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EINLEITUNG

1 Einleitung

Selbstorganisation ist ein fundamentales Prinzip in der Natur. Molekiile werden
durch verschiedene interne Krifte in groere Einheiten organisiert, die das Sys-
tem vorher nicht besal. Grundlegend kann die Evolution von der Entstehung des
Weltalls bis zur Bildung von biologisch funktionierenden Molekiilen und Orga-
nismen als ein Prozess der Selbstorganisation betrachtet werden. Es ist in der
Natur von z.B. Zellmembranen, Proteinen und DNS perfekt verwirklicht.
Amphiphile Molekiile besitzen die Fahigkeit, in wéssrigen Losungen durch
spontane Selbstorganisation komplexe Strukturen zu bilden. Es ist von mehreren
Faktoren abhédngig, ob sich z.B. Mizellen, Vesikel, Liposome, Doppelschichten
oder lyotrope fliissigkristalline Phasen ausbilden (vgl. Abbildung 1.1).

Abb. 1.1: Von amphiphilen Blockcopolymeren in wdssriger Losung ausgebildete Struk-

turen: Kugelmizelle, Zylindermizelle, Vesikel, gepackte Kugelmizellen und

lammelare Phase.'"

Neben den Parametern wie Konzentration, Temperatur, pH-Wert und lonenstéirke
sind die Gestalt des Amphiphilen und seine chemische Zusammensetzung von
Bedeutung.

Malgeschneiderte amphiphile Polymere stellen ein geeignetes System zur Unter-
suchung der Selbstorganisation zu supramolekularen Strukturen dar. Auf der Ba-
sis des gleichen Systems konnen so unterschiedlichste Strukturen, die in
wissrigen Losungen durch Selbstorganisation entstehen, erzeugt werden.

In der makromolekularen Chemie wurde in den letzten Jahren viel dazu beigetra-
gen, Mechanismen der Selbstorganisation zu untersuchen und auf verschiedenste

Bereiche anzuwenden. So werden amphiphile Polymere in der Materialforschung
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zur Darstellung mesopordser Materialien'” > und Nanopartikeln!**), in der mi-
[46, 47, 48, 49, 50]

zellaren Katalyse sowie zur Oberflichenmodifikation!® " oder in der
Chemo-'* 'V und Gentherapie!'"" '*! eingesetzt.
a) b)

Aktuator

Speicherun
p 9 Zellerkennung Edukt
Tarnung
Kapselung
I Freisetzung
o
Zellhaftung Produkt

Zellpermeation

Abb. 1.2: Anwendung amphiphiler Polymere in der a) Chemo- und Gentherapie und

b) der mizellaren Katalyse.l”

Zur Charakterisierung dieser Systeme stehen neben spektroskopischen Verfah-
ren, wie NMR-, Raman- und IR-Spektroskopie, auch Streuexperimente, wie die
statische und dynamische Lichtstreuung, Rontgen- und Neutronenstreuung zur
Verfiigung. Diese Verfahren erlauben einen detaillierten Einblick in die Struktur
und Dynamik amphiphiler Systeme. Allerdings beschrinken sich die meisten
dieser Techniken auf eine Charakterisierung der Systeme als Ganzes, also im En-
semble. Man erhélt somit ein gemitteltes Bild. Es wird immer wichtiger,
genauere und weitere Aussagen, die mit diesen Methoden nicht zugénglich sind,
tiber diese Systeme zu erhalten. Die Einzelmolekiilspektroskopie kann
Messungen mit hoherer ortlicher und zeitlicher Auflosung liefern. Besonders die
Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie hat sich in letzter Zeit zu einer
Standardlabortechnik entwickelt. Es konnen somit Verteilungen und Statistiken
ermittelt werden, die mit Ensemblemethoden nicht zuginglich sind. Um diese
Methoden zu nutzen, miissen die Systeme gezielt markiert werden. So konnen

heute einzelne fluoreszenzmarkierte Molekiille mit diesen Techniken in ihrer
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Umgebung, wie in strukturierten LOsungen aber auch in lebenden Zellen,

beobachtet werden.
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2 Grundlagen

2.1 Lebende kationische Polymerisation

Als lebende Polymerisation werden Polymerisationen bezeichnet, deren Initiie-
rungsschritt quantitativ und schneller als der Wachstumsschritt verlzuft.!'*> %]
Das aktive Kettenende reagiert nur mit dem Monomer, es finden keine
Nebenreaktionen, wie Ubertragung und Abbruch, statt. Die Anzahl der aktiven
Ketten bleibt iiber den gesamten Reaktionsverlauf konstant, und die Kettenldnge
wird durch das molare Verhédltnis von Monomer zu Initiator bestimmt. Aus der
gleichzeitigen Initiierung aller Ketten, dem Fehlen von Abbruchreaktionen und
dem gleichmédfigen Wachstum aller aktiven Ketten resultiert eine enge

Molmassenverteilung (Poisson-Verteilung''*’). Das Kettenende bleibt auch nach

dem Verbrauch aller Monomere aktiv, also ,,lebend*.

2.1.1 Lebende kationische Polymerisation von 2-Oxazolinen

Die 2-Oxazoline, zyklische Iminoether, werden unter Ringdéffnung zu

Poly(2-oxazolin)en, auch Poly(N-acylethylenimid)en genannt, polymerisiert.

/ \ Initiator N
n QO /N —_—
R /E
Y — =0
R n

Abb. 2.1: Allgemeine Reaktionsgleichung der ringoffnenden Polymerisation der

2-Oxazoline.

Der lebende Charakter ermoglicht eine einfache Synthese von Blockcopolymeren
und endfunktionalisierten Polymeren. Uber die Substituenten an der 2-Position
konnen die physikalischen und chemischen Eigenschaften gezielt variiert wer-
den. In der Literatur ist die Polymerisation von 2-Oxazolinen mit unterschiedli-
cher Substitution in 2-Position (Rest R) systematisch seit den 60er Jahren unter-

sucht worden. 16 17- 18- 191
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Die Polymerisation verlduft lebend, und es werden im Allgemeinen lineare Poly-

merketten definierter Struktur und Lénge erhalten. Bei hoheren Polymerisations-

graden (DP > 100) werden in zunehmenden MaBe Nebenreaktionen, die zu einer
Ketteniibertragung und Verzweigung fiihren, beobachtet (vgl. Abbildung 4.3).1*"]
Innerhalb eines gewissen Molmassenbereichs kdnnen jedoch Polymere definier-
ter Kettenléinge dargestellt werden. Auch Blockcopolymere sind entweder iiber
die sequenticlle Zugabe der Monomere (,,One-Pot Two-Stage®) *!! oder die
gleichzeitige Zugabe von Monomeren unterschiedlicher Reaktivitét (,,One-Shot*)
zuganglich. Ist die Reaktivitdt der Monomere dhnlich, werden statistische Copo-
lymere erhalten.

Die Triebkraft der Polymerisation ist zum einen die Isomerisierung der Imino-
etherbindung zur thermodynamisch stabileren Amidbindung und zum anderen
der Abbau der Ringspannung des 2-Oxazolins.[**]

Als Initiatoren konnen verschiedene Substanzklassen mit ausreichend
elektrophilem Zentrum verwendet werden, die einen schnellen Initiationsschritt
ermoglichen. So konnen starke Brenstedtsduren, Lewissduren und deren Salze,
Sulfonsdureester und -anhydride, Alkylhalogenide, sowie Elektronenakkzeptor-
verbindungen verwendet werden. Triflate besitzen hierbei eine sehr geringe
Nucleophilie, die die Wachstumsgeschwindigkeit erhoht. Damit verbessert sich
das Verhiltnis von Wachstums- zu Initiatorgeschwindigkeit, das niedrige
Polydispersititen zur Folge hat. So wurden in dieser Arbeit ausschlieBlich

Alkyltriflate als Initiatoren verwendet. Des Weiteren kann {iber den Initiatorrest

eine Endfunktionalitét in das Polymer eingefiihrt werden.

k; — N S
R'X + NYO 1 R NYO X
R R

Abb. 2.2: Initiierung der Polymerisation von 2-Oxazolinen.
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Der Mechanismus der lebenden kationischen Polymerisation von 2-Oxazolinen
kann ionisch oder kovalent verlaufen. Welcher dieser Mechanismen vorliegt, ist
abhingig vom eingesetzten Initiator, der Substitution des Monomers, dem

Gegenion und den Reaktionsbedingungen, wie Losemittel und Temperatur.

T\ X
R'—N@%OH X2 K R'—)N:/\/
o)
R ko R
o) O. _N

k +n ~N k +n Z
P Y P e
R R

RN NS, OH X RN X
0 o
R n R R n+1

Abb. 2.3: lonischer und kovalenter Reaktionsmechanismus der Polymerisation von 2-

Oxazolinen.

Die Initiation erfolgt durch einen nukleophilen Angriff des Iminostickstoffs des
Oxazolins am elektrophilen Zentrum des Initiators unter Bildung des Oxazolin-
iumkations. Dieses steht im Gleichgewicht mit einer ungeladenen offenen Spe-
zies. Beide Spezies konnen weiteres Monomer addieren, entweder unter Ringoft-
nung, wobei sich das ndchste Monomer regioselektiv an die 5-Position des Oxa-
zoliniumringes anlagert oder durch nucleophilen Angriff am Alkylhalogenid. Das
Losemittel hat einen starken Einfluss auf den Reaktionsmechanismus. So wird in
polaren Losemitteln mit Donoreigenschaften, wie Acetonitril, die ionisch-zykli-
sche Spezies bevorzugt. Das freie Elektronenpaar polarer Losemittel kann posi-
tive Ladungen besser stabilisieren. Bei polaren Losemitteln ohne freie Elektro-
nenpaare, wie z.B. Chloroform und Chlorbenzol, liegt das Gleichgewicht auf der
Seite des kovalenten Mechanismus.

Die lebende kationische Polymerisation ist sehr anfillig gegen Verunreinigungen

wie Wasser, Alkohole, Carbonsduren oder andere Nukleophile, da diese zum

6
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Abbruch der Polymerisation fiihren. Nur wenn Verunreinigungen ausgeschlossen
werden, konnen Polymere mit enger Molmassenverteilung erhalten werden.

Eine Endfunktionalisierung der Polymere kann sowohl durch den Initiator als
auch durch ein Abbruchreagenz erfolgen.

Zum gezielten Abbruch eignen sich Nukleophile als Terminationsreagenzien, die
unter Ringdffnung des Oxazolintumions an das lebende Kettenende addieren.
Dabei ist eine Addition sowohl an der 5- als auch an der 2-Position des Oxazolin-

tumions moglich.

R-+—N N~ >—y

N\ e Kat /Eo 0

R+—N N@.O X +Y® R R
ro | T

R . R —

R N N_ O

Lol

R n RY

Abb. 2.4: Abbruchreaktion durch nukleophilen Angriff an der 2- oder 5-Position.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Triflat als Gegenion wird eine schnelle,
quantitative Abbruchreaktion durch Angriff an der 5-Position beschrieben. Vor
allem zyklische sekundidre Amine, wie Piperidin, haben sich als Terminations-
reagenzien bewihrt.[”?) Der Einsatz funktionalisierter Amine ermdglicht somit

eine einfache Methode der selektiven Endfunktionalisierung.[***- 26271
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2.2 Polymerstrukturen

2.2.1 Hompolymere

Poly(2-oxazolin)-Homopolymere sind hier das einfachste darstellbare System.
Die Eigenschaften des Polymers konnen iiber die Kettenlinge und durch das
verwendete Monomer verdndert werden. So sind Poly(2-methyl-2-oxazolin) und
Poly(2-ethyl-2-oxazolin) hydrophil. Polymere mit Oxazolinen, deren Seitenkette
propylsubstituiert und langer ist, verhalten sich immer hydrophober.”® Neben
den alkylsubstituierten 2-Oxazolinen gibt es seit einiger Zeit auch funktionali-
sierte 2-Oxazoline, die z.B. eine Séiure—,[29] Amin—,BO] Aldehyd-[m oder Ethin-
funktion®*! tragen. Im Monomer sind diese funktionellen Gruppen durch Schutz-
gruppen geschiitzt, um eine Polymerisation zu ermoglichen. Nach der Polymeri-
sation ist somit ein weiterer polymeranaloger Schritt notig. Die Verwendung
dieser 2-Oxazoline erweitert das Spektrum der Variationsmoglichkeiten enorm,
da die funktionellen Gruppen viele Moglichkeiten fiir weitere Umsetzungen bie-

ten.

2.2.2 Diblockcopolymere

Diblockcopolymere bestehen aus zwei Blocken unterschiedlicher Monomere. Sie
konnen auf verschiedene Weise kovalent verkniipft sein. Zur Untersuchung von
Struktur-Eigenschafts-Beziehungen sind vor allem definierte Systeme von Be-
deutung. Diese konnen durch ionische oder lebende radikalische Polymerisation
dargestellt werden.

Amphiphile Blockcopolymere bilden in wissriger Losung durch Selbstorganisa-
tion Strukturen, wie Mizellen, Vesikel und lamellare Phasen. Diese Strukturen

sind eingehend mit verschiedensten Methoden untersucht worden.>> > 3% 3¢ 37

38, 39, 40, 41]
Die in dieser Arbeit vorgestellten Dibockcopolymere wurden durch ringéffnende
kationische Polymerisation von 2-Alkyl-2-oxazolinen dargestellt. Es wurde eine

,One-Pot-Two-Stage“-Strategie angewendet, d.h., das Monomer fiir den zweiten
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Block wird nach Verbrauch des ersten Monomers zugegeben. Am lebenden Ket-
tenende wird die Polymerisation des zweiten Blocks initiiert. Als Monomer wur-
den die Monomere 2-Methyl-2-oxazolin und 2-n-Nonyl-2-oxazolin verwendet,
dadurch entstehen ein hydrophiler und ein hydrophober Block.

Die erzeugten definierten, amphiphilen Strukturen sind oberfldchenaktiv und be-
sitzen die Fahigkeit zur Selbstorganisation in Losung.

Diblockcopolymere auf 2-Oxazolinbasis sind nicht toxisch und rufen keine Im-
munreaktion hervor und sind somit potentielle Kandidaten, um in der Medizin
zum gezielten Wirkstofftransport und kontrollierter Wirkstofffreisetzung ange-
wandt zu werden,[*> - 44 4]

Weitere Verwendung finden sie in der mizellaren Katalyse.'*! Katalysator-

47]

modifizierte Diblockcopolymere kénnen zur Metathese,*’! radikalischen Atom-

48] [29, 49, 50] _:

transfer Polymerisation (ATRP)!** und asymmetrischen Hydrierung ein-

gesetzt werden.

2.2.3  Triblockcopolymere

Die Triblockcopolymere auf 2-Oxazolin-Basis stellen ein System dar, das den
bekannten  Pluronics®  Poly[(ethylenoxid)-b-(propylenoxid)-b-(ethylenoxid)]
(PEO-PPO-PEO) (,,Pluronische Reihe®) dhnlich ist.”"* %> %) Das Oxazolin-
system bietet gegeniiber den Pluronics® aber deutlich mehr strukturelle Modi-
fikationsmoglichkeiten. Die Synthese kann entweder sequentiell, durch die Ver-
wendung eines difunktionellen Initiators oder durch die Verkniipfung zweier
Diblockcopolymere erfolgen. Diese Methoden unterscheiden sich hinsichtlich
der Komplexitédt der Synthese und der Symmetrie in den Polymeren.

In dieser Arbeit wurde, analog zu den Diblockcopolymeren, eine ,,One-Pot
Three-Stage*‘-Strategie verfolgt.

Es gibt eine Reihe von Strukturen, die in Losung von Triblockcopolymeren ge-
bildet werden konnen. Sind die duleren Blocke hydrophob, konnen so genannte
Blumenstrukturen (,,flower“-Strukturen) entstehen. Hier sind die beiden hydro-

phoben Blocke in einer Mizelle zuriickgefaltet. Denkbar sind auch vernetzte
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Strukturen (,,animal‘“-Strukturen), in dem das Triblockcopolymer als Briicke zwi-
schen zwei Mizellen dient. Je ein hydrophober Block ist Bestandteil einer Mi-

zelle. 1%

é

v

Konzentration

Abb. 2.5: ,, Flower“- (rechts) und ,,animal “-Strukturen (links) von amphiphilen ABA-
Triblockcopolymeren (hydophob-hydophil-hydrophob).

Die freie Diffusion des Triblockcopolymers ist sehr unwahrscheinlich, da hier die
terminalen Blocke assoziieren.
Ist der mittlere Block hydrophob, kann die freie Diffusion einfacher erfolgen,

welil in diesem Fall nur ein Block die Mizelle verlassen muss.

2.2.4  Statistische Polymere

Statistische Polymere kdnnen durch gleichzeitige Zugabe zweier oder mehrerer
Monomeren dhnlicher Reaktivitit synthetisiert werden. Bei dhnlicher Monomer-
reaktivitdt werden die Monomere statistisch iiber die Polymerkette eingebaut.

Statistische Polymere wurden analog den Diblockcopolymeren in der mizellaren
Katalyse eingesetzt und zeigten zu den Diblockcopolymeren dhnliche Ergebnisse

beziiglich der Katalysereaktivitit.!"]

10
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2.2.5 Lipopolymere

Lipopolymere stellen einen Spezialfall der Blockcopolymere dar. Der hydro-
phobe Block besteht aus einen Lipidrest, der sowohl iiber die Startreaktion, als
auch iiber die Termination in das Polymer oder {iber ein Kupplungsreagenz ein-
gefiihrt werden kann. Am  héufigsten werden Lipopolymere mit
Poly(ethylenglycol) (PEG) ****1 als polare Kopfgruppe verwendet, aber auch
andere hydrophile Polymere, wie Poly(N-vinylpyrrolidon) (PVP),!* Poly(acryl-
morpholid) (PAM)."- %1 Alle diese Systeme haben Nachteile, die sowohl in der
schwierigen Aufreinigung der Lipopolymere als auch in der limitierten Struktur-
vielfalt liegen. Mit Poly(2-oxazolin)en lassen sich einfach definierte Lipopoly-
merstrukturen darstellen.!> ® Das Lipid, aufgrund der héheren Stabilitit ein
Etherlipid, wird dazu zu einem Initiator fiir die lebende kationische Poly-
merisation der 2-Oxazoline umgesetzt.

Lipopolymere wurden zusammen mit Lipiden zur Darstellung und Untersuchung
von kiinstlichen Membranen, z.B. in Vesikeln, Liposomen und in polymerunter-
stiitzten Lipidmembranen, verwendet [** % 66 67.68.69. 701 g | 5nnen dabei als ein
synthetisches Analogon zu den Glycolipiden, die in Zellmembranen als Isolato-
ren und Bindungsstellen flir Rezeptoren dienen, gesehen werden. lonische Lipo-
polymere sind ein Modell fiir Lipoproteine, die in die extrazelluldre Matrix ra-
gen.

Lipopolymere konnen in der Medizin in liposomalen Wirkstofftragern eingesetzt
werden. Sie stabilisieren dabei die Membran und lassen eine verldngerte Zirkula-

tion im Blutkreislauf zu.!”'7>7 77

Auch konnen mit Lipopolymeren
polymerunterstiitzte Lipidmembranen auf Oberflichen konstruiert werden, in die
Proteine inkorporiert werden konnen. Die polymerunterstiitzten Lipidmembranen

. ) ) ) . N 76,77, 78
konnten so die Funktion eines Biosensors iibernehmen.!”® 77> 78]

11
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In Abbildung 2.6 ist eine Ubersicht iiber die vorgestellten Polymerstrukturen dar-
gestellt.

Homopolymer

Diblockcopolymer

Lipopolymer

AAAAA A A A
AAAAA A AN AN
W Triblockcopolymer
IAAAAA A

© © ©O
AN A

e e @ e ionisches Lipopolymer

Abb. 2.6: Ubersicht iiber die vorgestellten Polymerstrukturen.
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Poly(2-oxazolin)e als Amphiphile

Poly(2-oxazolin)e eignen sich besonders gut, um definierte amphiphile Struktu-
ren aufzubauen. Uber die Alkylsubstituenten in 2-Position kann der hydrophobe
Charakter des Polymers eingestellt werden. So sind Poly(2-methyl-2-oxazolin)e
hydrophil und Poly(2-ethyl-2-oxazolin)e leicht amphiphil, wohingegen Polymere
mit Alkylketten linger als Propyl zu hydrophoben Polymeren fiihren.”™ Werden
Blockcopolymere mit zwei verschiedenen Monomeren synthetisiert, z.B.
Poly[(2-methyl-oxazolin)-b-(2-n-nonyl-oxazolin)], erhdlt man ein amphiphiles
Polymer. Man findet die Amphiphilie sowohl in der Zusammensetzung der Bl6-
cke (nichtionisches polymeres Amphiphil), als auch in jeder einzelnen Mono-
mereinheit (nichtionische Polyseife). Die Monomereinheit ist aus einer
hydrophilen Amideinheit und einer hydrophoben Seitenkette aufgebaut. Dariiber
hinaus kann die hydrophile-lipophile Balance (HLB) iiber die Kettenldnge der
einzelnen Blocke eingestellt werden.

Die Modifikation iiber die Seitengruppen der Monomere, z.B. das Einbringen
geladener Monomere, sowie die Funktionalisierung tiber den Initiator, z.B. Ver-

wendung von Lipidinitiatoren, ermdglichen viele weitere strukturelle Optionen.

13
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2.3 Selbstorganisation

Selbstorganisation ist in der Chemie die Bezeichnung fiir die Erscheinung, dass
aus den Komponenten eines Systems durch nichtkovalente Krifte spontan defi-

nierte Strukturen entstehen.[”” *")

Die Voraussetzung fiir die Ausbildung
geordneter Strukturen auf molekularer Ebene ist das Vorliegen langreichweitiger
AbstoBung (Inkompatibilitit ~ verschiedener =~ Molekiilbereiche)  und

kurzreichweitiger Anziehung (z.B. kovalente Bindung).!"!

kurzreichweitige Anziehung
_’ 4_

A
v

langreichweitige Abstoliung

Abb. 2.7: Langreichweitige Abstoffung und kurzreichweitige Anziehung als Voraus-

setzung zur Selbstorganisation.

Amphiphile Molekiile wie Lipide, Detergenzien, aber auch Blockcopolymere
und Lipopolymere, vereinen diese beiden Krifte. Sie konnen sich in wassriger
Losung oder an Grenzflichen zu supramolekularen Strukturen organisieren. In
allen diesen Strukturen sind ab einer bestimmten Konzentration die hydrophoben
Segmente des Molekiils aggregiert und die polaren, hydrophilen Segmente haben
Kontakt zum Wasser.!®'! Die Triebkraft der Selbstorganisation ist der ,hydro-
phobe Effekt“. Er resultiert aus dem Entropiegewinn AS, der bei der Freisetzung

82.83] Die Strukturen

von Wassermolekiilen aus den lipophilen Teilen entsteht.!
werden zusdtzlich von van-der-Waals-Wechselwirkungen der aggregierten hy-
drophoben Molekiilsegmente stabilisiert.

Welche Uberstrukturen sich ausbilden, héingt von der Struktur des Amphiphilen,
also dem Raumanspruch des hydrophilen und hydrophoben Segments, sowie der

Konzentration des Amphiphilen im Losemittel ab. Durch den unterschiedlichen

14
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Raumanspruch der verschiedenen Segmente wird die supramolekulare Struktur,
z.B. der Mizellentyp, vorgegeben.!"!

Amphiphile Blockcopolymere haben die Eigenschaft, in polaren Ldsemitteln
nach Uberschreiten der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) zu Mi-
zellen und bei noch hoheren Konzentrationen zu komplexen lyotropischen Pha-
sen zu aggregieren.**! Diese Strukturen sind eingehend untersucht worden.
Bisher wurden vor allem anionisch polymerisierte amphiphile Diblockcopoly-
mere, wie Poly[(oefin)-b-(ethylenoxid)], Poly[(ethylenoxid)-b-(oxybutylen)]
oder Pluronics® Poly[(ethylenoxid)-b-(propylenoxid)-b-(ethylenoxid)] (PEO-
PPO-PEO), auf ihr Aggregationsverhalten untersucht. Alle diese Strukturen ent-
halten lineares Poly(ethylenoxid) als hydrophile Einheit.

Lipopolymere vereinen in sich sowohl Lipid- als auch Polymereigenschaften. Sie
bilden dhnliche Strukturen wie Lipide, also Mizellen, Vesikel, Doppelschichten
und Monolagen aus.

Die in dieser Arbeit untersuchten Polymere auf 2-Oxazolin-Basis bieten gegen-
tiber den bisher untersuchten PEO-Systemen den Vorteil, dass die Struktur maB-
geschneidert werden kann. Es kann, wie bei PEO-Systemen, die Blockldnge und
die Anzahl der Blocke eingestellt werden. Die Seitengruppe der 2-Oxazoline
ermoglicht eine einfache Einstellung der hydrophilen-lipophilen Balance. Durch
die Verwendung von funktionalisierten Monomeren, die Auswahl des Initiators
und funktionalisierter Abbruchreagenzien sind zahlreiche weitere Strukturen und

Eigenschaften der Polymere zugédnglich.

15
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2.4 Fluoreszenz

Fluoreszenz ist ein lichtemittierender Prozess, der durch Bestrahlung von Mole-
kiilen oder Atomen mit Licht geeigneter Wellenldnge ausgelost wird. In Abbil-
dung 2.8 ist ein Jablonski-Diagramm dargestellt, das das Auftreten von Fluores-

zenz quantenmechanisch erklért.

s Schwingungs- Singlet S,
relaxation

el

Triplet T,
o |Absorption
g Fluoreszenz
L
Grundzustand S,
Schwingungs-
relaxation
Koordinate

Abb 2.8:. Vereinfachtes Jablonski-Diagramm eines Fluoreszenzfarbstoffs. Licht der
Anregungswellenlinge regt das Molekiil vom Grundzustand Sy zu S; an. Nach
Schwingungsrelaxation wird Energie unter Lichtemission (Fluoreszenz) abge-

geben.

Aus dem Grundzustand S, wird durch Licht mit der Anregungswellenldnge hvg,
das Molekiil zu einem hoheren Schwingungszustand des ersten angeregten Zu-

standes S;” angehoben. Durch Konformationsidnderungen oder durch Kollisionen

16
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mit anderen Molekiilen relaxiert das Molekiil strahlungslos, d.h. unter Wiarmeab-
gabe, in den Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten Zustand S;.
Aus diesem Zustand wird Energie unter Emission von Licht der Wellenlidnge
hvg,, abgeben; es tritt Fluoreszenz auf. Die Lebensdauer des angeregten Zustan-
des S; betrigt iiblicherweise zwischen 10” s und 10 s. Die verblicbene Energie
wird durch Schwingungsrelaxation abgegeben. Im Vergleich zum Absorptions-
spektrum ist das Spektrum der Emission zu groBeren Wellenldangen, bzw. kleine-
ren Frequenzen, verschoben, da das emittierte Photon aufgrund des
Energieverlusts der strahlungslosen Relaxation eine geringere Energie besitzt
(Stokessche Regel).

Aus dem angeregten Singletzustands S; kann Energie unter Spinumkehr eines
Elektrons auch in den ersten Tripletzustand T transferiert werden. Dieser Uber-
gang Singlet-Triplet ist sehr viel unwahrscheinlicher als der Singlet-Singlet-
Ubergang, wird aber begiinstigt, wenn die Zustinde iiberlappen. Zum einem kann
durch Inter-System-Crossing (ISC) wieder der Grundzustand S, erreicht werden,
andererseits kann auch aus dem Tripletgrundzustand T; ein Photon emittiert
werden (Phosphoreszenz). Da die Lebensdauer von Tripletzustdanden mit bis zu
10 s lang ist, kann Phosphoreszenz auch noch nach Beenden der Bestrahlung be-
obachtet werden. In der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie wird der
Tripletzustand auch als ,,dunkler Zustand*“ bezeichnet. Hier kann wéhrend der
Messzeit ein Blinken einzelner Molekiile beobachtet werden, die sich zeitweilig

im Tripletzustand befinden.

2.4.1 Fluoreszenzfarbstoffe

In der Fluoreszenzspektroskopie, vor allem wenn sie auf der Einzelmolekiilebene
betrieben wird, sind die photochemischen und photophysikalischen Eigenschaf-
ten der Farbstoffe von groBler Bedeutung. Diese bestimmen die Durchfiihrbarkeit
und die Empfindlichkeit der Einzelmolekiilexperimente.

Als organische Fluoreszenzfarbstoffe werden Verbindungen verwendet, die

chromophore Strukturen, wie konjungierte Doppelbindungen, Carbonylver-

17
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bindungen und kondensierte Hetereocyclen, in einem relativ starren Grundgertist
aufweisen und iiber ein konjugiertes m-Elektronen-System verfiigen, wie z.B.
Anthracen, Pyren, Rhodamin, Fluorescin und NBD N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-

diazol-4-yl)amin).**) In biologischen Systemen werden auch fluoreszierende

[86, 87 88]

Proteine, I'insbesondere griin fluoreszierende Proteine (GFP),"** eingesetzt.
Auch Quantenpunkte werden in der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie als
fluorophore Verbindungen eingesetzt.* **! Je nach effektiver GroBe des konju-
gierten m-Elektronen-Systems liegt die Anregungswellenldnge zwischen ca. 340

nm (blau) und ca. 750 nm (rot).

242 TRITC

In dieser Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrhodaminisothiocya-
nat (TRITC) verwendet (vgl. Abbildung 2.9), da er sowohl bei fluoreszenz-
spektroskopischen Messungen als auch bei der Anbindung an das Polymer

folgende Vorteile zeigt:

= Absorption und Emission in einem fiir den Messaufbau geeigneten
Wellenldngenbereich

= Lange Lebensdauer (vermindertes Bleichen)

*  Wenig Triplet-Anregung (,,dunkler Zustand*)

= Systemkompatibilitit, d.h. geringe Wechselwirkungen mit dem
Polymer

* Hydrophil (inneres Salz)

= Geringer sterischer Anspruch

* Quantitative Reaktion zwischen dem sekunddren Amin des Polymers
und des Isothiocyanats des Fluoreszenzfarbstoffes

= Kommerziell erhiltlich

18
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Abb. 2.9: Isomerengemisch Tetramethylrhodamin-5-isothiocyanat und Tetramethyl-
rhodamin-6-isothiocyanat (TRITC).

Der Fluoreszenzfarbstoff liegt als Isomerengemisch aus Tetramethylrhodamin-5-
isothiocyanat und Tetramethylrhodamin-6-isothiocyanat vor. Beide Isomere zei-
gen sehr dhnliche spektroskopische Eigenschaften, womit auf die Verwendung

eines teureren reinen Isomers verzichtet werden kann.

Absorbanz
Fluoreszenzemission

I
I
I
|
I
I
NN A A !
400 450 500 550 600 650 700 750
Wellenlange / nm

1 T A

Abb. 2.10: Absorptions- (schwarz) und Fluoreszenzemissionsspektrum (grau) von

Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC).

TRITC absorbiert in Wasser als Losemittel bei 550 nm und hat sein Emissions-
maximum bei 575 nm (vgl. Abbildung 2.10), das entspricht dem mit den appara-
tiven Ausstattungen der Fluoreszenzspektroskopie und Einzelmolekiilbeobach-

tung verwendbaren Wellenldngenbereich. TRITC liegt als inneres Salz vor und
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ist in polaren Losemitteln, wie DMF, DMSO, Methanol und Wasser, gut 16slich.
Diese Eigenschaft ist bei Messungen in Wasser entscheidend, da die tiblicher-
weise sehr hydrophoben Fluoreszenzfarbstoffe zu einer Aggregation in der pola-
ren Umgebung fithren und das Aggregationsverhalten des Gesamtsystems zu
stark verdndern.

Des Weiteren kann angenommen werden, dass die Wechselwirkungen des Farb-
stoffes mit dem Polymer klein sind, da ein sehr dhnliches Loseverhalten vor-

£

liegt..”" Der sterische Anspruch ist im Vergleich zum Polymer relativ gering. Die

arylischen Isothiocyanatgruppen reagieren zudem quantitativ mit den sekundéren

[92

Aminen der Polymerendgruppe.”” Es kann von einer hohen Markierungseffi-

zienz ausgegangen werden.!”!

Fiir die Fluoreszenzmessungen ist es zudem wichtig, dass der Farbstoff eine aus-
reichend lange Lebensdauer besitzt. Das heif3t, dass auch unter Bestrahlung der
Farbstoff nicht oxidiert oder zersetzt wird, da die verwendeten Laser eine Leis-
tung von mehreren 100 kW/cm? haben. TRITC weist hier sehr gute Eigenschaf-

4] Um eine moglichst hohe

ten auf und kann bis zu 10°mal angeregt werden.
Ausbeute an Fluoreszenzphotonen zu erhalten, ist es von Vorteil, wenn sich
wenige Farbstoffmolekiile im Tripletzustand befinden. Bei Verwendung von
TRITC liegt die Fluoreszenzquantenausbeute nahe 1,°% d.h. nur sehr wenige

Molekiile befinden sich im ,,dunklen Zustand“.
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2.5 Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie

Erstmals 1976 gelang es 7. Hirschfeld, ein einzelnes, mehrfach fluoreszenz-
markiertes Molekiil in Losung spektroskopisch nachzuweisen.!” *) Seit dieser
Zeit entwickelten sich Methoden, wie Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie,
konfokale Laserrastermikroskopie, oberflichenverstirkte Ramanstreuung, Fluor-
eszenzmikroskopie etc., rapide weiter und wurden zum Teil Standardlabortech-
niken. Das Hauptaugenmerk in den Einzelmolekiilfluoreszenztechniken liegt
zurzeit in der Untersuchung von Biomolekiillen. So werden insbesonders
Antigen-Antikorper-Reaktionen,”””! Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen ™ und

199, 1001 ntersucht.

Konformationsdanderungen in Proteinen
Der grof3e Vorteil der Einzelmolekiilspektroskopie liegt darin, dass im Gegensatz
zu tiiblichen Ensemblemessmethoden, wie FRAP (engl.: fluorescence recovery
after photobleaching), nicht Mittelwerte, sondern Verteilungen und Bewegungs-
abldufe von individuellen Molekiilen erhalten werden. So koénnen

Subpopulationen in heterogenen Systemen und seltene Ereignisse beobachtet

werden, die sonst nicht zugénglich sind.
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2.5.1 Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie

1903 wird von M. v. Smoluchowski der Zusammenhang zwischen Autokorrela-
tion, der Beziehung einer variablen Messgrof3e mit sich selbst, und der Brown-
schen Molekularbewegung aufgedeckt.!'”) So wurde es mdglich, Zusammen-
hinge zwischen den beobachteten Ergebnissen zu verschiedenen Zeitpunkten
einer Messreihe festzustellen. Auf dieser Grundlage wurde die Fluoreszenz-Kor-
relation-Spektroskopie (engl.: fluorescence correlation spectroscopy, FCS) 1972
von D. Madge et al. ' ' 1% erfunden, aber erst seit 1992 konnen mit dieser
Technik Einzelmolekiile untersucht werden.!'®: '%¢!

Die Messgrofle der FCS ist nicht, wie bei anderen Fluoreszenztechniken, die In-
tensitdt des emittierten Lichts, sondern die Fluktuation im Fluoreszenzsignal. Im
thermodynamischen Gleichgewicht entstehen diese Fluktuationen in Ldosungen
durch die Brownsche Molekularbewegung.'””! In der FCS sind somit alle
Parameter zugédnglich, die einen Einfluss auf die Schwankungen im Fluoreszenz-
signal haben, wie der Diffusionskoeftizient, lokale Konzentration oder Bin-

dungskonstanten von inter- oder intramolekulare Reaktionen. Die FCS wird ge-

genwirtig vor allem dazu benutzt, biologische Makromolekiile wie z.B. Protein-

[108 [109] :

aggregation ' oder die Bildung von Protein-DNA-Komplexen in vitro und
vivo zu untersuchen. Die FCS hat den Vorteil, dass sie eine zerstorungsfreie
Technik ist und somit Messungen an lebenden Zellen und komplexeren biologi-
schen Systemen ermoglicht.

Bisher sind nur wenige Untersuchungen an synthetischen Polymersystemen
durchgefiihrt worden. Darunter sind die Diffusion von fluoreszierenden Molekii-
len in diinnen Polymerfilmen,!"'”? die Diffusion von polymerbeschichteten Nano-

[111

partikeln,''''! die Diffusion von fluoreszenzmarkierten Polymeren an der Wasser-

Luft-Grenzﬂéche,[m] die CMC von Janus Mizellen !'*) und die Diffusion von

fluoreszenzmarkiertem Poly(styrol) in organischen Losemitteln ',
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Der schematische Aufbau eines Fluoreszenz-Korrelation-Spektrometers ist in

Abbildung 2.11 dargestellt.

Probe (e) Fokus

Linse (c)

Wasser-
immersion (d)

Laserstrahl (a)

Laser dichroitischer
Spiegel (b)
Emissions-
- fﬁ‘#'fdﬁwh Pin:gleer ((;))
""" Detektor (h)
Compu’-[er )] Autokorrelator (i)

Abb. 2.11: Aufbau eines Fluoreszenz-Korrelation-Spektrometers (FCS).

Ein Laserstrahl (a) wird liber einen dichroitischen Spiegel (b) und eine Linse (¢)
sowie ein Wasserimmersionsobjektiv (d) in die Probenkammer (e) gelenkt. Das
emittierte Fluoreszenzlicht der Probe wird mit dem gleichen Objektiv (c) ge-
sammelt, durch den dichroitischen Spiegel (b) und einen Emissionsfilter (f)
geleitet. Ein nachgeschaltetes Pinhole (g) blendet alles Fluoreszenzlicht aus, das
nicht aus der axialen Ebene des fokussierten Probenbereichs stammt. Das Licht

wird auf den Detektor (h), eine Lawinen-Photodiode, geleitet.
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Der groBe Vorteil liegt in der konfokalen Optik, die es erlaubt, die Fluoreszenz
aus einem sehr kleinen, einstellbaren Volumen (10" L) zu detektieren und somit
die Beobachtung einzelner Molekiile ermdglicht.

Die Detektion eines fluoreszenzmarkierten Molekiils erfolgt in dem diffraktions-
begrenzten Volumen. Wenn sich ein fluoreszenzmarkiertes Molekiil im Inneren
des Detektionsvolumen befindet, werden die emittierten Fluoreszenzphotonen
tiber den Detektor aufgezeichnet. Auf Grund der Brownschen Molekularbewe-
gung fluktuiert die Zahl der fluoreszierenden Molekiile, die durch das Detekti-

onsvolumen diffundieren.

Ausgeleuchtetes

Volumen
&
®
Detektions- °
volumen

Abb. 2.12: Ausgeleuchtetes Volumen und Detektionsvolumen eines Fluoreszenz-Korre-

lation-Spektrometers (FCS).

Die Fluoreszenzsignalfluktuationen werden statistisch ausgewertet, dazu miissen
ausreichend viele Daten gesammelt werden, um verléssliche Aussagen zu treffen.
Etwa 100 Molekiildurchgédnge reichen aus, um die charakteristische Diffusions-

zeit der Probenmolekiile und deren Konzentration zu bestimmen.
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2.5.1.1 Autokorrelation

Das gemessene zeitaufgeloste, fluktuierende Fluoreszenzsignal wird mittels
Autokorrelationsanalyse ausgewertet. Jedes Signal der Zeit t wird auf seine

Selbstidhnlichkeit mit den Signalen der Zeit t+t verglichen und normiert.

(F(OF(t+T)
(F@o)’

G(r) = Gl 2.1

Man erhilt eine Kurve, die bei einem Wert 1 vollkommene Korrelation der
Fluoreszenzsignale aufweist. Mit der Zeit nimmt die Korrelation der Signale ab,
bis nach einer bestimmten Zeit zwischen den Fluoreszenzsignalen keine Kor-
relation mehr festgestellt werden kann. Hier ist die Kurve auf den Wert 0 abge-

fallen (vgl. Abbildung 2.13).
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Abb. 2.13: Entwicklung einer Autokorrelationskurve. Nach sehr kurzer Zeit besteht
vollkommene Korrelation der Fluoreszenzsignale. Diese nimmt mit der Zeit ab,
bis keine Korrelation zwischen zwei Fluoreszenzsignalen festgestellt werden

kann.!'1/

26



GRUNDLAGEN

Die dazugehorige Funktion fiir ein ellipsoides Detektionsvolumen mit gaul3for-

miger Intensititsverteilung lautet

1 1 1
G(r)=1+—- GL 2.2

V(7)o e {5)

mit
N = mittlere Anzahl an fluoreszierenden Molekiilen im Detektionsvolumen
T= Korrelationszeit
Tp =  charakteristische Diffusionszeit
= ®,/ ®, Strukturparameter
o; = Radius des Detektionsvolumens in Strahlrichtung
o, = Radius des Detektionsvolumens senkrecht zur Strahlrichtung

Zwei Parameter konnen direkt aus der Korrelationskurve bestimmt werden. So
gibt der zum Wendepunkt zugehorige x-Achsenwert der Autokorrelationskurve
die charakteristische Diffusionszeit tp an. Aus dem Schnittpunkt der Kurve mit
der y-Achse kann die mittlere Anzahl an fluoreszierenden Molekiilen, N, im De-

tektionsvolumen bestimmt werden.
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Abb. 2.14: Der Wendepunkt der Autokorrelationskurve gibt die charakteristische Diffu-

sionszeit Tp an.

209 , —

Zunahme der Konzentration

1,0_Wmmmmmmmmmﬂ
10° 10* 10° 10% 10" 10° 10" 10° 10° 10* 10°
1/ ms

Abb. 2.15: Der Schnittpunkt der Autokorrelationskurve mit der y-Achse gibt die mittlere

Anzahl an fluoreszierenden Molekiilen im Detektionsvolumen an.
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Aus der charakteristischen Diffusionszeit tp kann der Diffusionskoeffizient D be-

rechnet werden.

Gl 2.3

Weiterhin kann der hydrodynamische Radius r, iiber die Stokes-Einstein-Glei-

chung (Gleichung 2.4) ermittelt werden.

. KT Gl. 2.4
h
67nD
mit
m=  hydrodynamischer Radius
D = Diffusionskoeffizient
k= Boltzman-Konstante 1,38°102 J/K

n= Viskositdt des Losemittels
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2.5.2 Einzelmolekiilbeobachtung (SMI)

Die Einzelmolekiilbeobachtung (engl.: single molecule imaging, SMI) wurde
zum ersten Mal in der Gruppe von Prof. Christoph. A. Naumann zur Untersu-
chung von Einzelmolekiilen and der Wasser-Luft-Grenzflaiche angewendet. Es
wurden sowohl die laterale Diffusion von fluoreszenzmarkierten Phospholipiden
in reinen Phospholipidmonolagen als auch die gehinderte Diffusion in
Monolagen mit Lipopolymeren untersucht.!''® "] Neuere Einzelmolekiilbeob-
achtungsexperimente zeigen eine gehinderte laterale Diffusion von Membran-
proteinen in lipopolymerunterstiitzten Lipiddoppelschichten. Diese Modellmem-
bransysteme lehnen sich an eine natiirliche Zellmembran an und kénnen damit
erste Hinweise auf biologisch relevante Daten liefern.!''*!

Der experimentelle Aufbau fiir die Einzelmolekiilbeobachtung (SMI) ist in
Abbildung 2.16 dargestellt. Als Probenzelle wird ein PTFE-Trog mit Bohrung
verwendet. Das Loch wird mit speziell gereinigten Glasplittchen abgedeckt, die
Abdichtung erfolgt mit einem teflonbeschichteten O-Ring. Zur Messung wird die
Wasserschicht zwischen Deckglas und Monolage auf eine Héhe von ca. 200 pm

abgesenkt. Die Oberflichenspannung wird mittels eines Wilhelmy-Systems

bestimmt.
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fluoreszenzmarkierte
Monolage

Wasser

Deckglas

Mikroskop- — PTFE-Trog
objektiv
Laserstrahl
Datenaufnahme/

Bildbearbeitung
\ Laser

dichroitischer Spiegel

N CCD Kamera

Abb. 2.16: Aufbau zur Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Beobachtung.

Zur Anregung der fluoreszenzmarkierten Polymere wird ein Nd:Y AG-Laser mit
der Wellenldnge 532 nm verwendet. Der Laserstrahl wird {iber Linsen und Spie-
gel in ein Inversmikroskop (ZEISS AXIOVERT S100TV) mit einem Wasser-
immersionsobjektiv gelenkt. Ein vorgeschalteter Shutter verhindert zu schnelles
Photobleichen durch eine dauerhafte Belichtung. Das Fluoreszenzsignal bei
566 nm wird tiber eine Linse gesammelt und mit einer verstirkten CCD Kamera
(iPentaMAX 512EFT, PRINCTEON INSTRUMENTS) aufgezeichnet. Die Datenauf-
zeichnung und -auswertung erfolgt mit ISEE IMAGING SOFTWARE (INOVISION

CORP).
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2.5.2.1 Datenanalyse

Fiir die einzelnen fluoreszenzmarkierten Lipopolymere wird die mittlere quadra-

tische Wegldnge (engl.: mean square displacement, MSD) nach Gleichung 2.5

berechnet.
MSD(t) = Y |r(t)—r(t—t,) Gl 2.5
0<t—1,<0.95
mit:
r(t) = Positionsvektor zur Zeit t

t-ty= Zeitintervall zwischen zwei aufeinander folgenden Bildern

Die mittlere quadratische Weglinge beschreibt die ,,effektive Wegstrecke* eines
Molekiils, d.h., es ist ein MaB fiir die durchschnittliche Strecke, die ein Molekiil

in einem bestimmten Zeitintervall zuriicklegt.

\ 4

Abb. 2.17: Spur eines fluoreszenzmarkierten Einzelmolekiils tiber fiinf Zeitintervalle.
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Unter Annahme einer ungehinderten zweidimensionalen Diffusion kann der late-
rale Diffusionskoeffizient D aus der mittleren quadratischen Weglinge (MSD)

nach Gleichung 2.6 erhalten werden.

_ MSD(z) Gl 2.6
4¢

D

Zudem wurden aus den Daten die kumulierten Verteilungsfunktionen (engl.:
cumulative distribution function, CDF) berechnet. Dazu werden aus den indivi-
duellen Spuren die Wegquadrate r* gezihlt, deren Wert kleiner oder gleich 1 ist
und mit der Gesamtanzahl der untersuchten Spuren normalisiert. Bei jeder ku-

mulierten Verteilungsfunktion wurde normale, ungehinderte laterale Diffusion

angenommen, daraus folgt Gleichung 2.7. 1'% 1*°]
2
P, 0 =1-expl % Gl 2.7
o)

mit:
<r’(t)>= mittlere quadratische Weglinge (MSD(t))

t= Zeitintervall zwischen zwei aufeinander folgenden Bildern

Die kumulative Wahrscheinlichkeit ist dann als der Bruchteil der Daten definiert,

die kleiner oder gleich dem Wegquadrat r* sind.
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3 Zielsetzung

In den letzten Jahren hat die Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie Moglich-
keiten eroffnet, verschiedenste Proben, wie Makromolekiile, Proteine und Zellen
auf Heterogenititen zu untersuchen. Mit diesen Methoden ist es moglich, die Dy-
namik des Systems auf der Einzelmolekiilebene zu untersuchen und somit Statis-
tiken und Verteilungen zu erhalten, die mit konventionellen Ensemblemessme-
thoden nicht zugénglich sind.

Ziel dieser Arbeit war es, definierte Polymersysteme zu synthetisieren und mit-
tels Einzelmolekiilfluoreszenztechniken auf ihr Diffusions- und Aggregations-
verhalten in wissriger Losung sowie an der Wasser-Luft-Grenzfliche zu
untersuchen. Zur Untersuchung der mafgeschneiderten Polymere sollten ver-
schiedene Einzelmolekiilfluoreszenztechniken in Zusammenarbeit mit unseren
Kooperationspartnern Prof. Christine Papadakis vom Physik Department
(Strukturierte Polymersysteme) der TU Miinchen und Prof. Christoph A.
Naumann von der Indiana University - Purdue University Indianapolis (Memb-
rane Biophysics and Biomaterials Science) angewendet werden.

Hierzu wurden verschiedene Poly(2-oxazolin)e durch ringdffnende kationische
Polymerisation von 2-Oxazolinen dargestellt. Dabei war angedacht, verschiedene
Polymerarchitekturen, wie Homo-, Diblock-, Triblockpolymere, statistische Po-
lymere sowie Lipopolymere und Lipopolymere mit ionischem Charakter zu ver-
wirklichen. Um eine Untersuchung mit den fluoreszenzspektroskopischen
Messmethoden zu ermdglichen, sollten diese Polymere in einer polymeranalogen
Reaktion mit einem geeigneten Fluoreszenzfarbstoff markiert werden.

Es war geplant, mit der Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie (FCS) Informa-
tionen tiber Diffusionsmechanismen einzelner Polymere und somit deren Selbst-
organisation in Losung zu supramolekularen Strukturen aus Homo-, Diblockco-,
Triblockcopolymeren sowie statistischen Copolymeren zu erhalten. Beginnend
bei einfachen Homopolymersystemen sollten dann fluoreszenzmarkierte
amphiphile AB- und ABA-Blockcopolymere untersucht werden. Ziel war, den

Einfluss von komplexen, supramolekularen Aggregaten (Unimere, Mizellen, mi-
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zellare Netzwerke) auf die Diffusion einzelner Polymere zu untersuchen und so
Einsicht in die Struktur und Dynamik supramolekularer Polymeraggregate auf
der nanoskopischen Lingenskala zu erhalten. Im Besonderen sollten der Dif-
fusionskoeffizient D, der hydrodynamische Radius 1, und die kritische Mizell-
bildungskonzentration CMC bestimmt werden. Ein wichtiger Punkt war die Un-
tersuchung des Einflusses des Fluoreszenzfarbstoffs auf die Aggregation. Des
Weiteren sollten Unterschiede im Aggregationsverhalten zwischen Diblockco-
polymeren und statistischen Copolymeren bestimmt werden.

Dabei sollte die FCS erstmals auf amphiphile Polymere in Losung angewendet
werden. Zur Verifizierung der Ergebnisse und der Methode sollten die Mess-
werte mit Ergebnissen der Dynamischen Lichtstreuung (DLS) verglichen wer-
den.

Bei der Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Beobachtung war die Untersuchung von Li-
popolymeren an der Wasser-Luft-Grenzfldche geplant. Ein wesentliches Ziel war
es, auf Basis von Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Untersuchungen die laterale Diffu-
sion in Langmuir-Monolagen auf der Einzelmolekiilebene auszuwerten und
erginzende Aussagen zu Ensemblemessungen zu erhalten. Die Messungen soll-
ten bei verschiedenen Filmdriicken durchgefiihrt werden, um Aussagen iiber die

Diffusion in verschiedenen Phasen der Langmuir-Monolage zu treffen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese

4.1.1 Polymerisation von 2-Alkyl-2-oxazolinen

2-Oxazoline konnen kationisch lebend polymerisiert werden. Somit kann bei
quantitativem Umsatz die Kettenldnge des Polymers liber das Monomer zu Initi-
ator-Verhiltnis eingestellt werden. Geeignete Initiatoren und Abbruchsreagen-
zien bieten die Moglichkeit, terminale Funktionalititen in das Polymer einzu-
bringen.

Die Polymerisationen wurden mit Triflaten gestartet, da diese schnell initiieren
und somit eine enge Molmassenverteilung ermoglichen.

Fiir die Polymerisation wurde der entsprechende Initiator (Methyltriflat, bzw.
Lipidtriflat) in einem druckfest verschlieBbaren Reaktor im Losemittel oder Lo-
semittelgemisch gelost. Die Initiatorlosung wurde vor der Zugabe des Monomers
auf 0°C gekiihlt, um einen vorzeitigen Start der Polymerisation wéahrend der Zu-

gabe des Monomers zu verhindern.
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Abb. 4.1: Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung von verschiedenen Polymeren

auf 2-Oxazolin-Basis.

Zur gekiihlten Losung des Initiators wurde das Monomer zugegeben und der Re-
aktor verschlossen. Die Polymerisation wurde gestartet, indem der Reaktor aus
dem Eisbad direkt in ein vortemperiertes Olbad iiberfiihrt wurde. Intensives Riih-
ren der Reaktionslosung stellt gleichméBiges Erwdrmen und somit gleichzeitigen
Start des Kettenwachstums sicher.

Alle Polymerisationen wurden mit Piperazin, einem zyklischen Diamin, ab-
gebrochen. Um die Terminierung von zwei Polymerketten durch das Abbruchs-
reagens zu unterbinden, wurde Piperazin in zwanzigfachem Uberschuss einge-
setzt. Nach Reaktion iiber Nacht wurde das iiberschiissige Abbruchsreagens im

Feinvakuum entfernt. Das Trifluormethansulfonat wurde durch Losen des Poly-
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mers in Chloroform und Riithren mit Kaliumcarbonat entfernt. Die Polymere
wurden durch Fillen in Diethylether und anschlieBendes Zentrifugieren isoliert.
Nach dem Gefriertrocknen aus Benzol wurden die Polymere als farbloses Pulver

erhalten.

4.1.1.1 Homopolymere

Als einfachstes System wurden Homopolymere des 2-Methyl-2-oxazolins ver-

schiedener Kettenlédnge polymerisiert.

n

MeJrN/\—}N/\/
Lo
CHs

Abb. 4.2: Poly(2-methyl-2-oxazolin) PMOx,,.

Bei den niedrigeren Polymerisationsgraden werden enge Molmassenverteilungen

erhalten, bei PMOxgy steigt der PDI (vgl. Tabelle 4.1) etwas an.

Tab. 4.1: Dargestellte Homopolymere PMOx,

Polymer Mo/l Ausbeute / % M,” PDI”
PMOx; 10 84 1210 1,19
PMOx, 30 87 2310 1,21
PMOx,s 40 89 3930 1,10
PMOxg 60 93 5220 1,58

a) bestimmt mit 'H-NMR, b) bestimmt mittels GPC

Der Anstieg der Polydispersitét bei hoheren Polymerisationsgraden wird auf eine
Ubertragungsreaktion zuriickgefiihrt, die vermehrt bei Versuchen, Polymere mit
hohen Polymerisationsgraden darzustellen, auftritt. Das Oxazoliniumkettenende
wird dabei in eine Enamin-Ether-Endgruppe und eine neue wachsende Spezies

tiberfiihrt. Es entstehen niedermolekulare Ketten, wenn die neue wachsende Spe-
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zies mit dem Monomer reagiert. Ebenso konnen hochmolekulare verzweigte Po-

lymere entstehen, wenn die Enamin-Ether-Endgruppe mit der aktiven Polymer-

kette reagiert (vgl. Abbildung 4.3).2% 1!+ 122]

a)
N/—_\O
NS
/ \ / \ [S)
CHy CH; CHs
b)
I\
) "Ny © [0k @
HN@.0 X \C(HS HTT: N@%O X
0]
CH3 CH3 n CH3
c)
CH2 H H /N [S)
+ —_— Ay N/\)L_<\@j X
— =o
IWVVWV\—N\@/O X@ R

Abb .4.3: Ubertragungsreaktion bei der 2-Oxazolinpolymerisation: a) Umwandlung
eines Kettenendes in eine Enamin-Ether-Endgruppe und eine neue wachsende
Spezies, b) Entstehung niedermolekularer Ketten, c) Reaktion der Enamin-

Ether-Spezies mit einer aktiven Polymerkette zu hochmolekularen verzweigten

Polymeren.

39



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1.1.2 Diblockcopolymere

Es wurden zwei verschiedene Typen, AB und BA, Diblockcopolymere aus den
Monomeren 2-Methyl-2-oxazolin und 2-n-Nonyl-2-oxazolin dargestellt. Auf-
grund der unterschiedlichen Kopf- und Endfunktionalisierung entstehen asym-
metrische Diblockcopolymere. Dadurch kann eine polymeranaloge Modifikation

am hydrophoben oder hydrophilen Block erfolgen.

MeJ[r\r:/o\ﬂn—fT:/o\tnN\//\NH Mejr,r:/\o 1 : [ T:/O\tnN\//\NH
CHs (CH2)s (CH2)s CHs
CHs CHs

Abb. 4.4: Poly(2-methyl-2-oxazolin)-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin) P[(MOx),(NOx).]
und Poly(2-n-nonyl-2-oxazolin)-b-(2-methyl-2-oxazolin) P[(NOx),(MOX)].

Bei dem Polymer P[(MOx)4(NOXx),] ist die Modifizierung mit dem Fluores-
zenzfarbstoff an dem hydrophoben Teil des Polymers liber die freie Amino-
gruppe des gekoppelten Piperazins mdglich, wohingegen bei P[(NOX);¢(MOX)3,]

das hydrophile Polymerende mit einem Fluoreszenzfarbstoff modifiziert ist.

Tab. 4.2: Dargestellte Diblockcopolymere

Polymer M'y/I, M%)/, Ausbeute/ % M, PDIY
P[(MOxX)5(NOx);] 30 6 89 4030 1,20
P[(NOX);o(MOx)5] 7 30 96 4800 1,07

a) bestimmt mit 'H-NMR, b) bestimmt mittels GPC
Die Diblockcopolymere wurden mit vergleichbaren Blockldngen dargestellt, um

spater den Einfluss der Markierungsstelle auf die Diffusion und das Aggrega-

tionsverhalten untersuchen zu konnen.
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4.1.1.3 Triblockcopolymere

Die Triblockcopolymere wurden, analog den Diblockcopolymeren, durch se-
quentielle Monomerzugabe dargestellt.

Es wurden zwei verschiedene Triblockcopolymerarchitekturen verwirklicht:

SRR T R T
CHs (CHy)s CHs (CHo)s CHs (CHo)s
CHg CHg CH;

Abb. 4.5: Poly(2-methyl-2-oxazolin)-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin)-b-(2-methyl-2-oxazolin)
P[(MOx),(NOX),,(MOx),] und Poly(2-n-nonyl-2-oxazolin)-b-(2-methyl-2-oxa-
zolin)-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin) P[(NOx),(MOX),,(NOx)/].

Zum einem wurden bolaamphiphile ABA-Strukturen dargestellt, mit dulleren
hydrophilen Poly(2-methyl-2-oxazolin)-Blocken und einen mittleren hydropho-
ben Poly(2-n-Nonyl-2-oxazolin)-Block. Fiir vergleichende Untersuchungen
wurde ebenfalls eine inverse Struktur (BAB) mit zwei dufleren hydrophoben
Blocken synthetisiert. Hierbei zeigen sich die besonderen priaparativen Moglich-

keiten des 2-Oxazolin-Systems.
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Tab. 4.3: Dargestellte Triblockcopolymere

M/, M%/1, M°)/I, Ausbeute/ M,” PDI”

Polymer %

P[(MOx),(NOx);(MOx)4] 20 7 20 79 4380 1,40
P[(MOx)3)(NOx)7(MOx),6] 30 7 30 86 6250 1,35
P[(NOX)1o(MOXx)4(NOx)s] 7 30 7 82 7060 1,26
P[(NOx)7(MOx)54(NOx),] 7 50 7 81 7460 1,30

a) bestimmt mit ' H-NMR, b) bestimmt mittels GPC

Zur genauen Bestimmung der Polymerisationsgrade und Polydispersitidten der
einzelnen Teilblocke wurden die GPC-Elugramme vor jeder weiteren Monomer-
zugabe aufgenommen. Sie zeigten durchgehend eine monomodale Verteilung,
die mit jedem weiteren Block zu héheren Molmassen verschoben war. Der Poly-
dispersitatsindex nahm mit steigendem Polymerisationsgrad zu. Nach der Poly-
merisation des ersten Blocks wurden PDIs zwischen 1,03 - 1,06, nach dem
zweiten Block zwischen 1,10 - 1,25 erhalten. Nach beendeter Polymerisation
besitzen die Produkte einem Polydispersitdtsindex zwischen 1,26 und 1,40. Dies
ergibt sich zwangsliufig durch die Addition der Einzelpolydispersititen (vgl.
Abbildung 4.1.6).
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80
..... P(MOX)SO
------- P[(MOXx),,(NOX).]

60 —— P[(MOX),,(NOX),(MOx),]

Intensitat / willk. Einh.

Abb. 4.6: GPC-Elugramme (RI-Detektor) der Vorstufen P(MOXx)3p und
P[(MOx)39(NOx)], sowie des Triblockcopolymers P[(MOx)3o(NOx)(MOx) /.
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4.1.1.4 Statistische Copolymere

Die statistischen Copolymere wurden durch gleichzeitige Zugabe beider Mono-

mere, 2-Methyl-2-oxazolin und 2-n-Nonyl-2-oxazolin dargestellt.

Me-%N } { N } N\//\ NH
o ntko 'm
CHs ((|3H2)8
— CH3 — stat.

Abb. 4.7: Poly[(2-methyl-2-oxazolin)-(2-n-nonyl-2-oxazolin)] s.;. P[(MOX),(NOX)[star..

Tab. 4.4: Dargestellte statistische Copolymere

Polymer M'y/I, M%/I, Ausbeute/% M, PDIY
P[(MOx)33(NOX)11)star. 30 10 64 5080 1,20
P[(MOX)s(NOX)glsar. 40 6 87 4690 1,38

a) bestimmt mit ' H-NMR, b) bestimmt mittels GPC

Einfache Loslichkeitsversuche mit P[(MOX);33(NOX)qq]¢at. Z€igten ein sehr unter-

schiedliches Verhalten zu Diblockcopolymeren mit vergleichbarem MOx/NOx-

Verhiltnis. Erhidlt man bei den Diblocken klare Losungen, so ist bei statistischer

Verteilung der hydrophoben Monomereinheiten das Polymer weder in Wasser

noch organischen Losemitteln 16slich. Dies deutet auf ein sehr unterschiedliches

Aggregationsverhalten der statistischen Copolymere hin. Um diesen interessan-

ten Aspekt untersuchen zu kénnen, wurde P[(MOX)49(NOX)g]s¢ae. mit einem ge-

ringeren 2-n-Nonyl-2-oxazolin-Anteil synthetisiert. Die Reduzierung des hydro-

phoben Monomeranteils fiihrte zu einer guten Loslichkeit in Wasser und organi-

schen Losemittel.
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4.1.1.5 Lipidinitiatoren

Lipide in biologischen Membranen bestehen in der Regel aus Estern der entspre-
chenden Fettsduren und Glycerinderivaten. Ester sind unter sauren und alkali-
schen Bedingungen hydrolyseempfindlich. Um Lipide zu erhalten, die unter Re-
aktionsbedingungen der Initiatorsynthese und der Polymerisation stabil sind,
wurden ausschlieflich Etherlipide verwendet. Sie ermdglichen zudem eine gute
chemische Bestiandigkeit und Langzeitstabilitit in wéssrigem Medium.

Trifluormethansulfonsdureester sind gute Initiatoren der Polymerisation von 2-
Oxazolinen. Sie konnen direkt aus den entsprechenden Alkoholen durch Umset-
zung mit Trifluormethansulfonsdureanhydrid dargestellt werden.!*® '#*- 1?4 Die
verwendeten Etherlipide bieten durch ihren groBen hydrophoben Rest die Mog-
lichkeit, auch bei ldngeren hydrophilen Polymerketten stabile Langmuir-Blod-

gett-Schichten zu erzeugen und konnen einfach in den entsprechenden Trifluor-

methansulfonsdureester umgewandelt werden.

4.1.1.5.1 Dioctadecylglycerylinitiator

Stearinsdure (Oktadecansdure) ist ein hdaufiger Bestandteil natiirlicher Lipide.
Der Diether des homologen Dioctadecanols (2,3-O-Dioctadcecylglycerol) wurde
als geeigneter Lipidbaustein fiir die Lipopolymersynthese ausgewdhlt. Die freie

Alkoholfunktion kann in bekannter Weise in die Initiatorfunktion uberfithrt wer-

den [46. 122, 125]
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Abb. 4.8: Synthese von 2,3-O-Dioctadecylglyceryltrifiat.

Der Alkohol wird in Dichlormethan geldst, das Kaliumcarbonat zugegeben und
die Losung auf 0 °C gekiihlt. Das Triflatanhydrid wird unter intensiver Durchmi-
schung der Reaktionslosung langsam zugegeben. Ein quantitativer Umsatz des
Alkohols in den entsprechenden Trifluormethansulfonsiureester wird durch
einen Uberschuss des Anhydrids und eine geeignete Reaktionsfiihrung erreicht.
Die Losung wird iiber Nacht auf Raumtemperatur equilibriert. Das Kaliumcar-
bonat wird abfiltriert und das iiberschiissige Triflatanhydrid im Olpumpen-
vakuum entfernt. Das erhaltene 2,3-O-Dioctadecylglyceryltriflat liegt als
farbloser Feststoff vor. Die quantitative Umsetzung wird mittels NMR nachge-

wiesen.

4.1.1.5.2 Diphytanylinitiator

Lipide mit langen, gesittigten Kohlenwasserstoffketten neigen zur Kristallisa-
tion. In Membrankonstrukten kann dies zur unerwiinschten Phasenseparation und
Destabilisierung der Membran fiihren. In der Natur sind Lipide mit ungesattigten
Fettsduren, die einem niedrigeren Schmelzpunkt aufweisen, in Membranen ein-
gebaut. Ungesittigte Fettsduren sind aber mit der Initiatorsynthese nicht kompa-
tibel und nicht langzeitstabil, so dass ein Lipid mit verzweigter Kohlenwasser-
stoftkette verwendet wird. Diese 3,7,11,15-Tetramethylhexadecanylderivate

kommen in der Natur in Zellmembranen so genannter Extremophilen vor. Das
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sind Bakterien, die unter extremen Bedingungen leben. Durch die Verzweigung
der Alkylkette wird die Kristallisationsfahigkeit effektiv herabgesetzt, die chemi-
sche Stabilitdt des Lipids bleibt erhalten.

Aus dem kommerziell erhdltlichen Phytol (3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-
1-ol) kann durch Hydrierung der Doppelbindung Phytanol (3,7,11,15-Tetra-
methylhexadecan-1-ol) erhalten werden. Die Hydrierung verlduft mit Raney-Ni-

ckel als Hydrierungskatalysator.’® 126+ 127]

)\/\)\/\)\/\)\/\OH

Raney-Ni
Ho

P NS .

Abb. 4.9: Hydrierung von 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol.

Bei der Reaktionsfithrung ist darauf zu achten, dass die Wasserstoffkonzentration
der Losung hoch ist. So wurde die Wasserstoffatmosphire mehrmals erneuert
und zur Erhohung der Diffusion des Wasserstoffs wird die Losung heftig durch-
mischt. Nach drei Tagen Reaktion ist die Hydrierung quantitativ. Das Produkt
wird durch Abfiltrieren des Katalysators und Entfernen des Losemittels erhalten.

Zur Synthese des Diethers wird Phytanol zum entsprechenden Mesylat umge-

setzt.
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Abb. 4.10: Synthese von Methansulfonsdure-3,7,11,15-tetramethylhexadecylester.

AnschlieBend werden iiber klassische Williamson-Ethersynthese zwei Phytanol-
mesylate mit 1-Benzyl-glycerol zum 1-Benzyl-2,3-O-di-phythanylglycerol um-
gesetzt. Dabei wird das 1-Benzyl-glycerol mit Natriumhydrid deprotoniert und
durch Zugabe der Mesylate zum Ether umgesetzt. Die Aufreinigung erfolgt durch

Saulenchromatographie.

HO Na"~O
HO:k +2 NaH Na ‘o:k
o o)

oD

P P
MMOLO

Abb. 4.11: Synthese von 1-Benzyl-2,3-O-di-phythanyl-sn-glycerol.
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Die Benzylschutzgruppe wird durch Hydrierung abgespalten. Es wird analog der
Hydrierung des Phytols vorgegangen mit Palladium/Kohle als Hydrierungskata-
lysator. Die Reaktion ist nach 4 Tagen vollstindig. Das Produkt wird mittels

Sadulenchromatographie gereinigt.

Abb. 4.12: Synthese von 2,3-Di-O-phythanyl-sn-glycerol (Archaeol).

Das erhaltene 2,3-O-Di-phythanyl-sn-glycerol, Archaeol, ist ein Lipid, das den
GroBteil der Zellmembran vieler Extremophilen bildet.
Das Archaeol wird analog dem 2,3-O-Dioctacecyl-sn-glycerol mit Trifluor-

methansulfonsdureanhydrid zum entsprechenden Triflat umgesetzt.
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Abb. 4.13: Synthese von 2,3-Di-O-phythanyl- I-trifluormethansulfonyl-sn-glycerol.

Die Reaktionslosung zeigt wahrend der Reaktion eine braune Farbung. Nach der
Aufarbeitung wird ein leicht gelblich gefirbtes Ol erhalten. Die Umsetzung ver-

lauft quantitativ.

4.1.1.6 Lipopolymere

Die Synthese der Lipopolymere verlduft wie die Polymerisation der Homopoly-
mere. Da sich die Lipidinitiatoren nur schlecht und bei erhohter Temperatur in
Acetonitril 10sen, wird als Losemittel und Reaktionsmedium Chloroform ver-
wendet. Es ist sowohl fiir das Monomer als auch das Lipid und das Polymer ein
gutes Losemittel. Die Reaktionstemperatur wird auf Grund der niedrigeren Sie-

detemperatur von Chloroform auf 60°C erniedrigt.
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4.1.1.6.1 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin)e

Mit 2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonyl-sn-glycerol als geséttigten,
unverzweigten Lipidinitiator wurden drei 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-
poly[(2-methyl-2-oxazolin)e DiC;sPMQOx, mit unterschiedlicher Kettenldnge
dargestellt.

Abb. 4.14: 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin) DiC1sPMOxp.

Tab. 4.5: Dargestellte Lipopolymere DiC1sPMOx,

Polymer M'o/I Ausbeute / % M, PDI”
DiC15PMOx;;5 15 90 1940 1,05
DiCsPMOx3, 30 87 3220 1,06
DiC,sPMOxs, 50 90 4920 1,16

a) bestimmt mit 'H-NMR, b) bestimmt mittels GPC
Die Polymerisationen verlaufen mit sehr guten Ausbeuten. Es werden sehr enge

Molmassenverteilungen erhalten, die mit zunehmenden Polymerisationsgrad nur

unwesentlich ansteigen.
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4.1.1.6.2 1,2-Di-O-phythanyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin)e
Die 1,2-Di-O-phythanyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin)e (DiPhyPMOXx)
wurden analog den 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazo-

lin)en polymerisiert.

Abb. 4.15: 1,2-Di-O-phythanyl-poly(2-methyl-2-oxazolin)e DiPhyPMOx.,,.

Tab. 4.6: Dargestellte 1,2-Di-O-phythanyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin)e

DiPhyPMOx,

Polymer Mo/, Ausbeute / % M,” pDI”
DiPhyPMOx;5 15 82 2000 1,24
DiPhyPMOx3, 30 87 3440 1,13
DiPhyPMOxs; 50 88 5060 1,06

a) bestimmt mit 'H-NMR, b) bestimmt mittels GPC

In Abbildung 4.16 ist das 'H-NMR-Spektrum von DiPhyPMOX;, abgebildet.
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Abb. 4.16: ' H-NMR-Spektrum von DiPhyPMOXxs3; mit Signalzuordnung

Die Polymerkettenlinge wurde durch Endgruppenanalyse der 'H-NMR-Spektren
ermittelt. Uber die Integralverhiltnisse der Signale der Alkylendgruppen und der
Monomereinheiten der Polymerkette wurden die Polymerisationsgrade bestimmt.
In Abbildung 4.16 sind die Signale der Diphythanyl-Endgruppe 3 bei einer
chemischen Verschiebung zwischen 0,8 ppm und 1,7 ppm zu erkennen. Die Sig-
nale in diesem Bereich entsprechen den 78 Protonen der Alkylkette. Die Proto-
nen der Methylgruppen 2 sind, polymerbedingt, verbreitert und im Bereich von
2,0 ppm bis 2,2 ppm zu finden. Die vier Protonen pro Monomereinheit des Po-

lymerriickgrats 1 liegen zwischen 3,3 ppm und 3,6 ppm.
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Die Polymere konnen mit guten Ausbeuten und niedrigen Polydispersitdten er-

halten werden. Die Molmassenverteilungen sind monomodal.

4.1.1.7 Ionische Lipopolymere

4.1.1.7.1 Monomersynthese

Zur Synthese des funktionalisierten 2-(4-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolins
wird von Bernsteinsduremonomethylester ausgegangen, der mit Thionylchlorid
zum Sidurechlorid umgesetzt wird. Bei der Aufarbeitung wird iiberschiissiges
Thionylchlorid im Vakuum entfernt und anschlieend fraktioniert destilliert. Das
Saurechlorid wird mit 2-Chlorethylammoniumchlorid zum N-(2-chlorethyl)-5-
methoxycarbonylpropanamid umgesetzt. Durch Destillation im schwachen
Vakuum mit wasserfreiem Natriumcarbonat wird in einem Schritt das esterfunk-
tionalisierte Oxazolin analysenrein aus N-(2-chlorethyl)-5-methoxycarbonylpro-
panamid erhalten. Die Synthese erfolgte nach einer modifizierten Literaturvor-

1118) Anstelle des potentiell krebserregenden Aziridins

29]

schrift nach Levy und Lit

wurde 2-Chlorethylammoniumchlorid fiir die Synthese verwendet.|

o) o) o |
SOCl, oI HaN>C
MGONOH 3 MGONCI -
NEt; CH,Cl,

o O

O

2 3

©)

MeO™ O

Abb. 4.17: Synthese von 2-(4-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin.
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In Abbildung 4.18 ist das "H-NMR- und “C-NMR-Spektrum der Verbindung
2-(4-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin dargestellt. Alle Signale treten mit der
erwarteten chemischen Verschiebung und den erwarteten Integralverhiltnissen

auf.

32 |°
2 3 4
I\
7|4 6 7
56
O~ ~O-CHj; 1
40 20
2 3 1 4 5

46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24
ppm

Abb. 4.18: 'H-NMR- und > C-NMR-Spektrum (Einschub) von 2-(4-Methoxycarbonyl-
ethyl)-2-oxazolin.

4.1.1.7.2 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin)-(2-
propionylsiure-2-oxazolin)]..

Die statistische Copolymerisation von 2-(4-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin

mit 2-Methyl-2-oxazolin ldsst sich unter lebenden Bedingungen durchfiihren.

Aufgrund des —I-Effekts der Carbomethoxygruppe verlduft die Polymerisation

von 2-(4-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin etwas langsamer als die des

2-Methyl-2-oxazolin, so dass die Struktur des resultierenden Polymers keine per-

fekte statistische Verteilung der Monomere ergibt. Man erhélt vielmehr ein Gra-
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dientencopolymer.''”’  Durch die polymeranaloge Verseifung werden

saurefunktionalisierte Lipopolymere erhalten.

=N

ot e

CHs

= HO o — stat.
Abb. 4.19: 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin)-(2-propiony!-
sdure-2-oxazolin)] .. DiC1sP[(MOX)(SOX) ] star.

Es wurden drei Polymere der Zusammensetzung DiCgP[(MOX),(EOX),]stae. mit
unterschiedlichen Polymerisationsgraden synthetisiert. Der Anteil an sdurefunk-

tionalisierten Oxazolinmonomereinheiten wurde mit ca. 50% konstant gehalten.

Tab. 4.7: Dargestellte 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin),-
(2-(2-methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin) ] esia. DiC1sP[(MOX),(EOX) ] star.

Polymer Anteil SOx  Ausbeute / M,” PDI”
im Polymer / %
%
DiC 5P [(MOX)12(EOX) 2] stat 50 57 3570 1,12
DiC 5P [(MOX)20(EOX) 5] stat. 43 43 4720 1,59
DiC 5P [(MOX)25(EOX)2s] tat. 50 79 6720 1,18

a) bestimmt mit 'H-NMR, b) bestimmt mittels GPC

Bis auf eine Ausnahme wurden enge Polydispersitétsverteilungen erhalten und
das gewiinschte Monomerverhéltnis konnte gut kontrolliert werden, so dass der
Prozentsatz an sdurefunktionalisiertem Oxazolin in den Polymeren vergleichbar

1st.
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Die Verseifung der Esterfunktionen in 0,1 molarer Natronlauge verlief vollstin-

dig und in guten Ausbeuten.

CigHa7"O7 ~
C18H37'O:K
N 1 Iy ] N—\

o T T e

MeO™ ~O

= — stat.

1. 0,1M NaOH

2.0,1fM HCI

CigHa77O7 ~
C18H37'O:K
N 1 [N ] N—

o T T [

NH

- — stat.

Abb. 4.20: Verseifung von DiCisP{(MOX),(EOX)u]star. zu DiC13P[(MOX)(SOX) ] stat.

In Abb. 4.21 sind die 1H-NMR-Spek‘[ren vor (DiCygP[(MOX),5(EOX);5]tat.) und
nach der Verseifung (DiCgP[(MOXx),5(SOX)s]sac.) dargestellt.
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a) C1gH37-O
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Abb. 4.21: IH—NMR—Spektren von a) DiCisP[(MOx),(EOX) ] star. und
b) DiC1sP[(MOXx),(SO0X) ] star.-
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Der Reaktionserfolg konnte mit 'H-NMR-Spektroskopie bestitigt werden, das
Signal der Methylestergruppe 5 bei 3,65 ppm ist im 'H-NMR-Spektrum nicht
mehr vorhanden. Die Integralverhéltnisse der anderen Signale bleiben konstant.
Geringfiigige Anderungen in der chemischen Verschiebung sind auf die Verwen-
dung eines unterschiedlichen NMR-Losemittels (CDCl;, bzw. d¢-DMSO) zu-
rickzufiihren.

Die synthetisierten sdurefunktionalisierten Lipopolymere werden zurzeit von
Prof. Christoph A. Naumann fir fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen
eingesetzt. Die Experimente sind noch nicht abgeschlossen, so dass in dieser Ar-
beit noch keine Ergebnisse iiber das Diffusionsverhalten sdurefunktionalisierter

Lipopolymere an der Wasser-Luft-Grenzflache gezeigt werden kdnnen.
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4.1.2 Fluoreszenzmarkierung

Von allen dargestellten Polymeren wurde ein Teil mit dem Fluoreszenzfarbstoff

Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC) polymeranalog umgesetzt.

TRITC

MeOH, 3 Tage
Abb. 4.22: Fluoreszenzmarkierung eines piperazinfunktionalisierten Polymers.

Das Polymer wird in trockenem Methanol geldst und mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff im Uberschuss versetzt. Es wird fiir drei Tage unter Lichtausschluss geriihrt
und anschliefend das Losemittel groBtenteils entfernt. Die Abtrennung des iiber-
schiissigen Farbstoffs erfolgt durch GréBenausschlusschromatographie. Das er-
haltene, stark rot gefarbte, Produkt wird unter Lichtausschluss gelagert. Die Um-
setzung verlauft quantitativ unter Ausbildung einer Thioharnstoffbindung zwi-
schen dem piperazinfunktionalisierten Polymer und dem Farbstoff. Die Existenz
der Bindung kann iiber FTIR-Spektroskopie nachgewiesen werden. So tritt in
allen Spektren der Produkte die charakteristische symmetrische Valenz-
schwingungsbande von freien arylischen Thioharnstoffen bei 1187cm™ auf. Die
charakteristische Schwingung von arylischen Thioisocyanaten um 2150 cm™ ist
nach der Aufarbeitung in den Spektren der markierten Polymere nicht mehr zu

beobachten.
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Abb. 4.23: FT-IR-Spektren von a) P(MOx);3, b) TRITC und c) P(MOx);3-TRITC.
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Auch mittels "H-NMR-Spektroskopie der TRITC-markierten Polymeren kann bei
Polymeren mit kurzen Kettenldngen die erfolgreiche Fluoreszenzmarkierung
nachgewiesen werden. In Abbildung 4.24 ist exemplarisch das 'H-NMR von
P(MOx);-TRITC dargestellt. Im Spektrum treten neben den charakteristischen
Signalen des Polymers P(MOx);3; Signale von TRITC auf. Bei einer chemischen
Verschiebung von 6 = 3,25 ppm ist der Peak der Methylgruppen 1 zu erkennen
und im Aromatenbereich treten Signale auf, die dem Farbstoff 6 eindeutig zuge-
ordnet werden konnen. Die Signale der Piperazin-Endgruppe 4, 5 sind quantitativ
von 2,95 ppm und 2,50 ppm zu 3,4 ppm und 2,0 ppm verschoben. Dies ldsst auf

eine quantitative Fluoreszenzmarkierung schlief3en.

1
6
T T 7 i = ;
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5
2
6 5
3
4
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15

(ppm)

Abb. 4.24: 'H-NMR von P(MOx);3-TRITC, Bereich der aromatischen Protonen des
Farbstoffs ist vergrofert dargestellt.
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UV-Vis- und fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen belegen (vgl. 4b-
bildung 4.25), dass durch die Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen
Farbstoff und Polymer die charakteristischen Kurvenstrukturen erhalten bleiben.
Die Absorbanz und die Fluoreszenzemission des Farbstoffs verdndern sich nach
Anbindung an das Polymer kaum. Das Maximum der Fluoreszenzemission ist
aufgrund der geringen strukturellen Anderungen am Fluoreszenzfarbstoff nur um

3 nm zu kiirzeren Wellenldngen verschoben.

TRITC
Polymer-TRITC

Absorbanz / willk. Einh.
|

Fluoreszenzemission / willk. Einh.

—

T T T T T T I
425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750
Wellenlange / nm

Abb. 4.25: UV-Vis- und Fluoreszenzspektren (normiert) von Tetramethylrhodaminiso-

thiocyanat (TRITC) und einem fluoreszenzmarkierten Polymer.
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4.2 Einzelmolekiiltechniken

Die dargestellten fluoreszenzmarkierten Polymere wurden in Zusammenarbeit
mit Prof. Ch. Papadakis vom Physik Department (Strukturierte Polymersysteme)
der TU Miinchen und Prof. Ch. A. Naumann von der Indiana University - Purdue
University Indianapolis (Membrane Biophysics and Biomaterials Science) fluo-
reszenzspektroskopisch untersucht. Bei den angewandten Untersuchungsmetho-
den handelt es sich um Einzelmolekiiltechniken, deren Aufbau und Messprinzip
unter 2.5.1 und 2.5.2 bereits ndher erldutert wurden. Im Weiteren werden die Er-
gebnisse aus den Messungen der Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie und der

Einzelmolekiilbeobachtung gezeigt.

4.2.1 Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie

Mit der Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie (FCS) wurde das Aggregations-
verhalten von einzelnen fluoreszenzmarkierten Polymeren, wie Homopolymeren,
Diblock- und Triblockcopolymeren sowie statistischen Copolymeren in Wasser
untersucht. Dabei wurde zum einen der Einfluss des Fluoreszenzfarbstoffs auf
das Aggregationsverhalten analysiert, zum anderen die Diffusionskoeffizienten,
hydrodynamische Radien und die kritische Mizellbildungskonzentration (CMC)
als Funktion der Molekiilstruktur ermittelt.

Zur Bestimmung dieser Parameter wurden bis jetzt vor allem Differentialraster-

134]

[132. 1331 " optische Mikroskopie !'**),

kalorimetrie, [*% 1*!1 Elektronenmikroskopie

Kleinwinkelneutronen- und Rontgenstreuung, sowie statische Lichtstreuung,

[51, 53, 135, 136, 137 138, 139, 140, 141,

I dynamische Lichtstreuung, NMR-Spektroskopie !
142, 193.1941 yynd Messungen der Oberflichenspannung °? verwendet. Die Proben-
vorbereitung ist fiir einige dieser Methoden sehr aufwendig, auch ist die Daten-
analyse oft sehr komplex.

Mit der Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie sollte erstmals eine Technik auf
synthetische Polymere angewendet werden, die bis jetzt vor allem zur Untersu-

chung biologischer Makromolekiile benutzt wurde.
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Zur Verifikation der mit FCS erhaltenen Ergebnisse wurden zudem Messungen
der dynamischen Lichtstreuung (DLS) an den identischen Polymersystemen
durchgefiihrt. Diese Methode detektiert die zeitlichen Fluktuationen der Streu-
lichtintensitit, die mit den zeitlichen Fluktuationen der Anzahl der Teilchen im
Streuvolumen zusammenhéngen. Die Auswertung erfolgt, wie bei der FCS, mit-

tels Autokorrelationsanalyse.

4.2.1.1 Einfluss des Fluoreszenzfarbstoffs auf das Aggregationsverhalten

Um den Einfluss des Fluoreszenzfarbstoffs auf die Aggregation zu untersuchen,
wurden verschiedene fluoreszenzmarkierte Poly(2-oxazolin)e bei unterschied-
lichen Konzentrationen mittels FCS auf ihr Aggregationsverhalten hin unter-
sucht. Bei allen Homopolymeren (PMOXx;3, PMOXx,s, PMOx,; und PMOxg)
konnte iiber einen Konzentrationsbereich von 5¢107 - 2¢10~ mol/L nur die Diffu-
sion von Unimeren, d.h. einzelnen nicht aggregierten Makromolekiilen nachge-
wiesen werden. Dies bedeutet, der polymergebundene Farbstoff induziert keine
Aggregation der Polymere. In Abbildung 4.2.1 ist der Diffusionskoeffizient D
gegen die Konzentration aufgetragen. Die Kurven von PMOx;3 und PMOxg,
zeigen einen erwarteten Kurvenverlauf fiir die Diffusion von Unimeren bei stei-

gender Konzentration (vgl. Gleichung 4.1).
D =D, (1+kyc) Gl. 4.1

mit :
D, = Diffusionskoeffizient bei einer Konzentration von 0
(durch Extrapolation ermittelt)

kp = Virialkoeffizient

Der Diffusionskoeffizient nimmt mit steigender Konzentration ab, da

intermolekulare Wechselwirkungen eine immer grof3ere Rolle spielen.
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Abb. 4.26: Konzentrationsabhdngige Diffusion der Homopolymere PMOx 3 und
PM Ox60.

4.2.1.2 Diffusion von Poly(2-oxazolin)en

Auch die Abhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten von dem Polymerisations-
grad wurde mittels FCS untersucht. Dazu wurden vier Poly(2-oxazolin)e mit den
Kettenldngen 13, 26, 45 und 60 analysiert. Die erhaltenen Daten wurden nach
zwei verschiedenen Modellen ausgewertet.

Zum einen wurden die gemessenen Diffusionskoeffizienten der Diffusion fiir

statistische Knéduel angepasst:

Do _RoT Gl 4.2

nb\/ﬁ
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mit :

D = Diffusionskoeffizient

k, = Boltzmann Konstante

T = Temperatur

n = Viskositét des Losemittels
b = Monomerlinge (0,37 nm!'**)

N = Polymerisationsgrad

Der Diffusionskoeffizient ist hierbei indirekt proportional zu der Monomerlédnge
und dem Polymerisationsgrad. Man erkennt in Abbildung 4.2.2, dass dieser Fit
die Diffusion der lingeren Polymere besser beschreibt. Zusitzlich wurden die

Daten mit dem Diffusionsmodell fiir Stibchen ausgewertet:

_In(L/b)
- 3znL

D

k,T Gl 4.3

mit:
L = Linge des Polymers (n*Monomer (0,37 nm) + Farbstoff (1,2 nm)!'*))

b = Durchmesser des Polymers
Der Diffusionskoeffizient ist hier direkt proportional zum Langen-Durchmesser-

Verhiltnis des Polymers. Man erkennt, dass dieser Fit die Diffusion der kiirzeren

Polymere besser beschreibt.
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Abbildung 4.27 zeigt die beiden Fits flir die untersuchten Poly(2-oxazolin)e.

3,0X‘|0-10 T T T T T T T T T T T T T

— Fit flir statistisches Knauel

2.8x10™"° _ E ® gemessene Werte _
Fit fir Stabchen -

2,6x10™"° -
2,4x10™"°

) 2,2x10™" ~
E .
= 2,0x10™"
() i
1,8x107°

1,6x107°

1,4x107° s
T T T T T T T T T T T T T
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Abb. 4.27: Abhdngigkeit der Diffusion der Homopolymere PMOx 3, PMOx35, PMOx s

und PMOxgy vom Polymerisationsgrad

Allgemein kann abgeleitet werden, dass das Diffusionsverhalten kurzer Poly(2-
oxazolin)e mit dem Stibchenmodell und ldngere Poly(2-methyl-2-oxazolin)e
eher mit dem Diffusionsmodell fiir statistische Knduel beschrieben werden kon-
nen. Dabei ist zu beachten, dass die dulleren Datenpunkte iiberrepréasentiert sind,
da die Fits durch diese Punkte gelegt wurden. Genauere Aussagen konnen auf-

grund der wenigen Datenpunkte nicht getroffen werden.

68



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.2.1.3 Aggregationsverhalten von Diblockcopolymeren'*®!

Mittels FCS sollte das Aggregationsverhalten und insbesondere die erwartete
Mizellbildung der Diblockcopolymere untersucht werden. Die fluoreszenzmar-
kierten Diblockcopolymere dienten in den Messreihen als Indikatoren in der Lo-
sung unmarkierter, aber ansonst chemisch identischer Polymere. Die Ergebnisse
wurden mit Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS) an unmarkierten
Diblockcopolymerlosungen verglichen. Durch den Vergleich sollten die Ergeb-
nisse aus den FCS-Messungen bestitigt werden sowie der Einfluss des Fluores-
zenzfarbstoffs ermittelt werden.

Zuniachst  wurden  Losungen  unterschiedlicher = Konzentration  von
P[(NOx);0(MOx)3;] und P[(MOXx)4(NOx);] bei Raumtemperatur vermessen.
Zuniachst wurde die Autokorrelationskurve beziiglich der Diffusion von Unime-
ren und Mizellen ausgewertet. Dabei konnten aber keine zufrieden stellenden
Ergebnisse erhalten werden. Messungen der DLS bei Raumtemperatur zeigten,
dass sich spontan undefinierte, groBe Aggregate mit einem mittleren Durchmes-

ser von ca. 110 nm gebildet haben (vgl. Abbildung 4.28).
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Abb. 4.28: DLS-Messung von P[(NOXx)19(MOX);3,] bei Raumtemperatur
(c = 72107 mol/L).

Diese Aggregate sind fast zehnmal so grof3, wie die erwartete Mizellengrof3e von
ca. 10 nm.'"! Man erkennt in Abbildung 4.28 bei ca. 10 nm ein sehr kleines Sig-
nal, das Mizellen zugeordnet werden kann. In der DLS héngt die Intensitit des
Signals sowohl von der Konzentration als auch stark von der GroBe der Streu-
zentren ab. So nimmt die Streuintensitdt mit der sechsten Potenz des Durchmes-
sers zu, so dass grof3e Partikel in der Streuung dominieren und kleinere Partikel,
selbst be1 hoher Konzentration, diskriminiert werden.

Anschliefend wurden die Autokorrelationskurven der FCS-Messungen einer
identischen Probe beziiglich der Diffusion von Unimeren, Mizellen und Aggre-

gaten analysiert (vgl. Abbildung 4.29).
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Abb. 4.29: Hydrodynamische Radien von Unimeren, Mizellen und Aggregaten in einer
Losung von P[(NOx) 1¢(MOx)3;] (c = 91 0’ mol/L) und P[(NOXx) 19(MOx);3;]-
TRITC (¢ = 810" mol/L) (zwei Messungen).

Aus den Daten wurden mit den Gleichungen 2.3 und 2.4 die hydrodynamischen
Radien (1) von drei Spezies erhalten. Sie konnen Unimeren 1 (1, = 1,3 + 0,2 nm),
Mizellen 2 (1, = 11,3 £ 0,9 nm) und Aggregaten 3 (r, = 140 = 15 nm) zugeordnet
werden. Die FCS erlaubt semiquantitative Aussagen iiber die Anteile von Uni-
meren, Mizellen und groflen Aggregaten in der Losung zu treffen. So ist der
Anteil an grofen Aggregaten sehr gering im Vergleich zu dem Anteil von Uni-
meren und Mizellen.

Es wird angenommen, dass es sich bei den Aggregaten um Strukturen im Nicht-
gleichgewichtszustand handelt. Wird ein festes Blockcopolymer gelost, ist es
moglich, dass Strukturen, die im Festkorper vorliegen, auch in Losung erhalten
bleiben. Dieses Verhalten wird vor allem bei Blockcopolymeren beobachtet, die
einen Block mit hoher Glasiibergangstemperatur, T,, besitzen. Ein Gleichge-
wichtszustand kann durch Aufheizen der Losung oder durch schrittweise Dialyse

erreicht werden.
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Temperaturabhingige dynamische Lichtstreumessungen von P[(NOx);o(MOX)3,]
und P[(MOx)4y(NOx);] zwischen 12 und 100°C bestitigen diese Annahmen.
Wihrend der ersten Autheizphase ist ab 40°C ein Abnehmen der Zihlrate zu be-
obachten. Das weist auf eine Abnahme der PartikelgroBe hin, da diese proportio-
nal zu GroBe und Konzentration der Teilchen ist. Bei weiteren Kiihl- und Heiz-

zyklen bleibt die Zahlrate konstant (vgl. Abbildung 4.30).
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Abb. 4.30: Temperaturabhdngige DLS-Messungen des hydrodynamischen Radius von
P[(NOx) 1s(MOx)35] (c = 32107 mol/L).

Der hydrodynamische Radius nimmt bei P[(NOx);((MOX)3,] von ca. 90 nm bei
15°C bis auf ca. 12 nm bei 100°C und bei P[(MOXx)4y(NOx);] von 107 - 139 nm
bis auf 13 nm ab. Um den Gleichgewichtszustand zu erreichen, muss die Probe
bei mindestens 80°C getempert werden, bei niedrigeren Temperaturen stellt sich
das Gleichgewicht nicht schnell genug ein. So konnten bei 40°C auch nach 24 h
noch groflere Aggregate neben mizellaren Strukturen und Unimeren beobachtet

werden.
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Mit den getemperten Losungen der Diblockcopolymere wurden die FCS-Mes-
sungen wiederholt. Die Ergebnisse der DLS konnen bestétigt werden. Es werden
nunmehr nur noch zwei Spezies detektiert, die als Unimere und Mizellen identi-
fiziert werden konnen. GroBle Aggregate werden nicht mehr beobachtet.
Abbildung 4.31 zeigt einen Vergleich der Messergebnisse der FCS und DLS
sowohl der Diblockcopolymer-Losung bei Raumtemperatur und nach einem

Equilibrierungsschritt durch Tempern bei 80°C.
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Abb. 4.31: Vergleich der Ergebnisse aus FCS- und DLS-Messungen von
P[(NOx)10(MOx)3;]: a) bei Raumtemperatur b) nach dem Tempern bei 80°C.
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Man erkennt bei dem Vergleich der Daten aus der FCS und DLS, dass bei der
DLS kleine Partikel stark diskriminiert werden und in Gegenwart groBerer Teil-
chen nicht oder nur schlecht detektiert werden kénnen. Die Detektion der Uni-
mere und Mizellen, bzw. der Unimere ist nur schwer moglich, da ihr Streusignal
im Vergleich zu den groflen Aggregaten, bzw. den Mizellen zu klein ist (vgl. A4b-
bildung 4.31). Mit der Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie hingegen kénnen
simultan alle Spezies analysiert werden.

Nach dem Tempern sind mit FCS noch zwei Spezies, Unimere mit r, = 1,3 = 0,1
nm und Mizellen mit r, = 12,6 + 0,6 nm, detektierbar. Durch die Temperaturer-
hohung wird ein Gleichgewichtszustand erreicht. Die Daten weisen einen gering-
eren Fehler auf als vor dem Tempern. Die DLS-Daten zeigen eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den FCS-Ergebnissen. So wird nach dem Erhitzen der
Losungen ein schmaleres DLS-Signal detektiert, das einem mittleren hydrody-
namischen Radius der Mizellen von 11,5 nm entspricht.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die grofen Aggregate bei Temperaturerho-
hung auflosen und sich ein Gleichgewicht zwischen Mizellen und Unimeren in
Losung einstellt. Es wird angenommen, dass die Festkorpermorphologie und die
Wechselwirkung der beiden Blocke mit dem Ldsemittel eine Rolle spielen, wo-

bei die zugrunde liegenden Prozesse bis heute nicht bekannt sind.['*"]

OO'@» TR AR

-—

O NS
Festkérper Metastiabile Mizellen im
cten

Abb. 4.32: Bildung metastabiler Aggregate aus der Festkorpermorphologie und Ein-

stellung des Gleichgewichtszustands.
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Es wird angenommen, dass wenn sich der hydrophobe Block im Glaszustand
befindet, das Gleichgewicht nur sehr langsam erreicht werden kann (vgl. Abbil-
dung 4.32).14" 1% 11 dem hier untersuchten System konnen diese metastabilen
Aggregate auftreten, da die T, des 2-n-Nonyl-2-oxazolinblocks bei ca. 150°C
liegt.?® %1 AuBerdem kann die Alkylseitenkettenkristallisation oder das Vor-
handensein supramolekularer Strukturen im Festkorper die Gleichgewichtsein-
stellung verhindern. So sind in dem Poly(2-methyl-2-oxazolin)-b-(2-n-nonyl-2-
oxazolin)-System die Nonyloxazolinblocke assoziiert und gehen keine Wechsel-
wirkung mit dem Wasser ein. Die Methyloxazolinblocke sind hingegen im Was-

ser solubilisiert.

4.2.1.4 Kritische Mizellbildungskonzentration von Diblockcopolymeren[146]

Es wurden konzentrationsabhingige FCS-Messungen der beiden Diblockco-
polymere P[(NOXx);9(MOx)3;] und P[(MOXx)4o(NOX);] durchgefiihrt, um die kri-
tischen Mizellbildungskonzentrationen zu bestimmen. Die Ldsungen wurden
nunmehr vor den Messungen bei 80°C equilibriert. Die Konzentrationen wurden
schrittweise erhoht. In den FCS-Messungen wurden bei den niedrigen Konzent-
rationen nur fluoreszenzmarkierte Polymere verwendet, bei hoheren Konzentra-
tionen wurden wegen der hohen Messempfindlichkeit Mischungen von
unmarkierten und fluoreszenzmarkierten Polymeren eingesetzt. Die Konzentra-
tion (c=6°10" mol/L) an fluoreszenzmarkierten Polymeren wurde in diesen

Mischungen konstant gehalten.
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Abb. 4.33: Konzentrationsabhdngige Messung der hydrodynamischen Radien mittels
FCS und DLS von a) P[(NOx) 1o(MOx)3;] und b) P[(MOXx) 4(NOx) ;]
Olffene Kreise: nur fluoreszenzmarkierte Polymere (FCS)

Geschlossene Kreise: Gemisch unmarkierter und fluoreszenzmarkierter Poly-
mere (FCS)

Dreiecke: nur unmarkierte Polymere (DLS).
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Abbildung 4.33 zeigt, dass ab einer bestimmten Konzentration neben Unimeren
auch Mizellen detektiert werden konnen. Bei P[(NOx);o(MOx)3,] wird die CMC
bei einer Konzentration von 2,2¢10° mol/L und bei P[(MOx)4(NOx);] bei
4.5¢10"° mol/L beobachtet. Die Unterschiede zwischen den kritischen Mizellbil-
dungskonstanten der Polymere sind nur gering. Die CMC liegt fiir beide Poly-
mere in dem Bereich von 10® - 102 mol/L, der auch fiir andere nichtionische
Blockcopolymere bestimmt wurde.”” > *!- 921 Die fiir P[(NOx);4(MOX)3,] und
P[(MOX)4(NOx);] ermittelte CMC liegt, wie fiir nichtionische Polyseifen {ib-
lich, sehr niedrig und ist mit konventionellen Methoden, wie Messung der Ober-
flichenspannung oder Fluoreszenztitration, nicht genau genug bestimmbar.
[113.133. 1531 Aych mit DLS kénnen erst Aussagen ab Probenkonzentrationen von
iiber 10 mol/L getroffen werden. Diese Konzentration liegt aber um etwa eine
GroBenordnung hoher, als die mit FCS gemessene CMC.

Es ldsst sich sagen, dass die Diblockcopolymere P[(NOXx),((MOXx)3,] und
P[(MOXx)4y(NOXx);] eine dhnliche CMC zeigen, was auf die dhnliche Struktur und
Polymerzusammensetzung zuriickzufiihren ist. Der Fluoreszenzfarbstoff TRITC
hat keinen messbaren Einfluss auf das Aggregationsverhalten. Es ist anzumerken,
dass die Konzentration an P[(NOX);9(MOx);,]-TRITC, bzw.
P[(MOx)4(NOx),]-TRITC sehr gering eingestellt wurde, so dass statistisch jede

Mizelle maximal ein fluoreszenzmarkiertes Polymer enthalt.
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4.2.1.5 Einschub: UV-Vis- und Fluoreszenzmessungen der Diblockcopoly-

mere

Das spektroskopische Verhalten der Diblockcopolymere P[(NOx);o(MOX)3;]-
TRITC und P[(MOx)4(NOx),]-TRITC wurde in Wasser mittels UV- und
Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Es sollte zum einen der Unterschied im
Aggregationsverhalten bei Fixierung des Fluoreszenzfarbstoffs am hydrophilen,
bzw. hydrophoben Block des Polymers untersucht werden. Des Weiteren wurde
der Effekt bei Zumischung von unmarkiertem Polymer tiber die kritische Mizell-
bildungskonzentration CMC analysiert.

In Abbildung 4.34 ist das UV-Vis-Spektrum von P[(NOx);o(MOX);,]-TRITC
und P[(MOx)4y(NOx);]-TRITC dargestellt. Die Maxima von
P[(NOx)19(MOXx)3;]-TRITC und P[(MOx)4y(NOx),]-TRITC liegen bei 538 nm,
bzw. 547 nm. Es tritt eine leichte Verschiebung des Absorptionsmaximums von
9 nm auf, wobei das Maximum von P[(NOx);o(MOXx);;]-TRITC im Bereich
grofBerer Wellenldngen liegt. Diese Verschiebung wird auf die verdnderte chemi-
sche Umgebung am Fluoreszenzfarbstoff zuriickgefiihrt. Unter 300 nm wird die
Absorption des Poly(2-oxazolin)s beobachtet. Diese liegt aber in einem, fiir die
angewendeten fluoreszenzspektroskopischen Methoden, irrelevanten Bereich.
Die Unterschiede im Fluoreszenzspektrum fallen geringer aus. Die Absorbanz ist
bei gleicher Konzentration der Polymerlosungen fast identisch. Die Maxima der
Fluoreszenzemissionen liegen mit 575 nm fiir P[(MOX)4(NOx),;]-TRITC und
mit 574 nm fiir P[(NOx)19(MOXx)3,]-TRITC sehr eng beieinander. So ist der Ein-
fluss der chemischen Umgebung bei Fluoreszenzmessungen der fluoreszenzmar-

kierten Diblockcopolymere vernachldssigbar.
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Abb. 4.34: UV-Spektrum von P[(NOx) 19(MOx);3]-TRITC und P[(MOx)4(NOx)]-
TRITC in Wasser (jeweils: ¢ = 10 umol/L).
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Abb. 4.35: Fluoreszenzspektrum von P[(NOX)1o(MOXx)33/-TRITC und
P[(MOx) 4(NOx);]-TRITC in Wasser (jeweils: ¢ = 10 umol/L).
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Dariiber hinaus wurden Messungen mit Gemischen aus unmarkierten und fluor-
eszenzmarkierten Diblockcopolymeren durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in 4b-
bildung 4.36 dargestellt. Dabei lag die Konzentration des unmarkierten Diblock-
copolymers iiber der CMC. Es sollte geklart werden, welchen Einfluss die Mi-
zellbildung auf das spektroskopische Verhalten des kovalent gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffs TRITC hat. Die Gemische von P[(NOx);oq(MOX)3;]-
TRITC und P[(NOx);y(MOx)3;] sowie P[(MOX)4(NOx);]-TRITC und
P[(MOXx)4y(NOx);] wurden in Wasser gelost, wobei die Konzentration des fluor-
eszenzmarkierten Polymers bei 10 pmol/L und die des unmarkierten Polymers
bei 1 mmol/L lag. Die Losungen wurden analog den Ldsungen, die in der Fluo-
reszenz-Korrelation-Spektroskopie verwendet wurden (vgl. 4.2.1.3), bei 80°C fiir
einige Stunden getempert.

Die UV-Vis-Spektren der Mischungen zeigen in Vergleich zu den reinen fluores-
zenzmarkierten Diblockcopolymeren nur geringe Abweichungen von ca. 0,5 nm
in den Absorptionsmaxima. Die Absorption ist allerdings um 15 %, bzw. 40 %
hoher. Bei P[(MOX)4y(NOx),]-TRITC tritt die um 40 % erhohte Absorption auf.
Hier liegt der Fluoreszenzfarbstoff TRITC im Mizellinneren.
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Abb. 4.36: UV-Spektren von P[(MOXx) 4(NOx);], P[(MOx)4(NOx);/-TRITC,
P[(NOx)10(MOx)3;], P[(NOx) 10(MOx)33]-TRITC und den jeweiligen
Mischungen.

Die Verdnderung des Absorptionsverhaltens wird auf die verdnderte chemische
Umgebung  zuriickgefithrt. So  liegt der  Fluoreszenzfarbstoff  bei
P[(MOXx)4(NOx),]-TRITC im hydrophoben Mizellkern, was eine Anderung der
spektroskopischen FEigenschaften bewirkt. Die erhohte Absorption von
P[(NOx);9(MOx)3,]-TRITC in der Mischung mit P[(NOx);o(MOx)3,], bei der
der Farbstoff sich an der hydrophilen Mizellhiille befindet, kann durch eine ge-
ringfligige Anderung der chemischen Umgebung, bzw. Messfehler erklirt wer-

den.
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4.2.1.6 Aggregationsverhalten von statistischen Copolymeren

Zum Vergleich mit den Diblockcopolymeren wurden zwei statistische Polymere
P[(MOX)33(NOX)1]stat. und P[(MOX)49(NOX)g]stat. auf ihr Aggregationsverhalten
untersucht. P[(MOx)33(NOX)q1]sae. konnte aufgrund eines ungiinstigen Methyl-
zu Nonyloxazolinmonomer-Verhéltnis (vgl. 4.1.1.4) nicht ausreichend in Losung
gebracht werden, so dass sich die Untersuchungen mittels FCS auf
P[(MOX)4(NOX)glstat. beziehen. In Abbildung 4.37 erkennt man, dass auch bei
statistischen Copolymeren eine Aggregation, wie bei den untersuchten

amphiphilen Blockcopolymeren, beobachtet werden kann.
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Abb. 4.37: Konzentrationsabhdngige Messung des Diffusionskoeffizienten mit FCS von
P[(MOx) 4o(NOX) g/ stat..

Die freien Unimere haben einen hydrodynamischen Radius von 1,2 £ 0,1 nm, die
Aggregate von 1, = 5,2 £ 0,8 nm. Die CMC liegt mit ca. 1+10” mol/L im gleichen
Bereich der Blockcopolymere P[(MOX)4(NOX);] und P[(NOXx);o(MOx)3,]. Die-
ses Ergebnis stiitzt die Beobachtungen, die in der mizellaren Katalyse gemacht

worden sind. So katalysierten auch katalysatorfunktionalisierte statistische
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Blockcopolymere iiber einer bestimmten Konzentration Reaktionen im wéssrigen

Medium.”

4.2.1.7 Aggregationsverhalten von Triblockcopolymeren

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den FCS-Messungen der synthetisierten
Triblockcopolymere P[(MOx),o(NOx)7(MOx)4]Jund P[(MOx)3o(NOx)7(MOX),¢]
gezeigt. Wie die untersuchten Blockcopolymere und das statistische Copolymer
zeigen auch die ABA-Triblockcopolymere Aggregatbildung. In den Abbildungen
4.38 und 4.39 sind die konzentrationsabhingigen Messungen des Diffusions-

koeffizienten aufgetragen.
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Abb. 4.38: Konzentrationsabhdngige Messung des Diffusionskoeffizienten mit FCS von
P[(MOx)3o(NOx) (MOx) 4] in Wasser.
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Abb. 4.39: Konzentrationsabhdngige Messung des Diffusionskoeffizienten mit FCS von
P[(MOx)3¢(NOx)(MOX) /.

Ab einer Konzentration von ca. 4¢10° mol/L treten bei beiden Polymeren Aggre-
gate, bzw. Mizellen mit einer langsameren Diffusion auf. Der korrespondierende
hydrodynamische Radius von 5+ 1 nm und 6 = 1 nm ist aber kleiner als bei den
Blockcopolymeren. Das wird darauf zurlickgefiihrt, dass der Durchmesser einer
Mizelle, die aus Diblockcopolymeren aufgebaut ist, in etwa der doppelten Linge
eines Diblockcopolymers entspricht. Hingegen ist bei Triblockcopolymeren auf-
grund eines unterschiedlichen Aggregationsverhaltens die Mizellgrofe bei dhnli-

chen Kettenlingen der hydrophoben und hydrophilen Teile kleiner.!'>
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Abb. 4.40: Mizellgrofie von Diblockcopolymern (links) im Vergleich zu einem Triblock-

copolymer mit dhnlichen Kettenlingen der hydrophoben und hydrophilen Teile
(hydrophob: fett). (aus %)

4.2.1.8 Vergleich der Aggregation aller untersuchter Polymere

Alle untersuchten amphiphilen Polymere aggregieren in wéssriger Losung. Im
Gegensatz dazu zeigen die hydrophilen Homopolymere kein Aggregations-
verhalten. In Tabelle 4.8 sind die hydrodynamischen Radien und die Diffusion
der Unimere und der Aggregate, sowie die kritische Mizellbildungskonzentration

dargestellt.

Tab. 4.8: Vergleich von ry, D und CMC aller mit FCS untersuchten Polymere

Polymer TH Unimer Dunimer ThAggregat  DAggregat CMC

/ nm /10" m’"  /nm /10" m%s™"  /mol/L
PMOXx; 0,9+0,05 2,7+0,1 - - -
PMOXx;; 1,11£0,07 2,2+0,1 - - -
PMOx,s 1,4+0,1 1,8+0,1 - - -
PMOx¢ 1,5+0,1 1,6 £0,1 - - -
P[(MOX)4(NOx)-] 1,4+04 1,804 1342 1,9+04  4,510°
P[(NOX);o(MOXx)3,] 1,3+0,2 1,9+0,3 11,3+0,9 22+0,2 2,2¢107
P[(MOX)4(NOX)g]stat. 1,2+0,1  2,1+02 52+0,8 50+1 8107
P[(MOX);(NOx),(MOx);5] 1,303 1,9+02 5=x1 5+1 34107
P[(MOX)3(NOx),(MOx),s] 1,4+02 1,8+03  6=+1 4+1 2¢10°
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Es ist bemerkenswert, dass die CMC aller Polymere in einen sehr engen Bereich
liegen (2210 - 2¢10™ mol/L) (vgl. Abbildung 4.41). Es wird darauf zuriickge-
fithrt, dass alle untersuchten Polymere einen &hnlichen 2-Nonyl-2-oxazolin-

Anteil besitzen.

\ A P[(MOX),,(NOX),]
1073 v P[(NOx),,(MOX),,]
° P[(MOX)4O(NOX)6]stat.
& P[(MOX),,(NOx),(MOx), ]
X P[(MOXx),,(NOx),(MOXx),]
l v;'v
{1 x® e VQE A
VA Vv Avv VW‘Q % M
‘Tw -10 _| A
~g 10
E L 2
%.x,
x: i
* Ay ¥
2 2 4 a
AdA
10" -

Konzentration / mol/L

Abb. 4.41: Vergleich der Diffusion und CMC aller amphiphiler Polymere.

Da der Poly(2-n-nonyl-2-oxazolin)-block oder, im Fall des statistischen Copoly-
mers, der 2-n-Nonyloxazolinanteil die Aggregation bewirkt, sollte auch die CMC
dhnlich sein. Weitere Untersuchungen von amphiphilen Polymeren mit einer

groBeren Variation in der hydrophoben Blocklidnge sollten durchgefiihrt werden.
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4.2.2 Einzelmolekiilbeobachtung (SMI)

Mit der Einzelmolekiilbeobachtung sollte die laterale Diffusion von amphiphilen
Lipopolymeren in Lipopolymer Monolagen an der Wasser-Luft-Grenzflache un-
tersucht werden. Mit dieser Technik kann die Zufallsbewegung von Einzelmole-
kiilen visualisiert werden. Die Auswertung der Daten einzelner Molekiile macht
es im Gegensatz zu Ensemblemessung, wie FRAP (engl.: fluorescence recovery
after photobleaching), moglich, Subpopulationen zu beobachten. Ein besonderes
Augenmerk lag auch auf Beobachtung von so genannten ,,seltenen Ereignissen®,
d.h. Verhalten von individuellen Molekiilen die mit mittelnden Messmethoden

nicht wahrgenommen werden kénnen.

4.2.2.1 Langmuir-Blodgett-Experimente

Bevor die Einzelmolekiilfluoreszenz-Experimente durchgefiihrt wurden, sind von
den untersuchten Lipopolymeren Druck-Flachen-Isothermen aufgenommen
worden, um ihr Phasenverhalten an der Wasser-Luft-Grenzflache zu charakteri-
sieren. Es ist bekannt, dass Amphiphile, wie z.B. einfache Lipide, an der Wasser-
Luft-Grenzflache bei Kompression auf einem Langmuir-Trog verschiedene Pha-
sen durchlaufen. Diese sind analog den Phasen, die bei der Kompression eines
Gases entstehen, benannt: gasformig, fliissig-expandiert, fliissig-kondensiert und
fest (vgl. Abbildung 4.42). Phaseniiberginge zeigen sich durch eine Anderung

der Steigung der Druck-Flachen-Isotherme.
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fest

flissig-kondensiert flissig-expandiert
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Flache pro Molekiil

Abb. 4.42: Druck-Fldchen-Diagramm von Lipiden.

Lipopolymere zeigen ein dhnliches Verhalten, die Phaseniibergéinge sind aber
nicht so deutlich zu erkennen, da der hydrophile Teil, der Polymerteil, im Ver-
gleich zu Lipiden deutlich groBer ist und daher einen starken Einfluss auf das

Phasenverhalten hat.

4.2.2.1.1 Druck-Flichen-Isothermen

Zur Untersuchung der Langmuir-Monolagen wurden die Lipopolymere in Chlo-
roform gelost und auf der Luft-Wasser-Grenzfliche eines Langmuir-Blodgett-
Trogs gespreitet. Die Druck-Flachen-Diagramme wurden bei Raumtemperatur

aufgenommen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.43 dargestellt.
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Abb. 4.43: Druck-Fldchen-Diagramme von DiC1sPMOx s, DiC1sPMOx3¢ und
DiC]gPMOXm.

Mit allen Lipopolymeren konnte eine stabile Monolage erzeugt werden. Verluste
von Material, z.B. durch Solubilisierung in die Subphase, konnten durch wieder-
holte Kompressions-Expansions-Experimente ausgeschlossen werden. Allgemein
ist zu sagen, dass mit steigender Polymerkettenlédnge die Fliche, die pro Molekiil
bendtigt wird, steigt. So liegt die benotigte Flache pro Molekiil bei 5 mN/m fiir
DiC;sPMOxs bei 380 A%, fiir DiCisPMOX; bei 255 A und fiir DiCisPMOX;s
bei 210 A% Die Monolagen der Lipopolymere DiCsPMOx;, und DiCsPMOX;5
kollabieren bei einem Filmdruck von 43 mN/M, wohingegen mit DiC,;sPMOxs,
schon bei ca. 33 mN/m der Maximaldruck erreicht ist.

Der Anstieg der Isothermen verlduft bei allen Lipopolymeren streng monoton bis
zu einer Flache von etwa 150 A%/M, was mit einer stetig zunechmenden Streckung
der solvatisierten Polymerketten erklart werden kann. Dann tritt, mit steigendem
Polymerisationsgrad weniger ausgeprégt, ein Plateau auf, das auf die Alkylket-
tenkristallisation hinweist. Das Plateau liegt fiir DiCgPMOX;5 zwischen 17 und

20 mN/m und fiir DiC,;sPMOx;, zwischen 20 und 25 mN/m. Bei DiC,sPMOxs,
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kann kein Plateau mehr beobachtet werden, da die lange Polymerkette in der
Subphase nicht ausreichend gestreckt ist und somit die Annidherung der Lipid-

reste und damit die Kristallisation der Alkylketten verhindert.!'>”]

4.2.2.1.2 Ubertragung von LB-Filmen auf Substrate

Uber einen Langmuir-Blodgett-Transfer (LB-Transfer) ist es mdglich, eine
Lipidmonolage auf hydrophile Substrate wie Glas oder oberflichenoxidiertes

Silizium zu iibertragen.!"** Die zweite Molekiillage kann im Anschluss iiber ei-

[157 [158, 159]

nen so genannten Langmuir-Schéfer-Transfer !'°”! oder Vesikelfusion
aufgebracht werden. Um polymerunterstiitzte Membransysteme zu erhalten, wer-
den silanfunktionalisierte Polymere in die untere Monolage eingebracht. Man
erhilt so eine weiche hydrophile Polymerzwischenschicht zur rdumlichen und
dynamischen Entkopplung der fluiden Membran zum harten Substrat.!®” '%!

Bei der Ubertragung von Langmuir-Blodgett-Filmen aus einer Mischung von
Lipiden und Lipopolymeren zur Darstellung polymerunterstiitzter Membranen zu
Einbindung transmenbraner Zellrezeptoren konnte die Ausbildung von dissipati-

ven Strukturen beobachtet werden.!”® 127!

91



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Uberlagerung

. — NBD =1
3 240 =
S TRITC 00 B
=~ »
A 220 2
M —
< 200 180 J_U|
> —
@ 180 a
z e

~
€ 160 160 ©

c

0 20 40 60 80

X/ Hum

Abb. 4.44: Fluoreszenzaufnahmen einer Lipid/Lipopolymer-Monolage zusammengesetzt
aus 0,2 mol% DiC1sPMOx;s-TRITC, 4,8 mol% DiC1sPMOx5Sil, 94 mol%
SOPC und I mol% NBD-PE) (oben). Aufnahme bei der Anregung des NBD-
Farbstoffes. (rechts) Anregung des TRITC-Farbstoffes (links). Uberlagerung
der beiden Bilder (Mitte). Normiertes Intensitdtsprofil eines Querschnitts aus

den Bildern oben rechts und oben links (unten).

Dass es sich bei dem Streifenmuster um eine Entmischung von Lipiden und Li-
popolymer handelt, konnte durch den gleichzeitigen Einsatz von fluoreszenzmar-
kierten Lipiden (NBD-PE) und DiC;sPMOx;s-TRITC gezeigt werden. Es
wurde eine Lipid/Lipopolymer-Monolage der Zusammensetzung 0,2 mol%
DiCsPMOx;5s-TRITC, 4,8 mol% DiCsPMOxsSil, 94 mol% SOPC und
1 mol% NBD-PE auf der Wasser-Luft-Grenzfliche gespreitet, komprimiert und
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auf das Glassubstrat {ibertragen. Im selben Bereich wurden die unterschiedlichen
Farbstoffe fiir die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen getrennt angeregt.
Die Superposition beider Bilder (4bbildung 4.44 oben Mitte) zeigt eindeutig Se-
paration in lipid- und lipopolymerangereicherte Bereiche. Dies ist auch deutli-
cher in dem normierten Fluoreszenzintensititsprofil (4bbildung 4.44 unten) zu

12
sehen s 1271

4.2.2.2 2D-Rheologie an der Wasser-Luft-Grenzflache

Zusitzlich zu den Druck-Fldchen-Isothermen wurden an der Wasser-Luft-Grenz-
fliche das rheologische Verhalten der Lipopolymere DiCigPMOX;s,
DiC;sPMOx;, und DiC;sPMOxs, untersucht. Es wurde ein Camel CIR-100
Grenzfldchen Rheometer verwendet, das mit einem oszillierenden Pt/Ir De Noiiy
Ring arbeitet, der an einem nahezu reibungsfreien Aufhingungsdraht befestigt
ist. Die Ringbewegung wird {iber einen Sensor aufgezeichnet, der Licht an einem
Teil des Rings reflektiert. Alle Spannungs-Dehnungs-Experimente wurden im
normalisierten Resonanzmodus aufgenommen, der das System durch Riick-
kopplungskontrolle in Phasenresonanz zwingt. Dadurch konnen das Speichermo-
dul G’ und das Verlustmodul G’* unabhingig von gerétespezifischen Faktoren
bestimmt werden.!"®") In Abbildung 4.45 sind die filmdruckabhingigen Speicher-
module G’ und Verlustmodule G** von DiCsPMOXx;5 und DiCsPMOx3, darge-
stellt.
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Abb. 4.45: Darstellung des a) Speichermoduls G’ und b) des Verlustmoduls G’’ gegen
den Filmdruck II von DiC1sPMOx;s und DiC1sPMOx3y. Ein Geliibergang kann
bei beiden Lipopolymeren bei einem Filmdruck zwischen 25 und 30 mN/m

beobachtet werden.

94



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Man erkennt, dass ab einem Filmdruck von ca. 25 mN/m sowohl das Speicher-
modul G’ als auch das Verlustmodul G’* beider Lipopolymere sprunghaft an-
steigt. Dieser Anstieg wird der Bildung eines zweidimensionalen Gels zuge-

(1551 Diese Gelbildung wurde bereits bei Lipopolymeren auf PEG- und

schrieben.
Poly(2-oxazolin)-Basis beobachtet, wenn diese an der Wasser-Luft-Grenzflache
zu hohen Filmdriicken komprimiert werden. Der Geliibergang ist sowohl vom
Molekulargewicht des Polymerteils als auch von der Gestalt des Lipidankers ab-
hingig. Dies ldsst darauf schlieBen, dass das Ungleichgewicht zwischen dem
hydrophilen und hydrophoben Teil des Lipopolymers in der Monolage eine ent-
scheidende Rolle spielt. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die
Gelbildung durch die Stauung von Oberflaichenmizellen verursacht wird. Aller-
dings deuten die experimentellen Daten darauf hin, dass nicht nur der ungleiche
Raumbedarf des hydrophilen und hydrophoben Teils, sondern auch die Alkyl-
kettenkristallisation der Lipidreste eine wesentliche Rolle spielt. Es wurde bisher
angenommen, dass auch der Polymerteil durch inter- und intramolekulare Was-
serstoffbriickenbildung einen Einfluss auf die Gelbildung hat.[">>'®! '] Dyrch
eine neuere Studie mit ethylenglykol- und pyrrolidonseitenkettenfunktionalisier-
ten Poly(2-oxazolinen) konnte gezeigt werden, dass Wasserstoftbriicken im Po-
lymerteil das zweidimensionale Gel nicht stabilisieren. Die sperrigen Seitengrup-
pen verhindern die Alkylkettenkristallisation der Lipidreste und somit die Aus-
bildung eines Gels an der Wasser-Luft-Grenzfliche (vgl. Abbildung 4.46).1'%"
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Abb. 4.46: Darstellung des Speichermoduls G’ gegen den Filmdruck I1 von
DiC]gPMEGOﬂ, DiC]gPTEG025, DiC]gPyono und DSPE-PEG2000. Es kann
nur bei DSPE-PEG2000 ein Geliibergang beobachtet werden (aus ')

In Abbildung 4.47 sind die Speichermodule

G’ und das Verlustmodule G’ bei

verschiedenen Filmdriicken von DiC;3PMOxs, dargestellt.
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Abb. 4.47: Darstellung des Speichermoduls G’ und des Verlustmoduls G’ gegen den
Filmdruck Il von DiC1sPMOxsy. Es kann kein Geliibergang beobachtet wer-

den.

Hier kann kein Anstieg des Speichermoduls G’ und des Verlustmoduls G’ und
somit auch keine Gelbildung beobachtet werden. In Kapitel 4.2.2.1.1 wurden die
Druck-Flachen-Diagramme der untersuchten Lipopolymere erldutert. In Abbil-
dung 4.43 kann man erkennen, dass die Isotherme von DiCgPMOxs, keine Al-
kylkettenkristallisation aufweist. Dies stiitzt die Aussage, dass Alkylketten-
kristallisation eine zwingende Voraussetzung zur Ausbildung eines zweidimen-

sionalen Gels an der Wasser-Luft-Grenzflache ist.
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4.2.2.3 Einzelmolekiil-Beobachtung

Zur Untersuchung der Diffusion von Lipopolymeren an der Wasser-Luft Grenz-
fliche wurde Einzelmolekiil-Beobachtung an Lipopolymeren bei verschiedenen
Filmdriicken durchgefiihrt. Dazu wurden die in Chloroform geldsten Polymere,
eine Mischung aus unmarkiertem Lipopolymer und 2,5¢10” bis 0,5¢10% mol%
fluoreszenzmarkiertem Lipopolymer, auf der Wasseroberfldche eines Langmuir-
Blodgett-Trogs gespreitet und komprimiert. Um ein moglichst gutes Signal-zu-
Rausch-Verhiéltnis zu erhalten, wurde aus der Subphase soviel Wasser entfernt,
bis iiber der Glasabdeckung des Trogs ein mdglichst diinner Wasserfilm (ca.
200 um) mit der gespreiteten Monolage erhalten bleibt. AnschlieBend wurde
tiber dem Trog eine Argonatmosphére aufgebaut. Dies verhindert, dass der Farb-
stoff in der Grenzschicht mit Sauerstoff in Kontakt kommt. Der Sauerstoffaus-
schluss ist notig, da das O,-Diradikal zum einen die Zersetzung des Farbstoffs
unter Belichtungsbedingungen fordert und zum anderen die Besetzung des
Tripletzustands steigert.

Die Messungen wurden mit einer Belichtungszeit von 7 ms und bei einer Totzeit
von 53 ms durchgefiihrt. Die Vergroferung des Wasserimersionsobjektivs betrug
2,5.

Die von der CCD-Kamera aufgenommenen Bilder der Einzelmolekiil-Messungen
konnten simultan am Bildschirm verfolgt werden und auf ihre Auswertbarkeit

tiberpriift werden. Ein Beispiel ist in Abbildung 4.48 gegeben.
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Abb. 4.48: Beispiel aus den Einzelmolekiil-Experimenten. Die Pfeile zeigen Fluores-
zenzemissionen einzelner fluoreszenzmarkierter Lipopolymere in einer Lang-

muir-Monolage.

Bei jedem eingestellten Filmdruck wurden iiblicherweise Bilderserien iiber einen
Zeitraum von mehreren Sekunden bis zu einer Minute aufgenommen. Die ge-
speicherten Daten wurden mit Hilfe einer Bilderkennungssoftware, zum Teil
auch manuell ausgewertet. Bei jedem Filmdruck wurde der Kurs von 110 bis 130
Molekiilen verfolgt und daraus die mittlere quadratische Weglénge (engl.: mean
square displacement, MSD) ermittelt. Der laterale Diffusionskoeffizient wurde
aus dem MSD nach Gleichung 2.6 berechnet. Die nachfolgenden Histogramme
stellen die Anzahl der Molekiile mit einem bestimmten lateralen
Diffusionskoeffizienten dar.

In Abbildung 4.49 ist das Histogramm der Diffusion einzelner DiC;sPMOx;,-
Molekiile in der LB-Monolage bei verschiedenen Filmdriicken dargestellt. Man
erkennt, dass sich mit zunehmendem Filmdruck die Verteilung sich zu kleineren
Diffusionskoeffizienten verschiebt. Bei hohen Filmdriicken, iiber 30 mN/m, wird

nur sehr geringe Diffusion beobachtet, d.h. die Monolage verhélt sich rigide.
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Abb. 4.49: Histogramm von DiC1sPMOx3g bei verschiedenen Filmdriicken.

Interessanterweise konnten jedoch vereinzelt Molekiile beobachtet werden, die
sich sehr schnell innerhalb der rigiden Monolage bewegten (vgl .4.2.2.4).

Mit Ensemblemessmethoden, wie FRAP (engl.: fluorescence recovery after
photobleaching), sind nur die Mittelwerte der lateralen Diffusion zugéinglich. In
Abbildung 4.50 sind die Mittelwerte der Diffusion von DiC1sPMOx3, dargestellt.
Auch hier ist ersichtlich, dass die Diffusion mit steigendem Filmdruck abnimmit.

Uber einem Filmdruck von 35 mN/m ist kaum noch Diffusion feststellbar.

100



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

O T T

15 20 25 30 35 40
IT / (mN/m)

Abb. 4.50: Mittelwerte der Diffusion von DiCisPMOx3g bei verschiedenen Filmdriicken.
In den Abbildungen 4.51, 4.52 und 4.53 sind die kumulierten Verteilungsfunktio-

nen (CDF) der untersuchten Lipopolymere DiC;sPMOXx;5, DiC1sPMOx3, und
DiCsPMOxs, bei verschiedenen Filmdriicken dargestellt.
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Abb. 4.51: Kumulierte Verteilungsfunktionen von DiC1sPMOx s bei verschiedenen

Filmdriicken.
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Abb. 4.52: Kumulierte Verteilungsfunktionen von DiC;sPMOx3g bei verschiedenen

Filmdriicken.
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Abb. 4.53: Kumulierte Verteilungsfunktionen von DiC1sPMOxsgy bei verschiedenen

Filmdriicken.

Die Werte der kumulierten Verteilungsfunktionen geben die Wahrscheinlichkeit
an, mit der das Wegquadrat, r°, kleiner oder gleich dem zugeordneten y-Wert ist.
Mit steigendem Filmdruck néhert sich die kumulierte Verteilungsfunktion
schnell dem Wert 1 an, d.h. das maximal erreichbare Wegquadrat, rz, wird mit
steigendem Filmdruck schnell kleiner. Mit anderen Worten, die Molekiile legen
bei niedrigen Filmdriicken eine grofere Strecke zuriick, als bei hohen Filmdrii-
cken. Aus dieser Auftragung ist deutlich die Abhédngigkeit der Mobilitét, also das
maximal erreichbare Wegquadrat, als Funktion der Polymerkettenldnge ersicht-
lich. Je langer der solubilisierte Polymerteil des Lipopolymers ist, desto geringer

wird die Mobilitit.
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4.2.2.4 ,Seltene Ereignisse*

Bei der Einzelmolekiilbeobachtung von Monolagen bei einem Filmdruck von
25 bis 30 mN/m konnten ,,seltene Ereignisse* beobachtet werden. Bei diesem
Filmdruck verhielt sich die Lipopolymermonolage rigide und es sind groBere
kondensierte Bereiche, Schollen (engl.: rafts), ausgebildet.!'®*) Die Diffusion der
Lipopolymere innerhalb dieser Schollen ist sehr gering. Es konnten aber einzelne
Molekiile beobachtet werden, die sich sehr schnell zwischen den ausgebildeten

Schollen hindurchbewegten (vgl. Abbildung 4.54).

Abb. 4.54: ,,Seltenes Ereignis““: Zwischen den kondensierten Bereichen (Schollen) dif-

fundieren vereinzelte Lipopolymere sehr schnell.
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S Zusammenfassung

Das grundlegende Verstindnis von Diffusions- und Aggregationsprozessen von
amphiphilen Polymeren ist fiir viele Anwendungen, wie Wirkstofftransport, mi-
zellare Katalyse, Aufbau von kiinstlichen Zellmembranen und Sensoren, von
entscheidender Bedeutung. Um diese Prozesse zu untersuchen, wurden in dieser
Arbeit maligeschneiderte Polymerstrukturen auf 2-Oxazolinbasis dargestellt,
fluoreszenzmarkiert und mittels moderner Einzelmolekiilfluoreszenztechniken
untersucht.

Das 2-Oxazolin-System bietet den Vorteil, dass zum einen sehr definierte Poly-
mere mit enger Molmassenverteilung und einstellbaren Polymerisationsgrad dar-
gestellt werden konnen. Zum anderen ermdglicht es auch eine grofle Variation
der chemischen und strukturellen Zusammensetzung des Polymers. So konnten
Homopolymere, Diblock- und Triblockcopolymere, statistische Polymere, Lipo-
polymere und ionische Lipopolymere synthetisiert werden. Alle Polymere sind
mit dem bifunktionellen Reagenz Piperazin versehen worden, um fiber die
verbleibende sekundire Aminogruppe mittels polymeranaloger Reaktion an eine
Fraktion des Polymers einen Fluoreszenzfarbstoff, Tetramethylrhodaminisothio-
cyanat (TRITC), zu binden. Man erhélt somit einen identischen Satz an Polyme-
ren, der sich nur durch den Farbstoff unterscheidet. Die fluoreszenzmarkierten
Polymere dienen in den Einzelmolekiilfluoreszenztechniken als Indikatoren in
der Umgebung ihrer unmarkierten Analoga.

Die dargestellten Polymere wurden mit Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie
(FCS), Fluoreszenzmikroskopie und Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Beobachtung
(SMI) untersucht.

Die Fluoreszenz-Korrelation-Spektroskopie wurde hier erstmals auf synthetische
amphiphile Polymere in wissriger Losung angewendet. Die Untersuchung der
Diffusion und des Aggregationsverhalten von Homopolymeren, Diblock- und
Triblockcopolymeren sowie statistischen Polymeren in Wasser stand im Vorder-
grund. Insbesondere wurde die Diffusion von Poly(2-methy-2-oxazolin)en in

Abhingigkeit des Polymerisationsgrads untersucht. Dabei konnte gezeigt wer-
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den, dass sich das Diffusionsverhalten der Polymere mit kleiner Kettenldnge, mit
13 bzw. 26 Monomereinheiten, mit einem Stibchenmodell beschreiben lésst.
Polymere mit einem hoheren Polymerisationsgrad von 45 und 60 zeigen eher das
Diffusionsverhalten eines statistischen Knauels.

Bei der Untersuchung des Aggregationsverhaltens von Diblockcopolymeren bei
Raumtemperatur konnten drei verschiedene Spezies identifiziert werden. In der
Losung wurden Unimere, Mizellen sowie grofle Aggregate nachgewiesen. Mit
den semiquantitativen Aussagen der FCS lie} sich der Anteil der groflen Aggre-
gate als gering abschitzen. Die grofBen Aggregate sind auf die Feststoffmorpho-
logie und Wechselwirkung der zwei Blocke mit dem Losemittel zuriickzufiihren.
Bei Temperaturerhhung iiber 80°C equilibriert das System, und man erhilt ein
System im Gleichgewicht, das aus Unimeren und Mizellen besteht. Die FCS er-
laubt die gleichzeitige Bestimmung der Diffusionskoeffizienten und der hydro-
dynamischen Radien aller Spezies. Aus konzentrationsabhingigen Messungen
konnte die sehr niedrige CMC der Blockcopolymere erstmals exakt bestimmt
werden. Des Weiteren wurde das Aggregationsverhalten von statistischen Poly-
meren und Triblockcopolymeren untersucht. Auch diese Polymere bilden ab ei-
ner bestimmten Konzentration Aggregate. Auffallend ist, dass die CMC aller
untersuchten amphiphilen Polymere in einem sehr engen Bereich (20107 - 2¢107
mol/L) liegt.

Vergleiche mit DLS-Messungen zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung zu den
erhaltenen Ergebnissen und bestéitigen die Anwendbarkeit der Fluoreszenz-Kor-
relation-Spektroskopie auf diesem neuen Forschungsbereich.

Bevor die Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Beobachtung (SMI) an den Lipopolyme-
ren durchgefiihrt wurde, ist deren Verhalten an der Wasser-Luft-Grenzflache
untersucht worden. Zunichst wurde das Phasenverhalten der Lipopolymere an
der Wasser-Luft Grenzfliche in Langmuir-Blodgett-Experimenten untersucht.
Die erhaltenen Druck-Flachen-Diagramme zeigen fiir alle untersuchten Lipopo-
lymere stabile Monolagen bis iiber 30 mN/m. Es konnten auch die fiir Lipopoly-
mere typischen Plateaus der Alkylkettenkristallisation beobachtet werden. Die

Druck-Flachen-Isothermen von DiCgPMOx;5 und DiCsPMOXx;, zeigten einen
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fiir Lipopolymere typisches Verhalten. Der Filmdruck stieg monoton bis zu ei-
nem Plateau, das die Alkylkettenkristallisation beschreibt. Bei DiC;sPMOxs,
konnte kein Plateau beobachtet werden.

Durch den Einsatz von fluoreszenzmarkiertem Lipopolymer konnte die Ausbil-
dung von dissipativen Strukturen bei einem Langmuir-Blodgett-Transfer unter-
sucht werden. Durch den gleichzeitigen Einsatz von fluoreszenzmarkierten Lipi-
den (NBD-PE) und DiCsPMOx;5-TRITC konnte gezeigt werden, dass es sich
bei den entstandenen Streifenmustern um eine teilweise Entmischung von Lipi-
den und Lipopolymer handelt.

Zusitzlich wurden Messungen der Oberflichenrheologie durchgefiihrt, um das
Gelbildungsverhalten der Lipopolymere zu charakterisieren. Es konnte erstmalig
eindeutig bestétigt werden, dass die Alkylkettenkristallisation in Lipopolymer-
monolagen eine Voraussetzung fiir die 2-D-Gelbildung ist. So konnte fiir
DiC3sPMOx;5 und DiC;gsPMOx; ein Geliibergang beobachtet werden, jedoch
nicht bei DiC;gPMOxs,. Die sehr lange Polymerkette verhindert die Kristallisa-
tion der hydrophoben Alkylketten und somit die Ausbildung eines 2D-Gels.
Weitergehende Untersuchungen mit entsprechend seitenkettenfunktionalisierten
Lipopolymeren zeigten, dass die Annahme, dass Wasserstoffbriicken im Poly-
merteil das zweidimensionale Gel stabilisieren oder gar verursachen, nicht zu-
trifft. Die sperrigen Seitengruppen verhindern ebenfalls die Alkylket-
tenkristallisation der Lipidfunktion und somit die Ausbildung eines Gels an der
Wasser-Luft-Grenzflache. Dies flihrt zur Aussage, dass Alkylkettenkristallisation
eine zwingende Voraussetzung zur Ausbildung eines zweidimensionalen Gels an
der Wasser-Luft-Grenzflache ist.

Mit der Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Beobachtung (SMI) wurde die laterale Dif-
fusion von Lipopolymeren in Langmuir-Monolagen untersucht. Die Ergebnisse
zeigen, dass sich bei hohen Filmdriicken von iiber 30 mN/m die Monolage rigide
verhilt, d.h. es wird nur sehr geringe Diffusion beobachtet. Mit sinkendem Film-
druck nimmt der Diffusionskoeffizient zu. Mit Ensemblemessmethoden, wie
FRAP (engl.: fluorescence recovery after photobleaching), wiirde man nur die

Mittelwerte der lateralen Diffusion erhalten. Allgemein ldsst sich aus den
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Ergebnissen ableiten, dass mit steigendem Filmdruck die Verteilung der lateralen
Diffusion sich zu kleineren Diffusionskoeffizienten verschiebt. Die Monolage
wird zunehmend rigider und die Diffusion in den ausgebildeten Schollen sehr
gering. Es konnen aber vereinzelt Molekiile beobachtet werden, die sich sehr
schnell zwischen diesen Schollen bewegen. Diese ,,seltenen Ereignisse® konnen

nur mit Einzelmolekiiltechniken detektiert werden.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien und Losemittel

Als Inertgas wurde nachgereinigter Stickstoff verwendet (R3-11-Katalysator der
BASF AG, Molsieb 3A).

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von den Firmen
ALDRICH, FLUKA oder AVANTI POLAR LIPIDS bezogen und ohne weitere Aufrei-
nigung verwendet.

Die zur Polymerisation verwendeten 2-Oxazoline wurden getrocknet, destillativ
gereinigt und unter Schutzgasatmosphire gelagert. Piperazin wurde destilliliert
und unter Schutzgasatmosphére gelagert.

Die verwendeten Losemittel wurden vor Verwendung destilliert. Absolute Lose-
mittel wurden gemif3 Standardverfahren getrocknet und unter Schutzgas aufbe-
wahrt.

Deuterierte Losemittel wurden bei der Firma DEUTERO bezogen.
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6.2 Geriite und Hilfsmittel

Kernresonanzspektroskopie (NMR):

Fa. BRUCKER, ARX 300

Frequenzen: 'H-NMR: 300,13 MHz

PC-NMR: 75,47 MHz

Losemittel: CDCl; (Standard: 7,26 ppm), de-DMSO (Standard: 2,54 ppm)

Gelpermeationschromatographie (GPC):

Pumpe: WATERS Mod. 510

RI-Detektor: WATERS 410

UV-Detektor: WATERS 486 (A =254 nm)

Eluenten: CHCI3 (Kalibrierstandard lineares Poly(styrol))
DMACc (Kalibrierstandard lineares Poly(methylmethacrylat))

Flussrate: 1 mL/min

FT-IR Spektrometer:
Fa. BRUCKER, Typ: IFS 55

UV-Vis-Spektrometer:
Fa. VARIAN, Cary 300, Version 8.01

Fa. VARIAN, Cary 100, Bio

Fluoreszenzspektrometer:

Fa. JOBIN YVON, FluoroMax-3
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Zentrifuge:

Fa. HETTICH, Universal 32 R

Grenzflichen Rheometer:
CAMTEL, UK, CIR-100

LABCON, UK: Labcon Molecular Photonics 700 Series LB Filmwaage

Fluoreszenz-Korrelation-Spektrometer:

CARL ZEISS JENA GMBH, ConfoCor 2

HeNe-Laser (A =543 nm), Pinhole (Durchmesser 80 um), Emmisionsfilter (BP
560 - 615), Strahlteiler (HTF 543)

Dynamische Lichtstreuung (DLS):

HeNe-Laser (A = 632 nm)

Logarithmischer Korrelator: AVL-5000/E fiir temperaturaufgeloste Messungen
Korrelator: AVL-6000/E fiir winkelabhdngige Messungen

Programm zur inversen Laplace Transformation: REPES
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6.3 Synthese und Charakterisierung

6.3.1 Polymersynthesen

Allgemeine Synthesevorschrift der Polymerisation von 2-Oxazolinen:

Alle Polymerisationen werden mit getrockneten Reagenzien und unter trockener
Stickstoffatmosphére in ausgeheizten Schlenkgefdllen durchgefiihrt.

Der Initiator wird im verwendeten Losemittel gelost und auf 0°C gekiihlt. Zu der
kalten Losung wird das Monomer unter Rithren zugegeben. Das Reaktionsgefal3
wird gasdicht verschlossen und sofort in ein vorgeheiztes Olbad iiberfiihrt. Am
Ende der Reaktionszeit wird die Losung auf 0°C gekiihlt und Piperazin in Chlo-
roform (20-facher Uberschuss, 0,5 g/mL) zugegeben. Die Losung wird iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend wird das Losemittel und iiber-
schiissiges Abbruchsreagens im Olpumpenvakuum entfernt. Der Riickstand wird
in Chloroform aufgenommen, mit Kaliumcarbonat versetzt und liber Nacht ge-
rihrt. Das Kaliumcarbonat wird abfiltriert und die Losung eingeengt. Das Poly-
mer wird in kaltem Diethylether gefdllt und iiber Nacht im Gefrierschrank
nachgefillt. Das Polymer wird abzentrifugiert und restliches Losemittel im Ol-
pumpenvakuum entfernt. Das erhaltene Polymer wird aus Benzol gefriergetrock-
net.

Zur Synthese der statistischen Copolymeren werden beide Monomere gleichzei-
tig zu der kalten Initiatorlosung gegeben, Blockcopolymere werden durch se-
quentielle Monomerzugabe dargestellt. Vor jeder erneuten Monomerzugabe wird
die Reaktionslosung auf 0°C gekiihlt und anschlieBend wieder in das temperierte

Olbad tberfiihrt.
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6.3.1.1 Homopolymere

6.3.1.1.1 Poly(2-methyl-2-oxazolin),3; PMOx;;

Trifluormethansulfonsduremethylester
2-Methyl-2-oxazolin

Piperazin

Losemittel
Reaktionszeit und -temperatur

Ausbeute

0,086 g (0,52 mmol)

0,448 g (5,3 mmol) fiirn =10
0,88 g,(10,4 mmol, 20 eq.)

in 2 mL Chloroform
Acetonitril

24 h bei 80°C

0,53 g, 84%

'H-NMR (CDCls): & in ppm: 3,41 (s, 52 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,99 (bs, 3 H,
-CH3), 2,90 (bs, 4 H, -N-(CH,),"P™™), 2,47 (bs, 4 H, -(CH,),"P*"-NH) 2,05

(bs, 39 H, -CO-CH3).
PDI (GPC): 1,19
M, (‘H-NMR Endgruppenanalyse): 1210 g/mol

6.3.1.1.2 Poly(2-methyl-2-oxazolin),s; PMOxXy6
Trifluormethansulfonsduremethylester
2-Methyl-2-oxazolin

Piperazin

Losemittel
Reaktionszeit und -temperatur

Ausbeute

0,124 g (0,76 mmol)

1,924 g (22,6 mmol) fiir n = 30
1,29 g,(15,1 mmol, 20 eq.)

in 2 mL Chloroform
Acetonitril

24 h bei 80°C

1,53 g,87%
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"H-NMR (CDCl5): 6 in ppm: 3,41 (s, 104 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,99 (bs, 3 H,
-CH3), 2,90 (bs, 4 H, -N-(CH,),"*"™™), 2,47 (bs, 4 H, -(CH,),"?"**"-NH) 2,05

(bs, 78 H, -CO-CHj).
PDI (GPC): 1,21
M, (‘H-NMR Endgruppenanalyse): 2310 g/mol

6.3.1.1.3 Poly(2-methyl-2-oxazolin),s; PMOxys
Trifluormethansulfonsduremethylester
2-Methyl-2-oxazolin

Piperazin

Losemittel
Reaktionszeit und -temperatur

Ausbeute

0,105 g (0,64 mmol)

2,179 g (25,6 mmol) fiir n =40
1,09 g (12,8 mmol, 20 eq.)

in 2 mL Chloroform
Acetonitril

24 h bei 80°C

2,24 g, 89%

"H-NMR (CDCl5): 6 in ppm: 3,41 (s, 180 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,99 (bs, 3 H,

-CH3), 2,05 (bs, 135 H, -CO-CH;).
PDI (GPC): 1,10
M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 3930 g/mol
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6.3.1.1.4 Poly(2-methyl-2-oxazolin)gy; PMOxgq

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,063 g (0,38 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 1,962 g (23,1 mmol) fiir n = 60
Piperazin 0,65 g,(7,6 mmol, 20 eq.)

in 1,2 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril
Reaktionszeit und -temperatur 24 h bei 80°C
Ausbeute 1,84 g, 93%

'H-NMR (CDCl5): & in ppm: 3,42 (s, 240 H, -N-CH,-CH,-N-), 3,02 (bs, 3 H,
-CH3), 2,06 (bs, 180 H, -CO-CHy).

PDI (GPC): 1,58

M, ("H-NMR Endgruppenanalyse): 5220 g/mol
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6.3.1.2 Blockcopolymere
6.3.1.2.1 Diblockcopolymere

6.3.1.2.2 Poly[(2-methyl-2-0xazolin)4y-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin),];

P[(MOx)4(NOx)/]

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,128 g (0,78 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 1,990 g (23,38 mmol) fiir n = 30
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,929 g (4,71 mmol) flirm =6
Piperazin 1,33 g (15,6 mmol, 20 eq.)

in 2 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril / Chlorbenzol (2:1)
Reaktionszeit und -temperatur zweimal 24 h bei 80°C
Ausbeute 2,79 g, 89%

"H-NMR (CDCl5): 6 in ppm: 3,41 (s, 188 H, -N-CH,-CH,-N-), 3,01 (bs, 3 H,
-CH3), 2,29 (bs, 14 H, -CO-CH;-), 2,07 (bs, 120 H, -CO-CHj;), 1,55 (m, 14
H, -CO-CH,-CH;-), 1,22 (m, 84 H, -CH,-(CH;),-CHj3), 0,83 (t, 21 H, -CH,-
(CHy)s-CH3).

PDI (GPC): 1,20

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 4030 g/mol
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6.3.1.2.3 Poly[(2-n-nonyl-2-oxazolin);¢-b-(2-methyl-2-oxazolin)s;;|;

P[(NOx)19(MOx)3,]

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,067 g (0,41 mmol)
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,565 g (2,86 mmol) flirn =7
2-Methyl-2-oxazolin 1,394 g (16,38 mmol) fiir m = 30
Piperazin 0,7 g (8,2 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril / Chlorbenzol (2:1)
Reaktionszeit und -temperatur zweimal 24 h bei 80°C
Ausbeute 1,89 g, 96%

'H-NMR (CDCL): & in ppm: 3,35 (s, 168 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,91 (bs, 3 H,
-CH3), 2,21 (bs, 20 H, -CO-CH;-), 1,99 (bs, 96 H, -CO-CHj3), 1,48 (m, 20 H,
-CO-CH,-CHj;-), 1,15 (m, 120 H, -CH,-(CH,)s-CH3), 0,76 (t, 30 H, -CH,-(CH,)4-
CH;).

PDI (GPC): 1,07

M, (‘H-NMR Endgruppenanalyse): 4800 g/mol
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6.3.1.3 Triblockcopolymere

6.3.1.3.1 Poly[(2-methyl-2-0xazolin),y-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin);-b-(2-methyl-2-
oxazolin)i4]; P[(MOXx)29(NOx)7(MOX),4]

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,067 g (0,41 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 0,697g (8,19 mmol) fiir n =20
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,565 g (2,87 mmol) flir m =7
2-Methyl-2-oxazolin 0,697g (8,19 mmol) fiir o = 20
Piperazin 0,70 g (8,1 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril / Chlorbenzol (2:1)
Reaktionszeit und -temperatur dreimal 24 h bei 80°C
Ausbeute 1,45 g, 81%

"H-NMR (CDCL): ¢ in ppm: 3,43 (s, 164 H, -N-CH,-CH,-N-), 3,01 (bs, 3 H,
-CH3), 2,30 (bs, 14 H, -CO-CH,-), 2,10 (bs, 102 H, -CO-CH3), 1,56 (m, 14 H,
-CO-CH,-CH;-), 1,22 (m, 84 H, -CH,-(CH;),-CHj3), 0,85 (t, 21 H, -CH,-(CH,)¢-
CH;).

PDI (GPC): 1,40

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 4380 g/mol
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6.3.1.3.2 Poly[(2-methyl-2-0xazolin);y-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin);-b-(2-methyl-2-
oxazolin)26]; P[(MOX)30(NOX)7(MOX)26]

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,050 g (0,30 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 0,775g (9,11 mmol) fiir n = 30
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,419 g (2,13 mmol) fiirm =7
2-Methyl-2-oxazolin 0,775g (9,11 mmol) fiir o = 30
Piperazin 0,51 g (6,0 mmol, 20 eq.)

in 1,0 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril / Chlorbenzol (2:1)
Reaktionszeit und -temperatur dreimal 24 h bei 80°C
Ausbeute 1,48 g, 79%

"TH-NMR (CDCly): & in ppm: 3,43 (s, 252 H, -N-CH,-CH,-N-), 3,02 (bs, 3 H,
-CHj;), 2,35 (bs, 14 H, -CO-CH;-), 2,08 (bs, 168 H, -CO-CHj3;), 1,56 (m, 14 H,
-CO-CH,-CHj;-), 1,22 (m, 84 H, -CH,-(CH,)s-CHj3), 0,85 (t, 21 H, -CH,-(CH,)4-
CHy).

PDI (GPC): 1,35

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 6250 g/mol
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6.3.1.3.3 Poly[(2-n-nonyl-2-oxazolin);¢-b-(2-methyl-2-oxazolin),-b-[ (2-n-
nonyl-2-oxazolin)g]; P[(NOxX);9(MOXx)4(NOx)g]

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,061 g (0,37 mmol)
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,510 g (2,58 mmol) flirn =7
2-Methyl-2-oxazolin 0,943 g (11,08 mmol) fiir m = 30
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,510 g (2,58 mmol) fiiro=7
Piperazin 0,63 g (7,4 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril / Chlorbenzol (2:1)
Reaktionszeit und -temperatur dreimal 24 h bei 80°C
Ausbeute 2,25 g, 86%

"TH-NMR (CDCl3): & in ppm: 3,42 (s, 216 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,99 (bs, 3 H,
-CHj;), 2,30 (bs, 36 H, -CO-CH,-), 2,08 (bs, 120 H, -CO-CHj3;), 1,56 (m, 36 H,
-CO-CH,-CHj;-), 1,21 (m, 216 H, -CH,-(CH,)s-CH3), 0,84 (t, 54 H, -CH,-(CH,;)4-
CHy).

PDI (GPC): 1,26

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 7060 g/mol
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6.3.1.3.4 Poly[(2-n-nonyl-2-oxazolin);-b-(2-methyl-2-o0xazolin)s4-b-[ (2-n-nonyl-
2-0X3Z01i1’l)7]; P[(NOX)7(MOX)54(NOX)7]

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,046 g (0,28 mmol)
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,338 g (1,71 mmol) flirn =7
2-Methyl-2-oxazolin 1,196 g (14,05 mmol) fiir m = 50
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,338 g (1,71 mmol) fiiro=7
Piperazin 0,63 g (7,4 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril / Chlorbenzol (2:1)
Reaktionszeit und -temperatur dreimal 24 h bei 80°C
Ausbeute 1,71 g, 82%

"TH-NMR (CDCly): & in ppm: 3,44 (s, 272 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,99 (bs, 3 H,
-CHj;), 2,21 (bs, 28 H, -CO-CH,-), 2,05 (bs, 162 H, -CO-CHj3;), 1,56 (m, 28 H,
-CO-CH,-CHj;-), 1,15 (m, 168 H, -CH,-(CH,)s-CH3), 0,85 (t, 42 H, -CH,-(CH,;)4-
CHy).

PDI (GPC): 1,30

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 7460 g/mol
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6.3.1.4 Statistische Copolymere

6.3.1.4.1 Poly[(2-methyl-2-0xazolin);3-(2-n-nonyl-2-oxazolin); ]uc.;
P[(MOx)33(NOx)11]stat.

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,071 g (0,43 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 1,104 g (12,97 mmol) fiir n = 30
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,853 g (4,32 mmol) fiir m= 10
Piperazin 0,74 g (8,65 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril / Chlorbenzol (2:1)
Reaktionszeit und -temperatur 24 h bei 80°C
Ausbeute 1,40 g, 64%

"H-NMR (CDCly): ¢ in ppm: 3,44 (s, 176 H, -N-CH,-CH,-N-), 3,03 (bs, 3 H,
-CH3), 2,28 (bs, 22 H, -CO-CH;-), 2,11 (bs, 99 H, -CO-CH3), 1,58 (m, 22 H,
-CO-CH,-CHj;-), 1,24 (m, 132 H, -CH,-(CH,)s-CH3), 0,86 (t, 33 H, -CH,-(CH,;)¢-
CHy).

PDI (GPC): 1,20

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 5080 g/mol

6.3.1.4.2 Poly[(2-methyl-2-0xazolin)yy-(2-n-nonyl-2-oxazolin)g]sue.;

P[(MOx)4(NOxX)¢]stat.

Trifluormethansulfonsduremethylester 0,070 g (0,43 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 1,452 g (17,06 mmol) fiir n =40
2-n-Nonyl-2-oxazolin 0,505 g (2,56 mmol) fiirm =6
Piperazin 0,74 g (8,65 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Acetonitril / Chlorbenzol (2:1)
Reaktionszeit und -temperatur 24 h bei 80°C
Ausbeute 1,75 g, 87%
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"H-NMR (CDCL): ¢ in ppm: 3,45 (s, 184 H, -N-CH,-CH,-N-), 3,02 (bs, 3 H,
-CH3), 2,30 (bs, 12 H, -CO-CH;-), 2,12 (bs, 120H, -CO-CHj;), 1,58 (m,
12 H,-CO-CH,-CH,-), 1,25 (m, 72 H, -CH,-(CH,)s-CH3), 0,86 (t, 18 H, -CH,-
(CH)6-CH3).

PDI (GPC): 1,38

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 4690 g/mol

6.3.1.5 Lipopolymere

6.3.1.5.1 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin), 4;
DiC 18PMOX15

2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethan-

sulfonyl-sn-glycerol 0,240 g (0,33 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 0,420 g (4,93 mmol) flirn=15
Piperazin 0,56 g (6,59 mmol, 20 eq.)

in 1,0 mL Chloroform
Losemittel Chloroform
Reaktionszeit und -temperatur 24 h bei 60°C
Ausbeute 0,58 g, 90%

'H-NMR (CDCLy): & in ppm: 3,42 (s, 56 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,07 (bs, 42 H,
-CO-CHjy), 1,50 (m, 4 H, -O-CH,-CH;-), 1,20 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,);s-
CH,), 0,84 (t, 6 H, -(CH,);5-CH3).

PDI (GPC): 1,05

M, (‘H-NMR Endgruppenanalyse): 1940 g/mol
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6.3.1.5.2 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin)sp;
DiC]gPMOX30

2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethan-

sulfonyl-sn-glycerol 0,480 g (0,66 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 1,681 g (19,75 mmol) fiir n = 30
Piperazin 1,12 g (13,2 mmol, 20 eq.)

in 2,0 mL Chloroform
Losemittel Chloroform
Reaktionszeit und -temperatur 48 h bei 60°C
Ausbeute 1,85 g, 87%

'H-NMR (CDCl;): & in ppm: 3,42 (s, 120 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,07 (bs, 90 H,
-CO-CHj3;), 1,50 (m, 4 H, -O-CH,-CH;-), 1,20 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,);5-
CH,), 0,84 (t, 6 H, -(CH,);5-CH3).

PDI (GPC): 1,06

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 3220 g/mol

6.3.1.5.3 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin)s;
DiC]gPMOX50

2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethan-

sulfonyl-sn-glycerol 0,318 g (0,44 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 1,856 g (21,81 mmol) fiir n = 50
Piperazin 0,75 g (8,81 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Chloroform
Reaktionszeit und -temperatur 48 h bei 60°C
Ausbeute 1,95 g, 90%
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"H-NMR (CDCl): 6 in ppm: 3,42 (s, 200 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,07 (bs, 150 H, -
CO-CH;), 1,50 (m, 4 H, -O-CH,-CH,-), 1,20 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,),s-
CH,), 0,84 (t, 6 H, -(CH,);5-CH3).

PDI (GPC): 1,16

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 4920 g/mol

6.3.1.5.4 1,2-Di-O-phythanyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin);s;
DiPhyPMOXIS

Trifluormethansulfonsiure-2,3-O-di-

phythanylglycerylester 0,320 g (0,41 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 0,540 g (6,34 mmol) flirn=15
Piperazin 0,69 g (8,2 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Chloroform
Reaktionszeit und -temperatur 24 h bei 60°C
Ausbeute 0,67 g, 82%

'H-NMR (CDCls): & in ppm: 3,45 (b, 60 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,10 (b, 45 H,
-CO-CHjy), 1,40-0,98 (sb, 48 H, -(CH3,),-), 0,83 (t, 30 H, -(CH,),-CH5).

PDI (GPC): 1,24

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 2000 g/mol
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6.3.1.5.5 1,2-Di-O-phythanyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin)s,;

DiPhyPMOxj;,

Trifluormethansulfonsiure-2,3-O-di-

phythanylglycerylester 0,300 g (0,38 mmol)

2-Methyl-2-oxazolin 0,976 g (11,47 mmol) fiir n = 30

Piperazin 0,65 g (7,6 mmol, 20 eq.)
in 1,2 mL Chloroform

Losemittel Chloroform

Reaktionszeit und -temperatur 24 h bei 60°C

Ausbeute 1,13 g, 87%

'H-NMR (CDCLy): & in ppm: 3,45 (b, 126 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,10 (b, 98 H,
-CO-CHj,;), 1,40-0,98 (sb, 48 H, -(CH3,),-), 0,83 (t, 30 H, -(CH,),-CH5).

PDI (GPC): 1,13

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 3440 g/mol
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6.3.1.5.6 1,2-Di-O-phythanyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin)s;

DiPhyPMOxs5;,

Trifluormethansulfonsiure-2,3-O-di-

phythanylglycerylester 0,120 g (0,15 mmol)

2-Methyl-2-oxazolin 0,390 g (4,58 mmol) fiir n = 50

Piperazin 0,26 g (3,0 mmol, 20 eq.)
in 0,5 mL Chloroform

Losemittel Chloroform

Reaktionszeit und -temperatur 24 h bei 60°C

Ausbeute 0,67 g, 88%

'H-NMR (CDCl): & in ppm: 3,45 (b, 206 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,10 (b, 158 H,
-CO-CHj,;), 1,40-1,00 (sb, 48 H, -(CH,),-), 0,84 (t, 30 H, -(CH,),-CH5).

PDI (GPC): 1,06

M, (‘H-NMR Endgruppenanalyse): 5060 g/mol

6.3.1.6 Ionische Lipopolymere

6.3.1.6.1 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin),,-(2-(2-
methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin);, s ; DiC1gP[(MOX)12(EOX)12]stat.

2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethan-

sulfonyl-sn-glycerol 0,280 g (0,38 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 0,262 g (3,08 mmol) fiirn =38
2-(2-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin 0,423 g (2,69 mmol) flir m =7
Piperazin 0,65 g (7,60 mmol, 20 eq.)

in 1,5 mL Chloroform
Losemittel Chloroform
Reaktionszeit und -temperatur 48 h bei 60°C
Ausbeute 0,77 g, 57%
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"H-NMR (CDCl5): ¢ in ppm: 3,63 (s, 36 H, -COOCH3;), 3,44 (s, 96 H, -N-CH,-
CH,-N-), 2,61 (bs, 48 H, -CO-CH,-CH,-COOMe), 2,08 (bs, 36 H, -CO-CH3y),
1,48 (m, 4 H, -O-CH,-CH,-), 1,21 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,),5-CH3), 0,85 (t,
6 H, -(CH,);5-CH3).

PDI (GPC): 1,12

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 3570 g/mol

6.3.1.6.2 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-o0xazolin),y-(2-(2-
methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin);s]sa.; DiC1gP[(MOX)20(EOX)15]stat.

2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethan-

sulfonyl-sn-glycerol 0,226 g (0,28 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 0,395 g (4,52 mmol) fiirn=15
2-(2-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin 0,731 g (4,52 mmol) firm =15
Piperazin 0,47 g (5,60 mmol, 20 eq.)

in 1,0 mL Chloroform
Losemittel Chloroform
Reaktionszeit und -temperatur 48 h bei 60°C
Ausbeute 0,57 g,43%

'H-NMR (CDCl5): & in ppm: 3,63 (s, 36 H, -COOCHj3;), 3,44 (s, 96 H, -N-CH,-
CH,-N-), 2,61 (bs, 48 H, -CO-CH,-CH,-COOMe), 2,08 (bs, 36 H, -CO-CHj3),
1,48 (m, 4 H, -O-CH,-CHj,-), 1,21 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,),5-CH3), 0,85 (t,
6 H, -(CH,);5-CH3).

PDI (GPC): 1,59

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 4720 g/mol
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6.3.1.6.3 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin),s-(2-(2-
methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin),s ] ; DiC1gP[(MOX)25(EOX);5]stat.

2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethan-

sulfonyl-sn-glycerol 0,220 g (0,30 mmol)
2-Methyl-2-oxazolin 0,642 g (7,54 mmol) fiir n =25
2-(2-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin 1,186 g (7,54 mmol) fiir m = 25
Piperazin 0,51 g (6,00 mmol, 20 eq.)

in 1,0 mL Chloroform
Losemittel Chloroform
Reaktionszeit und -temperatur 48 h bei 60°C
Ausbeute 1,59 g, 79%

'H-NMR (CDCl;): & in ppm: 3,63 (s, 36 H, -COOCHj), 3,44 (s, 96 H, -N-CH,-
CH,-N-), 2,61 (bs, 48 H, -CO-CH,-CH,-COOMe), 2,08 (bs, 36 H, -CO-CHy),
1,48 (m, 4 H, -O-CH,-CHj;-), 1,21 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,),5-CH3), 0,85 (t,
6 H, -(CH;);5-CH3).

PDI (GPC): 1,18

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 6720 g/mol

6.3.1.6.4 Verseifung von DiCsP[(MOX)(EOX)]sut ztt DiC)sP[(MOX)(SOX)]seat

Das Polymer wird, bezogen auf die Methylesterseitenkettenfunktionen, mit ei-
nem vierfachen molaren Uberschuss an 0,1 molarer Natronlauge versetzt und
tiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wird die gleiche Menge an 0,1 molarer Salz-
sdure zugegeben und zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in Chloroform

aufgenommen, filtriert und getrocknet.
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6.3.1.6.5 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin);,-(2-
propionylsdure-2-oxazolin);, swe; DiC1sP[(MOX)12(SOX)12]stat.

'H-NMR (CDCl5): & in ppm: 3,44 (s, 96 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,61 (bs, 48 H,

-CO-CH,-CH,-COOMe), 2,08 (bs, 36 H, -CO-CH3;), 1,48 (m, 4 H, -O-CH,-

CH,-), 1,21 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,),5-CHj3), 0,85 (t, 6 H, -(CH;),5-CH3).

Ausbeute: 0,63 g, 86 %

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 3400 g/mol

6.3.1.6.6 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-0xazolin),o-(2-
propionylsdure-2-oxazolin);s]se; DiCi1gP[(MOX)20(SOX)15]stat.

'H-NMR (CDCl;): & in ppm: 3,44 (s, 96 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,61 (bs, 48 H,

-CO-CH,-CH,-COOMe), 2,08 (bs, 36 H, -CO-CHj3), 1,48 (m, 4 H, -O-CH,-

CH,-), 1,21 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,),5-CHj3), 0,85 (t, 6 H, -(CH;),5-CH3).

Ausbeute: 0,43 g, 79 %

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 4510 g/mol

6.3.1.6.7 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin),s-(2-
propionylsdure-2-o0xazolin),s ] ; DiCi1gP[(MOX)25(SOX)25] stat.

'H-NMR (CDCl5): & in ppm: 3,44 (s, 96 H, -N-CH,-CH,-N-), 2,61 (bs, 48 H,

-CO-CH,-CH,-COOMe), 2,08 (bs, 36 H, -CO-CHj;), 1,48 (m, 4 H, -O-CH,-

CH,-), 1,21 (bs, 60 H, -O-CH,-CH,-(CH,),5-CHj3), 0,85 (t, 6 H, -(CH;),5-CH3).

Ausbeute: 1,20 g, 80 %

M, (‘"H-NMR Endgruppenanalyse): 6340 g/mol
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6.3.2 Lipidsynthese

6.3.2.1.1 3,7,11,15-Tetramethyl-hexadecan-1-ol (Phytanol)

200 mL einer 10%igen Raney-Nickel-Losung in Wasser werden dekantiert, drei
Mal mit jeweils 100 mL Methanol gewaschen und anschlieend in 100 mL Me-
thanol suspendiert. Zu der Suspension werden 20,18 g (68,05 mmol) 3,7,11,15-
Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol (Phytol) gegeben und bei Raumtemperatur fiir 72
Stunden mit Wasserstoffgas reduziert. Der Katalysator wird abfiltriert und das
Methanol unter vermindertem Druck abdestilliert. Man erhélt 20,21 g (68,05
mmol, quant. Ausbeute) Phytanol als farbloses Ol, das ohne weitere Aufreini-

gung in den folgenden Reaktionen eingesetzt wird.

'H-NMR (CDCl;): & in ppm: 3,5-3,7 (b, 2 H, -CH,-OH), 1,0-1,6 (b, 24 H,
_(CH2)14_)7 098_099 (b7 15 Ha _CH?))'

6.3.2.1.2 Methansulfonsaure-3,7,11,15-tetramethylhexadecylester
(Methansulfonsdurephytanylester)

In einem 100 mL Kolben werden unter Schutzgas 10,0 g (33,5 mmol) Phytanol
in 50 mL Pyridin gelost und auf 0 °C gekiihlt. Es werden langsam 4,99 g (43,6
mmol) Methansulfonséurechlorid zugetropft und anschlieBend fiir 2 Stunden ge-
rithrt. Nach beendeter Reaktion wird die Losung in 200 mL Wasser tiberfiihrt und
drei Mal mit Essigester extrahiert. Das Losemittel wird im Membranpumpenva-
kuum entfernt. Es werden 10,86 g (28,8 mmol, Ausbeute 86,1%) Methansulfon-
siurephytanylester als gelbes Ol erhalten.

"H-.NMR (CDCL): ¢ in ppm: 4,1-4,4 (b, 2 H, -CH,-O-), 3,0 (s, 3 H, -SO,-CH;),
1,0-1,8 (b, 24 H, -(CH,)4-), 0,8-0,9 (b, 15 H, -CH3).
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6.3.2.1.3 1-Benzyl-2,3-O-Di-phythanyl-glycerol

In 30 mL DMSO werden 0,61 g (25,3 mmol) Natriumhydrid unter Schutzgas
suspendiert. Zur Suspension werden 1,15 g (6,3 mmol) 1-Benzylglycerol lang-
sam zugetropft. Nach einer Stunde wird bei 40°C zu der Reaktionslosung 5,0 g
(13,3 mmol) Methansulfonsidurephytanylester gegeben. Die Losung wird fiir
weitere 3 Tage bei 40 °C geriihrt. Es werden 60 mL gesittigte NH4CI-Losung
zugegeben und mehrmals mit Essigester ausgeschiittelt. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Salz wird
abfiltriert und das Losemittel im Membranpumpenvakuum entfernt. Der
Riickstand ~ wird  lber  Kieselgel mit einem  Losemittelgemisch
(Hexan:Essigester = 59:1) sdulenchromatographisch getrennt. Man erhilt 2,03 g
(2,73 mmol, Ausbeute 21%) 1-Benzyl-2,3-O-Di-phythanyl-glycerol als farbloses
Ol

"TH-NMR (CDCl5): 6 in ppm: 7,2-7,4 (b, 5 H, -C¢Hs), 4,6 (s, 2 H, -CH,-C¢Hs),
3,5-3,7 (b, 9 H, -CH,-0O-), 1,0-1,8 (b, 48 H, -(CH;)4-), 0,8-0,9 (b, 30 H, -CH3).

6.3.2.1.4 2,3-Di-O-phythanyl-glycerol (Archaeol)

In 50 mL Essigester werden 5,34 g (7,18 mmol) 1-Benzyl-2,3-O-di-phythanyl-
glycerol gelost und 5,8 g Pd/C (5%) zugegeben. Die Benzylschutzgruppe wird
fiir 4 Tage bei 40 °C in einer Wasserstoffatmosphédre abgespalten. Der Katalysa-
tor wird tiber Celite abfiltriert und mit Essigester gewaschen. Das Losemittel
wird unter vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt wird iiber Kiesel-
gel mit dem Laufmittel Hexan:Essigester (20:1) sdulenchromatographisch gerei-
nigt. Mit einer Ausbeute von 90,5% wird 2,3- Di-O-phythanyl-glycerol (4,33 g,
6,50 mmol) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (CDCly): & in ppm: 3,5-3,7 (b, 9H, -CH,-0-), 1,0-1,8 (b, 48 H,
_(CH2)14_)a 038'099 (ba 30 H, 'CH3)'
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6.3.3 Lipidinitiatoren

Allgemeine Synthesevorschrift

In einem ausgeheizten Schlenkkolben wird der primére Alkohol (1 eq.) und was-
serfreies K,COj; (4 eq.) in trockenem Dichlormethan suspendiert. Das Reaktions-
gemisch wird auf 0 °C gekiihlt und anschlieBend Trifluormethansulfonsdurean-
hydrid (1,5 eq.) mit einer Spritze langsam zugetropft. Dann wird langsam auf RT
erwdrmt und nach einer Reaktionszeit von 24 h wird unter Luft- und Feuchtig-
keitsausschluss das K,COj; iiber einen Spritzenfilter (PTFE-Membran, ® = 0,45
um, SATORIUS) abfiltriert. Das Filtrat wird im Feinvakuum eingeengt und ge-

trocknet.

6.3.3.1.1 2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonyl-sn-glycerol

Das Produkt wir analog der allgemeinen Synthesevorschrift fiir Lipidinitiatoren

dargestellt.

2,3-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol 0,400 g (0,67 mmol)
K,CO; 0,330 g (2,00 mmol)
Trifluormethansulfonsdureanhydrid 0,284 g (1,00 mmol)
Losemittel 15 mL Dichlormethan
Ausbeute 0,488 g, quant.

"TH-NMR (CDCl): 6 in ppm:, 4,5 (d, 2H, CH,-OTY) , 3,3-3,8 (m, 7H,-CH,-CH,-
O-, -O-CH-CH,-0O-,-O-CH-CH,-0-), 1,6 (b, 4H, -CH,-CH,-O-), 1,2 (mp, 60H, -
CH,-(CH>)5-CH»-), 0,9 (mp, 6H, CH3-(CH>);5-).

PC-NMR (CDCl5): & in ppm: 116,55 (-CFs, 'Jc = 320 Hz), 75,95 (CH,-OTY),

68,56, 71,07, 71,97 (-O-CHy-, -O-CH-), 31,95 (a-CHy-), 29,4-29,8 (-CH.-), 25,95
(0-1-CHy-), 22,71 (0-CH,-), 14,12 (CH;-).
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6.3.3.1.2 2,3-Di-O-phythanyl-1-trifluormethansulfonyl-sn-glycerol

Das Produkt wir analog der allgemeinen Synthesevorschrift fiir Lipidinitiatoren
dargestellt. Dabei wird bei Zugabe des Trifluormethansulfonsdureanhydrids
zunidchst eine Braunfdarbung der Reaktionslosung beobachtet. Nach der Reaktion
tiber Nacht zeigt die Losung nur noch eine leichte Gelbfarbung. Das Produkt

wird nach der Aufarbeitung als farbloses Ol erhalten.

2,3-Di-0-(3,7,11,15tetramethylhexadecyl)glycerol 0,400 g (0,61 mmol)
K,CO; 0,427 g (3,07 mmol)
Trifluormethansulfonsdureanhydrid 0,345 g (1,23 mmol)
Losemittel 15 mL Dichlormethan
Ausbeute 0,56 g, 97%

'"H NMR (in CDCl5) & in ppm: 4,4-4,6 (b, 2 H, -CH,-OT), 3,5-3,7 (b, 7 H, -CH,-
0-), 1,0-1,8 (b, 48 H, -(CH,)4-), 0,8-0,9 (b, 30 H, -CH).

6.3.4 Monomersynthese

6.3.4.1.1 Bernsteinsduremonomethylesterchlorid

25 g (0,189 mol) Bernsteinsduremonomethylester werden bei Raumtemperatur
mit 25,7 g (0,216 mol) Thionylchlorid versetzt. Nach 1 Stunde erhitzt man die
Reaktionsmischung auf 45°C und riihrt fiir 3 h. Unter reduziertem Druck wird
tiberschiissiges Thionylchlorid abdestilliert. Das Esterchlorid wird durch Destil-
lation im Feinvakuum (Siedepunkt 34°C bei 0,19 mmbar) erhalten. Man erhélt

15,4 g (0,102 mol, Ausbeute 54%) Bernsteinsduremonomethylesterchlorid.

'"H-NMR (CDCL): & in ppm: 3,64 (s, 3 H, -CHs,), 3,11-3,20 (t, 2 H ,-CO-CH,-),
2,53-2,67 (t, 2 H, -CH,-COO-).
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6.3.4.1.2 N-(2-chlorethyl)-5-methoxycarbonylpropanamid

12,09 g (0,102 mol) 2-Chlorethylammoniumchlorid werden unter Schutzgas in
140 ml trockenem CH,Cl, geldst und 15,36 g (0,102 mol) Bernsteinsduremono-
methylesterchlorid zugefiigt. Bei einer Temperatur von 0°C werden innerhalb
einer Stunde 23,87 g (0,235 mol) Triethylamin zugetropft. Der Reaktionsansatz
wird auf Raumtemperatur erwidrmt und iiber Nacht geriihrt. Die Reaktions-
mischung wird mit 40 ml Wasser versetzt. Die organische Phase wird zweimal
mit destilliertem Wasser und mit geséttigter Natriumchlorid-Losung gewaschen
und {iber Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wird im Vakuum entfernt.

Man erhilt 16,99 g (88 mmol, Ausbeute 86 %) eines braunen Ols.

'H-NMR (CDCLy): & in ppm:, 3,57-3,63 (s, 3 H, -CHs,), 3,47-3,57 (m, 4 H, -NH-
(CH,),-Cl), 2,20-2,33 (t, 2 H, -CH,-COO-), 2,10-2,20 (t, 2 H, -CH,-CO-NH-).

6.3.4.1.3 2-(4-Methoxycarbonylethyl)-2-oxazolin

Es werden 16,99 g (88 mmol) N-(2-chlorethyl)-5-methoxycarbonyl-pentanamid
mit 6,89 g (65 mmol) wasserfreiem Soda versetzt und langsam im Feinvakuum
erhitzt. Nach Abklingen der Gasentwicklung wird das Produkt abdestilliert (Sie-
depunkty 3mpar: 72°C). Es werden 9,82 g (63 mmol, Ausbeute 71,6%) als farbloses
Ol erhalten.

"H-NMR (CDCl): 6 in ppm: 4,25 (t, 2 H, -O-CH,-), 3,67 (t, 2 H, -CH,-N=), 3,56
(s, 3 H, -CH;3), 2,53 (t, 2 H, -CH,-CH,-CO-), 2,45 (t, 2 H, -CH,-CH,-CO-).

BC-NMR (CDCL): & in ppm: 172,8 (C=0), 167,0 (-O-C=N), 67,5 (-O-CH,-),

544 (=N-CH,-), 51,8 (-COOCH;), 30,1 (-CH,-CH,-CO-), 23,1 (-CH,-CH,-
CO-).
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6.3.5 Fluoreszenzmarkierung

Allgemeine Synthesevorschrift

Das Polymer (1,0 eq.) und Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat (TRITC) (1,2 —
1,5 eq.) werden in trockenem Methanol gelost. Die Reaktionslosung wird unter
Lichtausschluss 3 Tage geriihrt. AnschlieBend wird das Lésemittel am Rotati-
onsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird in wenig Methanol aufgenommen
und tiiber Sephadex G-25 (ALDRICH, Fraktionsbereich 1000 — 5000 g/mol)
(200 eq.) filtriert. Das Eluat wird im Feinvakuum getrocknet. Das stark rot ge-
farbte Produkt wird unter Lichtausschluss gelagert.

30 bis 50 mg aller dargestellten Polymere wurden fluoreszenzmarkiert. Der Re-
aktionserfolg wurde mittel NMR-, IR-Spektroskopie und Chromatographie iiber-
priift.

Die Signale des Fluoreszenzfarbstoffs treten im 'H-NMR-Spektrum bei 8,8 bis
6,7 ppm (Signale des Aromaten) und bei 3,25 ppm (Signal der Methylgruppen)
auf. Sie konnen auf Grund ihrer Intensitit und der Uberlagerung mit Signalen der

Polymerkette bei lingeren Polymeren nur schwer analysiert werden.

Im IR-Spektrum wird bei allen fluoreszenzmarkierten Polymeren die charak-
teristische C=S-Streckschwingung der Thioharnstoffgruppe bei 1187 cm™ detek-
tiert. Nach der Aufarbeitung wurden im polymeren Produkt keine Signale des

freien Farbstoffs mehr detektiert.
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6.3.5.1 Fluoreszenzmarkierte Homopolymere

6.3.5.1.1 Poly(2-methyl-2-oxazolin),3-TRITC; PMOx;3-TRITC

PMOx,; 21,3 mg (2,24:10° mol)
TRITC 12,0 mg (2,71-10* mol, 1,2 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 22,1 mg, 61 %

Mn: 1650 g/mol

'H-NMR (CDCl;): & in ppm: 8,78 - 8,33 (m, H*"), 8,15 (m, H*"), 7,59 - 7,11
(m, H*), 6,89 (m, H*"), 6,70 (m, H""), 3,39 (s, 52 H, -N-CH,-CH,-N-), 3,26
(bs, 12 H, -N(CHj),), 2,99 (m, 3 H, -CHj), 2,96 (bs, -N-(CH,),""™™), 2,03 (bs,
39 H, -CO-CHj).

IR: in cm™: v, (CHs): 3007, v,s (CH,): 2962, vs (CH3): 2853, v, (CO) Amid I:

1635, v (Ar): 1589, o, (CH;3): 1419, vy (CS) Thioharnstoff: 1187, & (CH, Ar):
754.

6.3.5.1.2 Poly(2-methyl-2-oxazolin),s-TRITC; PMOX,-TRITC

PMOx,; 50,0 mg (1,88-10” mol)
TRITC 13,0 mg (2,93-10° mol, 1,5 eq.)
Losemittel 2 mL Methanol
Ausbeute 47,2 mg, 91 %

Mn: 2750 g/mol
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6.3.5.1.3 Poly(2-methyl-2-oxazolin)4s-TRITC; PMOx,45-TRITC

PMOXx,;s 50,0 mg (1,43-10” mol)
TRITC 8,2 mg (1,85-10° mol, 1,3 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 49,4 mg, 79 %

Mn: 4370 g/mol

6.3.5.1.4 Poly(2-methyl-2-oxazolin)g-TRITC; PMOxg-TRITC

PMOxg 50,0 mg (9,60-10°° mol)
TRITC 5,0 mg (1,13-10°mol, 1,2 eq.)
Losemittel 1,5 mL Methanol
Ausbeute 47,3 mg, 87 %

Mn: 5660 g/mol

6.3.5.2 Fluoreszenzmarkierte Diblockcopolymere

6.3.5.2.1 Poly[(2-methyl-2-oxazolin)4y-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin),]-TRITC,;
P[(MOx)4(NOx),]-TRITC

P[(MOX)4(NOx)/] 50,0 mg (1,30-10” mol)
TRITC 7,0 mg (1,58-10° mol, 1,2 eq.)
Losemittel 1,5 mL Methanol
Ausbeute 34,3 mg, 59 %

Mn: 4470 g/mol
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6.3.5.2.2 Poly[(2-n-nonyl-2-o0xazolin);¢-b-(2-methyl-2-oxazolin)s;,]-TRITC;
P[(NOx);9(MOx)3,]-TRITC

P[(NOX);o(MOX)3,] 30,0 mg (7,82:10° mol)
TRITC 4,5mg (1,01-10” mol, 1,3 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 35,2 mg, 86 %

Mn: 5240 g/mol

6.3.5.3 Fluoreszenzmarkierte Triblockcopolymere

6.3.5.3.1 Poly[(2-methyl-2-0xazolin),y-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin);-b-(2-methyl-2-
oxazolin),4]-TRITC; P[(MOXx),9(NOx)7(MOx)4]-TRITC

P[(MOx),(NOx)7(MOx)14] 30 mg (6,14-10°° mol)
TRITC 4,1 mg (9,24-10'6 mol, 1,5 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 21,6 mg, 73 %

Mn: 4820 g/mol

6.3.5.3.2 Poly[(2-methyl-2-0xazolin);y-b-(2-n-nonyl-2-oxazolin);-b-(2-methyl-2-
oxazolin),e]-TRITC; P[(MOX)3o(NOx)7(MOx),6]-TRITC

P[(MOXx)3o(NOx),(MOX),] 30,0 mg (4,50-10° mol)
TRITC 3,0 mg (6,76:10° mol, 1,5 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute: 20,2 mg, 67 %

Mn: 6690 g/mol
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6.3.5.3.3 Poly[(2-n-nonyl-2-oxazolin);¢-b-(2-methyl-2-oxazolin),-b-[(2-n-
nonyl-2-oxazolin)g]-TRITC; P[(NOx);o(MOx)4(NOx)g]-TRITC

P[(NOX);9(MOx)40(NOx)s] 30,0 mg (4,25-10° mol)
TRITC 2,5mg (5,53-10° mol, 1,3 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 23,9 mg, 75 %

Mn: 7500 g/mol

6.3.5.3.4 Poly[(2-n-nonyl-2-oxazolin);-b-(2-methyl-2-oxazolin)s4-b-[ (2-n-nonyl-
2-oxazolin);]-TRITC; P[(NOxX);(MOX)ss(NOx),]-TRITC

P[(NOx),(MOx)s4(NOx),] 30,0 mg (4,02:10° mol)
TRITC 2,3 mg (5,23-10° mol, 1,3 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 24,8 mg, 78 %

Mn: 7900 g/mol

6.3.5.4 Fluoreszenzmarkierte statistische Polymere

6.3.5.4.1 Poly[(2-methyl-2-0xazolin);3-(2-n-nonyl-2-oxazolin) s~ TRITC;
P[(MOx)33(NOX)11]5tat.-TRITC

P[(MOX)33(NOX)11]stat. 50,0 mg (9,84-10°° mol)
TRITC 5,6 mg (1,26:10° mol, 1,3 eq.)
Losemittel 1,5 mL Methanol
Ausbeute 47,3 mg, 87 %

Mn: 5520 g/mol
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6.3.5.4.2 Poly[(2-methyl-2-oxazolin)4o-(2-n-nonyl-2-oxazolin)g]s. -TRITC;
P[(MOx)4(NOx)¢]star.-TRITC

P[(MOX)40(NOX)g]stat. 30,0 mg (6,40-10° mol)
TRITC 4,3 mg (9,69-10° mol, 1,5 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 30,0 mg, 70 %

Mn: 5130 g/mol

6.3.5.5 Fluoreszenzmarkierte Lipopolymere

6.3.5.5.1 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin);4~-TRITC;
DiC 18PMOX15-TRITC

DiCsPMOX,5 30,0 mg (1,55-10° mol)
TRITC 8,2 mg (1,85:10* mol, 1,2 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 22,5 mg, 61 %

Mn: 2380 g/mol

6.3.5.5.2 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin);-TRITC;
DiC 18PMOX30-TRITC

DiC;sPMOx;, 50,0 mg (1,49-10” mol)
TRITC 9,0 mg (2,03-10° mol, 1,4 eq.)
Losemittel 2 mL Methanol
Ausbeute 44,2 mg, 81 %

Mn: 3660 g/mol
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6.3.5.5.3 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly(2-methyl-2-oxazolin)so-TRITC;
DiC]gPMOX50-TRITC

DiC;sPMOxs, 50,0 mg (1,02-10” mol)
TRITC 6,5 mg (1,46:10° mol, 1,4 eq.)
Losemittel 2 mL Methanol
Ausbeute 47,6 mg, 87 %

Mn: 5360 g/mol

6.3.5.5.4 1,2-Di-O-phythanyl-poly(2-methyl-2-oxazolin);s-TRITC;
DiPhyPMOxs-TRITC

DiPhyPMOX;s 30,0 mg (1,51-10 mol)
TRITC 12,0 mg (2,71-10* mol, 1,2 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 22,3 mg, 61 %

Mn: 2440 g/mol

6.3.5.5.5 1,2-Di-O-phythanyl-poly(2-methyl-2-oxazolin);,-TRITC;
DiPhyPMOx;,-TRITC

DiPhyPMOx3, 30,0 mg (8,72:10° mol)
TRITC 5,0 mg (1,13-10° mol, 1,3 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 29,4 mg, 87 %

Mn: 3880 g/mol

142



EXPERIMENTELLER TEIL

6.3.5.5.6 1,2-Di-O-phythanyl-poly(2-methyl-2-oxazolin)s;-TRITC;
DiPhyPMOxs;-TRITC

DiPhyPMOxs, 30,0 mg (5,93-10° mol)
TRITC 3,5mg (7,71-10° mol, 1,3 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 28,1 mg, 86 %

Mn: 5500 g/mol

6.3.5.6 Fluoreszenzmarkierte ionische Lipopolymere

6.3.5.6.1 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin);,-(2-
propionylsdure-2-oxazolin) ;] -TRITC;
DiCgP[(MOX)12(SOX)12]stae-TRITC

DiCsP[(MOX)12(SOX) 2] stat. 30 mg (1,02-10” mol)
TRITC 7,0 mg (1,58:10° mol, 1,5 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 31,7 mg, 81 %

Mn: 3840 g/mol

6.3.5.6.2 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-o0xazolin),y-(2-
propionylsdure-2-oxazolin);s]s..-TRITC;
DiCysP[(MOX)20(SOX)15]stat.-TRITC

DiC5P[(MOX)20(SOX)15]tat. 30,0 mg (6,65-10° mol)
TRITC 12,0 mg (2,71-10* mol, 1,2 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 30,0 mg, 85 %

Mn: 4950 g/mol
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6.3.5.6.3 1,2-Di-O-n-octadecyl-sn-glycerol-poly[(2-methyl-2-oxazolin),s-(2-
propionylsdure-2-oxazolin),s]s..-TRITC;

DiCsP[(MOX)25(SOX)25s]star.-TRITC:

DiC;5P[(MOx),5(SOX)5] stat. 30,0 mg (4,7-10°° mol)
TRITC 3,1 mg (6,99-10° mol, 1,5 eq.)
Losemittel 1 mL Methanol
Ausbeute 27,9 mg, 87 %

Mn: 6780 g/mol
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