Amine oder Carboxylgruppen,
konnen diese mit Polymeren mit komplementdren funktionellen Gruppen reagieren (beispiels-

weise unter der Ausbildung von Amidbindungen).'*

Gleichzeitig mit der Immobilisierung des Polymers auf der Oberfliche kann auch eine
Quervernetzung erfolgen. Dazu muss zusdtzlich ein Vernetzer mit zwei oder mehreren
addquaten funktionellen Gruppen (z. B. Diamine oder Dicarbonsduren) zugesetzt werden. Je

nach Anzahl der funktionellen Gruppen kann so auch die Vernetzungsdichte eingestellt werden.

2.3 Vernetzungsreaktion benzophenonhaltiger Polymere

Neben der Vernetzung iiber reaktive funktionelle Gruppen kénnen Polymere auch iiber
Photovernetzer vernetzt werden. Photovernetzer generieren unter UV-Bestrahlung Radikale, die

mit nahezu jedem organischen Material reagieren konnen.

Benzophenone werden seit vielen Jahren als Photoinitiatoren verwendet.'*' Bei der
Bestrahlung mit UV-Licht generieren sie in der Reaktionsmischung reaktive Radikale, die
wiederum eine radikalische Kettenreaktion starten. Werden Benzophenone als Photovernetzer
verwendet, miissen sie direkt an das Polymer gebunden sein. Diese Strategie wird auch in dieser
Arbeit verfolgt. Der Vorteil der UV-Vernetzung gegeniiber Elektronenstrahlung oder
Gammastrahlung liegt in den wesentlich milderen Bedingungen. Durch das UV-Licht kénnen die
UV-aktiven Gruppen selektiv angeregt werden, was eine bessere Kontrolle der

Vernetzungsreaktion erlaubt.

Die Anregung des Benzophenons erfolgt iiber den n,m*-Ubergang der Carbonylgruppe, der
aufgrund des ausgedehnten konjugierten m-Elektronensystems gegeniiber gewohnlichen

isolierten Carbonylgruppen bathochrom verschoben ist. Dadurch ist eine Anregung im milden
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Abbildung 2-3: Vereinfachtes Jablonski-Diagramm fiir Benzophenon bei 77 K.'* Dargestellt sind die
elektronischen Niveaus des Grundzustands Sy, der angeregten Singulettzustdnde S;, S, der Triplettzustdnde Ty, T,
sowie die Uberginge zwischen den Niveaus in Richtung des Grundzustands. Blaue, gekringelte Pfeile markieren
strahlungslose Uberginge (Schwingungsrelaxation SR, Innere Umwandlung IC und Interkombination ISC),
schwarze Pfeile Uberginge, die mit Aufnahme oder Abgabe elektromagnetischer Strahlung verbunden sind
(Fluoreszenz F und Phosphoreszenz P). Aufgrund der geringen Energieunterschiede zwischen den Niveaus erfolgt
die Interkombination sehr schnell.

UV-A — Bereich moglich. Abbildung 2-3 zeigt ein vereinfachtes Jablonski Diagramm fiir
Benzophenon. Nach der Anregung in das S;-Niveau erfolgt nahezu vollstiandig ein intersystem-
crossing ISC zum energetisch nahe liegenden T,-Niveau. Da die Phosphoreszenz sehr langsam
verlduft, reichern sich aktivierte Benzophenonmolekiile nach einem strahlungslosen Ubergang

im T;-Niveau an. Dieser Zustand entspricht dem eines Biradikals.

Das gebildete reaktive Biradikal ist in der Lage Wasserstoffatome von organischem
Material zu abstrahieren (vgl. Abbildung 2-4). Dabei hédngt die Reaktionsrate fiir die
Abstraktion davon ab, wie hoch die Dissoziationsenergie der gespaltenen CH-Bindung ist. Da
CH-Bindungen in Nachbarschaft zu Heteroatomen X die ein freies Elektronenpaar tragen eine
geringere Dissoziationsenergie aufweisen als CH-Bindungen in reinen gesittigten
Kohlenwasserstoffketten, sind sie fiir eine homolytische Spaltung eher geeignet.'* Durch die
H-Abstraktion entstehen zwei Radikale. Beide konnen mit jedem anderen Radikal
rekombinieren. Auf diese Weise konnen auch zwei Polymerketten ohne Photovernetzer
verbunden werden, oder zwei aktivierte Benzophenongruppen miteinander rekombinieren. Nach
Hayward et al. ist fiir Polymer-gebundene Systeme allerdings die Rekombination der beiden
direkt gebildeten Radikale am Benzophenon und an der Polymerkette die wahrscheinlichste

Reaktion."** In jedem Fall wird eine neue C-C-Bindung ausgebildet.
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Abbildung 2-4: Vernetzungsreaktion polymergebundener Benzophenone durch Photoaktivierung. Atom X steht
fiir verschiedene Elemente: Kohlenstoff oder Heteroatome. Bei Heteroatomen mit freiem Elektronenpaar ist die
H-Abstraktion energetisch begiinstigt.

Die Strategie, Benzophenone zur Synthese von Polymernetzwerken auszunutzen, wurde
bereits fiir die Herstellung von Polymernetzwerken in Masse’® als auch fiir die Anbindung von

136, 137

Polymerketten auf Oberflachen genutzt. Ein moglicher Weg fiir die Oberflachenfunktio-

138, 139 1~
’ Die

nalisierung ist, Benzophenone als Haftvermittler direkt auf der Oberfldche zu fixieren.
generierten Radikale reagieren dann mit organischem Material in ihrer Umgebung. Ist die
Oberflédche selbst organisch, funktioniert auch das umgekehrte Prinzip: Bei polymergebundenen
Benzophenonen resultiert die Rekombination mit einem Radikal auf der Oberflache in einer
Immobilisierung des Polymers, eine Rekombination mit einer zweiten Polymerkette in einer
Quervernetzung des Systems. Bei dieser UV-Vernetzung erfolgt daher die Immobilisierung und

die Quervernetzung in einem Schritt.
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2.4 Charakterisierung nanoskaliger Polymerschichten

Die Bestimmung der Schichtdicke nanoskaliger Polymerschichten erfordert wegen der
geringen Abmessungen eine hohe Prézision und eine genaue vertikale Auflésung der
Charakterisierungsmethode. Zur eingehenden Charakterisierung diinner thermosensitiver
Hydrogelschichten muss in wassrigem Medium gearbeitet und die Temperatur variiert werden
konnen. Mit Mikroskopiemethoden wie Rasterelektronenmikroskopie (REM), Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskopie (FEREM) oder Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist
das nicht méglich. Die Messung wird zusétzlich durch die geringe Festigkeit und die Elastizitat
des Materials erschwert. Insbesondere im gequollenen Zustand des Hydrogels sind Methoden
wie die Rasterkraftmikroskopie (engl.: atomic force microskopie, AFM), die einen direkten
Kontakt mit dem Material erfordern, nicht ohne spezielle Modifikationen anzuwenden.'** Aus
dem gleichen Grund sind auch mit der Quarzkristallmikrowaage (QCM) bei gequollenen

Hydrogelen nur geringe Schichtdicken (bis ca. 100 nm) verlisslich messbar.'*" 2

Bei grofReren
Schichtdicken werden die entfernteren Bereiche des Hydrogels durch die Schwingungen der

QCM nicht mehr angeregt und sind dadurch quasi unsichtbar.

Aufgrund der besonderen Anforderungen an die Charakterisierungsmethoden der
nanoskaligen Schichten erscheinen vor allem kontaktfreie, optische Methoden geeignet. Im
Folgenden werden zwei solcher Charakterisierungstechniken vorgestellt. Beide wurden in dieser

Arbeit angewendet.

2.4.1 Ellipsometrie

Ellipsometrie ist ein Verfahren, mit dem sich die Schichtdicke sowie die optischen

Eigenschaften diinner Schichten bestimmen lassen.'®

Die Ellipsometrie verwendet dabei
polarisiertes Licht, das heifSt Licht, in dem der senkrecht polarisierte Anteil (s-Anteil) und der
parallel polarisierte Anteil (p-Anteil) definierte Amplituden haben und in einer festen

Phasenbeziehung zueinander stehen.'**

Trifft Licht auf die Oberflache einer Probe, wird ein Teil des Lichts gebrochen und der
andere Teil reflektiert. Nach den Fresnelgleichungen wechselwirken in polarisiertem Licht der p-

und s-Anteil des Lichts unterschiedlich mit der Probe. Der Polarisationszustand andert sich daher
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nach der Reflexion (Abbildung 2-5). Linear polarisiertes Licht, das auf die Probe eingestrahlt

wird, wird in der Regel als elliptisch polarisiertes Licht reflektiert.

Bei Multischichtsystemen wird der an der ersten Grenzflache (Oberfliche) gebrochene
Lichtstrahl an der ndchsten Grenzflache erneut gebrochen und reflektiert (Abbildung 2-5). Bei
der Riickreflexion durch die Oberflache wird der reflektierte Lichtstrahl wiederum gebrochen
und verlduft dann mit einer definierten Phasendifferenz kolinear zum ersten an der Oberfldche
reflektierten Strahl. Durch Uberlagerung von reflektiertem und durchtretendem Strahl verdndern
sich die s- und p-Anteile des Messlichts. Durch jede zusétzliche Schicht kommt es durch erneute
Reflektion und Brechung zu weiteren, fiir jedes Schichtsystem charakteristischen Verdanderungen
der senkrechten und parallelen Anteile. Unter Beriicksichtigung mathematischer Schichtmodelle
konnen durch Analyse des Polarisationszustandes vor und nach Wechselwirkung mit der

Oberfldche die verschiedenen Schichtdicken d berechnet werden.

Ep.t.- (Dl
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Abbildung 2-5: Links: Reflexion und Brechung eines polarisierten Lichtstrahls an einer Oberfliche. Bei der
Reflexion &ndert sich der Polarisationszustand. Rechts: Reflexion und Brechung eines Lichtstrahls an einem
Multischichtsystem mit verschiedenen Brechungsindizes n.

Ei:.i’.‘

Oberflache .

In einem typischen Aufbau fiir ein Nullellipsometer (Abbildung 2-6) lduft das Licht durch
einen Polarisator und einen Kompensator in einem bestimmten Winkel @ auf die Probe. Nach
der Reflexion von der Probe durchlduft das Licht zundchst einen Polarisationsfilter als
Analysator und trifft schlieflich auf den Detektor, bei dem die Intensitét des eintreffenden Lichts
bestimmt wird. Die Anderung des Polarisationszustandes bei der Reflexion von der Probe kann
tiber das geschickte Einstellen des Polarisators und des Analysators bestimmt werden. Dafiir
werden diese in die Position gebracht, bei der kein- bzw. nur minimal Licht auf den Detektor
trifft. Eine Weiterentwicklung dieses Prinzips arbeitet mit gleichméfig rotierenden optischen

Elementen. In diesem Fall wird die Intensitit des ankommenden Lichts als Funktion der Zeit
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aufgezeichnet, eine Fouriertransformation liefert dann den tatsdchlichen Polarisationszustand des
Lichts.

Die Anderung der Polarisation wird durch die relative Phasendnderung A sowie durch die
relative Amplitudendnderung tan(¥) beschrieben. Diese beiden GroBen werden direkt durch das
Ellipsometer gemessen und sind iiber die Fundamentalgleichung der Ellipsometrie mit den
Fresnelkoeffizienten der Reflexion r, und r; verbunden (Formel 2-7). Die beiden Groflen A und
Y sind komplexe Funktionen des Einfallswinkels ®, der Wellenldnge A, der optischen
Konstanten des Substrates NS, des umgebenden Mediums no, der Schichten N; und den

Schichtdicken der Schichten d;.

R
tan W eid — r_p = f(®,A,NS,ng, N;, d)) Formel 2-7

N
Ein groler Vorteil der Ellipsometrie ist, dass die Messung der beiden Grofen A und ¥
gleichzeitig und sehr préazise erfolgt. Allerdings kénnen streng genommen der Brechungsindex

und die Schichtdicke einer Probe nur fiir ein Ein-Schicht-System genau berechnet werden.

Polarisator

Kompensator

Substrat

Abbildung 2-6: Schematischer Aufbau eines Nullellipsometers: Das Licht fallt unter einem festen Winkel ¢ auf
das Substrat. Der Polarisationszustand wird durch Polarisator und Kompensator bestimmt. Die optischen Elemente
werden so eingestellt, dass nach Durchlaufen des Analysators die Lichtintensitdt minimal wird.

Fir die Berechnung in einem Multischichtsystem muss ein genaues Modell mit bekannten

optischen Parametern fiir die weiteren Schichten vorliegen. Die Berechnung erfolgt dann iiber
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eine Regressionsanalyse mit einem Computerprogramm. Die Losung der komplexen Gleichung
zeigt fiir die Schichtdicke eine fiir die Eingabeparameter charakteristische Periodizitét
(periodische Schichtdicke d,). Wird eine bestimmte Schichtdicke d berechnet, ist also stets auch
die Schichtdicke plus eine oder mehrere Perioden (d+n;*d,) eine richtige Losung. Eine
eindeutige Losung erhdlt man beispielsweise mittels spektroskopischer Ellipsometrie iiber den
Einsatz verschiedener Wellenldngen oder iiber den Vergleich der berechneten Schichtdicke mit

den Ergebnissen anderer Messmethoden.
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2.4.2 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie

Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (engl.: surface plasmon resonance spectros-
copy, SPR) ist eine optische Methode zur Untersuchung von diinnen Filmen auf bzw. von
Ereignissen in unmittelbarer Umgebung zu Metalloberflichen.'* Grundlage des Verfahrens ist
eine Abschwédchung der Totalreflexion (engl.: attenuated total reflection, ATR) an der
Metalloberflache. Verglichen mit anderen Charakterisierungsmethoden ist SPR als Methode
noch jung: erst 1968 konnte das Phdnomen der abgeschwéchten Totalreflexion an

146 1983 wurde erstmals ein SPR-Sensor zur

Metalloberflachen physikalisch erklart werden,
Untersuchung biomolekularer Interaktionen vorgestellt'*” und 1990 kam durch Biacore ein SPR-
basiertes Sensorsystem als erste kommerzielle Anwendung auf den Markt. Bis heute ist die

Untersuchung von biomolekularen Interaktionen das Hauptanwendungsgebiet von SPR.

Trifft ein Lichtstrahl von einem optischen Medium n; auf ein anderes optisches Medium
ny, so wird ein Teil des Lichtstrahls reflektiert und der andere Teil gebrochen (vgl.
Ellipsometrie). Nach dem Snelliusschen Brechungsgesetz dndert sich bei einer Vergréllerung des
Einfallswinkels der Anteil des reflektierten Lichts. Ist ny > np wird ab einem bestimmten Winkel,

dem Winkel der Totalreflexion Or, alles Licht reflektiert. Oberhalb 0 fdllt das elektrische Feld

0,2 A

Reflektierte Intensitat

eSPR-2
1 ! |

010 1 | |
GT eSPR—l

eGoniometer

Abbildung 2-7: Reflektierte Intensitdt an einer Metalloberflache in Abhédngigkeit des Einstrahlwinkels. Oberhalb
des Winkels der Totalreflexion 01 erreicht die reflektierte Intensitit ein Maximum. Beim Resonanzwinkel Ogpg_;
werden die Oberflichenplasmonen resonant angeregt. Binden Molekiile an die Metalloberfldche (griine Kurve),
verschiebt sich der Resonanzwinkel zu Bgpg_,.
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des einfallenden Lichstrahls an der Grenzfldche allerdings nicht direkt auf null ab, sondern
verlauft als evaneszentes Feld mit einer exponentiellen Dampfung senkrecht zur Grenzfldche im
optisch diinneren Medium n, weiter, ohne dabei Energie abzugeben. Ragt eine Schicht, die
Energie absorbiert, in das evaneszente Feld hinein, dndert sich auch die Intensitdt des
reflektierten Lichts. Findet die Totalreflexion an einem diinnen Metallfilm statt, wechselwirkt
das evaneszente Feld mit dem Elektronengas des Metalls. Bei einem bestimmten kritischen
Winkel (Resonanzwinkel Bspr) kommt es zu einer resonanten Kopplung der Photonen mit den

Elektronen, wodurch eine Plasmaschwingung (Plasmon) erzeugt wird. Dabei sinkt die

/\
Bconi /Y
Gonlometer/

Metall (Au-Chip)

Flusszelle

Abbildung 2-8: Aufbau eines SPR-Gerétes nach der Kretschmann-Konfiguration. Das Licht wird iiber ein Prisma
auf die Metalloberfldche geleitet, wo es die Oberflachenplasmonen anregt. Die reflektierte Lichtintensitdt wird bei
verschiedenen Winkeln 6 iiber einen mit einem Goniometer verkniipften Detektor gemessen.

reflektierte Intensitdt auf ein Minimum. Die resonante Plasmonenschwingung erzeugt wiederum
ein eigenes elektrisches Feld, das exponentiell zu beiden Seiten der Grenzfldche abféllt. Werden
innerhalb dieses Feldes Molekiile an die Oberflache adsorbiert oder dndert sich der Umgebungs-
brechungsindex durch andere Phdnomene, dndert sich auch die Resonanzbedingung fiir die
Plasmonen. Der Resonanzwinkel 8spr verschiebt sich (Abbildung 2-7). Durch die Bestimmung

des Resonanzwinkels kann auf die Verdnderung in der Umgebung der Metalloberflache
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geschlossen werden. Die GroRe der Anderung des Resonanzwinkels ist dabei proportional zur

Anderung des Brechungsindexes Ans und zur Dicke der adsorbierten Schicht ds:

A@SPR X Ans X dS FOT’mel 2-8

Wenn auf eine bestimmte Substanz kalibriert wird, kann iiber die Anderung des
Resonanzwinkels auch auf die Menge der adsorbierten Substanz gefolgert werden. Typisch ist

beispielsweise eine Kalibration auf Proteine.

Fir die technische Umsetzung des Konzepts der SPR existieren zwei mogliche
Anordnungen: Die Otto-Konfiguration und die Kretschmann-Konfiguration. Die Messungen in
dieser Arbeit basierten auf der Kretschmann-Konfiguration (Abbildung 2-8). Der entsprechende
Aufbau wurde auch in dieser Arbeit verwendet. Das Licht wird dabei iiber ein Glasprisma auf
das Metall geleitet. Die Oberflachenplasmonen im Metall werden angeregt und auf der Riickseite
kann adsorbiertes Material in einer Flusszelle mit dem elektrischen Feld der
Oberflachenplasmonen wechselwirken. Die Resonanzwinkel mit und ohne Analyten werden
tiber ein Goniometer bestimmt. Die Anderung des Resonanzwinkels kann sowohl im Scanmodus
als auch im Kinetikmodus iiber die Aufnahme eines sogenannten Sensorgramms verfolgt
werden. Beim Kinetikmodus wird die reflektierte Intensitit bei einem festen Winkel
aufgenommen. Das ist moglich, da das Verschieben des Resonanzwinkels auch die Intensitédt bei
diesem festen Winkel verandert. Der Vorteil dieser Methode ist, dass sie wesentlich schneller ist,
als ein kompletter Winkelscan. Mit dieser Einstellung kénnen daher auch Adsorptionskinetiken

bestimmt werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Immobilisierung diinner Hydrogelschichten

Die Immobilisierung von Polymeren auf Oberfldchen wird iiberwiegend fiir die Modifikation
oder die Veredelung von Materialien genutzt. Im Gegensatz dazu fungiert die Oberflache im
avisierten System ausschlieflich als Trédger fiir die Hydrogelmatrix. OEG-basierte Copolymere
sind interessante Kandidaten fiir die Hydrogelmatrix. Neben exzellenten Antifouling-
Eigenschaften weisen sie, je nach Lange der OEG-Seitenketten, auch ein thermoresponsives
Verhalten auf.* Bislang existieren Untersuchungen zum (thermischen) Verhalten
oberflichenfixierter Systeme aus diesem Material lediglich fiir Biirstenarchitekturen."'> '*® Trotz
der verhdltnisméaBig einfachen Herstellungsmoglichkeiten wurden diinne quervernetzte Filme aus
diesem Material noch nicht untersucht. Da die Eigenschaften eines geldsten Polymersystems
nicht direkt auf fixierte Systeme iibertragen werden konnen, ist zunédchst eine Charakterisierung
solcher oberflachenfixierter Systeme notwendig. Bei der Immobilisierung diinner Filme aus
OEG-Copolymeren sollte daher sichergestellt werden, dass grundlegende Eigenschaften des
Systems, wie die Thermoresponsivitdt, analysiert werden konnen. Die Eigenschaften sollten
durch den Immobilisierungsschritt selbst moglichst wenig modifiziert werden. Daher sollten
eventuell fiir die Bindung von Biomolekiilen nétige Funktionalitdten erst in einem né&chsten

Schritt in das Schichtsystem miteingebaut werden.

3.1.1 Immobilisierung tiber photovernetzbare Schichten

Eine Moglichkeit zur Immobilisierung diinner Polymerschichten ist die Photovernetzung
iiber photoreaktive Gruppen. Mittels Licht der passenden Wellenldnge konnen photoreaktive
Gruppen kontrolliert und je nach Energie der Strahlung sehr schonend angeregt werden. Ein
weiterer Vorteil der Photovernetzung ist, dass photosensitive Gruppen verwendet werden konnen
die die Eigenschaften des Basissystems nur wenig verdndern. Im Gegensatz dazu werden
beispielsweise bei der Vernetzung iiber reaktive funktionelle Gruppen (z. B. Amine oder

Carboxylgruppen) hdufig Ladungen in das Polymernetzwerk eingebaut. Da Ladungen einen
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starken Einfluss auf die thermoresponsiven Eigenschaften eines Polymers haben, wiirde ihre
Anwesenheit das System stark beeinflussen. Fiir die Charakterisierung bedeutet das, dass dieser
Effekt den Effekt anderer Parameter wie Monomersystem oder Vernetzerdichte iiberlagern
wiirde. Um das Basissystem grundsétzlich hinsichtlich der Quell- und der thermoresponsiven
Eigenschaften zu charakterisieren wurde daher die Photovernetzung als Vernetzungsmethode

gewdhlt.

Benzophenone sind bereits seit langem als Photoinitiatoren etabliert."”’ Auch als
photoreaktive Gruppen in photovernetzbaren Polymeren wurden sie bereits untersucht. ” 8 8%
Wie in Kapitel 2.3 gezeigt, bilden Benzophenone bei der Bestrahlung mit UV-Licht Radikale,
die mit nahezu jedem organischen Material reagieren konnen. Mit Benzophenonen
funktionalisierte Polymere konnen also auf organischen Substraten zur gleichen Zeit
immmobilisiert und mit benachbarten (organischen) Polymerketten quervernetzt werden. Wenn
der Vernetzungsvorgang effektiv ablauft, ldsst sich die Vernetzungsdichte einfach iiber den
Gehalt der Benzophenongruppen im Polymer oder iiber die Bestrahlungsdauer einstellen.'® Die
Effizienz der Quervernetzung hdngt allerdings stark davon ab, wie effizient die homolytische
Spaltung der Wasserstoff-Kohlenstoff-Bindung, also die Radikalgenerierung, an der
benachbarten Polymerkette ablduft. Da, wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, aliphatische Polyether
leicht Wasserstoffradikale abspalten, sollten OEGMA Copolymere fiir die Vernetzung {iber

149-152

Benzophenongruppen gut geeignet sein. Die Immobilisierung OEG-basierter Copolymere

sollte daher mittels inkorporierten Benzophenongruppen erfolgen.

3.1.1.1 Synthese der photovernetzbaren Polymere

Der Einbau der Benzophenongruppen in OEG-basierte Copolymere erfolgte {iber das poly-
merisierbare Derivat 2-(4-Benzoylphenoxy)ethylmethacrylat (BPEM) (Abbildung 3-1). BPEM
und das analoge Acrylat wurden bereits seit 1992 als niedermolekularer Photoinitiator verwendet

und auch in Polymere eingebaut.'>> '**

Allerdings beschrankten sich die Untersuchungen
hauptsichlich auf die photochemischen und -physikalischen Eigenschaften.'** > Uber den
Einsatz von BPEM als Photovernetzer liegen noch keine Untersuchungen vor. Hier konnte
BPEM einige Vorteile bieten: Da die BPEM Einheit einen Methacrylrest trdgt, ist es besonders
fiir die Copolymerisation mit anderen Methacrylaten wie den OEG-Comonomeren geeignet. Der
kurze Ethylspacer zwischen Phenylring und der Estergruppe des BPEM gleicht die

polymerisierbare Methacrylgruppe in BPEM und den OEG-Monomeren zusétzlich elektronisch
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102,134 ind damit

und sterisch an. Gegeniiber anderen oft verwendeten Benzophenonmonomeren
verbesserte Voraussetzungen fiir eine ideal azeotrope Copolymerisation mit den OEG-
Monomeren gegeben. Demnach ist zu erwarten, dass die Benzophenoneinheiten zufallsstatistisch
in den Copolymerketten verteilt werden. Insbesondere beim Einsatz als Photovernetzer ist eine
moglichst gleichmélige Verteilung der BPEM-Einheiten im Copolymer wiinschenswert, um
nach der Vernetzung eine entsprechend gleichmédige Maschenweite im Hydrogel zu erreichen.
Ein weiterer Vorteil des BPEM liegt in der Stabilitdt der Esterbindung: Der iiber den Ethylspacer
eingefiihrte aliphatische Ester sollte den iiblicherweise verwendeten Phenolestern hinsichtlich

seiner Hydrolysestabilitdt iiberlegen sein. Damit wird das Risiko minimiert, dass nach der

UV-Vernetzung bei langerem Verbleib in wéssrigen Medien Vernetzungspunkte geldst werden.

Die Synthese von BPEM erfolgte, dhnlich wie von Zvara et al. vorgeschlagen, iiber zwei

Stufen.'™

Zunéchst wurde iiber eine Williamson-Ether-Synthese Ethylenglykol an 4-Hydroxy-
benzophenon gebunden und dann in einem zweiten Schritt der gebildete primédre Alkohol mit
Methacrylsdurechlorid umgesetzt. Das UV-Spektrum des aufgereinigten BPEM zeigt die
typischen Banden fiir donor-substituierte Benzophenone. In Hexan findet sich ein intensiver
n—n* - Ubergang bei 277 nm und ein schwacher n— n*- Ubergang bei 342 nm (Abbildung
3-2). Im polar protischen Losungsmittel Ethanol ist dagegen der n— n*- Ubergang nicht zu

sehen, vermutlich wegen starker H-Briicken zwischen dem Losungsmittel und BPEM."

:[_ | p q ! l r
o0 =0 0" =0 00 Ethanol, 60 °C 0" 0 0 “:“O o030
é [ : [ [ [
e . . o) -0 o]
HC™7 HsCrgy p— HC™S  HaC gy p—
VAN /RN
MEO,MA OEGMA O
2 475 \—{( \—/
= N0

Abbildung 3-1: Syntheseschema fiir die frei radikalische Copolymerisation des photovernetzbaren Copolymers.

Um BPEM in wasserlosliche Copolymere einzubauen, wurde das synthetisierte Monomer
frei radikalisch in einer bindren Mischung mit OEGMA,7s (Copolymere B-x in Tabelle 3-1, in
Abbildung 3-1 p=0) und in einer terndren Mischung mit OEGMA,;; und MEO;MA
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copolymerisiert (Copolymere T-x in Tabelle 3-1). Da die Proben bereits unter dem Einfluss von
wenig Tageslicht vernetzten und anschlieBend nicht mehr aufzulésen waren, wurden die
Synthese und die Aufreinigung der Copolymere unter Ausschluss von Licht bzw. in einem
abgedunkelten Labor unter Gelblicht durchgefiihrt. Fiir die Synthese von Copolymeren mit
héheren Molmassen (B-2b und B-3b) wurden die Bedingungen der Copolymerisation leicht

modifiziert. Geméll der Geschwindigkeitsgesetze der frei radikalischen Copolymerisation ist
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Abbildung 3-2: UV/vis — Spektrum des Monomers BPEM in n-Hexan (--- 10-fache Vergroferung).

die kinetische Kettenldnge v proportional von der Monomerkonzentration [M] und umgekehrt

157 .
> Daher wurde die

proportional zu der Wurzel der Initiatorkonzentration [I,] (Formel 3-1).
Monomerkonzentration erhéht und die Initiatorkonzentration verringert (Experimenteller Teil).
Die Molmassenanalyse mittels Gelpermeationschromatographie ergab fiir die so synthetisierten
Copolymere B-2b und B-3b deutlich h6here Molmassen als fiir die in der Zusammensetzung

vergleichbaren Copolymere B-2a und B-3a (Tabelle 3-1).

Die Zusammensetzung der Copolymere wurde mittels 'H-NMR-Spektroskopie ermittelt. Die
Menge der eingebauten Benzophenoneinheiten wurde iiber den Vergleich der Integrale der
Signale der Benzophenonprotonen im Aromatenbereich mit denen der Estergruppen bei einer
chemischen Verschiebung von 4,2 ppm sichergestellt werden. Der Anteil der
Benzophenonderivate entsprach im Rahmen der Messgenauigkeit der Methode der

Reaktionsmischung (Tabelle 3-1). Wie zu erwarten, sind die bindren Copolymere mit
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OEGMA,;s lber den gesamten betrachteten Temperaturbereich von 10 °C bis 90 °C
wasserloslich. Die terndren Copolymere zeigen dagegen in wadssriger Losung ein LCST-
Verhalten. Verglichen mit bindren Copolymeren aus MEO;MA und OEGMAg,7s sind die

Triibungspunkte der Copolymere mit Benzophenongruppen zu deutlich tieferen Temperaturen

9

verschoben.” Der Triibungspunkt des terniren Copolymers T-5 mit einem Anteil von

__ kp P -1[M] — kp [ M] Formel 3-1

e k[P [Fkikg[l]

rp, Wachstumsgeschwindigkeit; r; Abbruchgeschwindigkeit; k,, k, ka Geschwindigkeits-
koeffizienten fiir Kettenwachstum, Kettenabbruch und Initiatordissoziation; [P-] Radikal-
konzentration; [M] Monomerkonzentration; f Radikalausbeute; [I,] Initiatorkonzentration.

Tabelle 3-1: Charakterisierung der synthetisierten Copolymere

Polymer OEGMA/ BPEM BPEM M," DP, € BPEM Triibungs Triibungs-  Erwarteter

MEO,MA in der eingebaut Einheiten ~ punkt ® punkt Triibungs-

Reaktions- im (kg/mol) pro ,onset” bei 50 % punkt fiir

mischung Copolymer® Polymer- Trans- OEGMA/

kette ¢ (°C) mission MEO,MA

(mol-%) (mol-%) (°O) Copolymere f
4]
POEGMA 100:0 0 0 79 166 0 - - <100
B-1 100:0 0,1 0,1 138 291 0,3 - - <100
B-2a 100:0 0,25 0,26 91 192 0,5 - - <100
B-2b 100:0 0,25 0,25 292 615 1,5 - - <100
B-3a 100:0 0,5 0,5 80 169 0,9 - - <100
B-3b 100:0 0,5 0,8 350 738 3,7 - - <100
B-4 100:0 1,0 1,3 49 104 1,0 - - <100
T-1 0:100 0,5 0,7 125 664 3,3 24,8 25,7 28,0
T-2 10:90 0,5 0,6 84 385 1,9 35,5 36,1 38,4
T-3 21:79 0,5 0,7 130 529 2,6 49,2 50,8 49,8
T-4 33:67 0,5 0,7 147 536 2,7 56,6 57,9 62,3
T-5 3:97 1,0 1,0 68 344 3,4 22,3 23,1 31,0
PNIPAM-x  NIPAM 0,5 0,5 23 201 1,0 32,0 33,2 -

“ Berechnet aus "H-NMR Spektroskopie. ° Apparentes Zahlenmittel der Momasse M, bestimmt iiber GPC in DMF kalibriert mit Polystyrolstandards.
¢ Berechnet aus GPC und Monomerfeed. 4 Durchschnitt berechnet aus NMR und GPC. ¢ Temperatur bei Einsetzen der Triibung (,,onset).
" Triibungspunkt bei 50 %Transmission fiir dquivalente MEO,MA/ OEGMAy;s Copolymere mit gleichem Molverhiltnis MEO,MA/ OEGMA4s und
ohne BPEM (aus Ref **).

1% BPEM ist beispielsweise bereits um 8 °C niedriger, der des Copolymers T-2 mit einem
Anteil von 0,5 % BPEM immerhin noch um 2 °C niedriger als in einem analogen bindren
Copolymer ohne BPEM aber mit dem gleichen molaren Verhdltnis von MEO,MA zu
OEGMA,75. Die Verschiebung der Triibungstemperatur ist auf den hydrophoben Charakter der
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Benzophenongruppe zuriickzufiihren. Der Effekt kann allerdings leicht durch einen héheren

Anteil des hydrophileren OEGMA 475 im Copolymer kompensiert werden.

3.1.1.2 Herstellung und Charakterisierung der Schichten

Fiir die Immobilisierung der mit Benzophenon funktionalisierten Copolymere sind
organische Oberflichen nétig. Daher wurden Siliziumwafer mit einer definierten Oxidschicht
mit 3-Aminopropyldimethylethoxysilan silanisiert. Bei der Silanisierung entsteht eine
sogenannte  selbstorganisierte ~ Monoschicht des  organischen  Silans auf der
Siliziumoxidoberfliche. Uber die so modifizierte Oberfliche kann anschlieBend die Anbindung
der Polymerketten erfolgen. Die so auf der Siliziumoberfliche eingefiihrten Amingruppen
wurden  ausschlieflich  fiir ein  verbessertes Benetzungsverhalten = wéhrend der
Rotationsbeschichtung genutzt, eine selektive Umsetzung der Amingruppen mit entsprechenden
funktionellen =~ Gruppen erfolgt nicht. Wurden Polymere beispielsweise durch
Rotationsbeschichtung auf einen mit Dodecyltriethoxysilan funktionalisierten Wafer, also mit
hydrophober Oberfldche, aufgetragen, rissen die Filme je nach verwendetem Losungsmittel oder
bildeten separierte kleine Inseln. Dariiber hinaus wird durch das Heteroatom in der Silanschicht,
dhnlich wie im Copolymer, die Abstraktion eines Wasserstoffatoms am benachbarten
Kohlenstoffatom durch eine photochemisch aktivierte Benzophenoneinheit wahrscheinlicher.
Dies ist gleichbedeutend mit einer Erh6hung der Wahrscheinlichkeit fiir eine Anbindung des

Polymers an die Oberflédche.

Die Auftragung der Copolymere auf die Siliziumwafer erfolgte mittels Rotations-
beschichtung. Die Homogenitdt und die Dicke der Schicht hdngen bei dieser Methode von der
Wahl des Losungsmittels, der Polymerkonzentration, der Rotationsgeschwindigkeit sowie der
Molmasse und der Art des Polymers ab. Die Auswahl geeigneter Parameter ermoglicht es,
homogene Filme herzustellen, deren Schichtdicke iiber einen weiten Bereich variierbar ist. In
Abbildung 3-3 sind exemplarisch die durch Rotationsbeschichtung aus Ethylacetat erhaltenen
Schichtdicken fiir Polymer B-3a in Abhédngigkeit der Polymerkonzentration und der
Rotationsgeschwindigkeit dargestellt. Fiir beide Parameter zeigt sich ein linearer Zusammenhang
gegeniiber der gemessenen Schichtdicke. Fiir die anderen OEG-basierten Copolymere gleicher
Molmasse sind die erhaltenen Schichtdicken bei gleichen Bedingungen innerhalb der
Fehlergrenze identisch, fiir die Copolymere mit htheren Molmassen sind die Schichtdicken bei

ansonsten gleichen Bedingungen jeweils gréer. Um vergleichbare Schichtdicken im Bereich um
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100 nm herzustellen, wurden daher fiir die Copolymere mit niedrigeren Molmassen

Polymerlosungen mit einer Konzentration von 2g/L, fir die hoheren Molmassen

Polymerlésungen mit 1 g/ L. Polymer bei 50 rps aufgeschleudert. Als Losungsmittel wurde
jeweils Ethylactetat verwendet. Mit anderen Losungsmitteln wie Toluol, THF, Chloroform,

Ethanol oder Wasser konnten homogene Schichten nur bis zu einer Schichtdicke von 100 nm,
oder iiberhaupt nicht hergestellt werden.

Die Dicken der aufgeschleuderten Polymerschichten wurden mittels Einwellenldngen-
ellipsometrie bestimmt. Als Modell zur Berechnung der Schichtdicken aus den ellipsometrischen
Winkeln A und W diente ein Vierschichtsystem, bestehend aus dem umgebenden Medium Luft
(n=1,000, k=0), der Polymerschicht (n=1,4800, k=0), Siliziumdioxid (d = 1,0 nm,
n = 1,4580, k =0) und Silizium (n = 3,8858, k =-0,0200). Die optischen Parameter fiir Luft,
Siliziumdioxid und Silizium sind aus der Literatur bekannt,”** der Brechungsindex der

Polymerschicht wurde fiir das Homopolymer POEGMA mit Hilfe eines Refraktometers

bestimmt (np? =1,480) und fiir alle Copolymere unter der Annahme gleicher Werte
tibernommen.
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Abbildung 3-3: Polymerschichtdicken auf Siliziumwafern hergestellt durch Rotationsbeschichtung verschiedener

Losungen von Copolymer B-3a in Ethylacetat. Variation der Rotationsgeschwindigkeit und der
Polymerkonzentration. Die Schichtdickenmessung erfolgte mittels Ellipsometrie.

Bei dickeren Schichten diente der Brechungsindex der Polymerschicht lediglich als

Ausgangsbasis fiir die Berechnung der Schichtdicke und des Brechungsindexes der Schicht. Der
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tiber die ellipsometrischen Winkel A und ¥ berechnete Brechungsindex lag jeweils nahe dem
tiber Refraktometrie bestimmten Wert von 1,480. Bei diinnen Schichten kann bei der
Einwellenldngenellipsometrie methodenbedingt der Brechungsindex und die Schichtdicke nicht
mehr gleichzeitig aus den ellipsometrischen Winkeln A und ¥ aufgelést werden. Bei
Schichtdicken unter 80 nm diente daher zusétzlich zu den anderen Modellparametern auch der

Brechungsindex der Polymerschicht als Berechnungsgrundlage.

Die aufgeschleuderten Polymerschichten wiesen je nach Schichtdicke unterschiedliche
Interferenzfarben auf. Da der Brechungsindex fiir die Polymerschicht (np? =1,48) dem fiir
Siliziumdioxid (np® = 1,458) sehr #hnlich ist, sollten die Interferenzfarben fiir vergleichbar
dicke Schichten der beiden Materialien iibereinstimmen. Mit Hilfe einer Farbtabelle fiir
Siliziumdioxidschichten ist daher eine Abschdtzung der Dicke der aufgeschleuderten

Polymerschichten méglich.”® *°

Tatsdchlich stimmen die ellipsometrisch bestimmten Schicht-
dicken gut mit den korrespondierenden Schichtdicken fiir die Interferenzfarben aus der

Farbtabelle iiberein.
Kinetik der UV-Vernetzungsreaktion

Die Kinetik der Photoreaktion der Benzophenongruppen wurde via UV-Spektroskopie an
einer auf ein Quarzglasfenster aufgeschleuderten Polymerschicht verfolgt. Die Polymer-
schichtdicke wurde fiir diese Versuche maximiert, um eine gut detektierbare Absorption durch
die Benzophenongruppen zu gewdhrleisten (Schichtdickenmessungen iiber ein Profilometer

ergaben 800 nm Schichtdicke). Das beschichtete Quarzglasfenster wurde dann fiir mehrere
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Abbildung 3-4: Absorption einer 800 nm dicken BPEM-Copolymerschicht nach unterschiedlicher Bestrahlungs-
dauer mit UV-Licht (durchgezogene, schwarze Linie O min, --- 1 min,---2 min, --- 3 min, --- 4 min,

--- 6 min, ---10 min, --- 16 min). Inset: Abnahme des Absorptionsmaximums bei 287 nm mit fortwahrender
UV-Bestrahlung.

definierte Zeitintervalle mit UV-Licht bestrahlt und anschliefend jeweils die Extinktion am
Absorptionsmaximum bei 287 nm gemessen (Abbildung 3-4). Mit Fortschreiten der
Photoreaktion nimmt die Intensitdt der Absorptionsbande exponentiell ab. Bereits nach ca. 1 min
betrdgt die Bandenintensitit nur noch 50 %, nach 10 min ist die Photoreaktion nahezu
vollstdndig abgeschlossen und die verbleibende Absorption ndhert sich einem Plateauwert
(eingefiigtes Diagramm rechts oben Abbildung 3-4). Als Konsequenz wurden daher in den
folgenden Vernetzungsreaktionen alle Schichten 15 min lang mit UV-Licht bestrahlt, um einen

vollstdndigen Umsatz der Benzophenongruppen zu gewdhrleisten.

3.1.1.3 Stabilitét

Fir Hydrogelschichten, die Proteine im Schichtinneren binden sollen, muss die
Maschenweite des Netzwerkes moglichst hoch eingestellt werden. Nach der Flory-Rehner-
Theorie ist die Maschenweite in einem Hydrogel umso groRer, je grofer der Quellgrad ist
(vgl. Kapitel 2.1.2). Sie kann damit indirekt iiber den Quellgrad bestimmt werden. In
photovernetzbaren Systemen wird die Maschenweite grofer, je kleiner der Vernetzeranteil ist.

Der Vernetzeranteil kann allerdings nicht beliebig reduziert werden, da dadurch die
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Schichtstabilitdt herabgesetzt wird. Um Hydrogelschichten mit moglichst maximierter
Maschenweite herzustellen sollte daher die Stabilitdt von Copolymerschichten mit moglichst

kleinem Vernetzeranteil untersucht werden.

Um die Stabilitdt der Copolymerfilme zu testen, wurden die beschichteten Wafer nach
15-miniitiger Bestrahlung mit UV-A-Licht mit Reinstwasser gespiilt und zusétzlich tiber Nacht
in Reinstwasser belassen, um letzte Reste ungebundenen Polymers auszuwaschen. Danach
blieben die Polymerschichtdicken auch nach weiterem mehrmaligem Spiilen konstant. Auch
weiteres Waschen in verschiedenen Losungsmitteln wie leicht basischem PBS-Puffer (pH 7,4)
oder organischen Losungsmitteln wie Chloroform Ethanol oder Ethylacetat hatte nach 1 Woche
keinerlei Auswirkung auf die Schichtdicke. Die Menge des ausgewaschenen Copolymers ist
stark vom Anteil des im Copolymer gebundenen BPEM abhédngig. In Abbildung 3-5 ist die
Schichtdicke nach der Waschprozedur fiir die bindren Copolymere B-1, B-2a, B-3a und B-4 mit
unterschiedlichen Vernetzeranteilen dargestellt. Wéhrend beim Copolymer B-4 mit einem
Vernetzeranteil von 1 % nach der Waschprozedur noch 83 % des aufgeschleuderten Materials
auf der Oberflache verblieben, waren es fiir das Copolymer B-1 mit 0,1 % Vernetzeranteil
gerade noch 37 %. Mit abnehmendem Vernetzeranteil wird also ein immer groferer Teil der
Copolymere bei der UV-Bestrahlung nicht quervernetzt. Eine Erkldrung dafiir liefert ein Blick
auf den Vernetzungsprozess (vgl. Kapitel 2.3). Bei der Bestrahlung mit UV-Licht generiert jede
Benzophenongruppe maximal ein reaktives Radikal am Benzophenon selber und eines an einem
benachbarten organischen Rest. Beide Radikale rekombinieren anschliefend unter Bildung einer
C-C-Bindung." Folglich kann jede Benzophenongruppe maximal eine Bindung zu einer
benachbarten Kette ausbilden. In einem stabilen Netzwerk muss jede Polymerkette mit
mindestens zwei weiteren verkniipft sein. Fiir die Anbindung einzelner loser Polymerketten an
das Netzwerk, ist dagegen eine einzige Verbindung hinreichend. Als Bedingung fiir ein komplett
verbundenes System gilt somit, dass jede Polymerkette mindestens ein Benzophenon enthalten
muss. In den bindren Copolymeren B-1, B-2a und B-3a ist die Anzahl der BPEM-Gruppen pro
Polymerkette jeweils unterhalb dieses kritischen Wertes (Tabelle 3-1). Copolymer B-4 tragt
dagegen im Mittel genau eine BPEM-Gruppe pro Kette. Aufgrund der statistischen Verteilung
der Comonomere in den Polymerketten gibt es jedoch in Copolymer B-4 neben Polymerketten

mit mehreren BPEM-Gruppen auch solche ohne Vernetzer. Da bei der Vernetzungsreaktion
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Abbildung 3-5: Stabilitit der UV-vernetzten Schichten gegeniiber dem Wasch- und Extraktionsprozess:
Verbleibende Schichtdicke auf den Siliziumwafern nach dem Waschprozess. a) verbleibende Schichtdicke bei
unterschiedlichem Vernetzeranteil im Copolymer. b) Vergleich der verbleibenden Schichtdicke von Copolymeren
mit unterschiedlicher Molmasse und Vernetzeranteil. Grau, liniert: Copolymere mit niedrigerer Molmasse
(M, = 50 — 140 kg/ mol, Copolymere B-1, B-2a, B-3a, B-4), blau, kariert: Copolymere mit hoéherer Molmasse
(M,, = 290 — 350 kg/ mol, Copolymere B-2b und B-3b).

ausserdem Schlaufenbildung nicht auszuschlieen ist, wird auch bei Copolymer B-4 ein Teil der

aufgeschleuderten Polymerschicht nach der UV-Bestrahlung ausgewaschen.

Die bindren Copolymere mit groReren Molmassen B-2b und B-3b tragen bei gleichem
molaren Anteil BPEM im Copolymer mehr BPEM-Gruppen pro Polymerkette als die
Copolymere mit niedrigeren Molmassen (B-2a und B-3a). Die Vernetzung und Immobilisierung
verlduft daher bei den hhermolekularen bindren Copolymeren effektiver. Das ist bereits bei der
praktischen Handhabung der verschiedenen Materialien deutlich zu bemerken: Wéhrend die
Copolymere mit niedriger Molmasse einen kurzen Kontakt mit Umgebungslicht tolerieren,
vernetzen die hohermolekularen Copolymere bereits nach kurzer Zeit. Die Stabilitdt der
photovernetzten Schichten steht im Einklang mit dieser Beobachtung (Abbildung 3-5). Die
Schichtdicke von Copolymer B-2a mit einer Molmasse von ca. 90 kg/ mol und nur 0,5
BPEM-Gruppen pro Polymerkette verringert sich nach dem Waschprozess um fast 50 %. Das
Copolymer B-2b mit gleichem Vernetzeranteil, aber einer Molmasse von ca. 300 kg/ mol, tragt
im Mittel 1,5 BPEM-Gruppen pro Polymerkette. Entsprechend bleiben nach dem Waschprozess
76 % der Polymerschichtdicke erhalten. Fiir Schichten aus Copolymer B-3b mit einem héheren
Vernetzeranteil und einer leicht hoheren Molmasse von ca. 350 kg/ mol verbleiben nach dem
Waschprozess sogar 95% der urspriinglich aufgebrachten Polymerschicht auf dem
Siliziumwafer. Fiir den Einsatz niedriger Vernetzergehalte in photovernetzbaren Systemen
miissen Copolymere mit moglichst hohen Molmassen gewdhlt werden, um eine ausreichende

Stabilitdt der Schichten vor dem Waschprozess zu gewdhrleisten.
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3.1.1.4 Quellbarkeit

Die Werte fiir die Schichtdicke und den Brechungsindex von gequollenen Hydrogel-
schichten wurden mittels Ellipsometrie in einer Flusszelle bestimmt. Der Brechungsindex fiir die
gequollenen Schichten lag in einem Bereich zwischen 1,345 und 1,355 und damit nahe dem
Brechungsindex von Wasser (1,332). Daraus ldsst sich ablesen, dass Wasser in der gequollenen
Schicht der Hauptbestandteil ist. Theoretisch ist es moglich den Quellgrad sowohl iiber die
Schichtdicke nach Formel 2-4, als auch {iber den Brechungsindex nach Formel 2-3 zu be-
stimmen. Die Bestimmung iiber den Brechungsindex verlduft mit Hilfe der sogenannten
effektiven Mediumapproximation unter Einbeziehung der beiden bekannten Brechungsindizes

. 1 161
fiir Wasser und Polymer.'*" ¢

Allerdings fiihren bei hoch gequollenen Systemen bereits geringe
Abweichungen in Brechungsindex zu grofSen Variationen im berechneten Quellgrad. Der Quell-
grad wurde daher fiir die hoch gequollenen Systeme ausschliellich tiber die Schichtdicke nach

Formel 2-4 berechnet.
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Abbildung 3-6: Quellgrad bestimmt iiber ellipsometrische Messungen der Schichtdicke unter Wasser. Gequollene
Schichten aus bindren Copolymeren mit unterschiedlichen Vernetzeranteilen xgpry (B-1, B-2a, B-3a, B-4). Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung aus mehreren Messungen dar. Blaue, gestrichelte Linie: exponentieller
Fit der Datenpunkte mit der Funktion y = A - Xppgyt .

Der Quellgrad wurde fiir bindre Copolymere aus OEGMA 475 und BPEM (B-1, B-2a, B-3a
und B-4) bestimmt. Alle Copolymere sind im beobachteten Bereich zwischen 0 °C und 90 °C

wasserloslich. Um Temperatureinfliisse dennoch zu vermeiden, wurde der Quellgrad jeweils bei
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Raumtemperatur aufgenommen. Die Schichtdicken der Hydrogelschichten unter Wasser sind
jeweils grofer als im trockenen Zustand. In den Copolymeren mit Vernetzeranteilen zwischen
0,1% und 1,0% variiert der Quellgrad zwischen 4 und 19 (Abbildung 3-6). In
Ubereinstimmung mit der Flory-Rehner-Theorie ist der Quellgrad SR invers proportional zum
Vernetzeranteil. Nach Toomey et al. ist der Quellgrad fiir die immobilisierten Hydrogelschichten
iiber die inverse Kubikwurzel mit dem Vernetzeranteil verkniipft (Formel 2-6).'""> Der
exponentielle Fit der Daten unter Beriicksichtigung dieser Abhdngigkeit zeigt, dass fiir die
untersuchten gequollenen Schichten dieser Zusammenhang angendhert giiltig ist. Die

Untersuchungen bestdtigen, dass der Quellgrad eine Funktion des Vernetzeranteils ist.

3.1.1.5 Berechnung der Maschenweite

Die Kenntnis des Quellgrades erméglicht eine grobe Abschidtzung der Maschenweite des
Hydrogels. Nach Peppas et al. ist die Maschenweite & in Hydrogelen abhédngig vom Abstand r

d.'®* 1% Wenn die Anisotropie der Quellung in

der Vernetzungspunkte im ungequollenen Zustan
diinnen Schichten vernachldssigt wird (vgl. Kapitel 2. Theoretischer Teil), kann eine

Abschitzung der Maschenweite nach folgenden Formeln erfolgen:

1 1
r=dc_c X (2N.)z X C,2 Formel 3-2

£ = SR% % 7 Formel 3-3

Die fiir die Berechnung verwendeten Konstanten sind der Bindungsabstand einer
C-C-Bindung (dc.c = 0,154 nm) sowie das charakteristische Verhéltnis C,. Das charakteristische
Verhéltnis C, ist fiir alle Methacrylate &hnlich. Fiir die Berechnung der Maschenweite der
POEGMA-Hydrogele wird daher das charakteristische Verhdltnis fiir PHEMA herangezogen
(Cy = 6,9)."% Die Anzahl der Monomereinheiten N, zwischen zwei Vernetzungsstellen lisst sich
unter der Annahme eines idealen Netzwerkes direkt aus dem Vernetzeranteil xgpry berechnen.
Dabei wird ein quantitativer Umsatz der UV-Vernetzungsreaktion, eine gleichmédfige Verteilung
des Vernetzermonomers im Copolymer und eine ideale Vernetzungsreaktion, d.h. eine
Vernetzung ohne Schlaufenbildung, angenommen. Unter Beriicksichtigung dieser Idealisierung
errechnet sich die Anzahl der Monomereinheiten N. zwischen zwei Vernetzungsstellen nach:

1

= Formel 3-4
2 X Xppgm

Nc
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Die typische Groe von Proteinen betrdgt einige Nanometer. Fiir Antikorper liegt der
Durchmesser beispielsweise im Bereich um 10 nm, Avidin besitzt einen Durchmesser von

184 Das bedeutet, dass diese Proteine in ein Hydrogel mit einer Maschenweite groRer als

5,6 nm.
10 nm diffundieren wiirden. Fiir die Hydrogelschichten B-1, B-2a, B-3a und B-4 aus dem
Quellversuch in Abbildung 3-6 wurde mittels Formel 3-3 die Maschenweite berechnet (Tabelle
3-2). Fiir Vernetzeranteile kleiner oder gleich 0,5 % ist die Maschenweite grofer als 10 nm. Die
Proteine sollten also in diese Hydrogelschichten eindringen kénnen. Fiir weitere Betrachtungen
wurden daher ausschlieflich Polymere mit einem Vernetzeranteil von 0,5 % oder weniger
verwendet.

Tabelle 3-2: Berechnung der Maschenweite in gequollenen Hydrogelschichten nach Formel 3-2 und Formel 3-3 aus
vernetzten, bindren Copolymeren

Polymer  Vernetzeranteil = Monomereinheiten =~ Maschenweite

XBPEM zw.Vernetzungs- S
(%) punkten (nm)
Nc
B-1 0,1 500 35
B-2a 0,25 200 18
B-3a 0,5 100 11
B-4 1,0 50 7
3.1.1.6 Thermoresponsives Verhalten

Die terndren Copolymere T-1 — T-5 sind in wassriger Losung thermoresponsiv. Um das
thermische Verhalten der immobilisierten Hydrogelschichten zu untersuchen, wurden
ellipsometrische Messungen an den mit den Hydrogelen beschichteten Siliziumwafern in einer
thermostatierbaren Flusszelle vorgenommen. Da der Brechungsindex eine temperaturabhdngige
Grole ist, ist es denkbar, dass fiir jede Temperatur ein anderes Schichtsystem fiir die Berechnung
der Schichtdicken nétig ist. Die Einbeziehung der genauen Brechungsindizes des umgebenden
Mediums Wasser bei der jeweiligen Messtemperatur hatte jedoch innerhalb der Fehlergrenzen
keinen Einfluss auf die berechnete Schichtdicke. Das Schichtsystem fiir die Berechnung der
Hydrogelschichtdicke bei Raumtemperatur wurde daher fiir die temperaturabhdngigen
Messungen iibernommen. Um andere temperaturbedingte systematische Fehler auszuschlieflen,
wurde der Einfluss der Temperatur an einem nicht funktionalisierten Siliziumwafer mit
definierter Siliziumoxidschichtdicke untersucht. Im betrachteten Temperaturbereich zwischen

20 °C und 60 °C anderten sich die ellipsometrischen Winkel A und ¥ nicht mehr als um 0,8°
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bzw. 0,2°. Fiir die Berechnung der Schichtdicke der Hydrogele wiirde die Beriicksichtigung
dieses Temperatureinflusses eine etwas hohere Schichtdicke zur Folge haben (z. B. 4 nm bei
einer 88 nm dicken Schicht). Soweit sich diese temperaturabhdngige Basisliniendrift also
tatsachlich auf die Messwerte fiir die Hydrogelschichtdicken auswirkt, wird sie den Effekt des
erwarteten Kollaps des Hydrogels lediglich geringfiigig abschwéachen. Er wurde daher in allen

Schichtdickenberechnungen vernachldssigt.

In Abbildung 3-7 sind die Ergebnisse der temperaturabhdngigen Schichtdickenmessung an
Copolymer T-3 dargestellt. Bei steigender Temperatur kollabiert die Hydrogelschicht, die
Schichtdicke nimmt ab und nédhert sich bei ca. 65 °C einem Plateauwert. Der Plateauwert
befindet sich noch deutlich oberhalb der Trockenschichtdicke (96 nm). Auch im kollabierten
Hydrogel ist also noch Wasser gebunden. Ahnlich wie bei den Copolymeren ohne
LCST-Verhalten ist der Brechungsindex im gequollenen Zustand bei 20 °C nahe am
Brechungsindex fiir reines Wasser (np®® = 1,332). Mit fortschreitendem Kollaps steigt der
Brechungsindex an und ndhert sich dem Wert fiir reines Copolymer (np”° = 1,480). Die
Anderung des gemischten Brechungsindexes zeigt an, dass mehr und mehr Wasser aus dem
Hydrogel verdrdangt wird. Fiir die Schichtarchitektur kann aus dem Brechungsindex aus
Formel 2-3 und Formel 2-4 leicht eine theoretische Schichtdicke berechnet werden. Diese ist
ebenfalls in Abbildung 3-7 dargestellt. Die berechnete Schichtdicke entspricht im Bereich des
kollabierten Hydrogels der gemessenen Schichtdicke. Je stirker das System quillt, desto weiter
entfernt sich der berechnete Wert von dem gemessenen Schichtdickenwert. Diese Beobachtung
ist fiir alle temperaturabhdngigen Messungen giiltig. Die Abweichung der beiden Schicht-
dickenwerte trat jeweils in einem Bereich fiir den Quellgrad zwischen 3 und 5 auf. Da sich im
stark gequollenen Zustand eine geringe Abweichung im Brechungsindex stark auf die berechnete
Schichtdicke auswirkt, wurde auch fiir die temperaturabhdngigen Messungen nur die Schicht-

dicke zur Berechnung des Quellgrades herangezogen.

Ein wesentliches Merkmal OEG-basierter Copolymere ist, dass die Ubergangstemperatur
leicht iiber den Anteil verschieden langer OEG-Seitenketten eingestellt werden kann.®”” ”° Auch
die terndren Copolymere T-1 — T-5 unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung und weisen in
wiissriger Losung verschiedene Ubergangstemperaturen auf. Um zu iiberpriifen, ob das
Schaltverhalten der Copolymere auch in den immobilisierten Filmen eingestellt werden kann,
wurden Filme aus den terndren Copolymeren mit verschiedenen Anteilen OEGMA,7s mit
langeren OEG-Seitenketten hergestellt und das Schaltverhalten mittels temperaturabhdngigen

ellipsometrischen Messungen untersucht. Abbildung 3-8a zeigt die Kollapskurven der terndren
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Copolymere T-1, T-3 und T-4. Je groRer der OEGMA 475-Anteil, desto héher ist die Ubergangs-
temperatur. Ebenso ist der Quellgrad fiir Filme mit groferem OEGMA 475-Gehalt hoher. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit dhnlichen Untersuchungen an makroskopischen Hydrogelen
des gleichen Copolymersystems'® (vgl. auch Kapitel 3.1.1.7). Die Form der Ubergangskurven
ist weder sigmoidal, wie in typischen Triibungskurven, noch linear. Die Ubergangskurven der

Copolymere T-3 und T-4 mit 21 % bzw. 33 % OEGMA;5-Anteil lassen sich in zwei separate
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Abbildung 3-7: Thermisch induzierter Kollaps einer Hydrogelschicht aus Copolymer T-3. Ellipsometrische
Messungen der Schichtdicke und des Brechungsindex. (m) Schichtdicke, (A) Brechungsindex und (¢) Schichtdicke,
berechnet aus dem Brechungsindex nach Formel 2-3 und Formel 2-4.

Bereiche einteilen: Bei Temperaturen unterhalb der Ubergangstemperatur wird stetig Wasser aus
dem Hydrogel verdrdngt, ab einer bestimmten Temperatur ist der Kurvenverlauf dann etwas
steiler und der Wasseranteil im Hydrogel sinkt schnell bis auf ein Minimum ab. Die entsprechen-
den onset-Temperaturen der Hydrogelschichten steigen mit steigendem OEGMA 475-Anteil. Fiir
Copolymer T-3 liegt sie im Bereich um 30 °C, fiir Copolymer T-4 bei ca. 40 °C. Fiir Copolymer
T-1 liegt die onset-Temperatur moglicherweise auflerhalb des Messbereichs. Der steilere
Kurvenbereich oberhalb der onset-Temperatur kann dem thermoresponsiven Kollaps der
Hydrogelschichten zugeordnet werden. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme zeigte auch das
reine OEGMA-Copolymer B-3a beim Erhitzen eine leichte Abnahme des Quellgrades. Zwischen
20 °C und 60 °C nimmt der Quellgrad stetig von 5,9 auf 5,6 ab. Dieser leichte Wasserverlust in
der Hydrogelschicht ist vermutlich auf eine Abnahme der Losemittelqualitédt fiir OEGs in Wasser

166

zuriickzufiihren.™ Wie aktuelle Untersuchungen mittels Impedanzspektroskopie zeigen, dndert
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sich auch fiir langerkettige PEOs im betrachteten Temperaturbereich von 10 — 70 °C sukzessive

die Zahl der Wassermolekiile in der Hydrathiille der Ethergruppen.'®’

Es ist allerdings
festzuhalten, dass die bindren nichtschaltbaren OEGMA-Copolymere auch bei hoheren
Temperaturen noch hochgequollen vorliegen und keinen thermoresponsiven Ubergang wie die

bindren Copolymere zeigen.

Die Ubergangstemperaturen der Filme aus den thermoresponsiven ternidren Copolymeren
zeigen zumindest den gleichen Trend wie die Triibungspunkte der Copolymere in wassriger
Losung. Allerdings ist die onset-Temperatur in den Filmen jeweils zu tieferen Temperaturen
verschoben. Ursache dafiir ist vermutlich die im Vergleich zu den verdiinnten Polymerl6sungen
hohere lokale Copolymerkonzentration im Hydrogel. SchlieBlich ist die Ubergangstemperatur
thermoresponsiver Polymere eine Funktion der Copolymerkonzentration (vgl. Kapitel 2.1)."" Die
Lage der Ubergangstemperaturen in den Copolymerfilmen lisst sich wie in Copolymerldsungen
iiber die Anteile des hydrophileren OEGMA 75 einstellen. Im Gegensatz zu den Triibungskurven
der Copolymerlésungen erstreckt sich der thermoresponsive Ubergang in den Copolymerfilmen
iiber einen weiten Temperaturbereich. Bei der Beurteilung der Unterschiede aus den beiden
Messmethoden sollte darauf hingewiesen werden, dass die Triibung der Copolymerlosung allein
keinerlei Information iiber den Zustand der Hydratation des Copolymers gibt. In Hydrogelen ist
die Hydratation der Polymerketten aber neben sog. ,freiem“ Wasser entscheidend fiir den
Quellgrad verantwortlich.?® In einem dhnlichen System wurde fiir immobilisierte Polymerbiirsten
aus dem gleichen Copolymersystem aus MEO,;MA und OEGMA,s ebenfalls ein solch breiter
thermoresponsiver Ubergang beobachtet. Laloyaux et al. zeigten mittels Quarzkristall-
Mikrowaage (QCM) dass der thermoresponsive Kollaps der Polymerbiirsten in einem
Temperaturbereich von iiber 20 °C stattfand.""> Um zu untersuchen, ob der breite Ubergang in
den aufgeschleuderten Filmen tatsdchlich mit dem Copolymersystem zusammenhédngt, oder ob
die spezielle Architektur des Schichtsystems den Ubergang beeinflusst, wurden temperatur-
abhéngige ellipsometrische Messungen an PNIPAM-Schichten vorgenommen. PNIPAM wurde
dafiir ebenfalls mit dem Photovernetzer BPEM copolymerisiert (PNIPAM-x in Tabelle 3-1). Die
Immobilisierung erfolgte analog der Immobilisierung der OEGMA-Copolymere {iber
Rotationsbeschichtung und anschlieBende Photovernetzung. Die temperaturabhéngige Anderung
des Quellgrades ist in Abbildung 3-8b zu sehen. Vor und nach dem thermoresponsiven
Ubergang befindet sich der Quellgrad auf einem Plateauwert. Ebenso wie im OEGMA-
Copolymer T-3 bleibt der Quellgrad im PNIPAM-Copolymer nach dem Kollaps oberhalb von 1.

Auch nach dem Kollaps ist also noch Wasser in der Schicht gebunden.
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Abbildung 3-8: Thermoresponsiver Kollaps verschiedener Hydrogelschichten aus unterschiedlichen Copolymeren.
Volle Symbole: Quellgrade SR der Hydrogelfilme in Wasser, bestimmt iiber die Schichtdicke aus ellipsometrischen
Messungen. Offene Symbole: Triibungsmessungen der Copolymere in Wasser. a) terndre Copolymere aus
MEO,;MA, OEGMA,;s und BPEM. Dreiecke aufwiarts (A, A) fiir Copolymer T-4, Kreise ( @, o) fiir Copolymer
T-3, Dreiecke abwirts ( Vv, V) fiir Copolymer T-1.

b) Quellgrade (m) und Triilbungsmessung (©) fiir das bindre Copolymer PNIPAM-x (NIPAM und BPEM).
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Verglichen mit Triibungsmessungen der Polymerlosung desselben Polymers PNIPAM-x,
verlduft der Phaseniibergang im gleichen Temperaturbereich. Gegeniiber dem Ubergang im
OEGMA-Copolymer ist der Schichtkollaps sehr scharf und vollzieht sich innerhalb des
Messintervalls von 5 °C. Vergleichbare Unterschiede im Schaltverhalten diinner Schichten aus
Poly(N,N-diethylacrylamid) (PDEAAm) und PNIPAM zeigten bereits Schmaljohann et al..’’
Sie erkldrten das unterschiedliche Schaltverhalten mit den verschiedenen Voraussetzungen fiir
die Wasserstoffbriickenbindung. Sowohl das sekunddre Amid in PDEAAm als auch die
OEG-Einheiten der OEG-Copolymere wirken einzig als Wasserstoffbriickenakzeptoren.
Dagegen konnen die primdren Amide in PNIPAM sowohl als Wasserstoffbriickenakzeptoren als
auch als —donoren wirken. Dadurch werden die Wechselwirkungen sowohl innerhalb der
Polymerkette, als auch zwischen verschiedenen Polymerketten verstdarkt. Als Konsequenz sollte
dadurch der Phaseniibergang wie beobachtet schérfer werden. Aktuelle Untersuchungen mittels
Infrarotspektroskopie und NMR-Spektroskopie zeigen zudem, dass Copolymere aus MEO,MA
und OEGMA 75 nach dem Phaseniibergang noch hochgradig hydratisiert vorliegen. Sun et al.
zeigten fiir eine Losung eines Copolymers aus MEO,MA und OEGMAyss, dass die
OEG-Seitenketten oberhalb der LCST Wasser weiter graduell abgeben.** Spektroskopische
Untersuchungen an PNIPAM belegen dagegen einen relativ hohen Dehydratationsgrad und nur

geringe Verianderungen oberhalb der LCST.>” % 168169

Die starken Wechselwirkungen zwischen den Polymerketten in PNIPAM erkldren
wahrscheinlich auch das typische Hystereseverhalten von PNIPAM-Losungen. Nach dem
Heizen iiber die LCST hinaus gehen die Polymerketten beim Kiihlen erst bei einer niedrigeren
Temperatur wieder in Losung. Dagegen zeigen die OEG-basierten Copolymerldosungen kein
Hystereseverhalten. > 7> '7° Auch die OEG-basierten Hydrogelschichten kénnen mehrmals ohne
Hysterese zwischen kollabiertem und gequollenen Zustand hin- und her geschaltet werden
(Abbildung 3-9). Selbst nach mehreren Zyklen bleibt der Quellgrad bei gleicher Temperatur

konstant.
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Abbildung 3-9: Quellgrad in mehreren Heiz- und Kiihlzyklen fiir eine Hydrogelschicht aus dem
thermoresponsiven Copolymer T-1.

3.1.1.7 Vergleich des thermoresponsiven Verhaltens von nanoskaligen

Hydrogelschichten mit makroskopischen Hydrogelen

Der mittels Ellipsometrie bestimmte thermoresponsive Kollaps OEGMA-basierter
Hydrogelschichten erstreckt sich iiber einen groflen Temperaturbereich. Um zu verifizieren, dass
diese Eigenschaft tatsdchlich vom eingesetzten Polymer abhdngt, wurde eine weitere
Charakterisierungsmethode  eingesetzt. =~ Zusétzliche direkte = Charakterisierungen des
oberflachengebundenen Hydrogels sind nicht ohne weiteres moglich, da das Arbeiten unter
Wasser, die Thermostatierbarkeit des Systems sowie die nanoskalige weiche Hydrogelschicht
Anforderungen ergeben, die sich mit anderen Oberflichencharakterisierungsmethoden wie
beispielsweise Rasterkraftmikroskopie (AFM) nur mit einem sehr hohen apparativen und
experimentellen Aufwand bewiltigen lassen.'®® Der thermoresponsive Kollaps wurde daher
zusdtzlich in makroskopischen Hydrogelen untersucht. Dazu wurden monolithische
makroskopische Hydrogele aus MEO,MA/ OEGMA,;; (OEG-Hydrogel) sowie aus NIPAM
(NIPAM-Hydrogel) hergestellt (s. Experimenteller Teil). Das molare Monomerverhéltnis fiir das
OEG-Hydrogel betruyg MEO,MA/ OEGMA 85:15. Als Vernetzer wurde fiir das OEG-basierte
Hydrogel Ethylenglykoldimethacrylat (EGDMA), fiir das NIPAM-Hydrogel
N,N-Methylenbisacrylamid (BIS) verwendet. Um eine gute mechanische Stabilitit der
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Monolithen zu erreichen, wurde fiir das OEG-Hydrogel ein Vernetzergehalt von 2 % und fiir das
PNIPAM-Hydrogel ein Vernetzergehalt von 4% gewdhlt. Fir die Messung des
temperaturabhdngigen Gleichgewichtsquellgrades wurden verschiedene Monolithen bei
unterschiedlichen Temperaturen in einem Wasserbad gequollen. Die Quellzeit bis zum Erreichen
des Quellgleichgewichts betrug fiir diese makroskopischen Hydrogele 24 h. Nach dieser Zeit
wurden die Hydrogelmonolithen aus dem Wasserbad genommen, ungebundenes Wasser mit
einem Filterpapier von der Oberflache getupft und die Hydrogele gewogen. Der Quellgrad SR
wurde aus der Masse des gequollenen Hydrogels und der Trockenmasse nach Formel 2-2
berechnet. Trotz des hoheren Gehalts an Vernetzer hat das NIPAM-Hydrogel bei
Raumtemperatur einen Quellgrad von 20 und ist damit stdrker gequollen als das OEG-Hydrogel

mit einem Quellgrad von 8. Fiir einen Vergleich des OEG-Hydrogels mit dem
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Abbildung 3-10: Gravimetrisch bestimmte Quellgrade von makroskopischen Hydrogelen aus PNIPAM (m) und
P(MEO;MA-co-OEGMA,75) (®) bei unterschiedlichen Temperaturen. Die Quellgrade sind auf den grofSten Wert
normiert. Die Linien dienen ausschliellich als Hilfslinien zur besseren Orientierung.

NIPAM-Hydrogel wurden die Quellgrade auf den gréfSten Wert normiert (Abbildung 3-10). Der
thermoresponsive Kollaps des PNIPAM-Hydrogels ist bereits bei 30 °C abgeschlossen und
vollzieht sich in einem engen Temperaturbereich innerhalb des Messintervals von 2 °C.
Verglichen mit Triibungsmessungen von unvernetztem PNIPAM in Losung, ist der onset des
Kollapses zu tieferen Temperaturen verschoben. Nach dem Kollaps ist das NIPAM-Hydrogel ein
fester, weiller Feststoff. Der thermoresponsive Kollaps des OEG-basierten Hydrogels vollzieht

sich {iber einen weiten Temperaturbereich vom Beginn der Messung bei 22,5 °C bis ca. 60 °C.
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Eine leichte Triibung des Hydrogels setzt bereits bei 45 °C, vor dem vollstdndigen Kollaps, ein.
Auch bei 60 °C ist das kollabierte OEG-Hydrogel noch weich und nur leicht triibe. Der
Wasseranteil ist im kollabierten Zustand aber mit dem des NIPAM-Hydrogels vergleichbar. Die
Ergebnisse der gravimetrischen Messungen der OEG-basierten Hydrogele decken sich gut mit
Untersuchungen von  Paris et al, die ebenfalls das Quellverhalten von
MEO;MA/ OEGMA-Hydrogelen, allerdings vernetzt mit dem etwas ldngeren Vernetzer
Tetra(ethylenglykol)dimethacrylat (TEGDMA), untersuchten.'®

Der Verlauf der Quellkurven, sowohl des OEG-basierten makroskopischen Hydrogels, als
auch des PNIPAM-Hydrogels, entsprechen denen der nanoskaligen Hydrogelschichten. Die
Untersuchungen der temperaturabhdngigen Quellgrade in Masse unterstiitzen also die Befunde

aus den ellipsometrischen Messungen.

Da es sich bei den Phaseniibergingen der Hydrogele um Uberginge erster Ordnung
handelt, kdnnen sie mittels thermischer Analyse wie Differentialkalorimetrie (engl.: differential
scanning calorimetry, DSC) verfolgt werden. Fiir PNIPAM-Hydrogele wurde mit dieser
Methode bereits eine Vielzahl von Untersuchungen durchgefiihrt.''"’® Fiir OEG-basierte
Copolymere mit PAA zeigten Jin et al. mittels DSC-Messungen, dass die Warmeténung beim
thermoresponsiven Ubergang nur sehr schwach ausgeprdgt ist und iiber einen weiten
Temperaturbereich verlduft. Um einen besseren Einblick in die Unterschiede der
Phaseniibergdnge bei den in dieser Arbeit verwendeten Polymersysteme zu bekommen, wurden
DSC-Messungen sowohl fiir das NIPAM-Hydrogel, als auch fiir das OEG-Hydrogel vor-
genommen. In beiden Thermogrammen ist ein endothermer Peak zu sehen (Abbildung 3-11).
Die onset-Temperaturen wurden iiber den Schnittpunkt der Tangente an einen idealisierten
symmetrischen Peak mit der Basislinie bestimmt; sie liegen fiir das PNIPAM-Hydrogel bei
31,8 °C und fiir das OEG-Hydrogel bei 40,5 °C. Der Warmefluss setzt allerdings in beiden
Féllen schon vor den onset-Temperaturen ein. Die onset-Temperaturen liegen im Bereich der
Ubergangstemperaturen, die fiir in Wasser geléste PNIPAM und P(MEO;MA-co-OEGMA 475)
der gleichen Zusammensetzung zu erwarten wdéren (LCSTpnipam = 32 °C;
LCSTpmE02MA-co-OEGMA475) = 43 °C).39 Der endotherme Peak ist beim NIPAM-Hydrogel
wesentlich scharfer und starker ausgeprégt als beim OEG-Hydrogel. Die Warmemenge ist beim
PNIPAM-Hydrogel mit 4,6 kJ/ mol fast 7 mal so groll wie beim OEG-basierten Hydrogel mit
0,7 kJ/ mol. Aus dem Verhéltnis aus Peakhohe und Peakfliche kann auf die Stdrke des

172

Ubergangs und auf den kooperativen Effekt geschlossen werden.”’~ Dieser ist also im

PNIPAM-Hydrogel deutlich groBer als im OEG-Hydrogel.
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Bei den gravimetrischen Messungen an OEG-basierten makroskopischen Hydrogelen und
den ellipsometrischen Messungen an OEG-basierten Hydrogelschichten schrumpft das Hydrogel
jeweils kontinuierlich {iber einen weiten Temperaturbereich. Wasser wird also aus dem Hydrogel
verdrangt. Die DSC-Messungen legen nahe, dass dies eher einer kontinuierlichen
Verschlechterung der Losemittelqualitdt geschuldet ist als einem Phaseniibergang. Der Phasen-

iibergang setzt dann erst zu einem spéteren Zeitpunkt ein.
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Abbildung 3-11: DSC-Thermogramme fiir makroskopische Hydrogele aus P(MEO,MA-co-OEGMA,;5) (- -) und
PNIPAM (—). Dargestellt sind die Heizkurven mit einer Heizrate von 2K/ min. Die onset-Temperaturen ergeben
sich aus dem Schnittpunkt der Tangenten an einen idealisierten symmetrischen Peak mit der Basislinie, die
Wairmemenge aus der Peakfldache unter der Basislinie.
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3.1.2 Immobilisierung tiber kiirzerwellige UV-Strahlung

Weiterhin wurde untersucht, ob die Stabilitdt photovernetzter Polymerschichten nur von
der Dauer der Bestrahlung, d. h. vom Fortschritt der Vernetzungsreaktion und damit letztlich von
der Anregung des Photovernetzers abhdngt, oder ob die mit der Bestrahlung eingetragene

Energie als unerwiinschten Nebeneffekt auch einen photochemischen Abbau bewirkt.

Dazu wurden analog zur im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Prozedur
Polymerfilme mit einer Schichtdicke von ca. 100 nm auf Siliziumwafer aufgetragen und mit
UV-Licht bestrahlt, das gegeniiber dem Absorptionsmaximum des Photovernetzers zu kiirzeren
Wellenldngen verschoben war. Fiir die Vernetzung der Polymerschichten wurde als
kiirzerwellige Strahlungsquelle eine UV-Handlampe (oft eingesetzt fiir die Diinnschicht-
chromatographie) mit einer Leistung von 4 W und einem Emissionsmaximum bei 254 nm
verwendet. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurde fiir die Bestrahlung
der Polymerschichten mit langerwelligem UV-Licht ebenfalls eine UV-Handlampe mit 4 W
Leistung verwendet. Das Strahlungsmaximum dieser UV-Lampe liegt bei 366 nm und damit wie
bei der standardméllig verwendeten UV-Lampe mit héherer Leistung (vgl. Kapitel 3.1.1) im
Bereich des n-m*-Ubergangs des Photovernetzers. Die Lampenspektren der beiden UV-Lampen
sind in Abbildung 3-12 dargestellt. Bei der UV-Lampe mit dem Strahlungsmaximum bei
366 nm

1000

800 -

600 -

400 - /

200 -

Intensitat / beliebige Einheiten

\
TSN

L
o LA ':"ml".‘”il'.’.’.-Jw.' AR |
250 300 350
Wellenlange / nm

Abbildung 3-12: Lampenemissionsspektren der verwendeten UV-Lampen mit einem Strahlungsmaximum bei
366 nm (- -) und 254 nm (—). Aufgenommen mit einem photonischen Mehrkanalanalysator.
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wird der kiirzerwellige Bereich unter 300 nm mit einem Filters abgetrennt. Die Strahlungs-
intensitdt ist bei diesen Wellenldngen im Rahmen der Messungenauigkeit null. Die kiirzerwellige
UV-Lampe hat neben dem Strahlungsmaximum bei 254 nm noch weitere Intensitdtsmaxima bei

langeren Wellenldngen im Bereich des Absorptionsmaximums des Photovernetzers.

Beide UV-Lampen wurden fiir die Bestrahlung photovernetzerhaltiger Polymerschichten
aus Copolymer B-3a (Tabelle 3-1 auf S. 31, 0,5 % Photovernetzer) eingesetzt. Da die Leistung
der Lampen geringer ist als die der standardmdfig verwendeten UV-Lampe, wurde die
Bestrahlungsdauer auf 120 min erhoht. Nach dieser Zeit wurde unvernetztes Polymer mit dem in
Kapitel 3.1.1 beschriebenen Waschprozess entfernt. Bei der Bestrahlung mit der langerwelligen
UV-Lampe betrug die verbleibende Schichtdicke fiir Schichten aus Copolymer B-3a 67 % und
entspricht damit bei einer Abweichung von 5 % in etwa der Schichtstabilitdt nach Vernetzung
mit der UV-Lampe hoherer Leistung (Tabelle 3-3). Eine ldngere Bestrahlungsdauer erhoht die
Schichtstabilitdt nicht weiter. Wird die Polymerschicht aus B-3a mit der kiirzerwelligen
UV-Lampe bestrahlt, verbleiben nach dem Waschprozess 89 % der Schichtdicke auf dem
Siliziumwafer. Die Stabilitdt der Schicht nimmt also deutlich zu.

Tabelle 3-3: Nach dem Waschprozess verbleibende Schichtdicken der mit UV-Licht unterschiedlicher Wellenldnge
vernetzten Polymerschichten

Polymer Verbleibende Verbleibende
Schichtdicke Schichtdicke
366 nm 254 nm
(%) (%)
B-3a 67 89
POEGMA 0 43

Eine Polymerschicht aus POEGMA (Tabelle 3-1 auf S. 31, ohne Photovernetzer) wird
nach der Bestrahlung mit dem ldangerwelligen UV-Licht durch den Waschprozess komplett
entfernt. Auch bei der Verwendung der Standard-UV-Lampe mit hoher Intensitdt und einem
emittierten Wellenldngenbereich > 315 nm wird die POEGMA-Schicht komplett abgewaschen.
Nach der Bestrahlung der Polymerschicht mit dem kiirzerwelligen UV-Licht verbleiben dagegen
43 % der Schicht auf dem Siliziumwafer. Das kiirzerwellige UV-Licht ruft scheinbar einen
Vernetzungsprozess hervor, obwohl kein Vernetzer im Polymer vorhanden ist. Die emittierte
Lichtintensitdt der ungefilterten kiirzerwelligen UV-Lampe scheidet als Erkldrung fiir dieses

Phdnomen aus, da auch die hohe Lichtintensitit der Standard-UV-Lampe nicht fiir die
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Vernetzung des POEGMA ausreicht. Voraussetzung fiir die Vernetzung des POEGMA ist also
die kiirzere Wellenldnge, d. h. die hohere Energie der Bestrahlung.

Die Stabilitdt der POEGMA-Schicht ist abhdngig von der Dauer der Bestrahlung. Werden
nach 60 min Bestrahlung noch 70 % der Schichtdicke mit dem Waschprozess entfernt, sind es
nach 240 min nur noch weniger als 10 % (Abbildung 3-13a). Scheinbar werden mit
fortdauernder Bestrahlung mehr Vernetzungsstellen gebildet. Die iiber verschiedene
Zeiten vernetzten Polymerschichten zeigen zudem ein unterschiedliches Quellverhalten
(Abbildung 3-13b). Die Entwicklung des Quellgrades mit der Bestrahlungsdauer zeigt eine
exponentielle Abhdngigkeit, die mit der Verkniipfung des Quellgrades mit der Vernetzerdichte
laut Flory-Rehner-Theorie korreliert. Unter Beriicksichtigung des Quellgrades wird der

Vernetzungsgrad des POEGMA -Polymers also iiber die Bestrahlungsdauer gesteuert.
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Abbildung 3-13: a) Nach dem Waschprozess verbleibende Schichtdicke nach verschiedenen Bestrahlungsdauern.
b) Quellgrad der mit verschiedenen Bestrahlungsdauern hergestellten Hydrogelschichten.

Eine mogliche Erklarung fiir die zusdtzliche Quervernetzung ist, dass die

OEG-Seitenketten bei der Bestrahlung mit kiirzerwelligem UV-Licht einer Photooxidation
unterzogen werden. Die Photooxidation von OEGs und PEGs ist seit langem bekannt.'*® 74 7>
Bei der Photooxidation werden die OEG-Seitenketten durch das UV-Licht angeregt und
reagieren aus diesem angeregten Zustand mit Luftsauerstoff unter der Bildung von Peroxiden. In
einer Zerfallsreaktion bilden diese dann wiederum Radikale. Wenn sich zwei dieser
Polymerradikale in rdumlicher Ndhe zueinander befinden, fiihrt die Rekombination beider

Radikale zu einer Vernetzungsreaktion. In trockenen POEGMA-Filmen ist eine solche rdumliche

Nahe gegeben und damit ist auch die Vernetzungsreaktion sehr wahrscheinlich.

Eine dhnliche UV-vermittelte Vernetzung von Hydrogelen wurde bereits von Catalani et

al. fiir Poly(N-vinyl-2-pyrrolidon) berichtet.'”® Fiir PEG-basierte Hydrogele sind dagegen noch

52



Ergebnisse und Diskussion

keine Untersuchungen {iber eine solche Vernetzung bekannt. Gezielt eingesetzt konnte die
kontrollierte Photooxidation der POEGMA-Filme fiir die Immobilisation von OEG-basierten
Polymeren einige Vorteile bieten und wire eine einfache Alternative zu anderen
Vernetzungsmethoden. Mit Hilfe einfach zuginglicher UV-Strahlung kénnten so kontrolliert
quellbare Hydrogelfilme ohne den Einsatz zusédtzlicher Vernetzer hergestellt werden. Im
Vergleich zu hochenergetischer Strahlung, wie z.B. Plasmastrahlung, wire die eingesetzte

UV-Strahlung zudem relativ mild.
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3.1.3 Immobilisierung durch Amidbildung

Fiir die Immobilisierung und Vernetzung diinner Schichten aus Prdpolymeren miissen
zwischen den Polymerketten und dem Substrat sowie zwischen den Polymerketten selbst neue
chemische Bindungen gekniipft werden. Bei der photochemischen Vernetzung geschieht dies
tiber einen radikalischen weitestgehend unspezifischen Mechanismus. In der synthetischen
Chemie allgemein werden dagegen die meisten Bindungen iiber funktionelle Gruppen gekniipft.
Ein Vorteil der Bindungskniipfung iiber funktionelle Gruppen ist, dass die Reaktion meist sehr
spezifisch verlauft. Werden funktionelle Gruppen fiir Vernetzungsreaktionen genutzt, miisste der
Vernetzungsgrad ebenfalls sehr prézise einzustellen sein. Die Vernetzung iiber funktionelle
Gruppen und bifunktionale Vernetzermolekiile wurde daher als weitere Strategie zur Synthese
diinner Hydrogelfilme erprobt. Als funktionelle Gruppen fiir die Immobilisierung und
Quervernetzung der Schichten wurden Amin- und Carboxylgruppen genutzt. Besonders in der
Biochemie wird die Kopplung durch die Reaktion der beiden Gruppen zu Amidbindungen héufig

177
verwendet.

Bei der hier vorgestellten Syntheseroute wurden die Carboxylgruppen in das
Polymer eingebaut und mit dem Vernetzer, einem ldangerkettigen o, ®-Diamin, zur Reaktion

gebracht.

3.1.3.1 Synthese und Charakterisierung des Copolymers

Die Einfiilhrung der Carboxylgruppen in das Copolymer erfolgte iiber das kommerziell
erhdltliche Monomer Methacryloylethoxysuccinat (MES) (Abbildung 3-14). Copolymere aus
dem carboxylgruppenhaltigen MES sind schwache Polyelektrolyte. Das heifdt, dass sie nur bei
pH-Werten oberhalb und um den pKs-Wert der Sdure geladen vorliegen. Da Ladungen die
Ubergangstemperaturen thermoresponsiver Copolymere zu hoheren Temperaturen verschieben,
wurde als thermoresponsives Verhalten vermittelndes Comonomer ausschlieflich das
kurzkettige  Diethylenglykolmethylethermethacrylat ~(MEO,;MA)  verwendet,  dessen
Homopolymer eine relativ niedrige Ubergangstemperatur von ca. 27 °C besitzt. Dadurch ist die
Wahrscheinlichkeit geringer, dass die Ubergangstemperatur aus dem beobachtbaren
Temperaturbereich bis 70° C herauswandert, als wenn auch das hydrophilere Comonomer mit

langeren OEG-Seitenketten eingebaut wiirde.

Da eine gute Quellbarkeit der Schichten ein Ziel war, wurden nur Polymere mit niedrigen

Vernetzergehalten hergestellt. Allerdings verlaufen polymeranaloge Reaktionen im Allgemeinen
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78 Um dennoch eine méglichst quantitative Reaktion bezogen auf die

mit geringer Ausbeute.
Vernetzermolekiile zu erzielen, miissen die MES-Comonomereinheiten im Copolymer im
Uberschuss vorliegen. In der Reaktionsmischung betrug der molare Anteil an MES daher 10 %,
der an MEO;MA 90 %. Die Synthese des Copolymers erfolgte iiber eine frei radikalische

Copolymerisation (Abbildung 3-14).
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Abbildung 3-14: Schema zur Vernetzung tiber Amidbildung: Synthese des Copolymers iiber frei radikalische
Copolymerisation, Rotationsbeschichtung des Copolymers mit Jeffamin® ED 900 und Erhitzen der beschichteten
Substrate. Im Copolymer sind x =9 und y = 1. In Jeffamin® ED 900 sind (p+r) = 6; q~12,5.

Die Zusammensetzung des Copolymers wurde mittels 'H-NMR-Spektroskopie ermittelt
und entsprach der Zusammensetzung der Reaktionsmischung (vgl. 5. Experimenteller Teil). Die
Molmassenanalyse mittels GPC ergab eine scheinbare Molmasse M, von 91 kg/ mol. Der aus der
Molmasse und der Zusammensetzung errechnete Wert fiir den Polymerisationsgrad DP,, betragt
473. Wie fiir die photochemisch vernetzbaren Copolymere aus 3.1.1 sollte der DP,, auch bei der
Vernetzung iiber funktionelle Gruppen wichtig fiir die Stabilitdt der Hydrogelschichten sein. Wie
bereits bei den molmassenabhdngigen Stabilitdtstests der photovernetzbaren Copolymere aus
3.1.1.3 beschrieben, betrdgt die kritische Anzahl an Vernetzermolekiilen pro Kette 1. Ab diesem
Wert ist eine gute Schichtstabilitdt zu erwarten. Mit dem gemessenen DP, des MES-Copolymers
ergibt sich rechnerisch ein kritischer Vernetzeranteil (statistisch 1 Vernetzereinheit pro Kette)

von ca. 0,25 mol-%.

Die Triibungspunkte des Copolymers wurden in Reinstwasser und in drei Pufferlésungen
mit unterschiedlichem pH-Wert mit einer Konzentration von 3 g/ L. aufgenommen. Um den
Einfluss der Carboxylgruppen genauer zu eruieren wurden auch die Triibungspunkte eines eigens

synthetisierten MEO,MA-Referenzpolymers ohne Carboxylgruppen in den gleichen Loésungen
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mit gleicher Konzentration bestimmt. Beim Referenzpolymer verschiebt sich der Triibungspunkt
gegeniiber Reinstwasser (pH ca. 6,2, der Wert schwankt je nach CO,-Séttigung) in PBS-Puffer
(pH 7,4) um 7,7 °C zu tieferen Temperaturen. Am deutlichsten um 11,9 °C verschiebt sich der
Triibungspunkt gegeniiber Reinstwasser in Zitronensdurepuffer mit pH 5,0. In saurerem
Zitronensdurepuffer mit pH 3,0 ist der Triibungspunkt dagegen nur 8,3 °C niedriger als in
Reinstwasser. Sowohl bei htherem pH-Wert in PBS-Puffer, als auch bei tieferem pH-Wert in
den Zitronensdurepuffern verschiebt sich der Triibungspunkt also zu tieferen Temperaturen. Der
unterschiedliche pH-Wert der Losungen kann daher zumindest nicht alleinig fiir die
Verschiebung des Triibungspunktes des MEO,MA-Referenzpolymers verantwortlich sein. Eine
Erkldrung fiir das unterschiedliche Triibungsverhalten ergibt sich vielmehr aus mehreren
Einflussfaktoren. Die Triibungstemperatur thermoresponsiver Polymere wird stark durch den

Zusatz von Salzen beeinflusst. 70 5% 180-183

In allen verwendeten Pufferlosungen sind
verschiedene Salze zugesetzt. Die Variation des Triibungspunktes hdngt von der Art und Kon-
zentration des Salzes ab, der Effekt ist daher in den verschiedenen Pufferlésungen
unterschiedlich stark ausgeprdgt. In den Zitronensdurepuffern konnten zusétzlich
Wechselwirkungen zwischen der Carboxylgruppe der Zitronensdure als Lewissdure und den
Ethergruppen der OEG-Seitenketten als Lewisbase fiir die Absenkung der Triibungstemperatur
verantwortlich sein. Die etwas hohere Triibungstemperatur bei pH 3 gegeniiber pH 5 lasst sich
mit einem Einsalzeffekt des Oxonium-lons erkldren: Fiir kleine pH-Werte ist dieser Effekt fiir

ethylenglykolhaltige Verbindungen bekannt.'®* '8

Er ist verbunden mit einer Erhéhung der
Triibungstemperatur und wirkt damit bei niedrigem pH der Absenkung der Triibungstemperatur

welche durch die Salze und die Zitronensédure bewirkt wird entgegen.

Losungen des carboxylgruppenhaltigen MES-Copolymers zeigten in PBS-Puffer und in
Reinstwasser im beobachteten Temperaturbereich bis 70 °C keine Triibung. Copolymerlosungen
gleicher Konzentration in den zwei verschiedenen Zitronensdurepuffern mit pH 5 und pH 3
triibten sich dagegen bereits bei Temperaturen unterhalb der Raumtemperatur ein: Fiir die
Copolymerlosung in Zitronensaurepuffer mit pH 5 liegt der Triibungspunkt bei 15,9 °C, in
Zitronensdurepuffer mit pH 3 bei 13,3°C. Anders als beim MEO,MA-Referenzpolymer
korreliert der pH-Wert also mit der Triibungstemperatur. Der Grund dafiir liegt in den
spezifischen Effekten durch die Carboxylgrupen des MES-Copolymers: Der pKs-Wert eines

MES-Homopolymers liegt bei 5,4.'%

Demnach liegt die Carboxylgruppe in Reinstwasser und in
PBS-Puffer nahezu vollstandig deprotoniert vor. Durch die Ladungen der Carboxylatgruppen

wird das Copolymer deutlich hydrophiler und die Thermoresponsivitdt geht verloren. In den
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Zitronensaurepuffern liegen die Carboxylgruppen dagegen grofitenteils protoniert vor. Dadurch
wird das Copolymer hydrophober und der Triibungspunkt verschiebt sich gegeniiber dem
Homopolymer von MEO,;MA zu tieferen Temperaturen. Zuséatzlich bilden sich wahrscheinlich
zwischen den protonierten Carboxylgruppen und den OEG-Seitenketten H-Briicken aus.'®” '#
Diese zusétzliche Wechselwirkung zwischen den Polymerketten begiinstigt deren Kollaps und
bewirkt so eine Verschiebung der Triibungstemperatur zu tieferen Temperaturen. Der Einfluss
der H-Briicken ist bereits fiir verschiedene Copolymere mit OEG-ketten und Carboxylgruppen
beschrieben: Durch die Ausbildung von H-Briicken zwischen Oligoethylenglykolen und
Polyacrylsdure (PAA) weist beispielsweise eine Mischung beider ansonsten vollstindig

wasserloslicher Komponenten eine UCST auf.'®

Bei Temperaturen unterhalb der UCST sind die
Polymerketten {iber H-Briicken verbunden, beim Erhohen der Temperatur dissoziieren die
H-Briicken, und die Polymere gehen in Losung. Umgekehrt berichteten beispielsweise Klier et
al. von einer Beeinflussung der LCST von Hydrogelen aus Methacrylsiure und OEGMAs.'*
Ahnlich wie beim in diesem Kapitel betrachteten MES-Copolymer verschiebt sich deren LCST
bei kleineren pH zu tieferen Temperaturen. Beide Effekte, die Ausbildung von H-Briicken und
die hohere Hydrophobizitit bewirken eine Absenkung der LCST. Die Anderung der
Triibungstemperatur durch die Protonierung der Carboxylgruppen des MES-Copolymers ist
deutlich ausgeprédgter als die Anderung beim Wechsel der Pufferlosungen fiir das

Referenzpolymer.

3.1.3.2 Herstellung der Copolymerschichten

Die Immobilisierung des Copolymers erfolgte, wie bei den photovernetzbaren Schichten,
auf mit APDMSi silanisierten amingruppenhaltigen Siliziumwafern. Anders als bei den
photovernetzbaren Schichten sollten die Amingruppen des Silans direkt fiir die Immobilisierung
des MES-Copolymers genutzt werden. Dazu miissen die Amingruppen der Oberfldche mit den
Carboxylgruppen des Copolymers zur Reaktion gebracht werden. Die Auftragung des Polymers
auf die Substrate erfolgte analog den photovernetzbaren Polymeren mittels
Rotationsbeschichtung. Fiir eine Schichtdicke von ca. 100 nm wurde dazu eine Ldésung von
2 Gew.-% des Copolymers in Ethylacetat bei 50 rps auf die funktionalisierten Siliziumsubstrate

aufgeschleudert.

Als Vernetzer wurde das oligomere a, o-Diamin Jeffamin® ED-900 verwendet. Jeffamin®

ED-900 ist ein OEG, das an beiden Enden mit ca. 3 PPO-Monomereinheiten endverkappt ist.
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Der jeweils 2. Kohlenstoff des Kettenendes trdgt eine Amingruppe (Abbildung 3-14). Die
mittlere Molmasse des Vernetzers betrdgt 900 g/ mol. Durch die ldngere Kettenldnge im
Vergleich mit einem niedermolekularen Vernetzer soll die Maschenweite der Hydrogelschicht
noch erhoht werden. Jeffamin® ED-900 ist gut wasserloslich und weist im Gegensatz zu vielen
PEO-PPO-PEO-Blockcopolymeren (z. B. Pluronics®) keine LCST auf. Die Quellbarkeit der

Schicht sollte also durch den Vernetzer nicht beeinflusst werden.

Eine nasschemische Reaktion des Vernetzers mit den Carboxylgruppen des
aufgeschleuderten Copolymers ist nicht méglich. Versuche, das Copolymer auf diese Weise zu
immobilisieren, fiihrten jeweils nur zu Polymerschichten mit einer Dicke bis zu ca. 6 nm. Das
entspricht in etwa einer Monolage des Copolymers auf dem Siliziumwafer. Der Rest der
aufgeschleuderten Schicht wird vermutlich schon vor der Reaktion abgewaschen, da die
Amidbildung selbst unter Einsatz von Aktivestern langsamer verlduft als die Schichten von der
Oberflache diffundieren. Alternativ zur Reaktion in Losung kann der Vernetzer im trockenen
Zustand mit den funktionellen Gruppen im Polymer reagieren. Eine solche Reaktionsroute ist

z.B. fir die Vernetzung von LbL-Schichten bekannt:'"

Bruening et al. vernetzten
Polyelektrolytmultischichten aus Poly(acrylsdure) (PAA) und Poly(allylamin-Hydrochlorid)
(PAH), indem sie die Polyelektrolytschichten auf 180 °C erhitzten. Die vernetzten Schichten
waren anschlieBend gegen Anderungen des pH-Wertes stabil.'*> ' Bruening et al. zeigten, dass
die Vernetzung auf einer thermisch induzierten Amidbildung beruht. Bei den Polyelektrolyt-
multischichten trdgt allerdings jede Wiederholungseinheit eine funktionelle Gruppe. Die
Reaktion zwischen den Gruppen verlduft bis zu hohen Umsédtzen. Die Quellbarkeit der
vernetzten Polyelektrolytmultischichten geht daher zum einen wegen der Reaktion der gut
wasserloslichen Carboxyl- und Amingruppen und zum anderen wegen des hohen
Vernetzergrades verloren. Im verwendeten Copolymer befinden sich wesentlich weniger
funktionelle Gruppen, auRerdem wird der Diaminvernetzer Jeffamin® ED-900 nur im
Unterschuss zugegeben. Eine tiber die thermisch induzierte Amidbildung vernetzte Schicht aus
dem Copolymer und Jeffamin® ED-900 sollte daher, wenn sie stabil ist, im Vergleich zu den
vernetzten Polyelektrolytmultischichten deutlich weniger Vernetzungspunkte besitzen. Der
geringe Vernetzergrad sollte fiir einen hohen Quellgrad und fiir die angestrebte hohe

Maschenweite des Hydrogels sorgen. Das wasserlosliche Grundgeriist des Polymers bleibt bei

der Vernetzung erhalten.

Um eine Vernetzung zu erreichen, miissen Copolymer und Vernetzer zusammen auf das

Substrat aufgetragen werden. Dazu wurden je nach einzustellendem Vernetzergrad verschiedene
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Aliquote einer Stammlosung des Jeffamin® ED-900 in Ethylacetat zum Copolymer gegeben.
AnschlieBend wurde die Mischung mit Ethylacetat auf die fiir die Rotationsbeschichtung
benotigte Konzentration von 2 Gew.-% verdiinnt. Auf diese Weise wurden LoOsungen mit
0,5 mol-%, 1 mol-% und 5 mol-% Vernetzer hergestellt und per Rotationsbeschichtung auf die
funktionalisierten Siliziumwafer aufgetragen. Die erhaltenen Schichtdicken sind fiir alle Proben
dhnlich (Tabelle 3-4). Die hoheren Schichtdicken fiir die Proben mit 5 mol-% Vernetzer sind
vermutlich auf abweichende Konzentrationen der Polymerlosung bei der Rotationsbeschichtung

zuriickzufiihren.

Die Vernetzungsreaktion wurde in einem Vakuumofen sowohl unter Luft als auch unter
Stickstoffatmosphére durchgefiihrt. Fiir die Reaktion unter Stickstoffatmosphére wurde der Ofen
in 4 Zyklen jeweils evakuiert und mit N, neu befiillt. Fiir die Reaktion unter Luftatmosphére
wurden die beschichteten Siliziumwafer direkt erhitzt. In beiden Féllen wurden die

Siliziumwafer fiir 2 h bei 140 °C im Ofen belassen.

Die unter Luftatmosphédre erhitzten Wafer hatten nach dem Vernetzungsprozess eine
deutlich geringere Schichtdicke als direkt nach der Rotationsbeschichtung (Tabelle 3-4). Die
Schichtdicke der unter Stickstoffatmosphdére erhitzten Wafer schrumpfte dagegen nur um wenige
Nanometer. Da das Polymer hygroskopisch ist, ist vor dem Heizprozess moglicherweise Wasser
in der Polymerschicht gebunden. Der geringe Riickgang der Schichtdicke kann auf beim
Heizprozess entferntes Wasser zuriickgefiihrt werden. Der starke Schichtdickenverlust beim
Erhitzen unter Luftatmosphédre muss dagegen andere Ursachen haben. Méglich ist, dass beim
Erhitzen mit Sauerstoff die Polymerschicht teilweise zerstort wird. Die kleineren Kontaktwinkel
der Schichten sprechen dafiir, dass in der oxidativen Atmosphdre zusédtzliche geladene Gruppen

gebildet werden, welche den Polymerfilm hydrophiler machen.

Beim an den Heizprozess anschlieSenden Waschprozess wird bei den unter
Luftatmosphdre vernetzten Schichten kein weiteres Polymer entfernt. Auch wenn eine teilweise
Zerstorung der Polymerschicht stattgefunden hat, sind Vernetzungspunkte entstanden. Die
ellipsometrisch in einer Adsorptionszelle unter Reinstwasser gemessene Schichtdicke ist fiir die
unter Luft vernetzten Schichten nahezu mit der Trockenschichtdicke identisch: Der Quellgrad
dieser Schichten betrdgt maximal 1,1, das vernetzte Polymer quillt also nicht. Méglich ist, dass
sich beim Erhitzen neben den Amidbindungen zusétzliche Vernetzungsstellen bilden, die das
Quellen des Polymers verhindern. Eine abschliefende Erklarung fiir den Verlust der

Schichtdicke konnte nicht gefunden werden. Da eine hohe Maschenweite und damit nach der

59



Kapitel 3

Flory-Rehner-Theorie ein hoher Quellgrad ein wichtiges Kriterium fiir die Hydrogelschichten in
dieser Arbeit darstellt, wurde der Ansatz die Polymere unter Luft zu vernetzen nicht weiter

verfolgt.

Bei den unter Stickstoffatmosphédre erhitzten Polymerschichten wird wie bei den
photovernetzerhaltigen Polymeren beim Waschprozess umso mehr Copolymer entfernt, je
weniger Vernetzer eingesetzt wurde. Der Verlust betrdgt allerdings selbst bei einem geringen
Vernetzeranteil von 0,5 % nur 16 % der Schichtdicke. Die Quellgrade bei Raumtemperatur
stimmen nicht mit der nach der Flory-Rehner-Theorie erwarteten Entwicklung iiberein: Der
Quellgrad betrdgt fiir den Copolymerfilm mit 0,5mol-% Jeffamin nur 1,8, fiir den
Copolymerfilm mit 1 mol-% Vernetzer und fiir den mit 5 mol-% Vernetzeranteil am starksten
vernetzten Film sind sie mit 3,3 und 2,0 etwas héher. Offenkundig spielt fiir den Quellgrad der
Hydrogelfilme auch die stirkere Hydrophilie des Vernetzermolekiils eine Rolle: Jeffamin®
ED 900 ist bei Temperaturen bis 90 °C in Reinstwasser 16slich und zeigt keinen Triibungspunkt.
Auch in einer Losung des Jeffamins in verdiinnter NaOH mit pH 12 bleibt der Vernetzer bis
90 ° C gelost. Unter diesen basischen Bedingungen oberhalb des pKs des Jeffamins liegen alle
Amine deprotoniert vor. Die Loslichkeit in diesem Zustand entspricht eher der Loslichkeit des zu
Amiden umgesetzten Vernetzers im Hydrogel. Die Amingruppen die sich bei der Reaktion mit
den Carboxylgruppen des Polymers zu Amidgruppen umsetzen sind offensichtlich fiir die gute
Loslichkeit nicht entscheidend. In den vernetzten Polymerschichten bindet der Vernetzer durch
den groleren Anteil an hydrophilen Gruppen mehr Wasser als die Comonomereinheiten,
dadurch koénnen Schichten mit mehr Vernetzereinheiten mehr Wasser binden und stdrker
quellen. Die Comonomereinheiten selbst sind dagegen bei Raumtemperatur (ca. 22 °C) noch
nicht sonderlich hydrophil. Ein Hinweis darauf geben auch die Kontaktwinkelmessungen: Die
Kontaktwinkel der Hydrogelschichten bei Raumtemperatur sind mit Werten um 80° relativ groR.
Ahnliche Werte wurden fiir Kontaktwinkel auf Polymerbiirsten aus PMEO,;MA bereits von

Caycara et al. bei Temperaturen um 25 °C berichtet.'**

Sie zeigten, dass die Kontaktwinkel mit
den PMEO,;MA-Biirsten erst bei Temperaturen unterhalb 25 °C Werte unter 60° einnehmen.
Dieser Befund fiir die Polymerbiirsten stimmt gut mit dem ellipsometrisch untersuchten

thermoresponsiven Verhalten der Copolymerschichten iiberein (s. ndchster Abschnitt).
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Tabelle 3-4: Herstellung und Charakterisierung der verschiedenen mittels thermischer Amidbildung vernetzten
Hydrogelschichten

Vernetzeranteil®  Vernetzungs-  Schichtdicke®  Schichtdicke?  Schichtdicke” Verlust Kontakt-  Quellgrad™©
X Jeffamin atmosphére nach nach nach Schichtdicke  winkel® in
(mol-%)* Rotations- Erhitzen Waschen nach (@) Reinstwasser
beschichtung (nm) (nm) Waschen (d/ dy)
(nm) (%)
0,5 Luft 112 76 76 0 59 1,0
1,0 Luft 108 79 78 1 58 1,1
5,0 Luft 122 77 79 (-2) 57 1,1
0,5 N, 110 103 89 16 84 1,8
1,0 N, 106 99 85 13 80 3,3
5,0 N, 125 125 111 11 79 2,0

? Bezogen auf Monomereinheiten. ® Bestimmt mittels Ellipsometrie. ¢ Bei Raumtemperatur.

3.1.3.3 Thermoresponsives Verhalten der Schichten

Die mittels Rotationsbeschichtung hergestellten und unter Stickstoffatmosphére thermisch
vernetzten Copolymerschichten wurden in einer beheizbaren Flusszelle mittels Ellipsometrie
vermessen. Die Schichtdicken der gequollenen Hydrogele wurden bei verschiedenen

Temperaturen bestimmt und der Quellgrad aus der Trockenschichtdicke dy berechnet.

In Abbildung 3-15 ist die Entwicklung des Quellgrades einer mit 0,5 mol-%
Jeffamin ED 900 vernetzten Schicht mit steigender Temperatur in verschiedenen Lésungsmitteln
dargestellt. In Reinstwasser betrdgt der Quellgrad selbst bei 15°C nur 2,4. Der
Temperaturbereich in dem sich der Schichtkollaps vollzieht verlauft bis ca. 30 °C. Diese geringe
Ubergangstemperatur spricht wie die hohen Werte bei der Kontaktwinkelmessung fiir eine
geringe Hydrophilie der Copolymerschicht. Im Gegensatz dazu ist eine Lésung des Copolymers
in Reinstwasser in einem weiten Temperaturbereich bis 70 °C gut 16slich und zeigt keine
Triibung. Das Phasenverhalten der immobilisierten Copolymerschicht unterscheidet sich also
deutlich von dem der Copolymerlosung. Vergleichbar ist das Kollapsverhalten der
Copolymerschicht aus dem MES-Copolymer dagegen mit dem Kollapsverhalten einer Schicht
aus dem photovernetzten MEO;MA-Copolymer T-1 mit gleichem Vernetzergehalt. Sowohl der
Quellgrad, als auch der Temperaturbereich in dem sich der Kollaps vollzieht stimmt bei beiden

Copolymerschichten nahezu iiberein (Abbildung 3-8).
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Werden die Quellkurven der MES-Copolymerschicht in PBS-Puffer mit pH 7,4 oder in
Zitronensdurepuffer mit pH5 aufgenommen, é&ndern sich die Quellgrade merklich: In
PBS-Puffer steigt der Quellgrad an und die Kollapskurve verlduft insgesamt flacher. Selbst bei
70 °C ist die Schicht mit einem Quellgrad von 2,4 noch stark gequollen. Dagegen ist der
Quellgrad im sauren Zitronensdurepuffer insgesamt geringer. Der Kollaps verlduft wie in
Reinstwasser in einem Temperaturbereich bis ca. 30 °C. Die pH-Abhéngigkeit des Quellgrades
ist durch die aus dem MES stammenden Carboxylgruppen erkldrbar. Bei hohem pH sind diese
deprotoniert und erhéhen damit insgesamt die Hydrophilie der Hydrogelschicht. Bei niedrigem

pH liegen die Carboxylgruppen dagegen protoniert vor und machen die Hydrogelschicht

insgesamt hydrophober.
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Abbildung 3-15: Quellgrad bei verschiedenen Temperaturen und in verschiedenen Losungsmitteln fiir eine
Polymerschicht aus dem Copolymer P(MEO,MA-co-MES), vernetzt mit 0,5 mol-% Jeffamin® ED 900. ()
Quellgrad in PBS-Puffer, (!) Quellgrad in Reinstwasser, (13) Quellgrad in Zitronensaurepuffer pH 5.

Die pH-Abhéngigkeit der Quellkurven zeigt, dass nach der Vernetzungsreaktion noch freie
Carboxylgruppen in der Hydrogelschicht vorliegen. Dies ist aus der der Stdchiometrie der
eingesetzten Gruppen zu erwarten: Bei einem MES-Anteil von 10 mol-% im Copolymer wiirden
bei quantitativen Umsatz der Amingruppen bei einem Vernetzeranteil von 5 mol-% noch
5mol-% Carboxylgruppen bezogen auf die Monomerzusammensetzung des Polymers
verbleiben, bei einem Vernetzeranteil von 1 % noch 9 mol-% Carboxylgruppen und bei einem

Vernetzeranteil von 0,5 % noch 9,5 mol-% Carboxylgruppen. Die verbliebenen Carboxyl-
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gruppen konnen als funktionelle Gruppen eingesetzt werden. Diese der Vernetzungsreaktion
inhdrente Funktionalisierung der Hydrogelschicht konnte fiir eine mogliche nachgelagerte

Umsetzung mit anderen Gruppen von Vorteil sein.

Wird fiir die Vernetzung ein groBerer Vernetzeranteil eingesetzt, verlduft der
Schichtkollaps iiber einen insgesamt weiteren Temperaturbereich (Abbildung 3-16). Bei
Temperaturen oberhalb 30 °C ist der Quellgrad sowohl in Reinstwasser als auch in PBS-Puffer
fiir Schichten mit einem hoheren Vernetzeranteil grofer als fiir Schichten mit einem geringeren
Vernetzeranteil. Dieses Verhalten ist mit der hoheren Hydrophilie des Vernetzers Jeffamin
erklarbar: Jeffamin ist bei Temperaturen bis 90 °C sowohl in Reinstwasser als auch in
NaOH-Lésung mit einem pH-Wert von 12 sehr gut 16slich. Wie bereits fiir die Messungen bei
Raumtemperatur beschrieben bindet der Vernetzer dadurch in den vernetzten Polymerschichten
mehr Wasser als die Comonomereinheiten. Schichten mit mehr Vernetzereinheiten kénnen daher

mehr Wasser binden und starker quellen.

In PBS-Puffer sind alle Schichten mit unterschiedlichem Vernetzeranteil starker gequollen als in
Reinstwasser. Unter diesen basischen Bedingungen sollten alle Carboxylgruppen deprotoniert
vorliegen. Das Loslichkeitsverhalten des Hydrogels wird unter diesen Bedingungen von den
geladenen Carboxylgruppen dominiert. Der Quellgrad ist fiir die Polymerschicht mit 0,5 mol-%
Vernetzergehalt am grofiten und sinkt in der Reihenfolge von 1 mol-% Vernetzergehalt zu
5mol-% Vernetzergehalt ab. Bei den durch die deprotonierten Carboxylgruppen stdrker
gequollenen Schichten bestimmt also in Ubereinstimmung mit der Flory-Rehner-Theorie der

Vernetzergehalt malgeblich den Quellgrad.
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Abbildung 3-16: Polymerschichten mit verschiedenem Vernetzergehalt: Quellgrade bei verschiedenen
Temperaturen. a) In Reinstwasser (schwarze, quadratische Symbole): (!) 0,5 % Vernetzer, ()) 1 % Vernetzer, (V)
5 % Vernetzer. b) in PBS-Puffer (blaue, runde Symbole): (,) 0,5 % Vernetzer, (.) 1 % Vernetzer, (6) 5 % Vernetzer.
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3.2 Thermoresponsive Polymere zur Proteinerkennung

Einige Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass thermoresponsive Polymere fiir die
Analytdetektion generell einsetzbar sind (Kapitel 2.1.1). Das Schalten thermoresponsiver
Polymere durch native Proteine wurde allerdings bislang noch nicht berichtet. Im Folgenden
wird der Einfluss einer selektiven Proteinbindung auf ein thermoresponsives Polymer dargestellt.
Als Affinitdtsbindungsmodell wurde das weitverbreitete System aus dem Protein Avidin und

dem Bindungspartner Biotin gewahit.'*

Das Glykoprotein Avidin bindet mit sehr hoher Affinitét
und Spezifitdt an Biotin. Zur Herstellung des Modellsystems wurde Biotin kovalent mit dem
Polymer verkniipft. Erste Versuche zur Anbindung des Biotins iiber eine polymeranaloge
Reaktion waren erfolgreich. Jedoch ist ein quantitativer Umsatz bei polymeranalogen Reaktionen
schwer zu erzielen. Da verbleibende funktionelle Gruppen im Copolymer den Phaseniibergang
des Copolymers beeintrdchtigen wiirden, wurden die Biotingruppen in einem weiteren Versuch

tiber eine Copolymerisation mit biotinhaltigen Monomeren eingefiihrt.

3.2.1 Synthese und Charakterisierung biotinylierter

thermoresponsiver Copolymere

Die biotinhaltigen Monomere Biotinylamidopropylmethacrylamid (BAPMA) bzw.
Biotinylamidoethylmethacrylat (BAEMA) wurden in Anlehnung an eine Vorschrift von Narain
et al. synthetisiert.'” Dabei wird zunachst aus Biotin mit Dicylclohexylcarbodiimid (DCC) und
N-Hydroxysuccinimid (NHS) ein Aktivester gebildet und isoliert. In einer zweiten Stufe wird
dann der Aktivester mit 3-Aminopropylmethacrylamid bzw. 2-Aminoethylmethacrylat unter
Zuhilfenahme einer Base umgesetzt (Abbildung 3-17 fiir Synthese des BAPMA,
Synthesevorschrift BAPMA und BAEMA: s. Experimenteller Teil). Die direkte Synthese aus
Biotin iiber die Aktivierung der Carbonsauregruppe mit DCC / NHS in einer Eintopfreaktion war
nicht moglich, die Reaktion zeigte jeweils auch nach mehreren Aktivierungsschritten keinen

Umesatz.

Der Einbau der biotinhaltigen Monomere in ein thermoresponsives Copolymer erfolgte
iber eine terndre Copolymerisation mit den beiden Monomeren MEO,;MA und OEGMA,s. Fiir
die Copolymerisation wurde der sehr robuste Weg der freien radikalischen Polymerisation mit
thermischer Initiierung tiiber AIBN gewdhlt. Fiir den Fall einer ideal azeotropen

Copolymerisation ldsst sich der Funktionalisierungsgrad des Copolymers leicht {iber den
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molaren Anteil des biotinhaltigen Monomers in der Reaktionsmischung einstellen. In diesem
Fall entspricht die Copolymerzusammensetzung {iber den gesamten Verlauf der

Copolymerisation der Zusammensetzung der Reaktionsmischung.

Der Einbau von BAPMA in das ternire Copolymer wurde mittels 'H-NMR-Spektroskopie
bestimmt. Dazu wurden die Integrale charakteristischer Signale miteinander verglichen
(Abbildung 3-18). Charakteristisch fiir BAPMA sind die Signale der Protonen an den
stereogenen Zentren in Nachbarschaft zur Harnstoffgruppe (a und b). Fir OEGMA475 und
MEO;MA wurden die Signale der a-Ester Protonen (c‘), die a-Ether Protonen aus den
Seitenketten (c), sowie die Protonen der Methylgruppen aus den Seitenendgruppen (d)
beriicksichtigt. Der Anteil von BAPMA im Copolymer wurde iiber ein Gleichungssystem mit
den auflosbaren Integralen aus a, (b+c‘) und (c+d) berechnet. Wie in Tabelle 3-5 zu sehen

entspricht der Anteil jeweils nahezu dem Monomerverhéltnis in der Reaktionsmischung.
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Abbildung 3-17: Schema fiir die Synthese des Biotinderivats BAPMA (oben) und die terndre Copolymerisation mit
MEOZMA und OEGMA475.

Die Tatsache, dass der Anteil des BAPMA im Copolymer nahezu dem Anteil des
Monomers im Monomerfeed entspricht, ist allerdings noch kein Beleg fiir einen gleichmélligen
Einbau des Monomers in das terndre Copolymer, da die Umsétze der Polymerisation mit 90 %

hoch sind. Die Wiederfindung der Monomeranteile der Reaktionsmischung in der Gesamtheit
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der Copolymerketten ist bei diesen Umsdtzen zwangsldufig. Die Zusammensetzung der
einzelnen Polymerketten kann dennoch inhomogen sein. Voraussetzung fiir einen homogenen
Einbau des Monomers ist vielmehr, dass die Copolymerisationsparameter der Comonomere im
Bereich 1; = 1 sind, d.h. Bedingungen fiir eine ideal azeotrope Copolymerisation vorliegen. In
diesem Fall entspricht die Copolymerzusammensetzung iiber den gesamten Verlauf der

Copolymerisation der Zusammensetzung der Reaktionsmischung.

6.5 55 4,5 35 2,5 1,5 0,5
ppm

Abbildung 3-18: '"H-NMR-Spektrum eines terniaren Copolymers aus BAPMA, MEO,MA und OEGMA 7,
aufgenommen in CDCls.

Aufgrund ihrer groBen chemischen Ahnlichkeit sollten die Reaktivititen der beiden
Methacrylate MEO;MA und OEGMA4;s nahezu gleich sein. Da Methacrylamide im

Allgemeinen eine geringere Reaktivitit aufweisen als Methacrylate,"’

ist dagegen fiir das
Methacrylamid BAPMA eine etwas geringere Reaktivitdt zu erwarten. Die Copolymerisations-
parameter fiir die beiden einzelnen bindren Systeme aus je einem Methacrylat und dem
Methacrylamid geben Aufschluss iiber den Einbau der verschiedenen Monomere in das
Copolymer. Wegen der geringen Loslichkeit von BAPMA konnen diese allerdings nicht direkt
bestimmt werden, da zur korrekten Bestimmung der Copolymerisationsparameter in
Copolymerisationsexperimenten auch Copolymere mit einem hoéheren Anteil an BAPMA

hergestellt werden miissten. Die dazu benétigten Monomermischungen sind aber jeweils in allen
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getesteten Losungsmitteln partiell unléslich (EtOH, H,O, DMEF, Ethylacetat, Toluol,
Trifluorethanol, Hexafluoro-2-propanol). Copolymerisationsparameter bestimmt in einem
Modelsystem mit dem hydrophilen 2-Hydroxypropylmethacrylamid (HPMA) lassen allerdings
Riickschliisse auf das System mit dem Methacrylamid BAPMA zu. Fiir MEO,MA und HPMA
werden Copolymerisationsparameter von r; und r, gleich 1,1 und 0,9 gefunden, fiir OEGMA 475
und HPMA sind r; und r; gleich 1,1 und 0,7. Das Methacrylamid ist also jeweils etwas weniger
reaktiv, die Copolymere damit in ihrer Zusammensetzung leicht heterogen. In Analogie dazu
sind auch fiir Copolymere aus dem Methacrylamid BAPMA und den Methacrylaten MEO,MA
oder OEGMA,;s inhomogene Copolymerketten zu erwarten. Ein  verbessertes
Copolymerisationsverhalten ist fiir das Methaycrylat BAEMA zu erwarten. Die Elektronendichte
der Doppelbindung sollte hier dhnlich zu denen der anderen Methacrylate MEO,MA und
OEGMA,;s sein. Neben elektronischen Effekten sind allerdings fiir  dieses
Copolymerisationssystem sterische und Mischbarkeitseffekte, die die Reaktivitit des BAEMA
gegeniiber MEO,MA und OEGMA,;5 beeinflussen, nicht auszuschliefen. Von vollkommen
homogenen Copolymeren kann also auch bei diesem System nicht zwingend ausgegangen
werden. Dies trdgt unter Umstdnden dazu bei, dass die Phaseniiberginge, wie in der
Triibungskurve sichtbar, sowohl fiir Copolymere mit dem Methacrylamid BAPMA als auch fiir
solche mit dem Methacrylat BAEMA etwas verbreitert sind (vgl. BAPMA (Bt-4) in Abbildung
3-20 und BAPMA und BAEMA (Bt-4 und Bt-1-3) in Tabelle 3-5).

In Copolymeren aus MEO,MA und OEGMA,7s lésst sich die Phaseniibergangstemperatur
in einem weiten Bereich iiber das Verhéltnis der beiden unterschiedlich hydrophilen Monomere
einstellen.” Die Triibungstemperaturen der synthetisierten Copolymere OEG-1 und OEG-2 in
Reinstwasser stimmen jeweils mit vergleichbaren Copolymeren von Lutz et al. iiberein.* Da fiir
die Untersuchung der Wechselwirkung der Polymere mit Proteinen in physiologischen
salzhaltigen Puffern gearbeitet werden muss, ist eine einfache Abschdtzung der
Ubergangstemperaturen nach Lutz et al. allerdings nicht moglich, da die Ubergangstemperatur
thermoresponsiver (Co)polymere durch die Art und die Konzentration verschiedener Salze stark
beeinflusst wird:'®*> '*® demgegeniiber sind die Triibungspunkte in phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) (Tabelle 3-5) fiir OEG-1 mit 8 mol-% OEGMA,;5 um 2,8 °C und fiir OEG-2
mit 12 mol-% OEGMA.75 bereits um 4,9 °C niedriger. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit
und ohne Proteinzugabe wurden die Triibungspunkte daher ausschlieflich in PBS-Puffer

aufgenommen.
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Werden in das Copolymer Biotineinheiten eingebaut, verschiebt sich der Triibungspunkt
mit steigendem Biotinanteil zu tieferen Temperaturen (s. Tabelle 3-5). Verglichen mit dem
biotinfreien Polymer OEG-1 verschiebt sich der Triibungspunkt bei 3 mol-% BAEMA und
gleichem Verhdltnis von MEO;MA zu OEGMA,7s in Bt-2 beispielsweise schon um 4,8 °C, bei
28,1 mol-% Biotineinheiten in Bt-3 bereits um 8,8 °C. Durch den Einbau des Biotins wird ein
MEO;MA/ OEGMA75-Copolymer also insgesamt hydrophober. Die Verschiebung des
Triibungspunktes kann allerdings durch den Einbau groRerer Mengen des hydrophileren
OEGMA,75s kompensiert werden. Durch geeignete Wahl der Copolymerzusammensetzung lasst
sich der Triibungspunkt in einem weiten Bereich einstellen, zum Beispiel auf einen Wert nahe

der menschlichen Korpertemperatur bei Polymer Bt-4 (Einsetzen der Triibung bei 37,7 °C).

Tabelle 3-5: Charakterisierung der synthetisierten biotinhaltigen Copolymere

Polymer BAEMA/ BAEMA/ M, ¢ DP, ¢ MEO,MA/ TP, bei TP, bei 50 %
BAPMA BAPMAim (kg/ mol) OEGMA,; Einsetzen der Transmission !
in der Copolymer in der Triibung f
Reaktions-  (mol-%) * Reaktions- (°C) (°C)
mischung mischung
(mol-%)
OEG-1 - 59 124 92/8 32,9 33,5
OEG-2 - 27 119 88/ 12 35,5 36,5
Bt-1 1,0 0,9° 29 134 92/:8 31,0 32,3
Bt-2 5,0 3,1° 37 172 92/8 28,1 29,3
Bt-3 30,0 28,1° 36 149 92/8 24,1 26,8
Bt-4 18,7°¢ 18,9° 27 104 82 /18 37,7 39,1

3 Berechnet aus "H-NMR-Spektroskopie. ® Copolymer mit BAEMA. ¢ Copolymer mit BAPMA. ¢ Apparentes
Zahlenmittel der Molmasse M,, bestimmt {iber GPC in DMF Kalibriert mit Polystyrolstandards. ¢ Durchschnitt

berechnet aus GPC und Monomerfeed. * Alle Triibungsmessungen in PBS.

Die Zugdnglichkeit der Biotingruppe fiir Avidin im Copolymer wurde mithilfe eines
Verdrangungsassays basierend auf 4-Hydroxyazobenzol-2-carbonsdure (HABA) getestet. HABA
kann dhnlich wie Biotin iiber nicht-kovalente Wechselwirkungen an Avidin binden, allerdings

mit einer deutlich geringeren Affinitat.'"

Die Bindung an Avidin stabilisiert dabei die
Chinonform des HABA (s. Abbildung 3-19 Inlay). Dadurch &dndert sich die Farbigkeit und eine
zusdtzliche Absorptionsbande bei 500 nm wird sichtbar. Wird zu dieser Lésung mit HABA-
Avidin-Komplex eine biotinylierte Spezies gegeben, so wird das HABA aus der Bindungstasche
des Avidin verdrdangt und die fiir den HABA-Avidin-Komplex spezifische Absorptionsbande
sinkt proportional zur Menge des zugegebenen biotinylierten Analyten. Uber die Differenz der

Intensitédt der Absorptionsbande vor und nach Zugabe des biotinylierten Analyten kann dann bei
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bekanntem Extinktionskoeffizienten fiir den HABA-Avidinkomplex die Menge an verfiigbarem
Biotin berechnet werden (s. Experimenteller Teil). In einer 0,05 g/ L. Losung eines Copolymers
mit 18 mol-% Biotingruppen (bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie) wurde so die
Konzentration an fiir die Bindung an Avidin verfiigbarem Biotin auf 8 pmol/ L berechnet. Das
heiflt, dass ca. 20 % der vorhandenen Biotingruppen tatsdchlich fiir Avidin zugdnglich sind.
Weitere Biotingruppen sind vermutlich wegen des im Vergleich zur GroRe des Avidins geringen
Abstandes zwischen den einzelnen Wiederholungseinheiten sterisch blockiert, sobald Avidin an

eine benachbarte Biotineinheit bindet.

Absorbtion

450 500 550 600
Al nm

Abbildung 3-19: UV-vis-Spektrum einer HABA-Avidin Losung vor (- - -) und nach der Zugabe einer 0,05 g/ L
Losung des biotinhaltigen Polymers Bt-4. Die schwarze Linie (—) zeigt das Absorptionsspektrum von reinem
HABA.

3.2.2 Einfluss der Avidinbindung auf das Phasenverhalten

Um den Einfluss gebundenen Avidins auf das Losungsverhalten des biotinhaltigen
Copolymers zu untersuchen, wurden gleiche Volumina von Lésungen aus Polymer und Avidin
in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gemischt und Triibungskurven aufgenommen
(Abbildung 3-20). Die Konzentration an Copolymer im Gemisch wurde konstant bei 2 g/ L

belassen, die Avidinkonzentration wurde variiert. Deutlich zu sehen ist, dass nach der
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Abbildung 3-20: Triibungskurven des biotinylierten Copolymers Bt-4 ohne Avidin (m), mit 30 pmol/ L. Avidin (o)
und mit 45 pmol/ L Avidin (A). Die Messungen erfolgten in phosphatgepufferter Salzlgsung (PBS).

Avidinzugabe der Phaseniibergang etwas breiter wird. Mit steigender Avidinkonzentration
verschiebt sich der Triibungspunkt aullerdem zu hoheren Temperaturen. Die grofite
Verschiebung des Triibungspunktes wurde fiir eine Avidinkonzentration von 45 pmol/ L
gemessen. Der Triibungspunkt bei 50 % Intensitdt liegt hier unter dem Einfluss von Avidin um
13,7 °C hoher als bei dem reinen Copolymer. Die Verschiebung des Triibungspunktes zu
hoheren Temperaturen impliziert, dass der Avidin-Polymer-Komplex hydrophiler ist als das
reine Copolymer. Dies steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass Avidin ein sehr gut

wasserlosliches Protein ist.

Die Abhidngigkeit dieses Ansprechverhaltens auf Avidin von der eingesetzten
Polymerkonzentration ist in Abbildung 3-21a dargestellt. Die Avidinkonzentration liegt fiir alle
Losungen konstant bei 15 pmol/L. In der Reihe von 2,0 g/L tber 1,0g/L zu 0,5g/ L
Copolymerlosung steigt die Differenz der Triibungspunkte fiir die Lésungen mit und ohne
Avidin an. Anscheinend ist das Verhdltnis Polymer zu Avidin ausschlaggebend fiir die

,Hydrophilisierung“ des Copolymers.

Inwieweit das Ansprechverhalten vom Funktionalisierungsgrad der Polymere abhédngig ist,
wurde mit den Copolymeren Bt-1, Bt-2 und Bt-4 untersucht. In Abbildung 3-21b ist die

Verschiebung der Triibungspunkte fiir die verschiedenen Copolymere nach Zugabe von
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15 pmol/ L Avidin dargestellt. Je groRer der Biotinanteil im Copolymer ist, desto grofer ist der
Einfluss des Avidin auf die Lage der Triibungspunkte. Die Verschiebung der
Phaseniibergangstemperatur ist also auch von der Funktionalisierungsdichte des Copolymers

abhéngig.

Dieser ,,hydrophile Effekt“ steht scheinbar im direkten Widerspruch zu Untersuchungen

1. Sie beobachteten fiir biotinylierte Mikrogele bestehend aus

von Colonne et a
N,N-Diethylacrylamid und 2-Hydroxyethylmethacrylat bei der Wechselwirkung mit Avidin eine
Schrumpfung der Hydrogelpartikel. Die Ergebnisse der Triibungsmessungen der vorliegenden
Arbeit legen jedoch nahe, dass die beobachtete Schrumpfung auf eine zusétzliche Vernetzung
durch das tetravalente Avidins zuriickzufiihren ist, anstatt auf eine Verdnderung der Loslichkeit
des Gesamtsystems wie von Colonne et al. postuliert. Tatsdchlich vernetzen auch
Polymerlésungen aus dem linearen biotinylierten Copolymer Bt-4, wenn die Avidin-

konzentration im System 45 pmol/ L iiberschreitet. Das gleiche Phdnomen ldsst sich auch
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Abbildung 3-21: Verschiebung des Triibungspunktes bei 50 % Transmission fiir biotinhaltige Copolymere unter
dem Einfluss von Avidin. Die Avidinkonzentration betrédgt jeweils 1 g/ L. a) Variation der Polymerkonzentration
des Copolymers Bt-4 b) Variation des Biotingehalts im Copolymer (€ Bt-1, 7 Bt-2, | Bt-4).

bei geringeren Avidinkonzentrationen beobachten, wenn die eingesetzte Polymerkonzentration
entsprechend verringert wird. Andersherum féllt Polymer auch aus, wenn hohe
Polymerkonzentrationen iiber 3 g/ L eingesetzt werden. Das gebildete Prézipitat ldsst sich
anschliefend bei Verdiinnen auch nicht mehr durch Heizen oder Kiihlen auflosen. Bei geringeren
Avidinkonzentrationen entsteht der flockige weisse Niederschlag gleichfalls nach dem
Erwdrmen {iber den Phaseniibergang hinaus. Anscheinend ist die Vernetzung im kollabierten
Zustand effektiver, da sich die verschiedenen Polymerketten in deutlich geringerem Abstand

zueinander befinden.
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Das tetravalente Avidin wirkt nicht als Vernetzer, wenn es vor der Zugabe zum
biotinylierten Polymer mit dem Dreifachen der molar dquivalenten Menge Biotin weitgehend
abgesdttigt wird. Im Mittel ist dann nur noch eine Bindungstasche des Avidins unbesetzt, das
Avidin ist 0,75-fach gesattigt. Die Auswirkungen der Zugabe dieses vorbehandelten Avidins sind
in Abbildung 3-22 zu sehen. Wie im Falle des unvorbehandelten Avidins verschiebt sich der
Triibungspunkt zu hoheren Temperaturen. Im Vergleich zum unvorbehandelten Avidin kann
deutlich mehr Avidin zu der Copolymerlosung gegeben werden, ohne dass diese vernetzt.
Oberhalb 130 pmol/ L féllt bereits bei Raumtemperatur weiles Prazipitat aus der Loésung aus.
Vergleicht man die eingesetzten Konzentrationen, fdllt auf, dass die Verschiebung deutlich
weniger stark ausféllt als bei unbehandeltem Avidin. Eine Erklarung dafiir konnte sein, dass das
Avidin-Biotin-Addukt eine geringere Hydrophilie als das reine Avidin besitzt. Méglich ist auch,
dass nicht alles Avidin fiir die Bindung an das Copolymer zur Verfiigung steht. Da die Bindung
des Biotins an Avidin eine Gleichgewichtsreaktion ist, befindet sich neben dem statistisch im

Mittel erwarteten dreifach geséttigten Avidin auch vollstindig abgesattigtes Avidin in der

Losung.
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Abbildung 3-22: Triibungskurven des biotinhaltigen Copolymers Bt-4 mit verschiedenen Mengen potentiell
vorgesattigtem Avidin. Vor der Zugabe des Avidins zu der Polymerlésung wurde die dreifach molare Menge Biotin
zugegeben: (!) 0 pmol/ L Avidin, (4) 65 pmol/ L Avidin vorbehandelt mit 195 pmol/ L Biotin, (K) 130 pmol/ L
Avidin vorbehandelt mit 390 pmol/ L Biotin.
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Kompetitive Verdriangung

Der Triibungspunkt des Polymer-Avidin-Addukts verschiebt sich nach der Zugabe eines
Uberschusses freien Biotins zu tieferen Temperaturen. Bei Copolymer Bt-4 (TPsy = 39,1 °C)
steigt der Triibungspunkt in Anwesenheit von 45 pmol/ L. Avidin auf 52,8 °C. Bei der Zugabe
von Biotin im 10-fachen molaren Uberschuss zu der Losung, geht der Triilbungspunkt zuriick zu
40,7 °C, liegt also dennoch etwas oberhalb des Triibungspunktes des reinen Copolymers. Ebenso
lasst sich bereits ausgefallenes Prazipitat aus einer Polymer-Avidin-Mischung durch eine Zugabe
eines Uberschusses Biotin wieder auflésen. Das polymergebundene Biotin scheint also
kompetitiv durch das freie Biotin verdrdngt zu werden. Die Verschiebung des Triibungspunktes
ist nicht vollstdandig reversibel. da das Avidin mit der Zugabe des Biotins nicht aus dem System

entfernt wird und die Bindung an das Avidin stets nur eine Gleichgewichtsreaktion ist.

Die Avidin-Biotin-Bindung ist die stdrkste bekannte natiirlich vorkommende nicht-
kovalente Bindung und wird in der Literatur hiufig als nahezu irreversibel beschrieben.?”" %2
Das polymergebundene Biotin ist allerdings iiber die Carboxylgruppe an das Polymer verkniipft.
Da die Carboxylgruppe zur Bindung an Avidin beitrigt,**® sollte die Bindungskonstante fiir das
polymergebundene Biotin etwas schwacher sein, als die des freien Biotins. Zusétzlich bilden die
Oligoethylenglykolseitenketten eine sterisch anspruchsvolle Umgebung, die dazu beitragen

kann, dass die Bindungsstdrke im Polymer-Avidin-Addukt herabgesetzt wird.

3.2.3 Kontrollversuche - Spezifitat

Um die Spezifitdt der Loslichkeitsverdnderung durch Avidin zu verifizieren, wurden einige
Kontrollexperimente durchgefiihrt. Zundchst wurden Triibungskurven fiir das biotinfreie
Copolymer OEG-2 in Anwesenheit von Avidin aufgenommen. Die experimentellen
Bedingungen entsprachen dabei genau denen fiir die Messungen mit biotinylierten Copolymeren.
Der Triibungspunkt blieb selbst bei hohen Avidinkonzentrationen von bis zu 90 pmol/ L
unverdndert (Abbildung 3-23a). Das zeigt, dass die Verschiebung des Triibungspunktes auf eine
Wechselwirkung des Avidin mit den Biotingruppen im Copolymer zuriickzufiihren ist. Um
unspezifische Wechselwirkungen mit den Biotingruppen auszuschliefen, wurde in einem
weiteren Kontrollexperiment das Loslichkeitsverhalten des biotinylierten Copolymers Bt-4 unter
Einfluss des Proteins Rinderalbumin (englisch: bovine serum albumine, BSA) untersucht. BSA

ist wie Avidin ein sehr gut wasserlosliches Protein, besitzt eine &hnliche Molmasse
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(M, =66.000 g/ mol) und ist fiir sein hohes Potential fiir unspezifische Wechselwirkungen

71, 204, 205

bekannt. Selbst nach der Zugabe hoher Konzentrationen BSA verschob sich der

Triibungspunkt fiir das biotinylierte Copolymer Bt-4 nicht (Abbildung 3-23b). Die

Eigenschaftsanderung im biotinhaltigen Copolymer wird also allein durch die spezifische

Analytbindung verursacht.
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Abbildung 3-23: Kontrollversuche zur Spezifitit des Einflusses von Avidin auf thermoreponsive biotinylierte
Copolymere. a) Triibungskurve eines bindren Copolymers aus MEO,MA und OEGMA 475 (OEG-2) ohne Avidin (e)

und mit 90 pmol/ L Avidin (). b) Triibungskurve des biotinhaltigen Copolymers Bt-4 allein (m) und des
Copolymers in Gegenwart von 120 pmol/ L BSA (o).

Ganz ausgeschlossen werden konnen unspezifische Wechselwirkungen allerdings nicht: In
einer Triibungsmessung fiir das biotinylierte Copolymere Bt-4 mit dem Protein Fibrinogen
dndert sich der Triibungspunkt bei einer Proteinkonzentration von 6 g/ L um 3 °C (hier nicht
gezeigt). Fibrinogen ist als Gerinnungsfaktor eines der am stdrksten unspezifisch bindenden
Proteine. Vor diesem Hintergrund ist es interessant zu bemerken, dass sich das
Loslichkeitsverhalten bei der Zugabe zum unfunktionalisierten Copolymer OEG-2 nicht dndert.
Dies zeigt auf der einen Seite die hervorragenden antifouling-Eigenschaften des Basispolymers,
auf der anderen Seite aber auch die Notwendigkeit, je nach Variation des Basissystems beim
Einbau verschiedener funktioneller Gruppen die unspezifischen Wechselwirkungen genau zu

untersuchen. Im vorliegenden Fall treten offenbar unspezifische Wechselwirkungen zwischen

Fibrinogen und den Biotineinheiten auf.
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3.3 Diinne Hydrogelschichten fiir die Proteinerkennung
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Abbildung 3-24: Schema der Synthese von quarterndren thermoresponsiven, photovernetzbaren Copolymeren mit
Biotingruppen.

Nach den grundsdtzlichen Experimenten zur Wechselwirkung des Proteins Avidin mit
biotinhaltigen thermoresponsiven Copolymeren in Losung (Kapitel 3.2) wurde in einem ndchsten
Schritt der Effekt einer selektiven Bindung des Testproteins an eine diinne Hydrogelschicht
untersucht. Dazu wurden biotinhaltige Copolymere auf Oberflichen immobilisiert. Fiir die
Anbindung und Vernetzung der Copolymere wurde auf die Ergebnisse aus Kapitel 3.1
zuriickgegriffen. Neben dem biotinhaltigen Monomer BAEMA und den thermoresponsiven
Basismonomeren MEO>,MA und OEGMA 475 wurde daher das Photovernetzermonomer BPEM in
ein quarterndres Copolymer eingebaut (Abbildung 3-24). Um eine hohe Maschenweite nach der
Quervernetzung zu erreichen, wurden Copolymere mit Vernetzeranteilen von 0,5 mol-% und
0,1 mol-% synthetisiert (quarterndre Copolymere Q-5 und Q-1, Tabelle 3-6). Der Anteil des
Biotinmonomers BAEMA betrug jeweils 5mol-% im Monomerfeed. Das Verhiltnis von
MEO;MA zu OEGMA 45 wurde mit 9:1 so gewihlt, dass Ubergangstemperaturen in einem gut
messbaren Temperaturbereich zu erwarten waren. Die Synthese erfolgte wie in den
vorangegangenen Kapiteln mittels freier radikalischer Copolymerisation. Der Polymerisations-
grad wurde méglichst hoch eingestellt um die Copolymere moglichst effektiv zu vernetzen. Um
bei einer frei radikalischen Copolymerisation hohe Polymerisationsgrade zu erreichen muss die
Monomerkonzentration in der Reaktionsmischung moglichst grof sein. Bei hohen
Konzentrationen ist das Biotinmonomer BAEMA allerdings nicht mehr vollstandig 16slich. Um
dennoch sowohl den Polymerisationsgrad als auch den Anteil des BAEMASs zu maximieren,
wurde die Reaktionsmischung zu Beginn der Polymerisation inhomogen belassen. Auf diese
Weise kann zundchst ungelostes BAEMA mit fortschreitender Polymerisation in der

Reaktionsmischung gelost werden. Die Copolymerzusammensetzung wird bei dieser
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Reaktionsfiihrung vermutlich etwas inhomogener, dafiir wird mit diesem Kompromiss der
Polymerisationsgrad und der Anteil BAEMA im Copolymer maximiert. Die Analyse der
Copolymerzusammensetzung erfolgte mittels NMR, die Molmassenanalyse mittels GPC
(Tabelle 3-6). Aus dem Anteil des BPEM im Copolymer und dem Polymerisationsgrad wird die
Zahl der Photovernetzergruppen pro Kette berechnet. Trotz des geringen Photovernetzergehaltes
in Copolymer Q-1 betragt sie wegen des erhohten Polymerisationsgrades noch 0,6 pro Kette. Fiir
das Copolymer Q-5 3 pro Kette. Da der Wert bei Q-1 unterhalb 1 liegt, ist davon auzugehen,
dass nach der Photovernetzung von diinnen Filmen aus Q-1 unvernetzte Polymerketten
zuriickbleiben. Der Materialverlust beim Auslaugen der Hydrogelschicht kann allerdings
berticksichtigt und kompensiert werden. Der geringe Anteil des BAEMA im Copolymer im
Vergleich zur Reaktionsmischung ist auf die ungelosten Anteile des Monomers in der

Reaktionslosung zurtickzufiihren.

Tabelle 3-6: Charakterisierung der quarternaren, photovernetzbaren Copolymere

Polymer MEO,MA/  BAEMA BAEMA BPEM M, DP,¢ Tribungs-
OEGMA,;s im Monomer- eingebautim eingebaut im punkt
eingebaut im feed Copolymer®  Copolymer®  (kg/mol)
Copolymer® (°C)
(mol-%) (mol-%) (mol-%) (mol-%)
Q-1 90:10 5 2 0,1 134 580 31,3
Q-5 90:10 5 2 0,5 130 580 33,3

“ Berechnet aus 'H-NMR Spektroskopie. ® Apparentes Zahlenmittel der Momasse M, bestimmt iiber GPC in DMF
kalibriert mit Polystyrolstandards. © Durchschnitt berechnet aus NMR und GPC. ¢ Triibungspunkt in PBS-Puffer bei 50 %
Transmission.

3.3.1 Untersuchungen zur Permeabilitiat der Hydrogelschichten

mittels Oberflachenplasmonenresonanz

Oberflachenplasmonenresonanzmessungen werden meist auf speziellen, mit einer diinnen
Goldschicht beschichteten Chips durchgefiihrt. Auf diesen muss das Hydrogel fiir die Messung
immobilisiert werden. Das Standardverfahren fiir die Immobilisierung des Copolymers auf
Siliziumwafern wurde daher an die Goldoberfliche angepasst. Als organische
Haftvermittlerschicht wurde das Thiol Cysteamin auf der Goldoberfliche immobilisiert. Da
Cysteamin wie das analog fiir die Silziumwafer verwendete 3-Aminopropyldimethylsilan

(APDMS:i) eine primdre Aminogruppe tragt, sollte es dhnlich wie das Silan eine H-Abstraktion
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bei der Photovernetzung mit dem Copolymer begiinstigen. Auf die organische Schicht aus dem
Cysteamin wurde anschliefend das Copolymer mittels Rotationsbeschichtung aufgetragen. Da
die absolute Schichtdicke der Copolymerschicht nicht tiber Oberflachenplasmonenresonanz zu
bestimmen ist, sondern nur die Schichtdickendnderung, wurden Siliziumwafer als Referenz-
proben wie die Goldchips prdpariert und die Schichtdicke auf den Siliziumwafern mittels
ellipsometrischen Messungen bestimmt. Die Trockenschichtdicke der Referenzschicht nach

Rotationsbeschichtung, Photovernetzung und Waschprozess wurde so auf ca. 100 nm eingestellt.

Die Messung der Oberflachenplasmonenresonanz erfolgte in einer Flusszelle unter
konstantem Volumenstrom von 50 pL/ min einer PBS-Pufferlosung bei 25 °C. Vor Beginn der
Messung wurde sichergestellt, dass ein stabiles Oberflaichenplasmonenresonanzsignal erhalten
wurde. Bei Injektion einer BSA-Ldsung (60 pmol/ L in PBS-Puffer) in die Flusszelle verschiebt
sich das SPR-Signal bei beiden mit den unterschiedlichen Copolymeren beschichteten Chips um
jeweils ca. 4000 pRIU (RIU, Brechungsindexeinheiten, engl.: refractive index unit). Das Signal
der beiden Sensorgramme geht allerdings nach dem Spiilen mit PBS-Puffer wieder auf die

Basislinie zuriick, was dafiir spricht, dass keine unspezifische Adsorption des Proteins BSA
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Abbildung 3-25: Sensorgramme von Hydrogelschichten aus Q-1 (—) und aus Q-5 (---). Die Pfeile zeigen die
Zeitpunkte der unterschiedlichen Immobilisierungsschritte. BSA: Injektion einer Losung aus BSA in PBS-Puffer
(60 pmol/ L). s: Spiilen mit PBS-Puffer. A: Injektion von 1 mL einer Lésung von Avidin in PBS (1,5 pmol/ L). B:
Injektion von 1 mL einer Biotinldsung in PBS-Puffer (0,8 mmol/ L).
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stattfindet (Abbildung 3-25). Nach dem Spiilvorgang wurde eine Ldsung von 1,5 pmol/ L
Avidin in PBS injiziert. Bei der Copolymerschicht aus Q-1, mit geringem Vernetzeranteil
verschiebt sich das Minimum der Oberflichenplasmonenresonanz um 55000 pRIU. Bei der
Copolymerschicht aus Q-5 mit hoherem Vernetzeranteil verschiebt sich das Minimum der
Oberflachenplasmonenresonanz bei der Zugabe der Avidinl6sung dagegen nur um 5500 pRIU.
Beim Sensorgramm der Hydrogelschicht aus dem niedriger vernetzten Q-1 ist nach der
Avidinzugabe beim Spiilen der Messzelle eine leichte Drift zu erkennen. Im Vergleich zur
Signalstdrke ist diese Drift allerdings gering. Das Avidin scheint also in beiden Féllen an die
Biotingruppen des Copolymers gebunden zu sein und an der Hydrogelschicht zu verbleiben.
Nach der Zugabe einer 0,8 mmol/ L Biotinlésung in PBS-Puffer sinken die SPR-Signale fiir
beide Hydrogelschichten deutlich. Jedoch bleibt das Signal sowohl bei der Copolymerschicht aus
Q-1 als auch bei der aus Q-5 nach der Biotinzugabe oberhalb der Basislinie. Das freie Biotin
verdrdngt offensichtlich die an das Hydrogel gebundenen Biotingruppen kompetitiv vom Avidin,
dabei wird allerdings nicht das gesamte gebundene Avidin von der Hydrogelschicht entfernt. Der
verbleibende Rest Avidin ist fiir das erhohte Signal nach dem Spiilvorgang verantwortlich. Der
Immobilisierungsschritt kann nach der Zugabe der Biotinlésung wiederholt werden. Das
SPR-Signal steigt bei einer erneuten Injektion der Avidinlésung bei beiden Hydrogelschichten
auf einen hoheren Wert als beim ersten Immobilisierungsschritt. Erst bei einem dritten
Immobilisierungsschritt dndert sich das Signal nicht weiter. Bei diesem Schritt wird vermutlich

eine Absattigung der vorhandenen Biotingruppen mit Avidin erreicht.

Die Anderung des SPR-Signals ist grundsitzlich direkt proportional zur Masse des

angebundenen Proteins.**®

Voraussetzung dafiir ist, dass die Anbindung des Proteins innerhalb
der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes erfolgt (typischerweise einige hundert Nanometer).
Ein absoluter Wert fiir die Massenbelegung mit Proteinen kann nicht direkt aus den
Brechungsindexeinheiten berechnet werden ohne die genauen optischen Eigenschaften der

Schichten zu kennen.?"’

Da sowohl die Schichtdicke als auch der genaue Brechungsindex der auf
dem Goldchip immobilisierten biotinylierten Hydrogelschicht nicht bekannt sind, ist die
Berechnung eines absoluten Wertes fiir die Massebelegung mit Avidin nicht méglich, allerdings
kann das Verhdltnis der verschiedenen Massenbelegungen berechnet werden. Demnach bindet
die Hydrogelschicht aus Q-1 sechsmal so viel Avidin wie die Hydrogelschicht aus Q-0,5. Bei der
Bewertung dieses verhdltnisses muss beriicksichtigt werden, dass die Schichtdicken der
gequollenen Hydrogelschichten auf dem Goldchip nicht bestimmt werden koénnen. Daher ist

nicht sicher ob die Anbindung des Avidins vollstindig innerhalb der Eindringtiefe des

78



Ergebnisse und Diskussion

evaneszenten Feldes erfolgt. Allerdings wiirde eine Anbindung ausschlieflich am Rand der
Eindringtiefe die Bindekapazitdt der vermutlich héher gequollenen Hydrogelschicht aus Q-1
eher unterschédtzen als die der vermutlich weniger stark gequollenen Hydrogelschicht aus Q-5.
Der Unterschied in der Bindekapazitdt zwischen den beiden Hydrogelschichten bleibt also auch
unter Beriicksichtigung einer eventuellen Ausdehnung der Hydrogelfilme iiber das evaneszente
Feld hinaus bestehen. Da der Anteil an Biotin in den Hydrogelschichten bei beiden Copolymeren
gleich ist, ist die hohere Bindekapazitdt der Hydrogelschicht aus Q-1 nur damit zu erkldren, dass
dem Avidin ein groeres Volumen zur Bindung zur Verfiigung steht. Bei der Hydrogelschicht
aus Q-1 dringt Avidin weit in das Polymernetzwerk ein. Damit dies mdoglich ist, muss die
Maschenweite des Netzwerkes grofer sein als der Durchmesser des Avidin. Bei der hoher
vernetzten Hydrogelschicht aus Q-5 bindet das Avidin dagegen wahrscheinlich hauptsachlich an
der Oberflidche der Hydrogelschicht und kann nicht sehr weit in die Schicht eindringen. Die
Maschenweite reicht scheinbar fiir die Diffusion des Avidins in das Innere der Schicht nicht aus.
Die Permeabilitdt des Hydrogels kann also indirekt iiber die Bindekapazitdt abgeschétzt werden.

Dabei wirkt das Avidin als GroRensonde fiir die Maschenweite des Hydrogels.
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3.3.2 Untersuchungen zum Einfluss der Proteinbindung auf die

Quellbarkeit der Hydrogelschichten mittels Ellipsometrie

Fiir eine Untersuchung der Wechselwirkung biotinhaltiger Hydrogelschichten mit Avidin
wurden Siliziumwafer wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben mit APDMSi silanisiert und
Copolymerschichten aus Q-1 bzw. Q-5 mittels Rotationsbeschichtung auf die Wafer aufgetragen.
Die Beschichtungsparameter wurden so gewdhlt, dass sich Schichtdicken von 100 nm
(ellipsometrisch vermessen) ergaben. Nach Vernetzung der Hydrogelschichten mit UV-Licht
wurden die Schichtdicken der gequollenen Hydrogele in PBS-Puffer bei verschiedenen
Temperaturen in einer Flusszelle mittels Ellipsometrie bestimmt. Der Quellgrad wurde aus der

Schichtdicke im gequollenen Zustand und der Trockenschichtdicke berechnet (Formel 2-4).

Die Quellfdhigkeiten der Hydrogelschichten unterscheiden sich bei verschiedenen
Vernetzeranteilen (Abbildung 3-26): Die Hydrogelschicht aus Copolymer Q-1, mit niedrigerem
Vernetzeranteil, weist einen deutlich hoheren maximalen Quellgrad auf als die Hydrogelschicht
aus Copolymer Q-5 mit hoherem Vernetzeranteil. Die Kollapskurve der Hydrogelschicht aus
Q-1 verlauft wegen der stiarkeren Quellung steiler als die Kollapskurve der Hydrogelschicht aus
Q-5. Die Lage der beiden Kollapskurven ist jedoch &dhnlich. Dies ist auf die &hnlichen
Triibungstemperaturen der unvernetzten Copolymere zuriickzufiihren. Ab Beginn der Messung
bei 15 °C nimmt bei beiden Hydrogelschichten der Quellgrad beim Heizen ab und néhert sich bei
hohen Temperaturen ab 45 °C einem Quellgrad von 1. Bei der Hydrogelschicht aus Q-1 betrégt
der Quellgrad bei 60 °C beispielsweise noch 1,1, bei der Hydrogelschicht aus Q-5 betrdgt der
Quellgrad bei 60 °C noch 1,4. Die stdarker vernetzte Hydrogelschicht scheint also bei héheren
Temperaturen mehr Wasser zu binden als die weniger vernetzte Hydrogelschicht. Wie bei den
photovernetzten Copolymerfilmen ohne Biotin (Kapitel 3.1.1) beginnt der Kollaps der
biotinylierten Hydrogelfilme bereits bei Temperaturen unterhalb- und endet bei Temperaturen
oberhalb der Triibungspunkte der Copolymerlosungen. Wie bei anderen photovernetzten
Copolymerfilmen aus OEG-Copolymeren korreliert die Lage der Kollapskurve der
immobilisierten Copolymere mit den Triibungstemperaturen der geldsten Copolymere. Ein
Vergleich mit anderen OEG-Copolymeren zeigt: Die Kollapskurve des immobilisierten T-1
(niedrigerer Triibungspunkt) verlduft bei niedrigeren Temperaturen, die Kollapskurve des
immobilisierten T-3 (hoherer Triibungspunkt) wverlduft bei hoheren Temperaturen (vgl.
Copolymer T-1 und Copolymer T-3, Abbildung 3-8, S.44). Die Kollapstemperatur der

biotinylierten Copolymerfilme lésst sich also iiber die Copolymerzusammensetzung einstellen.
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Das Konzept den Einbau des eher hydrophoben Biotins durch den Einbau von hydrophilerem
OEGMA,7s zu kompensieren, ist in den Hydrogelschichten giiltig.

Wechselwirkung mit Avidin

Die Wechselwirkung der gequollenen biotinylierten Hydrogelschicht mit Avidin wurde in
der bereits zuvor fiir die Quellversuche verwendeten Flusszelle untersucht. Dazu wurde nach
dem Durchlaufen eines Heizzyklus in PBS-Puffer vor dem Start eines weiteren Heizzyklus bei
15°C eine Avidinlésung (1,5 pmol/ L in PBS) in die Flusszelle injiziert. Bei der leichter
vernetzten Hydrogelschicht aus Q-1 nimmt der Quellgrad daraufhin deutlich von 11,7 auf 6,5 ab.
Bei der engmaschiger vernetzten Hydrogelschicht aus Q-5 steigt dagegen der Quellgrad bei
15 °C nach der Avidinzugabe leicht von 3,0 auf 3,1 an. Die Erkldrung fiir dieses unterschiedliche
Verhalten ergibt sich aus der unterschiedlichen Maschenweite und der damit verbundenen
unterschiedlichen Permeabilitdt der Hydrogelschichten. Die Maschenweite betrdgt im weniger
vernetzten Hydrogel bei 15 °C nach Formel 3-3 29 nm, im stdrker vernetzten Hydrogel dagegen
bei 15°C nur 8 nm. Die Diffusion des 5,6 nm groRen Avidins'® ist im stirker vernetzten
Hydrogel stark eingeschrdnkt, da vermutlich die OEG-Seitenketten eine Penetration des
Netzwerkes zusétzlich erschweren. Bei der leichter vernetzten Hydrogelschicht kann das Avidin
dagegen in die Schicht eindringen und innerhalb der Hydrogelschicht an weitere Biotingruppen
binden. Grundsatzlich kann das tetravalente Avidin 4 Biotineinheiten binden; innerhalb des
photovernetzten Hydrogels fiihrt jede zusétzliche Bindung zu einer zusétzlichen Vernetzung des
Hydrogels. Wie bei der leichter vernetzten Hydrogelschicht aus Q-1 zu sehen, schrumpft
dadurch die Hydrogelschicht.

Wird nach der Avidinzugabe die Temperatur der Messzelle erhoht, sinkt bei beiden
Schichten der Quellgrad. Fiir die stdrker vernetzte Schicht bleibt der Quellgrad unter dem
Einfluss von Avidin auch bei héheren Temperaturen grofer als ohne Avidin. Die leichter
vernetzte Hydrogelschicht aus dem Copolymer Q-1 ist unter dem Einfluss von Avidin erst
oberhalb von 25 °C stdrker gequollen als ohne Avidin. Die Anbindung von Avdin an das
Hydrogelnetzwerk erhoht scheinbar dessen Hydrophilie, wodurch mehr Wasser in der Schicht
gebunden wird und der Quellgrad steigt. Diese Beobachtung stimmt gut mit den Ergebnissen der

Triibungsexperimente in Losung iiberein (Kapitel 3.2).

Bei der weiteren Zugabe einer hoher konzentrierten Avidinlosung (15 pmol/L in

PBS-Puffer) zu der bei 15 °C gequollenen Hydrogelschicht aus Q-1 erhoht sich der Quellgrad

81



Kapitel 3

nochmals. Dennoch bleibt der Quellgrad bei dieser Temperatur unterhalb des Wertes der in
reinem PBS-Puffer gequollenen Schicht. Oberhalb 25 °C ist die Hydrogelschicht dann wieder
starker gequollen als vor der Avidinzugabe. Im Vergleich zur niedrigeren Avidinkonzentration
quillt die Hydrogelschicht unter Einfluss der hohen Avidinkonzentration stdrker. Bei der
Hydrogelschicht aus Q-5 steigt der Quellgrad im Vergleich zur Zugabe der niedriger
konzentrierten Avidinlésung unter dem Einfluss der hoher konzentrierten 15 pmol/ L-Avidin-
l6sung im gesamten Temperaturbereich nochmals an. Bei beiden Hydrogelschichten sind die
Biotineinheiten also nach der ersten Avidinzugabe noch nicht mit Avidin abgesittigt. Die
zusdtzliche Bindung von Avidin an die Biotingruppen im Hydrogel erhoht die Hydrophilie des

Netzwerkes und lasst es nochmals starker quellen.

Die Anderung des Quellgrades bei beiden Hydrogelschichten indiziert, dass eine
Immobilisierung des Avidins an das polymergebundene Biotin stattfindet. Die Zugabe von BSA
(60 pmol/ L in PBS-Puffer) verandert den Quellgrad dagegen nicht (hier nicht gezeigt). Die
Bindung ist also spezifisch. Zusétzlich ist sie wie bei den gelosten Polymeren reversibel: Beim
Spiilen mit einem Uberschuss freien Biotins (0,8 mmol in PBS-Puffer), sinkt der Quellgrad fiir
das leichter vernetzte Hydrogel wieder auf Werte knapp oberhalb der Quellgrade der
Hydrogelschicht vor der Avidinzugabe ab. Bei der stdrker vernetzten Hydrogelschicht aus Q-5
ist dieser Riickgang dagegen nicht zu beobachten. Mdglicherweise ist die Bindung der geringen

gebundenen Menge Avidin im Hydrogel starker.
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Abbildung 3-26: Quellgrade von Hydrogelschichten aus biotinhaltigen Copolymeren in PBS-Puffer bei
unterschiedlichen Temperaturen. Vor- (!) und nach der Zugabe von 1,5 pmol/ L Avidinlésung (.), 15 pmol/ L
Avidinlésung (7) und 0,8 mmol/ L Biotinldsung (X). a) Quellgrade einer Hydrogelschicht aus Q-1 mit 0,1 mol-%
Photovernetzer. Der Wert in Klammern wurde in der Auswertung nicht beriicksichtigt. b) Quellgrade einer
Hydrogelschicht aus Q-5 mit 0,5 mol-% Photovernetzer. Eingefiigt: VergroRerung fiir die Quellgrade der
Hydrogelschicht Q-1.
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Als weitere Charakterisierungsmethode fiir die Wechselwirkung von Avidin mit einem
quervernetzten Hydrogel wurde ein biotinyliertes Hydrogel mit makroskopischen Abmessungen
gravimetrisch untersucht (Vgl. Untersuchung makroskopischer Hydrogele in Kapitel 3.1.1.7).
Dazu wurden makroskopische Hydrogele mit einer &hnlichen Zusammensetzung wie die

biotinhaltigen photovernetzbaren Copolymere synthetisiert.

Fiir eine weitmaschige Vernetzung und eine gleichzeitige ausreichende mechanische
Stabilitdt des makroskopischen Hydrogels wurden die Comonomere MEO,MA, OEGMA 475 und
das biotinhaltige BAPMA mit einem fiir diesen Zweck synthetisierten langkettigen Vernetzer
Poly(ethylenglykol)dimethacrylat (PEGDMAjp000, My = 20000 g/ mol) copolymerisiert. Der
molare Anteil des Vernetzers PEGDMAp00 wurde mit 0,5 mol-% so gewdhlt, dass die
hergestellten Hydrogelmonolithen mechanisch stabil waren und sich gut handhaben lieen. Die
groBe Kettenldnge des Vernetzers sollte eine weitmaschige Vernetzung des Hydrogels
gewdhrleisten. Der eingebaute Anteil des Biotinmonomers BAPMA ist laut Elementaranalyse
mit 10 % hoher als bei den photovernetzbaren Copolymeren Q-1 und Q-5. Das Verhiltnis von
MEO;MA zu OEGMA,;s betrug im Monomerfeed 95:5 und ist damit etwas groler als Q-1 und
Q-5, allerdings ist der langkettige Vernetzer PEGDMA 009 relativ hydrophil. Dadurch liegt die

Ubergangstemperatur dhnlich der der diinnen Hydrogelschichten in einem Bereich bis ca. 45 °C.

Der Quellgrad des Hydrogels wurde gravimetrisch aus dem Quotienten der Masse des
gequollenen Hydrogels und der Masse des getrockneten Hydrogels berechnet. Mehrere
verschiedene Proben des Hydrogels wurden bei unterschiedlichen Temperaturen gewogen
(Abbildung 3-27), zwischen den einzelnen Temperaturschritten wurde das Hydrogel jeweils
24 h &quilibriert. Werden die makroskopischen Hydrogele in eine Avidinlésung (60 pmol/ L in
PBS-Puffer) gegeben, schrumpfen sie bei 4 °C deutlich um 40 %. Erst bei héheren Temperaturen
gleicht sich die Quellkurve unter Avidineinfluss der Quellkurve in reinem PBS-Puffer an. Bei
Temperaturen ab 40 °C ist der Quellgrad der Hydrogele mit Avidin etwas hoher als ohne Avidin.
Der Verlauf der Quellkurve unter Avidineinfluss ist also dhnlich der der stirker gequollenen
Hydrogelschicht aus Copolymer Q-1. Auch beim makroskopischen Hydrogel dringt das Avidin
in das Hydrogelnetzwerk ein und kann an mehrere Biotineinheiten binden. Erst bei hoheren
Temperaturen tritt der ,hydrophile Effekt“ des Avidins hervor und das makroskopische

Hydrogel ist gegeniiber dem Zustand ohne Avidin starker gequollen.
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Abbildung 3-27: Gravimetrisch bestimmte Quellgrade eines biotinhaltigen Hydrogels bei verschiedenen
Temperaturen. Die Zusammensetzung des Hydrogels betragt MEO,MA/BAPMA/PEGy0-Dimethacrylat 95/5/0,5.
Quellgrade in PBS-Puffer (!) und in einer Avidinlésung (60 pmol/ L in PBS) (7). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung aus der gravimetrischen Bestimmung 6 verschiedener Hydrogelproben in PBS-Puffer und 3
verschiedener Hydrogelproben in Avidinlgsung. Die Synthese der verschiedenen Hydrogelproben erfolgte in einem
Reaktionsansatz.

Der Einfluss von Avidin auf den Quellgrad biotinhaltiger Hydrogele wurde also sowohl fiir
Hydrogelschichten mit nanoskaliger Schichtdicke als auch fiir makroskopische Hydrogele
nachgewiesen. Bei Hydrogelen mit groSen Maschenweiten ist der durch das Avidin verursachte
Effekt deutlich groBer als bei Hydrogelen mit kleinen Maschenweiten. Bei hochgequollenen
Systemen verursacht das tetravalente Avidin durch einen Vernetzungseffekt im
Temperaturbereich um Raumtemperatur eine Schrumpfung des Hydrogels verglichen mit dem
Avidin-freien Zustand. Bei hoheren Temperaturen ldsst die groRere Hydrophilie des Biotin-

Avidin-Aduktes die Hydrogele dagegen stiarker quellen.
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4 Zusammenfassung, Fazit und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die Herstellung von diinnen oberflaichengebundenen
biokompatiblen und thermoresponsiven Hydrogelschichten. Die Hydrogelschichten sollten fiir
einen moglichen Einsatz in Biosensoren optimiert werden. Als Basismaterial fiir die
Hydrogelschichten wurden daher die bekanntermallen biokompatiblen Copolymere mit
Oligo(ethylenglykol)-seitenketten (OEG-Copolymere) ausgewdhlt. Weiterhin sollte untersucht
werden ob die Thermoresponsivitat dieser Copolymere direkt fiir einen Detektionsmechanismus
ausgenutzt werden kann, d.h. ob entsprechend modifizierte Copolymere eine
Eigenschaftsdnderung als Reaktion auf die spezifische Erkennung von Biomakromolekiilen

zeigen.

In dieser Arbeit wurde in einem ersten Schritt eine einfache alternative
Immobilisierungsmethode angewandt und das thermoresponsive Verhalten der so hergestellten
Hydrogelschichten  untersucht. Die  Photovernetzung ca. 100 nm  diinner  mittels
Rotationsbeschichtung aufgeschleuderter Schichten aus Benzophenon-funktionalisierten
OEG-Copolymeren erwies sich als geeignet, um nanoskalige Hydrogele aufzubauen. Der
Quellgrad der Copolymerschichten in wassrigen Medien 1dRt sich iiber den Vernetzergehalt im
Copolymer steuern. Fiir hohe Quellgrade, d. h. minimierte Vernetzergehalte, miissen méglichst
Copolymere mit hohen Molmassen eingesetzt werden, um Materialverluste durch Auslaugen
unvernetzter Copolymerketten zu vermeiden. Die Analyse der Hydrogelschichtdicken erfolgte
im trockenen sowie im gequollenen Zustand mittels Ellipsometrie. Mit dieser Methode waren
tiber die Verwendung einer Flusszelle auch temperaturabhdngige Messungen in wadssrigem
Milieu moglich. Bisher liegen nur wenige Untersuchungen zum thermoresponsiven Verhalten
von immobilisierten OEG-Copolymeren auf Oberflichen vor und diese befassen sich mit
Biirstenarchitekturen. Bei den photovernetzten Hydrogelschichten aus thermoresponsiven
OEG-Copolymeren nahm der Quellgrad der Hydrogelschichten mit steigender Temperatur
kontinuierlich ab. Verglichen mit dem Kollapsverhalten eigens hergestellter photovernetzter
Hydrogelschichten aus dem héaufig untersuchten thermoresponsivem Poly(N-isopropylacrylamid)

(PNIPAM) ist der thermoresponsive Kollaps der OEG-Hydrogelschichten deutlich breiter.

Zusatzlich zur Vernetzung iiber photoreaktive Gruppen wurden zwei alternative Methoden

zum Aufbau von Hydrogelschichten aus OEG-Copolymeren erprobt: Die UV-Vernetzung mit
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kurzwelligem UV-Licht ohne zuséatzliche photosensitive Gruppen fiihrte ebenso zu stabilen
Copolymerfilmen wie die Vernetzung von carboxylgruppenhaltigen Copolymeren mit einem
oligomeren o, ®w-Diamin. Die Hydrogelschichten aus den carboxylgruppenhaltigen Copolymeren

zeigen zusdtzlich zur Thermoresponsivitét ein pH-responsives Verhalten.

Nach der erfolgreichen definierten Anbindung von OEG-Hydrogelen auf Oberfldchen
wurde in einem zweiten Schritt der Einfluss einer selektiven Proteinbindung auf die
Phaseniibergangstemperatur von OEG-Copolymeren untersucht. Dazu wurden thermoresponsive
Copolymere mittels neuer polymerisierbarer biotinhaltiger Derivate funktionalisiert. Das
Phasenverhalten der funktionellen Copolymere wurde vor und nach der Zugabe des spezifischen
Bindungspartners Avidin untersucht. Die Bindung des Proteins Avidin an das biotinhaltige
Copolymer fiihrt zu einer deutlichen Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur. Die Stédrke
des Effekts hdngt von der Avidinkonzentration, der Polymerkonzentration und dem Anteil der
Biotingruppen im Copolymer ab. Er ist durch die Zugabe von freiem Biotin teilweise reversibel.
Die Experimente demonstrieren, dass grundsatzlich iiber eine Modulation der Phaseniibergangs-
temperatur proteinresponsive Polymere hergestellt werden kénnen. Kontrollexperimente zeigten,
dass die Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur durch spezifische Wechselwirkungen des
funktionellen Copolymers mit Avidin hervorgerufen wird. Sie belegen die guten
antifouling-Eigenschaften und damit die Eignung von OEG-Copolymeren fiir den Einsatz in

Biosensoren.

In einem dritten Schritt wurde die Proteinwechselwirkung mit dem Hydrogel auf
Oberfldachen getestet. Die spezifische Bindung von Avidin auf biotinylierte Hydrogelschichten
wurde mittels Oberflachenplasmonenresonanz und Ellipsometrie untersucht. Messergebnisse
beider Methoden legen nahe, dass Avidin in nicht zu dicht vernetzten Hydrogelschichten
eindringen und dort mit Biotineinheiten spezifisch interagieren kann. Fiir die avisierte
Verwendung der Hydrogelschichten als Tréagermaterial in Biosensoren ist das von Vorteil, da
durch die Bindung im gesamten Volumen der Schicht die Zahl der Bindungsereignisse pro
Fldcheneinheit erhoht wird. Dies fiihrt zu einer verbesserten Empfindlichkeit fiir den Nachweis
des gelosten Bindungspartners. In nachfolgenden Arbeiten sollte zusétzlich die Permeabilitdt der
Hydrogelschicht mit weiteren gréeren Bindungspartnern mit realistischerer Bindungsstérke, wie
beispielsweise verschiedenen Antikorpern, getestet werden. Die Maschenweite des
OEG-Hydrogels kann dafiir leicht iiber hochmolekulare Copolymere mit geringeren

Vernetzeranteilen maximiert werden. Ebenfalls denkbar ist der Einsatz von ldngeren Spacern bei
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den photovernetzbaren Copolymeren oder von héhermolekularen Diaminen bei der Vernetzung

carboxylgruppenhaltiger Copolymere.

Temperaturabhdngige ellipsometrische Untersuchungen biotinylierter Hydrogelschichten
zeigten, dass die spezifische Anbindung von Avidin an das Hydrogel, dhnlich wie in
Copolymerlosungen, die Hydrophilie des thermoresponsiven Hydrogels erh6ht und damit das
Phasenverhalten dndert. In hochgequollenen Systemen verursacht das tetravalente Avidin einen
zusdtzlichen Vernetzungseffekt. Die Verschiebung der unteren kritischen L&sungstemperatur

durch spezifische Proteinbindung ist also auch in oberflachengebundenen Systemen maoglich.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Verwendete Chemikalien

Chemikalie Formel CAS Reinheit Lieferant
2-Aminoethylmethacrylat Hydrochlorid CGH“gOz*H 2420-94-2 90 % Aldrich
-ﬁryn(;;‘:gﬁ‘:ﬁﬁmethacrymmld C7H“(1;I120*H 72607-53-5  >98%  PolyScience
Avidin - - BNLfood
Azo-bis-(isobutyronitril) (AIBN) CeHpoN, 78-67-1 98 % Aldrich
D-Biotin CioHigN,OsS  58-85-5 99 % Iris Biotech
2-Bromethanol C,H;BrO 540-51-2 98 % Merck
Dichlormethan CH,Cl, 75-09-2 - J.T. Baker
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) CizHxN, 538-75-0 99 % Alfa Aesar
Diethylether C4H;00 60-29-7 99,5 % Th. Geyer
Di(ethylenglykol)methylethermethacrylat  CgH;¢0, 7328-17-8 95 %, + MEHQ  Aldrich
4-Dimethylaminopyridin C,H 0N, 1122-58-3 >98 % Fluka
N,N-Dimethylformamid (DMF) C;H;NO 68-12-2 99,9 % Merck
Ethanol C,Hs,O 64-17-5 99,5 Chemsolute
76,5 %, + Na-
Fibrinogen - - triumcitrat, + Sigma
NaCl
Ell—{}i}glgo)xyazobenzol—2carboxylsaure CuHN,Os  1634-82-8 98 % ABCR
Hydrochinon Ce¢HeO, 123-31-9 >99% Fluka
4-Hydroxybenzophenon Ci3H100, 1137-42-4 98 % Aldrich
N-Hydroxysuccinimid (NHS) C4HsNO; 6066-82-6 98 % Aldrich
Isopropanol Cs;HgO 67-63-0 99 % Chemsolute
N-Isopropylacrylamid CeH1:NO 2210-25-5 >98 % TCI
Jeffamine ED-900 - 65605-36-9 Aldrich
Kaliumcarbonat K,CO, 584-08-7 Riedel-de-
Haen
Kaliumiodid KI 7681-11-0 99 % Acros
Methacrylsaurechlorid C,H;CIO 213-058-9 97 % Aldrich
glelgl(;(éa:}llll};l{[englykol)methylether- ) 26915-72-0 + M};EII{{S, + Aldrich
Rinderserumalbumin (BSA) - - Sigma
2-Succinyloxyethylmethacrylat CioH14Os  20882-04-6 +MEHQ Aldrich
Triethylamin CeHisN 121-44-8 99,5 % Aldrich
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Di(ethylenglykol)methylethermethacrylat (MEO,MA), Oligo(ethylenglykol)methylether-
methacrylat (OEGMAy7s), und 2-Succinyloxyethylmethacrylat (MES) wurden vor der
Benutzung iiber eine kurze Saule gefiillt mit basischem Aluminiumoxid gegeben um Inhibitoren
zu entfernen. AIBN wurde aus Methanol umkristallisiert. Kaliumcarbonat wurde bei 250 °C fiir
2 h getrocknet, Dichlormethan wurde {iber Calciumchlorid getrocknet. Alle anderen Chemikalien
wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt. Der langkettige Vernetzer Poly(ethylenglykol)-
dimethacrylat (PEGDMA 000, M = 20000 g/ mol) wurde durch Herrn M.Sc. Martin Siitterlin

synthetisiert und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.
5.2 Verwendete (Mess)instrumente

Die Dynamische Differenzkalorimetrie wurde in einem Mikro-DSC III Gerét (Setararm,
Frankreich) bei einer Heizrate von 2 K/ min durchgefiihrt. Vor der Messung der Hydrogele
wurde das getrocknete Hydrogel in Wasser fiir 24 h gequollen. Als Referenzsubstanz wurde

Dodekan verwendet.

Fiir ellipsometrische Messungen wurde ein Multiskop (Optrel GbR, Deutschland) in einer
Ellipsometerkonfiguration mit rotierendem Analysator verwendet. Der Einfallswinkel betrug
60°. Die Schichtdicken der trockenen Filme wurden mit der Software Elli (Optrel) unter
Annahme eines Vierschichtsystems berechnet. Die Siliziumwafer waren von Si-Mat und trugen
eine definierte SiO,-Schicht von 1 nm Dicke. Die optischen Parameter fiir die Berechnung der
Schichtdicken waren: Schicht 1: Luft (n = 1,000, k = 0), Schicht 2: organische Polymerschicht
(n =1,4800, k=0), Schicht3: SiO. (d=1,0 nm, n=1,4580, k=0), Schicht 4: Silizium
(n=3,8858, k =- 0,0200). Fiir die Messung der Schichtdicke unter Wasser bzw. PBS-Puffer
wurde eine Flusszelle (Optrel) verwendet. Die optischen Parameter fiir die Berechnung der
Schichtdicken waren: 1: Wasser (n=1,3323, k=0), Schicht2: gequollene Polymerschicht
(n=1,3700, k=0), Schicht3: SiO. (d=1,0 nm, n=1,4580, k=0), Schicht 4: Silizium
(n=3,8858, k=- 0,0200). Fiir temperaturabhdngige Messungen wurde ein externer Kryostat
F32-MH (Julabo, Deutschland) an die Flusszelle angeschlossen. Nach jedem Temperaturschritt

wurde die Flusszelle fiir 20 min dquilibriert.

Das Setup fiir die Gelpermeationschromatographie (GPC) in DMF bestand aus einem
Einkanal-Entgaser (WEG Dr. Bures, Deutschland), einer isokratischen Pumpe P 1000 (Spectra
Physics, USA), einem Satz PolarGel Saulen (Guard 7,5 x 75 mm, PolarGel L 7,5 x 300 mm;
beides Polymer Laboratory, USA) einem UV/vis-Detektor SEC-3010 und einem Refraktometer
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SEC 3010 (beide WEG Dr. Bures). Die Messungen wurden bei 50 °C mit einer Flussrate von
1 mL/ min durchgefiihrt. Zur Kalibrierung wurden lineare Polystyrol-Standards der Firma

Polymer Standards Service (PSS, Deutschland) verwendet.

Die Kontaktwinkelmessungen erfolgten mit dem videogestiitzten, optischen
Kontaktwinkelmessgerdt OCA 15EC/B mit SCA 20-Software (Dataphysics, Deutschland) bei

Raumtemperatur.

'H (300 MHz) und ®C (75 MHz) NMR Spektren wurden mit einem Avance 300
Spektrometer (Bruker, USA) mit automatischem Probenwechsler aufgenommen. Sofern dem
Losungsmittel kein TMS zugesetzt war, wurde das jeweilige Losungsmittelsignal als Referenz

herangezogen.

Die Messung der Oberfldchenplasmonenresonanz erfolgte mit dem Zweikanal SPR-Gerét
SR7000DC in einer Flusszelle (Reichert, USA). Alle Messungen erfolgten in PBS-Puffer, der
Volumenstrom wurde auf 50 pL/ min eingestellt, die Injektion der Probenlésungen erfolgte iiber
ein Injektionssystem mit Probenschleife mit einem Volumen von 1 mL. Als Trdger wurden
SPR-Chips mit einer 50 nm dicken Goldschicht und einer Grofe von 12 x 12 mm verwendet

(Ssens by, Niederlande).

Die Rotationsbeschichtungen wurden mit einem Standard Spin-coater (KL-SCV, Schaefer

Technologie GmbH, Deutschland) bei einer Drehzahl von 10-70 rps durchgefiihrt.

Die Triibungspunkte der Polymerlésungen wurden bei 2 g/ L. in Reinstwasser oder in PBS
Puffer mit einem TP1 Photometer (Tepper, Deutschland) durchgefiihrt. Die Transmission der
Losungen wurde als Funktion der Temperatur bei 670 nm mit einer Heiz- und Kiihlrate von

1 °C/ min aufgezeichnet. Die optische Wegldnge betrug 1,2 cm.

Die UV-Vernetzung wurde entweder in einer Bestrahlungskammer (UVA-Cube 100,
Honle, Deutschland) mit einer 100 W eisendotierten Quecksilberdampflampe unter einem
Fensterglasfilter (cut-off ca. 315 nm) durchgefiihrt, oder mit einer UV-Handlampe NU-4 Watt
(Benda, Deutschland) mit umschaltbaren kurz- und langwelligem UV-Bereich
(Strahlungsmaximum bei 254 nm bzw. 366 nm). Die Lampenspektren wurden mit dem

photonischen Multikanalanalysator C10027 (Hamamatsu, Japan) aufgenommen.
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5.3 HABA - Avidin - Bindungsassay

Der Assay wurde nach einem von Interchim Inc. (Frankreich) bereitgestellten Verfahren
basierend auf der Originalliteratur von Green et al. durchgefiihrt. Fiir die Analytlésung wurde
das biotinylierte Polymer mit einer Konzentration von 0,5 g/ L in PBS gelost. Fiir die HABA-
Losung wurden 24,2 mg HABA in 9,9 mL Reinstwasser und 100 pL. 1 N NaOH gelost. Die
Losung wurde anschliefend filtriert und 600 pL. davon mit 5,0 mg Avidin vermischt und mit
PBS auf 10 mL aufgefiillt. Anschliefend wurden 1,8 mL dieser Stammlésung abgenommen und
die Absorption bei 500 nm gemessen. Danach wurden 0,2 mL der biotinylierten Polymerlosung
zugegeben, beides vermischt und die Absorption abermals gemessen. Die Konzentration an
zugdnglichem Biotin wurde nach (Formel 5-2) aus der Differenz der Absorption vor und nach

Zugabe der Polymerlsung berechnet:

Cgiotin = DAsge X 10/&50 Formel 5-2

Ai,500 = Absorption der reinen HABA/ Avidin-Ldsung bei 500 nm.

Az500 = Absorption nach der Zugabe der biotinhaltigen Probe.

0,9 = Verdiinnungsfaktor von HABA/ Avidin mit der Probe.

10 = Verdiinnungsfaktor der biotinhaltigen Copolymerldsung.

€00 = Molarer Extinktionskoeffizient des HABA-Avidin-Komplexes
bei 500 nm = 34000 L-mol™-cm™

5.4 Schichtpraparation und —charakterisierung

Fir die Charakterisierung der Hydrogelschichten mittels FEllipsometrie wurden
Siliziumwafer als Substrate genutzt. Die einseitig polierten Siliziumwafer mit einer definierten
Oxidschichtdicke von 1,0 nm wurden in quadratische Stiicke von 2 cm Kantenldnge geschnitten.
Die Wafer wurden fiir mindestens 4 h in konzentrierter Schwefelsdure (40 mL) mit KMnO4
(100 mg) gereinigt und hydrophilisiert. Nach dreimaligem Waschen in Reinstwasser und
Konditionieren iiber Ethanol und Toluol wurden die Wafer anschliefend in eine 1 Vol.-%ige
Loésung von (3-Aminopropyl)dimethylethoxysilan (APDMSi) in Toluol gegeben. Nach 16 h

wurden die Wafer aus der Losung genommen und mit Toluol, Ethanol und Reinstwasser
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gewaschen. Der Erfolg der Silanisierung der Wafer wurde mit ellipsometrischen Messungen
tiberpriift. Die so prédparierten Wafer wurden anschliefend mit Polymerlésungen von 0,5 —
4 Gew.-% in Ethylacetat mit dem Spincoater bei 20-70 rps rotationsbeschichtet. Die durch einen
Spritzenfilter filtrierten Polymerlosungen wurden dazu zundchst auf die Wafer aufgetragen und

der Rotationsteller anschliefend auf die gewiinschte Rotationsgeschwindigkeit beschleunigt.

5.4.1 Photovernetzung der Copolymerschichten

Im Standardverfahren wurden die photovernetzerhaltigen Copolymerschichten 15 min im
UVA-Cube mit UV-Licht bestrahlt. Nicht gebundenes Copolymer wurde anschliefend mit
Reinstwasser abgespiilt. Danach wurden die Wafer weitere 24 h in Reinstwasser gewaschen. Die

Schichtdicke wurde nach jedem Schritt mittels Ellipsometrie bestimmt.

5.4.2 Thermische Vernetzung der Copolymerschichten

Die Herstellung der Hydrogelschichten mit verschiedenen Vernetzeranteilen erfolgte nach
einem Standardprotokoll. Exemplarisch wird die Herstellung einer Hydrogelschicht mit 0,5 %

Vernetzer beschrieben:

Zu 50,5 mg (0,2624 mmol Monomereinheiten) des carboxylgruppenhaltigen Copolymers
P(MEO;MA-co-MES) (10 mol-% Carboxylgruppen) wurden 12 pL einer Stamml6sung von
Jeffamin® ED-900 (100 g/ L in CHCI;) gegeben. Die Mischung wurde mit weiterem CHCI; auf
5050 mg aufgefiillt (Gewichtskonzentration bezogen auf das Copolymer = 1 Gew.-%). Die
Komponenten wurden iiber Nacht geldst und anschliefend nach dem Standardverfahren fiir die

Rotationsbeschichtung auf einem mit APDMSi silanisierten Siliziumwafer eingesetzt.

Die thermische Immobilisierung und Vernetzung fand in einem Vakuumofen statt. Vor
dem Erhitzen wurde dieser dreimal evakuiert und jeweils {iber einen Dreiwegehahn neu mit
Stickstoff befiillt. AnschlieBend wurde der Vakuumofen auf 140 °C erhitzt und die Wafer fiir 2 h

im Ofen belassen.
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5.4.3 Quellmessungen an den Hydrogelmonolithen

Fiir die Bestimmung des Quellgrades der makroskopischen Hydrogele wurde zunédchst die
Trockenmasse der Hydrogelmonolithen bestimmt. Dazu wurde der Hydrogelmonolith fiir 48 h in
einem Vakuumtrockenschrank bei 40 °C iiber P,Os getrocknet. Die Trockenmasse wurde
bestimmt und das Hydrogel fiir 48 h in Wasser bzw. in PBS-Puffer gequollen. Um das
gequollene Hydrogel zu wiegen, wurden an der Oberflache haftende Wassertropfen mit einem
fusselfreien Filterpapier abgestreift und das Hydrogel sofort gewogen. Die Masse des
gequollenen Hydrogels nach erneutem Trocknen unterschied sich nicht von der Masse des
gequollenen Hydrogels vor dem Trockenvorgang. Fiir die Bestimmung des Quellgrades bei
verschiedenen Temperaturen wurde das vorgequollene Hydrogel in ein temperiertes Wasserbad
gegeben und darin fiir 24 h belassen, bis sich ein Quellgleichgewicht eingestellt hatte. Danach
wurde der Hydrogelmonolith nach Abstreifen des Oberflichenwassers gewogen. Bei den
Messungen wurden 6 verschiedene Hydrogelmonolithen in Wasserbddern mit verschiedenen
Temperaturen gequollen. Nach 24 h wurden die Hydrogele gewogen und das Wasserbad

gewechselt.

Die Messung der Quellgrade der biotinhaltigen makroskopischen Hydrogele erfolgte in
PBS-Puffer. Fiir die Bestimmung des Quellgrades unter Avidineinfluss wurden die
Hydrogelmonolithen in eine Losung von 60 pmol/ L Avidin in PBS-Puffer gegeben und der

Quellgrad analog bestimmt.
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5.5 Synthesen

5.5.1 Monomersynthesen

5.5.1.1 Synthese von Biotinyl-3-aminopropylmethacrylamid (BAPMA) und
Biotinyl-2-aminoethylmethacrylat (BAEMA)

(i) Synthese von Biotinyl-N-hydroxysuccinimidester (Biotin-NHS)

H -
R~ W /™8
A A ) o DCC __-—(\ ,- _ ) O
HN— { [N -OH + HO-N | ——— HT A N O/
A TN N DMF “N 7 0 '-
0" "N H O I o~ N 5 A

D-Biotin (2,00 g, 8,19 mmol) und N-Hydroxysuccinimid (NHS, 0,94 g, 8,19 mmol)
wurden in trockenem DMF (60 mL) bei 60 °C gelost. Nach Abkiihlen der Loésung wurde
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC, 2,21 g, 10,71 mmol) zugegeben und iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Der gebildete Harnstoff wurde anschliefend abfiltriert und mit DMF
gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden dann unter vermindertem Druck aufkonzentriert und
in Diethylether gefallt. Der Niederschlag wurde aus Isopropanol umkristallisiert und das Produkt

unter Vakuum getrocknet.
Ausbeute: 2,2 g (79 %)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § (ppm): 1,34 -1,74 (m, 6H, (CH,);-COO), 2,54-2,89 (m, 8H,
-CH,S-, -C(=0)CH,CH,C(=0)- and -CH,COO0-), 3,06-3,16 (m, 1H, -CHS-), 4,10-4,12 and 4,27-
4,37 (m + m, 1H + 1H, zweimal -CH-N-CO-N-), 6,36-6,42 (m, 2H, -NHCONH).

3C NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8§ (ppm): 24,7 (-CH,CH,COO-), 25,9 (-CH,CON-), 28,0
(-CH,CH,CH,COO-), 28,3 (CH,CH,CH2CH2COO), 30,5 (CH,S), 40,4 (-CH,COO-), 55,7
(-CHS-), 59,6 and 61,5 (-CHNHCO-), 163,1 (-NHCONH-), 169,4 (-COO), 170,7
(-C(=O)N-C(=0)-.
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(ii) Synthese von Biotinyl-3-aminopropylmethacrylamid (BAPMA)

. CHj
\.1’
| ‘?/"CHS N|H"‘~::\O
- /8 ) - |
= | |
HN= ] “/\r"O\N-* £ o ? J
:'Lx. ,/-: — i . \ J| DMF ’Jk
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3-Aminopropylmethacrylamidhydrochlorid (379 mg, 2,12 mmol), Biotin-NHS (713 mg,
2,09 mmol) und Hydrochinon (21 mg, 0,19 mmol) wurden in trockenem DMF (15 mL) bei
60 °C gelost. Anschliefend wurde bei Raumtemperatur Triethylamin (0,6 mL) rasch zugegeben
und die Losung iiber Nacht geriihrt. Der gebildete Niederschlag wurde abfiltriert und mit DMF
gewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingeengt und in einem groen
Uberschuss Diethylether gefillt. Der weile Niederschlag wurde anschlieRend mit kaltem
Isopropanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die NMR-Spektren zeigen Reste von
Triethylamin, die sich durch Trocknen oder Umkristallisieren aus Isopropanol nicht entfernen

lielSen.
Ausbeute: 725 mg (90 % - enthélt Reste von Triethylamin))

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 1,25-1,76 (m, 8H, -CH(CH))s-
und -CH,(CH,;NHCO),), 1,85 (s, 3H, -CH,CCHj3), 2,06 (t, 2H, J=7,3 Hz, -CH,CONH-), 2,54—
3,15 (m, 7H, -CH,S-, -CHS-, zweimal -CONHCH>-), 4,08-4,18 und 4,26-4,36 (m+m, 1H+1H,
zweimal -CHNCON-), 5,31 und 5,64 (sts, 1H+1H, CH,=C-CO-), 6,35-6,41 (m,
2H, -NHCONH-), 7,70-8,02 (m, 2H, -CONH-).

3C NMR (300 MHz, DMSO-d6) § (ppm): 18,6 (CH3-), 25,3 (-CH,CH,CON-), 28,0 und 28,2
und 29,3 (-CH,CH,CH,CON-) und (-NHCH,-CH,-CH,NH-) und (-CH,CH,CH,CH,CON-),
35,3 (-CH,S-), 35,8 (-CH,CONH-), 36,7 und 36,6 (-CH,NHCO-), 55,9 (-CHS-), 59,2 und 61,0
(CHNHCO), 118,8 (CH,=), 140,0 (=C-CO), 162,7 (-NHCONH-), 167,4 (=C-CONH-), 172,1
(-CH,-CONH-).
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(iii) Synthese von Biotinyl-2-aminoethylmethacrylat (BAEMA)

Die Synthese erfolgte analog der Synthese von BAPMA. Es wurde Biotin-NHS
(1000,0 mg, 2,93 mmol) mit 2-Aminoethylmethacrylathydrochlorid (495,0 mg, 2,93 mmol) unter
der Zugabe von Triethylamin (1,6 mL) in trockenem DMF (30 mL) umgesetzt. Als Stabilisator
diente Hydrochinon (4,2 mg, 0,03 mmol).

Ausbeute: 922 mg (89 % - enthdlt Reste von Triethylamin)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § (ppm): 'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 1,23-
1,67 (m, 6H, -CH(CH>)3-), 1,87 (s, 3H, -CH,CCHs), 2,06 (t, 2H, J=7,3 Hz, -CH,CONH-), 2,54—
3,10 (m, 5H, -CH,S-, -CHS-, -CONHCH>-), 3,32 (m, {iberlagert vom Lo&sungsmittelpeak,
CH,0CO), 4,05-4,09 und 4,28-4,33 (m+m, 1H+1H, zweimal -CHNCON-), 5,67 und 6,05 (s+s,
1H+1H, CH,=C-CO-), 6,35-6,41 (m, 2H, -NHCONH-), 7,95-7,99 (m, 1H, -CONH-).

BC NMR (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 18,0 (CHs), 24,5 252 und 28,1
(-(CH,);CH,CON-), 33,3 (-CH,CONH-), 35,7 (-OCH.CH,NHCO-), 37,5 (-CH.S-) 55,4
(-CHS-), 59,3 und 61,1 (zweimal CHNHCONH), 63,1 (CH,0CO), 1259 (CH,=), 135,8
(=C-C0), 162,8 (-NHCONH-), 166,6 (=C-CO0-), 172,5 (-CH,-CONH-).
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5.5.1.2 Synthese von 2-(4-Benzoylphenoxy)ethylmethacrylat (BPEM)

(i) Synthese von 2-(4-Benzoylphenoxy)ethanol

OH HO
/ S
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DMF, 65°C /
BN ' Fe=2N
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i b A
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4-Hydroxybenzophenon (10,0 g, 50,44 mmol) wurde in trockenem DMF (150 mL) gelost,
K,CO3 (13,82 g, 100 mmol), KI (3,98 g, 24 mmol) und 2-Bromethanol (5,3 mL, 74 mmol)
wurden zugefiigt und die Losung iiber Nacht bei 65 °C geriihrt. Nach Umsatzkontrolle mittels
Diinnschichtchromatographie wurden zwei weitere Portionen K,COs; (7,0 g, 50 mmol) und
2-Bromethanol (4,4 mL, 62 mmol) zugefiigt und die Losung fiir weitere 18 h geriihrt. Die
gelbliche Reaktionslosung wurde dann in 1,5L Eiswasser gegossen, der Niederschlag

abzentrifugiert und schlieflich der gesammelte Feststoff im Vakuum iiber CaCl, getrocknet.
Ausbeute: 10,7 g (86 %)
R¢(Hexan / Ethylacetat 2:1) = 0,29

'"H NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 4,03 (m, 2H, HOCH,-), 4,18 (t, 2H, J=4,5Hz, -
OCH,CH,0H), 6,99-7,00 (m, 2H, zweimal -OCCHCH-), 7,47-7,50 (m, 2H, zweimal
meta -CCHCHCH-), 7,57-7,60 (m, 1H, para -CHCHCHC-), 7,76-7,85 (m, 4H,
viermal -COCCH-).
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(ii) Synthese von 2-(4-Benzoylphenoxy)ethylmethacrylat (BPEM)
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2-(4-Benzoylphenoxy)ethanol (10,0 g, 41,2 mmol) aus der ersten Stufe wurde mit
Triethylamin (11,4 mL, 45,4 mmol) und 4-Dimethylaminopyridin (0,25 g, 2,1 mmol) in
Dichlormethan (225 mL) gelést. Unter Kiihlung im Eisbad wurde Methacrylsdurechlorid
(4,6 mL, 45,4 mmol) in Dichlormethan zugetropft. Danach wurde weitere 2 h bei 0 °C und iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde dann in eine gesattigte
NaHCOs3-Losung gegossen und die organische Phase zusdtzlich mit weiteren Portionen
gesattigter NaHCO3-Losung und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase
wurde {iber Na,SO,4 getrocknet und iiber eine Kiesegelsdule filtriert. Das Produkt wurde durch

Evaporieren des Losungsmittels als weiller kristalliner Feststoff erhalten.
Ausbeute: 7,5 g (60 %)
R¢ (Ethylacetat / Hexan 3:2) = 0,87

'H NMR (300 MHz, Aceton-d6) & (ppm): 1,94 (s, 3H, -CH,CCH;), 4,45 (t, 2H,
J=4,5 Hz, -OCH»-), 4,55 (t, 2H, J=4,5 Hz, -COOCH>-), 5,66 und 6,11 (s+s, 1H+1H, CH,=C-CO-
), 7,11-7,16 (m, 2H, zweimal -OCCHCH-), 7,52-7,58 (m, 2H, zweimal -CCHCHCH-), 7,62-7,68
(m, 1H, -CHCHCHC-), 7,96-7,84 (m, 4H, viermal -CH,C-).

3C NMR (300 MHz, Aceton-d6) § (ppm): 17,8 (CHs-), 63,2 (-COOCH,-), 66,6 (-OCH,-),
114,8 (-OCCHCH-), 125,4 (CH,=C-CO-), 128,5 (CCHCHCH-), 129,7 (-CHCHCHCCO-), 130,9
(-COCCHCHC-), 132,2 (-CHCHCHC-), 132,5 (-OCCHCHCCO- ), 136,7 (-CH,=CCH3-), 138,8
(COCCHCHCH-), 162,77 (=C(CH5)COO), 166,9 (OCCH), 194,6 (-CCOC-).
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5.5.2 Polymersynthesen

5.5.2.3 Synthese der photovernetzbaren Copolymere
SN C H3 N C H 3 B ,.C H 3 C H
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(i) Synthese der Copolymere mit moderater Molmasse (B-1, B-2a, B-3a, B-4, T-1-5)

Alle Copolymere wurden nach einer Standardprozedur synthetisiert. Alle Arbeitsschritte
wurden unter sorgféltigem Schutz vor Umgebungslicht entweder in einem abgedunkelten Labor
unter Gelblicht, oder mit permanent mit Alufolie geschiitzten Proben durchgefiihrt.

Exemplarisch wird die Synthese von T-4 beschrieben.

Di(ethylenglykol)methylethermethacrylat (MEO,MA, 2,00 g, 10,63 mmol, 69 Aquivalente),
Oligo(ethylenglykol)methylethermethacrylat (OEGMA475, M, =475 g/ mol, 2,17 g, 4,55 mmol,
30 Aquivalente) und 2-(4-Benzoylphenoxy)ethylmethacrylat (BPEM, 0,024 g, 0,076 mmol,
0,5 Aquivalente) wurden in einem Einhalsrundkolben in Ethanol (23,9 g, 85 Gew.-%) gelost.
AIBN (0,013 g, 0,076 mmol, 0,5 Aquivalente) wurde hinzugefiigt, der Kolben mit einem
Gummiseptum verschlossen und die Losung fiir 30 min mit N, gespiilt. Anschliefend wurde der
Kolben fiir 20 h im auf 60 °C vorgeheizten Olbad erhitzt.

Um die Reaktion zu stoppen, wurde der Kolben gedffnet und die Reaktionsmischung
Luftsauerstoff ausgesetzt. Das Losungsmittel wurde im Rotationsverdampfer eingeengt, die
Losung mit Wasser verdiinnt und gegen vollentsalztes Wasser fiir 4 Tage dialysiert.
(Dialysemembran ZelluTrans von Roth mit einem Molekulargewicht cut-off von 4000-
6000 g/ mol). Das Copolymer wurde anschlieSend durch Gefriertrocknung isoliert. Die Ausbeute
betrug 3,65 g (87 %).

Das isolierte Copolymer wurde mittels 'H-NMR, GPC (Eluent DMF) und

Triibungsphotometrie in Reinstwasser analysiert (Ergebnisse s. Tabelle 3-1, S. 31).
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(ii) Synthese der Copolymere mit hoherer Molmasse (B-2b, B-3b)

Zum Erzielen hoheren Molmassen wurden abweichend vom Standardprotokoll
0,25 Aquivalente AIBN zu der Reaktionsmischung gegeben und die Monomere mit einer
Konzentration von 20 Gew.-% in EtOH polymerisiert. Die Reaktionszeit betrug 4 h, die

Ausbeute nach der Aufreinigung ca. 80 %.

5.5.24 Synthese des carboxylgruppenhaltigen Copolymers P(MEO;MA-co-
MES)

YO0 YT ABN CHy ¢+ Sy
T D
] D N

070 0o o  60°C
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& old a ¢
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~
HaC ™ T
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Di(ethylenglykol)methylethermethacrylat (MEO;MA, 4,006 g, 21,28 mmol,
90 Aquivalente) wurde zusammen mit 2-Succinyloxyethylmethacrylat (MES, 0,565 g,
2,454 mmol, 10 Aquivalente) und AIBN (0,019 g, 0,118 mmol, 0,5 Aquivalente) in einem
Einhalsrundkolben mit Riihrfisch in Ethanol (30,0 g, 87 Gew-%) gel6st. Der Kolben wurde mit
einem Gummiseptum verschlossen und 40 min lang N>, durch die Lésung geleitet. Anschliefend
wurde die Reaktionsmischung fiir 16 h in ein auf 60 °C vorgeheiztes Olbad gehdngt. Die
Reaktion wurde durch Offnen des Kolbens beendet, die Reaktionsmischung am
Rotationsverdampfer eingeengt und mit Wasser aufgenommen. Das Copolymer wurde durch
Dialyse gegen vollentsalztes Wasser aufgereinigt (3 Tage, Dialysemembran ZelluTrans von Roth
mit einem Molekulargewicht cut-off von 4000-6000 g/ mol) und mittels Gefriertrocknung

isoliert.
GPC (DMF, kalibriert mit Polystyrolstandards): M;"? = 92 kg/ mol, PDI = 4,5.

Kein Triibungspunkt in Reinstwasser oder PBS-Puffer, Triibungspunkt in

Zitronensdurepuffer (pH 5) = 15,9 °C, Triibungspunkt in Zitronensdurepuffer (pH 3) = 13,3 °C.
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5.5.2.5 Synthese der biotinhaltigen Copolymere (Bt-1-4)
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Alle Copolymere wurden nach einer Standardprozedur synthetisiert. Exemplarisch wird die

Synthese von Bt-4 beschrieben.

Di(ethylenglykol)methylethermethacrylat (MEO,MA, 270 mg, 1,433 mmol, 66 Aquivalente),
Oligo(ethylenglykol)methylethermethacrylat (OEGMA 475, M, =475 g/ mol, 146 mg,
0,307 mmol, 14 Aquivalente) und Biotinyl-3-aminopropylmethacrylamid (BAPMA, 149 mg,
0,405 mmol, 19 Aquivalente) wurden in einem Einhalsrundkolben in DMF (2,1 g, 80 Gew.-%)
bei 50 °C gelost. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und AIBN
(2,0 mg, 0,012 mmol, 0,5 Aquivalente) wurde hinzugefiigt. Der Kolben wurde mit einem
Gummiseptum verschlossen und zum Entfernen von Sauerstoff wurde fiir 30 min N, durch die
Losung geleitet. Die Polymerisation fand bei 60 °C fiir 20 h in einem vorgeheizten Olbad statt.
Zur Beendigung der Reaktion wurde der Kolben auf Raumtemperatur gekiihlt und ge6ffnet. Das
Copolymer wurde durch Dialyse gegen entsalztes Wasser aufgereinigt (3 Tage, Dialysemembran
ZelluTrans von Roth mit einem Molekulargewicht cut-off von 4000-6000 g/ mol). Durch
Gefriertrocknung wurden schlieBlich 489 mg des Copolymers isoliert (86 %).

Das isolierte Copolymer wurde mittels 'H-NMR, GPC (Eluent DMF) und

Triibungsphotometrie in Reinstwasser analysiert (Ergebnisse s. Tabelle 3-5, S. 68).
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5.5.2.6 Synthese der biotinhaltigen, photovernetzbaren Copolymere (Q-1,
Q-5)
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Die Synthese der Copolymere wurde in einem abgedunkelten Labor unter Gelblicht
durchgefiihrt. Die Synthesevorschrift beschreibt die Synthese von Q-5.

Di(ethylenglykol)methylethermethacrylat (MEO,MA, 2,005g, 10,626 mmol, 85
Aquivalente), Oligo(ethylenglykol)methylethermethacrylat (OEGMAy7s, M, =475 g/ mol,
0,587 g, 1,181 mmol, 10 Aquivalente) und Biotinyl-2-aminoethylmethacrylat (BAEMA, 0,223 g,
0,621 mmol, 5 Aquivalente) wurden in einem Rundkolben in DMF (9,4 g, 77 Gew.-%) bei 50 °C
weitestgehend gel6st. Ungeldste Reste wurden in der Reaktionsldsung belassen. Nach Abkiihlen
der Reaktionsmischung auf Raumtemperatur wurden 2-(4-Benzoylphenoxy)ethylmethacrylat
(BPEM, 0,018 g, 0,059 mmol) und AIBN (0,005 g, 0,0316 mmol) zugegeben, der Kolben mit
einem Gummiseptum verschlossen und die Reaktionsmischung fiir 30 min mit N, gespiilt.
AnschlieBend wurde der Kolben in ein auf 60 °C vorgeheiztes Olbad gegeben. Nach 20 h wurde
die Reaktion durch Offnen des Kolbens beendet. Das Copolymer wurde mittels Dialyse gegen
vollentsalztes Wasser aufgereinigt (5 Tage, Dialysemembran ZelluTrans von Roth mit einem
Molekulargewicht cut-off von 4000-6000 g/ mol). 2,36 g des Copolymer wurden durch

Gefriertrocknung isoliert (83 %).

Das isolierte Copolymer wurde mittels 'H-NMR, GPC (Eluent DMF) und
Triibungsphotometrie (3 g/ L in PBS-Puffer) analysiert (Ergebnisse s. Tabelle 3-6, S. 76).
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5.5.3 Synthese der Hydrogelmonolithe

Fiir die Synthese der Hydrogelmonolithe wurden ca. 2 cm lange Glasr6hrchen mit einem
Innendurchmesser von 4,2 mm zurechtgeschnitten. 4 der Réhrchen wurden in ein Reagenzglas
gegeben und die Reaktionsmischung eingefiillt. AnschlieBend wurde das Reagenzglas mit einem
Gummiseptum verschlossen und fiir 30 min N, durch die Lésung geleitet. Nach 20 h war die
Reaktionslosung vollstdndig geliert. Das Reagenzglas wurde aufgebrochen, das Hydrogel
zerschnitten und die Hydrogelmonolithen aus den Glasrohrchen in ein Wasserbad gepresst. Die
Reinigung der Hydrogelmonolithen erfolgte durch 2-tdgiges Waschen in Reinstwasser unter

standigem Austausch der Waschldsung.
(i) Hydrogelmonolithen aus OEG-Comonomeren

Die Reaktionsmischung fiir die OEG-Hydrogelmonolithen bestand aus MEO,MA (1,202 g,
6,384 mmol, 84 Aquivalente), OEGMA,;5 (0,583 g, 1,228 mmol), Ethylenglykoldimethacrylat
(31,7 pL, 0,1522 mmol, 2 Aquivalente) und AIBN (12 mg, 0,076 mmol, 1 Aquivalent) geldst in
Ethanol (5,43 g, 75 Gew.-%).

(ii) Hydrogelmonolithen aus NIPAM

Die Reaktionsmischung fiir die NIPAM-Hydrogelmonolithen bestand aus NIPAM (4,75 g,
41,98 mmol), Bisacrylamid (0,263 g, 1,706 mmol) und AIBN (0,083 g, 0,505 mmol) gel6st in
Ethanol (18,2 g, 78 Gew.-%).

(iii) biotinhaltige Hydrogelmonolithen

Die Reaktionsmischung fiir die biotinhaltigen Hydrogelmonolithen bestand aus MEO,MA
(584 mg, 2,914 mmol, 84 Aquivalente)) OEGMA,;; (68 mg, 0,142 mmol, 4 Aquivalente),
BAPMA (127 mg, 0,344 mmol, 10 Aquivalente) und Poly(ethylenglykol)dimethacrylat
(M; =20 kg/ mol, 346 mg, 0,0173 mmol) und AIBN (8,0 mg, 0,048mmol), gelost in
Trifluorethanol (6,46 g, 85 Gew.-%).
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Abbildung A-5: Bild von zwei mit OEG-Copolymer beschichteten Siliziumwafern. Links: Schichtdicke ca. 100 nm,
rechts: Schichtdicke ca. 200 nm. Schichtdicken bestimmt mittels Ellipsometrie.

Abbildung A-6: Bild von zwei Hydrogelmonolithen basierend auf OEG. Links: gequollen, rechts: getrocknet.
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