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Einleitung

1. Einleitung

Biologische Polypeptide sind meistens komplexe Copolymere, deren charakteristische
Eigenschaften durch die genau definierten Sequenzen der Aminosduremonomere entstehen.
Es besteht ein groBes Interesse an der Synthese natiirlicher Polymere, um Produkte fiir
Implantate, kiinstliches Gewebe, Biomineralisation, Biosensoren oder medizinische
Diagnostik zu erhalten.!! Gegeniiber konventionellen synthetischen Polymeren bieten
Polypeptide einige Besonderheiten, weil sie sich zu komplexen Strukturen anordnen kdnnen.
Je nach Substituenten der Aminosduren konnen Polypeptide Sekundirstrukturen,
Tertidrstrukturen und quartdre Zusammenlagerungen ausbilden. Bei den biologischen
Synthesen konnen Polypeptide mit exakten Kettenlingen und identischen Monomersequenzen
produziert werden. Die chemischen Synthesen von hochmolekularen Polypeptiden fiihren zu
einer statistischen Kettenlingenverteilung und zu einer geringeren Sequenzkontrolle.”
Mittels der chemischen Synthese konnen jedoch amphiphile Blockcopolymere mit
Polypeptidblocken konstruiert werden, die beispielsweise Mizellen oder Vesikel bilden
koénnen.”! Solche Mizellsysteme haben auch eine potenzielle Anwendung im Bereich der
gezielten Medikamentenfreisetzung sowie der Gentherapie, wo sie als Transportsysteme
dienen konnen.'

Derzeit ist die Polymerisation von Aminosiure-N-Carboxyanhydriden (NCA-Polymerisation)
die weitverbreitetste Methode fiir die Synthese von grofleren Mengen an hochmolekularen
Polypeptiden. Bei diesen Materialien handelt es sich meistens um Homopolymere, statistische
Copolymere oder Pfropfcopolymere, die nicht iiber die Monodispersitit und Sequenzspezifitit
natiirlicher Polypeptide verfiigen. Derzeit gibt es in der Literatur im Wesentlichen drei
Ansitze, um eine enge Molekulargewichtsverteilung bei der NCA-Polymerisation zu erhalten.
Eine bessere Kontrolle iiber die Polydispersitit konnte von Deming durch Verwendung von
Ubergangsmetall-Aminkomplexen erreicht werden.”*® Der Nachteil bei diesem Verfahren ist
jedoch die Anwesenheit von Ubergangsmetallspuren in den fertigen Polymeren, die ihre
Verwendbarkeit flir biomedizinische Anwendungen einschrinken. Bei dem Ansatz von
Hadjichristidis wurden sehr nukleophile Initiatoren mit Hochvakuumaufreinigungsmethoden
kombiniert, so dass Nebenreaktionen aufgrund von Verunreinigungen minimiert werden

konnten.!”!

Dimitrov und Schlaad synthetisierten Polystyrol-block-poly(Z-L-lysin)
Copolymere mit sehr niedrigem Polydispersititsindex unter Verwendung der Hydrochloride
von aminfunktionalisierten Polystyrolmakroinitiatoren.™ Im Rahmen der vorliegenden Arbeit

wurde die Ammoniuminitiator-Methode fiir die Synthese von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-
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block-poly(L-glutaminsdure) Copolymeren mit enger Molekulargewichtsverteilung
verwendet. Hierbei ist jedoch ein genaueres Verstindnis iiber die gezielte Steuerung der
Reaktionsgeschwindigkeit erstrebenswert, um die Polymerisation in einer mdglichst kurzen
Zeit durchfilhren zu konnen. Fiir diese Polymerisationen wurden eine Reihe von
niedermolekularen Ammoniuminitiatoren systematisch eingesetzt, und die Einfliisse auf das
Polymerisationsverhalten untersucht.

pH- und temperatursensitive Polymere sind vielversprechende Materialien.”**! Die in der
vorliegenden Arbeit synthetisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(L-glutamin-
sdure) Copolymere verfligen neben dem Polypeptidblock iiber einen zusétzlichen
thermoresponsiven Block. Thermoresponsive Materialien wie das durch radikalische
Polymerisation synthetisierte Poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM) und seine Copolymere
werden bereits in mehreren Bereichen erfolgreich verwendet. Hierzu gehdren beispielsweise
Hydrogele.*?%) Neben dem vielfach eingesetzten PNIPAM bieten die durch lebende
kationische =~ Polymerisation  zugdnglichen = Poly(2-alkyl-2-oxazolin)e  aussichtsreiche
Anwendungsmoglichkeiten im Bereich der Oberflichenchemie und der Biomaterialien, wo
sie beispielsweise als nichtionische Tenside, Hydrogele oder Wirkstofftransportsysteme
fungieren konnen.””’ Zu den Vorteilen der Polyalkyloxazoline gehoren die vielfiltigen
Variationsmoglichkeiten an den Alkylsubstituenten, die ein gezieltes Einstellen der LCST
ermdglichen. Das hier verwendete Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) besitzt einen LSCT-
Ubergang im Bereich der Ko&rpertemperatur, der jedoch durch zielgerichtete
Copolymerisation mit anderen Oxazolinmonomeren auf den gewiinschten Temperaturbereich
eingestellt werden kann. Die vielfiltigen Funktionalisierungsmoglichkeiten dieser Polyamide
sowie die Synthese mittels kontrollierter kationischer Polymerisation erdffnen
vielversprechende Einsatzmoglichkeiten.

Die in der vorliegenden Arbeit synthetisierten stimuliresponsiven Materialien wurden
hinsichtlich ihres Strukturbildungsverhaltens bei Zusatz von Elektrolyten, Anderungen des

pH-Werts sowie der Temperatur untersucht.

II
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2. Grundlagen

2.1. Copolymere

Der Begriff Copolymerisation als Oberbegriff schlie3t die Polymerisation von zwei, drei, vier
und mehr Monomeren ein. Copolymere aus zwei Monomeren heiflen eigentlich Bipolymere,
aber dieser Name ist nicht gebrduchlich, man nennt sie Copolymere. Polymere aus drei
Monomeren heillen Terpolymere, aus vier Monomeren Quarterpolymere. In der Abb.2.1 sind

verschiedene Anordnungsmoglichkeiten der Monomere in den Copolymeren dargestellt.

VL

Abb.2.1: Ausgewihlte Arten von Copolymeren von links nach rechts: Statistisches
Copolymer, alternierendes Copolymer, Blockcopolymer und Pfropfcopolymer.

Im Fall einer ideal ,lebenden Polymerisation ist der Polymerisationsgrad P, durch den

folgenden Zusammenhang gegeben:

P = [, ] -Umsatz (GL1)

v [n]

mit: [My]: eingesetzte Monomerkonzentration

[lo]: eingesetzte Initiatorkonzentration

Durch die Wahl der Initiatorkonzentration kann sowohl der Polymerisationsgrad, als auch die
Polymerisationsgeschwindigkeit verdndert werden. Wird davon ausgegangen, dass alle Ketten
gleichzeitig  gestartet werden und ohne Abbruch  wachsen, resultiert als
Molekulargewichtsverteilung eine Poisson-Verteilung, wiahrend bei anderen Polyreaktionen

die wahrscheinlichste Verteilung in Form der Schulz-Flory-Verteilung gefunden wird.**!
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Die Uneinheitlichkeit U der Polymere steht mit dem Polydispersititsindex D und dem

Polymerisationsgrad in folgendem Zusammenhang:

D=1+U:1+% (Gl.2)

n

Aufgrund dieses Zusammenhangs nimmt die Uneinheitlichkeit der Polymere mit steigendem

Polymerisationsgrad ab.
2.2, Radikalische Polymerisation

Die konventionelle radikalische Polymerisation hat gegeniiber anderen
Polymerisationsprozessen viele Vorteile. Sie benétigt nicht strenge Prozessbedingungen und
kann fiir Polymerisationen von zahlreichen Vinylmonomeren eingesetzt werden. Nahezu
50 % aller kommerziellen synthetischen Polymere wird mittels radikalischer Polymerisation

29:3% Dennoch ist die geringe Kontrolle iiber einer Reihe von Reaktionsmerkma-

hergestellt.!
len die grofite Einschrankung der freien radikalischen Polymerisation. Die Synthese von
definierten Polymeren mittels freier radikalischer Polymerisation wird erschwert durch die
Kontrolle = von  Molekulargewichten,  Polydispersititen, = Kettenarchitektur ~ und
Funktionalisierung. Um eine bessere Kontrolle liber die Reaktionsmdglichkeiten zu erhalten
wurden mehrere kontrollierte radikalische Polymerisationen eingefiihrt. Hierzu gehéren im
Wesentlichen die stabile freie radikalische Polymerisation (SFRP), die iiblicherweise die
Nitroxid vermittelte Polymerisation B' 3%

zies einschlieft.”") Desweiteren wird hiufig die ATRPP* * sowie RAFTP® *"! verwendet.

aber auch die Verwendung von Organometallspe-

Um die Lebensdauer der anlagernden Kettenenden zu erhohen, verwendet jede dieser
Methoden ein dynamisches Gleichgewicht zwischen einer geringen Konzentration an aktiven
Kettenenden und einem hohen Anteil an ,,schlafenden Kettenenden, die nicht terminieren
und kein weiteres Monomer anlagern. Ein Nachteil bei der Verwendung von
Ubergangsmetallen sind jedoch Restspuren von Ubergangsmetallen, und es wird daran

B8] bzw. zu minimieren. Die kontrollierte radikalische

[39] 40]

gearbeitet diese zu entfernen
Polymerisation kann in der Gegenwart von Wasser”™" und auch ionischen Fliissigkeiten'
durchgefiihrt werden. Ein groBer Vorteil ist, dass auch saure, basische, ionische oder weitere

funktionalisierte Monomere fiir die Synthese von Polymeren verwendet werden konnen.
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2.3. Anionische Polymerisation

Anionische Polymerisationen laufen in den iiberwiegenden Féllen nur unter Luftausschluss
und im Gegensatz zur radikalischen Polymerisation auch unter absolutem Wasserausschluss
ab. Es sind nur Monomere mit elektronenziehenden Substituenten an der Doppelbindung oder
Ringe anionisch polymerisierbar. Dazu gehdren Styrole, Vinylpyridine, Vinylketone,
Acrylverbindungen sowie einige Diene. Als Beispiele fiir Heterozyklen seien Ethylenoxid,
Propylenoxid, Ethylencarbonat, fiinf- bis 12-gliedrige ringformige Lactame und Lactone
sowie N-Carboxyanhydride genannt. Es werden Iniatorklassen wie Alkalimetallorganyle (z.B
Butyllithium), Alkalimetalle (Natrium, Kalium), Alkaliamide (z.B. LDA), Grignard-
Verbindungen, Alkalialkoholate, Alkalienolate, Amine, und Phosphine verwendet. Bei der
Wahl des Initiators sollte die Nukleophilie der Initiatoranionen reziprok zur Elektrophilie der
Monomere sein, damit die Startreaktion ablaufen kann. Zu Kettenabbriichen kann es kommen,
wenn die Kettenenden beispielsweise mit Kohlenstoffdioxid, Wasser und weiteren geeigneten
Substanzen reagieren. Wasser kann jedoch auch bei einigen Polymerisationen als Initiator
fungieren. Aufgrund der engen Molekulargewichtsverteilung eignen sich durch anionische
Polymerisation synthetisierte Polymere als Standards fiir die Gelpermeationschromatographie.
In der Literatur finden sich mehrere anionische Polymerisationen, die Polymere mit enger

Molekulargewichtsverteilung ergeben.[*!!

24. Kationische Polymerisation

Unter einer kationischen Polymerisation versteht man die Reaktion eines kationischen
Initiators mit Monomeren zu Makromolekiilen. Industriell haben sich beispielsweise die
kationischen Polymerisationen von Vinylethern, Isobutylen, Formaldehyd, Tetrahydrofuran,

Ethylenimin sowie Inden durchgesetzt.!*"

Es lassen sich drei Gruppen von Monomeren kationisch polymerisieren:
1. Elektronenreiche Olefinderivate mit elektronenreichen Substituenten

2. Heteronukleare Mehrfachbindungen mit Heteroatomen oder Heterogruppierungen

3. Ringe mit Heteroatomen
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Kationisch polymerisierbare Monomere miissen stark elektronendonierende Gruppen
aufweisen. Zu dieser Gruppe gehdren daher m-Donatoren wie Olefine, Diene und
Vinylaromaten sowie (m-n)-Donatoren wie N-substituierte Vinylamine und Vinylether. Zu
den Monomeren mit heteronuklearen Mehrfachbindungen gehdren z.B Aldehyde, gewisse
Ketone, Thioketone und Diazoalkane. Die kationisch polymerisierbaren Ringverbindungen
sind sdmtlich n-Donatoren. Zu ihnen gehdren cyclische Ether, Acetale, Sulfide, Imine,
Lactone und Lactame.*?) Zu den hiufig verwendeten Initiatoren zdhlen Protonensiuren,

Lewis-Séuren, Carbeniumsalze oder eine Mischung aus Alkylhalogenid und Lewis-Saure.
2.5. Ringoffnende Polymerisation von N-Carboxyanhydriden

Mit der ringdffnenden Polymerisation von Aminosdure-N-Carboxyanhydriden konnen
Polypeptide oder Polypeptidblockcopolymere mit hohem Molekulargewicht synthetisiert
werden. Unter Verwendung dieser Methode sind Polypeptide zugénglich, die durch
Festphasensynthese oder biotechnische Verfahren nicht hergestellt werden koénnen. Die
Synthese der N-Carboxyanhydride (NCA) kann auf zwei Wegen geschehen. Durch
Zyklisierung eines N-Alkoxycarbonylaminosdurehalogenids wird bei der Leuchs-
Methode!™*! das Produkt erhalten. Bei der Fuchs-F arthing-Methode[46’50] erfolgt eine
Phosgenierung der Aminosdure oder deren Derivate. Eine praktische Mdglichkeit ist die
Verwendung von Triphosgen, das sich als Feststoff wesentlich einfacher handhaben 146t als
das Phosgen. Als Nebenprodukte entstehen Chlorwasserstoff, Chloroformyl-Aminosiure und
a-Isocyanato-Saurechloride. Damit diese Verbindungen die Polymerisation nicht storen, wird
das NCA-Derivat durch Umkristallisation aufgereinigt. Es gibt auch mehrere abgewandelte
Synthesen.”!!

Fiir die Initiierung der ring6ffnenden Polymerisation konnen eine Vielzahl von Initiatoren
verwendet werden. Eine detaillierte Beschreibung fiir verschiedene Initiatoren findet sich bei
Kricheldorf."* Die N-Carboxyanhydride der Aminosiuren verfiigen iiber zwei elektrophile
Reaktionszentren (C-2 und C-5) sowie zwei azide Zentren NH und CH. Die amininitiierte
Polymerisation verlduft im Idealfall durch nukleophilen Angriff am C-5 Kohlenstoff wobei
unter Ring6ffnung eine Carbamat-Verbindung (Abb.2.2) gebildet wird.

Der Wachstumsschritt der Kette kann nun auf zwei Wegen erfolgen. Beim Aminmechanismus
wird Kohlenstoffdioxid direkt abgespalten und die entstehende aktive Spezies greift ein
weiteres NCA-Molekiil nukleophil an. Als weitere Moglichkeit kann der Carbamat-

Mechanismus auftreten, wobei ein gebildetes Carbamation ein weiteres NCA-Molekiil
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anlagert. Bei der betrachteten Bildung des Carbamations und der Decarboxylierung handelt es

sich um Gleichgewichtsreaktionen, und die Kettenfortpflanzung ist sehr stark von den

Reaktionsbedingungen wie Druck, Temperatur und Losungsmittel abhingig.!”* >

H
1
0 N + R-NH, 0]
%%R nukleophiler _ HO\H/H\_)J\N/R'
~ % Angriff o r "
/—h _C()\
H R 9] H, R 0
hgtabiees Lt iy
(o) 0 (@) = H (0] e O ﬁ H
Py
R
Ay o iy
H = H
(0] (0] R
XK
+ H* R'
HO N N Y N~ -~
—CO, H 0 F:{ H
‘Carbamat-Mechanismus' 'Amin-Mechanismus'
+ n-2 NCA
—n-1CO,

0]

HZN\{\/U\H/]/“R'

i

Abb.2.2: Carbamat- bzw. Amin-Mechanismus der Polymerisation von N-Carboxyanhydriden
bei Verwendung eines primédren Amins als Initiator.

Werden tertidre Amine flir die Initilerung der Polymerisation verwendet, so wird der
»Aktivierte Monomer“-Mechanismus (AM-Mechanismus) beobachtet (Abb.2.3). Durch das
tertidre Amin erfolgt eine Deprotonierung der NH-Gruppe im Ringgeriist des NCA-Molekiils,
und das Amin reagiert hier somit als Base und nicht als Nukleophil. Dieses entstandene Anion
greift ein weiteres NCA-Molekiil nukleophil an C-5 an, wobei ein Dimer gebildet wird. Das
Kettenende dieses Dimers kann ein Amin bzw. ein Carbamat sein. In der Folge kann das
Dimer durch ein weiteres deprotoniertes N-Carboxyanhydrid nukleophil angegriffen werden
und die Reaktion wird auf diese Weise fortgesetzt. Die entstandenen Oligopeptide kénnen in

der Folge zu einem hochmolekularen Polymer kondensieren.
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Der Initiator wird nicht in die Polymerkette eingebaut und befindet sich als Katalysator in
einem Gleichgewicht aus Protonierung und Deprotonierung. Dadurch wird eine Kontrolle des

Molekulargewichts erschwert.

Q R .
R R R;NH
R S NI C A
7 H O
o o)

(@)

w20
"'”;U

R';NH*

\n/ RNH® + NCA Y%N \—/ «:)KRKNHZ

%;

H* Transfer
0 - Co,

Abb.2.3: , Aktivierte Monomer“-Mechanismus fiir die Polymerisation von N-Carboxyanhy-
driden mit tertidren Aminen.

N-Aminoacyl-NCA

+n-1 NCA
- n-1CO,

i§

Die Polymerisationsmechanismen aus den Abb.2.2 und Abb.2.3 kénnen wéhrend einer

Polymerisation auftreten, weil auch ein Wechsel zwischen Amin- und AM-Mechanismus

erfolgen kann.
2.6. Ringoffnende Polymerisation von 2-Alkyl-2-oxazolinen

2-Oxazoline sind  flinfgliedrige  heterocyclische = Iminoether.  Die  kationische
Ring6ffnungspolymerisation ist in Polymerchemie und Materialwissenschaft von Interesse.
Uber die Ringdffnungspolymerisation der 2-Oxazoline wurde zuerst von Kagiya et al. im Jahr
1966 berichtet.”> Hierbei verlduft die Polymerisation unter Bildung von Poly(N-

acylethyleniminen) nach G1.3 ab.

R
OJ\N kationischer Initiator '2:0 (GL3)
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Die Polymerisation von 2-Oxazolinen wurde in zahlreichen Ubersichtsartikeln beschrieben,
und sie wird im Allgemeinen als lebend bezeichnet."*%? Fiir die Synthese von 2-Oxazolinen

163] yund als kationische Initiatoren fiir die

konnen mehrere Methoden verwendet werden,
Polymerisation von 2-Oxazolinen wird eine Vielzahl von Verbindungen genutzt. Hierzu
gehoren beispielsweise Lewis-Sduren, starke Protonensduren und deren Ester (Triflate,
Tosylate) oder Alkylhalogenide. Geeignete Losemittel zur Polymerisation von 2-Oxazolinen

sind aprotische dipolare Substanzen wie z.B: Acetonitril oder Benzonitril.**

Mechanismus:

Je nach Initiator kann die Polymerisation nach zwei Arten von Mechanismen ablaufen, dem
kovalenten und dem ionischen Mechanismus. Der Angriff des freien Elektronenpaars vom

Stickstoff am Initiator erfolgt im Initiierungsschritt. Bei dem ionischen Mechanismus erfolgt

das Wachstum nach dem in G1.4 gezeigten Mechanismus:'*

2 2

R R
A A R

O”"+*N
Rx + [ | — [_|

pd

.

2
R
2 2 1=
R R 1 )/\\‘ X

1 R
O’)’+\~N/R OJ\N ':22:0 L

|

L+« L

X

(GL4)
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Bei dem kovalenten Mechanismus erfolgt das Wachstum nach dem in GL5 gezeigten

Mechanismus:%*!
2
R
PY R X
11 0~ N \N/\/
R X + - = 0]
RZ
R2
1 1 1
R\N/\/X O)%N RN N/\/X
o + L gz:o =0
R R (GL.5)

Ob der ionische oder kovalente Mechanismus vorliegt, wird zum einen durch das Gegenion
und zum anderen durch den Substituenten R? bestimmt. Wird die Polymerisation von
2-Alkyl-2-oxazolinen mit Tosylaten und Triflaten gestartet, so liegt ein ionischer
Mechanismus vor. Informationen iiber den Mechanismus finden sich bei verschiedenen
Autoren.[ 7 Fiir den Terminierungsschritt wird im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit ein

Piperidinderivat verwendet.
2.7. Kritische Losungstemperaturen

Es gibt Polymere in Losung deren Loslichkeit sich mit steigender Temperatur erhoht, weil die
zusétzliche thermische Bewegung die Anziehungskrifte zwischen dhnlichen Molekiilen
herabsetzt und energetisch weniger bevorzugte Kontakte begiinstigt werden.””! Das
Phasendiagramm fiir solche Systeme mit schlechten Losungsmitteln wird durch den Bereich
A in Abb.2.4 veranschaulicht. Hierbei befindet sich die kritische Temperatur T, nahe beim
Maximum der Triibungspunktkurve und wird als obere kritische Losungstemperatur (UCST,
upper critical solution temperature) bezeichnet. Fiir unpolare Systeme ist die
Entropiednderung AS™ beim Mischen normalerweise positiv und wird allerdings stark von der
Temperatur T beeinfluBt. Die Loslichkeit hidngt somit hauptsdchlich von der
Mischungsenthalpie AH™ ab, die iiblicherweise positiv ist. Daraus folgt, dass die freie
Mischungsenergie AG™ mit fallender Temperatur schlieBlich positiv wird und dann eine
Phasentrennung stattfindet. Ein Beispiel fiir ein Polymersystem mit UCST findet sich bei

Laschewsky et al..[’¥
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Im Gegensatz hierzu gibt es Polymere in Losung, bei denen eine deutliche Abnahme der
Loslichkeit mit steigender Temperatur beobachtet wird. Hierbei besitzt die
Triilbungspunktkurve in Abb.2.4 die umgekehrte Form. Die entsprechende kritische
Temperatur liegt in diesem Fall beim Minimum der Kurve und wird als untere kritische

Losungstemperatur (LCST, lower critical solution temperature) bezeichnet.

o o o
i //jﬁ///
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Z

//
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G
///f%f/f///\
////// fMiissiger

e o~ _ Zweiphasenbereich
Tc {untere) Iy

k|  Einphasenbereich .,"'

T}, (obere) ,

Abb.2.4: Schematische Darstellung der zwei Phasendiagrammtypen, die iiblicherweise bei
Polymerlosungen anzutreffen sind; A) Zweiphasengebiet, das zur oberen
kritischen Losungstemperatur, und B) Zweiphasengebiet, das zur unteren
kritischen Losungstemperatur fiihrt; zwischen diesen beiden Regionen befindet
sich ein Einphasengebereich.!”!

Die Loslichkeit kann durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Polymer und
beispielsweise Wasser bewirkt werden. Weil Wasserstoffbriickenbindungen aber thermisch
instabil sind, verringert sich ihre Stirke mit steigender Temperatur, und es kommt unter

Umsténden zu einer Phasentrennung.

2.8. Bedeutung des pH-Werts fiir die Sekundirstruktur

Das in dieser Arbeit synthetisierte Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(L-glutaminséure)
Copolymer verfiigt mit dem Poly(L-glutaminsdure) Block {iber ein pH-schaltbares Segment.
Die Poly(L-glutaminséure) verfiigt neben den pH- und Salz-responsiven Eigenschaften der
klassischen Polyelektrolyte wie beispielsweise Polyacrylsdure noch zusitzlich iiber die
Moglichkeit zur Ausbildung einer Sekundirstruktur und kann durch die Anderung des
pH-Werts einen Ubergang von der Zufallskniuelstruktur zu einer o-helikalen-Strukur
vollziehen. Bei sauren pH-Werten liegen die Sduregruppen in der protonierten Form vor und
es kann sich eine a-Helix ausbilden. Bei basischen pH-Werten ist dieser Polyelektrolyt

geladen und geht in die Zufallsknduelstruktur tiiber. Die Verwendung von Poly(L-
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glutaminsdure) wurde bereits in mehreren anderen Copolymersystemen erfolgreich fiir die

Ausbildung von pH-sensitiven Strukturen eingesetzt.[> ™!

2.9. Phasenverhalten

Bulk

Die in diesem Unterpunkt beschriebenen Phasenmorphologien sind auf den festen Zustand
bezogen, wobei Losungsmitteleinfliisse nicht beriicksichtigt werden. Bates und Fredrickson
untersuchten den Zusammenhang zwischen molekularen Parametern und dem
Phasenverhalten eines Diblockcopolymers AnB,.!""! Fiir die Beschreibung des
Phasenverhaltens konnen der Polymerisationsgrad N = N, + N sowie die Zusammensetzung
des Diblockcopolymers f = N4/N verwendet werden. Durch die Wahl der Zusammensetzung
bei der Polymersynthese lassen sich somit gezielt diese Parameter variieren, die im
Wesentlichen einen Einfluss auf die Entropie des Systems besitzen.

Unter Verwendung des Flory-Huggins-Wechselwirkungsparameters y zwischen den
Monomeren A und B, 1463t sich ebenfalls das Phasenverhalten beschreiben. Hierbei handelt es
sich um einen hauptsidchlich enthalpischen Parameter, den man beispielsweise durch
geeignete Wahl der Monomere beeinflussen kann.

Die Flory-Huggins-Gleichung leitet sich aus theoretischen Betrachtungen eines Polymers in
Losung her.*”? Wird der Spezialfall der Losung eines Polymers in einem anderen betrachtet,

so gilt der folgende Zusammenhang:

7= L[% —%(SAA + &g )} (GL.6)

Z: Anzahl der néchstliegenden Monomere in einer Copolymer-Anordnung.
& Wechselwirkungsenergie pro Monomer zwischen den indizierten Monomeren.

Eine AbstoBung zwischen A und B wird durch einen positiven Wert fiir y45 erkennbar und
eine Anziehung durch einen negativen Wert fiir y,5, wodurch ein Mischungsbestreben der
beiden Einheiten A und B deutlich wird. Aus obiger Gleichung geht hervor, dass der
Wechselwirkungsparameter y mit sinkender Temperatur grofler wird, was eine Entmischung

der beiden Einheiten A und B begiinstigt.!””

10
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Das in Abb.2.5 dargestellte Phasendiagramm wurde auf der Grundlage von theoretischen
Ansédtzen fiir konformativ isotrope Diblockcopolymere berechnet. Es wird der
Segregationsparameter (Produkt aus Flory-Huggins-Wechselwirkungsparameter y und der

Blocklinge N) in Abhingigkeit der Blockcopolymer Zusammensetzung f aufgetragen.[’®!

120 v—r————1—
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Abb.2.5: Phasendiagramm fiir konformativ isotrope Diblockcopolymere.!”®*
L: Lamellen (engl. lamellar)
H: hexagonal gepackte Zylinder (engl. hexagonal cylinders)
Qm3 m:  kubisch innenzentriert gepackte Kugeln (engl. bicontinuous cubic
spheres)
Qa3 d: Gyroid
CPS: kubisch dicht gepackte Kugeln (engl. close-packed spheres)
DIS: ungeordnete Phase (engl. disorderd)

Das System liegt homogen verteilt in einer ungeordneten Phase vor, wenn der
Segregationsparameter yN zu klein ist (yN <10), wobei dieser Bereich in Abb.2.5 mit DIS
markiert wird.

Im System tritt mit steigendem yN eine schwache Phasensegregation auf und das System geht
in den als ,,weak segregation limit“ (WSL) bezeichneten Bereich iiber. Die Entmischung des
Systems wird verstarkt, wenn der Wert fiir yN steigt. Dieser Bereich hat die Bezeichnung
»strong segregation limit* (SSL).

Eine Temperaturabhingigkeit wird im Bereich des ,weak segregation limit“ (WSL)
beobachtet und nicht in demjenigen des ,,strong segregation limit“. Drei unterschiedliche

Phasenmorphologien treten im Bereich des SSL auf (Lamellen, hexagonal gepackte Zylinder

11
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sowie kubisch innenzentriert gepackte Kugeln). Im Bereich des WSL tritt zusitzlich die

Gyroid-Phase auf (Abb.2.5).

o

L H Qm3 m Qa3 g

Abb.2.6: Dreidimensionale Darstellung ausgewihlter Phasenmorphologien.

Das Wachstum der Doménen unterliegt zwei geometrischen Grenzen. Die Polymerketten
konnen nicht tiber ihre Konturldnge hinaus gestreckt werden und desweiteren ermoglicht die
Grenzflache nicht beliebig vielen A-B Verkniipfungspunkten Platz. Beim Erreichen von einen
dieser beiden Grenzen, liegt der Bereich der ,,super strong segregation limit (SSSL) vor.[*!)

Die vorgestellten Phasenmorphologien verfiigen iiber eine charakteristische Grofle R ihrer
Mikrostruktur (z.B. Dicke der Lamellen oder Zylinder). In der Tabelle 1 wird die
Abhidngigkeit der MikrostrukturgroBe R und der Aggregationszahl Z vom

Polymerisationsgrad N fiir die verschiedenen Segregationsbereiche zusammengestellt.™™

Tabelle 1:  Abhingigkeit der Mikrostrukturgrée R und der Aggregationszahl Z vom
Polymerisationsgrad N fiir die verschiedenen Segregationsbereiche.

N Segregationsbereich | Mikrostrukturgrofle R | Aggregationszahl Z
~ 10 WSL R~N'" Z~N'"?
>>10 SSL R~ N7 Z~N
>>100 SSSL R~N Z~N°
Losung

Neben der Selbstorganisation in fester Phase tritt die Ausbildung von Strukturen auch in
Losung auf. Durch Verwendung eines selektiven Ldsungsmittels treten in Ldsung bei

niedermolekularen Tensiden'®”

oder Blockcopolymeren™ die Ausbildung von beispielsweise
Mizellen™ auf. Hierbei kann das Losungsmittel einen der beiden Blocke selektiv 1osen und

fiir den anderen Block ein sehr schlechtes Losungsmittel oder sogar Féallungsmittel darstellen

12
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(unlosliche Molekiilsegment A). Hierbei ist der unlosliche Block bestrebt, die Anzahl der
Kontaktstellen mit dem Losungsmittel zu minimieren und wird deswegen den Kern der
Mizellen bilden. Der l6sliche Block B bildet die Hiille der Mizelle.

Wenn die Korona viel gro3er als der Kern ist, liegen ,,haarige Mizellen* (hairy micelles) vor.
Fiir den entgegengesetzten Fall mit deutlich goBerem Kern im Vergleich zur Korona werden
»kurzgeschorene Mizellen* (crew cut micelles) erhalten. Der Begriff amphiphile Mizelle
(amphiphilic micelles) bezieht sich auf ein System starker Segregation (SSL) und ist nicht
abhingig vom strukturellen Aufbau (,,hairy* oder ,,crew cut™) der Mizelle. Forster et al.*¥ hat
fiir stark segregierende Systeme einen allgemeingiiltigen Zusammenhang zwischen den
Polymerisationsgraden des unldslichen (N,) und des 16slichen (Np) Blocksegmentes und der
Aggregationszahl Z der Polymermolekiile pro Mizelle nachgewiesen. Die Mizellbildung fiir
Diblock-, Triblock- und Pfropfcopolymere sowie von niedermolekularen Tensiden kann mit

der folgenden Gleichung beschrieben werden:

Z=Z,N°N,’ (G1.7)

Die Exponenten ¢ = 2 und g = 0,8 wurden empirisch bestimmt und durch Modelle
plausibilisiert. Der vorangestellte Faktor Z, ist im Wesentlichen von der Mischungsenthalpie
zwischen dem unldslichen Blocksegment A und dem Lsungsmittel abhingig. In der Tabelle
2 ist ein Zusammenhang zwischen der Mikrostruktur R und der Aggregationszahl Z vom

Polymerisationsgrad N gegeben.**!

Tabelle 2: Abhingigkeit der MizellgroB3e R und der Aggregationszahl Z vom
Polymerisationsgrad N fiir unterschiedliche Mizelltypen.

Mizelltyp Radius R Aggregationszahl Z
hairy R ~N*? Z~N"

crew cut R~N*? Z~N

amphiphilic |R~N Z~N

Niedermolekulare Tenside haben in vielen Merkmalen ein vergleichbares Verhalten wie
amphiphile Blockcopolymere. Die Tenside koénnen in verdiinnter Losung eine grofle Vielfalt
an Aggregationsformen bilden, was im Wesentlichen durch molekulare Parameter bestimmt
wird. Israelachvili hat zur Vorhersage der Aggregatstruktur von niedermolekularen Tensiden

ein Modell entwickelt und stellt einen Zusammenhang zwischen dem Volumen V' eines

13
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Tensidmolekiils, dem mittleren Flichenbedarf der Kopfgruppe a sowie der Konturlidnge /i,
der hydrophoben Kette her. Es gilt der folgende Zusammenhang zwischen diesen Parametern
und dem Packungsparameter P, der fiir die Vorhersage der Aggregatstruktur verwendet

werden kann.

(GLS)

Tabelle 3: Erwartete Aggregatstruktur in Abhéngigkeit des Packungsparameters.

P Molekiilgeometrie | Aggregatstruktur

<1/3 Kegel sphérische Mizellen

1/73-1/2 | stumpfer Kegel zylindrische Mizellen

1/2-1 stumpfer Kegel gekriimmte Doppelschichten, Vesikel

1 Zylinder planare Doppelschichten

Fiir unterschiedliche Blockcopolymersysteme konnen wie bei den Tensiden ebenfalls

86911 Bei der Synthese von

zylindrische, wurmartige sowie vesikulire Strukturen entstehen.!
Blockcopolymeren konnen je nach den Eigenschaften der einzelnen Blocke vollkommen
unpolare, doppelt hydrophile oder amphiphile Blockcopolymere aufgebaut werden.

Liegt ein enatiomerenreines Polymersegment vor, so besteht die Maoglichkeit eine
Sekundarstruktur (a-Helix oder [-Faltblatt) auszubilden, wodurch ein weiteres
Strukturelement fiir Blockcopolymere erhalten werden kann. Polypeptide wie z.B Poly(L-

glutaminsédure) oder Poly(L-lysin) konnen mit ihrer Sekundérstruktur in Blockcopolymeren zu

interessanten Strukturen fihren.

2.10. Blockcopolymere als Wirkstofftriger

Blockcopolymer-Mizellen werden in einer Vielzahl von Arbeitskreisen als Triager fiir
Wirkstoffe und Gene untersucht. Hierbei wird die Wirkstoftbindung und -freisetzung vom
Polymerblock im Mizellkern bestimmt. Die Verwendung von Blockcopolymer-Mizellen als
Wirkstofftrager geht auf Arbeiten von Ringsdorf et al. im Jahre 1984 zuriick, die die Mizellen

92: 93] Durch labile Peptidbindungen

aus Poly(L-lysin)-block-poly(ethylenoxid) untersuchten.
kann ein Wirkstoff angebunden werden. Protease, die in vielen Tumortypen vorhanden ist,

kann diese Bindungen spalten. Ein weiteres Beispiel flir Polypeptide in diesem Themengebiet

14
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ist ein von Kataoka et al. vorgestelltes System von Poly(asparaginsiure)-block-
poly(ethylenoxid),”! wobei Antitumorwirkstoffe eingelagert werden konnten. PEO ist ein
wasserlosliches Polymer, das unter physiologischen Bedingungen chemisch stabil ist und eine
Antigenwirkung des Blockcopolymer/Wirkstoff-Konjugats verringert.

Aufgrund der niedrigen kritischen Mizellbildungskonzentration (cmc) bilden viele
Blockcopolymere auch bei hoher Verdiinnung im Blut Mizellen. Unimere, die in geringer
Konzentration vorhanden sind, werden im passenden Molekulargewichtsbereich von der
Niere ausgeschieden. Ein gezielter Transport zu den Tumorzellen gelingt bei einer Vielzahl
von Tumorarten, weil diese im Vergleich zu gesundem Gewebe eine erhohte

GefiBpermeabilitit aufweisen.*"!
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3. Charakterisierungsmethoden

3.1. Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Gelpermeationschromatographie, GPC (engl.: size exclusion chromatography, SEC) wird
sehr haufig fiir die Bestimmung von Molekulargewichten und Molekulargewichtsverteilungen
von Polymeren verwendet. Die Auftrennung erfolgt durch Groenausschluss in den Poren des
Saulenmaterials, das meist ein vernetztes Polymergel ist. Die Trennung erfolgt aufgrund des
hydrodynamischen Volumens des Polymers in dem jeweiligen Losungsmittel. Als erstes
werden am sogenannten oberen Ausschlussvolumen ¥V, Makromolekiile eluiert, deren
hydrodynamisches Volumen das der Poren iibersteigt. Molekiille mit einem kleineren
hydrodynamischen Volumen koénnen in die Poren heineindiffundieren und verweilen somit
langer auf der Sdule. Aufgrund dieses Trennprinzips eluieren grof8e Molekiile vor kleinen
Molekiilen. Das dazugehorige Elutionsvolumen ist Vg = Vy + kgpc Vi (kpe Verteilungs-
koeffizient; V; Volumen innerhalb der Poren).

Fiir die Detektion der Polymere als Funktion der Zeit bzw. des Elutionsvolumens werden
iiblicherweise ein Differentialrefraktometer (RI) oder ein UV-Detektor im Fall von UV-
aktiven Verbindungen verwendet. Der RI-Detektor liefert ein Signal, welches proportional zur
Konzentration des Monomers in der jeweiligen Fraktion ist. Mit dem UV-Detektor (z.B. 4 =
260 nm fiir PS) bekommt man ebenfalls ein Signal, das proportional zur Konzentration des
Polymers ist. Die UV-Detektion kann beispielsweise auch dazu verwendet werden, um eine
UV-aktive Endgruppe quantitativ zu bestimmen.

Um den gemessenen Elutionsvolumina ein entsprechendes Molekulargewicht zuzuordnen,
wird eine Eichung durchgefiihrt; Gelpermeationschromatographie (GPC) ist daher eine
Relativmethode. Fiir die Eichung werden engverteilte Polymerstandards verwendet, deren
Molekulargewichtsmittelwerte mit Absolutmethoden wie Osmometrie oder Lichtstreuung
bestimmt wurden. Das bestimmte Elutionsvolumen wird als Funktion des
Molekulargewichtes M dargestellt. Nach Interpolation mit Polynomen héherer Ordnung wird
die Eichkurve logM = f (V) erhalten. Durch Verwendung der Eichkurve kann nun die
Bestimmung der Mittelwerte der Molekulargewichte sowie der Polydispersitéiten erfolgen.

Im Idealfall benétigt man fiir jedes Polymer eine FEichkurve mit dem selben
Monomereinheiten und der selben Struktur in Losung. Weil fiir viele Polymere keine

entsprechenden Eichstandards existieren, werden insbesondere fiir Blockcopolymere lediglich
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apparente Werte fiir das Molekulargewicht und der dazugehorigen Polydispersititen
bestimmt.

Bei vielen Polymeren tritt die Bildung von Aggregaten ein, wenn das verwendete
Losungsmittel nicht beide Blocke gleich gut 16st. In vielen Fillen treten auch unerwiinschte
Absorptionsphdnomene zwischen Polymer und Sédulenmaterial ein, die das Ergebnis
verfalschen. Der Wahl der geeigneten experimentellen Parameter wie Losungsmittel und
Sdulenmaterial kommt somit eine grof3e Bedeutung zu.

Weil die Trennung der Polymere aufgrund des hydrodynamischen Volumens Vj erfolgt,
koénnen Eichkurven mit einer universellen Kalibrierung erstellt werden.”” Wenn zwei
Polymere unter identischen apparativen Bedingungen das gleiche Elutionsvolumen besitzen,
so sind ebenfalls ihre hydrodynamischen Volumina gleich. Nach der Fox-Flory-Beziehung ist
das hydrodynamische Volumen mit der intrinsischen Viskositit [7] und dem

Molekulargewicht M verkniipft:

, n
V,=d [n]-M Mit: [7] = lim—* (GL.9)
>0 ¢

®@': Fox-Flory-Konstante
nsp: Spezifische Viskositit
¢: Konzentration

Die universelle Eichgerade ergibt sich aus der Auftragung von log(/7/-[M]) als Funktion des
Elutionsvolumens. Wird mit einem differentiellen Viskosimeter die spezifische Viskositét 7,
jeder Fraktion gemessen, so kann mit der dazugehdrigen Konzentration das Molekulargewicht
jeder Fraktion nach Gl.9 berechnet und die Molekulargewichtsverteilung der gesamten Probe

bestimmt werden. Bei Verwendung der Mark-Houwink-Beziehung (Gl.10),
[7]= KM~ (GL.10)

kann fiir Homopolymere bei bekannten Mark-Houwink-Koeffizienten die Eichkurve von zwei
Polymeren ineinander umgerechnet werden, sofern sie iiber die gleiche Konformation und

Topologie verfiigen.
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3.2 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie (engl.: matrix assisted laser desorption/ionization

time of flight) wurde von Hillenkamp und Karas*® °"!

entwickelt und ermdglicht die massen-
spektronometrische Analyse von Makromolekiilen. Polymere sind fiir die Untersuchung mit
dem {tiblichen Methoden zur Ionisation und Desorption nicht bzw. nur bedingt geeignet, weil
diese nicht fliichtig und hédufig thermisch instabil sind, was zu Fragmentierung und
Umlagerungen fiihren kann.

Die zu analysierende Substanz wird bei der MALDI-TOF-Methode in grofer Verdiinnung in
eine Matrix eingebettet. Hierbei sollte diese Matrix im Wellenldngenbereich der
Laserwellenldnge (4 = 337 nm) stark absorbieren und die Energie des Laserpulses moglichst
effektiv auf den Analyten {iibertragen. Als Matrixmaterial werden hdufig substituierte
aromatische Verbindungen wie beispielweise 1,8,9-Trihydroxyanthracen oder 2,5-
Dihydroxybenzoesdure verwendet. Die Ionisierung der Polymere erfolgt durch
Protonentransfer ~bzw. durch  Adduktbildung mit zugegebenen Alkali- oder
Ubergangsmetallionen und die Makromolekiile werden in die Gasphase iiberfiihrt.

Mit einem elektrischen Feld werden die desorbierten Ionen beschleunigt und unter
Verwendung eines Time-of-Flight (TOF)-Detektors analysiert. Durch die unterschiedlichen
Verhéltnisse von Masse zu Ladung (m/z) verfiigen die Ionen nach dem Verlassen der
Beschleunigungsstrecke iiber unterschiedliche Geschwindigkeiten und erreichen den Detektor
somit nach unterschiedlichen Flugzeiten. Die Zuordnung von Flugzeiten zu
Molekulargewichten wird nach einer geeigneten Kalibrierung moglich. Hierfiir werden haufig
monodisperse  Biomolekiile oder  engverteilte  Polymerstandards  verwendet.
Vertrauenswiirdige Werte fiir die Molekulargewichtsverteilung werden aber nur fiir Polymere
mit enger Molekulargewichtsverteilung (PD < 1.1) erhalten.” Weil die Desorptionswahr-
scheinlichkeit mit zunehmender Molmasse abnimmt, kann es zu einer zu niedrigen
Berechnung von M,, kommen.”” Ein Nachweis von Endgruppen kann in Polymeren ebenfalls

mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie erreicht werden.

3.3. Analytische Ultrazentrifuge (AUZ)

In den 20 er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde die analytische Ultrazentrifuge (AUZ) von

[100

Svedberg entwickelt.'"” Bei dieser Methode handelt es sich um eine Absolutmethode, die in

der Polymer- und Kolloidanalytik zur Bestimmung von Molekulargewichten und
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Molekulargewichtsverteilungen verwendet werden kann. Mit Umdrehungszahlen von bis zu
60000 Umdrehungen pro Minute werden von modernen Ultrazentrifugen Zentrifugalfelder
erzeugt, die 270000 mal groBer sind als die Erdbeschleunigung. Damit gewihrleistet wird,
dass die Sedimentation einer Probe die Riickdiffusion iibersteigt, wird bei hohen Drehzahlen
gearbeitet.

Drei unterschiedliche Kréfte wirken in einer AUZ auf ein Teilchen mit der Masse m und der
radialen Entfernung » bei der Rotation mit einer Winkelgeschwindigkeit o, die in der Abb.3.1

veranschaulicht sind.

Abb.3.1: Schematische Darstellung der Krifte, die auf ein Teilchen bei der Rotation in einer
analytischen Ultrazentrifuge wirken (F,: Reibungskraft; F,: Auftriebskraft; F.:
Zentrifugalkraft).

Fiir die Zentrifugalkraft F. gilt:
F =ma’r (GL11)
Die Auftriebskraft F, ist der Zentrifugalkraft entgegengerichtet:

F, =-my@’r mit: m, =V p,m (GL.12)

a

Hierbei entspricht m, derjenigen Masse des Losungsmittels, die vom Korper verdriangt wird.

Sie ist nach obiger Beziechung mit der Dichte des Losungsmittels p; sowie dem partiellen

spezifischen Volumen des Teilchens % (Volumenidnderung, die eintritt wenn 1g der Probe in

einem unendlich groBen Volumen geldst wird) verkniipft.
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Die sedimentierenden Teilchen erfahren eine Reibungskraft F, an den umgebenden
Losungsmittelmolekiilen, die ebenfalls der Zentrifugalkraft entgegengerichtet ist. Diese Grofe
ergibt sich aus dem Produkt von Reibungskoeftizient f und der Wanderungsgeschwindigkeit

der Teilchen v:

Fo——fuv (GL.13)

Zwischen den drei genannten Kriften stellt sich ein stationédres Gleichgewicht ein, so dass

gilt:

F+F +F =0 (GL14)

Durch Umformung der Gleichungen kann die zeitlich konstante Bewegung der Teilchen im

Zentrifugalfeld durch den folgenden Zusammenhang beschrieben werden:

e ma’r(1-Vp,) - v m(1-Vp,)

7 - P S (GL15)

Es wird deutlich, dass die Sedimentationsgeschwindigkeit v direkt proportional zur Starke des
Zentrifugalfeldes und der Masse des Teilchens ist. Desweiteren sedimentieren die Teilchen

umso schneller, je groBer ihre Dichte ist. Die Geschwindigkeit der Sedimentation hdngt von

der Dichte des Losungsmittels ab. Dabei schwimmen die Teilchen auf, fiir I7pL >1;

sedimentieren, fiir VpL <1 und sie schweben, fiir I7pL =1.

Der Sedimentationskoeffizient S wurde von Svedberg eingefiihrt und ist der Quotient aus
Sedimentationsgeschwindigkeit v und Zentrifugalbeschleunigung «’r. Dieser Koeffizient ist
ein MaB fiir die Sedimentation in Abhédngigkeit von Teilcheneigenschaften normiert auf die

Erdbeschleunigung g, wobei die Einheit 1S = 107" s ist.
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34. Rasterkraftmikroskopie (SFM)

Die Rasterkraftmikroskopie (engl.: Scanning force microscope SFM) wurde 1986 entwickelt
und ist eine Methode, mit der die Oberflache von Proben charakterisiert werden kann. Hierbei
wird die Oberfliche mit einer Spitze abgetastet, wobei der Abstand der Spitze von der
Oberfldche unter Verwendung eines Piezosteuerelements auf bis zu ca. 0,001 nm eingestellt
werden kann. Durch zwei zusitzliche piezoelektrische Stellelemente kann die x- und y-
Richtung der Probe mit einer Genauigkeit von bis zu ca. 0,01 nm eingestellt werden. Mit
einem Programm ist eine rasterartige Abtastung der Oberfldche moglich.

Beim SFM ist eine Spitze angebracht, die je nach den Eigenschaften der Oberfliche der
Topographie folgt und sich auf und ab bewegt. Auf der Riickseite der Feder wird ein
Laserstrahl reflektiert. Durch die Detektion des reflektierten Laserstrahls kann die Bewegung
der Feder in eine Information iiber die Oberfldchenstruktur umgewandelt werden.

Im sogenannten Kontaktmodus wird die Auslenkung der Feder iiber einen Regler relativ zur
Probe konstant gehalten. Bei dieser Methode wird die topographische Abbildung durch die z-
Position des Piezos bestimmt. Die Spitzenradien betragen 6 bis 20 nm. Ein Nachteil bei dieser
Methode ist, dass bei der Bewegung der groBen Spitzen die Details der Oberfliche nicht
unverzerrt abgebildet werden kdnnen. Dabei kommt es tendenziell zu einer Uberschétzung
von Erhebungen und Unterschitzung der Vertiefungen. Die Auflosung hingt sehr stark von
den Eigenschaften der Probe ab.!'!!

Bei einer weiteren Variante erfolgt die Messung nahezu kontaktfrei. Die Spitze bewegt sich in
einem Abstand von 2 bis 20 nm von der Probenoberfldche. In diesem Abstandsbereich kann
zwischen der Spitze und der Oberfliche die Van-der-Waals-Kraft auftreten. Wird die Spitze
der Feder zum Schwingen gebracht, dndert sich die Amplitude der Schwingung aufgrund der
Wechselwirkung mit der Van-der-Waals-Kraft, die vom Abstand abhiingig ist. Die Anderung
der Amplitude ist somit ein Maf} fiir den Abstand der Spitze zur Oberfliche. Diese Methode

eignet sich besonders zur Messung von weichen oder empfindlichen Proben.

3.5. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Elektronenmikroskopie nutzt die Welleneigenschaften von Elektronen aus. Nach de

Broglie gilt der folgende Zusammenhang zwischen der Wellenldnge A und dem Impuls P:
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= (GL16)
my
P=mv (GlL.17)

Bei Verwendung einer Beschleunigungsspannung von 50 kV kénnen Wellenldngen von bis zu
0,005 nm erzielt werden. Dadurch kann das Auflosungsvermogen im Vergleich zum
Lichtmikroskop erhoht werden. Die Elektronen werden mit Hilfe von einem
Kondensorlinsensystem geeignet abgeleitet. Als Elektronenquelle kann beispielsweise eine
Gliikathode aus Wolframdraht dienen. Im Hochvakuum werden die emittierten Elektronen
beschleunigt, wobei die verwendete Spannung zwischen 50 und 200 kV liegt. Formal
entsprechen die Komponenten eines TEM denen eines Lichtmikroskops, wobei jedoch
Elektronenlinsen beim TEM verwendet werden. Das vom Objektiv-Linsensystem kommende
Bild wird durch ein Projektiv-Linsensystem hinter der Probe vergroflert und auf einen
Detektor geworfen.

Elektronen konnen durch Probenbereiche mit hoher Dichte oder schweren Elementen
abgelenkt werden und dadurch den Detektor nicht erreichen. Diese Bereiche erscheinen
dunkel. Im Gegensatz hierzu erscheinen Bereiche mit geringer Elektronendichte heller. Fiir
eine Erhohung des Kontrastes werden hdufig Kontrastierungsmittel wie Uranylacetat oder

Phosphorwolframsiure verwendet und dadurch die Elektronenstreuung erhoht.!'*

3.6. Circulardichroismus (CD)

Circulardichroismus (CD) gehort mit der optischen Rotationsdispersion (ORD) zu den
chirooptischen Methoden. Die CD-Spektroskopie ist eine wichtige Methode zur
Untersuchung der Sekundirstruktur von Biopolymeren wie Polypeptiden, DNA oder
Proteinen.

Linear polarisiertes Licht kann als Uberlagerung zweier zirkular polarisierter Strahlen

aufgefasst werden, wobei die ZZ -Feld-Vektoren Z? & und ZT . den gleichen Betrag besitzen,
sowie mit der selben Drehfrequenz gegenldufig zirkular um die Ausbreitungsrichtung
rotieren.'%% 104

Wenn ein Lichtstrahl in ein neues Medium eintritt, &ndert sich seine
Ausbreitungsgeschwindigkeit. Man spricht von Lichtbrechung. Der Brechungsindex n wird

definiert als:
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n=S0 (GL18)

Mit: co:  Geschwindigkeit im Vakuum
c: Geschwindigkeit im Medium

Die optische Aktivitit einer Substanz fiihrt zu einer unterschiedlichen Brechung von rechts

und links polarisiertem Licht. Es gilt daher: n, # n, . Weil sich die Betrdge der Vektoren Er

und E’ ¢ nicht dndern, ergibt sich eine Drehung der Schwingungsebene des linear polarisierten
Lichtes um den Winkel a nach Austritt des Lichtstrahls aus dem Medium (normale ORD).
Hierbei wirken sich die Konzentration, die durchlaufene Weglidnge sowie die verwendete
Wellenlidnge auf die GroBe des Drehwinkels aus.

Circulardichroismus beruht hingegen auf dem Unterschied in der Lichtabsorption von rechts-

und links-polarisiertem Licht: ¢, # ¢, .

Mit: g molarer Extinktionskoeffizient
E=¢&cd Lambert-Beer’sche Gesetz (G1.19)

Die Differenz de = ¢ — ¢p ist ein Mal3 fir die Starke des Circulardichroismus und kann
negative sowie positive Werte annehmen.

Das Auftreten von Circulardichroismus bewirkt, dass sich der normalen ORD-Kurve eine
Kurve mit Minima und Maxima tiiberlagert (anormale ORD). Die beiden Effekte werden als
positiver bzw. negativer Cotton-Effekt bezeichnet. Weist ein Medium im zu untersuchenden

Bereich einen Cotton-Effekt auf, verldsst es ein urspriinglich linear polarisierter Lichtstrahl

elliptisch polarisiert, weil sich die Betrdge Erx und FE; durch die unterschiedlichen
Absorptionen verdndert haben. Dabei beschreibt der Summenvektor eine Ellipse, deren

Hauptachse um den Drehwinkel a gedreht wurde. (Abb.3.2).
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alte  neue
Polarisationsebene

1) = 1By Bl
ei.ngesl.rahltes Licht resultierendes Lic

Abb.3.2: Vektordarstellung zur Entstehung von elliptisch polarisiertem Licht (rechts) beim
Durchgang von linear polarisiertem Licht (links) durch ein optisch aktives
Medium (n, #n,; &, # &, ). Die Hauptschwingungsachse ist gegeniiber dem

einfallenden Licht um den Winkel o gedreht. Das Verhéltnis der kurzen zur langen
Ellipsenachse definiert die Elliptizitit.

Hierbei lédsst sich die Form der Ellipse durch das Verhiltnis der Neben- und Hauptachse

beschreiben, das als Elliptizitit ® bezeichnet wird.

—

Er

N

R

O~tan® = (G1.20)

-

EL|+|E,

Der Winkel O ist meistens sehr klein, so dass tan® néherungsweise durch den Winkel ersetzt
werden kann. Die sogenannte molare Elliptizitit [®] erhdlt man durch Normierung auf die

molare Konzentration ¢, und die Schichtdicke d.

]

[©]=100- (Gl.21)

Cy

Die Einheit der molaren Elliptizitit ist Grad-cm*-dmol .

Die Sekundarstruktur entsteht durch H-Briicken- und Van der Waals-Wechselwirkungen, die
iiber kurze Distanzen wirken und definierte Anordnungsmuster der Kette bewirken. Beispiele
fiir Sekundérstrukturelemente sind a-Helix, B-Faltblatt und Zufallsknduel (engl.: random

coil). Fiir jede Sekundarstruktur erhilt man spezifische CD-Spektren (Abb.3.3).
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Abb.3.3: CD-Spektren von drei unterschiedlichen Sekundérstrukturen von Poly(L-lysin). Eine
Vielzahl von Polypeptiden weist diese Charakteristika auf.!'"!

In Proteinen liegen jedoch hiufig mehrere Sekundirstrukturen gleichzeitig vor, so dass das
erhaltene CD-Spektrum sich aus einer Uberlagerung der einzelnen Strukturen ergibt. In diesen

Fillen ldsst sich die beobachtete molare Elliptizitét bei einer Wellenldnge wie folgt darstellen:

[O]=1,[0,1+ 15 [0,]+ 1. [©,.] (G1.22)

Mit: f, + f,+ f,. =1

3.7. Infrarotspektroskopie (IR)

Fir die Charakterisierung von langkettigen Polymeren kann auch die IR-Spektroskopie
verwendet werden, weil IR-aktive Gruppen in der Polymerkette wie niedermolekulare
Verbindungen Absorptionsverhalten gegeniiber IR-Strahlung zeigen. Hierbei erfolgt die
Charakterisierung haufig anhand des sogenannten ,,finger-print“-Bereichs, weil sich hier viele
charakteristische Merkmale erkennen lassen. IR-Spektroskopie wird auch zur Aufklérung
verschiedener Aspekte der Polymermikrostruktur, wie Verzweigungen, Kristallinitdt,
Taktizitit und cis-trans-Isomerie eingesetzt.””! Bei Polypeptiden liefert beispielsweise das
Vorhandensein der charakteristischen Amid(II)-Bande (bei 1544 cm™) Informationen iiber das

Vorliegen einer o—Helix.!"*"
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3.8. Streumethoden

Unter Verwendung von Streumethoden kénnen wichtige Aussagen zur Struktur und Dynamik
von Biomolekiilen sowie synthetischen Polymeren gemacht werden.'”"'%) Werden statische
Methoden wie statische Lichtstreuung, Rontgen- und Neutronenstreuung verwendet, so wird
die Intensitit der Streustrahlung als zeitlicher Mittelwert in Abhédngigkeit vom Winkel
gemessen. Hierbei basieren die Methoden auf elastischer Streuung und die verwendete
Wellenlidnge bestimmt die Aufldsung.

Bei den dynamischen Methoden, wie der dynamischen (quasielastischen) Lichtstreuung geht
es um die Dynamik von Systemen in Bezug auf Diffusion, Rotation sowie Schwingung,

wobei zeitabhdngig die gestreute Intensitit bei einem festen Winkel gemessen wird.
3.8.1. Statische Lichtstreuung

Bei der statischen Lichtstreuung handelt es sich um eine Absolutmethode zur Bestimmung der
Molmasse von Makromolekiilen. Informationen iiber Form und Grofle von Molekiilen in
Losung sowie der zweite Virialkoeffizient konnen mit dieser Methode erhalten werden. Mit
dem zweiten Virialkoeffizienten sind Aussagen iiber intermolekulare Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen moglich.

Lord Rayleigh entwickelte im Jahr 1871 eine Theorie zur Lichtstreuung isotroper Teilchen im
Vakuum (Durchmesser a << 1)."'% Licht besteht als elektromagnetische Welle aus

oszillierenden elektrischen und magnetischen Feldern.

Das zeitlich variierende elektrische Feld Z’ am Ort des Streuzentrums induziert in dem
Teilchen ein elektrisches Dipolmoment x. Das Probenteilchen kann als kleiner Hertz’scher
Dipol aufgefasst werden, der oszilliert und richtungsabhingig elektromagnetische Strahlung
mit derselben Frequenz emittiert. Die Intensitdt des gestreuten Lichtes /s wird relativ zur
Intensitét des einfallenden Lichtes /) angegeben.

Der Streukontrast und damit die Stirke des Streusignals /s wird durch die Polarisierbarkeit o

des Streuvolumens bestimmt, die proportional dem Brechungsindexinkrement (?) des
c

[111]

gelosten Stoffes ist. Nach der Kontinuumstheorie erhdlt man fiir die reduzierte

Streuintensitit Ry einer ideal verdiinnten Losung:
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— . . 2 2
Ry=ble _x.cm Wobeigilt:K:M—nL(dnj (G1.23)

I, NA-I‘ E

(N4 Avogadrozahl, K: Kontrastparameter, n;: Brechungsindex des Losungsmittels, M:
Molmasse der streuenden Teilchen, /;: Intensitdt der Streuung an reinem Losungsmittel).

An Dichte- und Konzentrationsfluktuationen in der Losung erfolgt die Lichtstreuung. Nach
Einstein und Smoluchowski'''* '*! kénnen Dichteschwankungen als Betrag von der Streuin-
tensitdt abgezogen werden, weil diese auf das kontinuierliche Medium des reinen
Losungsmittels zuriickfithrbar sind, wohingegen die Konzentrationsgradienten auf die
geldsten Bestandteile zuriickgehen.

Fiir den Streuvektor ¢ gilt in der Lichtstreuung:

4-7-n, . O
=———%sin— Gl.24
q 7 5 ( )

Die Molmassen von Teilchen berechnen sich durch Bestimmung des Wertes von Ry. Fiir den
Fall, dass konzentriertere Losungen verwendet werden, miissen konzentrationsabhingige

Korrekturterme verwendet werden.

Ll o4ce3Bt (G1.25)
M

Durch Auftragung von in Abhéngigkeit von der Konzentration ¢, erhdlt man die

Ke
4
Molmasse M und den zweiten Virialkoeffizienten, der ein Maf} fiir die Wechselwirkungen
zwischen den Molekiilen ist. Fiir den Fall von polydispersen Proben erhdlt man das
gewichtsgemittelte Molekulargewicht M,,.

Wenn die zu untersuchende Probe aus Makromolekiilen oder Molekiilaggregaten besteht,
deren GroBe im Bereich der Wellenldnge des Lichtes liegen, kann das Molekiil nicht mehr als
Punktdipol angesehen werden. Es kommt zur Interferenz der gestreuten Wellen weil nun
mehrere Streuzentren vorhanden sind. Durch Einfilhrung eines Formfaktors kann die

Winkelabhingigkeit des Streulichtes beschrieben werden:

27



Charakterisierungsmethoden

<& Sin(g - 1y)

P(q)=— ZZ

s =l j=1 q-r

(G1.26)

Fiir die Streufunktion erhilt man den folgenden Ausdruck bei kleinen Streuvektoren ¢:

2 g2
LI (G1.27)
P(q) 3
2 p2
Ke 149 % -[i+2A2 -cJ (G1.28)
R(q) AN

Durch Auftragung des reziproken Formfaktors als Funktion des mit dem Gyrationsradius R,
normierten Streuvektors erhédlt man die Informationen iiber das Vorliegen von Kugeln,

Knéauel und Stiabchen (Abb.3.4).

harte Kugel Zufallsknéuel

P'(q)

Stibchen

0 2 4 6 8
@*Rr)’

Abb.3.4: Inverser Formfaktor als Funktion der relativen Teilchengrofe.

3.8.2. Dynamische Lichtstreuung

Diffusions-, Rotations- und intermolekulare Bewegungen von Makromolekiilen in Lésung
konnen mittels dynamischer Lichtstreuung untersucht werden. Diese Eigenschaften hingen
eng mit der GroBe und der Form der Teilchen zusammen und deswegen konnen auch
Informationen iiber strukturelle Eigenschaften erhalten werden. Durch die Interferenz der an
den Streuzentren emittierten Sekundarwellen, entsteht das Streulicht. Durch die Brown’sche
Molekularbewegung bewegen sich die Streuzentren und deswegen fluktuiert die Zahl der

gestreuten Photonen bei einem Winkel 6.
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Die Teilchengroe kann aus der mittleren Relaxationszeit der Intensitdtsfluktuationen
bestimmt werden, weil sich kleine Teilchen schneller bewegen als die groB3en Teilchen. Fiir

die Intensitéitskorrelationsfunktion C(z) des Streulichtsignals gilt:

C(t) = %i]s () 14z, +1) (G1.29)

Aus der Siegert-Relation ergibt sich die normierte Feldkorrelationsfunktion g;(%):

c%g =1+, (1) (G1.30)

Im Fall unendlicher Verdiinnung und monodisperser Teilchen gilt:!''*!

g,(t)=exp(~T}2) mit: T, =D,,,q° (GL31)

I7: Relaxationszeit des Diffusionsprozesses des Makromolekiils
D,y Apparente Translationsdiffusionskoeffizient

Extrapoliert man D,,, auf unendliche Verdiinnung und bei ¢ = 0 kann der Diffusionskoeffi-
zient des freien Teilchens bestimmt werden. Ein Zusammenhang zwischen D und dem
hydrodynamischen Radius R, einer reibungsidquivalenten Kugel ergibt sich aus dem

folgenden Zuammenhang:

Rh:6kB—'T

(GL32)

Es ergibt sich folgende Exponentialfunktion, wenn mehrere Populationen i betrachtet werden:
g,(t)=a, exp(-=T\t)+ a, exp(~T,t)+... (GL33)

Der Koeffizient a; gibt den Anteil der Gesamtintensitét an, der durch die Population i gestreut

wird. Der hydrodynamische Radius Ry; fiir die Population i kann aus /; bestimmt werden. Bei

dem Vorliegen von nicht monodispersen Proben resultiert die Funktion g;(#) aus einer

Uberlagerung mehrerer Diffusionsprozesse.
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g(t)=(e")= Te“G(r)dr (G1.34)

Informationen iiber die Form der streuenden Spezies in der Losung werden aus dem
Verhiltnis p zwischen dem Trégheitsradius R, (aus der statischen Lichtstreuung) und dem

hydrodynamischen Radius R; (aus der dynamischen Lichtstreuung) erhalten.

Tabelle 4: Zusammenhang zwischen dem Verhéltnis p und der Struktur.

Struktur P
Stiabchen 3

GauB-Knéduel | 1,5
Vesikel 1
Kugel 0,775
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4. Synthese von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-
poly(L-glutaminsiure)

Stimuli-responsive Polymere und ihre Biokonjugate sind interessante Materialien, weil sie ein
vielversprechendes Potenzial fiir biomedizinische Anwendungen haben. Die meisten
untersuchten Systeme reagieren in wissriger Losung auf eine Anderung der Temperatur
und/oder des pH-Werts. Es wurde aber auch iiber responsive Materialien berichtet, die sich
durch Einwirkung von Feldern oder spezifischen Molekiilen schalten lassen. Einen guten
Uberblick zu dieser Thematik findet sich bei Gil und Hudson.!""’

Wichtige thermoresponsive Polymere sind Poly(N-substituierte acrylamide), die zu der Klasse
von Polymeren mit einer unteren kritischen Losungstemperatur (LCST) in wéssriger Losung
gehoren. Diese Polymere sind unterhalb der LCST in Wasser 16slich und fallen aus, wenn die
Temperatur tiber die LCST erhoht wird. In Hinblick auf biomedizinische Anwendungen sollte
die LCST in der Ndhe der menschlichen Kdrpertemperatur liegen. Polymere, die auf eine
Anderung des pH-Werts reagieren sind schwache Polyelektrolyte. Fiir Polyelektrolyte findet
der Phaseniibergang bei dem pH-Wert statt, der sich pK,-Wert nennt und bei dem der
loinisierungsgrad 50 % betrdgt. Haufig untersuchte Systeme sind Poly(acrylsdure) oder
Poly(methacrylsdure). Ihr pK-Wert liegt im Bereich von 5-6. Im Fall der Polypeptid basierten
Polysduren, wie Poly(L-glutaminsdure), ist der Phaseniibergang von einer Anderung der
Konformation oder der Sekundirstruktur der Ketten begleitet. Die Ketten nehmen eine
unldsliche a-helikale Konformation bei pH < pKs an und eine 16sliche Knéuelstruktur bei
hoheren pH-Werten. Dieses Merkmal macht Polypeptide nicht nur fiir biomedizinische
Anwendungen interessant, sondern auch fiir den Aufbau von komplexen
Superstrukturen.!”> ¢!

Naka et al. haben  Polyoxazolin-Polypeptid  Blockcopolymere  mit  unter
10 Peptidrepetiereinheiten synthetisiert.!''” "™ Tsutsumiuchi et al. synthetisierten Glycopep-
tid-Polyoxazolin Blockcopolymere durch direkte Kopplung der lebenden anionischen und
kationischen Polymerkettenenden. Hierbei war jedoch der Umsatz nicht vollstaindig und
deswegen eine Aufreinigung durch folgende Fraktionierung erforderlich.'' Ein
vergleichbarer Ansatz wurde von Velander et al. verwendet.!'”” Im Rahmen dieser Arbeit
wird eine Methode fiir die Synthese von Diblock-Copolymeren auf der Grundlage des
thermoresponsiven Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)s (LCST ~ 37 °C, Kataoka et al.)*” und der

pH-sensitiven Poly(L-glutaminséure) beschrieben. Die kationische Polymerisation wurde
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gegeniiber der kontrollierten radikalischen oder anionischen Polymerisation von
Acrylamiden!* '*! bevorzugt, weil die Produkte in Hinblick auf Molekulargewichtsverteilung

und Kettenendenfunktionalitit''>*

eine groBere Qualitdt besitzen. Ein  primér
aminofunktionalisiertes Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) wurde anschlieBend als Makroinitiator
fiir die Ring6ffnungspolymerisation von y-Benzyl-L-glutamat N-Carboxyanhydrid verwendet.
Die Zwischen- und Endprodukte wurden mit '"H-NMR-Spektroskopie,
Gelpermeationschromatographie (GPC) wund analytischer Ultrazentrifugation (AUZ)

untersucht.

4.1. Synthese von 2-Isopropyl-2-oxazolin

2-Alkyl-2-oxazoline konnen nach mehreren Methoden synthetisiert werden. Einen guten
Uberblick gibt der Reviewartikel von Aoi et al..[”’] Die Synthese von 2-Isopropyl-2-oxazolin
wurde hier nach der Methode von Witte et al. aus 2-Aminoethanol und Isobutyronitril
synthetisiert.'>! Die Reaktion erfolgt bei 130 °C unter Verwendung von Cadmiumacetat
Dihydrat als Katalysator. Nach fraktionierter Destillation erhélt man das gewiinschte Produkt
auf einem sehr direkten Weg in guter Ausbeute (74 %). Der Reaktionsverlauf in Abhingigkeit

von der Zeit ist in Abb.4.2 veranschaulicht.

7\ _  Cd(OAc), -2 H,0
}CN + H,N OH -
130 °C
- NH,

gt

Abb.4.1: Synthese von 2-Isopropyl-2-oxazolin.

Diese Methode bietet sich fiir die Synthese von 2-Alkyl-2-oxazolinen an. Die Reaktionsdauer
konnte mit dieser Methode erheblich verkiirzt werden, wenn die Mikrowelle eingesetzt wurde.
Fiir die Reaktionen wurden Reagenzglaser mit Druckverschluss verwendet. Hierbei wurde bei
einer Temperatur von 165 °C bereits nach 10 Minuten eine Ausbeute von ca. 60 % erzielt
(Abb.4.2). Die Synthese mit der Mikrowelle ergab jedoch ohne Katalysator bei einer

Temperatur von 200 °C innerhalb von 10 Minuten kein 2-Isopropyl-2-oxazolin.
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Die eigenen Untersuchungen haben desweiteren gezeigt, dass die thermische Synthese von
2-Isopropyl-2-oxazolin mit dem Isobutyronitril besser verlduft, als eine Umsetzung von

Isobuttersdure mit 2-Aminoethanol bei 190 °C.

B Umsatz rein thermisch bei 130 °C
100 ® Umsatz Mikrowelle bei 165 °C
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Abb.4.2: (links) Vergleich der Synthese von 2-Isopropyl-2-oxazolin auf rein thermischem
Weg bzw. innerhalb von 10 Minuten bei 165 °C mit der Mikrowelle. Die Umsatz-
berechnung erfolgte auf der Grundlage der Integrale im 'H-NMR. (rechts) Auftra-
gung von Leistung und Temperatur T als Funktion der Zeit fiir die durchgefiihrte
Reaktion mit der Mikrowelle.

Uber die lebende Polymerisationen von 2-Alkyl-2-oxazolinen mittels Mikrowelle wurde von
Wiesbrock et al. sowie Hoogenboom et al. berichtetet.'** ! Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden jedoch die Polyoxazoline auf rein thermischem Weg synthetisiert. Bei der
Diskussion iiber die Vorteile der Mikrowellensynthese wird hiufig gefragt, ob es sich um
einen thermischen Effekt oder um einen Mikrowelleneffekt handelt. Diese Thematik wurde
auch bei den oben erwdhnten Publikationen fiir die Polymerisation von 2-Alkyl-2-oxazolinen
ndher betrachtet und Kuhnert behandelt in seinem Artikel die Frage, ob es einen
nichtthermischen Mikrowelleneffekt gibt.'"*! Eine Diskussion iiber die Bedeutung sowie die
Vorteile der Mikrowelle in der Zukunft wurde von Adams durchgeﬁihrt.[m] Die Resultate der
Abb.4.2 zeigen auf jeden Fall bestitigend, dass die Mikrowelle innerhalb sehr kurzer Zeiten

zu guten Umsétzen fithren kann.
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4.2. Synthese und Charakterisierung von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)

Makroinitiatoren

Die Polymerisation von N-Carboxyanhydriden erfolgt klassisch durch die Initiierung mit
Amininitiatoren. Bei Verwendung von Aminen kann es jedoch zu Nebenreaktionen kommen
(Abb.4.3), weil der Amininitiator gleichzeitig auch als Base fungieren und die NH-Gruppe im
Ringgeriist des NCA-Molekiils deprotonieren kann. Das auf diese Weise entstandene Anion
kann anschlieBend ein weiteres NCA-Molekiil nukleophil an C-5 angreifen. Bei diesem
Reaktionsweg handelt es sich um den ,,Aktiviertes Monomer“-Mechanismus (AM-Mechanis-
mus), der zu einer unerwiinschten Verbreiterung der Molekulargewichtsverteilung fiihrt.

Die Initiierung der Polymerisation kann aber auch mit Ammoniuminitiatoren erfolgen.
Schlaad et al. haben zuerst Polystyrol mit Ammoniumendgruppe als Makroinitiator fiir die
Copolymerisation verwendet.™ Hierbei handelte es sich bei dem Gegenion um ein
Chloridanion. Durch den Einsatz dieses Makroinitiators konnte eine sehr enge
Molekulargewichtsverteilung erzielt werden. Hierbei entsteht durch Dissoziation der
Ammoniumgruppe das primére Amin, das als Initiator fiir die NCA-Polymerisation fungiert.
In der Reaktionslosung befinden sich hierbei Protonen, die eventuell gebildete NCA-Anionen

reprotonieren konnen und dadurch den AM-Mechanismus unterdriicken (Abb.4.3).
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Abb.4.3: Verwendung von Ammoniuminitiatoren fiir die NCA-Polymerisation.
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Dieser Ansatz wurde von Lutz et al. fiir die Synthese von Poly(ethylenoxid)-block-poly(y-
benzyl-L-glutamat) sowie Poly(ethylenoxid)-block-poly(B-benzyl-L-aspartat) genutzt.!'**
Nach Entfernung der Peptidschutzgruppen sind diese Polymere interessante Materialien fiir

129- 391 Damit wohl definierte Strukturen fiir Anwendungen

biomedizinische Anwendungen.|
im Bereich des ,Life Science* entstehen konnen, sind jedoch Polymere mit enger
Molekulargewichtsverteilung erforderlich. Lutz et al. haben aminfunktionalisiertes
Poly(ethylenoxid) (PEO) mit Salzsdure behandelt und die erhaltenen Ammoniumchlorid
funktionalisierten PEO-Makroinitiatoren fiir die NCA-Copolymerisation in DMF verwendet.
Hierbei lagen die Polymerisationsgrade des PEO-Blocks bei ca. 110 und diejenigen der
Peptidblocke im Bereich von 2 bis 12. Es konnte gezeigt werden, dass die Polydispersitét der
Polypeptidblocke mit dem freien Amin-Makroinitiator bei 2,25 lag und unter Verwendung
des Ammoniumchlorid-Makroinitiators im Bereich von 1,28. Die Reaktionsgeschwindigkeit
war jedoch bei Verwendung des Makroinitiators mit freier Aminendgruppe grofler als bei
Verwendung des Ammoniumchlorid-Makroinitiators. Es wurden beispielsweise 7 Tage
benétigt, um einen Polymerisationsgrad von 8 im Poly(ethylenoxid)-block-poly(B-benzyl-L-
aspartat) zu erzielen. Lutz et al. konnten bei Verwendung einer 1:1 Mischung aus freiem
Amin-Makroinitiator und Ammoniumchlorid-Makroinitiator die Reaktionszeit fiir die
Anlagerung von ca. 8 Peptideinheiten im Poly(ethylenoxid)-block-poly(B-benzyl-L-aspartat)
auf 5 Tage senken. Auch bei Verwendung der 1:1 Mischung konnte eine enge
Molekulargewichtsverteilung  erhalten werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei

Verwendung der reinen Ammoniumchlorid-Makroinitiatoren war hier jedoch sehr niedrig.

In der vorliegenden Arbeit wird ein Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-Makroinitiator mit
Ammoniumendgruppe synthetisiert, der anschlieBend Ausgangsbasis fiir die Synthese des
Peptidblocks mittels NCA-Polymerisation ist. Hierbei ist es erwiinscht, dass die
Reaktionsdauer fiir das Erreichen von hohen Polymerisationsgraden auf einen kurzen
Zeitraum gesenkt wird.

2-Isopropyl-2-oxazolin wurde hierzu bei 80 °C in Acetonitril unter Verwendung von
Methyltosylat (MeOTos) als Initiator polymerisiert. Das molare Verhéltnis von Monomer zu
Initiator war 100:1. Unter diesen Bedingungen sollte die Polymerisation nach 48 Stunden
vollstindig sein (Schubert et al.l'*")). Die Polymerisation wurde mit 4-N-Boc-Aminopiperidin
(dreifacher Uberschuss in Bezug auf das MeOTos) abgebrochen, und das Produkt PIPOX-Boc
wurde durch Gefriertrocknung nach ausgiebiger Dialyse isoliert. In der Literatur finden sich

Beispiele fiir die Aminofunktionalisierung von Polyoxazolinen mittels Mitsunobu Reaktion
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oder Abbruch mit Ammoniak, die zu einem Funktionalisierungsgrad von iiber 70 %
fihren®” ** In der vorliegenden Arbeit wurde 4-N-Boc-Aminopiperidin (Boc = tert.-
butyloxycarbonyl) als Funktionalisierungsreagenz verwendet, weil Piperidin als effizientes
Abbruchreagenz fiir die Polymerisation von Oxazolinen bekannt ist."**! Dadurch werden zwei
Aminogruppen am Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) Kettenende eingefiihrt, eine primére und
eine tertidre. Beide konnen die NCA-Polymerisation initiieren, entweder durch einen
nukleophilen Angriff des NCA an der C-5 Position (pimdres Amin) oder durch die
Generierung eines deprotonierten NCA Nukleophils (tertidres Amin).” *?! Das Problem der
dualen Initiierung kann jedoch durch die Anwendung des kiirzlich von Dimitrov und Schlaad
eingefithrten Konzepts der ,,Ammonium-vermittelten® NCA Polymerisation vermieden

werden.!®

0
1. MeOTos, CH,CN N N/\\7N/”\ oj<

2. 4-N-Boc-Aminopiperidin

N H
| 0
n
\ﬁo - TosOH /t
PIPOX-Boc

n

+ TFA (Uberschuss) | -CO,, - Isobuten

N N£§7NH2
/&0 .x TFA

n

PIPOX

Abb.4.4: Synthese des primér amino-endfunktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)s.

Die erwartete chemische Struktur von PIPOX-Boc konnte mit 'H-NMR-Spektroskopie
bestitigt werden (Abb.4.5). Hierbei befinden sich die drei Methylgruppen der Boc-
Schutzgruppe bei & = 1.43 ppm als Singulett. Aufgrund von MALDI-TOF MS betrédgt das

absolute Zahlenmittel des Molekulargewichts (M, ) von PIPOX-Boc 16,8 kDa, was einem
Durchschnitt von 7 = 147 Wiederholungseinheiten entspricht. Die Abweichung zwischen n
und dem theoretischen Polymerisationsgrad sollte mit ungenauer Messung der Initiatormenge
erklirbar sein. Die Bestimmung der 'H-NMR-Signale 4 und / (Verhiltnis = 0,0104) zeigt,

dass die ®-(N-Boc Amino)-Funktionalisierung der Polymerkette quantitativ war (berechnetes

Verhiltnis, 1/4 = 9H/(147x6H) = 0,0102).
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Chloroform
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Abb.4.5: 1H-NMR-Spektrum (400.1 MHz) von PIPOX47Boc in CDCl;.

Die GPC-Analyse von PIPOX-Boc mit THF als Eluent zeigt eine monomodale
Molekulargewichtsverteilung ~ (Abb.4.7). Auf der Grundlage einer Polystyrol

Kalibrierungskurve ist der apparente Polydispersititsindex A *” / M ® = 1,05. Die mit GPC
bestimmten durchschnittlichen Molekulargewichte (M wr = 17,5 kg/mol, M®™= 18,3

kg/mol) sind in guter Ubereinstimmung mit dem absoluten Wert, der mit MALDI-TOF MS
(M, = 16,8 kg/mol) sowie LS (M, = 22 kg/mol; PIPOX-Boc in 0,15 M NaCl-Lésung, dn/dc
=0,1867 mL/g) bestimmt wurde.

Die Schutzgruppe am w-Kettenende von PIPOX-Boc wurde durch Behandlung mit TFA bei
Raumtemperatur entfernt. Die Reaktion ist nach 50 Minuten vollstindig, was durch 'H-NMR-
Analyse des dialysierten Produkts PIPOX in D,O nachgewiesen werden konnte. Mit
PF-NMR-Spektroskopie ~ konnte  gezeigt werden, dass nach der Dialyse

Ammoniumendgruppen mit Trifluoracetatgegenionen vorliegen (siche experimenteller Teil).
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In der Tabelle 5 sind ausgewihlte Boc-geschiitzte Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)e

zusammengestellt.

Tabelle 5: Molekulargewichte ausgewéhlter Boc-geschiitzter Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)e;
PS-Kalibrierung.

Polymer M, (GPC, THF) / 10° M,/M, |Code

PIPOX;47Boc |17,44 1,05 mm258
PIPOX;;7Boc | 13,25 1,04 mm352
PIPOXq7;Boc | 11,03 1,05 mm351
PIPOXBoc |[8,57 1,08 mm350
PIPOX4;Boc |5,34 1,08 mm344

4.3. Synthese und Charakterisierung von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-
poly(L-glutaminsiure)

Das  Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(L-glutaminsdure) =~ wurde durch eine
Kombination von kationischer Ringdffnungspolymerisation von 2-Isopropyl-2-oxazolin und
der anionischen Ringdffnungspolymerisation von y-Benzyl-L-glutamat NCA synthetisiert.
Der Schliisselschritt fiir diesen Reaktionsweg ist die Synthese des primédr amino-
endfunktionalisierten Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)s, welches als Makroinitiator fiir die

folgende Polypeptidpolymerisation verwendet wird.

HN._ O O
N£§7 H
N NH, \[(])/ +Ac,0 N NZV” N
/éo -x TFA o
] -mCO, -CH,COOH CooBa |
n
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o

+ NaOH (Uberschuss) \ - m BzIOH

O
H

N NZVH N
0]
COONa
n m

PIPOX-PLGIuNa

o)

Abb.4.6: Synthese von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(L-glutaminséure).
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Das Polymer PIPOX wurde als Makroinitiator fiir die Polymerisation von y-Benzyl-L-
glutamat-NCA ([NCA]J/[PIPOX] ~ 250 :1) in N-methylpyrrolidon bei 50 °C verwendet. Die
Polymerisation wurde iiber einen Zeitraum von 4 Tagen durchgefiihrt, um eine quantitative
Umsetzung des NCA-Monomers zu gewdhrleisten. Die Ergebnisse der AUZ (Abb.4.7 B)
zeigen fiir das erhaltene Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(y-benzyl-L-glutamat)
(PIPOX-PBLGIu) eine monomodale Sedimentationskoeffizientenverteilung g*@s) (s =
Sedimentationskoeffizient; Maximum bei Su,y = 2,9 Sv) und folglich auch
Molekulargewichtsverteilung. Die Molekulargewichtsverteilung ist frei von Homopolymer.
Der apparente Polydispersititsindex wurde zu s / s ~ 1,5 berechnet, wobei der Wert
etwas hoch liegt, weil g*(s) in Hinblick auf Diffusionseffekte nicht korrigiert wurde. Auch der
Sedimentationsprozess kann vermutlich durch die kombinierte Zufallsknduel-a-Helix
Konformation von PIPOX-PBLGlu beeinflusst werden.[** Im Gegensatz zur AUZ schlug die
GPC-Analyse von PIPOX-PBLGlu unabhéngig vom verwendeten Eluenten (Tetrahydrofuran
oder N-methylpyrrolidon) sowie Sédulenmaterial (PSS SDV oder PSS GRAM) fehl.

LA

16 17 18 19 20 21 4 2 0 2 4
Elutionsvolumen (mL) Sedlmentatlonskoeff|2|ent Sedimentationskoeffizient
(Sved) (Sved)

Abb.4.7: GPC/AUZ Daten der Proben PIPOX-Boc (A: GPC, THF), PIPOX-PBLGlu (B:
AUZ, THF), und PIPOX-PLGluNa (C: AUZ: 0.1N NaNOs).

Auf der Grundlage der '"H-NMR Resonanzen / (147 x 6H) und 8 (7 x2H) (Abb.4.8), betrigt
die durchschnittliche Anzahl an y-Benzyl-L-glutamat im Copolymer m = 268 (PIPOX-

PBLGlu: (M , = 75,6 kg/mol). Folglich ist die Effektivitdit von PIPOX groBer als 90 %.

Jegliche Restspuren von Makroinitiator wurden durch die Ausfillung des Blockcopolymers in

Diethylether abgetrennt.
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Chloroform
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Abb.4.8: 1H-Nl\/ﬂ{-Slj)ektl'l,ll’l’l (4001 MHZ) von PIPOX]47PBLG1U.268 in CDC13

Die Benzyl-Schutzgruppe von PIPOX-PBLGIu wurde durch alkalische Hydrolyse mit NaOH
bei Raumtemperatur entfernt. Die komplette Entfernung der Benzylschutzgruppe nach
20 Stunden wurde mit 'H-NMR-Spektroskopie (Abb.4.9) und FT-IR-Spektroskopie
bestitigt.'* Eine quantitative Auswertung der NMR-Integrale zeigt, dass ein Abbau des
Polymerriickrads wahrend der Hydrolyse nicht stattgefunden hat; Verhiltnis der Integrale /2
= 1,49 (2-Isopropyl-2-oxazolin: 1,50) und //7 = 0,59 (PIPOX-PBLGlu: 0,55).

Auch eine Razemisierung der L-Glutaminséureeinheiten wurde verhindert, was nach FT-IR-
Analyse der mit HCI angesduerten Probe PIPOX-PLGIuNa an der erscheinenden Amid II-
Bande einer Polypeptid a-Helix bei ¥ = 1543 cm™ deutlich wurde."**! Die Ergebnisse der
AUZ ergaben in 0,1 N wissriger NaNOs-Losung (Abb.4.7 C) mit s, = 0,6 Sved und

s / 5% ~ 12 (oberes Limit) eine monomodale Verteilung. Unter neutralen pH-

Bedingungen liegen beide Segmente von PIPOX-PLGIuNa in einer Zufallsknéuel
Konformation vor, was moglicherweise die Unterschiede in den Sedimentationskoeffizienten

Verteilungen von PIPOX-PLGluNa und PIPOX-PBLGlu erklart.
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Wasser
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Abb.4.9: 1H-NMR-Spektrum (400.1 MHz) von PIPOX47PLGluNa,es in D,O.

In der Tabelle 6 ist eine Auswahl von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-(L-glutaminséure)

Copolymeren aufgelistet, die nach dieser Methode synthetisiert wurden.

Tabelle 6: Ausgewihlte Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-(y-benzyl-L-glutamat)

Copolymere.
Polymer M,/ 10° PD Code
PIPOX;0oPBLGlus;9 |[17,9" 1,2D mm310
PIPOX;3,PBLGlu g, 18,87 1,2 mm311
PIPOX;4; PBLGlu 55° |75,6” 1,29 mm294

D Bestimmung der Werte mit GPC (Eluent: NMP); PS-Standard. 2 Das Polymer wurde im
obigen Text eingehend beschrieben. *Das Molekulargewicht des Oxazolinblocks wurde mit
MALDI-TOF-MS bestimmt und die Gesamtmasse nach Bestimmung der Peptideinheiten-

anzahl mittels "H-NMR. ¥ Messung des apparenten Polydispersititsindex 5 / 577 mit AUZ.
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4.3.1. Sekundirstruktur

Mit der CD-Spektroskopie kann ein Ubergang von einer a-Helix in eine Zufallskniuelstruktur
bei einer pH-Wertinderung verfolgt werden. In Abb.4.10 wird das CD-Spektrum von
PIPOX0-PLGluNa; 9 wiedergegeben. Reine PGS verfiigt tiber Carbonsduregruppen, die bei
sauren pH-Werten in der protonierten Form vorliegen. Im sauren pH-Bereich kann folglich
eine a-Helix ausgebildet werden. Durch eine Zunahme des pH-Werts nimmt der Anteil der a-

Helix wieder ab.

pH 5.8 L o

Absorption

0.2+ pH 4,1 r-15

Molare Elliptizitit 10°[deg cm*/dmol]

T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260
Wellenldnge [nm]

Abb.4.10 : PIPOX0o-PLGluNa;9: UV-vis-Spektrum (-) in Wasser mit ¢ = 1,40- 102 g/L;
CD-Spektrum (-) in Wasser ¢ = 2,35-10 mol/L Peptideinheiten.

Aus Abb.4.10 ist bei einem pH-Wert von 4,1 lediglich ein Hinweis auf eine a-Helix
erkennbar. Ab einer Wellenlédnge von ca. 230 nm absorbiert die Probe jedoch sehr stark und
das vollstindige Signal fiir eine a-Helix konnte mit CD-Spektroskopie nicht bestimmt
werden. Das Absorptionsverhalten des Copolymers ist zusitzlich im dazugehorigen UV-vis-
Spektrum veranschaulicht. Es wird jedoch eine Anderung der molaren Elliptizitit bei einer

Anderung des pH-Werts von pH = 5,8 auf pH = 4,1 erkennbar.

4.3.2. Titration der Polypeptide

Fiir die Strukturbildungsuntersuchungen werden Informationen iiber den Anteil an ionisierten
Gruppen bendtigt, damit Aussagen iiber die Loslichkeit des Polypeptidsegments bei einem
gegebenen pH-Wert moglich sind. In der Abb.4.11 ist links die Titration von PLGluNa und
rechts die Titration von PIPOX;¢-PLGluNa;j9 ohne Zusatz von Natriumchlorid

veranschaulicht. Hierbei wurde zunichst ein alkalischer pH-Wert eingestellt, damit eine
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vollstindige Deprotonierung der Sauregruppen gewihrleistet ist und anschlieBend wurde das

jeweilige Polymer durch Zugabe von HCl titriert.

124
12+ PLGIuNa,,, PIPOX,-PLGIuNa, ,
g
'rv,(,,""%'

11
10

@
Q pH 8,60; 4,60 ml H ;3,72 ml
&, ,oU; 4, - pH 8,56; 3,72 ml

L pH 6.09; 5,54 mL

pH Wert
pH Wert

"""" H 6,08; 8,06
%, - PH6.08:8 ml

6,5 mg Probe in 15,0 ml bidest. H,0

10,4 mg Probe in 15,0 ml bidest. H,O
T

T T T T T T T T T T 1
T T T T T T T T 1 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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Abb.4.11: Titration von PLGluNayy4 (links) bzw. PIPOX0p-PLGluNa; 9 (rechts) mit
0,01 M HCI (mm240406).

In der Abb.4.11 sind fiir beide Polymere jeweils zwei charakteristische Wendepunkte
vorhanden. Der Aquivalenzpunkt liegt bei der titrierten PLGIuNa (links) bei einem pH-Wert
von 8,6 und bei PIPOX¢-PLGluNaj 9 (rechts) liegt der Aquivalenzpunkt bei pH 8,56. Bei
diesen pH-Werten sind alle Sduregruppen exakt neutralisiert und liegen ionisiert vor. Der
zweite charakteristische Punkt in den Titrationskurven ist der pH-Wert, der gleich dem
pKs-Wert ist. Flir PLGluNa (links) gilt pH = pKs = 6,08 und bei PIPOX;¢-PLGluNa;9
(rechts) gilt pH = pK; = 6,09. Bei dem pH-Wert, der gleich dem pKs-Wert ist, liegen 50 % der
Sauregruppen deprotoniert vor. Der durch Titration bestimmte pKs-Wert liegt etwas iliber dem
pK-Wert von 4,45, der von Kristof et al. fiir Polyglutaminsdure angegeben wurde.!'*”! Die
Abweichungen lassen sich mdglicherweise auf Kohlenstoffdioxid zuriickfiihren, das in den
Titrationslosungen gelost war. Von Eghbali et al. wurde bei der Titration von Poly(n-
butylacrylat)-block-poly(acrylsdure) ein pK-Wert von ca. 6,5 gefunden,!*® der in der selben
GroBenordnung liegt, wie der pKs-Wert von ca. pKg = 6,09.
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4.3.3. Temperaturverhalten

Neben dem eben erwihnten pH-sensitiven Verhalten weisen die synthetisierten Polymere aber

auch ein temperaturabhéngiges Verhalten auf.

—u—PIPOX, -PLGIuNa,, pH 5,3
400 —e—PIPOX,,  pHB9
PIPOX,,,  pH11.3
350 o
‘//
300 /

Streuintensitat / a.u
g2 3
-
\‘\.‘

Abb.4.12: Charakterisierung des Temperaturverhaltens mittels Lichtstreuung. 1 wt%
Polymer; 0,9 wt% NaCl.; Heizrate 2,5 °C/h.

In der Abb.4.12 wird das temperaturresponsive Verhalten von PIPOX verdeutlicht. Die
charakteristischen Temperaturiiberginge wurden durch Messung der Lichtstreuintensitit
bestimmt. Bei den Untersuchungen wurde deutlich, dass bei der Lage der
Ubergangstemperatur viele Effekte von Bedeutung sind. Hierzu gehoren Endgruppeneffekte,
Hydrophilie eines zweiten Blocks im Copolymer und auch der pH-Wert. Die Abb.4.12 zeigt,
dass die Triibungstemperatur des entschiitzten PIPOX ¢y unter der Ubergangstemperatur des
dazugehohrigen Blockcopolymers mit einem PLGIluNa,9-Block liegt. Ursache ist die hohe
Hydrophilie des Peptidblocks. Auf den Zusammenhang zwischen Hydrophilie und
Triibungstemperatur wird in den folgenden Kapiteln noch detaillierter eingegangen. Aus der
Abb.4.12 wird auBlerdem deutlich, dass die LCST des entschiitzten PIPOX;o bei einem
alkalischen pH-Wert unter derjenigen bei neutralem pH-Wert liegt.

Auch die Heizrate fiir das jeweils verwendete Temperaturprogramm ist von Bedeutung. Es hat
sich beispielsweise gezeigt, das bei einem schnellen Autheiz- und folgenden Abkiihlvorgang
ein Boc-geschiitztes PIPOX¢4 bei Raumtemperatur nach kurzer Zeit wieder in Losung geht.
Wird das selbe Polymer beispielsweise bei einer Konzentration von 0,05 wt % und 0,94 wt %
NaCl 20 Stunden in Losung bei 65 °C erhitzt, so bildet sich ein stabiler Niederschlag, der im

selben Zeitraum nicht wieder in Losung geht.
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5. Strukturbildung von Poly(2-alkyl-2-oxazolin)-block-

poly(L-glutaminsaure)

Aggregate von Blockcopolymeren konnen in Losung durch elektrostatische Abstoung oder
sterische Wechselwirkung stabilisiert werden. Bei den in dieser Arbeit synthetisierten PIPOX-
PLGluNa Copolymeren kann es zur elektrostatischen Stabilisierung des unldslichen
temperaturschaltbaren Blocks durch den 16slichen PLGIuNa-Block kommen. Aus diesem
Grund wird im Folgenden die elektrostatische Stabilisierung ndher betrachtet.

Blockcopolymere mit einem hydrophoben Block und einem Polyelektrolytblock kénnen in
wiassriger Losung Strukturen bilden, bei denen der hydrophobe Block des Molekiils den Kern
bildet, der von einer Korona der Polyelektrolytblocke umgeben ist. Die Polyelektrolytketten
ragen hervor und versuchen aufgrund ihrer elektrostatischen Abstoung innerhalb der Korona
einen groBtmoglichen Abstand voneinander anzunehmen. Die Gegenionen des
Polyelektrolyten verbleiben nicht alle innerhalb der Korona. Einige Gegenionen dissozieren in
das Wasser um die Mizelle, bis die wachsende negative Ladung der Mizelle diesen Prozess
aus enthalpischen Griinden stoppt. Eghbali et al. haben Untersuchungen am Phasenverhalten
von Poly(n-butylacrylat)-block-poly(acrylsdure) durchgefiihrt.."**! Es wurde beobachtet, dass
wissrige Losungen des protonierten Blockcopolymers triibe sind. Die Triibung ist auch sehr
stark vom Salzgehalt der Losung abhéngig. Es wurde beobachtet, dass die Proben in der
Gegenwart von Salz triiber waren, als diejenigen ohne Salz. Hierbei stieg die Triilbung mit
zunehmender Salzkonzentration. Bei den Strukturuntersuchungen mittels Cryo-TEM wurden
wurmartige Mizellen innerhalb der trilbben Losung beobachtet, wenn das Blockcopolymer in
der protonierten Form vorliegt. Dabei gab es Hinweise fiir anziechende Wechselwirkungen
zwischen den Mizellstrukturen. Bei einem Neutralisationsgrad von 0,5 und in der
Abwesenheit von Salz haben die Cryo-TEM Aufnahmen gezeigt, dass Mizellen hochgeordnet
vorliegen, weil die elektrostatische AbstoBung fiir einen groflen Abstand zwischen den
Mizellen sorgt. Im Gegensatz dazu wurde in einer LoOsung mit {iberschiissigem
Natriumchlorid beobachtet, dass die Ordnung der Mizellen untereinander abnimmt und die
Mizellen nicht mehr gleichméBig verteilt sind. Das kann damit erkldrt werden, dass die
Gesamtladungen der Mizellen durch das tiberschiissige Natriumchlorid abgeschirmt werden

und auerdem die Dicke der Acrylatschicht abnimmt.
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Nach der Hofmeister-Serie verfiigen Salze auch tliber die Moglichkeit einige Proteine aus

wissriger Losung auszufillen. Eine typische Reihenfolge fiir Anionen ist:

CO5% > S04% > S,0:7 > H,POs > F > Cl > Br = NOy > T > ClO4 > SCN

Die Spezies auf der linken Seite werden als Kosmotrope bezeichnet und diejenigen auf der
rechten Seite als Chaotrope. Die Untersuchungen von Zhang et al. haben gezeigt, dass die
gesamten Effekte der Hofmeister-Anionen auf die Loslichkeit von PNIPAM durch drei
Wechselwirkungen der lonen mit dem Polymer und seinem Hydrationswassers erkliart werden
koénnen."*” Die Wechselwirkungsmoglichkeiten nach Zhang et al. sind fir PNIPAM

schematisch in der Abb.5.1 veranschaulicht.

X

N
hydrophobe )\ )\
Oberfliche

Abb.5.1: Wechselwirkungsmoglichkeiten von Anionen mit PNIPAM nach Zhang et al.:

(a) Destabilisierung von Wasserstoffbriickenbindungen zum Amid durch Anionen

X" (b) Veranderung der Oberfldchenspannung der hydrophoben Bereiche durch

Zusatz von Salz (c) Direkte Bindung des Anions an die Amidgruppe.
Hierbei konnen die Ionen angrenzende Wassermolekiile polarisieren, die in
Wasserstoftbriickenbindungen mit dem Amid involviert sind (Abb.5.1 (a)). Desweiteren
konnen diese Spezies die hydrophobe Hydratisierung des Makromolekiils beeintriachtigen,
indem sie die Oberflichenspannung des Hohlraums um das Kettenriickrad und die
Isopropylgruppe erhdhen (Abb.5.1 (b)). Bei der dritten Wechselwirkungsmoglichkeit konnen
die Anionen direkt an das Polyamid binden (Abb.5.1 (c)). Hierbei sollten der erste und zweite
Effekt ein ,,Aussalzen® bewirken, was zu einer Absenkung der LCST fiihrt. Der dritte Effekt
sollte im Gegensatz hierzu ein ,Einsalzen“ des Polymers bewirken. Es wurde die
Lichtstreuintensitit als Funktion der Temperatur untersucht und fiir die kosmotropen Anionen
COs%, SO, $,05%, HyPOs und F wird ein zweistufiger Ubergang beobachtet- eine

Anderung der Lichtstreuintensitit bei niedriger und eine bei hoher Temperatur. Im Gegensatz
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hierzu wurde diese Beobachtung nicht bei den untersuchten chaotropen Anionen gemacht.
Die Untersuchungen von Zhang et al. haben gezeigt, dass der Phaseniibergang bei niedriger
Temperatur mit der Dehydratisierung der Amidgruppen durch Polarisationseffekte
zusammenhdngt. In diesem Fall sind die stark hydratisierten Ionen in der Lage, die
Wassermolekiile ausreichend zu polarisieren, so dass deren Wechselwirkung mit den freien
Elektronenpaaren des Carbonylsauerstoffs und Amidstickstoffs geschwicht wird. Die
Abkopplung der Amid Dehydratisierung vom restlichen Phaseniibergang manifestiert sich
nach Zhang et al. in der Ausbildung von teilweise kollabierten Strukturen, die das Licht
weniger streuen als voll kollabiertes PNIPAM. Es wurde gefunden, dass bei dem zweistufigen
Phaseniibergang derjenige bei hoherer Temperatur auf die Entfernung des hydrophoben
Hydratisierungswassers von dem Polymerriickrad und den Isopropylseitengruppen
zurlickgefiihrt werden kann. Es wurde desweiteren beobachtet, dass chaotrope Anionen iiber
die Oberflachenspannung und direkte lonenbindung auf PNIPAM wirken.

PNIPAM nimmt eine kugelformige Struktur ein, wenn die charakteristische Temperatur
iiberschritten wird; die Hydrophobizitidt der PNIPAM-Oberflache nimmt dabei zu. Takei et al.
haben bei einer Temperaturerh6hung einen Anstieg des Kontaktwinkels von Wasser auf der
PNIPAM Oberfliche gefunden.'* Zhu et al. untersuchten die Auswirkungen von
Elektrolyten auf Polystyrol-Latizes, die mit PNIPAM oder PEO sterisch stabilisiert wurden.
PNIPAM und PEO sind Polymere mit hydrophoben und hydrophilen Bereichen entlang der
Polymerkette, die mit Wassermolekiilen wechselwirken koénnen. PNIPAM ist ein relativ
hydrophiles Polymer in Wasser, wenn die Temperatur ausreichend niedrig ist. Unter diesen
Bedingungen findet keine Aggregation statt, weil die PNIPAM-Ketten sterisch stabilisieren.
Wenn jedoch die Loslichkeit von PEO oder PNIPAM gesenkt wird, so dass Aggregation
einsetzt, wird das Verhalten komplex. Die hydrophobe Wechselwirkung kann sowohl inter-
als auch intramolekular erfolgen. Bei ldngeren Zeiten sind auch topologische Verwicklungen
der PNIPAM-Ketten moglich, so dass die Restrukturierung irreversibel werden kann.!'*"!

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten PIPOX-PLGIluNa Copolymere besitzen einen
Polyelektrolytblock und einen temperaturschaltbaren Block. Hierbei kann sich ein Zusatz von
Salzen auf die Eigenschaften der beiden Blocke auswirken und deren Verhalten sehr stark
beeinflussen. Im Folgenden Kapitel wird zunichst auf die LCST von POX-Polymeren sowie
die Bildung von Strukturen der reinen PIPOX-Boc Polymere eingegangen, die durch eine
Reihe von Parametern beeinflusst werden konnen. Anschlieend erfolgt eine Darstellung der
Strukturbildung fiir die synthetisierten PIPOX-PLGIluNa Copolymere mit und ohne

Salzzusatz.
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5.1. LCST-Messungen an Poly(2-alkyl-2-oxazolinen)

Uyama et al. haben gezeigt, dass der Triibungspunkt von PIPOX in Wasser mit steigender
Konzentration abnimmt.!'*"! Dieser Trend wurde von Park et al. bestéitigt.[27] Desweiteren
wurde von Uyama et al. nachgewiesen, dass durch einen Zusatz von Natriumchlorid der
Triibungspunkt gesenkt werden kann. Im Gegensatz hierzu wurde beobachtet, dass eine
Zugabe von Natriumdodecylsulfat oder von Dodecyltrimethylammoniumchlorid zu einer
Erhohung der Triibungstemperatur fiihrt.

Diab et al. zeigten fiir PIPOX mit Hydroxylendgruppen, dass der Triibungspunkt mit

2] Hierbei wurden Polymere mit Kettenlidngen

steigendem Molekulargewicht abnimmt.!
zwischen 17 und 50 Einheiten untersucht. Es wurde desweiteren beobachtet, dass in D,O die
Triibungstemperatur etwas niedriger liegt als in H,O. Im Rahmen von High-Sensitivity
Differential Calorimetry wurde eine Abhiingigkeit der Ubergangsenthalpie AH vom
Molekulargewicht beobachtet. Sie stieg von 0,36 = 0,01 kcal pro Mol der Monomereinheit fiir
das kiirzeste Oligomer (mit 17 Einheiten) auf 1,4 + 0,01 kcal pro Mol fiir das lingste Polymer
(mit 50 Einheiten). Der letzte Wert entspricht ungefdhr der Energie, die bendtigt wird, um
eine Wasserstoffbindung pro Repetiereinheit zu brechen. Aufgrund dessen scheint die
Verfiigbarkeit der Carbonylgruppen innerhalb der PIPOX-Kette fiir die Ausbildung von
Wasserstoftbriickenbindungen zu Wasser, mit steigendem Molekulargewicht zu steigen. In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass auch ein Zusatz von Natriumchlorid die
Ubergangsenthalpie erhoht. Diese Beobachtung stimmt mit dem bekannten ,salting out*-
Effekt von Natriumchlorid iiberein. Diab et al konnte mit PPC (Pressure Perturbation
Calorimetry) zeigen, dass die Anderung des Solvationsvolumens wihrend des
Phaseniibergangs fiir das hohermolekulare Polymer (mit 50 Einheiten) etwa doppelt so grof3
ist, wie filir das niedermolekulare (mit 17 Einheiten). Diese Beobachtung scheint ein weiterer
Hinweis daflir zu sein, dass die Anzahl der Wasserstoftbindungen zur Polymerkette mit
steigendem  Molekulargewicht ~zunimmt. Desweiteren war die Anderung des
Solvationsvolumens in D,O groBer als in H,O. Das ist unter anderem darauf zuriickzufiihren,
dass die PIPOX-Ketten in D,O eine gestrecktere Konformation einnehmen kdnnen als in H,O.
Die Anderung des Solvationsvolumens nimmt auch  mit steigender
Natriumchloridkonzentration zu.

Die Repetiereinheit von Poly(2-ethyl-2-oxazolin) ist isomer zu der von Poly(N,N-
dimethylacrylamid) und diejenige von PIPOX zu der von PNIPAM (Abb.5.2).
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—[—N—CH2CH2—]F —[—N—CHZCHZ—]F
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H,CH
CH,CH, H,C~ “CH
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Poly(2-ethyl-2-oxazolin) Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)
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Poly(N,N-dimethylacrylamid) Poly(N-isopropylacrylamid)

Abb.5.2: Chemische Strukturen der Repetiereinheiten von Poly(2-ethyl-2-oxazolin), Poly(2-
isopropyl-2-oxazolin) (PIPOX), Poly(N,N-dimethylacrylamid) und Poly(N-isopro-
pylacryl-amid) (PNIPAM).

Poly(2-ethyl-2-oxazolin) und Poly(N,N-dimethylacrylamid) sind beide in Wasser 16slich,
wobei aber nur fiir das erste dieser beiden Polymere eine LCST in Wasser gefunden

wurde.['*]

Fir das  Poly(2-ethyl-2-oxazolin)  wurde  untersucht, wie  sich
Konzentrationsdnderungen, das Molekulargewicht, Salz- oder Losungsmittelzusitze auf die
LCST auswirken.!"* '*) PNIPAM ist genauso wie PIPOX ein wasserlosliches Polymer
unterhalb der LCST. Die LSCT von PNIPAM!"*! liegt bei etwa 31 °C und der Triibungspunkt
von einem PIPOX mit M, 16700 g/mol im Bereich von 36 bis 39 °C.

Xia et al. haben PNIPAM mit einer sehr engen Molekulargewichtsverteilung mit ATRP in
2-Propanol synthetisiert.!'**! Bei dieser Synthese wurden definierte Endgruppen eingefiihrt
und die Polymere hinsichtlich ihrer Triibungstemperatur sowie mit HS-DSC untersucht.
Hierbei wurde deutlich, dass die niedermolekularen PNIPAM-Proben mit enger
Molekulargewichtsverteilung schneller sedimentieren und weniger kolloidal stabil sind, als
polydisperse PNIPAM-Proben. Es konnte bei den synthetisierten Polymeren auflerdem
gezeigt werden, dass hydrophile Endgruppen die thermische Phaseniibergangstemperatur
erhohen, wohingegen hydrophobe Endgruppen zu einer Absenkung des Triibungspunkts
fiihren. Einen guten Uberblick iiber Untersuchungen an PNIPAM gibt ein Ubersichtsartikel

d."" In diesem Artikel finden sich auch viele Methoden fiir die Charakterisierung

von Schil
des LCST-Verhaltens, wie z.B. UV-Spektroskopie, Lichtstreuung, DSC oder NMR-

Spektroskopie.
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Fiir die Untersuchung der in dieser Arbeit synthetisierten PIPOX-PLGluNa Polymere ist eine
Charakterisierung der PIPOX Polymere fiir ein genaueres Verstindnis erforderlich. Im
Folgenden wird die Bestimmung der Triibungspunkte mit Hilfe einer Lichtstreuapparatur
durchgefiihrt. Hierfiir wird eine Kiivette in einem Thermostaten auf die gewiinschte
Temperatur temperiert und die Intensitit des gestreuten Lichts (Wellenldnge 633 nm) im
90 °C Winkel mit einem Detektor gemessen. Fiir die Durchfithrung der Untersuchungen
wurde ein Temperaturprogramm verwendet, bei dem zunichst drei Minuten gewartet wurde
bis die Temperatur konstant ist. AnschlieBend wurden in 0,5 °C Schritten jeweils drei
Messungen mit je 3 Minuten Messdauer aufgezeichnet. Dadurch ergibt sich eine Heizrate von
2,5 °C pro Stunde. In den Abb.4.12 und Abb.5.3-5.7 wurde die gemessene Streuintensitét fiir
die Polyoxazolin-Homopolymere mit einem Faktor multipliziert, damit die Hohe des

Messsignals einheitlich aussieht. Die Lage des LCST-Punkts bleibt dadurch aber unverédndert.
Bei den Triibungspunktmessungen des hier synthetisierten PIPOX wurden insbesondere

Molekulargewichtseffekte, Bedeutung der Hydrophilie bzw. Hydrophobie der Endgruppe, der

Einfluss der Copolymerzusammensetzung und der Einfluss des pH-Werts niher betrachtet.
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5.1.1.  Effekt des Molekulargewichts

Die hier untersuchten PIPOX wurden durch Abbruch der kationischen Polymerisation mit
einem Piperidinderivat abgebrochen, so dass eine terminale Boc-Guppe vorliegt. Bei den
Messungen wurden Polymere mit 47 bis 147 Repetiereinheiten betrachtet (Abb.5.3). Die

dazugehorigen Daten sind in der Tabelle 5 zusammengestellt.

Tabelle 5: Daten zu den Polymeren aus Abb.5.3 (PS-Standard).

Polymer Code M, (GPC,THF) / 10° | M,,/M,, | Polymer
PIPOX,7Boc mm377 5,34 1,08 mm344
PIPOX¢4Boc mm?237 7,22 1,29 mm?225
PIPOXsBoc mm364 8,57 1,08 mm350
PIPOXy7Boc mm376 11,03 1,05 mm351
PIPOX;17Boc mm372 13,25 1,04 mm352
PIPOX;47Boc mm?280 17,44 1,05 mm?258
Y
TN /\1' N%\H O’k
450 o)
400- /t n PIPOX-Boc
{ A

) 350-. ““( /' ./: P

8 3001 N

% 250 4 P / ! e gg

Y e =t

S 4504 —<—n=147

04 T —— T/ T T T 1
32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
T/°C

Abb.5.3: Abhingigkeit des LCST-Punkts vom Molekulargewicht des PIPOX-Boc
(c =1 wt% Polymer, cnaci = 0,9 wWt%).

Der LCST-Punkt wird mit steigendem Molekulargewicht zu niedrigeren Temperaturen
verschoben. In Abb.5.3 liegt der Wert fiir » = 147 Einheiten bei ca. T, = 35,5 °C und fiir
n = 47 liegt der Triibungspunkt bei ca. T, = 38,5 °C. Dieser Trend ist eine Bestitigung der
Ergebnisse von Diab et al. fiir PIPOX mit Kettenldngen zwischen 17 und 50 Repetiereinheiten

und Hydroxylendgruppen.!'**
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5.1.2.  Effekt der Copolymerzusammensetzung

Die LCST kann auf3er durch das Molekulargewicht auch durch den Substituenten der 2-Alkyl-
2-oxazoline gesteuert werden. Bei Raumtemperatur sind Poly(2-alkyl-2-oxazolin)e mit
Metyhl-, Ethyl- und Isopropylsubstituenten wasserloslich. Hierbei steigt die
Triibungstemperatur von ca. 38 °C beim isopropylsubstituierten auf ca. 60 °C beim
ethylsubstituierten Poly(2-alkyl-2-oxazolin). Das Methylderivat zeigt in Wasser keinen

Triibungspunkt.!'*!

Das Poly(2-n-propyl-2-oxazolin) ist bei Raumtemperatur nicht gut in Wasser loslich. Durch
statistische Copolymerisation von 2-n-Propyl-2-oxazolin bzw. 2-Ethyl-2-oxazolin mit
2-Isopropyl-2-oxazolin 146t sich der LCST-Punkt nach den gewiinschten Anforderungen

einstellen. Die Ergebnisse sind in der Abb.5.4 sowie in Tabelle 6 zusammengestellt.

Tabelle 6: Daten zu den Polymeren aus Abb.5.4 (PS-Standard).

Polymer Code M, (GPC,THF) / 10° |M,/M, | Polymer
PNPOX;s-co-PIPOX¢;Boc | mm360 14,63 1,13 mm316
PNPOXs5-co-PIPOX;9Boc | mm362 15,16 1,07 mm315
PIPOX;17Boc mm372 13,25 1,04 mm352
PIPOX¢4Boc mm237 7,22 1,29 mm225
PEOXj39-co-PIPOX;0Boc mm354 7,22 1,10 mm?283

—m— PNPOX_-co- PIPOX,, Boc
—e— PNPOX_-co- PIPOX, Boc
PIPOX,, Boc
—v—PIPOX,Boc
PEOX,;-co- PIPOX, Boc
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Abb.5.4: Abhingigkeit des LCST-Punkts von der Zusammensetzung des Polymers
(c =1 wt% Polymer, cnaci = 0,9 Wt%).
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Der Triibungspunkt kann mit dem statistischen Copolymer Poly(2-n-propyl-2-oxazolin);s—co-
poly(2-isopropyl-2-oxazolin)e; (PNPOX35-co-PIPOXg;Boc) auf beispielsweise 32 °C gesenkt
werden. Wird das statistische Copolymer Poly(2-ethyl-2-oxazolin)s;g—co-poly(2-isopropyl-2-
oxazolin);y (PEOX39-co-PIPOX30Boc) eingesetzt, so liegt der LCST-Punkt bei ca. T, = 55 °C.
Somit kann die Triibungstemperatur des PIPOX mit hydrophoberen Comonomeren gesenkt
und hydrophileren Comonomeren erhoht werden. Dies ist beispielsweise von Interesse, wenn
man fiir biomedizinische Anwendungen eine LCST im Bereich der Korpertemperatur haben

mochte.

5.1.3.  Effekt der Endgruppe

Die Untersuchungen an PIPOX Polymeren haben gezeigt, dass durch die Erhdhung der
Hydrophilie eines Comonomers der LCST-Punkt zu hoheren Temperaturen verschoben wird.
Durch die Verwendung der Boc-Schutzgruppe verfiigen die synthetisierten Polymere iiber
eine unpolarere Endgruppe, als die entschiitzten Polymere. Durch den Entschiitzungsvorgang
mit TFA liegen protonierte Amingruppen vor. Das Molekulargewicht sowie die dazugehorige
Molekulargewichtsverteilung sind vor und nach dem Entschiitzen und der durchgefiihrten
Aufarbeitung nahezu identisch, was eine direkte Vergleichbarkeit ermdglicht. Abb.5.5
verdeutlicht, dass durch die Erhéhung der Hydrophilie der Endgruppe der LCST-Punkt erhoht

wird.

Tabelle 7: Daten zu den Polymeren aus Abb.5.5 (PS-Standard).

Polymer Code M, (GPC,THF) /10°  |M,/M, | Polymer
PIPOX47Boc mm280 |[17,44 1,05 mm?258
PIPOX 47 mm340 |13,46 1,08 mm?279
PIPOX,;Boc mm377 |5,34 1,08 mm344
PIPOXy; mm399 4,30 1,19 mm375

Aus den Messungen ist hervorgegangen, dass sich bei dem PIPOX47 der Triibungspunkt um
ca. 1 °C zu hoheren Temperaturen verlagert, wenn die Endgruppe entschiitzt ist. Die
Untersuchungen an dem niedermolekulareren PIPOX4; zeigte nach der Entschiitzung eine
Verschiebung des LCST-Punkts um ca. 4 °C zu hdheren Temperaturen. Bei dem Polymer mit

dem kleineren Molekulargewicht hat sich somit die Anderung der Endgruppenpolaritit stirker
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auf den Triibungspunkt ausgewirkt. Diese Beobachtung ist mit den oben erwéhnten

Untersuchungen von Xia et al. an PNIPAM in Ubereinstimmung.

450 —=—PIPOX,,Boc
400 —A—PIPOX,,,
—=—PIPOX, Boc

350 —a—PIPOX,,
S 3004 ]
< v A/A /ﬁ
@ [ 4 =
§ 200 " / ‘/
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: /
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Abb.5.5: Abhéngigkeit des LCST-Punkts von der Endgruppe des Polymers (¢ = 1 wt%
Polymer, cnaci = 0,9 wt%).

5.1.4.  Effekt des pH-Werts

Die Lage des LCST-Punkts kann ebenso durch den pH-Wert gesteuert werden. In der Abb.5.6
ist der Triibungspunkt des Boc-entschiitzten PIPOX; in Abhédngigkeit des pH-Werts gezeigt.
Es wird deutlich, dass der LCST-Punkt von pH = 2,6 in Richtung pH = 11,3 zu niedrigeren

Temperaturen verschoben werden kann.

Tabelle 8: Daten zu dem Polymer PIPOX ;o aus Abb.5.6 (PS-Standard).
Code M, (GPC,THF) / 10° | M,/M,, Polymer
mm321 |11,35 1,1 mm303

Das kann moglicherweise damit erkldrt werden, dass Wasserstoffbriickenbindungen zur
Loslichkeit des Polymers beitragen und durch die Erhoéhung des pH-Werts werden die
Wasserstoftfbriickenbindungen zwischen Polymer und Wasser bei niedrigeren Temperaturen

aufgelost und die Triibung tritt eher ein.
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Abb.5.6: pH-Abhingigkeit des LCST-Punkts des Boc-entschiitzten

PIPOX 0 (c = 1 wt% Polymer, cNac =

In Abb.5.6 ist die Messung des LCST-Punkts des Boc-geschiitzten PIPOXy;Boc bei drei
verschiedenen pH-Werten veranschaulicht. Im Alkalischen (pH = 11,6) liegt der Ansatz des
LCST-Punkts bei ca. 36 °C, im Neutralen (pH = 7,0) bei ca. 36,5 °C und im Sauren (pH =
1,9) bei ca. 37 °C. Im Vergleich zu dem mit Trifluoressigsdure Boc-entschiitzen PIPOX ist

die LCST zu niedrigeren Temperaturen verschoben. Beim entschiitzten PIPOX ist der Effekt

erwartungsgemal grofer.

Tabelle 9: Daten zu dem Polymer PIPOXy7Boc aus Abb.5.7 (PS-Standard).

0,9 Wt%).

Code |M, (GPC,THF) /10’ |M,/M, | Polymer
mm425 | 11,03 1,05 mm351
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Abb.5.7: pH-Abhéngigkeit des LCST-Punkts des Boc-geschiitzten
0,9 wt%).

PIPOXy7Boc (¢ = 1 wt% Polymer, cnaci =




Strukturbildung

5.2. Strukturbildung von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) oberhalb der LCST

Chan et al. haben die Stabilitit von PNIPAM Losungen oberhalb der LCST untersucht,!'**
wobei PNIPAM-Polymere mit Sulfatendgruppen verwendet wurden. Sehr verdiinnte
PNIPAM Losungen aggregieren nicht innerhalb kurzer Messzeitrdume, weil die
Wahrscheinlichkeit flir die Brownschen Zusammenstofe gering ist. Es konnte gezeigt werden,
dass der Durchmesser der entstehenden Partikel bei 40 °C mit der PNIPAM Konzentration
zunimmt. Desweiteren wurde beobachtet, dass der durchschnittliche Durchmesser der
PNIPAM Partikel mit steigender lonenstirke steigt. Chan et al. fiihren die Bildung der
PNIPAM Partikel auf homogene koagulative Nukleation zuriick. Weil die einzelnen
Precursorpartikel nicht kolloidal stabil sind, kommt es zur Koagulation und es entstehen
grofBere Partikel.

Im Vorfeld der Strukturuntersuchungen der PIPOX-PLGIuNa Copolymere wird zunichst die
Strukturbildung der synthetisierten PIPOX Polymere niher betrachtet. In der Abb.5.8 wird die
Auswirkug des pH-Werts auf die Strukturbildung des gebildeten PIPOX;;7Boc Niederschlags

veranschaulicht.

Abb.5.8: PIPOX;7Boc 0,05 wt% in Wasser ohne Salz nach 24 h bei 65 °C, TEM. pH-Werte
vor dem Erhitzen von links nach rechts: pH 10,6 (mm463); 6,9 (mm453) und 2,8
(mm464): Obere Reihe Ubersichtsaufnahmen untere Reihe VergroBerung.

Die gebildeten Aggregate haben bei pH 10,6 und 6,9 nahezu die gleiche Struktur, wobei der

Durchmesser bei dem pH-Wert von 10,6 etwas grofler ist. Es ist hervorzuheben, dass die
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Partikel sehr monodispers sind. In diesen beiden Féllen haben sich kugelformige Strukturen in
der GroBenordnung von 1 pum gebildet, wobei die Grenzflichen sehr klar definiert sind. Die
Partikel sind teilweise miteinander in Kontakt. Auflerdem sind noch einzelne stdbchenformige
Strukturen im Umfeld der Partikel erkennbar, die eine Linge von mehreren hundert
Nanometern erreichen kdnnen.

Die Monodispersitdt wurde bei den oben erwédhnten Untersuchungen von Chan et al. an
PNIPAM-Polymeren mit Sulfatendgruppen auf ein Wechselspiel zwischen anziehenden und
abstofienden elektrostatischen Kriften zuriickgefithrt.'** Die Van der Waals-Krifte fiir die
Anziehung zwischen zwei Partikeln steigen mit der PartikelgroBe, und nach der Hamaker
Theorie nimmt das Anziehungspotenzial zwischen zwei Sphidren mit dem
Partikeldurchmessser zu. Folglich miissen die AbstoBungskrifte mit dem Partikeldurchmesser
starker ansteigen, damit stabile Partikelgrofen erhalten werden. Fiir Polystyrol-Latizes wurde
in Abwesenheit von grenzfldchenaktiven Substanzen gezeigt, dass die meisten der elektrisch
geladenen Polymerkettenenden wahrend des koagulativen Wachstums an der Partikel/Wasser-
Grenzflache bleiben, weil sie wahrscheinlich mit dem hydrophoben Styrolkern inkompatibel
sind. Wenn alle geladenen Kettenenden auf der Oberfliche der sphérischen Partikel
verbleiben, nimmt die Oberflichenladungsdichte mit dem Partikeldurchmesser zu. Nach der
Doppelschichten-Theorie steigt auch das entsprechende Oberflichenpotenzial mit dem
Partikeldurchmesser an. Goodwin konnte mit seinen Berechnungen zeigen, dass Kolloide
einen Ubergang von Instabilitit zu Stabilitit innerhalb eines sehr engen Bereichs der

Partikelgrofle vollziehen.!'*”!

Auf der einen Seite aggregieren grofle Partikel nicht
miteinander, wenn sie grofler als der kritische Durchmesser sind, weil die elektrostatische
AbstoBung zu gro8 wird. Andererseits konnen Partikel, die kleiner als der kritische
Durchmesser sind, eine Heterokoagulation durchfiihren und auf diese Weise wachsen.

Die hier verwendeten PIPOX-Boc Polymere verfiigen anstelle der Sulfatendgruppen {iber eine
geladene Ammoniumendgruppe, welche wahrscheinlich hauptsidchlich auf der Oberflache
verbleibt. Bei den in dieser Arbeit beobachteten stdbchenformigen Strukturen handelt es sich
sehr wahrscheinlich um zylindrische Mizellen, wobei oberhalb der LCST ein Kern aus PIPOX
entsteht und die Oberfliche aus den positiv geladenen Endgruppen besteht. Hartgerink et al.
berichtete {iber die Ausbildung von Nanofasern, bei denen es sich um zylindrische Mizellen
handelt. Dort befanden sich Alkylsegmente im Innern der zylindrischen Mizellen und kurze
Peptidsegmente mit aziden Einheiten auf der Oberfliche.™"

Der pK,-Wert von protonierten tertidren Aminen liegt bei 10-11.1"" In wissriger Losung liegt

das tertidre Amin der Endgruppe im PIPOX-Boc somit zu einem Grofteil in der protonierten
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Form vor. Auf der Oberfldche der groBBen kugelformigen Strukturen in Abb.5.8 sind vereinzelt
die kleineren stibchenférmigen Aggregate zu erkennen. Ein mdglicher Erkldarungsansatz fiir
die Bildung dieser grofen Kugelstrukturen ist die Zusammenlagerung der zylindrischen
Mizellen zu groBen sphérischen Aggregaten. In diesem Fall handelt es sich somit
moglicherweise bei den groen Kugelstrukturen um sogenannte ,large compound micelles™
(LCM).[lsz] In der Abb.5.9 wird ein Erklarungsmodell fiir die Bildung dieser groflen

Aggregate veranschaulicht.

. 0
AR ok
P

(a) (b) (c} ()

Abb.5.9: Strukturmodell fiir die Bildung der grofen Aggregate. (a) geloste PIPOX-Boc
Unimere unterhalb der LCST, (b) Querschnitt durch die gebildeten zylindrischen
Mizellen, (c) entstandene zylindrische Mizellen, (d) zusammengelagerte
zylindrische Mizellen bilden groB3e kugelformige Aggregate.
In der Losung liegen vor dem Erhitzen geldste Unimere vor. Wird die Temperatur {iber die
LCST erhoht, wird der PIPOX-Block unléslich und es bilden sich zylindrische Mizellen aus.
In der Abb.5.9 (b) ist der Querschnitt durch eine zylindrische Mizelle (Abb.5.9 (c))
veranschaulicht.  Diese zylindrischen Mizellen lagern sich anschliefend zu grof3en
kugelférmigen Strukturen zusammen, die auch nach erfolgter Abkiihlung erhalten bleiben.
Die Monodispersitit dieser zusammengelagerten Kugelstrukturen 14sst sich wahrscheinlich

mit dem oben erlduterten Wechselspiel zwischen anziehenden Kriften und den abstoBenden

elektrostatischen Kriften verstehen.
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Bei einem pH-Wert von 10,6 liegt ein groBerer Teil der Endgruppen in der deprotonierten
Form vor und dadurch kommt es zu einer Reduzierung der elektrostatischen Abstoung
zwischen den zylindrischen Mizellen sowie der gebildeten grofen sphérischen Aggregate. Die
Reduzierung der elektrostatischen AbstoBung ist ein Erkldrungsansatz warum die Grofe der
groBBen Kugelstrukturen bei alkalischem pH-Wert etwas groBer ist, als bei einem pH-Wert von
6,9. Im Gegensatz zu den basischen bis neutralen pH-Werten besitzen die entstandenen
Strukturen bei pH 2,8 keine klar voneinander abzugrenzenden Kugelstrukturen. Es liegen sehr
viele Verkniipfungspunkte vor. Diese Unterschiede in den gebildeten Strukturen sind
moglicherweise auf die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
einzelnen Amidgruppen bei saurem pH-Wert zuriickzufiihren, so dass mehr
Verkniipfungspunkte entstehen kénnen.

Wird eine 0,05 wt%-ige wissrige Losung von PIPOX47Boc ohne Zusatz von Natriumchlorid
fiir 24 h bei 65 °C erhitzt, so kommt es ebenfalls zur Ausbildung dieser stibchenférmigen
Aggregate, die sich zu groBeren sphdrischen Strukturen zusammenlagern, und in der

GroBenordnung von 1-2 um liegen (Abb.5.10).

1 & \ , / \
10000 nm S LN % S = {2000 nm

Abb.5.10: PIPOX47Boc 0,05 wt% in Wasser ohne Salz nach 24 h bei 65 °C, TEM. pH-Wert
vor dem Erhitzen 6,8 (mm454).
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Die Zugabe von Natriumchlorid zu einer wéssrigen Losung von PIPOX;;Boc fithrt beim
Erhitzen zur Ausbildung von groBen Partikeln, die auch Grofen von deutlich iiber 1 pm

besitzen (Abb.5.11).

Abb.5.11: PIPOX,;7Boc 0,05 wt% in Wasser; pH 10,6 vor dem Erhitzen ohne NaCl (links,
mm463) und mit 0,94 wt% NaCl (rechts, mm465), nach 24 h bei 65 °C, TEM.
Obere Reihe Ubersichtsaufnahmen untere Reihe VergroBerung.

Die GroBenverteilung ist bei der salzhaltigen Probe viel polydisperser, und es kommt zu

Zusammenlagerungen zwischen kleineren PIPOX-Partikeln. Diese Beobachtung ist in

Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Chan et al, der eine Zunahme des

durchschnittlichen Durchmessers fiir PNIPAM Partikel mit steigender Ionenstirke

nachgewiesen hat.!'*"

Betrachtet man das Erkldrungsmodell aus Abb.5.9, so wird die
Zusammenlagerung der groflen Aggregate verstdndlich, weil durch den Zusatz von NaCl die
elektrostatische AbstoBung durch die Maskierung der Ladungen verringert wird. In der Folge
kommt es zur Ausbildung von groBeren Uberstrukturen.

Es wurde desweiteren untersucht wie die Strukturen einer Mischung des PIPOX- sowie des
PLGIuNa im Vergleich zu denjenigen des PIPOX-Polymers aussehen, wenn die Lésung tliber
die LCST erhitzt wird. Hierzu wurden gleiche Gewichtsmengen eines PIPOX¢Boc und eines

kommerziell erhéltlichen Natriumsalzes der Polyglutaminsdure eingewogen, so dass der

Gesamtpolymergehalt bei 0,05 wt% lag. Die NaCl-Konzentration lag bei 0,94 wt% und die

60



Strukturbildung

Losung wurde fiir 22 h bei 65 °C erhitzt. In der Abb.5.12 (links) ist erkennbar, dass sich gro3e
runde Strukturen gebildet haben, die eine Grofle von mehreren Mikrometern besitzen. Auch
die Strukturen des PIPOXeBoc bestehen nach dem Erhitzen aus runden

Zusammenlagerungen im Mikrometerbereich.

Abb.5.12: 0,94 wt% NacCl; 0,05 wt% Polymer, 22 h bei 65 °C, (links, mm443): PIPOX¢4 und
PLGIluNay94 Mischung, (rechts, mm444): PIPOXs4Boc.

Aufgrund dieser Beobachtungen wird gefolgert, dass eine Mischung der PIPOX- und
PLGIluNa-Homopolymere beim Erhitzen zu Strukturen fiihrt, die denen der PIPOX-Boc

Polymere sehr stark dhneln.
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5.3. Untersuchungen an Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(L-glutaminsiure)

5.3.1.  Untersuchungen ohne Zusatz von Natriumchlorid

Die LCST-Untersuchungen an PIPOX;oPLGluNa; ;9 wurden ohne Zusatz von Natriumchlorid
mit einer Konzentration von 0,05 wt% Copolymer durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurde
ein Temperaturprogramm verwendet, bei dem zundchst 180 Sekunden temperiert wird und
anschlieBend dreimal je 180 Sekunden bei dieser Temperatur die Streuintensitét von Licht der
Wellenldnge 633 nm in einem Winkel von 90° detektiert wird. Die Abb.5.13 zeigt die
Streuintensitdt in Abhéngigkeit von der Temperatur fiir einen pH-Wert von 6,6 und
pH = 11,2. Die Lage der Temperatur bei der die Streuintensitét ansteigt, unterscheidet sich bei
den beiden pH-Werten nicht voneinander. Bei pH 11,2 liegt jedoch bei einer Temperatur von
ca. 56 °C eine Art Zwischenminimum der Streuintensitit. Im Gegensatz hierzu verlduft der
Anstieg bei einem pH-Wert von 6,6 nahezu kontinuierlich. Das Maximum der Streuintensitit
wird in beiden Messungen bei einer Temperatur von ca. 58 °C erreicht. Die beobachtete

Zunahme der Streuintensitit ist ein Hinweis darauf, dass sich in Losung Aggregate bilden.

—a—pH 6,6 Aufheizkurve
—v—pH 6,6 Abkihlkurve
—a—pH 11,2 Aufheizkurve
—v—pH 11,2 Abkihlkurve
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Abb.5.13: Streuintensitit in Abhéngigkeit von der Temperatur fiir einen pH-Wert von
6,2 und pH = 11,2 fiir PIPOX,9 PLGIuNa,; 9 in Wasser mit ¢ = 0,05 wt%.

Wihrend des Abkiihlvorgangs bleibt die Streulichtintensitit nahezu konstant, und die Losung
sieht leicht triibe aus, wobei jedoch keine Bildung eines erkennbaren Niederschlags eintritt.
Die Losungen der oben durchgefiihrten Autheizuntersuchungen wurden anschlieend mit dem
TEM untersucht, nachdem die Lésungen auf Raumtemperatur abgekiihlt waren (Abb.5.14 und
5.15).
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| 500nm |

Abb.5.14: TEM Messung an PIPOXoPLGluNa, ;9 nach Erhitzen einer Losung mit
pH = 11,2 (ohne NaCl; 0,0065 wt% Natriumazid und 0,05 wt% Copolymer),
(mm416 basisch).
In den Aufnahmen bei pH = 11,2 sind im Uberblick sehr viele kleinere kugelférmige
Strukturen (GroBenordnung ca. 100 nm) neben einer Vielzahl von réhrchenartigen Strukturen
erkennbar, die sich zu kleineren Ansammlungen zusammengelagert haben. Hierbei handelt es
sich vermutlich um wurmartige Mizellen, bei denen die 16slichen PLGluNa-Blocke auf der
AufBenseite liegen und die unloslichen PIPOX-Blocke im Inneren der Strukturen. Neben den
kleineren Kugelstrukturen sind desweiteren einige groBBere Kugelstrukturen in der
GroBenordnung von 450 nm erkennbar. Bei diesen Kugelstrukturen handelt es sich

152]

moglicherweise um sogenannte LCM,"**! wobei jedoch der genaue Entstehungsmechanismus

im Rahmen dieser Arbeit nicht gekldrt werden konnte.
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10000 nm
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Abb.5.15: TEM Messung an PIPOX o PLGluNa, ;9 nach Erhitzen einer Losung mit
pH = 6,6 (ohne NaCl; 0,0065 wt% Natriumazid und 0,05 wt% Copolymer),
(mm416 c).

Im Gegensatz hierzu sind in der Ubersichtssaufnahme bei pH 6,6 nahezu keine
Kugelstrukturen erkennbar. Die rohrchenartige Struktur ist auBerdem nicht so deutlich
ausgeprdgt wie bei einem pH-Wert von 11,2. Es liegen jedoch auch mehrere
zusammengelagerte Strukturen vor, die jedoch nicht so klar voneinander abzugrenzen sind,

wie bei hohem pH-Wert. Die zusammengelagerten Aggregate haben eine GroB3e von ~ 1 um.

Vergleicht man die unter salzfreien Bedingungen entstandenen Aggregate des PIPOX;7Boc
mit denjenigen des PIPOX;3PLGluNag;, so wird deutlich, dass die Partikel des reinen
PIPOX;;7Boc Abb.5.16 (a) eine sehr kompakte Struktur aufweisen. Es haben sich runde
Partikel mit klaren Umrissen ausgebildet. Im Gegensatz hierzu sind die entstandenen
Strukturen des PIPOX;3; PLGluNag; weniger kompakt und weisen wesentlich mehr
Verzweigungen auf. Es liegt eine Vielzahl von feineren Strukturen vor. In der Abb.5.16 (b)
sind rechts rohrchenartige Strukturen vorhanden, bei denen die Rénder einen stirkeren
Kontrast aufweisen, als das Zentrum der Rohren. Auch in Abb.5.14 sind diese Strukturen bei
pH 11,2 vorhanden, die dort jedoch noch klarer ausgebildet sind. Das ist ein Hinweis auf
wurmartige Mizellstrukturen. Bei einem pH-Wert von 6,9 und ohne Salzzusatz liegen die
Carboxylatgruppen zu einem GrofBteil in der deprotonierten Form vor. Die elektrostatische
Stabilisierung ist jedoch bei pH 11,2 stirker, weil die Deprotonierung der PLGluNa-Blocke
bei alkalischem pH-Wert quantitativ ist.
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(a)

10000 nm

(b)

20000 nm

Abb.5.16: 0,05 wt% Polymer in Wasser ohne Salz nach 24 h bei 65 °C, (a) PIPOX;;7Boc bei
pH 6,9 (mm453) und (b) PIPOX;3,PLGluNasg; bei pH 6,3 (mm459) TEM.

In der Abb.5.16 (b) liegen in der rechten Abbildung in mehreren Bereichen parallel

angeordnete Strukturen vor, wobei es sich wahrscheinlich um parallel angeordnete

wurmartige Mizellen handelt, die eine lyotrope Struktur bilden. Lyotrope Phasen von

Blockcopolymeren wurden beispielsweise von Forster et al. beobachtet.!'>’!
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Das Aggregationsverhalten von PIPOX;oPLGluNa;;9 wurde bei einer Konzentration von

0,05 wt% Copolymer in wéssriger Losung ohne Zusatz von Salz mittels dynamischer

Lichtstreuung untersucht. Hierbei erfolgte die Charakterisierung bei pH 6,6 und pH 11,2

jeweils bei Temperaturen von 25 °C sowie 48,5 °C (Abb.5.17).
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.5.17: Feldkorrelationsfunktion (Kreise) fiir PIPOX;oPLGluNa;9 bei
unterschiedlichen Temperaturen und pH-Werten; ¢ = 0,5 g/L bei 90 °;
Auswertung (Quadrate) mit Contin (mm416).

Bei pH 6,6 liegt ein Grof3teil der Sduregruppen in der deprotonierten Form vor und bei

pH 11,2 ist die Deprotonierung vollstdndig. Erhitzt man das Polymer von 25 °C auf 48,5 °C,

so erfolgt ein LCST Ubergang und die Loslichkeit des temperaturschaltbaren Blocks wird

dadurch gesenkt. Mit der dynamischen Lichtstreuung kann die Gesamtstreuintensitit in die

einzelnen Beitrdge der Populationen aufgeteilt werden. Der Wert fiir den Gyrationsradius R,

wurde

analog zur statischen Lichtstreuung als Zimm- bzw. Guinier-Plot ausgewertet, so dass
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aus der dynamischen Lichtstreuung neben dem hydrodynamischen Radius auch der
Gyrationsradius ermittelt werden konnte. Aus der Abb.5.17 geht hervor, dass zwei Spezies bei
einem pH-Wert von 6,6 und 25 °C vorliegen, deren hydrodynamische Radien R gleich 17 nm
bzw. 245 nm betragen und nach Erhohung der Temperatur auf 48,5 °C iiberwiegt eine grofie
Spezies mit einem apparenten hydrodynamischen Radius R; von 1150 nm. Bei diesem hohen
Wert besteht die Moglichkeit, dass sich Teilchen in Losung tiberlappen und eine Bestimmung
des Gyrationsradius R, scheint hier nicht sinnvoll. Bei einem pH-Wert von 11,2 liegen
mehrere Spezies vor, wobei jedoch beriicksichtigt werden sollte, dass die groen Teilchen das
Licht stirker streuen als kleine Teilchen und deswegen sind auch hier in Wesentlichen zwei
Spezies vorhanden, deren hydrodynamische Radien R; gleich 8 nm bzw. 293 nm betragen.
Bei diesem pH-Wert vergroflert sich der hydrodynamische Radius R, beim Erhitzen auf
1280 nm und es kann nur noch eine grofle Spezies nachgewiesen werden. Die Tabelle 10 gibt

einen Uberblick iiber die erhaltenen Werte.

Tabelle 10:  Daten der Lichtstreuuntersuchungen.
25°C 48,5 °C
pH 6,6 pH 11,2 pH6,6 | pH 11,2
Ry [nm] | R, [nm] o _R. | Ry[nm] | Rg[nm] o _& | Ry[nm] | Ry[nm]
R, R,
Spezies1 | 17+£5 134+5 7,7 8+2 87+11 | 10,4 | 1150+ 33 | 1280+ 28
Spezies 2 | 245+ 25 | 248+ 13 1,0 | 293£10 | 392+62 | 1,34 - -

Einen Hinweis zur Form der streuenden Spezies in Losung liefert das Verhiltnis p aus
Tragheitsradius R, und dem hydrodynamischen Radius R;. Aufgrund der fehlenden Werte fiir
den Gyrationsradius bei hohen Temperaturen, werden nur Aussagen zu den mdglichen
Strukturen bei 25 °C gemacht. Bei einem pH-Wert von 6,6 liefern die Verhéltnisse fiir die
beiden Spezies Werte von p = 7,7 bzw. 1,0. Ein Wert von p = 7,7 ist ein Hinweis fiir das
Vorliegen von stdbchenartigen Strukturen. Das Verhéltnis von p = 1,0 wird fiir Vesikel
gefunden. Bei dem pH-Wert von 11,2 kdnnen ebenfalls aus den Verhiltnissen p = 10,4 sowie
p = 1,34 Hinweise fiir das Vorliegen von Stébchen bzw. von moglicherweise polydispersen

Vesikeln erhalten werden.
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Die Losungen mit pH 6,6 und pH 11,2 fiir die dynamische Lichtstreuung wurden zusétzlich
mittels TEM untersucht, ohne dass sie vorher erhitzt wurden. In den Abb.5.18 und 5.19 sind

die TEM-Aufnahmen gezeigt.

1000 nm

~1000 nm H : 500 nm

Abb.5.18: TEM Messung an PIPOX o PLGIluNa, 9 ohne vorheriges Erhitzen der Losung
mit pH = 6,6 (ohne NaCl; 0,0065 wt% Natriumazid und 0,05 wt% Copolymer).
Es wurden zweimal Proben auf den TEM-Gittern prépariert: (obere Reihe)
Messung 1, (untere Reihe) Messung 2 (mm416).

Hierbei wurden mit der selben Lésung zwei Proben fiir die TEM-Messungen prépariert. Bei
den TEM-Messungen ist zu beachten, dass aufgrund der Propenpriparation leichte
Unterschiede zwischen den einzelnen Aufnahmen vorliegen konnen, weil es zu
Eintrocknungseffekten kommen kann. Bei Verwendung der Lésung mit pH = 6,6 wurden
runde Strukturen in der GroBenordnung von 250 nm beobachtet. In der oberen Reihe von
Abb.5.18 sind runde Aggregate erkennbar, die ein Hinweis fiir das Vorliegen von Vesikeln

sind.
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In der rechten Aufnahme in der oberen Reihe sind vesikelformige Strukturen in der
GroBenordnung von ca. 100 nm erkennbar, die sich zu groBeren vesikelférmigen Strukturen
in der Grof3enordnung von ca. 200 nm zusammenlagern. Die untere Reihe von Abb.5.18 zeigt
grofle Gebilde mit scharfen Grenzflachen. Auerdem sind ldngliche Strukturen vorhanden, die
hiufig die runden Strukturen miteinander verbinden. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich
um Vesikelstrukturen, die sich zu groBeren Strukturen zusammenlagern. Die Unterschiede
zwischen den Aufnahmen der oberen und unteren Reihe sind vermutlich auf leichte
Konzentrationsunterschiede zuriickzufithren, die wéhrend der TEM-Probenpriparation
entstanden sind. Fiir beide Probenpriparationen wurde jedoch die selbe Ausgangslosung
verwendet.

Im Basischen bei pH = 11,2 und RT wird erwartet, dass sowohl der temperaturschaltbare
PIPOX-Block als auch der pH-schaltbare PLGluNa-Block in Wasser 16slich sind. Auch diese
Losung wurde fiir die Untersuchungen mittels TEM verwendet und es zeigen sich mehrere
kleine Partikel, die sich teilweise zu groferen Strukturen in der GroBenordnung von ~ 200 nm

zusammenlagern.

Abb.5.19: TEM Messung an PIPOX;oPLGIuNa; 9 ohne vorheriges Erhitzen der Losung
mit pH = 11,2 (ohne NaCl; 0,0065 wt% Natriumazid und 0,05 wt% Copolymer),
(mm 416).

Miiller et al. haben  Untersuchungen an  Poly(acrylsiure)ss-block-Poly(N,N-
diethylacrylamid)sep durchgefiihrt. Bei einem pH-Wert von 12,8 und einer Temperatur von

21 °C wurde erwartet, dass beide Blocke 16slich sind. Unter diesen Bedingungen wurden

Unimere mit (<Rh>z =4,7 nm)und groflere Aggregate (<Rh>z =101 nm) beobachtet. Hierbei

war jedoch der Anteil der grolen Aggregate sehr niedrig (0,05 wt%). Als mogliche Erkldrung

fiir die unter diesen Bedingungen unerwartete Aggregatbildung wurden die leichten

69



Strukturbildung

Unterschiede in der Hydrophilie der Poly(N,N-diethylacrylamid)- und Poly(natrium acrylat)-
Blocke herangezogen. Wasserstoftbriickenbindungen sollten sich bei einem pH-Wert von

12,8 nicht ausbilden. Diese Aggregate sind dann jedoch oberhalb der LCST (T = 45 °C)

verschwunden und ein unimodaler Peak mit (<Rh >z =215 nm) lag vor.['2!

Bei den eigenen Untersuchungen sind die Strukturen mit dem hydrodynamischen Radius in
der GroBenordnung von 8 nm vermutlich die gelosten Unimere und die Strukturen mit einem
hydrodynamischen Radius in der GrdéBenordnung von 293 nm entstechen moglicherweise
ebenfalls aufgrund der geringen Unterschiede in der Hydrophilie der beiden Blocke. Demnach
wiirden diese Strukturen durch zwei unterschiedlich hydrophile Blocke des Blockcopolymers
entstehen. Die runden Aggregate sind in den TEM-Aufnahmen bei pH 6,6 besser erkennbar,
als bei pH 11,2. Diese Strukturen liegen in der selben Grofenordnung wie die Aggregate mit
Ry = 245 nm aus der Lichtstreuung. Nach der Temperaturerh6hung auf 48,5 °C liegen in der
leicht triiben Losung Aggregate mit einem apparenten hydrodynamischen Radius von ca.
1300 nm vor. Diese Aggregate besitzen die selbe Groflenordnung wie diejenigen in den TEM-
Aufnahmen von Abb.5.14 und es handelt es sich hierbei wahrscheinlich um

zusammengelagerte wurmartige Mizellen.
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5.3.2.  Untersuchungen mit Zusatz von Natriumchlorid

Die Bestimmung des Triibungspunkts erfolgt, wie bereits erwédhnt, mit einer
Lichtstreuapparatur. Es soll untersucht werden inwieweit sich das Lichtstreuverhalten der
reinen PIPOX-Boc Polymere von dem der PIPOX-PLGluNa Copolymere unterscheidet.
Hierzu wurden wéssrige Losungen mit je 1 wt% Polymer und 0,9 wt% NaCl mit einer
Heizrate von 2,5 °C/h untersucht (Abb.5.20). Es konnte gezeigt werden, dass bei beiden
Copolymeren PIPOX;3;PLGluNag; sowie PIPOX;oPLGIluNa,;9 die Lichtstreuintensitit ab
einer bestimmten Temperatur ansteigt und anschlieBend wieder abfillt. Bei dem folgenden
Abkiihlvorgang steigt die Streuintensitdt bei nahezu der selben Temperatur wieder an und
fallt erneut beim Unterschreiten einer bestimmten Temperatur wieder ab. Bei den
Autheizkurven wird deutlich, dass das Copolymer PIPOX;;PLGluNag; gegeniiber
PIPOX00PLGIluNa; 9 einen um ca. 2 °C zu niedrigeren Temperaturen verschobenen Anstieg

der Lichtstreuintensitit besitzt.

—A— Aufheizkurve PIPOX,, PLGIuNa,,

—A— Aufheizkurve PIPOX Boc
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Abb.5.20: Lichtstreuuntersuchungen mit je 1 wt% Polymer; 0,9 wt% NaCl; Heizrate
2,5 °C/h; (links): PIPOX;3;PLGluNag7; pH 5,1 (mm345) bzw.
PIPOX00PLGluNa;9; pH 5,3 (mm335); (rechts): PIPOXy7Boc; pH 6,9
(mm376).

Das ldsst sich auf zwei Effekte zuriickfiithren, die beide den gleichen Einfluss auf die
charakteristische Ubergangstemperatur besitzen. In dem PIPOX;oPLGluNa,o fiihrt die
geringere Anzahl an PIPOX-Repetiereinheiten und die groBere Anzahl an PLGluNa-
Repetiereinheiten zu einem Anstieg der Ubergangstemperatur. Wie bereits aus den LCST-
Untersuchungen an PIPOX-Polymeren deutlich geworden ist, fithrt eine Senkung des

PIPOX-Molekulargewichts sowie die Erhohung der Hydrophilie zu einem Anstieg der
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Triibungstemperatur. Dieser Trend konnte somit noch einmal anhand der synthetisierten
Copolymere bestétigt werden.

Vergleicht man die Lichtstreukurven der PIPOX-PLGIluNa Copolymere mit der des PIPOX-
Boc Polymers, so wird deutlich, dass die Streuintensitidt bei dem PIPOX-Boc Polymer ab
einer charakteristischen Temperatur ansteigt und anschlieBend abfillt. Bei dem folgenden
Abkiihlvorgang steigt die Streuintensitdt aber nicht mehr an. Das ist vermutlich darauf
zuriickfiithren, dass die PLGluNa-Blocke wihrend des Uberschreitens der charakteristischen
Ubergangstemperatur 16slich bleiben und die sich bildenden Aggregate stabilisieren. Diese
Stabilisierung ist bei den reinen PIPOX-Boc-Polymeren weniger ausgepragt.

Vergleicht man den Verlauf der Streuintensitit als Funktion der Zeit fiir PIPOX;go
PLGIuNa ;9 in natriumchloridhaltiger Losung mit der Messung ohne Zusatz von
Natriumchlorid, so ergibt sich der in Abb.5.21 verdeutlichte Zusammenhang fiir alkalische

pH-Werte.

—a— Aufheizkurve ohne Salz; pH = 11,2

45+ —v— Abkihlkurve ohne Salz; pH = 11,2
1 —a— Aufheizkurve mit 0,94 wt% NaCl; pH = 10,2
407 —v— Abkiihlkurve mit 0,94 wt% NaCl; pH = 10,2
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Abb.5.21: Streuintensitit als Funktion der Zeit fir PIPOX;oPLGluNa;;9 mit einer Heizrate
von 2,5 °C/min bei alkalischen pH-Werten. Die Polymerkonzentration in Wasser
betrigt 0,05 wt%.

Es wird deutlich, dass durch Zusatz von 0,94 wt% Natriumchlorid eine Absenkung des
Trilbungspunkts um ca. 2 °C gegeniiber der salzfreien Losung eintritt. Die Kurvenform
unterscheidet sich ebenfalls, weil in NaCl-Ldsung ein ausgeprigtes Maximum vorhanden
ist und die Streuintensitdt anschlieend sehr stark abféllt. Ohne Zusatz von Natriumchlorid
bleibt die Streuintensitidt wihrend des Abkiihlvorgangs nahezu konstant. Gegen Ende des

Temperaturprogramms liegt in salzhaltiger Losung ein flockiger Niederschlag vor
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wohingegen in salzfreier Losung lediglich eine leichte Triilbung ohne erkennbaren
Niederschlag vorhanden ist.

Es wird erwartet, dass sich die Form der Signale im 'H-NMR-Spektrum #ndert, wenn die
Temperatur liber den Wert der LCST erhoht wird. Vergleichbare Untersuchungen an
PNIPAM-Systemen wurden von Larsson et al. sowie Tokuhiro et al. gemacht.!'** '>°]
Unterhalb der LCST liegen die PIPOX-Ketten als geloste Knéduel vor, oberhalb der LCST
beginnen die Ketten einen Abstand zueinander einzunehmen, bei dem eine sehr geringe
Kettensegmentbeweglichkeit gegeben ist. Das bedeutet, dass im 'H-NMR-Spektrum eine

Verbreiterung der Signale erwartet wird, sobald die fiir das Polymer charakteristische LCST

uiberschritten wird.
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Abb.5.22: lH-NMR-Spektrum (400.1 MHz) vom PIPOX¢4 (1 wt% Polymer in D,0; 0,9
wt% NaCl), (mm276).

In der Abb.5.22 wird die Lage des Triibungspunkts eines Boc-entschiitzten PIPOXe4 daran
erkennbar, dass die Signale im 'H-NMR-Spektrum zwischen 38 °C und 39 °C breiter

werden. Im Vergleich zu den Signalen bei 40 °C sind die Signale bei RT wesentlich
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schmaler. Dieser Ubergang ist besonders gut an der Form des Peaks fiir die Methylgruppen
erkennbar. Im Gegensatz hierzu ist die Verbreiterung der Signale der Methylenprotonen (3)
im Rickrad des Polymers nur sehr gering. Die Kalibrierung erfolgte auf den
Losungsmittelpeak (bei & = 4,79 ppm). Bei der Temperaturerhdhung kommt es zu einer
Verlagerung der Polymersignale in Richtung hdéherer chemischer Verschiebungen. Eine
Verlagerung der Peaks mit steigender Temperatur wurde auch von Tokuhiro et al.
beobachtet. Im Anschluss an die Charakterisierung eines PIPOX Polymers wurde das
Copolymer PIPOX;3PLGluNag; mit 1H—NMR—Spektroskopie untersucht (Abb.5.23). Es
wird erwartet, dass beim Uberschreiten des LCST-Punkts die PIPOX-Blocke unloslich
werden und es zur Ausbildung von Strukturen kommt, bei denen sich die 16slichen
PLGIluNa-Blocke auf der dem D,0O zugewandten Seite befinden und die unloslichen Blocke

im Inneren der Struktur liegen.

S

25 °C vor Erhitzen

25 °C nach Abkiihlvorgang

Deuteriumoxid fiir die Messung bei 25 °C

5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

(ppm)

Abb.5.23: '"H-NMR-Spektrum (400.1 MHz) in D,0. PIPOX 3, PLGluNag; (0,05 wt%
Polymer; 0,94 wt% NaCl, in DO, pH = 11), (mm 427).
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Bei der Messung wurde fiir jede Temperatur 20 Minuten gewartet, bis sich die Temperatur
eingestellt hat und anschlieBend erfolgte jeweils eine 6 miniitige Messung. Es konnte
gezeigt werden, dass die Signale 1 bis 3 (PIPOX-Block) mit Erhohung der Temperatur
kleiner werden. Eine Abnahme der Signale beginnt im Bereich zwischen ca. 43 °C und
47 °C. Bei einer Temperatur von 60 °C sind die Signale des Protons 2 vollstindig
verschwunden, und es sind nur noch geringe Signalintensititen fiir die Protonen 1 und 3
erkennbar. Hierbei befindet sich jedoch im Bereich von der Signalgruppe 3 eine
Verunreinigung im verwendeten Deuteriumoxid, so dass auch das Signal der Protonen 3 bei
60 °C nahezu vollstdndig verschwunden ist. Auch hier wird beobachtet, dass sich die
Signale bei Temperaturerhohung zur einer hoheren chemischen Verschiebung verlagern.
Wie erwartet bleibt die Signalintensitdt der Protonen 6 und 7 (PLGluNa-Block) bei einer
Temperaturerh6hung erhalten und nimmt nicht ab. Das ist ein Hinweis darauf, dass das
PIPOX,3,PLGluNag; zwischen einer Temperatur von 43 °C und 47 °C beginnt Strukturen
zu bilden, bei denen sich die PIPOX-Blocke im Inneren befinden und die 16slichen
PLGIuNa-Blocke auf der AuBlenseite dieser Strukturen sind. Im Rahmen dieser Messung
kam es lediglich zu einer sehr geringen Triibung, und es hat sich kein Feststoff gebildet.
Das Copolymer blieb somit nach erfolgter Temperaturerhdhung in Losung. Nach
Abkiihlung auf RT waren die Signalintensitdten des PIPOX-Blocks wieder erkennbar und
die Losung war klar.

Auch bei Verwendung von PIPOX;oPLGIluNa;;9 wurde die Abnahme der
Signalintensititen bei einer Temperaturerhdhung mit 'H-NMR-Spektroskopie

nachgewiesen, die beim Abkiihlvorgang reversibel ist.
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Zunichst wurden PIPOX-PLGIluNa Copolymere bei alkalischem pH-Wert und Zusatz von
Natriumchlorid in Abhingigkeit von der Temperatur mit 'H-NMR-Spektroskopie untersucht.
Es hatte sich gezeigt, dass bei der verwendeten Heizrate (siehe oben) das Polymer geldst ist,
und nach dem Abkiihlen die Losung klar ist. Die Signale des PIPOX-Blocks waren nach dem
Abkiihlen wieder erkennbar. Im Gegensatz hierzu war gegen Ende des Messprogramms aus
Abb.5.21 fiir die natriumchloridhaltige Losung die Bildung eines flockigen Niederschlags
beobachtet worden.

Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde die Auswirkung der Heizrate auf die
Strukturbildung des PIPOX,3;PLGluNag; Copolymers ndher untersucht. Die Abb.5.24

veranschaulicht die Streuintensitit als Funktion der Temperatur bei drei unterschiedlichen

Heizraten.
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Abb.5.24: Streuintensitét in a.u. als Funktion der Temperatur fiir PIPOX;3,PLGluNag; in
Wasser (¢ = 0,05 wt% Polymer; 0,94 wt% NaCl; pH = 10,9), (mm426).

Es wird deutlich, dass der Anstieg der Streuintensitit bei allen drei Heizraten (2,5 °C/h;
5 °C/h; 10 °C/h) nahezu die selbe Form hat. Auch der Temperaturbereich stimmt {iberein.
Unterschiede in der Kurvenform ergeben sich im Wesentlichen in der Form der Abkiihlkurve.

Die fiir die Untersuchungen verwendeten Kiivetten wurden wéhrend der Messung nicht
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geriihrt. Nach Beendigung des jeweiligen Messprogramms und Abkiihlung auf
Raumtemperatur war zu beobachten, dass sich bei den Heizraten von 2,5 °C/h und 5 °C/h ein
flockiger Niederschlag am Boden der Messkiivette abgesetzt hat; bei der langsameren
Heizrate hatte sich mehr Niederschlag gebildet. Bei einer Heizrate von 10 °C/h war gegen
Ende der Messung kein Niederschlag erkennbar und es lag eine klare Losung vor.

Betrachtet man nun noch einmal die Abkiihlkurven, so sind sehr starke Schwankungen der
Streuintensitit bei der langsamsten Heizrate zu beobachten. Bei einer Heizrate von 5 °C/h ist
diese Beobachtung wesentlich geringer ausgeprigt. Die Schwankungen der Streuintensititen
bei den Heizraten von 2,5 °C/h sowie 5 °C/h sind wahrscheinlich auf die thermische
Bewegung des flockigen Feststoffs in der Messkiivette zuriickzufiihren. Es ist jedoch
hervorzuheben, dass die charakteristische Form der Aufheiz- und Abkiihlkurven bei allen drei
Heizraten nahezu identisch ist. Auch die Temperaturen, bei denen der Anstieg der
Streuintensitit erfolgt, stimmen iiberein. Weil gegen Ende des Temperaturprogramms mit der
schnellsten Heizrate kein Niederschlag vorlag, ist die charakteristische Form der Aufheiz- und
Abkiihlkurven wahrscheinlich auf die entstehenden 16slichen Aggregate zuriickzufiihren. Der
Anstieg der Streuintensitit ist ein Hinweis fiir eine beginnende Phasenbildung, die beim
Uberschreiten der LCST einsetzt. Die Streuintensitiit erreicht beim Aufheizvorgang ein
Maximum und fallt anschlieBend wieder ab. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung
ist, dass sich zundchst wihrend der Phasenbildung groBe Ubergangsstrukturen bilden, die
beim Uberschreiten einer charakteristischen Temperatur in kleinere Aggregate iibergehen.
Beim Abkiihlvorgang erfolgt wahrscheinlich beim Unterschreiten einer charakteristischen
Temperatur die Auflosung dieser Aggregate und die Streuintensitét fallt nach dem Erreichen
des Maximums wieder ab.

Um die Auswirkungen dieser drei Heizraten auf die Strukturbildung ndher beurteilen zu
konnen, wurden die erhaltenen Messlosungen nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur mit
TEM untersucht (Abb.5.25). Die TEM-Aufnahmen aus Abb.5.25 zeigen, dass sich bei den
Heizraten von 2,5 °C/h und 5 °C/h runde Strukturen gebildet haben, die sich in der Form
gleichen aber eine unterschiedliche Grofle besitzen. Bei der langsamsten Heizrate haben sich
die grofBBten Aggregate gebildet, wobei der innere Kern der Strukturen gegeniiber der Heizrate
von 5 °C/h deutlich vergrofBert ist. Bei der schnellsten Heizrate (10 °C/h ) lag gegen Ende des
Messprogramms eine klare Losung vor. Die Ergebnisse der TEM-Untersuchungen zeigen fiir
diese Probe keine Aggregate in der Groflenordnung der anderen beiden Proben. Hier gibt es
lediglich kleinere sehr kontrastreiche Zentren mit unterschiedlicher GrofBle, die jedoch

wesentlich kleiner als die der anderen beiden Heizraten sind.
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Abb.5.25: TEM-Aufnahmen an den Proben der Heizratenuntersuchungen an
PIPOX;3;PLGluNag; aus Abb.5.24. Obere Reihe Ubersichtsaufnahmen, untere
Reihe VergroBerungen, Heizraten von links nach rechts: 2,5 °C/h; 5 °C/h und
10 °C/h. (c = 0,05 wt% Polymer; 0,94 wt% NaCl; pH 10,9), (mm426).

Aus den Lichtstreuuntersuchungen ist hervorgegangen, dass sich bei einer zu langsamen
Heizrate Aggregate bilden, die sich beim Abkiihlen nicht mehr auflésen. Die 'H-NMR-
Spektroskopie hat gezeigt, dass sich die Bildung von Strukturen reversibel schalten lasst,
wenn die Messzeit oberhalb der LCST nicht zu lang ist. Bei diesen kurzen Messzeiten lag
oberhalb der LCST eine klare Losung vor und es war keine Bildung von Flocken erkennbar.
Ausgehend von den Beobachtungen der Lichtstreuuntersuchungen aus Abb.5.24 wird mit
"H-NMR-Spektroskopie untersucht, wie sich die Signalintensititen der beiden Blocke in
PIPOX 3, PLGIluNag; verhalten, wenn die Probe {iber einen ldngeren Zeitraum erhitzt wird, so
dass es zur Ausbildung eines flockigen Niederschlags kommt. Aus der Abb.5.26 wird
erkennbar, dass zu Beginn der Untersuchungen bei 25 °C beide Blocke 16slich sind. Es
kommt wie zuvor zu einer Verlagerung der Polymersignale Signale in Richtung hdherer
chemischer Verschiebung, wenn die Temperatur erhoht wird. Wird die Lésung fiir kurze Zeit
auf 60 °C erhitzt, dann verschwindet das Signal fiir den PIPOX-Block und nur die
Signalintensititen der PLGluNa-Blocke sind noch vorhanden. Bei dieser Temperatur liegt
zundchst kein Niederschlag vor, und die Losung ist eher klar. Diese Beobachtung stimmt mit

den Ergebnissen aus Abb.5.23 iiberein. Dort konnte beim darauf folgenden Abkiihlen auf

78



Strukturbildung

Raumtemperatur gezeigt werden, dass die Signalintensititen des PIPOX-Blocks wieder

erscheinen.

25 °C vor Erhitzen

.‘ 6,7 60 °C nach kurzem Erhitzen (klare Losung)

25 °C nach 20 h Erhitzen bei 65 °C (flockige Losung)

60 °C nach 20 h Erhitzen bei 65 °C (flockige Losung)

25 °C nach 20 h Erhitzen bei 65 °C und anschlieend
5 Tage bei RT (flockige Losung)

Mol
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Abb.5.26: 1H—NMR—Spektrum (400.1 MHz) in D,0O. PIPOX;3,PLGluNag;: 0,05 wt%
Copolymer; 0,94 wt% NaCl; pH 11,4; (mm438).

Nun wurde untersucht, wie das 'H-NMR-Spektrum aussicht, wenn die Losung 20 h bei 65 °C
erhitzt wird. In dieser Zeit kam es zur Ausbildung eines flockigen Niederschlags, der auch
beim Abkiihlen auf Raumtemperatur erhalten geblieben ist. Das nun angefertigte 'H-NMR-
Spektrum ergab bei 25 °C, dass die Signale des PIPOX-Blocks nicht mehr vorhanden sind
und lediglich die Signale des PLGluNa-Blocks auftreten. Wird die Probe nun kurz auf 60 °C
erhitzt, so unterscheidet sich das 'H-NMR-Spektrum nicht von demjenigen bei 25 °C. Auch
nach 5 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur hat sich der gebildete Niederschlag nicht
merklich aufgelost, und das '"H-NMR-Spektrum zeigt erneut bei 25 °C keine Signale des
PIPOX-Blocks. Rechts neben den Signalen der Protonen 6 und 7 ist jedoch nach dem 20
stiindigen Erhitzen bei 65 °C ein zusétzlicher Peak erkennbar, der nach 5 Tagen nicht mehr

vorhanden ist. Moglicherweise ist dieser zusdtzliche Peak auf die Bildung von festen
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Strukturen innerhalb der Aggregate zuriickzufiihren, die sich nach 5 Tagen wieder aufgeldst
haben. Eine vergleichbare Beobachtung wurde von Tokuhiro et al. bei der Charakterisierung
von PNIPAM-Gelen gemacht.

Es hat sich somit wihrend einer langeren Erhitzungsdauer oberhalb der LCST eine Struktur
gebildet, die sich nicht mehr in dem betrachteten Zeitraum auflost und die Signalintensitdten
des PIPOX-Blocks sind im Gegensatz zu denjenigen des PLGIluNa-Blocks nicht mehr
vorhanden. Diese Beobachtung liefert einen deutlichen Hinweis darauf, dass die PLGluNa-
Blocke auf der AuBenseite dieser Strukturen in Losung sind, weil es zu keiner Verbreiterung
dieser Signale gekommen ist. Auch ein Verschwinden der PLGluNa-Signalintensititen wurde
nicht merklich beobachtet. Der irreversible Riickgang der PIPOX-Block Signalintensitéten ist
wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass sich die PIPOX-Blocke im Innern der gebildeten
Strukturen befinden und deren Kettensegmentbeweglichkeit sehr stark eingeschrdnkt ist.
Diese Strukturen sind ziemlich stabil und auch nach 5 Tagen gehen die PIPOX-Blocke nicht
mehr in Losung.

Eine 0,05 wt%-ige Losung von PIPOX,oPLGIuNa;;9 und 0,94 wt% NaCl wurde bei 70 °C
fiir 18 h erhitzt und die gefundenen Aggregate haben die selbe Groflenordnung wie diejenigen
in Abb.5.25. Die Losung wurde durch Abzentrifugieren vom Niederschlag abgetrennt. Der
Feststoff wurde sechs Mal gewaschen und abzentrifugiert, bis die Leitfdhigkeit nahezu
konstant war. Damit sollte gewéhrleistet sein, dass keine natriumchloridhaltige Losung am
Feststoff anhaftet, so dass eine EDX-Analyse Auskunft iiber die Zusammensetzung der
Aggregate liefern kann. Hierbei war jedoch zu beobachten, dass sich die Niederschlagsmenge
bereits nach dem zweiten Waschvorgang sehr stark verringert hat. Der Niederschlag hat sich
parallel zur abnehmenden Leitfahigkeit der iiberstehenden Losung sehr stark aufgelost. Die
Aggregate gehen somit wieder in Losung, wenn sie mit einem Uberschuss an Wasser

gewaschen werden.
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Desweiteren wurde eine 0,3 wt%-ige wissrige Losung von PIPOX;oPLGIuNa;;9 und einem
NaCl-Gehalt von 0,94 wt% mit einer Heizrate von 2,5 °C/h auf 60 °C erhitzt und
anschlieBend mit der selben Geschwindigkeit auf 35 °C abgekiihlt. Der pH-Wert lag vor dem
Erhitzen bei 8,2, so dass der PLGluNa-Block in der 16slichen Form vorliegt. Gegen Ende des
Temperaturprogramms lag ein flockiger Niederschlag vor, der sich innerhalb von 12 h in eine
Triibung umgewandelt hat. Diese Losung wurde anschlieBend mittels SFM auf Mica

untersucht (Abb.5.27).

1800.0 nm

900.0 nm
0.0 nm
e

mM328.M06

10000 nm 4 2000 nm

Abb.5.27: Untersuchungen der Messlosung von PIPOX;0PLGluNa; 9 gegen Ende des
Temperaturprogramms mittels SFM auf Mica (tapping mode) rechts Querschnitt
durch die SFM-Aufnahme, der Abstand zwischen den Marken betrdgt 2,0 bzw.
1,8 um (oben), TEM (unten).

In der Abb.5.27 (oben) sind runde Aggregate mit einem Durchmesser von ca. 2 pum
erkennbar. Hierbei liegt ein kompakter Kern vor, der von einem runden Bereich mit
geringerem Kontrast umgeben ist. Der Querschnitt durch diese Aggregate zeigt einen
flieBenden Ubergang zur Substratoberfliche, was fiir kompakte aber weiche Aggregate
erwartet wird. Zusétzlich wurde die Losung mittels TEM charakterisiert. Auch hier sind runde
Aggregate in der Grofenordnung von 2 um vorhanden. In den TEM-Aufnahmen ist ein

kompakter Kern erkennbar, der von feinen Ausldufern mit geringerem Kontrast umgeben ist.
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Der Vergleich dieser Strukturen mit den SFM-Aufnahmen zeigt somit eine gute

Ubereinstimmung.

Die Untersuchungen an den PIPOX-PLGIluNa Copolymeren in NaCl-haltiger Losung mittels
'"H-NMR-Spektroskopie und den Temperaturprogrammen haben gezeigt, dass sich Aggregate
reversibel schalten lassen, wenn die Verweilzeit oberhalb der LCST nicht zu lang ist. Im
Gegegensatz hierzu bilden sich bei langen Verweilzeiten oberhalb der LCST Aggregate, die
auch nach langerer Zeit bei RT nicht wieder vollstindig in Losung gehen. Die TEM- und
AFM-Bilder haben grole Aggregate im pum-Bereich gezeigt, deren GroéBe mit sinkender
Heizrate zunimmt.

In den TEM-Aufnahmen fiir die Heizrate von 2,5 °C/h sind kompakte Kerne und feine
langliche Strukturen erkennbar (Abb.5.28). Hierbei sind in dem kompakten Kern der
Aggregate kristalldhnliche Strukturen vorhanden.

2000 nm

Abb.5.28: TEM-Aufnahme an einer Probe der Heizratenuntersuchung des
PIPOX 3, PLGIluNag; Copolymers aus Abb.5.24. Heizrate von 2,5 °C/h;
¢ = 0,05 wt% Polymer; 0,94 wt% NaCl; pH 10,9; (links): Vergroferung des
markierten Bereichs, (rechts): Ubersichtsaufnahme mit Markierung; (mm426aMI).

In der Abb.5.29 wird in der Ubersichtsaufnahme erkennbar, dass sich in den Bereichen
zwischen den groflen kompakten Strukturen stibchenformige Aggregate befinden, die Langen
im Mikrometerbereich erreichen konnen. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um
zylindrische Mizellen, bei denen sich die PIPOX-Blocke auf der Innenseite der Strukturen

befinden und die PLGluNa-Blocke auf der dem Wasser zugewandten Seite.

82



Strukturbildung

Abb.5.29: TEM-Aufnahme an einer Probe der Heizratenuntersuchung des
PIPOX 3 PLGIluNag; Copolymers aus Abb.5.24. Heizrate von 2,5 °C/h;
¢ = 0,05 wt% Polymer; 0,94 wt% NaCl; pH = 10,9; (oben) Ubersichtsaufnahme
sowie die VergroBBerung des markierten Bereichs (rechts); (unten) Detailansicht
(mm426aMl).

In der unteren TEM-Aufnahme wird erkennbar, dass sich diese zylindrischen Strukturen auf
der AuBenseite dieser kompakten Aggregate befinden.

Auf der Grundlage dieser Beobachtungen wird ein Strukturbildungsmodell vorgeschlagen,
dass in der Abb.5.30 veranschaulicht ist. Unterhalb der LCST liegen die PIPOX-PLGluNa
Polymere als Unimere vor und es kommt oberhalb der LCST bei basischem pH-Wert zur

Ausbildung von zylindrischen Mizellen, bei denen die lslichen PLGluNa-Blocke auf der

Aullenseite sind.

RN
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Ty

T=LCST
)
(e)

A = NaCl
(a) (b) (<) (d)

Abb.5.30: Strukturbildungsmodell fiir die Entstehung der grolen Aggregatstrukturen in
natriumchloridhaltiger Losung. (a) geloste PIPOX-PLGluNa Unimere, (b)
Querschnitt durch die zylindrischen Mizellen, die sich oberhalb der LCST bilden,
(c) zylindrische Mizelle, (d) Nukleierung von Natriumchlorid auf der Oberflidche
der zylindrischen Mizellen an den PLGluNa-Blocken und Zusammenlagerung von
einzelnen zylindrischen Mizellen, (e) entstandene Aggregate mit Natriumchlorid-
partikeln und zusammengelagerten zylindrischen Mizellen.

Hinweise fiir das Vorliegen dieser Mizellstrukturen wurden mittels TEM und 'H-NMR-
Spektroskopie erhalten. Bei der Temperaturerh6hung sind die Integrale des PIPOX-Blocks
oberhalb der LCST verschwunden, wihrend diejenigen der PLGluNa-Blocke deutlich
erkennbar waren. Nach nicht zu langen Verweilzeiten oberhalb der LCST, konnten die
PIPOX-Integrale nach erfolgter Abkiihlung auf Raumtemperatur wieder in der urspriinglichen
Intensitit beobachtet werden. Bei lingeren Verweilzeiten oberhalb der LCST kam es zur
Ausbildung eines flockigen Niederschlags; im 'H-NMR-Spektrum waren dann lediglich die
Integrale des PLGluNa-Blocks erkennbar. In diesem Fall waren auch nach mehreren Tagen
bei Raumtemperatur die Integrale der PIPOX-Blocke nicht mehr vorhanden. Diese
Beobachtung weist darauf hin, dass sich grofle unldsliche Aggregate gebildet haben, bei
denen sich die PLGluNa-Blocke auf der Auflenseite befinden und die PIPOX-Segmente im
Inneren vorliegen. Es konnte mittels TEM gezeigt werden, dass der kompakte Kern der
Aggregate mit abnehmender Heizrate zunimmt. Die abnehmende Heizrate bei dem
Temperaturprogramm bedeutet auch, dass die Verweilzeit bei hohen Temperaturen zunimmt.
In dem Strukturbildungsmodell in Abb.5.30 bilden sich zunéchst zylindrische Mizellen mit
PIPOX-Kern und PLGIluNa-Korona. Es wird angenommen, dass die deprotonierten
Carbonsduregruppen des PLGIluNa-Blocks als lokale Kristallisationszentren fungieren und
sich vereinzelt Natriumchloridpartikel bilden, die eine Verbindung zwischen mehreren

11501 wurde bereits haufiger dariiber

zylindrischen Mizellen herstellen konnen. In der Literatur
berichtet, dass anionische Gruppen aufgrund der elektrostatischen Anziehung anorganische

Kationen in ihrer Umgebung konzentrieren konnen, und dadurch eine lokale Ubersittigung
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hervorrufen. Dabei kann es in der Folge zu einer Ausbildung von Nukleationszentren
kommen, so dass sich Kristalle bilden kénnen.

Unter den salzhaltigen Bedingungen kommt es bei den eigenen Untersuchungen zu einer
Reduzierung der elektrostatischen AbstoBung der PLGluNa-Segmente und aufgrund dessen
lagern sich wahrscheinlich die mizellartigen Strukturen zu grofleren Aggregaten zusammen,
so dass groflere Natriumchloridpartikel entstehen. Die Untersuchungen von Zhang et al.
haben gezeigt, das chaotrope Anionen eine leicht anziehende Wechselwirkung mit dem
PNIPAM eingehen konnen.!"” Aus diesem Grund hat moglicherweise auch eine
Wechselwirkung der strukturverwandten PIPOX-Blocke mit den Chloridionen einen Einfluss
auf die Bildung der Kristallisationskeime. Die gebildeten Aggregate liegen je nach
Aufheizrate und Verweilzeit oberhalb der LCST in der Grofenordnung von 1 bis 2 um. Auf
der Oberfliache dieser kompakten Aggregate befinden sich zylindrische Mizellen, die in die
umgebende wissrige Losung hineinragen. Beim Erhitzen einer Ldosung mit 0,05 wt%
PIPOXgsBoc und 0,94 wt% NacCl iiber 22 h bei 65 °C wurde ein Anstieg des pH-Werts von
7,1 auf 7,3 beobachtet. Wird eine Losung mit 0,05 wt% PIPOX;3,PLGluNag; ohne NaCl {iber
24 h bei 65 °C erhitzt, so erfolgt ein Anstieg des pH-Werts von 6,3 auf 7,0. Ein noch
deutlicherer Anstieg des pH-Werts von 6,2 auf 7,3 wurde gemessen, als eine Losung mit 0,05
wt% PIPOX3PLGIluNag; und 0,94 wt% NaCl iber 22 h bei 65 °C erhitzt wurde. Eine
dhnliche Beobachtung wurde von Kratz et al. gemacht, als Poly(N-isopropylacrylamid-co-

1561 Der Anstieg des pH-Werts in der

acrylsdure)-Mikrogele iliber die LCST erhitzt wurden.
umgebenden Losung wurde dort damit erklért, das Protonen aus der Losung in das Hydrogel
diffundieren, um der elektrostatischen AbstoSung der Carboxylatgruppen entgegen zu wirken.
Demnach kommt es bei der Bildung der grolen Aggregate in Abb.5.29 zu einem Anstieg des
pH-Werts in der umgebenden Losung, weil Protonen in die Korona diffundieren, um die
elektrostatische AbstoBung zu senken.

Die Reversibilitit bei der Analyse mittels 'H-NMR-Spektroskopie war wie bereits erwahnt
vorhanden, wenn die Verweilzeit oberhalb der LCST nicht zu lange war. Bei lidngeren
Verweilzeiten und folgender Abkiihlung auf Raumtemperatur waren die PIPOX-Integrale
nicht mehr vorhanden. Nach dem oben vorgeschlagenen Strukturbildungsmodell kommt es
oberhalb der LCST zur Ausbildung von zylindrischen Mizellen auf deren Oberfliche mit
zunehmender Zeit groBere NaCl-Partikel entstehen. Bei kurzen Verweilzeiten sind die
Partikel noch sehr klein und die Mizellstrukturen kdnnen sich beim Abkiihlen unterhalb der

LCST wieder auflosen. Bei langen Verweilzeiten oberhalb der LCST kommt es zur

Ausbildung eines Niederschlags, weil die groBen NaCl-Partikel nicht mehr ausreichend in der
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Losung stabilisiert werden konnen. Diese groBen Strukturen sind jedoch relativ stabil und
auch unterhalb der LCST bleiben die Aggregate bestechen. Werden die Aggregate jedoch
ausgiebig mit Wasser gewaschen, so l19sen sie sich auf.

Die beobachteten Strukturen weisen viele Gemeinsamkeiten zu der Biomineralisation von
Calciumphosphat auf, die in der Literatur beschrieben wurde.!">” Dort wurden Aggregate von
PEO-block-PMAA-C, Blockcopolymeren fiir die Steuerung des Wachstums und der Form
von Calciumphosphat verwendet. Bei den dort verwendeten Copolymeren befinden sich
direkt neben den PMAA-Séauregruppen Amideinheiten mit einem langen Alkylsubstituenten.
Durch die drei hydrophoben Seitengruppen wird eine Aggregatbildung in Wasser induziert,
bei der sich die hydrophilen PEO-Segmente auf der AuBlenseite befinden und die kurzen
hydrophoben Segmente mit den angrenzenden PMAA-Bausteinen den Kern der Aggregate
bilden. Es wird davon ausgegangen, dass diese Aggregate Ca’’-Ionen maskieren und als
lokale Mineralisationszentren fungieren. Hierbei sind sternartige Strukturen entstanden, bei
denen sich mit zunehmender Zeit ein kompakter Kern ausgebildet hat. Im Gegensatz dazu
hatten sich mit unmodifizierten PEO-block-PMAA Blockcopolymeren bei pH 6,3 lediglich
runde Partikel ausgebildet, die keine sternformige Struktur hatten.

Die ,,Spagetti“-Aggregate aus Abb.5.29 besitzen auch Ahnlichkeit mit den ,cottonball“

1581 Diese Arbeitsgruppe hat sternformige

Strukturen, die von Xu et al. beschrieben wurden.
PB-PEO Amphiphile verwendet und in Hexan die Ausbildung von ca. 2 um grofien
sphirischen Strukturen beobachtet. Dort haben sich zundchst zylindrische Mizellen gebildet,
bei denen sich die PB-Blocke auf der dem Hexan zugewandten Seite befinden. Diese
zylindrischen Mizellen konnten sich anschlieBend zu sphérischen Mikrostrukturen
zusammenlagern, die dort als ,,cottonballs® bezeichnet wurden. Diese groflen Strukturen
haben sich hierbei erst nach dem Abkiihlen des auf 60 °C erhitzten Hexans auf
Raumtemperatur gebildet. Es wurde vermutet, dass fiir die Assoziation der zylindrischen
Mizellen zu den definierten sphdrischen Strukturen wéhrend des Abkiihlens auf
Raumtemperatur eine partielle Kristallisation der PEO-Blocke oder die Verringerung der
Loslichkeit der PB-Segmente von Bedeutung ist.

Bei den eigenen Untersuchungen lag der Beginn der Glasiibergangstemperatur fiir ein BOC
entschiitztes PIPOX;;7 bei ca. 55 °C. Das verwendete Temperaturprogramm aus Abb.5.24

ereicht eine maximale Temperatur von 60 °C. Moglicherweise ist die Glastemperatur der

PIPOX-Blocke bei der Entstehung der Strukturen in Abb.5.29 von Bedeutung.
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54. Strukturbildung bei saurem pH-Wert und Raumtemperatur

Bei Raumtemperatur ist der PIPOX-Block wasserloslich, und die Loslichkeit des PLGlu-
Blocks wird durch den pH-Wert beeinflusst. Im Basischen liegen die Carbonsduregruppen in
ihrer deprotonierten Form vor und das Polypeptid befindet sich in der 16slichen Knauelform.
Durch eine Absenkung des pH-Werts werden die Sduregruppen protoniert und das PLGlu-
Segment wird unloslich. Es wird erwartet, dass das PLGlu-Segment hierbei eine a-Helix
ausbildet. Fiir die Untersuchungen im sauren pH-Bereich wurde PIPOX;oPLGlu;9
ausgewdhlt. Bei einer Polymerkonzentration von 0,3 wt% und Zusatz von 0,94 wt%
Natriumchlorid wurde mit Salzsdure sehr schnell ein pH-Wert von 2,5 eingestellt. Hierbei
kam es umgehend zur Ausbildung einer weilen Triibung, und es bildet sich ein feinkdrniger
Niederschlag aus. Die Probe wurde anschlieend mittels TEM charakterisiert; Abb.5.31 zeigt

die gefundenen Strukturen.

10000 nm

sk
j{l, 1000 nm

Abb.5.31: TEM-Messung; fiir die Probenpriparation wurde eine wissrige Losung bei pH 2,5
mit 0,3 wt% PIPOX,0PLGluNa;;9 und 0,94 wt% NaCl verwendet. (oben)
verdiinnte Losungen; (unten) Originallésungen (mm328).

Die TEM-Aufnahmen zeigen polydisperse Kugelstrukturen, die teilweise zu Gruppen
zusammengelagert sind. Eine mdgliche Erklirung fiir die beobachteten Strukturen ist die

Ausbildung von Polymerkomplexen in Folge von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
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den protonierten Sauregruppen und den freien Elektronenpaaren der Stickstoff- und
Sauerstoffatome in den Amidgruppen der PIPOX-Segmente. In der Abb.5.32 wird dies

modellartig veranschaulicht.

Abb.5.32: Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Amidgruppen und
Carbonsduregruppen bei saurem pH-Wert.

Infolge der mdglichen Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen bildet sich unter den
gegebenen Bedingungen ein polydisperser Feststoff. In der Literatur wurde die Ausbildung

vom Polymerkomplexen an mehreren Beispielen diskutiert.[>*1%
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6. Initiierung der NCA-Polymerisation mit

Ammoniuminitiatoren

Die Synthese von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(y-benzyl-L-glutamat) mit dem
entwickelten Makroinitiator hat gezeigt, dass die Reaktion beispielsweise nach 4 Tagen zu
einem Polymerisationsgrad von ca. 268 gefiihrt hat, der mit dem theoretischen Wert von
250 gut tibereinstimmt. Die Verwendung des Trifluoracetat-Gegenions hat somit zu einem
guten Umsatz innerhalb von 4 Tagen bei 50 °C gefiihrt. Im Gegensatz zu diesen
Untersuchungen war die Reaktionszeit bei Lutz et al. bei der Verwendung von PEO-
Ammoniuminitiatoren mit Chlorid-Gegenion sehr lang.[lzg]

Es ist aus diesem Grund erstrebenswert, ein besseres Verstidndnis iiber den Einfluss des
negativ geladenen Gegenions auf die Reaktionsgeschwindigkeit zu bekommen. Ziel ist es
die Reaktionsgeschwindigkeit der Ammonium vermittelten Polymerisation nach Bedarf zu
variieren, so dass eine vollstindige Reaktion in einer kiirzeren Zeit moglich wird.

Fiir eine systematische Untersuchung des Gegenioneinflusses wurde 2-Phenylethylamin

ausgewdhlt, das durch Reaktion mit Séuren zu den entsprechenden Ammoniuminitiatoren

umgesetzt werden kann (Abb.6.1).

NH,
cl-
HCl
+
NH;
CF,COOH CF,C00
NH,
1 .
NH,
CF,HCOOH CF,HCOO"
+
NH,
CH,COOH CH,CO0"

Abb.6.1: Synthese von Ammoniuminitiatoren ausgehend von 2-Phenylethylamin.
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Das 2-Phenylethylamin bietet den Vorteil, dass die erhaltenen Ammoniuminitiatoren durch
Umkristallisation aufgereinigt werden kdnnen. Versuche mit n-Hexylamin fiihrten hingegen
zu Ammoniumverbindungen, die nicht in kristalliner Form erhalten werden konnten. In der

Abb.6.1 sind die synthetisierten Ammoniuminitiatoren zusammengestellt.

6.1. Entwicklung eines Reaktors fiir die NCA Polymerisation

Fiir die zeitliche Bestimmung des Umsatzes wird zunichst ein geeigneter Reaktor bendtigt,
der eine Probenentnahme wéhrend der Reaktion unter Argonatmosphire ermdglicht. In der
Abb.6.2 ist der Reaktor fiir die Durchfiihrung der kinetischen Untersuchungen abgebildet.
Oben befindet sich ein Anschluss zu einer herkdmmlichen Hochvakuumlinie und

Argonzufluss.

Abb.6.2: Entwickelter Reaktor fiir die NCA-Polymerisation. In der linken Abbildung
ist der Probenauslass sowie der Anschluss zur Hochvakuumlinie erkennbar.
Im rechten Teil der Abbildung ist der Reaktionsraum vergroBert dargestellt.
Das Rohr fiir die Probenentnahme geht bis in den unteren Teil des Reaktors.
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Im unteren Teil des Reaktors befindet sich ein Glasrohr, in dem die Reaktionslosung durch
Anlegen eines Uberdrucks zum Ausgang gelangen kann (Abb.6.2 rechts). Der Reaktor wird
lediglich bis zur unteren Hilfte des schmalen Reaktorteils mit der Reaktionslosung gefiillt.
Das Gesamtvolumen des Reaktors wurde sehr groB gewihlt, weil bei der Reaktion
Kohlenstoffdioxid entsteht. Der Reaktor wurde so konstruiert, dass die Proben mit
Argoniiberdruck entnommen werden koénnen, so dass keine Luftfeuchtigkeit in den Reaktor
gelangen kann. Bei den verwendeten Héhnen handelt es sich um handelsiibliche Rotaflo-
Héahne aus Teflon. Vor jeder Polymerisation wird der Reaktor im Hochvakuum bei einer

Temperatur von 600 °C ausgeheizt.

6.2. Bestimmung des Reaktionsverlaufs mittels GPC

Bei den Untersuchungen wurde Z-L-Lysin-NCA anstelle von Bzl-L-Glutamat-NCA
gewdhlt, weil die Tendenz fiir Abbruchreaktionen mit der terminalen Aminogruppe bei

Verwendung der Benzylschutzgruppe hoher ist, als bei Verwendung einer Z-Schutzgruppe.

Fiir die Bestimmung des Umsatzes bei der Polymerisation von Z-L-Lysin-NCA kann der
Verbrauch des Monomers oder die Bildung des Polymers herangezogen werden. Mit
'H-NMR-Spektroskopie kann jedoch keine quantitative Beurteilung des Reaktionsverlaufs
erfolgen, weil sich die Signale der Protonen von Monomer und Polymer nicht signifikant
unterscheiden. Mit IR-Spektroskopie ist ebenfalls eine Umsatzbestimmung sehr ungenau. In
der Literatur sind auch Beispiele fiir die Messung des entstehenden Kohlenstoffdioxids
genannt, !

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt jedoch die Umsatzbestimmung mittels
Gelpermeationschromatographie (GPC), wobei eine Auftrennung zwischen Monomer- und
Polymerpeak erfolgt. Die Elutionszeit konnte durch Verwendung von kurzen Séulen, die
eine gute Auftrennung im niedermolekularen Bereich haben, auf 10 Minuten gesenkt
werden. Als Séaulenmaterial wurden zwei GRAM-Vorsdulen direkt hintereinander
geschaltet und als Eluent wurde NMP mit einem Gehalt an 0,05 mol/L LiBr verwendet. Es
hat sich gezeigt, dass die Auftrennung durch den Zusatz des Lithiumbromids besser erfolgt,
als mit reinem NMP. Bei der Auswertung der Rohmessdaten wird mit dem Programm
Origin 6.0 eine Ausgleichsfunktion gelegt, die eine getrennte Integration von Monomerpeak
und Polymerpeak ermdglicht. In der Abb.6.3 ist diese Vorgehensweise fiir zwei

unterschiedliche Zeitpunkte veranschaulicht. In Abb.6.3 (links) ist bereits nach 0,2 h ein
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kleiner Peak fiir das gebildete Poly(Z-L-lysin) erkennbar, wohingegen der Monomerpeak zu
diesem Zeitpunkt liberwiegt. Nach einer Reaktionszeit von 2,4 h (rechts) hat die
Monomermenge deutlich abgenommen und gleichzeitig die Menge an gebildetem Poly(Z-
L-lysin) zugenommen. Der Messfehler bei der Auswertung liegt in der GroBenordnung von

ca. 5 %.
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Z-L-Lysin-NCA

0.030 4 0.030 o
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Abb.6.3: Vorgehensweise bei der Auswertung der GPC-Rohmessdaten fiir die Polymeri-
sation von Z-L-Lysin-NCA am Beispiel der Initiierung mit 2-Phenylethyl-
ammoniumacetat. ¢(Monomer) = 0,32 mol/L in NMP; T = 50 °C; [NCA]/[Init.]
=100. Nach 0,2 h (links) bzw. 2,4 h (rechts). (-) = Original-GPC-Kurve; (-) =
Origin-Ausgleichsfunktion.

In dem GPC-Elugramm wird das Ri-Signal als Funktion des Elutionsvolumens dargestellt.
Fiir die Berechnung des Polymerisationsumsatzes wird die Zunahme des Poly(Z-L-lysin)-
Peaks betrachtet. Hierfiir wird die Peakfliche mit Hilfe einer Kalibrierung in eine
Konzentration umgerechnet. Bei der Kalibrierung wurde Poly(Z-L-lysin) verwendet und
aus den Messdaten die Konzentration an Repetiereinheiten berechnet. In der Abb.6.4 ist

eine Eichgerade fiir die Auswertung der GPC-Elugramme dargestellt.

0.020

0.015

Ri-Signal
o
2
S

0.005 -

0.0004

T T T T T 1
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
c(Repetiereinheit) / mol/L

Abb.6.4: Eichgerade mit Poly(Z-L-lysin) fiir die Berechnung einer Konzentration an
Z-L-Lysin-Repetiereinheiten aus den Rohdaten der GPC-Elugramme.
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6.3. Initiierung der Z-L-Lysin-NCA-Polymerisation mit Ammoniuminitiatoren

Zundchst wurde untersucht wie die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Ammonium
vermittelte Polymerisation von Z-L-Lysin-NCA durch das Gegenion beeinflusst wird. Als
Initiatoren wurden die in Abb.6.1 abgebildeten Ammoniuminitiatoren verwendet. In der
Abb.6.5 wird der Umsatz als Funktion der Zeit veranschaulicht. Es wird deutlich, dass die

Reaktionsgeschwindigkeit in der Reihenfolge der folgenden Gegenionen abnimmt:

Acetat > Difluoracetat > Trifluoracetat > Chlorid

—=— Acetat-Gegenion

—w— Difluoracetat-Gegenion
100 Trifluoracetat-Gegenion
—@— Chlorid-Gegenion

3

o
=]
1

Umsatz/ %
5
1
1 |

20

i -
O-'¥)7' 'I - T
0

= T T 1
50 100 150 200 250 300
t/'h

Abb.6.5: Der Umsatz als Funktion der Zeit fiir die Z-L-Lysin-NCA-Polymerisation mit
unterschiedlichen 2-Phenylethylammonium-Initiatoren: ¢(Monomer) = 0,32
mol/L in NMP; T = 50 °C; [NCA]y/[Init.] = 100, (mm 385-388).

Es wird somit folgende Tendenz deutlich: Je stirker die korrespondierende Saure fiir ein
gegebenes Anion ist, desto langsamer verlduft die Polymerisation. Die pK-Werte in Wasser
sind 4,76 (Essigsdure), 1,34 (Difluoressigsdure), 0,23 (Trifluoressigsdure) und
-7 (Salzsdure).'" 195 1961 Der Effekt des Losungsmittels auf den pKs-Wert wurde in der
Literatur dargestellt.!'’"! Mit abnehmender Siurestirke der korrespondierenden Séure liegt
das Gleichgewicht zwischen Ammoniumion und freiem Amin weiter auf der Seite des

Amins (sieche G1.34).

R—NH, + XH === R—NH; X (Gl 34)
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Die Polymerisation verlduft schneller, wenn mehr freies Amin vorliegt. Plasson et al. hat
gezeigt, dass der pKs-Wert von Valinoligomeren von der Kettenlédnge beeinflusst wird, und
das einen Effekt auf die Reaktionsgeschwindigkeit haben kann.!®”

Aus der Abb.6.5 wird deutlich, dass bei Verwendung des 2-Phenylethylammoniumacetat-
Initiators die Reaktion nach ca. 50 Stunden einen Umsatz von ca. 100 % erreicht hat. Bei
Verwendung des Difluoracetat-Gegenions wird nach ca. 100 Stunden ein maximaler
Umsatz von ca. 90 % erreicht. Die Reaktionsgeschwindigkeit mit Trifluoracetat-Gegenion

ist groBer als diejenige mit Chlorid-Gegenion. In diesen beiden Fallen liegt jedoch nach 250
Stunden der Umsatz deutlich unter 100 % (ca. 35 % bzw. ca. 10 %).

Als Nichstes wurde die Temperaturabhingigkeit der NCA-Polymerisation mit einem
Ammoniuminitiator untersucht. Hierfir wurde die Initiierung der Z-L-Lysin-NCA
Polymerisation mit 2-Phenylethylammoniumdifluoracetat bei vier Temperaturen
durchgefiihrt (Abb.6.6). Es wird deutlich, dass die Reaktion bei 70 °C und 100 °C bereits
nach ca. 24 h ihren maximalen Umsatz von iiber 90 % erreicht hat. Bei 50 °C wird der
maximale Umsatz von ca. 83 % nach 24 h erreicht, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit in

der Anfangsphase niedriger ist als bei den beiden héheren Temperaturen.
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Abb.6.6: Der Umsatz als Funktion der Zeit fiir die Z-L-Lysin-NCA-Polymerisation: Als
Initiator wurde 2-Phenylethylammoniumdifluoracetat verwendet. c(Monomer) =
0,40 mol/L in NMP; T = 50 °C; [NCA]y/[Init.] = 130, (mm403-406).

Bei Raumtemperatur wird der maximale Umsatz von ca. 79 % erst nach ca. 142 h erreicht.
Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt demnach mit steigender Temperatur zu. Der
maximale Umsatz der Reaktion ist bis zu einer Temperatur von 70 °C angestiegen und
nahm bei 100 °C wieder etwas ab. Diese leichte Abnahme ist moglicherweise auf

Nebenreaktionen bei der Temperatur von 100 °C zuriickzufiihren.
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Die Untersuchungen an den Ammoniuminitiatoren auf der Grundlage von
2-Phenylethylamin haben gezeigt, dass die Reaktionsgeschwindigkeit bei Verwendung
eines 2-Phenylethylammonium-Initiators mit Trifluoracetat-Gegenion iiber derjenigen mit
Chlorid-Gegenion liegt. Die Verwendung eines PIPOX-Makroinitiators mit
Ammoniumtrifluoracetat Endgruppe und Bzl-L-Glutamat-NCA lieferte bereits nach
4 Tagen einen guten Umsatz und einen Polymerisationsgrad, der nahezu dem theoretischen
Wert entspricht (Kapitel 4).

Die Geschwindigkeit der Z-L-Lysin-NCA Polymerisation eines hochmolekularen
PNPOX3-co-PIPOX3,-Makroinitiators mit Ammoniumtrifluoracetat Endgruppe wird im
ndchsten Schritt mit der Reaktionsgeschwindigkeit des 2-Phenylethylammoniumdifluor-

acetat- sowie des 2-Phenylethylammoniumtrifluoracetat-Initiators verglichen.

—&— 2-Phenylethylammoniumdifluoracetat
—@— 2-Phenylethylammoniumtrifluoracetat
PNPOX,,-co-PIPOX,,

100-
80
eo- /
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Abb.6.7: Der Umsatz als Funktion der Zeit fiir die Z-L-Lysin-NCA-Polymerisation:
c¢(Monomer) = 0,32 mol/L in NMP; T = 50 °C; [NCA]¢/[Init.] = 90,
(mm421,422,424).

Die Ergebnisse aus Abb.6.7 haben gezeigt, dass die Reaktionsgeschwindigkeit des
Makroinitiators mit Trifluoracetat-Gegenion bereits nach ca. 50 Stunden einen maximalen
Umsatz von ca. 100 % erreicht, wohingegen die Reaktionsgeschwindigkeit des
niedermolekularen 2-Phenylethylammoniumtrifluoracetat-Initiators ~ geringer ist. Der
niedermolekulare Initiator erreicht nach 150 Stunden einen Umsatz von ca. 10 %.

Im Gegensatz hierzu stimmt die Reaktionsgeschwindigkeit des niedermolekularen
2-Phenylethylammoniumdifluoracetat-Initiators mit derjenigen des Trifluoracetat-

Makroinitiators nahezu iiberein, und es wird bereits nach ca. 50 Stunden der maximale
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Umsatz von ca. 90 % erreicht. Die Untersuchung hat somit gezeigt, dass ein PNPOX3-co-
PIPOX3, Makroinitiator zu einer schnelleren Polymerisation flihrt, als ein
niedermolekularer 2-Phenylethylammonium-Initiator mit dem selben Gegenion. Wird
jedoch wie im Fall des 2-Phenylethylammoniumdifluoracetat-Initiators die Stirke der
korrespondierenden Sdure gesenkt, so ist die dazugehorige Reaktionsgeschwindigkeit mit

derjenigen des verwendeten Makroinitiators mit Trifluoracetat-Gegenion nahezu identisch.

—— PNPOX, -co-PIPOX,,
0012+ —— PZLYS-block-(PNPOX, -co-PIPOX )

0.010

0.008

0.006

RI-Signal

0.004

0.002

0.000 —

Elutionsvolumen / mL

Abb.6.8: GPC(THF):Vergleich von Makroinitiator und Copolymer nach Ende der
kinetischen Untersuchungen.

Aus dem GPC-Eluogramm in Abb.6.8 geht hervor, dass der Peak des Blockcopolymers bei
niedrigerem Elutionsvolumen liegt, als der des Makroinitiators. Das ist ein deutlicher
Hinweis darauf, dass der Makroinitiator vollstindig initiiert hat und ein Blockcopolymer
mit hoherer Molmasse entstanden ist. Fiir die Berechnung der Repetiereinheitenanzahl des
Poly(Z-L-lysin) Blocks wurden zunidchst die Anzahl der beiden Polyoxazolin
Repetiereinheiten bestimmt. Hierbei wurde das Verhiltnis der jeweiligen Repetiereinheiten
mittels 'H-NMR-Spektroskopie auf der Grundlage der beiden Methylgruppensignale
berechnet. Anhand der Molmassenbestimmung mittels GPC (THF) konnten anschlieend
deren Anteile zu 32 bzw. 13 Repetiereinheiten bestimmt werden. Die Untersuchungen
haben im Vorfeld ergeben, das die Ergebnisse der GPC (THF) zuverldssige Werte fiir die
tatsdchliche Anzahl der Polyoxazolin Repetiereinheiten liefert. Die Berechnung der Poly(Z-
L-lysin)-Blockldngen erfolgte anhand der OCH,-Gruppe des Polypeptids sowie der beiden
Methylgruppen der Polyoxazoline. Mit dieser Methode liegt die Anzahl der Poly(Z-L-lysin)
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Repetiereinheiten bei ca. 97, was eine gute Ubereinstimmung mit dem theoretischen Wert
von 90 Repetiereinheiten liefert.

Ballard et al. hat den sogenannten ,,Ketteneffekt* bei der Polymerisation von NCA's mit
unsubstituierten NH-Gruppen nachgewiesen, wenn Polysarkosin als Makroinitiator
verwendet wird.'® ') Es wurde beobachtet, dass die Polymerisationsrate mit diesen
Makroinitiatoren bis zu 30 fach schneller ist, als mit niedermolekularen sekundidren Basen
als Initiatoren. Auch bei Poly-N-ethyl- und Poly-N-benzyl-glycin wurde dieser Ketteneffekt
gefunden. Vergleicht man die Strukturen des in dieser Arbeit verwendeten PNPOX-co-
PIPOX-Makroinitiators mit der von Polysarkosin, so wird deutlich, dass es sich bei beiden

Polymeren um Polyamide handelt, bei denen ein tertidr gebundener Stickstoff vorliegt.

—[—ITJ—CHQ(HD —]n— —[—l\}:CHZCHZ—]m—[—N—CHZCHZ—]n—
o) 0

CHj3 O
CH,
H2C< CH; CHj
CHj
Polysarkosin Poly(2-n-propyl-2-oxazolin)-co-poly(2-isopropyl-2-oxazolin)

Abb.6.9: Vergleich der Struktur von Polysarkosin mit derjenigen von PNPOX-co-PIPOX

Von Ballard et al. wurde auch gezeigt, dass die Polymerisationsgeschwindigkeit sehr stark
vom Polymerisationsgrad abhédngt, wenn Poly(y-benzyl-L-glutamat) in DMF als
Makroinitiator verwendet wird.!'®” Dieser Effekt wurde dort auf eine mégliche Adsorption
des NCA-Monomers an die wachsenden Kettenenden zuriickgefiihrt, so dass es in der Folge
schneller polymerisieren kann. Die Autoren vermuteten, dass das NCA-Monomer
moglicherweise durch Wasserstoffbriickenbindungen an das wachsende Kettenende
gebunden wird. Betrachtet man nun noch einmal die hohere Reaktionsgeschwindigkeit des
Makroinitiators aus den eigenen Untersuchungen gegeniiber der mit dem niedermolekularen
2-Phenylethylammoniumtrifluoracetat-Initiator, so ldsst sich dieser Unterschied sehr
wahrscheinlich auf den eben erwdhnten Ketteneffekt des verwendeten Makroinitiators
zuriickfilhren. Die Reaktionsgeschwindigkeit des niedermolekularen 2-Phenylethyl-
ammoniumdifluoracetat-Initiators war jedoch nahezu identisch mit derjenigen des
Makroinitiators mit der Trifluoracetatendgruppe. Das ist wahrscheinlich darauf
zurilickzufiihren, dass die korrespondierende Difluoressigsdure eine schwichere Séure ist als
die Trifluoressigsdure und dadurch wird der Ketteneffekt mdoglicherweise durch den

Gegenioneffekt ausgeglichen.
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Ballard et al. haben desweiteren die Reaktionen von N-carboxy-DL-phenylalanin und
v-Benzyl-N-carboxy-L-glutamat ~ Anhydriden in der Gegenwart von Natrium
B-Phenylpropionat sowie Natrium 3-Hydantoinylacetat untersucht.'’” Als Losungsmittel
wurde dort eine Mischung aus Nitrobenzol und N-Methylformamid verwendet. Hierbei
liegt die Aciditit der korrespondierenden 3-Hydantoinylessigsdure iiber derjenigen der [-
Phenylpropionsdure. Es wurde gefunden, dass die Polymerisation der oben genannten N-
Carboxyanhydride durch den Zusatz dieser beiden Salze initiiert werden kann. Die mit
Natrium B-Phenylpropionat initiierte Polymerisation war wesentlich schneller, als diejenige
mit Natrium 3-Hydantoinylacetat. Ein Zusatz von -Phenylpropionsdure zu der mit Natrium
B-Phenylpropionat initiierten Polymerisation fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der
Reaktionsgeschwindigkeit, je nach zugesetzter Sduremenge. Die eben beschriebenen
Initiierungen wurden beobachtet, wenn die Carboxyanhydride iiber eine NH-Gruppe
verfiigen, und ohne NH-Gruppe wurde im Fall des N-Carboxyanhydrids von Sarkosin
nahezu keine Reaktion beobachtet. Ballard et al. erwdgen, dass diese Salz induzierten
Reaktionen auf die Deprotonierung der NH-Gruppe im NCA-Derivat zurlickzufiihren sind
und dadurch ein aktiviertes NCA-Anion gebildet wird, dass ein zweites Monomer
nukleophil angreifen kann und es in der Folge zu einer Polymerisation kommt (vgl. AM-

Mechanismus Abb.6.9).

Dieser Mechanismus wiirde nach Ballard et al. auch erkldren, warum die Polymerisation
durch Zusatz von schwachen Sduren eine sehr langsame Initiierung besitzt, bei der hiufig
Induktionsperioden von mehreren Tagen beobachtet werden. Die Polymerisationsgrade
waren auflerdem hoher, als nach dem eingesetzten Verhéltnis von Monomer zu Initiator
erwartet wurde. Demnach unterscheiden sich diese Salz katalysierten Reaktionen von den

mit primdren oder sekundéren Aminen initiierten Polymerisationen.
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Abb.6.10: ,,Aktivierte Monomer*“-Mechanismus fiir die Polymerisation von
N-Carboxyanhydriden mit basischen Anionen.
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Bei den eigenen Untersuchungen wurde bestitigend festgestellt, dass Natriumacetat
ebenfalls die Polymerisation von Z-L-NCA initiieren kann und die Polymerisation sehr
schnell zu einem hohen Monomerumsatz fiihrt. Die Initilerung der Polymerisation ist
geméll Ballard et al. auf die Deprotonierung des Monomers durch das Acetat-Anion
zuriickzufithren. Betrachtet man nun die Polymerisationsgeschwindigkeiten bei
Verwendung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 2-Phenylethylammonium-
Initiatoren, so wird erkennbar, dass die Reaktion mit dem Acetat-Gegenion am schnellsten
und diejenige mit dem Chlorid-Gegenion merklich langsamer verlduft. Der Ammonium-
initiator mit der schwichsten korrespondierenden Saure fithrt somit zu dem schnellsten
Umsatz. Der Unterschied zu den Untersuchungen von Ballard et al. besteht darin, dass bei
den hier verwendeten Initiatoren ein Ammoniumion-Gegenion vorhanden ist, was auch
Protonen an Dbasische Verbindungen abgeben kann. Bei der Synthese des
PIPOX50PLGluNayss aus Kapitel 4 wurde ein PIPOX-Makroinitiator mit Trifluoracetat-
Gegenion  verwendet und der mittels 'H-NMR-Spektroskopie  bestimmte
Polymerisationsgrad stimmte nahezu mit dem theoretischen Wert iiberein. In der UZ-
Sedimentationskoeffizientenverteilung lag kein Makroinitiator mehr vor. Diese
Beobachtungen sind ein deutlicher Hinweis darauf, dass das verwendete PIPOX-
Makroinitiatorsystem mit Trifluoracetatendgruppe zu keiner Deprotonierung des NCA-

Monomers fiihrt.
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt!'’"

mit der Poly(2-
isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(L-glutaminsdure) Copolymere mit einer engen Molekular-
gewichtsverteilung synthetisiert werden konnen. Bei dieser Synthese wurde zunichst die
Polymerisation von 2-Isopropyl-2-oxazolin mittels 4-N-Boc-Aminopiperidin terminiert und
nach Entschiitzung mit Trifluoressigsdure sowie folgender Aufarbeitung konnte ein Poly(2-
isopropyl-2-oxazolin)-Makroinitiator ~ mit terminaler =~ Ammoniumtrifluoracetat-Gruppe
erhalten werden. Dieser Makroinitiator wurde fiir die folgende Ammonium vermittelte NCA
Polymerisation bei 50 °C und einer Reaktionsdauer von 4 Tagen verwendet. Die
Entschiitzung der Benzylgruppen wurde mit 1N Natronlauge in THF durchgefiihrt. Mit dieser
Methode konnten Polymerisationsgrade in der GroBenordnung von bis zu 270
Peptidrepetiereinheiten synthetisiert werden. Mittels Ultrazentrifugation wurde eine
Polydispersitdt von 1,2 bestimmt.

Desweiteren wurde das LCST Verhalten von Poly(2-alkyl-2-oxazolin) Polymeren in
Abhingigkeit von mehreren Bedingungen untersucht. Es konnte bestétigend gezeigt werden,
dass die LCST mit steigendem Molekulargewicht zu niedrigeren Temperaturen verschoben
wird. Die LCST wurde auflerdem durch die Hydrophilie der Endgruppe beeinflusst und es
wurde nachgewiesen, dass die LCST der hydrophileren BOC-entschiitzten Polyoxazoline iiber
denen der geschiitzten Polymere liegt. Bei sauren pH-Werten lag die LCST iiber den Werten
bei alkalischem pH-Wert. Durch statistische Copolymerisation von 2-Isopropyl-2-oxazolin
mit 2-n-Propyl-2-oxazolin bzw. 2-Ethyl-2-oxazolin wurde der Triibungspunkt im Bereich von
32 °C bis 58 °C eingestellt. Dies ermdglicht eine Variation des Phaseniibergangsbereichs nach
den jeweiligen Anforderungen und st ein interessanter Ausgangspunkt fiir
Polyoxazolinpolymere, die eine potenzielle Anwendungsmoglichkeit in der Biomedizin
haben.

Werden die Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)e langere Zeit oberhalb der LCST erhitzt, so kommt
es zur Ausbildung eines Feststoffs. Mit den anschlieBenden TEM-Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass es sich bei dem Niederschlag um monodisperse sphérische Strukturen
handelt, die einen Durchmesser von ca. 1 um besitzen. Zwischen diesen groflen sphérischen
Aggregaten befinden sich auBlerdem diinne stibchenformige Strukturen, die eine Linge im
Mikrometerbereich erreichen konnen. Auf der Grundlage dieser Beobachtungen wurde ein
Strukturbildungsmodell aufgestellt, bei dem es oberhalb der LCST zur Ausbildung von
zylindrischen Mizellen kommt. Hierbei befindet sich das Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) auf der

100



Zusammenfassung

Innenseite dieser zylindrischen Mizellen und die protonierten tertidren Amine bilden die
Oberfldche. Durch Zusammenlagerung der zylindrischen Mizellen entstehen monodisperse
sphérische Aggregate.

Bei den Strukturuntersuchungen wurden die doppelt hydrophilen Poly(2-isopropyl-2-
oxazolin)-block-poly(L-glutaminséure) Copolymere zundchst in Abhéngigkeit von der
Temperatur charakterisiert. Hierbei wurde deutlich, dass sich das Verhalten ohne
Elektrolytzusatz von demjenigen mit Zusatz von Natriumchlorid unterscheidet. Bei
Raumtemperatur wurden mittels Lichtstreuung und TEM Hinweise fiir das Vorliegen von
Vesikelstrukturen gefunden, die eine GroBe von ca. 200 nm erreichen. Diese Strukturen
konnen sich wahrscheinlich deswegen unterhalb der LCST ausbilden, weil die beiden Blocke
iber eine unterschiedliche Hydrophilie verfiigen. Die Lichtstreuuntersuchungen ohne Zusatz
von Natriumchlorid haben gezeigt, dass sich grofle Aggregate bilden, wenn die LCST
tiberschritten wird. Wéhrend des beobachteten Aufheizvorgangs kam es hierbei zur
Ausbildung einer Triibung, wobei jedoch kein erkennbarer Niederschlag entstanden ist. Die
TEM-Aufnahmen an den dazugehoérigen Proben haben Hinweise fiir das Vorliegen von
wurmartigen Mizellen geliefert. Die Ausbildung dieser Strukturen war bei alkalischem pH-
Wert deutlicher, als bei einem pH-Wert von pH = 6,6.

Bei der Untersuchung der Copolymere in 0,94 wt%-iger Natriumchloridlosung konnte bei
basischem pH-Wert mittels 'H-NMR-Spektroskopie gezeigt werden, dass sich oberhalb der
LCST Aggregate bilden, bei denen sich die Poly(L-glutaminsiure)-Blocke auf der AuBenseite
befinden und die unléslichen Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-Blocke auf der Innenseite. Wird
die klare Losung nach kurzer Zeit wieder abgekiihlt, so sind die Signale des
temperaturschaltbaren Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-Blocks wieder in der urspriinglichen
Intensitdt vorhanden. Es konnte somit erfolgreich gezeigt werden, dass diese Aggregate
innerhalb des betrachteten Zeitraums reversibel schaltbar sind. Bei lingeren Zeiten oberhalb
der LCST kam es zur Ausbildung eines Niederschlags. Dabei konnte mittels TEM gezeigt
werden, dass sich sternférmige Strukturen mit einem kompakten Kern gebildet haben, wobei
der Kern kristalldhnliche Strukturen aufweist. Die Grofe dieser Strukturen liegt im
Mikrometerbereich und héngt von der Verweilzeit oberhalb der LCST ab. Bei den
verwendeten Temperaturprogrammen nahm die Grofe der Aggregate mit abnehmender
Heizrate zu. Auf der Grundlage der gemachten Beobachtungen wurde ein
Strukturbildungsmodell entwickelt, das Ahnlichkeiten zu der Biomineralisation von
Calciumphosphat aufweist.'>”) Mittels Biomineralisation ist der Aufbau von komplexen

Strukturen moglich, was in der Literatur an mehreren Beispielen eindrucksvoll gezeigt
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(1721781 Bei dem in der vorliegenden Arbeit entwickelten Modell kommt es oberhalb der

wurde.
LCST zur Ausbildung von zylindrischen Mizellen mit Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-Kern und
Poly(L-glutaminsiure)-Korona. Mittels 'H-NMR-Spektroskopie wurde gezeigt, dass sich bei
den gebildeten Aggregaten die 16slichen Poly(L-glutaminséure)-Blocke auf der AuBenseite
der Strukturen befinden und die Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-Blocke auf der dem
Losungsmittel abgewandten Seite. In natriumchloridhaltiger Losung kommt es im Rahmen
des vorgeschlagenen Strukturbildungsmodells durch die anionischen Sduregruppen auf der
Oberfliche der Aggregate zur lokalen Ubersittigung, und es bilden sich Nukleationskeime.
Dabei kommt es wahrscheinlich zu einer Zusammenlagerung der zylindrischen Mizellen und
die Kristallisationskeime wachsen zu groferen Natriumchloridpartikeln. Bei diesem

Wachstumsprozess entstehen 1-2 pm grofle Strukturen mit einem kompakten Kern und

zusammengelagerten zylindrischen Mizellen auf der Kernoberfldche.

Das pH-responsive Verhalten von Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(L-glutaminsdure)
wurde bei einem pH-Wert von 2,5 und Raumtemperatur in natriumchloridhaltiger Losung
untersucht. Hierbei kam es zur Ausbildung eines polydispersen Feststoffs, der sich aus
sphirischen Aggregaten zusammensetzt. Unter den sauren pH-Bedingungen konnen

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Amid- und Séuregruppen ausgebildet werden.

Fir die Untersuchungen zur Ammonium vermittelten NCA-Polymerisation wurde ein
geeigneter Reaktor entwickelt, und der Reaktionsumsatz mittels Gelpermeationschromato-
graphie bestimmt. Als Initiatoren fiir die Polymerisationen von Z-L-Lysin-NCA wurden
2-Phenylethylammoniumacetat, 2-Phenylethylammoniumdifluoracetat, 2-Phenylethylam-
moniumtrifluoracetat und 2-Phenylethylammoniumchlorid verwendet. Hierbei stieg die
Reaktionsgeschwindigkeit mit abnehmender Sdurestidrke der korrespondierenden Sdure an.
Die Reaktionsgeschwindigkeit eines Polyoxazolin-Makroinitiators mit Ammoniumtrifluor-
acetat-Endgruppe lag bei den Untersuchungen {iiber der des entsprechenden
niedermolekularen 2-Phenylethylammoniumtrifluoracetat-Initiators. Die hohere Reaktions-
geschwindigkeit wird auf den sogenannten ,,Ketteneffekt* zuriickgefiihrt, der auch schon von
Ballard et al. bei der Verwendung von Polysarkosinmakroinitiatoren mit terminaler

Aminendgruppe beobachtet wurde.
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8. Anhang

8.1. Analytische Methoden

'H-NMR Messungen wurden mit einem Bruker DPX-400-Spektrometer (400.1 MHz) bei
Raumtemperatur gemessen. ' 'F-NMR wurde auf einem AV-300 (282.4 MHz) gemessen. Bei
der "H-NMR-Spektroskopie erfolgte eine Kalibrierung auf die Losungsmittelpeaks (CDCls:
0 = 7.26 ppm; D,0O: 6 = 4.79 ppm). FT-IR Spektroskopie wurde auf einem BioRad 6000 FT-
IR Spektrometer mit Single Reflection Diamond ATR angefertigt. C/H/N-spezifische
Elementaranalysen =~ wurden  mit  dem Gerdt  Vario EL durchgefiihrt.
GroBenausschlusschromatographie (GPC) mit Tetrahydrofuran als Eluent wurde bei
Raumtemperatur bei einer Flussrate von 1,0 mL/min durchgefiihrt. Das Sadulenmaterial
bestand aus zwei 300 x 8 mm PSS SDV, 5 um, 10° und 10° A (PSS GmbH, Mainz,
Deutschland) Sdulen; die Kalibrierung erfolgte mit Polystyrolstandards. Fiir die Bestimmung
des Umsatzes der Ammonium vermittelten NCA-Polymerisationen wurde GréBenausschluss-
chromatographie mit NMP als Eluent (mit 0,05 mol/L LiBr) verwendet. Das Sdulenmaterial
bestand aus zwei GRAM Vorsdulen mit je 50 mm Lange sowie einem Durchmesser von
0,8 cm (PSS GmbH, Mainz, Deutschland). Die Messungen wurden mit einer Flussrate von
0,5 mL/min und 60 °C durchgefiihrt. Bei der verwendeten Mikrowelle handelt es sich um das
Modell Discover der Firma CEM. Analytische Ultrazentrifugation (AUC) wurde auf einer
Optima XL-I Ultrazentrifuge (Beckman-Coulter, Palo Alto, CA) durchgefiihrt, die mit
Rayleigh Interferenz und UV/sichtbar Absorptions Optik ausgestattet war. Sedimentations-
Geschwindigkeits Messungen von ~0,15 wt % Polymerlosungen wurden mit 60000 rpm bei
25 °C durchgefiihrt. Die Daten wurden mit SEDFIT software (Peter Schuck,
http://www.analyticalultracentrifugation.com) ausgewertet. Die Dialyse wurde mit den
Dialysemembranen Spectra-Por 7, Breite: 45 mm, Durchmesser: 29 mm, MWCO: 3500
durchgefiihrt. Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass Spectrometrie
(MALDI-TOF MS) wurde auf einem Bruker Reflex III durchgefiihrt, wobei eine Stickstoff
Laserquelle (4 = 337 nm) im linearen Modus eingesetzt wurde; 2-[(2E)-3-(4-tert.-
butylphenyl)-2-methylprop-2-enyliden]malonséurenitril wurde als Matrix und Natrium-
trifluoracetat als Kationenquelle (Analyt/Matrix/Salz = 1:250:1 w/w/w) verwendet. Die
Kalibrierung erfolgte mit Poly(ethylenoxid). Statische Lichtstreuung (SLS) wurde bei 25 °C
mit ALV Goniometer (ALV GmbH, Langen, Deutschland) und einer He-Ne Laser Lichtquelle
(A = 633 nm) durchgefiihrt; die Daten wurden mit Standard Zimm Analyse ausgewertet. Ein
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NFT-Scanref differential Refractometer wurde fiir die Messung des Brechungsindex
Inkrements verwendet. Bei den TEM-Messungen wurde das Gerdt Omega 912 der Firma
Zeiss verwendet und eine Beschleunigungsspannung von 120 kV gewdhlt. Fiir die
Priparation der TEM-Proben wurden wissrige Losungen auf ein mit Kohlenstoff bedampftes
Kupfernetz (Grid) getropft. Nach dem Abliiften des Losungsmittels wurden die
Untersuchungen an den entstandenen Strukturen durchgefiihrt. Bei dieser Methode konnen
Eintrocknungseffekte auf die TEM-Bilder einen Einfluss haben, so dass die Untersuchung mit
Streumethoden in Losung unter Umstinden andere Ergebnisse liefern kann. Die Messung der
LCST wurde mit einem Goniometer bei einem festen Streuwinkel von theta = 90°
durchgefiihrt. Dabei wurde die Heizrate mit einem Messprogramm programmiert. Es wurden
desweiteren ein Photon-Detektor (ALV/SO-SIPD), ein digital Korrelator (ALV 5000) und als

Lichtquelle (Polytec, 34 mW) ein HeNe Laser mit einer Wellenldnge von 633 nm verwendet.

8.2. Experimentelle Vorschriften

Chemikalien und Losungsmittel wurden von mehreren Herstellern bezogen und wie erhalten
eingesetzt, wenn sie nicht anderweitig vorbehandelt wurden. Sigma—Aldrich: Isobutyronitril
(99,6%), 2-Aminoethanol (99+%), Cadmiumacetatdihydrat (98%), Methyl p-tosylat (98%)
destilliert von CaH,, Essigsdureanhydrid (99+%) destilliert von CaH,, 2-Phenylethylamin
(99+%) destilliert von CaH,, Natriumacetat (99,995%), Poly(L-glutaminsdure)-Natriumsalz
Polymerisationsgrad durch Viskosimetrie 294, (1S)-(-)-alpha-Pinen (98 %) destilliert von
CaH,, Acros Organics: 4-N-Boc-Aminopiperidin (Boc = fert-butyloxycarbonyl) (98%),
Trifluoressigsdure (99%), Bachem: y-Benzyl-L-glutamat (>99%), Iris Biotech: Triphosgen
(98,3%), Merck: Ethylacetat (>99.5%) destilliert von CaH,, Hexan (299%), Acetonitril
(99,9%) destilliert von CaH,, Fluka—Riedel-deHaén: n-Hexylamin (>98%) destilliert von
CaH,, 2-Phenylethylaminhydrochlorid (>99%), Dichloromethan (>99,9%), Diethylether
(299,5%), Tetrahydrofuran (>99,5%), Butyronitril (299%), Roth: N-Methylpyrrolidon
(99,8%) destilliert von CaH,, 2-Isopropyl-2-oxazolin bzw. y-Benzyl-L-glutamat und Z-L-

Lysin NCA wurden nach etablierten Literaturmethoden synthetisiert.['** 73]
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Monomersynthese.

2-Isopropyl-2-oxazolin:!'**!

204 g (3,34 mol) 2-Aminoethanol wurden tropfenweise zu einer Suspension von 218 g (3,16
mol) Isobutyronitril und 42,6 g (0,16 mol) Cadmiumacetatdihydrat bei 130 °C gegeben. Die
Losung wurde fiir 24 h bei dieser Temperatur geriihrt und dann durch Destillation fraktioniert.

Ausbeute: 264 g (2,34 mol; 74%).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): S/ppm = 0.93 (d, 6H, *J = 7.1 Hz, CH3), 2.30 (m, 1H, *J =
7.1 Hz, CH), 3.55 (t, 2H, °J = 9.6 Hz, CH,), 3.96 (t, 2H,
3J=9.6 Hz, CH,).

2-n-Propyl-2-oxazolin:!'*!

Die Synthese wurde nach der obigen Methode durchgefiihrt. 67 % Ausbeute.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): S/ppm = 0.90 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH3), 1.59 (m, 2H, °J =
7.4 Hz, CH,), 2.18 (t, 2H, *J = 7.4 Hz, CH,), 3.75 (t, 2H,
3)=9.5Hz, CH,), 4.15 (t, 2H, *J = 9.5 Hz, CH,).

y-Benzyl-L-Glutamat NCA:!'"* !

Eine Mischung von 10,0 g (42 mmol) y-Benzyl-L-glutamat und 300 mL trockenem
Ethylacetat (frisch destilliert von CaH,) wurde unter einer trockenen Argonatmosphédre unter
Riickfluss erhitzt. Dann wurden 4,2 g (14 mmol) Triphosgen hinzugegeben und die Mischung
fiir 7 h unter Riickfluss und 17 h bei RT erhitzt. Dann wurde die Losung auf 0 °C gekiihlt,
filtriert, und mit kaltem Wasser und waéssriger NaHCO; Losung gewaschen. Nach dem
Trocknen der Losung mit wasserfreiem NaSO4 und Einengen auf 1/3 des urspriinglichen
Volumens, wird das Produkt mit Hexan ausgefillt, filtriert, zweimal umkristallisiert aus

Ethylacetat und im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 6,0 g (23 mmol; 54%).
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'H-NMR (400 MHz, CDCl;):  &/ppm = 2.05-2.30 (m, 2H, CH,), 2.58 (t, 2H, *J = 7.25
Hz, CH,), 438 (t, 1H, *J = 5.98 Hz, CH), 5.13 (s, 2H,
OCHb), 6.86 (s, 1H, NH), 7.29-7.42 (m, SH, Harom)-

Z-L-Lysin-NCA:['"3]

Die Synthese von Z-L-Lysin-NCA erfolgte analog zu der Synthese von y-Benzyl-L-glutamat
NCA. Es wurde jedoch noch die doppelte Stoffmenge an abs. a-Pinen (bezogen auf die
Stoffmenge des Z-L-Lysins) zu Beginn der Reaktion hinzugefiigt. Die Ausbeute liegt bei ca.
61 %.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): /ppm = 1.36-1.91 (m, 6H, CH>), 3.18 (br, 2H, NCH,),
4.24 (br, 1H, CH), 5.09 (m, 3H, NH, OCH,), 7.18 (br,
1H, NH, Ring), 7.29-7.39 (m, 5H, Harom).

Polymersynthese.

®-Amino-poly(2-isopropyl-2-oxazolin), PIPOX:

Eine Losung von 0,06 mL (0,4 mmol) abs. Methyl p-tosylat und 4,7 g (41 mmol)
2-Isopropyl-2-oxazolin (zweifach destilliert und getrocknet tiber CaH,) in 10 mL trockenem
Acetonitril (frisch destilliert von CaH;) wurde 2 Tage bei 80 °C unter Argonatmosphére
geriihrt. 0,25 g (1,2 mmol) 4-N-Boc-Aminopiperidin wurden dann bei Raumtemperatur
hinzugegeben und die Mischung fiir weitere 3 Tage bei 80 °C geriihrt. Nach Entfernung des
Losungsmittels im Vakuum, wurde der Feststoff in Wasser gelost und gegen destilliertes
Wasser dialysiert (Molekulargewichtsbegrenzung: 3,5 kDa), und gefriergetrocknet. Isolierte
Ausbeute: 3,1 g (63 %), Molekulargewicht: 16,8 kg/mol (MALDI-TOF MS). 2,8 g Polymer
wurden dann in 22 mL Dichlormethan geldst und mit 5,4 mL Trifluoressigsdaure 50 Minuten
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde teilweise mit wiéssriger NaOH
neutralisiert und das Polymer mit Dichlormethan extrahiert. Nach Entfernung des
Losungsmittels im Vakuum wurde das Polymer in Wasser gelost und gegen destilliertes

Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. Isolierte Ausbeute 1,3 g (45 %).
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"H-NMR (400 MHz, D,O): d/ppm = 1.11 (br, 6H, CH;), 2.61-2.95 (br, 1H, CH), 3.50-
3.69 (br, 4H, NCH,).

YF-NMR (282 MHz, CDCL;):  d/ppm = -76 (s, 3F, CF3).

Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)-block-poly(L-glutamat), PIPOX-PLGluNa:

Losungen von 0,34 g PIPOX in 8 mL N-Methylpyrrolidon (frisch destilliert von CaH;) und
von 1,38 g NCA (5,24 mmol) in 8 mL N-Methylpyrrolidon wurden bei Raumtemperatur
vereinigt, und die Mischung wurde 4 Tage bei 50 °C unter Argonatmosphidre geriihrt.
Essigsdureanhydrid wurde dann hinzugegeben und das Copolymer dreimal aus Diethylether
ausgefillt, filtriert und im Vakuum getrocknet. Isolierte Ausbeute: 04 g (23%),
Molekulargewicht: 75,6 kg/mol (NMR).

0,28 g Copolymer wurden in 14 mL Tetrahydrofuran gelost und mit 2,9 mL 1 N wissriger
NaOH-Losung fiir 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde dann gegen
destilliertes Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. Isolierte Ausbeute: 0,12 g (42%).

"H-NMR (400 MHz, D,0): S/ppm = 1.02-1.06 (br, 6H, CH;), 1.94-2.32 (br, 4H, CH,),
2.61-2.95 (br, 1H, CH), 3.46-3.65 (m, 4H, NCH,), 4.33
(br, 1H, NCH).

®-Amino-Poly(2-n-propyl-2-oxazolin)-co-poly(2-isopropyl-2-oxazolin), PNPOX-co-PIPOX:

Die Synthese der statistischen Copolymere erfolgte nach obiger Methode. Hierbei wurden die
beiden Monomere vor Beginn der Polymerisation in den entsprechenden Verhéltnissen

vorgelegt.
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): o/ppm = 0.93 (br, 3H, CHs), 1.11 (br, 6H, CH3), 1.62 (br,

2H, CH,CHs), 2.12-2.36 (br, 2H, CH,CO), 2.61-2.95 (br,
1H, CH), 3.44 (br, 8H, NCH,).
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Poly(Z-L-lysin):

Zu einer Losung von 3,53 g (11,5 mmol) Z-L-Lysin-NCA in 20 mL abs. N-Methylpyrrolidon
wurden 12 mg (0,115 mmol) abs. n-Hexylamin bei Raumtemperatur unter Riihren
hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte die Polymerisation fiir 42 h unter Argonatmosphére bei
60 °C, und dann wurde die Polymerisation durch Zugabe von abs. Essigsdureanhydrid
abgebrochen. Das Polymer wurde dreimal aus Diethylether umgefillt und nach dem Trocknen
im Hochvakuum betrdgt die Ausbeute 1,0 g (34 % Ausbeute); M, = 1,1~104 g/mol (GPC,
Eluent: NMP, PS-Kalibrierung).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;):  d/ppm = 1.10-2.10 (m, 6H, CH,), 3.04 (br, 2H, NCH,),
3.80 (br, 1H, CH), 4.95 (br, 2H, OCH,), 5.39 (br, 1H,
NH), 7.18 (br, 5H, CHarom ), 8.16 (br, 1H, NH).

Synthese der Ammoniuminitiatoren.

Die Synthese der Ammoniuminitiatoren wird nach der folgenden Methode durchgefiihrt:
2-Phenylethylammoniumtrifluoracetat:

4,8 g (0,0398 mol) 2-Phenylethylamin werden mit einem Eisbad gekiihlt und 4,54 g (0,0398
mol) Trifluoressigsdure unter Riihren hinzugegeben. Nach der Durchmischung wird das
Rohprodukt im Vakuum getrocknet und anschlieBend mehrmals in Hexan suspendiert und
die iiberstehende Losung verworfen. Nach der Trocknung des Feststoffs erhdlt man 7,0 g

(0,0297 mol) 2-Phenylethylammoniumtrifluoracetat in 74 % Ausbeute.

CHN-Analyse: berechnet: C 51,07 % H 5,14 % N 5,96 %.
gefunden: C 51,17 % H 5,14 % N 6,07 %.

"H-NMR (400 MHz, D,0): S/ppm =3.02 (t, 2H, °J = 7.16 Hz, CH,), 3.30 (t, 2H, °J =
7.16 Hz, CH,), 7.36-7.42 (m, 5H, CHarom).
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2-Phenylethylammoniumacetat:

4,8 g (0,0398 mol) 2-Phenylethylamin werden mit einem Eisbad gekiihlt und 2,39 g (0,0398
mol) Essigsdure wie beschrieben umgesetzt. Ausbeute 80,4 % (5,8 g; 0,032 mol).

CHN-Analyse: berechnet: C 66,27 % H 8,34 % N 7,73 %.
gefunden: C 66,17 % H 8,81 % N 7,61 %.

"H-NMR (400 MHz, D,O): d/ppm = 1.92 (s, 3H, CH;), 3.02 (m, 2H, CH,), 3.29 (m,

2H, CHy), 7.36-7.44 (m, 5H, CHarom).

2-Phenylethylammoniumdifluoroacetat:

2,90 g (0,0239 mol) 2-Phenylethylamin werden mit einem Eisbad gekiihlt und 2,29 g (0,0239
mol) Difluoressigsdure wie beschrieben umgesetzt. Ausbeute 87,4 % (4,54 g; 0,021 mol).

CHN-Analyse: berechnet: C 55,29 % H 6,03 % N 6,45 %.
gefunden: C 55,22 % H 6,06 % N 6,59 %.

'H-NMR (400 MHz, D,0): d/ppm = 3.01 (t, 2H, *J = 7.36 Hz, CH,), 3.29 (t, 2H, ] =

7.36 Hz, CHa), 5.87 (t, 1H, 2J = 54,78 Hz, CHF,), 7.29-
7.49 (m, SH, CHarom).
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8.3. Abkiirzungsverzeichnis

A, zweiter osmotischer Virialkoeffizient

Abb. Abbildung

abs. getrocknet

a.u. arbitrary units

block Blockcopolymer

Boc Boc-Schutzgruppe

Bzl Benzyl-Schutzgruppe

bzw. beziehungsweise

CD Circulardichroismus

co statistisches Copolymer

°C Temperatur in Celsius

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMF N,N-Dimethylformamid

FT-IR Fourier transform infrared

Glu Glutaminsdure

GPC Gelpermeationschromatographie

© Winkel in Grad

LCST lower critical solution temperature, untere kritische
Entmischungstemperatur

Lit. Literatur

Lys Lysin

NCA N-Carboxyanhydrid

NMR Nuclear magnetic resonance

PDI Polydispersititsindex

PEOX Poly(2-ethyl-2-oxazolin)

PEO Polyethylenoxid

PEP Peptid

PBLGIu Poly(L-glutaminsdure) mit Benzylschutzgruppe

PLGIluNa Poly(L-glutaminsdure)-Natriumsalz

PLGlu Poly(L-glutaminsdure)

PZLys Poly(Z-L-Lysin)
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PIPOX

PIPOX-Boc
PIPOX-PLGIluNa

PNPOX
ppm
Ri

RT
SFM
SSL
SSSL

TEM
TFA
THF
UCST

WSL

wt%

Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) bzw. aminofunktionalisiertes

Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)
Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) mit Boc-Gruppe

Blockcopolymer aus Poly(2-isopropyl-2-oxazolin) und dem

Poly(L-glutaminsdure)-Natriumsalz
Poly(2-n-propyl-2-oxazolin)

parts per million

refractive index, Brechungsindex
Raumtemperatur
Rasterkraftmikroskopie

strong segregation limit

super strong segregation limit
Temperatur
Transmissionselektronenmikroskopie
Trifluoressigsaure

Tetrahydrofuran

upper critcal solution temperature, obere kritische
Entmischungstemperatur

weak segregation limit
Gewichtsprozent

Aggregationszahl, bzw. Z-Schutzgruppe
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