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1. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde an verschiedenen Modifikationsmethoden fir Titan
geforscht. Dabei lag der Fokus auf einer oberflacheninitiierten Modifizierung mit Polymeren die
eine low-fouling oder antimikrobielle Eigenschaft aufweisen und somit im medizinischen
Bereich zu einer Verhinderung der Biofilmbildung verwendet werden konnen. Dafir wurden

die beiden oberflacheninitiierten Polymerisationstechniken SI-ATRP und SI-PIMP evaluiert.

Zunachst wurde die SI-ATRP auf Titanoberflachen naher untersucht. Zur Aktivierung der
Titanoberflache wurden die neuen bifunktionalen Ankermolekile ABPA, AHPA, AOPA und
ADPA entwickelt und dargestellt. Erstmalig wurden hier systematisch die Effekte
unterschiedlicher Alkyllangen als Verbindung mit phosphonsaurebasierten Initiatoren auf die

Beladungsdichte der gebildeten SAMs und die anschlieBende SI-ATRP untersucht.

Auf TiO2-Nanopartikeln konnte eine erfolgreiche Immobilisierung aller Initiatoren tUber FT-IR
nachgewiesen werden. Mittels TGA wurden fiir die bifunktionalen Anker Beladungsdichten von
1.7 bis 2.3 Molekilen/nm? ermittelt, die hochste Beladungsdichte wies ADPA mit der C10
Methyleneinheit auf. SI-ATRP mit dem Kkationischen Monomer VBTAC ergaben
Polymerisationsausbeuten von 1.98 bis 2.59 ug/cm?; die Polymerisationsausbeute nahm mit

der Alkyllange zu.

Auch auf Titan Bulkmaterial wurden Uber SI-ATRP mit VBTAC chemisch stabile,
polykationische Oberflachen mit niedrigen Wasserkontaktwinkeln erhalten. Die chemische
Zusammensetzung der gebildeten Polymere wurde tber XPS bestatigt. Die Uber SIMS-ToF
ermittelte Tiefe des Polymers nahm mit der Alkyllange des Initiators zu, auch die berechnete
Polymerisationsausbeute lag fir die beiden Initiatoren AOPA und ADPA mit den langeren
Methylenketten bei 10.5 pg/cm? und damit deutlich héher als bei den kirzeren. Fur alle
polykationischen Oberflachen konnte eine hohe Anzahl von dem Ldsungsmittel zugénglichen
Ammoniumgruppen ~10% N*/cm? nachgewiesen werden, was zu einer effizienten
antimikrobiellen Aktivitat der modifizierten Titantrager gegen klinisch relevanter grampositiver

und gramnegativer Bakterienstamme fihrte (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Auswahl der Ergebnisse der Immobilisierung der verschiedenen synthetisierten SI-ATRP Initiatoren
und anschlieBender SI-ATRP mit VBTAC.

ADPA als optimaler Initiator wurde anschlieRend verwendet, um SI-ATRP mit weiteren
geladenen Monomeren auf Titan Bulkoberflachen zu untersuchen. Hier wurden weitere
kationische Styrolderivate erfolgreich polymerisiert. Hier konnten I6sungsmittelzugangliche
Ladungsdichten von ~10® N*/cm? und antimikrobielle Effekte gegen Staph. aureus
nachgewiesen werden. Fir das zwitterionische Derivat VBSB konnte ein guter low-fouling
Effekt gegen P. aeruginosa festgestellt werden. Die ermittelten I6sungsmittelzugénglichen
Ladungen lagen bei 7.5* 10% SOz/cm?. Uber die Bestimmung des (-Potentials konnte

zusatzlich eine neutrale Ladung der Oberflache festgestellt werden.

Weiter wurde ein neues Styrol basiertes Monomer VBDSB entwickelt und dargestellt, welches
eine quartare Ammoniumgruppe und ein Sulfobetain enthalt. Hiermit wurden erstmalig
antimikrobielle und low-fouling Eigenschaften in einem Monomer vereint. Die SI-ATRP Uber
ADPA auf Titan Bulkoberflachen fihrte zu dichten Polymeren mit tGber 750 nm Schichtdicke.
Eine positive Ladung der Oberflache tber verschiedene pH-Werte wurde Uber Messungen des
(-Potentials nachgewiesen. Die chemische Intaktheit des Polymers wurde Gber XPS bestétigt
und die Lésungsmittel zugangliche Ladungen lagen bei tiber 10%® N*/cm?. Der antimikrobielle
und antiadhasive Effekt konnte gegen verschiedene grampositive und gramnegative Bakterien
nachgewiesen werden. Mit der SI-ATRP von VBDSB auf TiOz-Nanopartikeln konnte zudem
eine extrem thermostabile Modifikation erhalten werden, was insbesondere flir Anwendungen

von harschen Sterilisationsprotokollen vorteilhaft ist (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Auswahl der Ergebnisse der Modifizierung mit VBDSB auf Titan. Ergebnisse der ¢-Potential
Messung, der 3D-Massenspektrometrie und der XPS Analytik.

Als Alternative zur SI-ATRP wurde eine zweite oberflacheninitiierte Polymerisation evaluiert:
SI-PIMP. Hierfir wurden zwei bifunktionale Phosphonséuren mit einer Photoinifertergruppe
entwickelt und dargestellt. CTPA und CTHP konnten zudem erfolgreich auf Titan immobilisiert
und Uber TGA und FT-IR charakterisiert werden. Eine erfolgreiche SI-PIMP konnte tiber CTHP
durch UV-Aktivierung durchgefiihrt werden. Als Proof of concept konnten verschiedene
polykationische und polyzwitterionische Derivate auf der Oberflache erzeugt werden. Die
polykationischen Polymere p-(VBTAC) und p-(METAC) zeigten beide Ladungsdichten von
~5*10% N*/cm? und einen antimikrobiellen Effekt gegen Staph. aureus. Das zwitterionische
Polymer p-(VBNOXx) konnte ohne Postmodifizierung auf Titanoberflachen dargestellt werden
und zeigte einen antimikrobiellen Effekt gegen Staph. aureus.

Es wurden somit zwei effiziente und einfache Modifikationsmethoden entwickelt, welche zur
Funktionalisierung von Titanoberflachen mit geladenen Monomeren eingesetzt wurden.
Dadurch konnten polyionische Polymere direkt erzeugt werden und eine Postmodifizierung mit
toxischen Alkylanzien oder Propansulton vermieden werden. Die resultierenden Polymere

wiesen gute antimikrobielle und/oder antiadh&sive Eigenschaften auf.

Die synthetisierten bifunktionalen Phosphonséauren lassen sich auch auf anderen Metallen wie
Magnesium immobilisieren, wodurch die Polymerisationstechniken genutzt werden kénnten,
um auch auf anderen medizinisch interessanten Metalloberflachen antimikrobielle und low-
fouling Polymere aufzubringen. Weiter kdnnen die in dieser Arbeit etablierten,
Polymerisationsmethoden genutzt werden, um Poly-N-oxide auf die Oberflachen
aufzubringen. Diese gelten als sehr vielversprechende Funktionalitdt, um eine kombinierte

low-fouling und antibakterielle Funktionalitat zu vermitteln.
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2. Summary and Outlook

As part of this doctoral thesis, different modification methods for titanium were investigated.
The focus was on surface-initiated modification with polymers that have low-fouling or
antimicrobial properties and can therefore be used in the medical field to prevent biofilm
formation. For this purpose, the two surface-initiated polymerization techniques SI-ATRP and

SI-PIMP were evaluated.

First, SI-ATRP was examined in more detail on titanium surfaces. The new bifunctional anchor
molecules ABPA, AHPA, AOPA and ADPA were developed and synthesized to activate the
titanium surface. For the first time, the effects on the loading density of the formed SAMs and
the subsequent SI-ATRP of different alkyl length spacers in phosphonic acid-based initiators

were systematically investigated.

Successful immobilization of all initiators on TiO2 nanoparticles was demonstrated by FT-IR.
Loading densities of 1.7 to 2.3 molecules/nm? were determined via TGA for the bifunctional
anchors. ADPA with the C10 methylene unit exhibited the highest loading density. SI-ATRP
with the cationic monomer VBTAC resulted in polymerization yields of 1.98 to 2.59 ug/cm?, the
polymerization yield increased with the alkyl length.

Chemically stable polycationic surfaces with low water contact angles were also obtained on
titanium bulk material via SI-ATRP with VBTAC. The chemical composition of the polymers
formed was confirmed via XPS. The depth of the polymer determined via SIMS-ToF increased
with the alkyl length of the initiator, and the calculated polymerization yield for the two initiators
AOPA and ADPA with the longer methylene chains was 10.5 pg/cm? and thus significantly
higher than for the shorter ones. For all polycationic surfaces, a high number of solvent-
accessible ammonium groups ~10% N*/cm? could be detected, which led to an efficient
antimicrobial activity of the modified titanium coupons against various bacterial strains (Figure
1).
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Figure 1: Selection of the results of the immobilization of the different synthesized SI-ATRP initiators and
subsequent SI-ATRP with VBTAC

ADPA as an optimal initiator was then used to investigate SI-ATRP with other charged
monomers on titanium coupons. Here, further cationic styrene derivatives were successfully
polymerized. Solvent-accessible charge densities of ~10' N*/cm? and antimicrobial effects
against Staph. aureus were demonstrated. A good low-fouling effect against P. aeruginosa
was found for the zwitterionic derivative VBSB. The solvent-accessible charges determined
were 7.5 * 10%° SOs/cm?. By measuring the { potential, a neutral charge of the surface could

also be confirmed.

Furthermore, a new styrene-based monomer VBDSB was developed, which contains a
guaternary ammonium group and a sulfobetaine. This was the first time that antimicrobial and
low-fouling properties were combined in one monomer. SI-ATRP via ADPA on titanium
coupons led to dense polymers with a layer thickness of over 750 nm. A positive charge of the
surface over different pH values was demonstrated by measurements of the ¢ potential. The
chemical integrity of the polymer was confirmed via XPS and the solvent accessible charges
were above 10'® N*/cm?. The antimicrobial and low-fouling effect was demonstrated against
various Gram-positive and Gram-negative bacteria. Polymers formed of VBDSB via SI-ATRP
on TiO2 nanoparticles were found to be extremely thermostable, which is particularly

advantageous for applications of harsh sterilization protocols (Figure 2).
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Figure 2: Selection of the results of the modification with VBDSB on titanium. Results of the ¢ potential
measurement, 3D mass spectrometry and XPS analysis.

As an alternative to SI-ATRP, a second surface-initiated polymerization was evaluated: SI-
PIMP. For this purpose, two bifunctional phosphonic acids with a photoiniferter group were
developed and synthesized. CTPA and CTHP were successfully immobilized on titanium and
characterized by TGA and FT-IR. A successful SI-PIMP was performed from CTHP by UV
activation. As a proof of concept, various polycationic and polyzwitterionic derivatives were
prepared on the surface. The polycationic polymers p-(VBTAC) and p-(METAC) both showed
charge densities of ~5* 10 N*/cm? and showed an antimicrobial effect against Staph.
aureus. The zwitterionic polymer p-(VBNOX) could be prepared on titanium surfaces without

postmodification and showed an antimicrobial effect against Staph. aureus.

Two efficient and simple modification methods were thus developed, which were used to
functionalize titanium surfaces with charged monomers. This allowed polyionic polymers to be
prepared directly, avoiding post-modification with toxic alkylants or propane sultone. The

resulting polymers showed good antimicrobial and/or low-fouling properties.

The synthesized bifunctional phosphonic acids can also be immobilized on other metals such
as magnesium, whereby the polymerization techniques could be used to apply antimicrobial
and low-fouling polymers to other medically interesting metal surfaces. Furthermore, the
polymerization methods established in this work can be used to apply poly-N-oxides to the
surfaces. These are regarded as very promising functionalities to impart a combined low-

fouling and antibacterial functionality.
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3. Einleitung

3.1 Biofilme und die Problematik von biofilm-assoziierten Infektionen

Biofilme sind in der Natur ubiquitar verbreitet und sind schon seit Milliarden von Jahren im
Lebenszyklus der Prokaryoten ein wichtiger Bestandteil, um das Uberleben zu sichern.
Biofilme werden definiert als mikrobielle Lebensgemeinschaft, die an einer Oberflache haftet
und fest integriert ist in eine selbst generierte extrazellulare Polymermatrix. Diese gelartige
Matrix besteht bis zu 97% aus Wasser, in dem sich die gelbildenden extrazellularen polymeren
Substanzen (EPS) befinden.? Zu den EPS gehoren Polysaccharide, Proteine, Nukleotide und
Lipide. Extrazellulare bakterielle Bestandteile wie z.B. Pili, Flagellen und Fimbrien stabilisieren

zusatzlich die Struktur.®

Der Biofilm hat fiir die Bakterien eine Vielzahl von Vorteilen. Es wird eine Zell-Zell
Kommunikation ermdglicht und ein synergistisches Mikrokonsortium zwischen den Bakterien
aufgebaut, bei denen unter anderem metabolische Nebenprodukte zwischen den einzelnen
Bakterien ausgetauscht werden. Ein Weg der Signalisierung zwischen den Bakterien ist das
guorum sensing, bei dem es zur Genregulierung Uber sogenannte Autoinduktoren z.B. Peptide
oder Fettsaurederivate kommt. Weiter ist die Polymermatrix ein Schutzschild gegenlber
auReren Gefahren, indem sie vor Austrocknung schitzt und eine Barriere fir Oxidationsmittel,
Biozide und UV-Strahlung darstellt. Zusatzlich stellt die Polymermatrix einen Nahrstoffspeicher
und eine Recyclinganlage dar, indem Nahrstoffe aus der Umwelt aufgenommen und
gespeichert werden oder Bestandteile von toten Bakterien bereitgestellt sowie
wiederverwendet werden. Die Proteine der EPS kdnnen in Form von Enzymen als externes

Verdauungssystem genutzt werden, wodurch extrazellular Energie bereitgestellt wird.> *

Innerhalb des Biofilmes entwickeln die Mikroorganismen einen veranderten Phanotyp in Bezug
auf Wachstum, Genexpression und Proteinproduktion sowie Toleranz und Resistenz
gegenuber Antibiotika im Gegensatz zu planktonischen Bakterien.>® Hierbei wirkt die
extrazellulare Matrix entweder als Diffusionsbarriere® oder fihrt zur Inaktivierung der
Antibiotika Uber Chelatisierung??, enzymatischen Abbau!! oder andere destruktive Reaktionen
mit Bestandteilen der Polymermatrix.’> Zusétzlich wird die Toleranz gegeniber einigen
Antibiotika durch die langsame Vermehrungsrate der Bakterien in Biofiimen erklart.® 2 Viele
Bakterien befinden sich in einer stationdren Phase, bei der es nur langsam bis gar nicht zur
Vermehrung kommt, andere werden von dufReren Einfliissen sogar in eine Art schlafenden
Zustand versetzt. Die Konsequenz ist, dass einige Angriffspunkte nicht mehr vorhanden sind,
da viele Antibiotika auf die Zellteilung Einfluss nehmen. Neben der Toleranz ist der Austausch
von Resistenzen zwischen den Bakterien innerhalb des Biofilmes ein wichtiger Bestandteil in
der Widerstandsfahigkeit des Biofilms gegentiber Antibiotika.'* Die hohe Zelldichte innerhalb

des Biofilms erleichtert einen horizontalen Gentransfer iiber Plasmide oder eDNA.2 7
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Biofilmassoziierte Infektionen spielen im Gesundheitssystem eine grof3e Rolle und sind im
Gesundheitswesen laut dem National Institutes of Health (NIH) fir mehr als 80% der
mikrobiellen Infektionen und 60% der nosokomialen Infektionen verantwortlich.*> ¢ Das Risiko
fur eine Biofilmbildung ist besonders hoch auf Implantaten wie z.B. Kathetern, und
medizinischen Geraten wie Beatmungsgeraten. Aber auch immunsupprimierten Patienten mit
z.B. zystischer Fibrose oder diabetischer Neuropathie haben ein erhthtes Risiko. Ein
Biofilmbefall auf medizinischen Materialien kann im Patienten zu chronischen Entziindungen
fuhren und stellt ein Reservoir fur resistente Bakterien dar, die freigesetzt werden und weitere
Infektionen auslésen kénnen. Die Toleranz gegenuber den gangigen Desinfektionsmethoden
stellt das groRte Problem bei der Behandlung dar. So ist eine systemische Antibiotikatherapie
nur noch in 22 — 37% der Félle effektiv genug oder das Antibiotikum muss so hoch dosiert
werden, dass es zur Zelltoxizitdt und anderen schweren Nebenwirkungen kommt. Meist
konnen die gebildeten Biofilme nur mechanisch entfernt werden, was bei Implantaten nur
durch einen operativen Austausch realisierbar ist. Die grampositiven Bakterien
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis sind die vorherrschenden
Bakterienstamme, die an therapieassoziierten Infektionen beteiligt sind. Aber auch
multiresistente Stamme von Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

und Pseudomonas aeruginosa spielen zunehmend eine groRRe Rolle.> 1719

Um eine Biofilmbildung zu verhindern, ist es wichtig, die Prozesse bei der Bildung des Biofilms
zu verstehen (Abbildung 3). Initial ist die Oberflache meist mit verschiedenen Biomolekilen
wie Proteine, Lipide, anorganischen Molekilen, Zucker und andere Kohlenhydrate bedeckt.
Die Bakterien néahern sich Uber verschiedene Mechanismen der Oberflache. Dabei sind
zunéachst ungerichtete Bewegungen wie die BROwWNsche Molekularbewegung vorherrschend.
Anziehend zur Oberflache wirken dann Kréfte wie VAN DER WAALS Kréfte und LONDON Kréfte.
Dabei wirken VAN DER WAALS Krafte Uber eine langere Distanz von ca. 50 nm und stellen
schwache, ungerichtete Anziehungskrafte zwischen Molekilen dar. LONDON Krafte wirken
zwischen spontan gebildeten Dipolen. Ab ca. 20 nm sind zusatzlich elektrostatische
Wechselwirkungen relevant, welche zwischen lonen, permanenten Dipolen oder spontan
gebildeten Dipolen wirken. Dabei kdnnen diese sowohl anziehend als auch abstof3end wirken,
wie z.B. zwischen der elektrochemischen Doppelschicht des Bakteriums und der
aufgeladenen Oberflache. Eine weitere wichtige Rolle in den ersten Phasen der Biofilmbildung
spielt die Polaritat der Oberflache, da sich Bakterien vermehrt an hydrophoben Oberflachen
anlagern. Zunachst gleichen sich anziehende sowie abstoRende Krafte noch aus und es
kommt nur zur reversiblen Anheftung an der Oberflache.?® Wenn die anziehenden Krafte
Uberwiegen, kommt es dann zur irreversiblen Anheftung der Bakterien an der Oberflache. Zur
Beschreibung des Anlagerungsprozesses kdnnen verschiedene Theorien wie bespielweise

die DLVO-Theorie (entwickelt von DEJARGUIN, LANDAU, VERWEY und OVERBEEK), die eine



3. Einleitung 11

theoretische Beschreibung von den Kraften auf dispergierte Teilchen darstellt, verwendet
werden. 2 Eine weitere Theorie, die zur Beschreibung der Anlagerungsprozesse verwendet
wird, ist die des thermodynamischen Systems. Alle Theorien erklaren den Prozess aber nicht
endgultig, da sie nicht alle wirkenden Kréfte und Interaktion einbeziehen. Je dichter sich die
Bakterien der Oberflache annahern, kdnnen sich dann spezifische Interaktion wie ionische und
Wasserstoffbrickenbindungen ausbhilden und es kommt zur Immobilisierung der
Bakterien.?0 2223
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Abbildung 3: Schritte der Biofilmbildung. 1. Schritt: initiale, lose Anheftung von Biomolekiilen und Bakterien an der
Oberflache. 2. Schritt: irreversible Anheftung der Bakterien und Bildung der extrazellularen Polymermatrix.
3. Schritt: gefestigter Biofilm. 4. Schritt: partielle Ablésung des Biofilms und Verbreitung von Bakterien in die

Umwelt.

Nach der irreversiblen Bindung werden durch Autoinduktionssignale Gene transkribiert,
welche zur Bildung der extrazellularen Polymermatrix fihren. Die Bakterien beginnen dann
damit EPS zu sekretieren und es findet die erste Zellkommunikation statt, eine Mikrokolonie
entsteht. Im zweiten Schritt wird der Biofilm weiter ausgebaut und wird zur Makrokolonie.? Die
Bakterien sind nun keine planktonischen Organismen mehr und gehen in einen sessilen

oberflachengebundenen Modus uber, wobei sich die Genexpression stark andert.

Im letzten Schritt kommt es durch Umweltreize wie u.a. Sauerstofflimitierung, pH-Wert-,
Nahrungsmittelkonzentration- oder Temperaturveranderung zu einer phanotypischen
Veranderung, welche zur partiellen Ablésung des Biofilms fiihrt. Verschiedene Mechanismen
kénnen dabei eine Rolle spielen: Bildung von Enzymen, die die Biofilmmatrix degenerieren,
Tensidbildung, die zu einer Reduktion der Oberflachenspannung fuhren oder Induktion von
lokalem Zelltod. Diese ablésenden Prozesse starken den Biofilm h&ufig auch, indem dadurch
Tunnel zum Transport von Biomolekilen und Bakterien innerhalb des Biofilms gebildet
werden. Durch die Abldsung kommt es zur Verbreitung von freien Bakterien wie auch kleinen

Biofilmaggregaten aus dem Biofilm in die Umwelt. Diese Bakterien weisen meist eine bessere
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Adhasionsfahigkeit sowie erweiterte Virulenzfaktoren auf und stellen somit ein

Gesundheitsrisiko dar. * 1°

3.2 Aktive und passive Anséatze zur Verhinderung des Biofoulings

Zur Verhinderung von Biofilmbildung auf Oberflachen gibt es verschiedene
Ansatzmoglichkeiten, welche in passive und aktive Ansatze eingeteilt werden konnen
(Abbildung 4). Die passiven Ansatze verhindern dabei die initiale Anheftung von Biomolekilen
und Bakterien an der Oberflache. Bei den aktiven Ansatzen kommt es zu einer Abtétung der

Bakterien in der naheren Umgebung.

A B C D E
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Abbildung 4: Beispiele fur passive und aktive Mechanismen zur Verhinderung des Biofoulings. A) low-fouling
Oberflachen, B) hydrophobe, selbstreinigende Oberflachen, C) spezifische Proteininteraktion, D) freigesetzte

Biozide oder Antibiotika, E) Kontaktbiozide wie quartdre Ammonium Salze (QAS).

Passive Ansatze

Ziel der passiven Mechanismen ist es, die Oberflache so zu verandern, dass die Bakterien
diese nicht mehr als kolonisierbar ansehen. Hierbei gibt es verschiedene
Modifikationsmoglichkeiten, um dies zu erreichen. Grob kann man hier zwischen low-fouling,
foulingfreisetzend oder spezifischer Proteininteraktion unterscheiden. Alle Modifikationen

sollten bioinert und zusatzlich chemisch sowie thermisch stabil sein.?*

Bei der Modifikation mit low-fouling Eigenschaften wird die initiale Adh&sion von Biomolekilen
und Mikroorganismen durch dicht gebundenes Wasser verhindert. Diese Hydrathiille stellt eine
physikalische und energetische Barriere dar und es kommt zur sterischen Abstof3ung der
Bakterien (iber eine hohe Oberflachenenergie.?*?® Eine Oberflachenhydratisierung lasst sich

Uiber starke Wasserstoffbriickenbinder oder zwitterionische Strukturen realisieren.?’

Uber viele Jahre wurde Polyethylengykol (PEG) als Goldstandard fur eine low-fouling
Modifikation verwendet, da es ein nicht toxisches, wasserlosliches und biokompatibles

Polymer darstellt. Die einzige Einschréankung ist, dass PEG in seiner Anwendungsdauer
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limitiert ist, da es oxidativem und enzymatischem Abbau unterliegt. Zusatzlich ist es meistens
Uber 35 °C nicht mehr effektiv genug, da bei diesen Temperaturen der hydratisierende Effekt
abnimmt. Ein in vivo Einsatz ist zusatzlich limitiert, da es keine Proteinresistenz besitzt.?®

Alternative Polymere waren das Polyglycerol und Polyoxazolin.?*

Zwitterionische Strukturen stellen vor allem in den letzten zwei Dekaden eine zunehmend
vielversprechende Alternative zur low-fouling Modifikation dar. Zwitterionische Polymere
bestehen aus positiv und negativ geladenen Gruppen in ihrer Wiederholungseinheit und
besitzen eine neutrale Nettoladung.?® Die low-fouling Eigenschaften werden erzeugt, indem
die Ordnung von Wassermolekilen auf der Oberflache tber ionische Solvatation beeinflusst
wird. Dabei kommt es zu einer Wasserstoffbrickengeometrie, die der Geometrie von flissigem
Wasser ahnelt.?° Die koordinierten Wassermolekiile wirken wie eine Barriere, wodurch der
erste Schritt der Biofilmbildung unterbunden wird.*® WHITESIDES et al. stellten vier
Eigenschaften auf, die fir eine low-fouling Aktivitdt essentiell sind: Hydrophilie,
Ladungsneutralitat, Wasserstoffbriickenakzeptoren und keine  Wasserstoffbriicken-
donatoren.?5 3 Diese treffen alle auf Zwitterionen zu. Hydrophilie ist bei allen Zwitterionen tber
die Ladungen gegeben und auch die netto Ladungsneutralitat trifft zu. Die Interaktion Uber
Wasserstoffbriicken ist Uber die Wahl der Kationen und Anionen zu erreichen. Weiter sollten
bei dem Design von Zwitterionen die inter- und intrazellularen Interaktionen mit bedacht
werden. lonische Strukturen sind nicht von Natur aus foulingresistent sondern kénnten durch
ihre Ladungen mit Biomolekilen in der Umgebung interagieren. Um dies zu verhindern,
mussen innerhalb eines Polymers genltigend Méglichkeiten fiir eine intramolekulare Interaktion
der einzelnen Zwitterionen untereinander gegeben sein, damit sie fir die externe Umgebung
keine Interaktionsmoglichkeiten geben.?® Wenn dies zusétzlich zu den WHITESIDES-Regeln

gegeben ist, stellen zwitterionische Modifizierungen ideale foulingresistente Oberflachen dar.

Beispiele fur in der Literatur verwendete Zwitterionen sind in Abbildung 5A gezeigt. Die am
haufigsten verwendeten Gruppen von Zwitterionen sind: Phosphobetaine (Phosphorylcholin),
Sulfobetaine, Carboxybetaine und N-oxide. Polysulfobetaine kénnen zuséatzlich eine
unspezifische Proteinbindung und Thrombozytenadhasion unterbinden und zeigen Stimulus
abhangige low-fouling Eigenschaften.®>3* Als Inspiration fiir das Design von Zwitterionen dient
ein Beispiel aus der Natur. Die Oberflaiche von Zellmembranen ist mit Phosphorylcholin
(Abbildung 5A) bedeckt und wurde zudem als erstes Beispiel fur eine Modifikation mit
Zwitterionen verwendet. Bei den zwitterionischen Modifizierungen auf Oberflachen zeigte sich
im Laufe der Zeit, dass sich ein kurzer Alkylspacer zwischen dem Kation und Anion positiv auf
die low-fouling Aktivitat auswirkt.3 Dies ist bei dem N-oxid mit nur einer o-Bindung zwischen
Kation und Anion optimiert. Poly-N-oxide stellen eine relativ neue Gruppe von zwitterionischen
Strukturen dar und wurden von MARSH et al.®*® 2006 erstmals vorgestellt. JIANG et al.*’

untersucht die Poly-N-oxide noch weiter auf ihr low-fouling Verhalten. Von MAISON et al.®®
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konnte zusétzlich noch eine antibakterielle Aktivitat Uber eine Generierung von radikalen
Sauerstoffspezies nachgewiesen werden, was diese Strukturen zu bifunktional wirkenden

Funktionalitaten macht.
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Abbildung 5: Beispiele fur A) zwitterionische Strukturen zur low-fouling Modifikation und B) quartére
Ammoniumsalze fir eine aktive Modifikation.

Bei der foulingfreisetzenden Modifikation werden Strukturen generiert, die eine niedrige
Oberflachenenergie besitzen, wodurch eine hydrophobe, selbstreinigende Oberflache
entsteht. Hierbei wird eine schwache Adhasion von Biomolekilen und Mikroorganismen noch
ermdglicht, diese lassen sich aber bei diesen Modifikationen einfach durch leichte Scher- oder
mechanische Krafte entfernen. Ein Kklassisches Beispiel aus der Natur fur das
Foulingfreisetzen stellt das Lotusblatt dar. Durch eine Nanostrukturierung erhalt es eine
superhydrophobe, stark wasserabweisende Oberflache. Die geringe Benetzbarkeit fihrt zu
einem Abperlen von Wassertropfen, wodurch die Oberflache gereinigt wird. Die Strukturierung
entsteht durch 10 um groRRe, kegelartige Strukturen, welche einzeln mit nanometergrofRen
Harchen besetzt sind. Hier kommt es zu Lufteinschlissen und schlussendlich zur
Wasserabweisung.?® 3 Beispiele in der Literatur fur eine foulingfreisetzende Modifikation
stellen Silikone oder Polyfluorderivate dar, welche Uber die Generierung einer niedrigen
Oberflachenenergie wirken.?® Zusatzlich koénnen foulingfreisetzende Modifikationen
synthetisch auch tber eine Nanostrukturierung der Oberflache erreicht werden, welche dann
ahnlich wie das Lotusblatt wirken wirde. Ein Einsatz in vivo stellt sich allerdings schwierig dar,
weil es bei diesen Derivaten zu einer schnellen Proteinanlagerung kommt, was wiederum ein

Fouling begunstigt.2*

Ein dritter passiver Ansatz stellen die spezifischen Proteininteraktionen dar. Hier wird durch
ein Aufbringen von Albumin oder Heparin unspezifische Bindungen von Bakterien und anderen
Proteinen verhindert. Heparin wirkt zusatzlich Uber die starke negative Ladung, welche dann
zur AbstoRung der negativ geladenen Bakterien fiihrt. Diese Modifikationen wurden bereits bei
Anwendungen im Ohr verwendet, sind aber bei in vivo Anwendung mit Blutkontakt
problematisch. Hier konnte es zu einem schnellen Austausch des Albumins bzw. Heparins

durch adhasive Proteine kommen, was ein Fouling sogar beglinstigen wiirde.?*
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Aktive Anséatze

Aktive Ansédtze gegen das Biofouling haben das Ziel, organisches Material und
Mikroorganismen zu zerstdren bzw. zu téten und werden auch als Fouling degradierend
bezeichnet. Die ersten aktiven Ansatze haben auf einen freisetzenden Mechanismus gesetzt,
aber seit einigen Jahren nehmen Modifizierungen zu, welche durch Kontakt wirken (Abbildung
4).5

Bei den freisetzenden Modifizierungen kommt es zur Freisetzung von Bioziden wie
Chlorhexidin oder Antibiotika wie Gentamicin oder Vancomycin in die Umgebung. Das
bekannteste Beispiel ist die Freisetzung von Tributylzinnoxid in der Schifffahrt. Die
freisetzenden Modifizierungen finden aber immer weniger Einsatz, da sie mit einer
Umweltverschmutzung, Stérung von Biokulturen und Antibiotikaresistenzen bei subletalen
Dosen einhergehen.*® Weiter sind sie in ihnrem Einsatz limitiert, da ab einem bestimmten Punkt
die Biozide aufgebraucht sind.?* Als Alternative wurden auch Silber und Kupfer freisetzende
Polymere entwickelt. Durch Silber-Freisetzung kénnen Bakterien effektiv abgetdtet werden,
wobei es nur wenig toxisch ist. Abschliel3end sind die Wirkmechanismen von Silber und Kuper
noch nicht geklart. Silber wirkt wahrscheinlich tGber eine Bindung an die Zellmembran und
anschlielRender Zellzerstérung. Denkbar sind auch Bindungen an Thiolgruppen von Enzymen,
eine Blockade der DNA-Polymerase oder eine Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
als Wirkmechanismen. Silbernanopartikel wirken wahrscheinlich antibakteriell Uber die
Kationen. Kupfer wirkt wahrscheinlich durch @hnliche Mechanismen wie Silber, wie eine

Depolarisation der Membran oder eine ROS-Bildung.®

Eine vielversprechende Alternative zur Freisetzung von Bioziden sind polykationische
Strukturen. Hier werden vorrangig Polymere mit quartdren Ammoniumgruppen (QAS)
verwendet (Abbildung 5B). Diese Oberflachen téten Bakterien durch Kontakt und werden als
Kontaktbiozide bezeichnet. Ein groRer Vorteil ist, dass bisher keine bakterielle Resistenz
gegen diese Strukturen bekannt ist und in die Umwelt keine Biozide abgegeben werden. Fir
die Wirkweise gibt es verschiedene Erklarungsmdglichkeiten, welche in Abbildung 6
dargestellt sind. Als ein Mechanismus wird eine Ruptur der Zellmembran der Bakterien
postuliert, was durch Live/Dead-Fluorescence, SPM-Aufnahmen der Bakterienzellen und tber
das Austreten von Zellbestandteilen nachgewiesen werden konnte.*! Dieser Mechanismus
wird Polymer-Spacer-Effekt genannt.*> 3 Diese Ruptur der Zellmembran erklart aber nicht die
Wirkung von kurzen Moleklilen unter 24 nm, weshalb als zweiter Mechanismus der
Phospholipidschwammeffekt postuliert wird.** Hier wird vermutet, dass die Polykationen die
negativ geladene Membran von Bakterien destabilisieren und diese elektrostatische

Interaktion zu einer Zerstérung der Zellmembran fiihrt, was einen Zelltod zur Folge hat.?*
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Die chemische Struktur des Polymers ist ebenfalls von grof3er Bedeutung fuir die biologische
Aktivitdt und die Biokompatibilitat von Kontaktbioziden. Es hat sich gezeigt, dass weniger
polare Strukturen eine spezifischere Aktivitat gegen Bakterien bei geringerer allgemeiner
Zytotoxizitat aufweisen.*® Auch die Alkylkette an den quartaren Ammoniumgruppen beeinflusst
die Wirkung der Kationen, langere Alkylketten erhdéhen die Hydrophobie und damit die
antibakterielle Wirkung der Strukturen. Weiter spielt das Molekulargewicht der einzelnen
Molektile bzw. Polymerbirsten eine Rolle. Ein hdheres Molekulargewicht fuhrt bei gleicher
Pfropfdichte zu einer hoheren antibakteriellen Effektivitat.** Wichtig fur die Wirkung ist auch
die Ladungsdichte der Molekile bzw. Polymere. Die Ladungsdichte wird anhand der dem
Lésungsmittel zuganglichen Ladungen bewertet. Ein antimikrobieller Effekt wird fur eine
Ladungsdichte von > 10 N*/cm? postuliert.*® Ein groBer Nachteil bei den Kontaktbioziden ist,
dass sich mit der Zeit tote Bakterien auf der Oberflache festsetzen. Diese maskieren die

aktiven Kopfgruppen und erméglichen somit eine erneuerte Biofilmbildung.?®

I YT —
A YISy
” A JIA A & Wi M

W 4
+ ” 4 vel
+ PV @ /*
Phospholipid- Polymer-Spacer-
Schwammeffekt Effekt

Abbildung 6: postulierte Wirkmechanismen der quartdren Ammoniumsalze: Phospholipidschwammeffekt und

Polymer-Spacer-Effekt.*
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Kombinierte Anséatze

In den letzten Jahren werden vermehrt aktive und passive Mechanismen kombiniert, um damit
eine verbesserte Wirkung auf die Biofilmbildung zu erreichen. Hierbei wird meistens ein
Zwitterion mit einer quartaren Ammoniumgruppe kombiniert. Aber auch die anderen passiven
und aktiven Ansatze wurden kombiniert und getestet. Verschiedene Modifizierungsansatze
werden verwendet, um eine multifunktionale Modifikation zu erreichen. Ein méglicher Weg ist
die Copolymerisation oder Blockpolymerisation von einem Monomer mit low-fouling
Eigenschaft wie einem Zwitterion und einem Monomer mit kontaktbiozider Aktivitat Gber ein
Kation.*®%! Auch eine Copolymerisation von einem low-fouling Monomer und einem
Antibiotikum bzw. Desinfektionsmittel fiihrt zu einer kombinierten Aktivitat auf der
Oberflache.5?%* Als weitere Strategie kann die Oberflache fiir verschiedene Polymerisations-
techniken aktiviert werden, wodurch sich auf der Oberflache zwei verschiedene
Polymerbirsten synthetisieren lassen, die jeweils unterschiedliche Funktionalitaten

tragen.34 5557

3.3 Modifikation von medizinisch relevanten Metalloberflachen

Titan und seine Legierungen werden in vielfaltiger Weise fur die Konstruktion leichter,
biokompatibler und korrosionsbestandiger Geréte verwendet. Im biomedizinischen Bereich ist
es ein gangiges Material fur Implantate und wird auch fir chirurgische Instrumente oder
Biosensoren verwendet. Die Titanoberflache zeigt eine hohe Biokompatibilitdt, was es zu
einem idealen Metall fur Implantate macht, aber auch eine ideale Grundlage fur
Proteinablagerung und bakterielle Besiedlung darstellt. Somit sind Entziindungen von
Titanimplantaten nach wie vor ein groldes Problem mit negativen Auswirkungen fir die
Patienten. Dies kann eine systemische Therapie mit Antibiotika nach sich ziehen oder im

schlimmsten Fall eine Entfernung des Implantats bedeuten.*0: 58

Magnesium und seine Legierung hingegen waren ideale Kandidaten fir bioabbaubare
Implantate, da sie nicht toxisch sind und eine ahnliche Dichte und ahnliches Elastizitatsmodul
wie der menschliche Knochen aufweisen. Limitierend ist, dass keine langfristige Anwendung
moglich ist und im entziindetem sowie saurem Medium Korrosionsprozesse kontrolliert werden

miissen.?®

Um Metalloberflachen antibakterielle oder low-fouling Eigenschaften zu verleihen, gibt es
verschiedene Modifikationsmoglichkeiten. Meistens wird das metallische, anorganische
Substrat mit einer organischen Lage, welche die gewiinschten Eigenschaften vermittelt,
funktionalisiert. Eine Mdglichkeit zur Funktionalisierung ist das Aufbringen von Polymeren Gber

ein Sol-Gel-Verfahren. Diese sind aber meist nicht kovalent gebunden und bieten kaum eine
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Kontrolle der Modifizierungsschicht. Als kovalent gebundene Alternative werden sogenannte
selbstorganisierende Monolagen (SAM, engl. self-assembled monolayers) verwendet, um eine
dinne Lage mit organischen Molekilen zu schaffen, die eine Funktionalisierung vermitteln.
Monolagen sind meist nur wenige Nanometer dick und in ihrer maximalen Aktivitat
eingeschrankt. Eine Alternative stellt die Modifizierung der Metalloberflichen mit

Makromolekilen bzw. Polymeren dar, die die gewiinschte Funktionalisierung tragen.

Polymere kdnnen tber zwei Wege kovalent auf eine Metalloberflache aufgetragen werden,
entweder Uber eine grafting-to Methode oder eine grafting-from Methode (Abbildung 7). Beim
grafting-to werden im Vorfeld synthetisierte Polymere tber funktionelle Gruppen auf der
Oberflache kovalent oder nicht-kovalent fixiert, z.B. tiber Clickchemie. Vorteile dieser Methode
ist die Analyse der eingesetzten Polymere hinsichtlich der molaren Masse und
Zusammensetzung Uber u.a. GPC oder 'H-NMR. Nachteil ist die sterische Hinderung
zwischen den einzelnen Polymere, wodurch oft keine dichte Packung der Polymere mdglich
ist. % 81 Eine hohere Packungsdichte lasst sich durch die grafting-from Modifikation (im
Weiteren oberflacheninitiierte Polymerisation genannt) erreichen. Hier werden die Polymere
ausgehend von auf der Oberflache liegenden Initiatoren oder Ketteniibertragungsvermittlern
synthetisiert. Dadurch ist eine Kontrolle Gber die Polymerarchitektur, -zusammensetzung und
-dicke mdglich. Hiermit lasst sich eine sehr gleichmafRige und stabile Modifizierung der

Oberflache erreichen.% 62

Polymere

g

¥y W
grafting-to grafting-from
LACC N (V VY
Oberflache funktionalisiert auf der Oberflache
mit Bindungsgruppen immobilisierte Initiatoren

Abbildung 7: Verschiedene Mdoglichkeiten zur Modifizierung von Oberflachen ber Polymere: grafting-to und

grafting-from.

Oberflacheninitiierte Polymerisation

Zur oberflacheninitiierten Polymerisation gibt es verschiedene Techniken die angewendet
werden kénnen. Die meisten sind kontrollierte radikalische Polymerisationen und ermdglichen
eine prazise Kontrolle tber die Polymerburstenarchitektur und deren Zusammensetzung.
Weiter tolerieren die meisten Techniken eine Vielzahl von funktionellen Gruppen und eignen

sich ideal fir eine Modifizierung von Metalloberflachen. Kontrollierte Polymerisationstechniken
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wie SI-ATRP, SI-PIMP und SI-RAFT sind die haufigsten verwendeten Techniken und sind in
Abbildung 8 dargestellt. Bei der oberflacheninitiierten (engl. surface initiated) Atomtransfer-
Radikal-Polymerisation (SI-ATRP) werden Polymerbursten (ber einen Ubergangs-
metallkomplex katalysiert gebildet. Bei der Photoinifertervermittelten Polymerisation wird Uber
die Aktivierung durch ein Photon eine radikalische Polymerisation vermittelt. Bei der
reversiblen Additions-Fragmentierung-Kettentbertragungs-Polymerisation (SI-RAFT) wird
eine Kombination aus einem freien radikalischen Initiator wie Azabis(isobutyronitril) (AIBN) und
einem Kettenlbertragungsvermittler wie einem Dithiocarbamat verwendet. Es kdnnen
entweder der freie radikalische Polymerisationsinitiator oder der Kettenlbertragungsvermittler
kovalent auf die Oberfliche aufgebracht werden. Der andere Part wird der
Polymerisationslésung hinzugegeben.®? Weitere Bespiele fir eine oberflacheninitiierte,
kontrollierte radikalische Polymerisation sind die oberflacheninitiierte Nitroxid-vermittelte
Polymerisation (SI-NMP), oberflacheninitiierte reversible lodid-Transfer Polymerisation (SI-
RITP) und oberflacheninitierte  Organotellurium-vermittelte  lebende  radikalische
Polymerisation (SI-TERP).%?

SI-ATRP
. SKM/\ )H( —O’\Sli/ﬁn/\o - Br
CuCl, Ligand, 70 °C % O O
SI-PIMP
d AN : s
oSNy N L
o\ S—/<N " o\ S
n 0
SI-RAFT
O/ 0
\ S S
AM/\ \[( ~ C _o—sliAQn/\o YU
AIBN, 70 °C Q O O O S

Abbildung 8: Beispiele fiir oberflacheninitiierte Polymerisationsmethoden. SI-ATRP, SI-PIMP und SI-RAFT von
Styrol.
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SI-ATRP

Die am haufigsten genutzte Technik, um eine Oberflache mit Polymeren zu funktionalisieren,
ist die Atomtransfer-Radikal-Polymerisation (ATRP). Hierbei kommt es zu einer reversiblen
Aktivierung und Deaktivierung tiber ein Ubergangsmetallkomplex (oft ein Cu(l)-Komplex) und
einem ,schlafenden® Alkylhalogenid, welches ein Radikal bilden kann. Als Initiatorgruppen sind
verschiedene Alkylhalogenide denkbar, die Bromisobutyrylgruppe wird dabei am meisten
genutzt. Die katalysierenden Ubergangsmetalle werden immer in Kombination mit geeigneten
Liganden verwendet.®® In den letzten Jahren sind neue Techniken basierend auf SI-ATRP
entwickelt worden, wie die Ein-Elektron-Ubertragung lebende radikalische Polymerisation
(SET-LRP) oder die mit zusatzlichem Aktivator und Reduktionsmittel ATRP (SARA-ATRP).
Beide Polymerisationstechniken werden tber Cu® katalysiert und weisen eine hohe Toleranz
gegeniber Luft und Verunreinigungen auf. Auch elektrochemisch katalysierte ATRP (eATRP)
oder UV-vermittelte ATRP (UV-SI-ATRP) werden verwendet.®?

Im Folgenden wird der Mechanismus der klassischen SI-ATRP besprochen. Wie bei einer
freien Polymerisation besteht dieser aus einer Initiierung, einem Kettenwachstum und einem
Kettenabbruch (Schema 1).%4 Bei der Initiation erfolgt eine kupferkatalysierte Abstraktion des
Halogenatoms, wobei eine Ein-Elektronoxidation stattfindet. Diese Reaktion ist reversibel und
durch die aktivierende bzw. deaktivierende Geschwindigkeitskonstante Kact und Kgeact definiert.
Beim Kettenwachstum kommt es zur Addition der Monomere iber eine Ubertragung des
Radikals wie bei einer herkémmlichen Radikalpolymerisation. Der Kettenabbruch tritt bei der
SI-ATRP durch eine Disproportionierung ein und kaum tber eine radikalische Kopplung.®® Dies
funktioniert bei oberflacheninitiierten Polymerisationen auf Nanopartikeln, die eine grol3e
Oberflache aufweisen und auf denen somit genlgend deaktivierende Gruppen gebildet
werden konnen. Bei planaren Bulksubstraten sollte eine deaktivierende Spezies zugesetzt
werden oder die Polymerisation nach einiger Zeit abgebrochen werden, weil das Substrat nicht
genug deaktivierende Gruppen bilden kann, da meist nur eine diinne Lage der Initiatoren
vorhanden ist.®? Vorteile der SI-ATRP sind die gut erhéltlichen Initiatoren, welche entweder in
hoher Qualitat kommerziell zu erwerben sind oder sich in wenigen Schritten synthetisieren
lassen. Weiter kénnen fur die SI-ATRP eine grol3e Bandbreite an Monomeren verwendet
werden. Einzige Limitierung zeigen Monomere, die das verwendete Ubergangsmetall
komplexieren kénnten, wie Pyridine oder organische, saure Gruppen. Haufig kann dieses
Problem aber durch die Verwendung von tridentaten Liganden oder der Salze der Sauren

umgangen werden.%
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Schema 1: beispielhafter Mechanismus der SI-ATRP. Initiation durch die Reaktion des Alkylhalogenides mit Cu'
und Ausbildung eines Radikals am Kohlenstoff. Dieses kann dann im Sinne einer radikalischen Addition mit dem
Monomer reagieren. Durch die erneuerte Reaktion mit Monomeren kommt es zum Kettenwachstum. Der
Kettenabbruch kommt bei der SI-ATRP durch die Reaktion mit dem deaktivierenden Cu" zustande. &

Weiter hat bei der SI-ATRP die Wabhl der Initiatoren und ihrer Beladung auf dem Substrat einen
Einfluss auf die anschlieBend gebildeten Polymerbiirsten und die Polymerdichte. Eine hohe
und vor allem homogene Beladung mit Initiatoren bietet fiir die oberflacheninitiierte
Polymerisation mehr Startpunkte, was sich zu dichten Polymerbirsten durch SI-ATRP flhrt.
Damit die Initiatoren selbstorganisierende Monolagen mit einer hohen Beladungsdichte
ausbilden, missen die funktionellen Gruppen und ihre Wechselwirkung untereinander
beachtet werden. Hierbei ist die Wahl der Verbindungsgruppe innerhalb der Initiatoren von
Bedeutung, da zwischen Alkylketten beispielsweise VAN-DER-WAALS Wechselwirkungen
ausgebildet werden kénnen. Aber auch ein Aromat kdnnte tber ein 11-Stacking einen positiven
Einfluss haben. Weiter sollte beachtet werden, ob es intermolekular zwischen den einzelnen
Initiatoren auch zu Abstol3ungen durch u.a. Ladungen kommen kdnnte. Da low-fouling oder
kontaktbiozide Modifizierungen meist Uber ionische Polymere erreicht werden, sollte der
Einfluss der Ladung auf die Packungsdichte der Polymere bei der Polymerisation und der

Analyse nicht aul3er Acht gelassen werden.
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SI-PIMP

Bei der oberflacheninitierten Photoiniferter-vermittelten  Polymerisation wird als
unkonventioneller Initiator ein Photoiniferter verwendet. OTsu et al.®® prasentierte dieses
Konzept das erste Mal. Der Photoiniferter fungiert gleichzeitig als Initiator,
Kettenlbertragungsvermittler und als deaktivierende Spezies. Die Kontrolle der
Polymerisation wird Uber die Starke des eingestrahlten UV-Lichtes gesteuert.®? Hier kommt es
zu einer Ausbildung eines stabilen Radikals an der Dithiocarbamatgruppe. Der Kohlenstoff
fungiert als Polymerisationsverlangerungsausgang und die Dithiocarbamatgruppe als
KettenlUbertragungsvermittler. Limitierend ist, dass nur photochemisch stabile Monomere und
Substrate verwendet werden konnen.® Ein Vorteil ist, dass Licht als ,Katalysator* verwendet
wird und damit keine Ubergangsmetalle im Prozess verwendet werden missen, was eine
Reinigung erleichtern kann. Durch schwefelhaltige Strukturen vermittelte Polymerisationen
sind die ersten bekannten Polymerisationen, welche ohne die Zugabe von Katalysatoren wie

Ubergangsmetallen funktionieren und sind die Vorgénger fiir die RAFT-Polymerisation.

Wie bei der SI-ATRP besteht die SI-PIMP aus einer Initiierung, einem Kettenwachstum und
einem Kettenabbruch. Zusatzlich kann es noch zu einem Kettentransfer Uber die
Dithiocarbamatgruppe kommen (Schema 2). Zunéachst wird angeregt durch ein Photon (hv) im
Photoiniferter, die Dithiocarbamatgruppe abstrahiert, wodurch reversibel zwei Radikale
entstehen. Dabei ist die Wahl des Photoiniferter und des eingestrahlten Lichtes essenziell fur
den Erfolg dieser Initiation. Die Molekulstruktur des Photoiniferters bestimmt hierbei die
Intensitat und den Wellenlangenbereich des absorbierten Lichtes und die Fahigkeit zur
Energie- und Elektronenubertragung. Die gewdahlte UV-Wellenlange sollte auf den
Photoiniferter abgestimmt werden.®” AnschlieBend kann es Uber das gebildete benzylische
Radikal mit einem Monomer reagieren und ein Kettenwachstum beginnen. Zusétzlich kann es
Uber noch intakte Photoiniferter zu einem degenerativem Kettentransfer kommen, welcher
aber bei der oberflacheninitiierten Polymerisation eher unwahrscheinlich ist. Es kann aber
durch die abgespaltenen Dithiocarbamatradikale in Losung auch zu einer zusétzlichen
Losungspolymerisation kommen. Dadurch ist die SI-PIMP meistens nicht ausschlief3lich
oberflacheninitiiert, wodurch sie nicht so kontrolliert ablduft wie die SI-ATRP. Ein
Kettenabbruch entsteht durch eine Rekombination mit dem Dithiocarbamat und dem
radikalischen Ende der wachsenden Polymerkette. Es kommt zu einem schlafenden Ende,
welches durch eine erneuerte Absorption eines Photons wieder reaktiviert werden kann.
Weiter kann die Polymerisation tber die Intensitat und Dauer des eingestrahlten UV-Lichtes
kontrolliert werden. Somit wird auch deutlich, dass keine weiteren exogenen Radikalinitiatoren

mehr nétig sind.®®
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Schema 2: beispielhafter Mechanismus der SI-PIMP. Initiation durch die Reaktion mit UV-Licht und Ausbildung
eines Radikals am Kohlenstoff. Dieses kann dann mit dem Monomer reagieren, wodurch eine Bindung zum
Monomer entsteht und dabei das Radikal Ubertragen wird. Durch die erneuerte Reaktion mit Monomeren kommt
es zum Kettenwachstum. Die Dithiocarbamatgruppe kann zuséatzlich auch mit freien gebildeten Radikalen reagieren
und es kommt zu einem Kettentransfer. Der Kettenabbruch kommt bei der SI-PIMP durch die Reaktion mit dem

Dithiocarbamatradikal zustande.58
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Monomere zur Modifikation

Funktionalisierungen einer Oberfliche mit entweder low-fouling Eigenschaften oder
kontaktbiozider Aktivitat werden durch eine Moadifizierung mit ionischen Polymeren erreicht
(vgl. Abbildung 5). Zur low-fouling Modifizierung der Oberflache werden meist Zwitterionen
aufgebracht. Zur aktiven, antibakteriellen Modifikation werden quartare Ammoniumgruppen
verwendet. (Abbildung 9, Effektor). Die Monomere sind also so zu wahlen, dass die ionische
Funktionalitat entweder Uber eine Postmodifikation nach der Polymerisation der Grundstruktur
oder durch eine direkte Polymerisation der ionischen Monomere gebildet werden kann.
Postmodifizierungen werden meistens ausgehend von Polymerbirsten mit tertidaren Aminen
durchgefuhrt. Eine Postmodifizierung zu quartdren Ammoniumgruppen wird z.B. Uber die
Reaktion von Methyliodid oder Bromhexan an tertiaren Aminen erreicht. Polysulfobetaine
lassen sich Uber eine Postmodifizierung durch die Ringdffnung von 1,3-Propansulton an
tertiaren Aminen generieren. Uber die Reaktion von Betapropiolacton an tertiaren Aminen
lassen sich Polycarboxybetaine darstellen.® Eine direkte Polymerisation der fertigen ionischen
Monomeren wirde diese Postmodifikation mit toxischen Reagenzien im letzten Schritt
umgehen. Hier erfolgt die Einfuhrung der aktivitdtsvermittelnden Gruppe bei der Synthese der
Monomere. Somit wirde eine eventuelle Verunreinigung der fertigen Polymere mit den
toxischen Reagenzien vermieden werden. Eine Limitierung der direkten Polymerisation
geladener Monomere kdnnte aber eine elektrostatische AbstoRung zwischen den einzelnen
Monomeren und Polymeren darstellen, was zu einer niedrigeren Polymerdichte und kiirzeren

Ketten fuhren konnte.

Fur die Herstellung polyionischer Modifizierungen sollte zusatzlich die Wahl des
Polymerriickgrates beachtet werden. Als Monomere fir eine oberflacheninitiierte
Polymerisation werden verschiedene Strukturen erfolgreich eingesetzt. Styrole, Methacrylate
oder Methacrylamide eignen sich, da sie die bei der Polymerisation gebildeten Radikale gut
stabilisieren kénnen (Abbildung 9). Die chemische Stabilitdt der gebildeten Polymere ist ein
wichtiger Faktor, da die Materialien fir die klinische Anwendung stabil gegeniiber Reinigung
und Sterilisationsprotokollen sein missen. So kdnnen z.B. ammoniumgruppenhaltige
Polymere aus Esterderivaten wie Acrylate durch die Hofmannsche Eliminierung von
Ammoniumgruppen abgebaut werden. Verbindungen mit Ester kbnnen zudem einer wassrigen
Hydrolyse unterliegen. Diese Reaktionen erfordern in der Regel hohe Temperaturen und sind
daher im biologischen Kontext eher irrelevant, aber fiir Hochtemperatur-
Sterilisationsprotokolle kénnen diese Abbaureaktionen relevant werden.”® Styrol Derivate

stellen hier eine stabilere Alternative flr eine Polymerisation dar.
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Abbildung 9: Aufbau der Monomere und Beispiele fur die polymerisierbare Einheit und fur die Effektorgruppen.

Aktivierung der Oberflache

Fur eine oberflacheninitiierte Polymerisation muss die Oberflaiche zunachst funktionalisiert
werden. Dies geschieht meist durch eine selbstorganisierende Monolage von bifunktionalen
Ankermolekilen (Abbildung 10). Diese bifunktionalen Molekiile bestehen aus einer
Ankergruppe, welche die Immobilisierung auf der Oberflache vermittelt, einer
Verbindungsgruppe und einer Initiatorfunktionalitdt am Ende. Die Ankergruppe kann dabei
durch Physisorption oder Chemisorption an die Oberflaiche binden, wobei letzteres zu
bevorzugen ist, da es zu stabileren Bindungen fiihrt. Eine eventuell vorhandene Verbindung
(engl. Spacer) besteht meistens aus einer Alkylgruppe oder einem aromatischen Ring. Diese
beeinflussen die Wechselwirkung zwischen den benachbarten Molekilen auf der Oberflache.
Die Endgruppe tréagt die chemisch aktive Gruppe, die die oberflacheninitiierte Polymerisation
vermittelt.”
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Abbildung 10: Design von Initiatoren, die fir eine SI-ATRP oder SI-PIMP verwendet werden konnen.

Ankermolekiile sind als immobilisierte Form dargestellt (untere Box). Initiatorfunktionalitdten sind als SI-ATRP
Initiatoren (blaue Box) und als Photoiniferter fir die SI-PIMP (gelbe Box) dargestellt.

Je nach Material werden unterschiedliche Ankergruppe verwendet (Abbildung 10).7? Silane
werden meist als reaktive Ester verwendet, um Silicium oder Glas zu modifizieren, kbnnen
aber auch zur Modifizierung von Metalloxidoberflachen verwendet werden.
Metalloxidoberflachen sollten mit Liganden modifizierten werden, die nach dem HSAB Prinzip
(Harte-Weiche-Saure-Base-Konzept) zu einer stabilen Modifizierung fihren, sprich harte
Ankermolekule auf harten Substraten bzw. weiche Anker auf weichen Substraten. Zur
Modifizierung von Eisen- oder Titanoberflachen sollten zum Beispiel Phosphonséauren,
Carbonsauren, Hydroxamséauren oder Catechole verwendet werden. Weiche Materialien wie

Gold werden klassischerweise mit Thiolgruppen modifiziert.

An dem anderen Ende tragen die Ankermolekiile eine Initiatorgruppe, welche charakteristisch
fur die jeweilige oberflacheninitiierte Polymerisation ist (Abbildung 10). Fir die SI-ATRP
werden Halogenalkane verwendet, wobei das Halogen entweder an a-Position eines
Carbonyls an einem sekundaren oder tertiaren Kohlenstoffatom oder an einer benzylischen
Position hangt. Dies filhrt nach Abstraktion des Halogens zu durch Hyperkonjugation
stabilisierten Radikalen, welche dann fir ein Kettenwachstum zur Verfigung stehen
(Abbildung 10, blaue Box). Bei der SI-PIMP wird klassischerweise ein Dithiocarbamat in

benzylischer Position als Photoiniferter verwendet (Abbildung 10, gelbe Box).
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Phosphonséuren als Anker

Zur Modifizierung von Metalloxiden sind Phosphonsduren geeignet. Sie bilden kovalente
Bindungen zur Metalloberflache aus und flhren somit zu stabilen selbstorganisierenden
Monolagen.” Sie kénnen mono- bis tridentate Bindungsmodi zu den Oberflachen aufbauen,
da drei Bindungsstellen, zwei saure Hydroxygruppen und die Phosphorylgruppe, zur
Verflgung stehen.”* Immobilisierungen von Phosphonsauren auf Metalloxidoberflachen
werden meistens aus LoOsung erreicht. Aber auch ein Spincoating aus unpolarem
Lésungsmittel oder eine Immobilisierung mittels Spraycoating auf ein erhitztes Substrat ist
denkbar. Fir eine Immobilisierung auf ein Silicium Substrat wird die T-BAG Methode (engl.
tethering by aggregation and growth) verwendet. Hierbei wird die Phosphonsaure aufgebracht
indem langsam das Losungsmittel evaporiert und gleichzeitig erhitzt wird, um eine
Chemisorption zu ermdglichen.”> 7 Zwei verschiedene Mechanismen sind fur den
Immobilisierungsprozess von Phosphonséuren auf Metalloberflachen beschrieben. Fir stark
lewissaure Metalloberflaichen, wie Titan, werden tridentate Bindung ausgebildet (Abbildung
11A). Bei schwach lewissauren Metalloberflachen, wie Magnesium, werden bidentate Bindung
ausgebildet, die durch eine Wasserstoffbriickenbindung stabilisiert werden kénnen (Abbildung
11B).75: 76
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Abbildung 11: Mechanismen fir den Immobilisierungsprozess von Phosphonséuren auf A) stark lewissauren

Metalloberflachen und B) schwach lewissauren Oberflachen.

Phosphonsauren werden in der Literatur bereits verwendet, um Oberflachen Uber eine
Monolage zu modifizieren. Phosphonsduren mit hydrophobem Rest verhindern bereits
erfolgreich die Adhé&sion von Proteinen und Zellen auf Stahl. Aber auch silberfreisetzende
Phosphonsauren sind bereits auf Titan und Stahl beschrieben.” Fur die Verwendung von

Phosphonsauren als Ankermolekiile fiir eine oberflacheninitiierte Polymerisation, wie die Sl-
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ATRP, sind in der Literatur ebenfalls einige Beispiele beschrieben. Der am haufigsten
verwendete Initiator ist die 11-(2-Brom-2-methyl-propanoyloxy)undecylphosphonsaure
(BUPA)’788  bestehend aus einem Bromisobutyrylrest als Initiator, welcher (ber eine
Estergruppe und eine Alkylkette mit der Phosphonsdure verbunden ist. Zwei weitere
bifunktionale Phosphonsauren sind in der Literatur fir eine SI-ATRP beschrieben, welche Uber
zwei bzw. sechs Kohlenstoffatome und eine Estergruppe mit einer Bromisobutyrylgruppe
verbunden sind.8 % BUPA wurde bereits verwendet um Metalloberflachen mit
Polystyrol”®89.87.88 oder mit Polymethylmethacrylat’” 8858 zy modifizieren. Aber auch
Zwitterionen wie Polysulfobetain’® °* oder Phosphorylcholin®: 84 und PEG® wurden erfolgreich
auf immobilisierten Phosphonsaureankern dargestellt. Ein Polykation (ber eine
Postmodifikation von Poly(dimethylamino)ethylmethacrylat als Beispiel flir eine antibakterielle

Modifikation tber einen Phosphonséaureanker sind von DONG et al.®° beschrieben.
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4. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und Evaluierung neuer Modifikationen fir
Metalloberflachen  mit  low-fouling und antibakteriellen  Eigenschaften  mittels

oberflacheninitiierter Polymerisation.

Es sollen dabei verschiedene Mdéglichkeiten der oberflacheninitiierten Polymerisation erprobt
und verglichen werden, um mdglichst hohe Beladungsdichten der bioaktiven Polymere zu
realisieren. Zum einem soll SI-ATRP verwendet werden. Als Alternative soll au3erdem die
photochemische SI-PIMP erprobt werden. Fir beide Polymerisationstechniken sollen im
ersten Schritt passende bifunktionale Anker entwickelt und synthetisiert werden, um die
Oberflache fur eine Polymerisation zu aktivieren. Im zweiten Schritt soll die Funktionalisierung
mit den gewilnschten antimikrobiellen und low-fouling Polymeren Uber eine Polymerisation

geeigneter bereits funktionalisierter Monomere erreicht werden (Abbildung 12).

/ Variierung \

der
Alkyllange

¢ 5> 0 0 Photoiniferter
_o\P/\é%/\N&Br oder _O‘/\W
Sory o Y
ATRP Initiator
L

S| ATRP \ /SI PIMP
4 \

Kontaktbiozid low-fouling

el
Y
oy

W

Abbildung 12: Design und Immobilisation bifunktionaler Anker und anschlieRende Polymerisation auf Oberflachen

um die gewunschten antimikrobiellen und low-fouling Eigenschaften zu erhalten.

Fur die SI-ATRP auf Titanoberflachen sollen bifunktionale Anker mit einer Phosphonsaure als
Ankergruppe und einer Bromisobutyrylgruppe als Initiatorgruppe entwickelt werden. Es sollen
verschieden lange Alkylketten als Verbindung getestet werden, um zu Uberprifen, ob durch
die Kettenlange die Beladungsdichte der Phosphonsdure und die anschlieRende

Polymerisation beeinflusst werden. Fir andere Ankermolekiile wurde in der Literatur bereits
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ein Effekt der Kettenlange auf die anschlieBende Polymerisation beschrieben.®? %3 Zunachst
soll der Einfluss der Beladung auf ein Modellsystem mit einer groRen Oberflache wie TiO»-
Nanopartikel untersucht werden. Hierbei soll eine quantitative Analyse der Beladung und der
anschlielenden SI-ATRP durchgeflihrt werden. Fur die Polymerisation soll ein kationisches

Monomer mit bekannten kontaktbioziden Eigenschaften (VBTAC) verwendet werden.

AnschlieRend soll die Immobilisierung der bifunktionalen Phosphonséuren und die SI-ATRP
des kationischen Monomers auch auf Titan als Bulkmaterial Ubertragen werden. Die
Immobilisierung der Phosphonsauren und anschlie3ende Polymerisation sollen Uber
verschiedene Analytik-Methoden verglichen werden. AbschlieRend soll mikrobiologisch
untersucht werden, ob ein Unterschied in der kontaktbioziden Aktivitat der gebildeten

Polykationen festgestellt werden kann.

Nach Auswahl der geeigneten bifunktionalen Phosphonsaure sollen weitere ionische
Monomere fur eine SI-ATRP auf Titan evaluiert werden. Es sollen hierbei einerseits
polykationische Polymere als Kontaktbiozide synthetisiert werden, anderseits sollen fir einen
low-fouling Effekt polyzwitterionische Polymere erzeugt werden. Hierbei sollen die gebildeten
Funktionalisierungen Uber Goniometrie und Uber Ladungsdichtebestimmung charakterisiert
werden. Die mikrobiologische Aktivitdt der erzeugten Oberflachen soll mithilfe des ASTM

Assay E21 49-13a oder eines bakteriellen Adhasionstestes bestimmt und verglichen werden.

Des Weiteren soll eine Kombination des antimikrobiellen und des low-fouling Ansatzes
erfolgen. Auf anderen Materialien konnten hierdurch bereits positive Effekte festgestellt
werden. Die Modifikation erfolgte bisher Uber eine Co- oder Blockpolymerisation von zwei
getrennten Monomeren.®® %5 57 94 Eg soll im Rahmen dieser Arbeit ein neues Monomer
entwickelt und synthetisiert werden, welches die beiden Funktionalitaten vereint. Die
Polymerisation dieses Monomers soll Giber SI-ATRP auf Titan evaluiert und ber Goniometrie
und XPS charakterisiert werden. Das Polymer mit kombinierten Funktionalitdten soll mit einem
rein kationischen bzw. rein zwitterionischen Polymer verglichen werden. Hierbei soll Gberprift

werden, ob sich eine Kombination beider Funktionalitdten in einem Monomer vereinen lasst.

Zusatzlich soll eine Modifikation von Titan tber die photochemische SI-PIMP erprobt werden,
da hier in der Literatur bisher nur Silanylderivate oder Thiole als Anker beschrieben sind.3* %
Im Rahmen dieser Arbeit soll ein phosphonséurebasierter Photoiniferter entwickelt und
synthetisiert werden. Anschliel3end soll getestet werden, ob sich auf TiO2-Nanopartikeln und
Titan Bulkmaterialien ionische Monomere polymerisieren lassen. Die Ergebnisse sollen mit
den Ergebnissen Uber SI-ATRP hinsichtlich der Polaritdt, Ladungsdichte und Bioaktivitét

verglichen werden.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 SI ATRP mit Phosphonsauren als Anker

Zur Optimierung der SI-ATRP als oberflacheninitiierte Polymerisationstechnik auf Metalloxiden
wurden im ersten Schritt verschiedene bifunktionale Anker entwickelt und auf der Oberflache
immobilisiert. Diese Anker konnen im zweiten Schritt dann als Initiatoren fur eine SI-ATRP
verwendet werden. Zunachst wurde dafir die SI-ATRP eines kationischen Monomers VBTAC

erprobt (Schema 3).

ABPANn=2

0
: Br
o~ AHPAn = 4
/HO R
“ \Py\\%\u AOPAn =6

ADPANn=8

T obohs  Sobod

Schema 3: schematische Darstellung der Vorgehensweise. 1.Schritt: Immobilisierung der bifunktionalen Anker, 2.
Schritt: SI-ATRP mit VBTAC.

5.1.1 Design der Phosphonséauren

Fur die SI-ATRP ausgehend von Metalloberflachen muss die Metalloberflache zunéchst
aktiviert werden. Dies geschieht, indem kovalent ein Initiator auf der Oberflache aufgebracht
wird. Hierflr wird als Ankergruppe eine Phosphonsaure und als funktionelle Gruppe eine
Bromisobutyrylgruppe verwendet werden. Die beiden Gruppen sollen iber eine Amidgruppe

verbunden werden und das Spacing tber verschiedene Alkyllangen soll untersucht werden.

Bei der Wahl der Verbindung zwischen der Ankergruppe und der Initiatorgruppe sollte der
Einfluss dieses Spacers nicht au3er Acht gelassen werden. Vor allem Alkylketten haben einen
groBen Einfluss auf die SAM-Bildung und Ausrichtung der Ketten und der damit
einhergehender Beladungsdichte der Ankermolekile. Der Kettenneigungswinkel wird durch
die Lange der Ketten beeinflusst. Es wurde beobachtet, dass langere Alkylketten zu kleineren
Winkeln und somit zu einer aufrechteren Orientierung fiihren.” Die Ordnung der Alkylketten
lasst sich zudem gut lber die Auswertung der Alkylsignale in den IR-Spektren der SAMs

ermitteln. Die Konformationsordnung der benachbarten Ketten und gauche Defekte innerhalb
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dieser Alkylketten kdnnen hier erkannt werden. Eine Verschiebung der Alkylbanden der SAMs
im Gegensatz zu den freien Molekllen zu niedrigeren Wellenzahlen deutet auf geordnete
Lagen zwischen den einzelnen Molekilen hin.®® %7 SpoRri et al.?® zeigte wie die Ordnung der
benachbarten Molekule bei langeren Alkylketten zu nimmt. Einen Effekt auf die Ordnung durch
eine gerade oder ungerade Anzahl an Kohlenstoffen in der Kette (SAMgeradze Und SAMungerade)
konnte durch BEN AMARA et al.®® gezeigt werden. SAMgerade Z€igen einen geringeren
Prozentsatz von gauche Defekten als SAMungerade UNd bieten somit enger gepackte SAM. Eine
optimale Packung der Molekule fuhrt zugleich zu einer strukturell und thermisch stabileren
Modifizierung. Der sogenannte gerade-ungerade Effekt (engl. Odd-Even Effect) konnte auch
fur die Dielektrizititskonstante und Hydrophilie der modifizierten Oberflache beobachtet
werden. Entgegen der Erwartung wurden bei ungeraden SAM durch ihre Unordnung eine
hydrophobere Oberflache beobachtet. Dies wurde so erklart, dass die Hydrophobie der SAM
durch die Ausrichtung der Kettenenden, sprich der Methylgruppe an der Grenzflache,
maRgeblich beeinflusst wird.®®1° Somit wird die Hydrophilie der Monolagen der
Ankermolekiile maRgeblich von der Kopfgruppe, also der Initatorgruppe, beeinflusst sein und

der Spacer beeinflusst nur die Konformation der Molekiile zueinander.

Von GREEN et al.®> 93 101 wyrden systematische Vergleiche der Alkyllangen fur Silanylester als
Ankergruppen durchgefthrt und einige interessante Ergebnisse gefunden. Fir die SI-ATRP
von Methacrylmonomeren auf Silicium wurden Silaninitiatoren mit drei, elf und 15
Methylengruppen als Spacer verwendet und die Aufpfropfdichte (engl. grafting density)
verglichen. Hier stellten die Autoren eine Erh6hung der Aufpfropfdichte mit wachsender Lange
des Initiators fest. Interessant war aber, dass die Beladungsdichte der Initiatoren auf der
Oberflache mit abnehmender Initiatorlange zu nahm und somit hier gezeigt wurde, dass eine
geringere Beladungsdichte auf der Oberflache zu hoheren Aufpfropfdichten fihrte.®® Fir die
SI-ATRP mit Styrol wurden dieselben Initiatoren verglichen und das gebildete Polystyrol néher
untersucht. Hier konnten die hchsten Molekulargewichte tber die mittlere Alkyllange erreicht
werden. Die Autoren fuihrten die Schlussfolgerung an, dass die mittlere Alkyllange von elf
Kohlenstoffen zu einer anderen Orientierung der selbstorganisierenden Monolagen fihrt, was
sich positiv auf die SI-ATRP auszuwirken scheint.®> Weiter wurden noch Silaninitiatoren mit
drei, sechs und elf Methylengruppen als Spacer verglichen. Hier konnten die Autoren wieder
feststellen, dass der langste Spacer zur hdchsten Aufpfropfdichte fiihrt. Die beste
Beladungsdichte wurde allerdings fir den Initiator mit sechs Methylengruppen gefunden.!
Diese Ergebnisse kdnnten mit dem gerade-ungeraden-Effekt erklart werden, bei dem stabilere

und dichtere SAMs durch eine gerade Anzahl an Alkylgruppen erhalten werden.*

In der Literatur wurden bereits phosphonsaurebasierte Initiatoren verwendet, bei welchen als
Verbindung zwischen Phosphonsaure als Ankergruppe und Initiatorgruppe ein Ester und

Alkylgruppen mit zwei, sechs oder elf Kohlenstoffen verwendet wurden.””° Bisher wurde keine



5. Ergebnisse und Diskussion 33

systematische Untersuchung zum Einfluss der Alkyllangen in der Verbindungseinheit
durchgefihrt. In dieser Arbeit wurde als Verbindung eine hydrolysestabile Amidgruppe gewahlt
und verschiedene Verbindungslangen zwischen vier bis zehn Methylengruppen dargestellt

und verglichen (Schema 4).

5.1.2 Darstellung der bifunktionalen Phosphonséauren

Retrosyntheseweg

Zur Darstellung der gewtinschten bifunktionalen Phosphonséauren wurde eine zielgerichtete

und gut realisierbare Syntheseroute gewahlt. Die Retrosynthese ist in Schema 4 gezeigt.

o ABPA n =2
O\\/\@/\ )H( AHPA n =4
P N AOPA n =6
7N\
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n

3a-d 4a-d 5a-d
Schema 4: Retrosyntheseplan fur die Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA

Zunéchst lassen sich die gewilinschten freien Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA und
ADPA aus den korrespondierenden Phosphonsaurediethylestern la-d darstellen. Die
verwendeten Diethylester dienen als Schutzgruppe, um die Phosphonsaure vor
ungewilnschten Nebenreaktionen zu schitzen. Zuséatzlich stellen die Diethylester eine
lipophilere Verbindung als die korrespondierende freie Saure dar, und lassen sich leichter

reinigen.

Zur Hydrolyse von Phosphonsaureestern gibt es verschiedene Moéglichkeiten. Die einfachste
Methode ist die Reaktion mit konzentrierter HCI unter Reflux. Allerdings wird diese Methode
unter sehr harschen Bedingungen durchgefiihrt und viele funktionelle Gruppen wie die

Amidgruppe wirden hierbei zersetzt werden.?? Mildere Bedingungen bietet die MCKENNA
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Methode!'® bei der die Phosphonsaureester zundchst zu einem Bis(trimethylsilyl)-

phosphonsaureester umgesetzt werden und anschlielend mit H-.O hydrolysiert werden.

Die Amide la-d konnen aus der Kupplung der Aminophosphonate 2a-d und einem
Carbonsaurebromid dargestellt werden. Hierbei wird als Nebenprodukt HBr gebildet, welches
bei der Reaktion mit einer geeigneten Base wie Triethylamin neutralisiert wird, um
Nebenreaktionen zu verhindern. Das Carbonsédurebromid stellt eine hydrolyselabile

Verbindung dar, weshalb wasserfrei gearbeitet werden sollte.

Die Aminophosphonate 2a-d lassen sich durch eine Reduktion der Azidophosphonate
darstellen. Hier kdnnen verschiedene Reduktionen verwendet werden. Eine milde Mdglichkeit
stellt die STAUDINGER Reduktion dar.’® Hierbei wird das Azid nukleophil mit
Triphenylphosphan angegriffen, es kommt unter N; Freisetzung zur Bildung eines
Phosphazen, welches mit H,O zum gewinschten Amin hydrolysiert wird. Die
Aminophosphonate 2a-d sind bereits in der Literatur bekannt und kommerziell in einigen
Landern zu erwerben. Preislich liegen die Produkte aber bei 880 bis 1280 US-Dollar pro 1 g,
weshalb eine zweistufige Synthese aus den kommerziell besser zu erwerbenden

Dibromalkanen 5a-d gewahlt wurde.®

Die Azidophosphonate 3a-d konnen durch eine Substitution der Bromphosphonaten 4a-d mit

Natriumazid dargestellt werden.

Die Darstellung von Bromphosphonaten 4a-d lasst sich aus den kommerziell zu erwerbenden
Dibromalkanen 5a-d (42 bis 194 Euro pro 100 g) tUber eine MICHAELIS-ARBUZOV-Reaktion®
107 realisieren. Hierbei wird eine C-P-Bindung Uber die Reaktion mit Triethylphosphit unter

Reflux gebildet.

ADPA wurde bereits in der Masterarbeit von Jan-Christian Raabe!®® dargestellt, die

Syntheseroute wurde in dieser Arbeit weiter optimiert.

Synthese von ABPA, AHPA, AOPA und ADPA

Die erfolgreiche Desymmetrisierung der Dibromalkane 5a-d Uber die MICHAELIS-ARBUZOV-
Reaktion%® %7 wurde bereits in vorherigen Arbeiten von MAISON et al.1%® 110 gezeigt und konnte
auf die Synthese der vier verschiedenen Bromphosphonate 4a-d angewendet werden
(Schema 5). Hierbei wurden die Bedingungen von PODRUGINA et al.''! angewendet. Durch
einen Uberschuss an Dibromalkanen und einer saulenchromatographischen Reinigung lieRen
sich 4a, 4c und 4d in befriedigender bis guter Ausbeute darstellen. Lediglich das Diethyl(w-(a-
bromhexyl)phosphonat 4b zeigte einige Nebenprodukte, was sich in der geringen Ausbeute

von 52% niederschlagt.
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o)
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reflux, 16 h <
5a,n=2 4a, n=2,63%
5b,n=4 4b, n=4,52%
5¢,n=6 4c,n=6,78%
5d,n=8 4d, n =8, 63%

Schema 5: Synthese von 4a-d tber eine MICHAELIS-ARBUZOV-Reaktion%: 107 mit Triethylphosphit.

Die Azidophosphonate 3a-d liel3en sich durch eine nukleophile Substitution mit Natriumazid
aus den Bromphosphonaten 4a-d darstellen (Schema 6). Hierbei wurde die Synthese an das
Protokoll von JANCZEWSKI et al.'*? angelehnt. Als Nebenprodukt wurde NaBr gebildet, welches
sich durch eine Extraktion mit Wasser und Ethylacetat abtrennen lie3. Die Produkte 3a-d

wurden mit sehr guten Ausbeuten erhalten.

C)\\ /\ég/\ NaN Q\ /\9/\
/\O/P\ n Br aN3 /\O/P\ n N3

(0] 0]

< DMF, 80 °C, 16 h <
4a, n=2 3a,n=2,84%
4b,n=4 3b,n=4,89%
4c,n=6 3c,n=6,85%
4d,n=8 3d,n=8, 82%

Schema 6: Synthese von 3a-d Uber eine Substitution mit Natriumazid.

Die Reduktion der Azidophosphonsauren 3a-d zu den Aminophosphonsauren 2a-d wurde
durch eine STAUDINGER Reduktion bei milden Bedingungen durchgefiihrt (Schema 7). Die
Bedingungen wurden hierbei an das Protokoll von HAELTERS et al.}*® angelehnt. Die Reinigung
erfolgte durch eine Saure-Base-Wasche, bei der die Amine zunachst zu ihren
Ammoniumsalzen protoniert wurden, um das gebildete Triphenylphosphinoxid abzutrennen.
AnschlieRend wurden die Amine wieder deprotoniert und mit Ethylacetat extrahiert. Fir die
langen Alkylketten 2c und 2d konnten dies auch in sehr guten Ausbeuten durchgefihrt
werden. Bei den kirzeren Alkylketten 2a und 2b war die Léslichkeit in Ethylacetat geringer,

weshalb etwas niedrigere Ausbeuten erhalten wurden.

0, /M/\ 1. PPhg, THF, reflux, 16 h (o} /\é%/\
\ \
/\O/P\ Ns 2.H,0,Rt, 2.5 h /\O/P\ | "NH,

<o ‘ <O
3a,n=2 2a,n=2,46%
3b,n=4 2b,n=4,63%
3c,n=6 2¢c,n=6,83%
3d,n=38 2d,n=8,62%

Schema 7: Synthese von 2a-d Uber eine STAUDINGER Reduktion mit Triphenylphosphin und anschlieRender

Hydrolyse mit H20.
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Die Amidkupplung mit dem Bromisobutyrylrest konnte unter Wasser- und Luftausschluss mit
dem Bromisobutyrylbromid realisiert werden (Schema 8). Die Rohprodukte wurden mit Séure
und Base gewaschen, um das gebildete HBr und Uberschissiges Triethylamin zu entfernen.
Nach der Reinigung wurden geringe Reste des Nebenproduktes Bromisobuttersaure
nachgewiesen. Auf eine weitere chromatographische Reinigung wurde allerdings verzichtet,
da dieses Nebenprodukt bei der Reinigung des Endproduktes entfernt werden konnten. Alle

Produkte 1la-d konnten in guten bis sehr guten Ausbeuten erhalten werden.

0]
Q /\é%/\ BXJ\BI‘ 0] i
_R NH P A@/\
/\O \O n 2 /\O/P\ n N)H(Br
< CH,Cl,, TEA O
Rt, 16 h
2a,n=2 1a,n=2,51%
2b,n=4 1b,n=4,75%
2c,n=6 1c,n =6, 96%
2d,n=8 1d, n =8, 80%

Schema 8: Synthese von la-d Uber eine Amidbildung mit 2-Brom-2-isobutyrylbromid.

Die bifunktionalen Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA wurden durch die
Entschiitzung der Phosphonsaurediethylester 2a-d mit der MCKENNA®® Methode in
ausgezeichneten Ausbeuten erhalten (Schema 9). Zundchst wurden unter Wasser- und
Luftausschuss die Bis(trimethylsilyl)phosphonsaureester 6a-d durch die Zugabe von
Bromtrimethylsilan erhalten. Alle fliichtigen Verunreinigungen und Lésungsmittel wurden im
Vakuum entfernt. Anschlieend wurden die Bis(trimethylsilyl)phosphonsaureester 6a-d mit
Wasser hydrolysiert und nach Gefriertrocknung die Endprodukte erhalten. Vergleichend wurde
zusatzlich die Gesamtausbeute Uber funf Stufen fir alle vier Phosphonsauren bestimmit.
Hierbei sticht AOPA hervor, was sich mit einer Gesamtausbeute von 53% am besten

darstellen liel3. Am geringsten fiel die Gesamtausbeute mit nur 12% bei ABPA aus.
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6d,n=8 ADPA, n = 8, 23% (iber 5 Stufen

Schema 4: Entschiutzung der Phosphonsaureester zu ABPA, AHPA, AOPA und ADPA mit der McKENNA1®?
Methode. Ausbeuten sind tber 5 Stufen bestimmt angegeben.
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5.1.3 Immobilisierung der Phosphonsauren auf Nanopartikeln und Bulkmaterialien

Die Immobilisierung der dargestellten bifunktionalen Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA
und ADPA wurde nach einer etablierten Methode von MAISON et al.1%31%5 durchgefiihrt und ist
dem Schema 5 zu entnehmen. Die Nanopartikel wurden ohne vorherige Reinigung verwendet,
die Titan bzw. Magnesiumtrager wurden vor der Beschichtung gereinigt. Flr die Nanopartikel
wurde eine 10 mm Losung der Phosphonséauren in Methanol/Wasser (2:1 V/V), fur die Trager
wurde eine 1 mm Lésung verwendet. Die Nanopartikel bzw. Trager wurden in der Lésung bei

80 °C fur drei Tage inkubiert um eine maximale Beladung mit Phosphonséauren zu erreichen.

76

Br Br
o ABPA n=2
O\\/M\ AHPA n=4
R N AOPA n = 0
HO™ '\ NN Br n=6 NH O NH

?H OH OH OH OH ADPA, n=38
l | | Methanol/Wasser
40 - 80 °C, 3 Tage // 0
/

Schema 5: Immobilisierung der bifunktionalen Phosphonsduren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA auf

Metalloxidoberflachen.

Immobilisierung auf TiO.-Nanopartikeln

Zunéchst wurden die bifunktionalen Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA auf
TiO2-Nanopartikeln (21 nm) immobilisiert. Diese eignen sich als Modellsysteme, da sich die
Beladung der Oberflache mit Phosphonsauren tber thermogravimetrische Analysen (TGA)
und Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR) untersuchen lassen. Allerdings
unterscheidet sich die Oberflachenstruktur und Form der Nanopartikel signifikant von der
Oberflache eines Bulkmaterials. Daher ist eine direkte Ubertragung der Ergebnisse nicht

zwingend gewahrleistet und sollte nur mit Vorsicht erfolgen.

TGA

Bei der TGA wird die Massenanderung einer Probe in Abhangigkeit von der Zeit oder
Temperatur gemessen. Die Probe wird dabei in einem Tiegel aus Al.Os einem bestimmten
Temperaturprogramm ausgesetzt. Dabei wird ausgenutzt, dass sich organische Substanzen
meistens bei niedrigeren Temperaturen als anorganische Substanzen zersetzen. Eine

typische TGA-Kurve ist in Abbildung 13 gezeigt. Im ersten Schritt kommt es zur Verdampfung
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sowie Sublimation von Wasser oder anderen Lésungsmitteln, welche gebunden oder in der
Probe eingeschlossen sind. In der zweiten Phase bei hdéheren Temperaturen werden
organische Verbindungen zersetzt. Alles, was tber 700 °C noch nicht zersetzt ist, wird als
nicht zersetzbarer Anteil angesehen, haufig z.B. anorganische Salze aber auch einige

Kohlenstoffmodifikationen.
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Abbildung 13: Beispiel TGA Kurve von TiO2-p-(VBTAC).

Bei Temperaturprogrammen bis 700 °C werden somit typischerweise organische Bestandteile
zersetzt. Es kann durch die Bestimmung des Massenverlustes die Beladung eines
anorganischen Tragers mit organischem Material ermittelt werden. Alkylphosphonsauren wie
die bifunktionalen Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA bilden kovalente
Bindungen zur TiO, Oberflache aus. Die TGA Kurven der beschichteten Nanopartikel sind in
Abbildung 14A zu sehen. Die thermische Zersetzung von TiO2-ABPA, TiO-AHPA, TiO-
AOPA und TiO2-ADPA folgt einem zweistufigen Verlauf. Zunachst wird bei ca. 200 °C die CN-
Bindung zum Amid gespalten und es wird Bromisobutylamid abgespaltet. Bei 300 bis 500 °C
wird dann die CP-Bindung gespalten, was eine B-Eliminierung der Alkylgruppe zur Folge hat.
Da die Phosphonsaure-Metall-Bindung sehr stabil ist, verbleibt bei Temperaturen bis 700 °C
das Phosphat als Ruickstand auf der Oberflache der TiO,-Nanopartikel.1%¢-1 Das Phosphat
fuhrt zu einem signifikanten Verbrennungsrickstand von ~10% fur alle bifunktionalen
Phosphonsauren bezogen auf den prozentualen Anteil des Phosphors im Molekil. Als
Korrekturfaktor wird hierbei der Verbrennungsruckstand der freien Phosphonsaure verwendet
(Abbildung 14B). Hier ist allerdings zu beachten, dass bei den freien Phosphonsauren die
Phosphonséauregruppe zu Phosphorséaure, Phosphoroxid und fliichtigem Phosphin zersetzt

wird. Es verbleibt also nur ein Teil als Verkohlungsrtickstand.0% 110
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Bei der Berechnung der Beladungsdichten von ABPA, AHPA, AOPA und ADPA auf TiO>
wurde der Rickstand der freien Phosphonséuren mit eingerechnet (sieche Tabelle 1). Der
korrigierte Gewichtsverlust Amyor der immobilisierten bifunktionalen Phosphonsauren in

Gewichtsprozent kann mit der Formel 1 berechnet werden.

Am (TiO, — PA)
AMyorr = Am (PA) * 100%

Formel 1 mit dem korrigiertem Gewichtsverlust Amy., dem gemessenen Gewichtsverlust Amioz-pa und dem Gewichtsverlust der

freien Phosphonséuren Amep).

——TiO, TiO,-ABPA TiO,-AHPA —— ABPA AHPA AOPA —— ADPA
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100
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Abbildung 14: TGA Kurven, A) von TiO2-Nanopartikeln und TiO2-ABPA, TiO2-AHPA, TiO2-AOPA und TiO2-ADPA,
B) von freien bifunktionalen Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA.

Die Massenverluste der freien Phosphonséauren und der korrigierte Massenverlust (Formel 1)
fur TiO2-ABPA, TiO2-AHPA, TiO2-AOPA und TiO,-ADPA sind der Tabelle 1 zu entnehmen.
Mit dem Massenverlust und der spezifischen Oberflache der TiO.-Nanopartikel kann eine
Beladungsdichte von ABPA, AHPA, AOPA und ADPA auf den TiO.-Nanopartikeln berechnet
werden (Formel 2).

A‘rnkorr NA

= * x 10718
(100 - A"lkorr) Sm * MPA

Oj

Formel 2 mit der Beladungsdichte g;, dem korrigiertem Massenverlust Amy,, der Avogadro Nummer N, der molaren Masse der

immobilisierten Phosphonséaure Mg, und der spezifischen Oberflache der TiO,-Nanopartikeln S, bestimmt Uber BET.

Die Beladungsdichte liegt zwischen 1.7 bis 2.3 Phosphonsauren pro nm?. Eine maximale
Beladung wird mit vier Phosphonséauren pro nm? angenommen und ist nur unter idealen

Bedingungen und mit sehr kleinen Phosphonséauren, wie kurzkettigen Alkylphopshonséauren,



5. Ergebnisse und Diskussion 41

bei denen es untereinander zu VAN-DER-WAALS-Krafte kommt und diese sich somit nah
aneinander lagern konnen, zu finden.'!! Der sperrige Rest der Bromisobutyrylgruppe
verhindert ein enges Packen der Phosphonsauren, was zu nicht perfekt angeordneten SAMs
und niedrigeren Beladungsdichten fuihrt.1*2 Die VAN-DER-WAALS-Krafte zwischen den
Alkylketten erklaren auch die hohere Beladungsdichte von ADPA. SziLLIES et al.''® haben
ahnliche Trends fir verschiedene Alkyllangen und Kopfgruppen gefunden. Die
Beladungsdichten der Initiatoren befinden sich im vergleichbaren Bereich zu den

Beladungsdichten anderer Initiatoren fuir oberflacheninitiierte Polymerisation.82 87. 114

Tabelle 1: Massenverluste Am durch TGA ermittelt, korrigierter Massenverlust Amwor und berechnete

Beladungsdichte oi.

Am [%]? Amyorr [%]° o [1/nm?]¢
TiO2-ABPA 4.00 491 1.98
TiO2-AHPA 3.71 4.56 1.68
TiO-AOPA 5.03 5.90 2.03
TiO-ADPA 6.43 7.22 2.34
ABPA 81.96
AHPA 82.06
AOPA 85.71
ADPA 89.71

Anmerkung: a: Massenverluste sind aus drei unabhdngigen Messungen als Mittelwert ermittelt, b: korrigierter Massenverlust

wurde mit Formel 1 berechnet, c: Beladungsdichte o; wurde mit Formel 2 berechnet.

FT-IR Spektroskopie

Bei der Infrarotspektroskopie werden Molekile mit Licht des Infrarotbereiches bestrahlt. Diese
werden absorbiert und die aufgenommene Energie wird in molekulare Schwingungen
umgewandelt. Die Absorption ist charakteristisch fiir die chemischen Bindungsverhaltnisse
eines Molekiils und kann zur Charakterisierung dieser verwendet werden. IR Spektren von
kovalent gebundenen Phosphonsauren auf Metalloxidoberflachen werden herangezogen, um
die gebildeten selbstorganisierten Monolagen auf ihre Ordnung zu untersuchen. Die IR
Spektren der bifunktionalen Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA auf TiO.-
Nanopartikeln sind der Abbildung 15 zu entnehmen. Modifizierte und unmodifizierte TiO,-
Nanopartikel zeigen eine breite Absorption unterhalb von 890 cm? fur die Ti-O

Streckschwingung.''® Die Stabilitatt der Amidgruppe nach der Beschichtung der



42 5. Ergebnisse und Diskussion

Phosphonsaure auf der Oberflache ist essentiell fir die nachfolgende SI-ATRP und wird

bestatigt durch die Valenzschwingung der Carbonylgruppe bei 1658 cm™.

—TiO, ——TiO,-ABPA TiO,-AHPA v, Vs TiO
TiO,-AOPA ——TiO,-ADPA /_w/’i/h’/’i_/__ﬂ.ﬂf;—
| — TiO,-ABPA
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§ &
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Abbildung 15: FT-IR Spektren A) von TiO2-Nanopartikeln und TiO2-ABPA, TiO2-AHPA, TiO2-AOPA und TiOz-
ADPA, B) Bereich der CH-Streckschwingung va und vs.

Die CH-Streckschwingungen sind ein guter Indikator fur die Konformation der Alkylketten und
damit der Ordnung der Monolage. Schwingungen bei héheren Wellenzahlen deuten auf eine
Unordnung oder viele gauche Defekte hin. Banden bei niedrigeren Wellenzahlen zeigen eine
geordnete Konformation an. Zur Beurteilung der Ordnung werden die Banden der
asymmetrischen und symmetrischen CH-Streckschwingung von der freien ungebundenen
Phosphonsaure und der oberflachengebundenen Phosphonsaure verglichen. Eine
Verschiebung der Banden zu niedrigeren Wellenzahlen deutet auf eine geordnete Monolage
hin.% %7 VVon SPoRI et al.®® wurde gezeigt, wie bei langeren Alkylketten die Ordnung zu nimmt.
Dieser Trend ist auch bei den dargestellten bifunktionalen Phosphonsauren zu erkennen. Die
beiden Phosphonsduren AOPA und ADPA zeigen Banden fir die asymmetrischen
Streckschwingung va bei 2924 bzw. 2920 cm™ und symmetrische Streckschwingungen vs bei
2850 cm™ (Abbildung 15B), dies deutet auf geordnete Monolagen hin. Fur ABPA und AHPA
sind die Streckschwingungen bei héheren Wellenzahlen von 2931 cm™ fir va und 2858 cm*

fur vs (Abbildung 15B) zu finden, was mit ungeordneteren Schichten zu erklaren ist.116-118

Die Streckschwingungen der PO-Einfachbindung liegen bei allen modifizierten TiO»-
Nanopartikeln im selben Bereich, zwischen 945 und 1110 cm (Abbildung 15A). Die nur noch
minimal zu erkennende Bande bei 1200 cm fir die Streckschwingung der PO-Doppelbindung
deutet auf tUberwiegend tridentat gebundene Phosphonsauren. Unterstiitzt wird dies durch nur
schwache Bande bei 900 bis 950 cm™? als Streckschwingung der OH-Gruppen der freien

Phosphonséaure.”
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Immobilisierung der Phosphonséuren auf Magnesiumoxid Nanopartikeln

Die bifunktionalen Phosphonsduren ABPA und ADPA wurden anschlieBend auf
Magnesiumoxid-Nanopartikeln (35 nm) immobilisiert. Hier wurden verschiedene
Lésungsmittel als Immobilisierungslosung verwendet. Fir die klrzeste bifunktionale
Phosphonsaure ABPA wurden dieselben Immobilisierungsbedingungen wie fir die TiO»-
Nanopartikel gewahlt, also in Methanol und Wasser. Da Magnesiumtrager sehr
korrosionsanfallig im wassrigen Medium sind, ware eine wasserfreie Methode winschenswert.
Hierfir wurden mit der langsten bifunktionalen Phosphonsaure ADPA wasserfreie
Immobilisierungsmethoden getestet, da hier die héchste Lipophilie und somit beste Loslichkeit
in organischen Losungsmitteln zu erwarten ist. Als organische LOsungsmittel wurden
Dichlormethan, Tetrahydrofuran und Ethanol getestet, die Immobilisierungstemperatur (40 °C
fur Dichlormethan, 60 °C fir THF und Ethanol) wurde dementsprechend angepasst. Alle
Nanopartikel wurden thermogravimetrisch untersucht. MgO-ABPA wurde zusatzlich mit FT-IR

und Festphasen-NMR analysiert.

TGA

TGA Ergebnisse der unterschiedlichen Immobilisierungsversuche auf MgO Nanopartikel tber
verschiedene  Losungsmittel sind in  Abbildung 16 gezeigt. Uber alle
Immobilisierungsmethoden konnten ABPA bzw. ADPA erfolgreich immobilisiert werden, was
an einer zuséatzlichen Stufe Uber 350 °C zu erkennen ist, welche auf die bifunktionalen

Phosphonsauren zurtickzuftihren ist.

Immobilisierungen in Methanol/Wasser-Gemisch zeigen sowohl fiir die MgO Kontrolle (MgO
ctrl) als auch fir MgO-ABPA eine sehr grof3e Stufe bei ca. 350 °C (Abbildung 16A). Diese bei
MgO Nanopartikeln auch in der Literatur!'® beobachtete Stufe ist u.a. auf eine Degradation
von Mg(OH), zu MgO, wie auch MgO zu Mg zu erklaren. Nach einer Inkubation in Wasser
kann sich Mg(OH). bilden, was bei organischen Ldésungsmitteln wie Dichlormethan oder
Tetrahydrofuran nicht zu beobachten ist. Trotzdem kann fir MgO-ABPA eine zweite Stufe
zwischen 350 °C bis 550 °C detektiert werden, was immobilisiertem ABPA zuzuordnen ist.
Der korrigierte Massenverlust (Formel 1) liegt hier bei etwa 18%, was einer Beladungsdichte
von 5.9 Phosphonséauren pro nm? entspricht (Tabelle 2). Dies ware fir eine Monolage nicht
moglich, weil fir Phosphonsduren von einer maximalen Beladungsdichte von vier
Phosphonséauren pro nm? ausgegangen wird.*!! Die hohe errechnete Beladungsdichte kénnte
durch verschiedene Dinge zu erklaren sein. Es kdnnte zum einem zu einer Ausbildung von
einem Bilayer gekommen sein oder es sind noch Rickstande freier, ungebundener
Phosphonséaure detektiert worden, die bei der Reinigung der Partikel nicht vollstandig entfernt

werden konnten.
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Abbildung 16: TGA Kurven von A) MgO-ADPA Immobilisierung in CH2Clz, B) MgO-ABPA Immobilisierung in
MeOH/H20, C) MgO-ADPA Immobilisierung in THF, D) MgO-ADPA Immobilisierung in EtOH.

Die Immobilisierungen in Dichlormethan sowie Tetrahydrofuran mit ADPA auf MgO
Nanopartikeln verliefen erfolgreich, was durch eine Stufe zwischen 350 und 550 °C bestatigt
wird (Abbildung 16B und C). Bei allen Kurven der MgO Kontrolle (MgO ctrl) sowie MgO-ADPA
wird eine Stufe bei 350 °C detektiert, welche auf eine Degradation von MgO schlieRRen lasst.!°
Fur MgO-ADPA wurden durch die Immobilisierung in Dichlormethan und Tetrahydrofuran gute
Beladungsdichten von drei Phosphonsauren pro nm? erhalten (Tabelle 2). Die bifunktionale
Phosphonsaure ADPA lasst sich somit ausgezeichnet auf MgO in organischen Losungsmitteln
immobilisieren. Die Immobilisierung von ADPA auf MgO in Ethanol verlief auch erfolgreich,
was an einer zuséatzlichen Stufe zwischen 350 und 550 °C zu erkennen ist (Abbildung 16D).
Fur beide Kurven der MgO ctrl und MgO-ADPA ist wieder ein Massenverlust vor 300 °C flr
die Degradation von MgO zu erkennen (Abbildung 16A bis C). Interessant ist, dass fir MgO-
ADPA in Ethanol mit Giber 21% der hdchste Massenverlust nachgewiesen wurde. Dies wirde
einer Beladungsdichte von 9.5 Phosphonsauren pro nm? entsprechen, was sich nur durch
Ausbildung von Bilayern/Mehrfachlayern oder Rickstdnden von freier, ungebundener
Phosphonséaure erklaren lasst. Somit sind die Immobilisierungsmethoden mit Tetrahydrofuran

oder Dichlormethan zu bevorzugen.
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Tabelle 2: Massenverluste Am durch TGA ermittelt, korrigierter Massenverlust mkor und berechnete

Beladungsdichte oi.

Losungsmittel Am [%]? Amyorr [%0]° o [1/nm?]¢
MgO-ABPA MeOH/H-0 14.98 18.34 5.85
MgO-ADPA CH:ClI> 8.40 10.30 2.99
MgO-ADPA THF 8.46 10.38 3.01
MgO-ADPA EtOH 21.86 26.81 9.53

Anmerkung: a: Massenverluste sind aus drei unabhangigen Messungen als Mittelwert ermittelt, b: korrigierter Massenverlust

wurde mit Formel 1 berechnet, c: Beladungsdichte o; wurde mit Formel 2 berechnet.

FT-IR

Von MgO-ABPA wurden FT-IR Spektren aufgenommen, um eine qualitative Beurteilung der
Immobilisierung zu ermdglichen. Fir MgO-ABPA sind deutliche zusatzliche Banden im
Vergleich zu der MgO Kontrolle zu erkennen, was eine erfolgreiche Immobilisierung bestatigt.
MgO Nanopartikel weisen charakteristisch eine breite Bande bei unter 550 cm™ auf, welche
der Mg-O Bindung zuzuordnen ist.}?° Diese ist bei der MgO Kontrolle wie auch bei MgO-ABPA
deutlich zu erkennen (Abbildung 17A). Bei beiden Nanopartikeln sind zudem eine breite Bande
bei 3400 cm™ sowie eine Bande bei 1630 cm™ zu erkennen, welche OH-Schwingungen von
adsorbiertem Wasser sowie Mg(OH), auf der Oberfliche zuzuordnen sind. Die
Valenzschwingung des Amids von ABPA, welche bei 1658 cm™ im Spektrum von MgO-ABPA
zu erwarten ware, wird durch die OH-Schwingung verdeckt. Die Streckschwingungen der PO-
Einfachbindung in MgO-ABPA sind bei 997 und 1087 cm® zu erkennen und die
Streckschwingung der PO-Doppelbindung bei 1200 cm™.76 Zusatzlich sind im Spektrum von
MgO-ABPA Banden bei 1541 und 1458 cm™ zu erkennen und kénnen der NH- sowie CN-

Bindung zugeordnet werden.

Die IR-Spektren kdnnen zusatzlich verwendet werden, um die gebildeten selbstorganisierten
Monolagen auf ihre Ordnung zu untersuchen. Die Konformationsordnung von ABPA wurde
bewertet Uber die CH-Streckschwingungen, wobei die asymmetrische Streckschwingung va
bei 2940 cm™ und die symmetrische Streckschwingung vs bei 2869 cm? liegt. Fir beide ist
keine Verschiebung der Werte zu niedrigeren Wellenzahlen von immobilisierter und freier
Phosphonséaure zu beobachten (vgl. ABPA: 2928 und 2866 cm™). Dies deutet entweder auf
keine geordneten Schichten der Monolagen oder eine Verdeckung der Banden der Monolage
durch Banden freier, ungebundener Phosphonséaure hin. Die zweite Erklarung wiirde auch mit

den Ergebnissen der TGA im Einklang stehen.
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Abbildung 17: A) FT-IR Spektrum von Mg ctrl und MgO-ABPA, B) 3!P-Festphasen-NMR von MgO-ABPA und
ABPA, C) 13C-Festphasen-NMR von MgO-ABPA. Im 3C-Spektrum werden zusatzliche Signale beobachtet, die
nicht zugeordnet werden kénnen (durch einen roten Pfeil gekennzeichnet). Dies kann auf Verunreinigungen im

Reaktionsgemisch zuriickzufiihren sein

Festphasen NMR

Fur MgO-ABPA wurden zusatzlich 3P und *3C Festphasen NMR Spektren (Abbildung 17B
und C) aufgenommen, um die Immobilisierung ndher zu untersuchen. Das Festphasen-NMR
sollte hier die Ordnung der organischen Schicht aufklaren sowie Rickschliisse auf freie,

ungebundene Phosphonsaure ermdglichen.

In dem 3P-NMR-Spektrum von MgO-ABPA sind zwei Peaks zu erkennen (Abbildung 17B).
Ein scharfer Peak bei 33.1 ppm und ein breiterer bei 24.5 ppm. Der erste, scharfe Peak liegt
bei derselben Verschiebung wie nicht gebundenes ABPA und kann auf nicht vollstandig
entferntes, ungebundenes ABPA oder auf eine ausgebildete Doppellage der Phosphonséaure
deuten. Letzteres ist aber fir diese Phosphonsaure sehr unwahrscheinlich. Der zweite,
breitere Peak bei 24.5 ppm zeigt eine kovalente Bindung der Phosphonsaure auf der MgO-
Oberflache an, eine Verschiebung des P-Peaks zu niedrigeren Frequenzen zeigt die Bindung

Uber die Phosphonsaure an.

Das ¥C-NMR-Spektrum von MgO-ABPA (Abbildung 17C) bestatigt die Immobilisierung der
Phosphonsaure auf den MgO Nanopartikeln, da alle fir ABPA charakteristischen Signale zu
erkennen sind. Eine Intaktheit des Molekls kann zusatzlich durch die Carbonylbande bestétigt
werden. Bei diesem Spektrum ist eine starke Linienverbreiterung, insbesondere bei dem
Carbonylsignal, zu erkennen. Dies hangt wahrscheinlich mit der Verteilung des H-

Bindungsnetzwerks zusammen.
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Immobilisierung der Phosphonsé&uren auf Titan Bulkoberflachen

Alle bifunktionalen Phosphonsduren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA wurden auf
Reintitantragern (20 mm x 10 mm x 1 mm) immobilisiert und wurden Uber Kontaktwinkel

analysiert. Ti-AHPA wurde exemplarisch auch mit XPS charakterisiert.

Kontaktwinkel

Der Kontaktwinkel wird bestimmt zwischen einer Festphase und einem Flussigkeitstropfen,
welcher die Oberflache benetzt, in diesem Fall Wasser. Es wird der Winkel zwischen der
Tangente an der Tropfenoberflache in unmittelbarer Néhe der Festphase und der

Festphasenoberflache bestimmt (Abbildung 18).

Gasphase

Flissigkeit m

Festphase

Abbildung 18: Definition des Kontaktwinkels 6.

Mathematisch definiert wird er mit der Young‘schen Gleichung:

Os — 01s
cosf = ———
ay,

Formel 3 mit dem Kontaktwinkel 6, der Oberflachenenergie des Festkdrpers os, der Oberflachenspannung der benetzenden
Flussigkeit o, und der Grenzflachenenergie zwischen der Flissigkeit und dem Festkorper ois.

Mit dem Goniometer wird ein vorriickender (engl.: advancing) Kontaktwinkel bestimmt, welcher
den grofRten auftretenden anscheinenden Kontaktwinkel darstellt. Wenn als benetzende
Flussigkeit bei allen Experimenten Wasser verwendet wird, kann die Benetzbarkeit der
Festphase beurteilt werden. Je niedriger der Kontaktwinkel ist, desto hydrophiler ist die
Oberflache, je héher desto hydrophober ist die Oberflache. Kontaktwinkel sollten immer als
Vergleich zum Kontrolltrdger oder als Verdnderung zwischen zwei Modifizierungsschritten

beurteilt werden.

Far alle vier Titantrager mit immobilisierten Phosphonsauren ist eine eindeutige Veranderung
im Vergleich zur Kontrolle festzustellen, was auf eine erfolgreiche Immobilisierung von ABPA,
AHPA, AOPA und ADPA schlieRen lasst. Als Kontrolle dient ein Tréager, der unter denselben
Immobilisierungsbedingungen behandelt wurde, nur ohne Zugabe von Phosphonsauren
(Experimental Teil). Ti-ABPA, Ti-AHPA, Ti-AOPA und Ti-ADPA zeigen Kontaktwinkel Gber
60° (Tabelle 3). Die erfolgreiche SAM-Bildung wird dadurch bestéatigt, da hier der
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Bromisobutyrylrest auf der Oberflache prasentiert wird, was zu einer hydrophoberen

Oberflache fuhrt als bei der Kontrolle, welche Ti-OH Gruppe prasentiert (48.1°).

Tabelle 3: Kontaktwinkel der modifizierten Titantrager und der Titankontrolle.

Ti ctrl Ti-ABPA Ti-AHPA Ti-AOPA Ti-ADPA

48.1°+9 67.3°+6 60.4°+1 65.8°+4 64.8°+1

Anmerkung: Kontaktwinkel der Titantrager sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen

Positionen + Standardabweichung angegeben.

XPS

Die Rontgenphotoelektronenspektroskopie XPS (engl.: X-ray photoelectron spectroscopy) ist
eine Methode zur zerstérungsfreien Bestimmung der chemischen Zusammensetzung einer
Oberflache. Hierbei wird Rontgenstrahlung auf einen Festkorper gestrahlt und es I6sen sich
Photoelektronen aus den inneren Atomorbitalen. Aus der kinetischen Energie des
rausgelésten Photoelektrons kann eine Bindungsenergie bestimmt werden, die
charakteristisch fur das Atomorbital, aus der das Photoelektron stammt, ist. Elektronen
bestimmter Energie werden durch einen geeigneten Analysator selektiert und Uber einen
Sekundarelektronenvervielfacher detektiert. Am Ende wird ein Spektrum erhalten, bei
welchem die Bindungsenergie gegen die Intensitat aufgetragen wird (Abbildung 19). Hier
werden die detektierten Energien mit dem Element und dem Orbital, aus dem das
Photoelektron stammt, beschriftet. Ein Photoelektron aus dem s-Orbital der K-Schale des
Sauerstoffs wirde die Beschriftung O 1s erhalten. Die ermittelte Bindungsenergie ist durch
ihre chemische Umgebung beeinflusst. Beispielsweise Nachbaratomen und die Hybridisierung
der Bindung fuhren zu einer charakteristischen chemischen Verschiebung. Durch Auswertung
dieser chemischen Verschiebungen der Bindungsenergie lassen sich exakte Aussagen zur
chemischen Zusammensetzung der analysierten Oberflache treffen. Als Beispiel eignet sich
die Bindungsenergie von dem C 1s Orbital, welche normalerweise 284.6 eV betrégt, eine CH-
Bindung wirde die Energie zu 285.5 eV verschieben. Zusatzlich kann die gemessene
Intensitat der Elementorbitale zur quantitativen Auswertung verwendet werden, indem die
erhaltenen Atomverhaltnisse mit den theoretischen verglichen werden. Die XPS Aufnahmen
werden im Hochvakuum durchgefiihrt und meist lassen sich nur die obersten Nanometer der
Probe vermessen. Tiefer liegende Schichten lassen sich z.B. durch Atzen mit Argon freilegen

und analysieren.
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Abbildung 19: Rontgenphotoelektronenspektroskopie: Es wird Rontgenstrahlung auf die Probe gestrahlt, wobei
Photoelektronen aus den inneren Elementorbitalen der Probe rausgelést werden. Diese werden mit einem

geeigneten Analysator selektiert und detektiert. Es wird die Bindungsenergie gegen die Intensitat aufgetragen.

Exemplarisch wurden XPS Spektren fir den Trager Ti-AHPA aufgenommen, als Kontrolle
dient ein gereinigter Titantrager. Die Ubersichtsspektren der Titankontrolle und von Ti-AHPA
zeigen charakteristische Veranderungen in der chemischen Zusammensetzung der
Oberflache, was die erfolgreiche Immobilisierung von AHPA auf dem Titanbulkmaterial
bestétigt (Abbildung 20A und B). Zusatzlich sind noch hochenergetische Spektren fir einige
Elementorbitale aufgenommen worden (Abbildung 20C). In dem P 2p Spektrum lassen sich
nach Dekonvolution die Peaks bei 133.4 und 132.6 eV den charakteristischen P 2ps», und
P 2p1> Spin Bahnen Kopplungen zuordnen (A =0.87 eV). Dieses Muster lasst auf eine
kovalente SAM-Bildung tiber die Phosphonsaure auf dem Titan schlieRen.°® Die SAM-Bildung
Uber die Phosphonsaure ist auch in dem O 1s-Spektrum zu erkennen. Der aufgespaltene Peak
bei 530.7 eV ist charakteristisch flr die kovalente Bindung von Phosphonaten tber eine P-O-
Ti-Bindung.®” Ein zweiter Peak bei 529.6 eV entspricht der TiO.-Schicht des Titantragers.®” 12!
Ein dritter Peak bei 532.6 eV weist auf die PO-Einfach- oder Doppelbindungen hin, was auf
einen bidentaten oder tridentaten Bindungsmodus der Phosphonséauren zur Oberflache
deutet. Das hochenergetische C 1s Spektrum lasst sich in drei Peaks bei 284.5, 285.5 und
287.5 eV aufspalten. Der Peak bei 284.5 eV ist wahrscheinlich eine Verunreinigung, die sich
durch die Reinigung nicht entfernen lasst, da diese auch bei der gereinigten Titankontrolle zu
erkennen ist. Die CH-Bindung der Alkylketten von AHPA sind der Bindungsenergie von
285.5 eV zuzuordnen und der kleinere Peak bei 287.5 eV kann der Carbonylgruppen des
Amids zugeordnet werden.?? Fur die anschlieBende SI-ATRP ist eine intakte CBr-Bindung
essentiell. Diese kann durch den Peak bei 190 eV im hochaufgeltsten Spektrum vom Br 3p
Orbital bestétigt werden. Das N 1s Orbitalspektrum zeigt einen Peak bei 399.7 eV, welcher

dem Amid Stickstoff von AHPA zugeordnet werden kann, das zweite Signal im N 1s Spektrum
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ist wahrscheinlich eine Verunreinigung.'?® Das hochaufgeldste Spektrum von Ti 2p zeigt das
typische Muster einer TiO2 Schicht mit einem Peak bei 458.1 eV und 463.8 eV fur Ti 2p1» und
Ti 2pse.tt? Da die XPS Analyse meist mehrere Nanometer tief vermisst, ist es nicht
auszuschlieRen, dass bei einer Monolage von AHPA der Titan Untergrund auch mit erfasst
wird. AbschlieRend wurden noch die Atomverhaltnisse Uber die Intensitat der Signale bestimmt
und mit den theoretischen Verhéltnissen verglichen (Abbildung 20B). Die ermittelten
Verhdltnisse von P/Br und P/C stimmen weitgehend gut (berein, was die intakte
Immobilisierung von AHPA zusatzlich bestatigt. Die Verhaltnisse von P/N und P/O weichen
leicht ab, was auf leichte Verunreinigungen schliel3en lasst, welche schon bei dem gereinigten
Titantrdger zu erkennen sind (Abbildung 20A). Es ist also von einer ausreichenden

Immobilisierung fir die anschlielBenden SI-ATRP der Initiatoren auf der Titanoberflachen

auszugehen.
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Abbildung 20: Ergebnisse der XPS Analytik, A) Ubersichtsspektrum der Titankontrolle, B) Ubersichtsspektrum von
Ti-AHPA, theoretische und beobachtete Atomverhaltnisse von Ti-AHPA fir P/Br, P/C, P/N und P/O, C)
hochaufgeldste Orbitalspektren von Ti-AHPA fur P 2p, O 1s.
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Immobilisierung der Phosphonsé&uren auf Magnesium Bulkoberflachen

Exemplarisch wurde die bifunktionale Phosphonsaure ADPA auf Magnesiumtragern mit der
Legierung AZ31 (GroRRe: 30 mm x 10mm x 2 mm) immobilisiert und mittels Kontaktwinkel
analysiert. Hierbei wurden zwei Methoden zur Reinigung der Trager verwendet und auf ihre
Wirkung auf den Kontaktwinkel von Mg-ADPA verglichen: chemische Reinigung nach
KORRAPATI*?* oder Reinigung durch Schleifen. Bei der chemischen Reinigung werden die
Trager eine Minute in NaOH inkubiert, mit Wasser gewaschen, eine Minute
Essigsaure/Ca(NOs)2-Losung inkubiert und wieder mit Wasser gewaschen. Anschliel3end
werden die Trager in Ethanol unter Ultraschall inkubiert. Bei der Schleifmethode werden die
Trager mit finf verschiedenen Schleifpapiergrof3en geschliffen und dann erst in Pentan und
abschliel3end mit Wasser unter Ultraschall inkubiert. Als Immobilisierungsmethode wurde eine
Methode verwendet, welche im Zuge der Masterarbeit von Michelle Kobus?!?® entwickelt wurde.
Hier werden die Trager zunéchst fir drei Tage in einer 10 mm ADPA-LGsung in Ethanol bei

60 °C inkubiert und anschlieRend furr zwei Stunden bei 110 °C in einem Ofen erhitzt.1?6

Die Kontaktwinkel zeigen fir beide Reinigungsmethoden eine erfolgreiche Immobilisierung mit
ADPA durch eine deutliche Erhdhung des Kontaktwinkels fur die Mg-ADPA Trager, was eine
Modifizierung der Oberflache mit organischen Molekllen nahelegt (Tabelle 4). Bei der
chemischen Methode wurden Kontaktwinkel um 80° ermittelt, bei der Schleifmethode sogar
um 125°. Zu beachten ist zudem die Standardabweichung der Kontaktwinkel. Hier werden
nach der Schleifmethode gleichmaRigere Kontaktwinkel erhalten (Mg ctrl + 4°, Mg-ADPA % 5°)
als bei der chemischen Methode (Mg ctrl £ 14°, Mg-ADPA * 20°). Die Schleifmethode
ermdglicht also eine gleichmafiigere Immobilisierung der Initiatoren und sollte deshalb

bevorzugt verwendet werden.

Tabelle 4: Kontaktwinkel der Magnesiumtrager

Chemische Reinigung Schleifen
Mg ctrl Mg-ADPA Mg ctrl Mg-ADPA
26.3°+ 14 82.4° + 20 13.2°+4 125.9°+5

Anmerkung: Kontaktwinkel der Titantréager sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen

Positionen + Standardabweichung angegeben.
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5.1.4 SI-ATRP mit dem kationischen Monomer VBTAC

Ausgehend von den immobilisierten bifunktionalen Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA
und ADPA wurde die SI-ATRP von dem kationischen Monomer VBTAC durchgefiihrt. Hier
sollte untersucht werden, ob die Beladungsdichte der verankerten Initiatoren einen Einfluss
auf die anschlieRende Polymerisation hat. Zundchst wurde die SI-ATRP auf TiO2-
Nanopartikeln (21 nm) durchgefihrt und diese wurden mittels TGA und FT-IR analysiert.
AnschlieBend wurde eine SI-ATRP von VBTAC auf Titantrédgern (20 mm x 10 mm x 1 mm)
durchgefuhrt und charakterisiert (Schema 6).
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Schema 6: SI-ATRP mit VBTAC auf TiO2 oder Titanoberflachen.

VBTAC wurde hier exemplarisches, als kationisches Monomer verwendet, um eine
polykationische Oberflache mit einem kontaktbioziden Effekt zu generieren. Hierbei soll bei
dem Protokoll direkt das Polykation erzeugt werden, um eine Postmodifikation mit toxischen
Alkylanzien zu umgehen. Bisher wurde eine polykationische Oberflache Uber einen

phosphonatbasierten Initiator nur durch eine Postmodifikation erhalten.8®

Ein weiterer Vorteil der kationischen Ladung ist die Ermdglichung von zusatzlichen qualitativen
und quantitativen Analysemaoglichkeiten im Gegensatz zu einem ungeladenen Polymer wie
Polystyrol. Der Kontaktwinkel sollte bei einem Polykation durch die hydrophile Schicht
typischerweise sehr niedrig sein, was eine einfache und schnelle, qualitative Aussage zum
Erfolg der SI-ATRP erlaubt. Weiter sind polykationische Oberflachen tber einen Fluorescein

Assay*® “® (iber die Dichte der I6sungsmittelzugéanglichen Ladungen zu vergleichen.
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SI-ATRP auf TiO.-Nanopartikeln

Zunachst wurde die SI-ATRP mit VBTAC auf den TiO2-Nanopartikeln mit immobilisierten
bifunktionalen Phosphonsauren durchgefiihrt. Hierbei wurde als Katalysator CuBr mit
PMDETA als Ligand verwendet. Die SI-ATRP wurde in Wasser bei 70 °C durchgefihrt, was
zu dichten Polymerschichten auf den Nanopartikeln fiihrte. Die Polymerisationslésung war
Uber die gesamte Reaktionszeit hellgrin gefarbt, was auf das Vorhandensein von Cu(l)
hindeutet. Zu einer Verfarbung zu dunkelblau und Bildung von Cu(ll)-Spezies kam es erst nach
der Beluftung der BordelgefaBe und Entnahme der Trager. Somit ist garantiert, dass der
Katalysator die ganze Reaktionszeit vorhanden war. Die erhaltenen Nanopartikel wurden mit

Wasser gewaschen und nach Gefriertrocknung mit TGA und FT-IR analysiert.

TGA

TGA der erhaltenen TiO2-Nanopatrtikel zeigen eine erfolgreiche SI-ATRP mit VBTAC Uber alle
Initiatoren. Alle zeigen einen fir ammoniumhaltige Polymere charakteristischen zweistufigen
Verlauf (Abbildung 21A). Die erste Stufe ist die Abspaltung der quartdren Ammoniumgruppe
Uber eine Hoffmann-Eliminierung oder Sy2 Reaktion.?” 128 Die zweite Stufe ist die thermische
Zersetzung des restlichen Polymers ber eine B-Spaltung, Disproportionierung oder
Wasserstoffabstraktion. Das Polymerriickgrat zersetzt sich dabei vorrangig in Styrol
Monomere, Dimere und Trimere.'?° Es verbleiben somit nicht zersetzbare aromatische Reste,
sowie die TiO.-Nanopartikel als Rickstand.’*® Aber auch stickstoffhaltige, zyklische
Komponenten kdnnten als Riickstand verbleiben, solche wurden bereits in anderen Polymeren

mit quartaren Ammoniumgruppen gefunden.3!
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Abbildung 21: A) TGA-Kurven von TiO2-ABPA-p-(VBTAC), TiO2-AHPA-p-(VBTAC), TiO2-AOPA-p-(VBTAC) und
TiO2-ADPA-p-(VBTAC), B) FT-IR Spektrum von TiO2-ADPA-p-VBTAC im Vergleich zum Spektrum von VBTAC.
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Die ermittelten Massenverluste sind der Tabelle 5 zu entnehmen. Die Masse des Polymers

nahm mit der Lange der Alkylkette zu und war bei ADPA am hochsten.

Tabelle 5. Massenverlust 4m, Polymerisationsausbeute des Polymers o, Schichtdicke d und theoretische

Ladungsdichte.
Am o d Ladungsdichte
[%]? [nug/cm?]® [nm]e [10° N*/cm?]¢
TiO2-ABPA-p-(VBTAC) 50.70 1.98 19 5.64
TiO2-AHPA-p-(VBTAC) 50.77 1.99 19 5.66
TiO2-AOPA-p-(VBTAC) 51.41 2.04 19 5.81
TiO2-ADPA-p-(VBTAC) 57.34 2.59 25 7.38

Anmerkungen: a: Massenverluste sind aus drei unabhéngigen Messungen im Mittel kalkuliert, b: Polymerisationsausbeute wurde
mit Formel 4 berechnet, c: Schichtdicke wurde mit Formel 5 bestimmt, d: Ladungsdichte der Ammoniumgruppe wurde mit der
Formel 6 berechnet.

Anhand der ermittelten Massenverluste kann die Polymerisationsausbeute odes Polymers mit

der Formel 4 berechnet werden:

m(p —VBTAC)
(m(TiOZ —p —VBTAC) — m(p — VBTAC)) * Sy,

o (pVBTAC) =
Formel 4 mit der Polymerisationsausbeute o, der Masse des Polymer m(p-VBTAC), der Masse der analysierten Nanopartikel
m(TiO2-p-(VBTAC) und der spezifischen Oberflache der TiO,-Nanopartikel S, = 51.82 m?/g.

Mit der Polymerisationsausbeute lasst sich eine theoretische Schichtdicke des Polymers mit

der Formel 5 berechnen:

o(p — VBTAC)

d= p * 1cm?

Formel 5 mit der Schichtdicke d, der Polymerisationsausbeute des Polymers o und der Dichte des Polymers p = 1.05 g/cm?®. 114

Zuséatzlich kann die erwartete Ladungsdichte der Ammoniumionen pro cm? mit Formel 6

berechnet werden:

N*  o(pVBTAC) * N,
em?  M(VBTAC) * 104

Formel 6 mit der Polymerisationsausbeute des Polymers o, der Avogadro-Konstante N und der molaren Masse des Monomers
M(VBTAC) = 11.73 g/mol.
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Fir TiO2-ABPA-p-(VBTAC), TiO2-AHPA-p-(VBTAC), TiO»-AOPA-p-(VBTAC) und TiO»-
ADPA-p-(VBTAC) ergab sich eine Polymerisationsausbeute zwischen 1.98 bis 2.59 ug/cm?
und eine Polymerschichtdicke von 19 bis 25 nm (Tabelle 5). Beide Werte nahmen mit der
Alkyllange der Initiatoren zu und war fir ADPA am hoéchsten. Somit fuhrt eine héhere
Beladungsdichte  der Oberflache mit Initiatoren auch zu einer hoheren

Polymerisationsausbeute sowie zu dickeren Schichtdicken.

FT-IR

Die erfolgreiche SI-ATRP mit dem Monomer VBTAC konnte fur alle vier bifunktionalen
Initiatoren ABPA, AHPA, AOPA und ADPA durch FT-IR Spektren bestatigt werden (siehe
Anhang). Exemplarisch ist in Abbildung 21B das Spektrum von TiO,-ADPA-p-(VBTAC) im
Vergleich zum Spektrum vom Monomer VBTAC aufgetragen. Es sind keine fir ADPA
charakteristischen Banden mehr zu erkennen, was auf eine homogene und dichte
Polymerschicht deutet. Die breite Bande bei 3375 cm™® der OH-Streckschwingung ist im
Polymer gebundenem Wasser zuzuordnen. Aromatische bzw. aliphatische CH-
Streckschwingungen des Polymers sind bei den Banden bei 3375 bzw. 3020 cm? zu
erkennen. Die NH-Valenzschwingung der Ammoniumgruppe ist bei 2846 cm™ zu erkennen,
zusatzlich sind die Schwingungen der Ammoniumgruppe bei 1480 cm™ zu erkennen.'? 132 Bej
1647 cm? sind aromatische CC-Streckschwingungen und bei 1230 cm? sind CN-

Streckschwingungen zu erkennen.

SI-ATRP auf Titanbulkmaterial

Auf den mit Initiatoren modifiziertem Titanbulkmaterial wurde SI-ATRP mit VBTAC
durchgefuhrt. Es wurde CuBr als Katalysator verwendet und PMDETA als Ligand. Nach zwei
Stunden bei 37 °C wurden dichte Polymerschichten erhalten, welche mit unterschiedlichen
Methoden analysiert und verglichen wurden. Die Polymerisationsldsung war die ganze Zeit
hellgriin gefarbt, was das Vorhandensein von Cu(l)-Spezies garantiert. Die Trager wurden

nach Entfernen aus der L6sung mehrmals gewaschen.

Kontaktwinkel

Zunéchst wurde die erfolgreiche SI-ATRP mittels Kontaktwinkelbestimmung bestatigt. Fur Ti-
ABPA-p-(VBTAC), Ti-AHPA-p-(VBTAC), Ti-AOPA-p-(VBTAC) und Ti-ADPA-p-(VBTAC)
wurden niedrige Kontaktwinkel unter 20° ermittelt (Tabelle 6), was auf eine sehr hydrophile

Oberflache hinweist und typisch ist fur ein Polykation wie p-(VBTAC). Der Kontaktwinkel hangt



56 5. Ergebnisse und Diskussion

bei den Kationen auch von dem Gegenion ab, welches in dem Fall des verwendeten VBTAC
Chlorid ist. Bei anderen Gegenionen wie z.B. Perchlorat kénnen auch hoéhere Kontaktwinkel
beobachtet werden.'*® Dies sollte bei der Beurteilung der Kontaktwinkel immer berlicksichtigt

werden.

Tabelle 6: Kontaktwinkel nach Immobilisierung der bifunktionalen Phosphonsauren ABPA, AHPA, AOPA und
ADPA und nach SI-ATRP mit VBTAC.

Ti-ABPA 67.3°+6 Ti-ABPA-p- 122°+1
(VBTAC)

Ti-AHPA 60.4°+1 Ti-AHPA-p- 15.6°+3
(VBTAC)

Ti-AOPA 65.8°+4 Ti-AOPA-p- 12.6°+ 3
(VBTAC)

Ti-ADPA 64.8°+1 Ti-ADPA-p- 13.5°+3
(VBTAC)

Anmerkung: Kontaktwinkel sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen Positionen *

Standardabweichung angegeben.

XPS

Die chemische Zusammensetzung des gebildeten Polymers wurde durch XPS-Messungen
bestatigt. Bespielhaft wurde hier Ti-AHPA-p-(VBTAC) vermessen. Im Ubersichtsspektrum
sind keine charakteristischen Peaks vom Titan Untergrund oder von der immobilisierten
Phosphonsaure AHPA mehr zu erkennen, was auf eine flachendeckende Polymerisation mit
Schichtdicken von mindestens einigen Nanometern schlieBen lasst (Abbildung 22A und
Anhang). Die chemische Zusammensetzung von dem gebildeten Polymer p-(VBTAC) kann
durch die hochaufgeltsten Spektren von N 1s und C1 s und durch die Atomverhaltnisse
bestétigt werden. Das hochaufgeltste Spektrum von N 1s zeigt einen Peak bei 402.2 eV, was
auf eine Ammoniumgruppe schlieRen lasst.'* 134 Das C 1s Spektrum kann in drei Peaks bei
284.5, 285.9 und 291.1 eV aufgespaltet werden. Die Signale bei 284.5 und 285.9 eV weisen
auf aliphatische CH-Bindung hin, aromatische C=C Bindungen sind dem Signal bei 291.1 eV
zuzuordnen.'* Im Polymer eingeschlossenes Wasser kann durch schwache Peaks im O 1s
Spektrum bei 531.6 und 530.2 eV nachgewiesen werden (siehe Anhang). Der Peak bei
197.6 eV fur das Cl 2p Orbital ist dem Chloridgegenion zuzuordnen. Ein sehr schwaches
Signal kann noch dem S 2p Orbital zugeordnet werden, was auf Verunreinigungen durch
Verpackungsmaterialien deuten kénnte. Weitere Elemente wurden nicht nachgewiesen. Es

ware noch ein Signal fir das Br 3p Orbital zu erwarten gewesen, da die Polymerketten bei der
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SI-ATRP typischerweise durch die Kettenabbruchreaktion eine CBr-Bindung ausbildet. Ein
fehlendes Signal fur das Br 3p Orbital (siehe Anhang) kann auf zwei Phdanomene deuten:
entweder liegen die Enden der Polymerketten nicht im gemessenen Bereich oder es sind nur
fur die Polymerisation nicht mehr verfugbare Polymerenden zu erkennen. Ein Fehlen der
Brom-Endgruppe nach SI-ATRP wurde bereits in der Literatur beobachtet.’* Weiter ist noch
zu beachten, dass kein Signal auf ein Vorhandensein von Resten des Kupferkatalysator
hindeutet (sieche Anhang). Dies ist wichtig um auszuschlieRen, dass eine antibakterielle
Aktivitat durch das Kupfer hervorgerufen wird. 13¢ Das beobachtete Atomverhaltnis fur N/C liegt

bei 0.06 und ist somit im erwarteten Bereich des berechneten Verhéaltnis von 0.08.
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Abbildung 22: Ergebnisse der XPS Analytik, A) Ubersichtsspektrum von Ti-AHPA-p-(VBTAC), B) hochaufgeldste
Spektren fir C 1s und N 1s.

Fluorescein Assay

Zur Quantifizierung der l6sungsmittelzuganglichen Kationen kann der Fluorescein Assay von
TILLER et al.*® und MURATA et al.*® verwendet werden. In Abbildung 23 ist das Prinzip des
Assays gezeigt. Das Polymer mit den Kationen wird zundchst mit einer Fluoresceinldsung
behandelt. Hierbei kommt es zu einem Anionenaustausch, wobei ein Fluorescein an einem
Kation adsorbiert. Nicht gebundenes Fluorescein wird dann abgewaschen. Typischerweise
farbt sich ein modifizierter Trager dann grinlich bis rotlich, was bereits eine qualitative
Kontrolle  ermdglicht.  AnschlieBend  wird das  adsorbierte  Fluorescein  mit

Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTAC) desorbiert.
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Abbildung 23: Fluorescein Assays nach Tiller et al.*® und Murata et al.*®. Zunachst werden die Trager mit einer
wassrigen Fluoresceinldsung behandelt, es kommt zu einem Anionenaustausch. AnschlieBend wird das
Fluorescein mit Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTAC) desorbiert. Die erhaltene Fluoresceinldsung wird dann bei
einer UV-L&ange von 501 nm quantifiziert. Die ermittelte Konzentration korreliert mit der Ladungsdichte der Kationen

im Polymer, wenn von einem 1:1 Verhéltnis des Fluorescein und der Ammoniumgruppen ausgegangen wird.

Das desorbierte Fluorescein kann dann mittels UV-VIS Spektroskopie quantifiziert werden und

Uber das Lambert-Beersche-Gesetz wird die Fluoresceinkonzentration ¢ erhalten.

_a-4)
d * &

Formel 7 mit der Konzentration c, der gemessenen Absorption A bei 501 nm der Losung des Tragers, der Absorption bei 501 nm

einer LAsung eines Kontrolltragers Ao, die Schichtdicke d und des Extinktionskoeffizienten von Fluorescein ¢ = 77,000 1/M*cm.

Uber die Fluoresceinkonzentration kann dann die Ladungsdichte der Kationen (iber folgende

Formel berechnet werden:

Nt ¢ xV * Ny

cm? A

Formel 8 mit der Konzentration ¢, dem Volumen der Desorptionslosung V, der Avogadro-Konstante N, und der beschichteten
Oberflache des Tragers A.
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Fur die Trager Ti-ABPA-p-(VBTAC), Ti-AHPA-p-(VBTAC), Ti-AOPA-p-(VBTAC) und Ti-
ADPA-p-(VBTAC) ergab der Fluorescein Assay zwischen 10*° und 10 N* pro cm? (Tabelle
7). Als Kontrolltrager wurde ein gereinigter Trager ohne immobilisierte Initiatoren mit SI-ATRP
Bedingungen behandelt, dieser ist als Tiare ctrl bezeichnet. In der Dichte der
[6sungsmittelzugénglichen Ladungen sind keine grof3en Unterschiede zwischen den
Initiatoren festzustellen, wobei Ti-ADPA-p-(VBTAC) die hotchste Ladungsdichte mit
14.2 * 10*® N* pro cm? aufweist. Die Ladungsdichte von Ammoniumgruppen im Polymer lasst
sich nicht nur zum Vergleich der Polymerisationsketten verwenden, sondern kann auch zur
Abschatzung der moglichen antimikrobiellen Wirkung dienen. MURATA et al.*® haben
verschiedene Ladungsdichten von gquartaren Ammoniumgruppen verglichen und festgestellt,
dass Ladungsdichten von groRer als 5 * 10 N* pro cm? ausreichen, um eine Monolage des
gramnegativen Keims E. coli abzutoéten. Fiur die Trager Ti-ABPA-p-(VBTAC), Ti-AOPA-p-
(VBTAC) und Ti-ADPA-p-(VBTAC) kann also eine antimikrobielle Aktivitat vermutet werden.
Die ermittelte Ladungsdichte fur Ti-AHPA-p-(VBTAC) liegt leicht unter dem Grenzwert.

Tabelle 7: Ladungsdichten der quartaren Ammoniumgruppen N* pro cm? bestimmt mit dem Fluorescein Assay.

Tiaree ctrl  Ti-ABPA-p- Ti-AHPA-p- Ti-AOPA-p- Ti-ADPA-p-
(VBTAC) (VBTAC) (VBTAC) (VBTAC)
-0.1+0.0 8.8 4.2 2.4+0.2 9.8+2.3 14.2 + 3.0

Anmerkung: Die Werte sind in 10*° und als Mittelwert + Standardabweichung von drei Tragern angegeben und berechnet aus drei

Bestimmungen der UV-VIS Absorption.

SIMS-ToF gekoppelt mit SPM

Zur Analyse der chemischen Zusammensetzung und Ermittlung des Tiefenprofils der
Oberflache einer Probe kann SIMS-ToF gekoppelt mit SPM verwendet werden. SIMS-ToF
steht fur die Kombination aus Sekundarionenmassenspektrometrie (SIMS) und Flugzeit-
Massenanalysator (engl. time of flight dector = TOF). SPM (engl. scanning probe microscopy)

ist die Abkirzung fur Rastersondenmikroskopie.

Das Prinzip der SIMS-ToF Analytik ist in Abbildung 24 dargestellt. Zun&achst wird eine Probe
mit Primarionen, z.B. Bis*-Clusterionen, einer bestimmten Energie, z.B. 30 keV, beschossen.
Es kommt zu einer StolRkaskade, wobei einzelne Oberflachenatome, -molekule, Cluster oder
Fragmente aus der Oberflache herausgeltst werden. Diese Sekundarpartikel kénnen auch
geladene Teilchen darstellen, welche als Sekundarionen bezeichnet werden. Diese
Sekundarionen kénnen durch einen geeigneten Massenanalysator nach ihrer Masse getrennt
werden. Als Massenanalysator kann u.a. ein ToF-Analysator verwendet werden, welcher eine

Massenauflosung von m/Am > 10° erreichen kann. Hierbei werden die Teilchen nach ihrer
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Flugzeit getrennt, welche durch die Masse bestimmt ist. Die einzelnen Sekund&rionen
erreichen dann den Detektor zu unterschiedlichen Zeiten und sind somit zu unterscheiden. Die
bestimmte Signalintensitat dient zur Auswertung der chemischen Zusammensetzung und es
wird ein sehr genaues Abbild der Probenoberflache erhalten. Mittels SIMS-ToF kdnnen die
ersten atomaren Schichten nahezu zerstérungsfrei analysiert werden. Um ein Tiefenprofil zu
erhalten, kann ein zusatzlicher zweiter lonenstrahler als Sputterquelle verwendet werden
(Abbildung 24 in rot). Die Sputterquelle erzeugt, z.B. mit Argonclustern, einen Krater, wahrend

die Analysequelle gleichzeitig den Kraterboden analysiert.

Wenn die SIMS-ToF noch mit einer Mikroskopie, wie der SPM gekoppelt wird, kann eine 3D-
Analyse der Proben durchgefihrt werden. Die Topographie und Schichtdicke der

vermessenen Probe kann zusatzlich ermittelt werden.

ToF-Detektor

Analyse- Sekundar- @ Sputter-
quelle ionen 0(8’ quelle

Intensitat

Prirfiationien z.B. Argoncluster

2 B. Bi.* Masse/Ladung

.B. Bi; - >
x
;(:v p—
‘@
5

Probe =

Tiefe [nm]

Abbildung 24: Sekundéarionen-Massenspektrometrie (SIMS) mit Flugzeitdetektor (ToF). Mit der Analysequelle
werden Primarionen auf die Probe geschossen und es kommt zur Ablésung von Sekundarionen und weiteren
Fragmenten. Die Sekundarionen kdnnen mit dem ToF-Analysator und einem geeigneten Detektor analysiert
werden. Es wird die Intensitat gegen die Masse/Ladung aufgetragen. Durch Zuschaltung einer Sputterquelle kann

ein Krater erzeugt werden und ein Tiefenprofil der Probe erhalten werden.

Fur die Trager Ti-ABPA-p-(VBTAC), Ti-AHPA-p-(VBTAC), Ti-AOPA-p-(VBTAC) und Ti-
ADPA-p-(VBTAC) wurden SIMS-ToF Analysen der Oberflache durchgefiihrt (Abbildung 25).
Als Analysequelle wurde eine 25 keV Bismutquelle und als Sputterquelle ein Argoncluster
verwendet. Beispielhaft wurde fur Ti-ABPA-p-(VBTAC) eine korrelative 3D-Analyse mit SIMS-
ToF und SPM durchgefiihrt (Abbildung 25B). In diesem Fall wurden SPM Aufnahmen der
Oberflache vor und nach der Tiefenprofilanalyse durchgefiihrt. Diese zeigen eine
durchgehende Polymerschicht auf der gesamten Oberflache, was eine erfolgreiche,
flachendeckende SI-ATRP auf der Oberflache bestatigt.
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Abbildung 25: 3D Massenspektrometrie von Ti-ABPA-p-(VBTAC). A) Plot der charakteristischen Signale des
Polymers p-(VBTAC) CoH7* (orange) und CsHsN*(rot) gegen die Schichtdicke. Fur den Titantrdger wurde Ti* als
charakteristisches Signal gewahlt (schwarz). B) Korrelative SPM/SIMS-3D Aufnahme von Ti-ABPA-p-(VBTAC) mit
Darstellung der rdaumlichen Verteilung des intensivsten Signals CsHsN*(rot). SIMS-ToF Plot fur C) Ti-AHPA-p-
(VBTAC), D) Ti-AOPA-p-(VBTAC), E) Ti-ADPA-p-(VBTAC).

Fur alle Trager wurden in hoher Intensitat charakteristische Signale fir das Polymer p-

(VBTAC) nachgewiesen (CqoH;" (orange) und CsHsN™ (rot) (Abbildung 25A, C-E)). Dies stellt
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einen gqualitativen Nachweis der chemischen Zusammensetzung der gebildeten Polymere dar.

Die charakteristischen Signale wurden gegen die Schichtdicke aufgetragen.

Anhand der Intensitat des intensivsten Signals CsHgN* (rot) wurde eine durchschnittliche
Schichtdicke des gebildeten Polymers geschatzt. Dies ergab Schichtdicken zwischen 25 und
100 nm (Tabelle 8), die hdchste Schichtdicke wurde fur Ti-AOPA-p-(VBTAC) und Ti-ADPA-p-
(VBTAC) ermittelt, also den Polymeren ausgehend von den zwei Initiatoren mit den langsten
Alkylketten.

Tabelle 8: Schichtdicke, Polymerisationsausbeute und gesamte Ladungsdichte fur die Trager Ti-ABPA-p-
(VBTAC), Ti-AHPA-p-(VBTAC), Ti-AOPA-p-(VBTAC) und Ti-ADPA-p-(VBTAC).

d c Ladungsdichte

[nm]? [ug/cm?]®  [10° N*/cm?]°
Ti-ABPA-p-(VBTAC) 75 7.88 22.4
Ti-AHPA-p-(VBTAC) 25 2.63 7.5
Ti-AOPA-p-(VBTAC) 100 10.5 29.9
Ti-ADPA-p-(VBTAC) 100 10.5 29.9

Anmerkung: a: Schichtdicke d wurde aus der SIMS-ToF Messung geschatzt, b: Polymerisationsausbeute o wurde mit Formel 9

berechnet, c: Ladungsdichte der Ammoniumgruppen wurde mit der Formel 10 berechnet.

Aus den ermittelten Schichtdicken wurde die Polymerisationsausbeute in pg pro cm? mit der

Formel 9 berechnet.
o (p—VBTAC)=d=*1cm?* p

Formel 9 mit der Polymerisationsausbeute o, der Schichtdicke d und der Dichte des Polymers VBTAC p, hier wurde die Dichte
eines styrolbasierten Polymers verwendet = 1.05 g/cm?, 114
Anhand der Polymerisationsausbeute kann zusatzlich die gesamte Ladungsdichte der

Ammoniumionen pro cm? mit Formel 10 berechnet werden.

N* o (p—VBTAC) * N,

em?  M(VBTAC) * 104

Formel 10 mit der Ladungsdichte der gesamten Kationen im Polymer N*/cm?, der Polymerisationsausbeute o, der Avogadro-

Konstante N und der molaren Masse des Monomers VBTAC M = 211.73 g/mol.

Fir Ti-AOPA-p-(VBTAC) und Ti-ADPA-p-(VBTAC) konnte eine Polymerisationsausbeute von
10.5 ug pro cm? erreicht werden. Dies ist damit deutlich hoher als die Ausbeute der SI-ATRP
auf TiO.-Nanopartikeln (Vergleich Tabelle 5). Bei den Ladungsdichten konnte ein ahnlicher
Trend wie bei den l6sungsmittelzuganglichen Ladungsdichten bestimmt tber den Fluorescein

Assay beobachtet werden (Vergleich Tabelle 7). Die niedrigste Ladungsdichte wurde fur Ti-
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AHPA-p-(VBTAC) wahrend die hdchste fur Ti-ADPA-p-(VBTAC) ermittelt wurde. Alle, durch
den Fluorescein Assay bestimmten, Werte (2.4 bis 14.2 * 10'® N* pro cm?) liegen aber
wesentlich unter den durch die Schichtdicke berechneten Werten (7.5 bis
29.9 * 10% N* pro cm?). Dies bestatigt nochmal, dass durch den Fluorescein Assay wirklich

nur die I6sungsmittelzugénglichen Ladungen bestimmt werden.

Mikrobiologische Evaluierung mit ASTM E2149-13a

Fur die Evaluierung der kontaktbioziden Eigenschaften von modifizierten Oberflachen kénnen
verschiedene Methoden verwendet werden.®” Die Methoden zur Bestimmung der
kontaktbioziden Eigenschaften sind der Abbildung 26 zu entnehmen. Bei der Petrifilm®
Methode wird der modifizierte Trager zwischen zwei transparenten Filmen eingeschlossen.
Der untere Film beinhaltet Nahrstoffe, einen Gelbildner und einen Indikatorfarbstoff. Auf diesen
Film wird der Trager aufgebracht und die Bakteriensuspension auf den Trager getropft. Der
obere Film verschliel3t das System. Bei der Japanese Industrial Standard (JIS) Methode wird
auf den Trager eine Bakteriensuspension getropft und diese in einem abgeschlossenen Gefal3
inkubiert. AnschlieBend wird die Bakteriensuspension auf einem Agar bebritet. Bei der
modifizierten JIS Methode werden Bakterien auf einen Filter gegeben. Auf die Trager werden
in einem abgeschlossenen Gefal3 zundchst ein Nahrboden getropft und anschlielRend der
Filter mit dem Bakterien Inokulum aufgebracht. Nach Inkubation werden die Bakterien aus
dem Filter gelost und auf einem Agar bebritet. Bei der Bakteriensprihmethode wird eine
Bakteriensuspension auf den Trager aufgespriiht. Nach Bebriiten wird ein Life-Dead-Staining
durchgefuihrt und unter einem Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet. Bei dem ASTM Assay
E2149-13a wird der kontaktbiozide Tréger in einer Bakteriensuspension inkubiert und die
anschliel3end noch wachsenden Kolonien durch Bebriten auf Agar bestimmt (Abbildung 26E).
In dieser Arbeit wurde der ASTM Assay E2149-13a in leicht abgewandelter Form verwendet,
da sich mit dieser Methode viele Proben in kurzer Zeit testen lassen. Zudem kann hier ein
antimikrobieller Effekt quantifiziert und gut verglichen werden. Alle getesteten Modifikationen

wurden immer im Vergleich zu einem unmodifizierten Kontrolltrager beurteilt.
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A B C
Bakteriensuspension Filter mit
Transparenter Film mit Bakteriensuspension Nahrboden Rektrdoninokuium
Film Nahrboden \ \ /
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Bakterien- \/ \_// Columbia
. . suspension Agar
Bakterienspriihmethode ASTM Assay E2149-13a

Abbildung 26: Methoden zur Testung der kontaktbioziden Eigenschaften nach VAN DE LAGEMAAT et al.l3” A)
Petrifim® Methode, B) JIS Z 2801 Methode, C) modifizierte JIS Methode und D) Bakterienspruihmethode und E)
ASTM Assay E2149-13a. In einer definierten Bakteriensuspension wird der modifizierte Trager bei 37 °C fur 2 h
inkubiert, anschlieRend wird eine bestimmte Menge der Bakteriensuspension auf einem Columbia-Agar bebritet
und die KBE gezahilt.

Ti-ABPA-p-(VBTAC), Ti-AHPA-p-(VBTAC), Ti-AOPA-p-(VBTAC) und Ti-ADPA-p-(VBTAC)
und Kontrolltrager wurden mit dem ASTM Assay E2149-13a getestet. Alle Trager wurden vor
der Testung desinfiziert. Als Testpathogen wurde zunachst der grampositive Staph. aureus
ATCC 25923 verwendet. Dieser wurde fur 12 h auf Columbia Agar bebriitet und auf eine
Konzentration von 10° KBE/mL mit steriler NaCl-Losung verdiinnt. Die Titantrager
(Oberflache = 4.6 cm?) wurden zu der Bakteriensuspension gegeben und fur zwei Stunden bei
37 °C auf einem Schittler (120 pm) inkubiert. Dies entspricht einer exponierten
Bakterienkonzentration von 0.9 * 10° KBE/cm?. Nach Entfernung der Trager wurde von der
Bakteriensuspension 100 pL und 100 pL von zwei Verdiinnung der Suspension auf Columbia
Agar fir 18 h bei 37 °C bebritet. Als Kontrolle diente ein gereinigter Titantrager (Ti ctrl) und
ein SI-ATRP-Kontroll-Trager ohne immobilisierten Initiator, welcher unter SI-ATRP
Bedingungen mit VBTAC behandelt wurde (Tiatre ctrl). Zusatzlich wurde eine
Wachstumskontrolle und eine Sterilkontrolle durchgefuihrt. Die KBE wurden gezéahlt und die

logio-Reduktion mit der Formel 11 berechnet.
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N,
Bakterien log,y — Reduktion = log,, (W())

Formel 11 mit der Bakterien logso-Reduktion, der Nummer der KBE vor der Inkubation No und der Nummer der KBE nach der
Inkubation N.

Fiar Ti-ABPA-p-(VBTAC) ergibt sich im Mittel eine logic-Reduktion von 3.4, fur Ti-AHPA-p-
(VBTAC) eine von 3.7, fur Ti-AOPA-p-(VBTAC) eine von 3.2 und fir Ti-ADPA-p-(VBTAC)
ergibt sich eine logio-Reduktion von 3.2. Fur alle Trager ist somit eine signifikante Reduktion
der KBE im Vergleich zu den Kontrollen bestéatigt und ein kontaktbiozider Effekt gegen Staph.
aureus nachgewiesen. Diese liegen auch Uiber dem gewiinschten Schwellenwert von 2.1 Die

Auftragung der logio-Reduktion im Vergleich zu den Kontrolltrégern ist der Abbildung 27 zu

entnehmen.
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Abbildung 27: Ergebnisse des ASTM Assay E2149-13a mit Staph. aureus ATCC 25923 angegeben als logio-
Reduktion fir Ti ctrl, Tiatre ctrl, Ti-ABPA-p-(VBTAC), Ti-AHPA-p-(VBTAC), Ti-AOPA-p-(VBTAC) und Ti-ADPA-p-
(VBTAC). Die Balken zeigen die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung mit der Standardabweichung (als
Fehlerbalken), dem Median (als Strich) und den einzelnen Messwerten (als Kubus). Statistische Signifikanz wurde

durch paarweisen Vergleich mittels Tukey Test ermittelt, p < 0.001 (***).

Mit dem Tréager Ti-ADPA-p-(VBTAC) wurde der ASTM Assay noch auf kontaktbiozide
Eigenschaft gegen weitere Bakterienstdmme getestet. Es wurde ein weiterer Staph. aureus
Stamm (ATCC 29213) und die gramnegativen Stdmme P. aeruginosa (PA0O1) und E. coli
(ATCC 25922) getestet (Abbildung 28). Fur alle Stamme konnte ein signifikanter Effekt

nachgewiesen werden. Gegen E. coli wurde mit 4.5 die beste logio-Reduktion erhalten. Gegen
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den zweiten Staph. aureus Stamm und gegen P. aeruginosa wurden etwas geringe
antimikrobielle Effekte nachgewiesen (logio-Reduktion von 2.2 bzw. 1.5).
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Ti Ti-p- Ti Ti-p- Ti Ti-p- Ti Ti-p-
ctrl (VBTAC) ctrl (VBTAC) ctrl (VBTAC) ctrl  (VBTAC)
Staph. aureus E. coli Staph. aureus P. aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 29213 PAO1

Abbildung 28: Vergleich der Ergebnisse des ASTM Assay E2149-13a fur Ti-ADPA-p-(VBTAC), folgende Stamme
wurden untersucht: Staph. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, Staph. aureus ATCC 29213 und P.
aeruginosa PAOL. Die Balken zeigen die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung mit der Standardabweichung.

Statistische Signifikanz wurde durch paarweisen Vergleich mittels Tukey Test ermittelt, p < 0.001 (***).

Zur Interpretation der unterschiedlichen logio-Reduktionen der einzelnen Stamme gibt es
unterschiedliche Anséatze, die auf die postulierten Wirkmechanismen der kontaktbioziden
Polymere eingehen. Kontaktbiozide kénnen mit drei verschiedenen Bakterienbestandteilen
interagieren:  extrazellularen Komponenten, der Zytoplasmamembran oder den

zytoplasmatischen Bestandteilen.**®

Zur Beurteilung der Interaktion der Kontaktbiozide mit der Zytoplasmamembran kann das
Oberflachenpotential der Bakterien herangezogen werden. Eine groRRere elektrostatische
Interaktion zwischen dem positiv-geladenem Polymer und der negativ-geladenen
Bakterienmembran fiihrt zu einem starkeren kontaktbioziden Effekt.*4 138 Dies ist bei E. coli mit
einem stark negativen Oberflachenpotential ({-Potential = -40 bis -60 mV)° gut zu erkennen.
Auch zwischen gramnegativen und grampositiven ist eine unterschiedliche Interaktion der
Polymere mit den Bakterien zu erkennen. KELLY et al.'*® zeigten, dass bei gramnegativen
Bakterien ein kontaktbiozider Effekt allein durch die quartdren Ammoniumgruppen ausgelost
wird und bei grampositiven Bakterien zuséatzliche hydrophobe Seitengruppen nétig sind. Dies

erklart, warum ein signifikanter Effekt bei den beiden Staph. aureus Stimmen zu erkennen ist,
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da durch das Styrolriickgrat im Ti-p-(VBTAC) auch ein grof3er hydrophober Anteil vorhanden
ist.

Zytoplasmatische Bestandteile, wie Lipopolysaccharide, Fettsauren, Phospholipide oder
Proteine in der auReren Membran, kénnen die Wirkung von quartdren Ammoniumgruppen
abschwéachen.'®® Dies konnte die leicht geringeren Effekte bei P. aeruginosa und dem zweiten
Staph. aureus ATCC 29213 erkldren. Gegen P. aeruginosa konnte schon in anderen
Untersuchungen nur ein geringerer Effekt im Vergleich zu anderen Bakterienstdmmen
nachgewiesen werden.'** Um abschlieRend die leichten Unterschiede bei den logio-
Reduktionen zu erklaren, mussten die verschiedenen Stamme néher auf ihre

zytoplasmatischen Zusammensetzungen untersucht werden.

Um sicherzustellen, dass tatsachlich ein kontaktbiozider Mechanismus fiir den antimikrobiellen
Effekt verantwortlich ist und keine antimikrobiellen Substanzen in die Umgebung freigesetzt
werden, wurde zusatzlich ein Agarplatten-Diffusionstest durchgefuhrt. Hierfliir wurde eine
Bakterienkultur auf einer Agarplatte ausgestrichen, der Trager auf die Platte gegeben und bei
37 °C fur 16 h inkubiert. Fir den Test wurde der Stamm Staph. aureus ATCC 29213
verwendet, bespielhaft wurde der Trager Ti-ABPA-p-(VBTAC) als Testtrager verwendet. Als
Kontrolltrdger wurde ein gereinigter Titantrdger gewahlt, Ti ctrl. Wie in Abbildung 29 zu
erkennen, wurde kein Hemmhof detektiert. Es ist somit von einem kontaktbioziden

Wirkmechanismus auszugehen, bei dem kein Biozid in die Umgebung freigesetzt wird.

Abbildung 29: Agaplatten-Diffusionstest mit Staph. aureus ATCC 29213, links Ti-ABPA-p-(VBTAC) und rechts Ti
ctrl.
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5.2 Polymerisation weiterer ionischer Monomere uber SI-ATRP

Durch die vorhergehenden Untersuchungen der dargestellten Initiatoren ABPA, AHPA, AOPA
und ADPA wurde festgestellt, dass ADPA der vielversprechendste Initiator ist. Fur die
nachfolgenden SI-ATRP Experimente wurde somit nur noch ADPA als Initiator verwendet,

wenn nicht anders erwahnt.

In der AG Maison wurden im Rahmen dieser Arbeit und der Dissertation von Nils Burmeister42
neue ionische Monomere wie VBSB!*3, VBD und VBDSB!** entwickelt und dargestellt. Die
entwickelten SI-ATRP Konditionen wurden verwendet, um diese neuen Monomere zu
polymerisieren und zu testen. Zusatzlich wurde das kommerziell zu erwerbende Monomer
METAC getestet.

lonische Polymere werden in der Literatur in der Regel durch einen zwei Stufen Prozess
dargestellt. Hierflr wird zunachst ein ungeladenes Monomer polymerisiert und im zweiten
Schritt zu dem gewlinschten geladenen Polymer umgesetzt.® 145147 Eir die Postmodifikation
von Polymeren werden meist toxische Reagenzien, wie Alkylanzien, verwendet. Durch die

direkte Polymerisation von ionischen Monomeren kann dies umgangen werden.
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5.2.1 Darstellung kontaktbiozider Modifikationen von Titanoberflachen

Als Alternative zu p-(VBTAC) wurden zwei weitere Monomere mit quartaren
Ammoniumgruppen Uber SI-ATRP polymerisiert. METAC als Methacrylderivat, welches
REACH gelistet und kommerziell zu erhalten ist.®° Dieses wurde bereits von DONG et al.®
durch eine Postmodifikation des Polymers der tertiaren Amine auf Eisenoxidnanopartikeln
dargestellt. AulRerdem wurde VBD als weiteres kationisches styrolbasiertes Monomer
entwickelt (Abbildung 30).

Abbildung 30: Titanmodifizierung mit den kationischen Polymeren p-(METAC) und p-(VBD).

Darstellung VBD

Die Darstellung von VBD wurde durch eine nukleophile Substitution von 1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) Uber eine MENSCHUTKIN!*® Reaktion an VBC realisiert
(Schema 7). Zunéachst wurde eine Lésung von DABCO in Ethylacetat auf 0 °C gekihlt und das
VBC tropfenweise hinzugegeben, wobei sich die Ldsung orange farbte. Der leicht
orangefarbene Feststoff VBD wurde nach Waschen mit Ethylacetat und Trocknen im Vakuum

in ausgezeichneter Ausbeute erhalten.

Voo g CID
Cl Ethylacetat, g g\)

0°C->Rt, 16 h
VBC VBD, quant.

Schema 7: Synthese von VBD uber eine nukleophile Substitution an VBC mit DABCO.
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SI-ATRP mit METAC und VBD

Die Modifizierung der Titantrager wurde Uber den Initiator ADPA durch SI-ATRP mit dem
Monomer VBD oder METAC erreicht, wodurch ein polykationisches Polymer erhalten wurde
(Schema 8).

Ti-p-(VBD)

/
ON—

Br (0] \

® /
) N—
m O \

Ti-p-(METAC)

Schema 8: SI-ATRP mit VBD und METAC auf Titan.

Evaluierung

Die erfolgte SI-ATRP Uber Ti-ADPA mit den beiden kationischen Monomeren METAC und
VBD wurde durch die Messung des Kontaktwinkels bestatigt (Tabelle 9). Fur die
polykationische Modifikation Ti-p-(VBD) ergaben sich sehr niedrige Kontaktwinkel von unter

10°. Fur Ti-p-(METAC) wurden etwas hohere Kontaktwinkel von ~ 27° detektiert. Vergleichend
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wurden die Kontaktwinkel fur Ti-p-(VBTAC) mit aufgenommen, diese liegen im selben Bereich.
Fur alle polykationischen Modifikationen auf Titan wurden somit niedrige Kontaktwinkel

gemessen.

Tabelle 9: Vergleich der Kontaktwinkel von Ti ctrl, Ti-ADPA, Ti-p-(VBTAC), Ti-p-(VBD) und Ti-p-(METAC).

Ti ctrl Ti-ADPA Ti-p-(VBTAC) Ti-p-(VBD) Ti-p-(METAC)

48.1°+9 64.8°+1 13.5°+3 5.8°+1 26.8°+ 13

Kontaktwinkel sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen Positionen *

Standardabweichung angegeben.

Fur die Ladungsdichtebestimmung der beiden Modifikationen Ti-p-(VBD) und Ti-p-(METAC)
wurde der Fluorescein Assay verwendet. Fir Ti-p-(VBD) wurde eine hohe Ladungsdichte von
9.7 * 10*® N*/cm? ermittelt, was Uber dem postulierten Wert fur einen kontaktbioziden Effekt
von 5*10% N*/cm? liegt.*® Fur Ti-p-(METAC) dagegen wurde eine nur sehr geringe
Ladungsdichte von unter 10% N*/cm? ermittelt. Somit sollte Ti-p-(METAC) keinen
kontaktbioziden Effekt aufweisen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Ladungsdichten der quartaren Ammoniumgruppen in N* pro cm? bestimmt mit dem Fluorescein Assay.

Ti ctrl Ti-p-(VBTAC) Ti-p-(VBD) Ti-p-(METAC)

- 142+ 3.0 9.7+0.8 0.1+0.1

Anmerkung: Die Werte sind in 10%° und als Mittelwert + Standardabweichung von drei Tragerm angegeben und berechnet aus drei
Bestimmungen der UV-VIS Absorption.

Da bei dem Fluorescein Assay fur Ti-p-(METAC) kaum relevante Ladungsdichten
nachgewiesen werden konnten und auch die Kontaktwinkel nicht sehr vielversprechend sind,
wurde keine mikrobiologische Evaluierung mit Ti-p-(METAC) durchgefihrt. Es wurde daher
nur Ti-p-(VBD) auf eine antibakterielle Aktivitdt mit dem ASTM E2149-13a getestet. Der Assay
wurde mit dem grampositiven Staph. aureus ATCC 25923 durchgeflihrt und es wurde ein
signifikanter antibakterieller Effekt nachgewiesen. Die logio-Reduktion lag bei 2.7 £ 0.3 und
liegt damit unter der ermittelten logio-Reduktion von Ti-p-(VBTAC) gegen Staph. aureus ATCC
25923 (3.2 £ 0.0). Ti-p-(VBD) ist somit gegen diesen Bakterienstamm schwacher wirksam. Zu
beachten ist, dass bei VBD zusatzlich zum quartdren Ammonium noch ein tertidres Amin und
ein sperriger Ring vorliegt und somit nur eine geringere Ladungsdichte generiert werden kann.
Eine Verbesserung konnte durch eine Alkylierung des tertiaren Amins erreicht werden. Dies
generiert eine zweite Ammoniumgruppe und zeigte in der Literatur einen positiven Effekt auf
die kontaktbiozide Eigenschaft.'*® Um eine abschlieRende Bewertung zu dieser
polykationischen Modifikation abzugeben, sollte der kontaktbiozide Effekt gegen andere

Bakterienstamme getestet werden.
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5.2.2 Darstellung zwitterionischer Modifikationen auf Titan

Zur low-fouling Modifizierung der Titanoberflache Uber SI-ATRP kodnnen verschiedene
Monomere angewendet werden. In der Literatur wurden auf Metalloxidoberflachen bereits

Polysulfobetaine’® °! oder Polyphosphorylcholinderivate®® 1°° dargestellt. In dieser Arbeit

wurde als zwitterionisches Monomer 4-Vinylbenzylsulfobetain VBSB verwendet.

Darstellung des Monomers wurde die Syntheseroute von BURMEISTER et al.}*3 verwendet. Das,

durch eine SI-ATRP dargestellte, Polymer ist der Abbildung 31 zu entnehmen.

1

Abbildung 31: Titanmodifizierung mit dem zwitterionischen Monomer VBSB.

SI-ATRP mit VBSB

Die Modifizierung der Titantrager mit einem zwitterionischen Polymer wurde tber den Initiator

ADPA durch SI-ATRP mit dem Monomer VBSB erreicht (Schema 9).
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Schema 9: SI-ATRP mit dem Monomer VBSB.
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Kontaktwinkel

Die erfolgreiche SI-ATRP von VBSB UUber Ti-ADPA wurde durch einen erniedrigten
Kontaktwinkel nach der Polymerisation bestatigt. Fur Ti-p-(VBSB) ergab sich ein
Kontaktwinkel von 35.5° + 12, was eine Erniedrigung des Kontaktwinkels zur Vorstufe Ti-
ADPA (64.8° £ 1) darstellt. Da das zwitterionische Polymer eine sehr hydrophile Modifikation
darstellt, ist von einer erfolgreichen Modifizierung der Oberflache mit p-(VBSB) auszugehen.

Kristallviolett Assay

Zur Quantifizierung der l6sungsmittelzugénglichen Zwitterionen wurde ein neuer Assay
entwickelt, der Kristallviolett Assay von BURMEISTER et al.*3. Dieser ist angelehnt an den
Fluorescein Assay von TILLER et al.** und MURATA et al.®. In Abbildung 32 ist das Prinzip des
Kristallviolett Assay gezeigt. Bei diesem werden die I6sungsmittelzugénglichen Anionen
guantifiziert und dadurch auf die Zwitterionen geschlossen. Das Polymer mit dem Zwitterion
wird zunachst mit einer Kristallviolettldsung behandelt. Hierbei kommt es zu einem
Kationenaustausch, indem ein positiv geladenes Kristallviolett an ein Anion adsorbiert. Die
Farbstoffadsorption wird zusatzlich durch Kationen-m-Interaktionen des aromatischen
Systems von Kiristallviolett mit den Ammoniumgruppen des Zwitterions verstarkt. *** Nicht
adsorbiertes Kristallviolett wird dann abgewaschen. Typischerweise farbt sich ein modifizierter
Tréger dann violett bis blaulich, was eine zusatzliche qualitative Kontrolle ermdéglicht.
AnschlieRend wird das adsorbierte Kristallviolett mit Natriumdodecylsulfat (SDS) desorbiert
(Abbildung 32). Das desorbierte Kristallviolett kann dann mittels UV-VIS Spektroskopie
guantifiziert ~ werden und Uber  das Lambert-Beersche-Gesetz ~ wird die

Kristallviolettkonzentration ¢ errechnet.

L _a-4
d * ¢

Formel 12 mit der Konzentration c, der gemessenen Absorption A bei 590 nm der Losung des Tragers, der Absorption bei 590 nm

einer Losung eines Kontrolltragers Ao, die Schichtdicke d und des Extinktionskoeffizienten von Kristallviolett £ = 87,000 1/M*cm.

Uber die Kristallviolettkonzentration kann dann die Ladungsdichte der Anionen, z.B.

Sulfonatgruppen, tber folgende Formel berechnet werden:

SO3 c*xV *x Ny
cm? A

Formel 13 mit der Konzentration ¢, dem Volumen der Desorptionslosung V, der Avogadro-Konstante Na und der beschichteten
Oberflache des Tréagers A.
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Abbildung 32: Kristallviolett Assays nach BURMEISTER et al.}*3. Zun&chst werden die Trager mit einer wassrigen
Kristallviolettldsung behandelt, es kommt zu einem Kationenaustausch bzw. Adsorption an der anionischen Gruppe
z.B. Sulfonat. AnschlieBend wird das Kristallviolett mit Natriumdodecylsulfat (SDS) desorbiert. Die erhaltene
Kristallviolettldsung wird dann bei einer UV-L&nge von 590 nm quantifiziert. Die ermittelte Konzentration korreliert
mit der Ladungsdichte der Anionen (= Zwitterionen) im Polymer, wenn von einem 1:1 Verhéltnis des Kristallvioletts

und der anionischen Gruppen ausgegangen wird.

Fur den Trager Ti-p-(VBSB) ergab sich eine Ladungsdichte von 7.5 * 10%° Sulfonatgruppen
pro cm? (Standardabweichung + 0.9). Dieser Wert liegt in einem &hnlichen
Ladungsdichtebereich wie die quartaren Ammoniumgruppen von Ti-p-(VBTAC). Wenn man
von einem 1:1 Verhéltnis von Kristallviolett und Sulfonatgruppen ausgeht, sowie bei dem
Fluorescein Assay von einem 1:1 Verhaltnis zwischen Fluorescein und quartarem Ammonium
ausgegangen wird, kann man fir VBSB auf eine ahnlich erfolgreiche Polymerisation wie bei
VBTAC schlieBen und &hnliche Polymerkettenlangen vermuten. Die ermittelte Ladungsdichte
ist zudem vergleichbar mit in der Literatur beobachteten, Ladungsdichten von grafting-from
Modifikationen, die einen low-fouling Effekt aufweisen.'*® Somit kann eine low-fouling Aktivitat
fur Ti-p-(VBSB) vermutet werden, welche Uber einen bakteriellen Adhé&sionstest evaluiert

wurde.
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Bestimmung der low-fouling Aktivitat mit dem bakteriellen Adhasionstest

Zur Bestimmung der low-fouling Aktivitat werden die Trager nach einem bewéhrten
Prufprotokoll evaluiert (Abbildung 33).1#% Die Trager werden in einer Lésung mit Bakterien
(10° KBE/mL) in Muller-Hinton-Briihe fir 24 h bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Um ein
exponentielles Wachstum zu ermdglichen, wird hier nicht wie beim ASTM Assay in steriler
Kochsalzlésung, sondern in Miller-Hinton-Briihe gearbeitet. Nach der Inkubation werden die
Trager in sterile Kochsalzlésung getaucht, um lose anhaftende planktonische Bakterien zu
desorbieren. Anschlieend wird die Probe 30 s lang auf einen Columbia-Agar gedriickt, um
die anhaftenden Bakterien zu tbertragen. Nach Entfernen des Tragers wird der Agar fir 20 h

bei 37 °C bebritet und zur Auswertung die Kolonien ausgezahlt.

a3t A1 = |
sa—1 s—11
M 20— ' 40—
ss—= 13—
] 30F \ 30—
B—=" 28—

A 4 4

Bakterien-

Columbia
suspension Agar

Abbildung 33: Durchfiihrung des bakteriellen Adhésionstest. Der Trager wird in einer definierten
Bakteriensuspension bei 37 °C inkubiert, anschlieBend wird der Trager auf einem Columbia-Agar gedriickt und

wieder entfernt. Nach Bebriiten werden die gewachsenen Kolonien ausgezahlt.

Fir Ti-p-(VBSB) konnte eine signifikante low-fouling Aktivitdt gegen den Biofilmbildner und
gramnegativen Stamm P. aeruginosa (PAOl) festgestellt werden. Hier wurde nach
Abklatschen des Tragers kein Wachstum von anhaftenden Bakterien (KBE pro cm? = 0.0 + 0)
festgestellt im Gegensatz zu einem unbehandelten Kontrolltrager, bei dem Uber
250 KBE pro cm? detektiert wurden.
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5.2.3 Modifikation der Titanoberflachen mit kombinierter kontaktbiozider und low-

fouling Aktivitat

Nachdem erfolgreich gezeigt werden konnte, dass sich unterschiedliche Kationen und
Zwitterionen mit der SI-ATRP Methode darstellen lassen, sollte nun eine Kombination aus
beiden entwickelt und dargestellt werden. Hier sollte Uberprift werden, ob sich die
Kombination aus kontaktbioziden und low-fouling Eigenschaften in einem Monomer

vereinbaren lasst und zu einer vergleichbaren oder verbesserten Wirkung fuhrt.

Quartdre Ammoniumgruppen zeigen exzellente kontaktbiozide Eigenschaften, doch nach
langerem Kontakt mit Bakterien kommt es zu einer Anhaufung von Zellbestandteilen der
abgestorbenen Bakterien und zu einer Absattigung der Oberflache mit diesen.®® Wenn diese
nicht mechanisch entfernt werden, kommt es mit der Zeit zu einem Wirkverlust der
kontaktbioziden Oberflachen und wiederum zu einer Biofilmbildung. Ein multifunktionaler
Ansatz mit low-fouling und kontaktbioziden Eigenschaften kodnnte diesem Problem

entgegensteuern.

Um die Oberflache mit bi- oder multifunktionalen Eigenschaften zu modifizieren, werden in der
Literatur bereits verschiedene Strategien angewandt. Ein mdglicher Weg ist die
Copolymerisation oder Blockpolymerisation von zwei verschiedenen Monomeren, von denen
eines eine kontaktaktive/kationische Funktionalitat und eines eine low-fouling Eigenschaft
aufweist.*®>! Eine gemischte Modifikation mit Antibiotika bzw. Desinfektionsmitteln und low-
fouling Monomeren wurde ebenfalls durch Blockpolymerisation durchgefiihrt.>>* Eine weitere
Strategie ist die Aktivierung der Oberflache fir zwei verschiedene oberflacheninitiierte
Polymerisationstechniken, die zu gemischten Polymerbirsten mit unterschiedlichen
Funktionalitaten auf der Oberflache fihren.3* %557 Daneben wurden auch einige grafting to

Strategien angewandt, um der Oberflache eine gemischte Funktionalitat zu verleihen.®’

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues Monomer entwickelt und dargestellt, welches eine
guartare Ammoniumgruppen in Nachbarschaft zu einem Sulfobetain tragt (Abbildung 34).
Entwickelt wurde es ausgehend von den kontaktbioziden Maodifikationen p-(VBTAC) und p-
(VBDN)*° und der low-fouling Modifikation p-(VBSB). Als polymerisierbare Einheit wurde ein
Styrolderivat gewahlt. Das quartare Ammonium fungiert als Kontaktbiozid und das Sulfobetain
vermittelt die low-fouling Funktionalitdt. Als Verbindungsfunktion zwischen den Effektor-
gruppen wurde ein DABCO-Gerust verwendet, wie in p-(VBDN). ZHANG'*® konnte durch die
Verwendung von DABCO-Derivaten als Monomere eine wesentlich thermostabilere

Modifikation erreichen, was sich hier zu Nutze gemacht werden soll.
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Abbildung 34: Design von p-(VBDSB) mit kontaktbiozider und low-fouling Aktivitdt ausgehend von den
kontaktbioziden Modifikationen p-(VBTAC) und p-(VBDN)**° und der low-fouling Modifikation p-(VBSB).

Darstellung VBDSB

Die Darstellung des gemischten Monomers VBDSB lief3 sich lber Alkylierung des tertiaren
Amins von VBD mit 1,3-Propansulton realisieren, wie in Schema 15 dargestellt. VBD wurde in
Acetonitril gelést und das 1,3-Propansulton dazu getropft. VBDSB fiel als farbloses
Hydroxypropansulfonatsalz aus, welches in sehr guter Ausbeute erhalten und fur die
nachfolgenden Experimente ohne Reinigung verwendet wurde. Fur die Analytik wurde VBDSB
als 3-Hydroxypropansulfonsalz mit einem Anionentauscher (Dowex 1X2) in ein Chloridsalz
Uberfuhrt (Schema 16).
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Schema 15: Synthese von VBDSB (ber die Reaktion von VBD mit 1,3-Propansulton.
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Schema 16: VBDSB mit unterschiedlichen Gegenionen

SI-ATRP auf TiO2-Nanopartikeln und auf Titan

Die Modifizierung der Titantrager und TiO2-Nanopartikeln wurde tber den Initiator ADPA durch
SI-ATRP mit dem Monomer VBDSB erreicht, wodurch ein polyionisches Polymer erhalten

wurde (Schema 17).
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Schema 17: SI-ATRP mit VBDSB auf Titan und TiO»>.

TGA und FT-IR

Zunéchst wurden die modifizierten TiO.-p-(VBDSB) Nanopartikel mittels TGA und FT-IR

untersucht (Abbildung 35). Thermogravimetrische Analysen der erhaltenden TiO.-
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Nanopartikel zeigen eine erfolgreiche SI-ATRP mit VBDSB mit dem charakteristischen
zweistufigen Verlauf. Die erste Stufe zeigt zunachst die Abspaltung der Propylsulfonséure Uber
eine Hoffmann-Eliminierung oder Sy2 Reaktion und zuséatzlich die Abspaltung von DABCO.4°
Die zweite Stufe ab 400 °C ist die Zersetzung des Polymerriickgrates. Da zwischen den beiden
Stufen kein Plateau zu erkennen ist, werden die Reaktionen teilweise simultan ablaufen.3! Als
Vergleich wurden der Verlauf der TiO2-p-(VBTAC) Nanopartikel aufgetragen. Hier ist eindeutig
eine Verschiebung der Kurve fur TiO.-p-(VBDSB) zu hdéheren Temperaturen zu erkennen.
Beim Polymer p-(VBDSB) setzt die Zersetzung erst 100 °C (220 °C bei p-(VBTAC) vs. 320 °C
fur p-(VBDSB)) spater ein und ist somit wie erhofft eine thermisch stabilere Modifizierung der
Oberflache. Die thermische Stabilitat stellt einen Vorteil in Sterilisationsprozessen mit Hitze
dar, welche typischerweise bei 200 bis 250 °C durchgefihrt wird. Zuséatzlich kann die
Hitzebestandigkeit aber auch fur die weitere Modifizierung der Oberflache oder des Materials
ein Vorteil sein. FT-IR Messungen der TiO2-p-(VBDSB) im Vergleich zum Monomer VBDSB
bestatigen die erfolgreiche Polymerisation des Monomers (Abbildung 35B). Charakteristische
Banden fir die Sulfonatgruppe sind als SOs-Streckschwingung bei 1038 cm™ und 1176 cm™
zu erkennen. Die Ammoniumgruppen sind durch die charakteristische N-H Valenzschwingung
bei 2847 cm™ zu erkennen.
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Abbildung 35: A) Ergebnisse der TGA Analyse fiir TiO2-p-(VBDSB) und TiO2-p-(VBTAC) und B) Ergebnisse der
FT-IR Spektroskopie fur TiO2-p-(VBDSB) im Vergleich zum Monomer VBDSB.

Kontaktwinkel

Nach erfolgter SI-ATRP auf TiO»-Nanopartikeln wurde auf Titantragern SI-ATRP mit VBDSB
durchgefuhrt. Die erfolgreiche Darstellung von Ti-p-(VBDSB) konnte durch Messung des
Kontaktwinkels bestatigt werden. Es wurde ein verringerter Kontaktwinkel von ca. 45°

gemessen (Tabelle 11), im Gegensatz zu der mit ADPA aktivierten Oberflache. Bei dem
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gebildeten Polymer sind zum einem viele Ladungen enthalten, aber auch hydrophobe Teile
durch das DABCO-Grundgerust. Deswegen sind hier im Gegensatz zu der vorhergegangenen
Modifizierung nicht so niedrige Kontaktwinkel zu erwarten. Der relativ hohe Kontaktwinkel im
Vergleich zu anderem polyionischen Polymer lasst im Gegensatz sogar auf sehr dichte und
tiefe Polymerblrsten schlieen. Die unterschiedlichen Ladungen innerhalb der einzelnen
Monomere fuhren in diesem Fall nicht nur zu AbstoBungen, sondern auch zu Anziehungen
zwischen den einzelnen Molekilen. Diese Kréfte haben wiederum einen grof3en Einfluss auf
die Polymerisation und auf die Hydrophilie gegeniiber der Umgebung. CHENG et al.?>2 stellen
die Hypothese auf, dass es ab einer bestimmten Polymerdicke und -dichte zu einem
superkollabierten Zustand der Polymerblrsten kommt und der Kontaktwinkel somit ab einer
bestimmten Polymerdicke bzw. -lange wieder schlagartig zunimmt. Dies wurde vor allem fur
zwitterionische Polymerbursten beobachtet, da es hier zu intra- und intermolekularen
Interaktionen kommen kann. Dies kdnnte auch die hohen beobachteten Kontaktwinkel mit dem
zwitterionischen Monomer VBSB auf Titan (vgl. Ti-p-(VBSB)) erklaren.

Tabelle 11: Vergleich der Kontaktwinkel unterschiedlicher polyionischer Modifikationen.

Ti ctrl Ti-ADPA Ti-p-(VBTAC)  Ti-p-(VBSB)  Ti-p-(VBDSB)

48.1°+9 64.8°+1 135°+3 35.5°+12 44.5° + 10

Anmerkung: Kontaktwinkel sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen Positionen *

Standardabweichung angegeben.

XPS

Die chemische Zusammensetzung des gebildeten Polymers wurde durch XPS-Messungen
bestétigt. In Abbildung 36 sind die Ergebnisse fir Ti-p-(VBDSB) dargestellt. Die beobachteten
Atomverhaltnisse stimmen nahezu perfekt mit den theoretisch erwarteten lberein, was die
Integritat des gebildeten Polymers bestatigt. Das ermittelte N/S Atomverhéltnis fur Ti-p-
(VBDSB) liegt bei 2.02 (theoretisch: 2.00), das N/C Verhaltnis liegt bei 0.09 (theoretisch: 0.11)
und das O/C Verhaltnis liegt bei 0.25 (theoretisch: 0.33). Die hochaufgeldsten Spektren fur
C 1s, N 1s, S 2p und O 1s bestétigen die chemische Zusammensetzung des Polymers. Das
C 1s Spektrum zeigt zwei Uberlappende Signale bei 284.5 eV und 286.3 eV. Das Signal mit
der héheren Energie lasst sich den CN*- und CSOs-Bindung zuordnen und das tiefere Signal
zeigt aliphatische CC- und CH-Bindungen.'*® Das Signal im N 1s Spektrum bei 402.3 eV ist
der quartaren Ammoniumgruppe zuzuordnen.'* 1% Ein weiteres Signal im N 1s Spektrum bei
399.3 eV st zurickzufihren auf im Polymer eingeschlossenes N» der Polymerisations-
atmosphare. Das S 2p Spektrum kann in zwei Signale bei 168.4 eV und 167.2 eV aufgespalten

werden, die der charakteristischen S 2pi, und S 2ps» Spinspaltung der Sulfonatgruppe
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zuzuordnen ist. Im O 1s Spektrum ist ein Signal mit Tailing zum Hochenergiebereich bei
530.8 eV zu erkennen, was sich der SO-Bindung zuordnen lasst. Zuséatzlich sind noch Signale

im Ti 2p und CI 2s zu erkennen (siehe Anhang).
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Abbildung 36: Ergebnisse der XPS Analytik, A) Ubersichtsspektrum von Ti-p-(VBDSB) mit Atomverhaltnissen, B)
hochaufgeldste Spektren fur C 1s, N 1s, S 2p und O 1s.

Ladungsdichtebestimmung

Zur Bestimmung der lésungsmittelzuganglichen Ladungen auf dem Ti-p-(VBDSB) Trager
wurden der Fluorescein Assay*® “¢ (Abbildung 23) und der Kristallviolett Assay'*® (Abbildung
32) verwendet. Uber den Fluorescein Assay wurde eine, dem Ldsungsmittel zugéngliche,
Ladungsdichte von 8.55 * 10%° N* pro cm? bestimmt (Tabelle 12). Die Ladungsdichte liegt
somit in einem ahnlichen Bereich wie die fir Ti-p-(VBTAC), was auf einen kontaktbioziden
Effekt hindeutet. Im Gegensatz dazu lie3 sich mit dem Kiristallviolett Assay keine
nennenswerte Adsorption des kationischen Farbstoffes feststellen. Dies kénnte vermutlich an
der zusatzlich positiven Ladung im VBDSB Polymer liegen, was zu einer elektrostatischen
AbstoRung des kationischen Farbstoffes Kristallviolett flhrt. Es konnte aber auch die
stabilisierende Kation-1r-Interaktion fehlen, da die Styrolgruppe nicht mehr in unmittelbarer
Nachbarschaft liegt. Dadurch l&asst sich eine Quantifizierung der I6sungsmittelzugénglichen

Ladungen fur Ti-p-(VBDSB) nur Gber den Fluorescein Assay bestimmen.
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Tabelle 12: Vergleich der Ladungsdichten unterschiedlicher polyionischer Modifikationen von Titan.

Ti ctrl Ti-p-(VBTAC)  Ti-p-(VBSB)  Ti-p-(VBDSB)

10 N*/cm?2 - 14.2+3.0 - 8.55+3.4

10'®> SOz /cm?® - - 75+0.9 -

Anmerkung: a: Bestimmt mit dem Fluorescein Assay*, b: Bestimmt mit dem Kristallviolett Assay**. Die Werte sind in 10%° und

als Mittelwert + Standardabweichung von drei Tragern angegeben und berechnet aus drei Bestimmungen der UV-VIS Absorption.

¢-Potential Messung

Das ¢-Potential ist das elektrostatische Potential an einer geladenen Grenzflache und kann
verwendet werden, um eine Ladungsdichte an der Oberflache abzuleiten. Zusétzlich kann tber
die Bestimmung des {-Potentials der isoelektrische Punkt eines Materials ermittelt werden. Die
Oberflachenladung von Ti-p-(VBDSB) wurde mit einer -Potentialmessung im pH-Bereich von
3 bis 10 bestimmt und verglichen mit einer Titankontrolle (Abbildung 37). Zusatzlich wurden
der polykationische Trager Ti-p-(VBTAC) (Abbildung 37, violette Kurve) und der
zwitterionische Trager Ti-p-(VBSB) (Abbildung 37, blaue Kurve) als Vergleich vermessen. Fir
das Basismaterial Titan (Ti ctrl, Abbildung 37, graue Kurve) ergibt sich eine typische Kurve.
Bei alkalischen und neutralen pH-Werten wurde eine stark negative Oberflachenladung
detektiert, die auf die Adsorption von Hydroxidionen zurlickzuflihren ist. Die
Oberflachenpotenziale bei sauren pH-Werten von 4 und niedriger verandern sich zu leicht
positiven Werten.'* Fiur den polykationischen Trager Ti-p-(VBTAC) ist das {-Potential Uiber
alle gemessenen pH-Werte, wie zu erwarten, positiv (Abbildung 37, violette Kurve). Der
polyzwitterionische Trager Ti-p-(VBSB) ist Uiber alle pH-Bereiche neutral geladen, da sich die
Ladung des Kations (quartdre Ammoniumgruppe) und des Anions (Sulfonatgruppe) aufheben
und im netto neutral sind.**® Die Sulfonatgruppe weist einen pKs Wert von ca. 1-2 auf, wodurch
bei niedrigeren pH-Werten eine positive Ladung zu erwarten ware. Um diesen Verlauf zu
erkennen, reicht der niedrigste Messwert bei einem pH-Wert von 4 allerdings nicht aus.
Interessant ist jedoch, dass in der Literatur &hnliche zwitterionische Polymere einen anderen
Verlauf aufzeigen. Bei diesen wurde eine negative Ladung in alkalischen bis neutralen pH-
Bereichen gemessen, welche bei sauren pH-Werten zu einem positiven Oberflachenpotential
wechseln.®8 %0 Hier konnte die Schichtdicke des gebildeten Polymers eine groRe Rolle spielen:
bei dichteren Schichten wirde primar das Zwitterion die Oberflachenladung beeinflussen,
wohingegen sich bei diinneren Polymerschichten die Eigenschaften der Basismaterialien
bemerkbar machen und das Oberflachenpotential dadurch maf3geblich beeinflussen. Fir eine
abschlielende Beurteilung sollten hier die Schichtdicken verschiedener geladener

Polymerbrsten vergleichend analysiert werden.
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Die Ergebnisse der Oberflachenpotentialmessungen weisen, genau wie die der XPS, FT-IR,
Goniometrie und Adsorptionsassays, auf eine sehr effiziente Oberflachenbeschichtung mit
allen geladenen Polystyrolderivaten in dieser Arbeit hin. Die Messungen des
Oberflachenpotentials ergaben fir den Titantrdger mit dem gemischten Monomer Ti-p-
(VBDSB) (Abbildung 37, rote Kurve) einen &hnlichen Kurvenverlauf wie der Verlauf des
polykationischen Tragers Ti-p-(VBTAC) (Abbildung 37, violette Kurve). Es ist Uber den
gesamten pH-Bereich eine positive Oberflachenladung festzustellen, was die zusatzliche
positive Ladung des Diammoniumsulfonats bestétigt. Diese Ergebnisse sind auch im Einklang
mit der Ladungsdichtebestimmung, bei der keine Adsorption eines kationischen Farbstoffes

moglich war.
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Abbildung 37: ¢-Potential Messungen uber den pH-Wert Bereich 3 bis 10 fur Ti-p-(VBTAC) (violett), Ti-p-(VBDSB)
(rot), Ti-p-(VBSB) (blau) und Ti ctrl (grau). Ergebnisse sind als Mittelwert einer vierfachen Bestimmung +
Standardabweichung dargestellt.

SIMS-ToF gekoppelt mit SPM

Zur 3D-Charakterisierung von Ti-p-(VBDSB) wurde SIMS-ToF gekoppelt mit SPM verwendet
(Abbildung 38). Als Vergleich sind die Ergebnisse fiur dasselbe Polymer auf PE, PE-p-
(VBDSB) dargestellt (vgl. Dissertation von Nils Burmeister).1#? In beiden Tiefenprofilen wurden
die fur das Polymer p-(VBDSB) charakteristischen Signale C1sN2H23SO3" (rot) und C>HsSO3

(gelb) nachgewiesen, was einen qualitativen Nachweis fur die Integritat des Polymers darstellt
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(Abbildung 38A und B). Anhand der Intensitat der beiden Signale wurde eine durchschnittliche
Schichtdicke des gebildeten Polymers abgeschéatzt, welche fur Ti-p-(VBDSB) bei etwa 750 nm
und fur PE-p-(VBDSB) bei etwa 1500 nm liegt. Diese auRergewothnlich hohen Schichtdicken
decken sich mit den Ergebnissen der Kontaktwinkelmessung fur Ti-p-(VBDSB). Mit der
Formel 9 lasst sich die Polymerisationsausbeute berechnen, welche fir Ti-p-(VBDSB) bei
78.8 pug/cm? liegt und somit deutlich hoher ist als die ermittelten Polymerisationsausbeute fir
Ti-p-(VBTAC) (Tabelle 13).

Tabelle 13: Vergleich der Schichtdicke und Polymerisationsausbeute o von Ti-p-(VBTAC), PE-p-(VBTAC), Ti-p-
(vBDSB) und PE-p-(VBDSB)

Ti-p- PE-p- Ti-p- PE-p-

(VBTAC) (VBTAC) (VvBDSB) (vBDSB)
Schichtdicke [nm] 100 100 750 1500
o [ug/cm?] 10.5 10.5 78.8 157.5

Anmerkung: Schichtdicke d wurde aus der SIMS-ToF Messung geschétzt und Polymerisationsausbeute o wurde mit Formel 9
berechnet.

Die Dicke der Polymerschicht erscheint verbliffend, da bei solch hohen Ladungsdichten
eigentlich eine Absto3ung zwischen den einzelnen Monomeren und Polymerbirsten zu
erwarten ware. Zwitterionische Polymere lassen sich durch SI-ATRP in den meisten Fallen nur
mit bis zu 100 nm Polymerdicke synthetisieren, da die Polymerbiirsten danach eine so grof3e
sterische Repulsion gegentber den Monomeren ausiiben, dass die Polymerisation gestoppt
wird.**2 Bei VBDSB scheinen die benachbarten Ammoniumgruppen allerdings einen positiven
Effekt auf die Polymerisation auszutiben. Bereits in anderen Experimenten konnte gezeigt
werden, das die Polymerisation von Monomeren mit zwei benachbarten Ammoniumgruppen
zu sehr dichten Polymerschichten fiihren kann.*>” Hierbei wurde postuliert, dass es zu einem
sogenannten Geleffekt kommt, welcher zu einer Autobeschleunigung der Polymerisation
fuhrt.1%® Zusatzlich wird angefuhrt, dass es bei polyionischen Strukturen wéahrend der
Polymerisation zu einer Kondensation der Gegenionen kommt und sich somit die Viskositéat
und lonenstarke um die Polymere andert.?*® Eine héhere Viskositat flhrt zu einer geringeren
Abbruchsrate mit einer Autobeschleunigung.'®® Dadurch kénnen Polymerketten mit einer
hoéheren Molarmasse erhalten werden. Wahrscheinlich spielt bei der SI-ATRP mit VBDSB
zusatzlich die Polymerisationsgeschwindigkeit und -kontrolle eine Rolle. In der Literatur konnte
nachgewiesen werden, dass Polymerketten, die &hnliche Molekulargewichte und Langen
aufweisen, eher erhalten werden, je kontrollierter die Polymerisation ablauft.*>2 Dies fuhrt auch
zu einer sehr ebenen und flachigen Oberflachenmorphologie wie bei Ti-p-(VBDSB) und PE-p-
(vBDSB) durch SPM Aufnahmen bestatigt wurde (Abbildung 38C und D). Die rau

erscheinende Oberflache bei Ti-p-(VBDSB) ist in diesem Fall nur auf das darunter liegende



5. Ergebnisse und Diskussion 85

Titan-Grundmaterial zurtickzufihren. Fir die SPM Aufnahmen wurde die Oberflache vor und
nach der Tiefenprofilanalyse vermessen. Das Fragment SOs wurden fir die Visualisierung

ausgewahlt, da es eine hohe Sekundarionenzahlrate aufweist und somit eine gute Auflésung

liefert.
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Abbildung 38: SIMS-ToF Tiefenprofile von A) PE-p-(VBDSB) und B) Ti-p-(VBDSB). Die SIMS-Analysen wurden
mit Bis**-lonen im negativen lonenmodus durchgefuhrt. Zur Bestimmung der Polymerdicke wurde zwischen den
Analysescans ein Arsooo* Clusterstrahl als Sputterquelle eingesetzt. Als charakteristische Signale fur das Polymer
p-(VBDSB) sind CzH3SOs (rot) und Ci6N2H23SOs™ (gelb) aufgetragen. Zusatzlich sind korrelierte SPM und
massenspektrometrische 3D-Daten der Polymerschichten von C) PE-p-(VBDSB) und D) Ti-p-(VBDSB) dargestelit.
Als reprasentatives Massenfragment wurde SOz™ (gelb) gewahilt.

Laserscanmikroskopie

Zusatzlich wurden noch Laserscanaufnahmen von PE-p-(VBDSB) und Ti-p-(VBDSB)
aufgenommen (Abbildung 39). Die Oberflachen zeigen, wie schon in dem SPM Aufnahmen,
(Abbildung 38C und D) unterschiedliche Oberflachenstrukturierungen. PE-p-(VBDSB) zeigt
Strukturen, die Uber groRere Flachen ebenmdfig sind, wahrend bei Ti-p-(VBDSB) die
Strukturierung kleinflachiger ist. Eine starke Nanostrukturierung kann sich positiv auf einen
low-fouling Charakter auswirken, was anhand der mikrobiologischen Evaluierung bestatigt
werden soll. Bakterien neigen, dazu sich an Oberflachen festzuhalten, die grof3er als sie selbst



86 5. Ergebnisse und Diskussion

sind. Nanostrukturierung einer Oberflaiche kann damit ein Vorteil sein, da diese keine gute

Besiedlungsflache fur Bakterien bietet.?

Abbildung 39: Aufnahmen der Laserscanmikroskopie von A) PE-p-(VBDSB) und B) Ti-p-(VBDSB).

Mikrobiologische Evaluierung

Zur Einordnung der mikrobiologischen Aktivitat der bifunktionalen Modifikation Ti-p-(VBDSB)
mussen die antimikrobielle Aktivitat Gber die quartaren Ammoniumgruppen zusammen mit der
low-fouling Aktivitat des Sulfobetains beurteilt werden. Hierfur wurden die Trager auf ihre
antimikrobielle Aktivitdt mit dem ASTM Assay E2149-13a und auf die low-fouling Aktivitat mit

dem bakteriellen Adhasionstest evaluiert.

ASTM Assay E2149-13a

Ti-p-(VBDSB) wurde mit dem ASTM Assay E2149-13a auf die kontaktbiozide Aktivitdt gegen
verschiedene Bakterienstdmme getestet. Hierfur wurden zwei Stdmme des grampositiven
Staph. aureus (ATCC 25923 und ATCC 29213) und zwei gramnegative Stamme E. coli (ATCC
25922) und P. aeruginosa (PAO1) verwendet. Fir einen Staph. aureus Stamm und gegen E.
coli konnten logio-Reduktion Uber dem Threshold von 2 (Tabelle 14) und somit eine
kontaktbiozide Aktivitat nachgewiesen werden. Gegen P. aeruginosa und fir den zweiten
Staph. aureus Stamm wurden logio-Reduktionen unter 2 festgestellt.’*® Alle ermittelten logio-
Reduktionen liegen allerdings unter denen fiir das polykationische Ti-p-(VBTAC) ermittelten
Werten, was auf eine geringere kontaktbiozide Aktivitat hindeutet. Die geringeren Werte fir
die logio-Reduktion kénnten durch einen geringeren Kontakt mit den Bakterien durch die
zusatzliche low-fouling Modifikation erklart werden. Fir die Gesamtbeurteilung sollten also die
kontaktbiozide Wirkung und die antiadh&sive Wirkung beriicksichtigt werden. Da Ti-p-
(VBDSB) eine grol3ere hydrophobe Seitengruppe aufweist, kann dies den starkeren Effekt

gegen den grampositiven Staph. aureus ATCC 25923 erklaren. Bei grampositiven Bakterien
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wurde gezeigt, dass fir einen ausreichend kontaktbioziden Effekt zusétzlich zu den quartéaren

Ammoniumgruppen eine hydrophobe Seitengruppen vorhanden sein sollte.*+ 138

Tabelle 14: logio-Reduktion von Ti-p-(VBTAC) und Ti-p-(VBDSB) gegen verschieden Bakterienstamme

Staph. aureus E. coli Staph. aureus P. aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 29213 PAO1
Ti ctrl 0x0.0 0x0.0 0x0.0 0+£0.0
Ti-p-(VBTAC) 3.2+0.0™ 4.5+0.0™ 2.2+0.3™ 1.6 +0.1™
Ti-p-(VBDSB) 3.0+01™ 2.6+0.1™ 1.6 +0.1™ 1.6 + 0.0™

Anmerkung: Werte sind als Mittelwert einer dreifachen Bestimmung + Standabweichung angegeben. Statistische Signifikanz

wurde durch paarweisen Vergleich mittels Tukey Test ermittelt, p < 0.001 (***).

Bakterieller Adhasionstest

Zur Bewertung der low-fouling Eigenschaften von Ti-p-(VBDSB) wurde der bakterielle
Adhasionstest mit verschiedenen Bakterienstammen durchgefuhrt. Als grampositiver Stamm
wurden Staph. aureus (ATCC 29213) und als gramnegative E. coli (ATCC 25922) und P.
aeruginosa (PAO1) verwendet. Die geringe Zahl der anhaftenden Bakterien bestétigt einen
signifikanten low-fouling Effekt gegen alle getesteten Stamme (Abbildung 40). Erwédhnenswert
ist, dass der low-fouling Effekt von Ti-p-(VBDSB) gegen P. aeruginosa am starksten ist, der
antimikrobielle Effekt aber nicht so ausgepragt ist (Tabelle 14). Dies kénnte dadurch erkléart
werden, dass die Pseudomonaden durch den ausgepragten low-fouling Effekt nicht dicht
genug an die kontaktbiozide Funktionalitdit kommen, um abgetdtet zu werden. In Anbetracht
der Oberflachenpotenziale (C-Potential) der unterschiedlichen getesteten Bakterienstamme
konnen diese die Ergebnisse des bakteriellen Adh&sionstest erklaren. E. coli weist das
negativste (-Potential (-40 bis -60 mV)!*° auf, Staph. aureus (-2 bis -5 mV)*! und P.
aeruginosa (-9 mV)!! weisen deutlich geringer negative Oberflachenpotentiale auf. Das stark
positive -Potenzial von Ti-p-(VBDSB) (+18 mV, Abbildung 37) kénnte damit die hohe low-

fouling Aktivitat gegen P. aeruginosa erklaren.

Um abschlieRend die Unterschiede in den mikrobiologischen Wirkungen zu kléaren, missten,
wie schon in Abschnitt 5.1.4 erwdhnt, die verschiedenen Stamme ndher auf ihre
zytoplasmatischen Zusammensetzungen untersucht werden, um den Einfluss dieser genau zu
verstehen. Zusatzlich wére es sinnvoll den Einfluss der Topographien der Modifikationen
naher zu untersuchen. Weiter kénnten die Anordnung der Polymerketten und eventueller
hydrophober Ketten einen Einfluss auf die mikrobiologische Wirkung haben. Dies sollte alles

Gegenstand zukuinftiger Forschung sein.
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Abbildung 40: Ergebnisse des bakteriellen Adhéasionstests fir Ti-p-(VBDSB) gegen Staph. aureus (ATCC 29213),
E. coli (ATCC 25922) und P. aeruginosa (PA01). KBE uber 250 Kolonien wurde als nicht z&hlbar (engl. too
numerous to count (TNTC)) angesehen. Die Balken zeigen die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung mit der
Standardabweichung und den einzelnen Messwerten. Statistische Signifikanz wurde durch paarweisen Vergleich

mittels Tukey Test ermittelt, p < 0.001 (***).
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5.3 SI-PIMP mit Phosphonsé&uren als Anker

SI-PIMP wurde bereits erfolgreich mit Ankermolekilen, die Uber Silanylderivate oder Thiole
immobilisiert werden, als Modifikationsmethode getestet.3* 55 94.95. 162168 [erzeit gibt es in der
Literatur aber noch keine Beispiele fir eine Verwendung von Phosphonsauren als
Ankermolekiile fiir eine SI-PIMP. Vorteil der SI-PIMP ist, dass kein Ubergangsmetall als
Katalysator nétig ist und die Polymerisation allein durch UV-Licht angeregt wird. Da z.B. Kupfer
selbst antimikrobiell ist und in antimikrobiellen Beschichtungen verwendet wird, wird durch eine
katalysatorfreie Polymerisation ein eventueller Konflikt beziglich des Wirkmechanismus
umgangen. Ein weiterer Vorteil stellt der schnelle und einfache Polymerisationsvorgang dar
(Schema 10).

SI-PIMP konnte in der Literatur bereits erfolgreich angewandt werden um Oberflachen mit
Polyphosphorylcholin®®, Polysulfobetainen®*, Polycarboxybetainen®® %4 und Polykationen®®

zu modifizieren und ist somit eine vielversprechende Methode.

CTPAn =CH, b A .
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Schema 10: schematische Darstellung der Vorgehensweise. 1.Schritt: Immobilisierung der bifunktionalen Anker,

2. Schritt: SI-PIMP mit verschiedenen Monomeren.

5.3.1 Design der Photoiniferter

Um eine SI-PIMP auf Titanoberflachen durchzufiihren, muss zunéchst die Oberflache aktiviert
werden. Daflr wurden bifunktionale Anker designt, welche als Ankermolekil eine
Phosphonsauregruppe enthalten (Abbildung 41). In der Literatur sind Silanylchloride,
Silanylester3* 55 94. 166-168 nd Thiole%: 162164 pereits etabliert, Phosphonsauren wurden als
Ankermolekiile fur SI-PIMP noch nicht verwendet. Als Effektorgruppe fur die SI-PIMP wird eine
Photoinifertergruppe in das Molekldl eingefiihrt (Abbildung 41). Dafir wird eine

(Diethylthiocarbamoyl)thiobenzylgruppe verwendet. Als Spacing zwischen den funktionellen
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Gruppen sollen unterschiedliche Gruppen verwendet werden. Bei dem Design neuer SI-PIMP

Initiatoren wurden literaturbekannte Photoiniferter als Designvorbilder verwendet.6

Zunachst soll die sehr einfach gehaltene bifunktionale Phosphonsédure CTPA (Abbildung 41)
dargestellt, immobilisiert und als SI-PIMP Initiator getestet werden. Diese wurde in ihrem
Design an schon verwendete SI-PIMP Initiatoren angelehnt, welche als Ankergruppe einen

Silanylester verwenden,34 55 94, 166, 168

Um eine noch bessere Immobilisierung der Anker zu garantieren, soll zusatzlich noch ein
Spacer eingebaut werden, wie bei CTHP gezeigt (Abbildung 41). Als Vorbild dient wieder ein,
in der Literatur erfolgreich angewandter, Photoiniferter mit einem Silanylester.®” Eine langere
Alkylkette zwischen den funktionellen Gruppen vermittelt hierbei die Bildung geordneter,
selbstorganisierender Monolagen. Grund hierfiir sind vor allem die VAN-DER-WAALS-Kréfte, die
zwischen benachbarten Alkylketten wirken. Zusatzlich kommt es bei allen Photoinifertern Uber
die Benzylgruppen zu einem n-Stacking der Aromaten, was die Bildung von geordneten
Monolagen weiter begunstigt. Als Verbindung zwischen der Alkylkette und dem Benzylrest,

wird eine hydrolysestabile Amidgruppe verwendet, welche sich einfach darstellen lasst.
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Abbildung 41: Design des bifunktionalen Ankers fur SI-PIMP ausgehend von dem literaturbekannten

Photoiniferter 1186 zu CTPA und aus dem Photoiniferter 11167 zu CTHP.
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5.3.2 Darstellung der bifunktionalen Phosphonséauren

Retrosyntheseweg

Zur Darstellung der gewiinschten bifunktionalen Phosphonsauren CTPA und CTHP wurden
einfache und gut realisierbare Syntheserouten gewahlt. Die Retrosynthese von CTPA ist in
Schema 11 und die fir CTHP in Schema 12 gezeigt.

Q
HO/S;:Ti::L\/S \L\«/
T

CTPA

Schema 11: Retrosyntheseplan fiir CTPA.

Die freie Phosphonsdure CTPA lasst sich durch eine Entschitzung der
Phosphonsaurediethylesters 7 realisieren. Hierflir bieten sich die milden Hydrolyse-
Bedingungen der MCKENNA Methode!®? an, bei der die Phosphonsaureester zu den
korrespondierenden Bis(trimethylsilyl)phosphonséureestern umgesetzt werden und diese

anschliel3end mit Wasser hydrolysiert werden.

Phosphonsaurediethylester 7 lasst sich durch eine nukleophile Substitution von
Natriumdiethyldithiocarbamat an Diethyl(4-Brommethyl)benzylphosphonsaure 8 darstellen.
Hierbei entsteht NaBr, was sich durch eine Filtration und Waschen mit Wasser leicht abtrennen

|asst.

Die Diethyl(4-Brommethyl)benzylphosphonséaure 8 lasst sich durch eine MICHAELIS-ARBUZOV-

Reaktion!’® *"* an Dibromxylene 9 darstellen.
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Schema 12: Retrosyntheseplan fiir CTHP.

Die bifunktionale Phosphonsdure CTHP lasst sich ebenfalls tber eine Hydrolyse mit der
MCcKENNA Methode®? aus dem Diethylphosphonsaureester 10 darstellen. Da das Endprodukt
CTHP empfindliche funktionelle Gruppen aufweist, sollte hier eine milde Hydrolysemethode

gewahlt werden.

Der Phosphonsaurediethylester 10 lasst sich durch eine nukleophile Substitution von

Natriumdiethyldithiocarbamat an dem Benzamid 11 darstellen.

Das Benzamid 11 kann aus der Kupplung des Aminophosphonates 2b und dem
Benzoylchlorid 12 dargestellt werden. Das Benzoylchlorid 12 stellt eine hydrolyselabile

Verbindung dar, weshalb wasserfrei gearbeitet werden sollte.

Synthese von CTPA und CTHP

Die erfolgreiche Desymmetrisierung des Dibromxylene konnte tber die MICHAELIS-ARBUZOV-
Reaktion!’® 171 erreicht werden (Schema 21). Hierbei wurde das Syntheseprotokoll an ein
Literaturprotokoll von BIGGE!"? vereinfacht und optimiert. Das Dibromxylene wurde im
Uberschuss eingesetzt und der Uberschuss konnte durch eine saulenchromatographische
Aufreinigung abgetrennt werden, wodurch sich das Produkt 8 in befriedigender Ausbeute

erhalten lieR3.
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Schema 21: Synthese von 8 tiber eine MICHAELIS-ARBUZOV-Reaktion1%: 197 mit Triethylphosphit.

Die Darstellung des Phosphonsaurediethylesters 7 lieR sich durch eine nukleophile
Substitution von Natriumdiethyldithiocarbamat an 8 realisieren (Schema 22). Dafiir wurde das
Literaturprotokoll von KESSLER™! mit Modifikationen an der Reinigung verwendet. Als
Nebenprodukt wurde NaBr gebildet, welches sich durch eine Extraktion mit Wasser und

Ethylacetat abtrennen lie3. 7 wurde in guter Ausbeute erhalten.
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Schema 22: Synthese von 7 liber eine nukleophile Substitution von Natriumdiethyldithiocarbamat an 8.

Die Dbifunktionale Phosphonsaure CTPA wurde durch die Entschitzung des
Phosphonsaurediethylester 7 mit der MCKENNA'® Methode in ausgezeichneter Ausbeute
erhalten (Schema 23). Zunéchst wurden die Bis(trimethylsilyl)phosphonsdureester unter
Wasser- und Luftausschluss durch die Zugabe von Bromtrimethylsilan erhalten. Alle fliichtigen
Verunreinigungen und Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. AnschlieRend wurden die
Bis(trimethylsilyl)phosphonséureester mit Wasser hydrolysiert und nach Gefriertrocknung

wurde CTPA Uber drei Stufen in einer Gesamtausbeute von 50% erhalten.

o o
A\ i h
s N S__N
< \n/ ~ CH2C|2, Rt, 1h (H3C)3S|/ \n/ ~
1 S
7
o 3
5 s N OH S__N
7 ~ ~
(H.C)S \[S]/ THF, Rt, 16 h \[S]/

CTPA, 50% Uber 3 Stufen

Schema 13: Hydrolyse von 7 mit Bromotrimethylsilan zu CTPA mit der McKenna'®? Methode.
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Die Amidkupplung des Amines 2b mit dem Benzoylchlorid 12 konnte unter Wasser- und
Luftausschluss realisiert werden (Schema 24). Das Rohprodukt wurde mit Sdure und Base
gewaschen, um das gebildete HCI und Uberschissiges Triethylamin zu entfernen. Um noch
geringe Reste des Nebenproduktes 4-(Chlormethyl)benzoesaure zu entfernen, wurde eine
chromatographische Reinigung an Kieselgel durchgefuhrt. Das Benzamid 11 konnte in sehr

guter Ausbeute erhalten werden.
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Schema 24: Synthese von Benzamid 11 uber die Kupplung von dem Amin 2b an Benzoylchlorid 12.

Die Darstellung des Phosphonsaurediethylesters 10 lie3 sich durch eine nukleophile
Substitution von Natriumdiethyldithiocarbamat an 11 realisieren (Schema 25). Daflr wurde das
Literaturprotokoll von KESSLER'! mit Modifikationen an der Reinigung verwendet. Als
Nebenprodukt wurde NaBr gebildet, welches sich durch eine Extraktion mit Wasser und

Ethylacetat abtrennen lie3. 10 wurde in sehr guter Ausbeute erhalten.
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Schema 25: Synthese von 10 iber eine nukleophile Substitution von Natriumdiethyldithiocarbamat an 11.

Die Dbifunktionale Phosphonsaure CTHP wurde durch die Entschitzung des
Phosphonsaurediethylester 10 mit der MCKENNA'% Methode erhalten (Schema 26). Zunachst
wurden unter Wasser- und Luftausschluss die Bis(trimethylsilyl)phosphonséureester durch die
Zugabe von Bromtrimethylsilan erhalten. Alle flichtigen Verunreinigungen und Losungsmittel
wurden im Vakuum entfernt. Anschlie3end wurden der Bis(trimethylsilyl)phosphonsaureester
mit Wasser hydrolysiert und nach Gefriertrocknung wurde das Rohprodukt erhalten. Nach
saulenchromatographischer Reinigung an einer RP18-Umkehrpase, wurde CTPA in einer

optimierungsbedurftigen Gesamtausbeute von 9% erhalten.
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Schema 26: Hydrolyse von 10 mit Bromotrimethylsilan zu CTHP mit der McKennal® Methode.

5.3.3 Immobilisierung der bifunktionalen Phosphonséuren CTPA und CTHP

Die Immobilisierung der dargestellten bifunktionalen Phosphonsauren CTPA und CTHP wurde
nach einer etablierten Methode von MAIsoN et al.110 114115 durchgefuhrt und ist dem Schema
27 zu entnehmen. Die Nanopartikel wurden ohne vorherige Reinigung verwendet, die
Titantrager wurden vor der Beschichtung gereinigt. Fir die Nanopartikel wurde eine 10 mm
Lésung der Phosphonsauren in Methanol und Wasser verwendet, fur die Trager wurde eine
1 mm Losung verwendet. Die Nanopartikel bzw. Trager wurden in der Losung bei 80 °C flr

3 Tage inkubiert, um eine maximale Beladung mit Phosphons&uren zu erreichen.
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Schema 14: Immobilisierung der bifunktionalen Phosphonséuren CTPA und CTHP auf Titanoxidnanopartikeln und

Titantrégern.
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Immobilisierung auf TiO2-Nanopartikeln

Zunachst wurden die bifunktionalen Phosphonsduren CTPA und CTHP auf TiO2-

Nanopartikeln (21 nm) immobilisiert und mittels TGA und FT-IR charakterisiert.
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Abbildung 42: TGA Kurven, A) von TiOz2-Nanopartikeln (TiO2 ctrl) und TiO2-CTPA und TiO2-CTHP2-AOPA und B)

von freien bifunktionalen Phosphonséuren CTPA und CTHP.

Anhand der TGA-Daten (Abbildung 42A) konnte gezeigt werden, dass beide bifunktionalen
Phosphonsauren CTPA und CTHP kovalente Bindungen zur TiO, Oberflache ausbilden. Die
thermische Zersetzung von TiO>-CTPA und TiO2-CTHP folgt einem zweistufigen Verlauf.
Zunachst wird bei ca. 300 °C die CS-Bindung zum Thiocarbamat gespalten. Bei 300-500 °C
wird Uiber eine B-Eliminierung der Alkylgruppe die CP-Bindung gespalten.% Zusatzlich kommt
es zur Spaltung der CC-Bindung zum aromatischen Ring.'!% 173 Hier ist auch eine wesentlich
kleinere zweite Stufe bei den Kurven der TiO>-CTPA Nanopartikel und CTPA (Abbildung 42)
zu erkennen. Bei Temperaturen bis 700 °C werden das Phosphat auf der Oberflache und der

aromatische Ring als Verkohlungsriickstand mit ~20% verbleiben.!°

Die Massenverluste der freien Phosphonsduren CTPA und CTHP und der Korrigierte
Massenverlust (Formel 1) fir TiO>-CTPA, TiO2-CTHP sind der Tabelle 15 zu entnehmen. Mit
Formel 2 ergibt sich eine Beladungsdichte von 1.68 Phosphonsauren pro nm?fir CTPA auf
TiO2 und von 2.88 Phosphonséauren pro nm?fiir CTHP auf TiO2-Nanopartikeln. Eine maximale
Beladung wird mit vier Phosphonsauren pro nm? angenommen und ist meistens nur bei
idealen Bedingungen zu finden. Der sperrige Rest der Diethyldithiocarbamatgruppe verhindert
ein enges Packen der Phosphonsauren, was zu niedrigeren Beladungsdichten von CTPA
fuhrt. 112 Wie bei der Entwicklung von CTHP angenommen, wirken sich die zusatzlichen VAN-
DER-WAALS-Kréfte des langeren Alkylrestes positiv auf die Beladungsdichte aus. Dies

Ubersteigt sogar die Beladungsdichte der SI-ATRP Initiatoren (vgl. Kapitel 5.1.3).
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Tabelle 15: Massenverluste Am durch TGA ermittelt, korrigierte Massenverluste mkor und berechnete

Beladungsdichten ai.

Am [%]? Amyorr [%]° o [1/nm?].
TiO2-CTPA 4.00 6.06 1.68
TiO2-CTHP 8.04 9.96 2.88
CTPA 66.06
CTHP 80.73

Anmerkung: a: Massenverluste sind aus drei unabhangigen Messungen als Mittelwert ermittelt, b: korrigierter Massenverlust
wurde mit Formel 1 berechnet, c: Beladungsdichte o; wurde mit Formel 2 berechnet.

FT-IR Spektren der kovalent gebundenen Phosphonséduren CTPA und CTHP unterstreichen
die TGA Ergebnisse. Fir CTHP lassen sich intensive Banden erkennen, was auf eine
flachendeckende und dichte Beladung hinweist (Abbildung 43A). Fur CTPA lassen sich nur
minimale Banden erkennen, was eine schlechtere Beladung bestatigt. In Abbildung 43A sind
die Ubersichtsspektren der TiO2 Kontrolle (TiO; ctrl), TiO.-CTPA und TiO.-CTHP dargestellt.
Alle TiO2-Nanopartikel zeigen eine breite TiO-Streckschwingung mit Absorption unterhalb von
890 cm™.115 Fir CTHP lassen sich zwei Carbonylbanden bei 1639 cm? fir die Amidgruppe
und 1547 cm? fur die Dithiocarbamatgruppe erkennen, was die Intaktheit des Molekils

bestétigt.

Weiter lassen sich die IR-Spektren verwenden, um die gebildeten selbstorganisierten
Monolagen auf ihre Ordnung zu untersuchen. Zur Beurteilung der Ordnung wurden die Banden
der CH-Streckschwingung von der freien, ungebundenen Phosphonsdure und der
oberflichengebundenen Phosphonséure verglichen. Eine Verschiebung der Banden zu
niedrigeren Wellenzahlen deutet auf eine geordnete Monolage hin.?® °” Da in dem Molekiil
CTPA nur eine CH; Gruppe vorhanden ist, kann sich hier keine Kettenordnung ergeben. Hier
sind asymmetrische Streckschwingungen va. bei hoheren Wellenlangen von 2930 cm™? zu
erkennen, die symmetrische Streckschwingungen vs sind aber kaum zu detektieren
(Abbildung 43B). Bei CTHP deuten die CH-Streckschwingungen auf ungeordnetere
Monolagen hin, die asymmetrische Streckschwingung va liegt bei 2928 cm?® und die
symmetrische Streckschwingung vs bei 2854 cm™ (Abbildung 43B). Im Vergleich zu den SI-
ATRP Initiatoren sind somit fir CTHP ungeordnetere Lagen festzustellen (vgl. Kapitel 5.1.3).
Bei CTHP scheint die Ordnung der Alkylketten aber keinen grof3en Einfluss auf die Beladung

zu haben, wie die Beladungsdichteermittlung tiber TGA zeigt.
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Abbildung 43: FT-IR Spektren A) von TiOz-Nanopartikeln und TiO2-CTPA und TiO2-CTHP, B) Bereich der CH-
Streckschwingung va und vs.

Immobilisierung auf Titan Bulkoberflachen

Die bifunktionalen Phosphonsduren CTPA und CTHP wurden auf Reintitantragern
(20 mm x 10 mm x 1 mm) immobilisiert und tGber Kontaktwinkel analysiert. Fur beide SI-PIMP
Initiatoren ergaben sich Kontaktwinkel Uber 60° (Tabelle 16), was eine Immobilisierung der
Initiatoren auf den Titantragern bestatigt. FUr beide ergeben sich vergleichsweise hohe

Kontaktwinkel, die durch die unpolaren organischen Reste auf der Oberflache erklart werden
konnen.

Tabelle 16: Kontaktwinkel nach Immobilisierung von Ti ctrl, Ti-CTPA und Ti-CTHP

Ti ctrl Ti-CTPA Ti-CTHP

48.1° + 9 68.5°+5 61.5°+5

Anmerkung: Kontaktwinkel sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen Positionen *
Standardabweichung angegeben.
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5.3.4 SI-PIMP uber Ti-CTPA und Ti-CTHP mit VBTAC

Ausgehend von den immobilisierten, bifunktionalen Phosphonsauren CTPA und CTHP wurde
eine SI-PIMP mit dem kationischen Monomer VBTAC durchgefiihrt. Hier wurde untersucht, ob
die unterschiedlichen Initiatoren und ihre Immobilisierung einen Einfluss auf die anschlieRende
Polymerisation haben. Die SI-PIMP von VBTAC wurde auf Titantragern
(20 mm x 10 mm x 1 mm) durchgefihrt und das Material anschlieBend charakterisiert
(Schema 15).
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Schema 15: Vergleich der SI-PIMP Initiatoren CTPA und CTHP Uber Polymerisation des kationischen Monomers
VBTAC.

SI-PIMP ausgehend von Ti-CTPA und Ti-CTHP

Auf den mit Initiator modifizierten Tragern wurde die SI-PIMP mit dem kationischen Monomer
VBTAC durchgefihrt (Schema 16). Hierbei wurde in Wasser gearbeitet und kein zusatzlicher
Katalysator verwendet. Nach Entgasen der Monomerldsung mit N> wurden die Trager zu der
Lésung gegeben. Das Reaktionsgefald wurde in einen UV-Reaktor gegeben und die Losung
wurde mit UV-Licht (365 nm) bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurde die Polymerisation
gestoppt, indem das Reaktionsgefald getffnet wurde. Bei beiden Initiatoren sowie bei der
Titankontrolle, kam es in der Losung auch zu einer Bildung von Homopolymer. Der Erfolg der
oberflacheninitiierten Polymerisation Uber Ti-CTPA wund Ti-CTHP wurde Uber den

Kontaktwinkel evaluiert.



100 5. Ergebnisse und Diskussion

CTPA n=CH,

; >
CTHP n =LL’“"/\M:\HJ\; \_N/ES

S ® / \
VBTAC
UV = 365 nm,
1.5bis2h
n n
O
o /F’fo
| | | [
Ti-CTPA .
Ti-CTHP Ti-p-(VBTAC)

Schema 16: SI-PIMP mit VBTAC uber Ti-CTPA und Ti-CTHP.

Kontaktwinkel und Ladungsdichte

Zunachst wurden ausgehend von Ti-CTPA verschiedene SI-PIMP Bedingungen getestet und
verglichen; diese sind der Abbildung 44 2zu entnehmen. Es wurde sowohl die
Monomerkonzentration, als auch die Polymerisationszeit variiert. Da das gebildete p-(VBTAC)
als Polykation den Kontaktwinkel stark herabsetzt, kann der Erfolg der Polymerisation anhand
des Kontaktwinkels bestimmt werden. Bei Ti-CTPA sind auf den Tragern teilweise sehr
hydrophile Kontaktwinkel von ca. 20° zu beobachten. Allerdings wurde bei allen Tragern
festgestellt, dass es sich nicht um eine flachendeckende und gleichméaRige Modifikation der
Oberflache handelt und sich die Kontaktwinkel innerhalb eines Trégers stark unterscheiden.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Immobilisierung von CTPA auf TiO2-Nanopartikeln.
Hier konnte durch TGA eine sehr geringe Beladungsdichte von 1.7 Phosphonsauren pro nm?
festgestellt werden, was fir eine flachendeckende und einheitliche SI-PIMP offenbar nicht

ausreicht.
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Abbildung 44: Ergebnisse der Testung verschiedener SI-PIMP Bedingungen uber Ti-CTPA. Balken zeigen die
gemessenen Kontaktwinkel fur Ti-CTPA (grau) und Ti-CTPA-p-(VBTAC) bei verschiedenen SI-PIMP Bedingungen
(blau) als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen Positionen =+
Standardabweichung an. Die einzelnen Messwerte (¢) sind mit eingezeichnet, um die Streuung dieser zu

verdeutlichen. Es wurde 20% oder 40% von VBTAC und die Zeit zwischen 15 min und 2 h variiert.

Fur Ti-CTHP wurde ausgehend von den besten Bedingungen fur Ti-CTPA (40% VBTAC, 2 h)
die Polymerisation weiter optimiert und schon nach 1.5 h ergab sich ausgehend von Ti-CTHP
eine flachendeckend einheitliche Modifizierung durch p-(VBTAC) auf der Oberflache, was sich
in einem niedrigen Kontaktwinkel ~ 20° widerspiegelt (Tabelle 17). Fur Ti-CTHP-p-(VBTAC)
wurde Uber den Fluorescein Assay**4¢ (Abbildung 23) die l6sungsmittelzugangliche
Ladungsdichte der quartdren Ammoniumgruppen bestimmt. Visuell konnte nach der
Adsorption mit Fluorescein schon eine gleichférmige Farbung des Tréagers nachgewiesen
werden, was auf eine einheitliche polykationische Modifizierung des Tragers hinweist. Nach
Desorption und Quantifizierung der quartdren Ammoniumgruppen, ergab sich fur Ti-CTHP-p-
(VBTAC) eine Ladungsdichte von 20.1 + 1.7 * 10%® N*/cm?, was deutlich Uber dem fir
kontaktbiozide Aktivitat postulierten Wert von 5 * 10® N*/cm? liegt. Somit lasst sich die
polykationische Titanmodifizierung Ti-p-(VBTAC) aus dem Kation VBTAC auch erfolgreich
Uber Ti-CTHP mit SI-PIMP darstellen.

Tabelle 17: Kontaktwinkel von Ti ctrl, Ti-CTPA, Ti-CTPA-(VBTAC), Ti-CTHP und Ti-CTHP-(VBTAC).

Ti ctrl Ti-CTPA  Ti-CTPA-p-(VBTAC)  Ti-CTHP  Ti-CTHP-p-(VBTAC)

48.1°+9 68.5°+5 27.7° 5 61.5°+5 20.7° 7

Anmerkung: Kontaktwinkel sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen Positionen *

Standardabweichung angegeben.



102 5. Ergebnisse und Diskussion

5.3.5 SI-PIMP Uber Ti-CTHP mit weiteren ionischen Monomeren

Durch die Ergebnisse der Immobilisierung von CTPA und CTHP auf TiO2-Nanopartikeln und
Titantradgern konnte ermittelt werden, dass CTHP eine sehr viel bessere Beladung der
Oberflache vermittelt als CTPA. Durch die ersten SI-PIMP Versuche mit VBTAC uber Ti-CTPA
und Ti-CTHP konnte auch deutlich gemacht werden, dass eine flachendeckende
oberflacheninitiierte Polymerisation nur Gber Ti-CTHP erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.
Deshalb wurde fur die weiteren SI-PIMP Versuche nur noch Ti-CTHP verwendet. Hier sollte
wieder wie bei der SI-ATRP getestet werden, ob sich weitere ionische Monomere Ulber SlI-

PIMP auf Titan oberflacheninitiiert polymerisieren lassen.

Es wurden zwei weitere kationische Monomere METAC und VBD polymerisiert und mit den
Ergebnissen Gber SI-ATRP verglichen. Weiter wurde das neue, kombiniert wirkende Monomer
VBDSB getestet. Abschliel3end wurde das von BURMEISTER et al. neu entwickelte Monomer
VBNOX, Uber SI-PIMP auf Titan polymerisiert (Abbildung 45).*® Es wurde gezeigt, dass
Polymere N-oxide sowohl low-fouling Aktivitat gegen verschiedene Stamme zeigen, als auch

Uber eine ROS Bildung und Freisetzung Bakterien in unmittelbarer Umgebung abtéten.

Abbildung 45: SI-PIMP uber Ti-CTHP mit verschiedenen Monomeren zu Darstellung von den polykationischen Ti-
p-(METAC), Ti-p-(VBD), dem polyzwitterionischen Ti-p-(VBNOXx) und dem kombinierten Ti-p-(VBDSB).

Darstellung polykationischer Modifikationen tber Ti-CTHP mit SI-PIMP

Zunachst wurden weitere polykationische Modifikationen dber Ti-CTHP mit SI-PIMP
dargestellt. Daftr wurden das Methacrylderivat METAC und das neu dargestellte VBD als
Monomere verwendet (Schema 17). Hier wurde auf einen externen Katalysator verzichtet und

die Polymerisation in Wasser unter Luftausschluss bei UV-Strahlung (365 nm) durchgefuhrt.
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Schema 17: SI-PIMP mit VBD und METAC auf Titan.

Evaluierung

Fur die Modifizierungen Ti-p-(VBD) und Ti-p-(METAC) wurden zundchst Kontaktwinkel
bestimmt. Hier konnten fir beide sehr niedrige Kontaktwinkel von unter 20° festgestellt
werden, was eine polykationische Modifizierung bestatigt (Tabelle 18). Fir beide
Modifizierungen wurden zudem auch niedrigere Kontaktwinkel gemessen als fir das zuvor
dargestellte Ti-p-(VBTAC).

Tabelle 18: Vergleich der Kontaktwinkel von Ti ctrl, Ti-CTHP, Ti-p-(VBTAC), Ti-p-(VBD) und Ti-p-(METAC).

Ti ctrl Ti-CTHP Ti-p-(VBTAC) Ti-p-(VBD) Ti-p-(METAC)

48.1°+ 9 61.5°+5 20.7° 7 16.3°+7 13.7°£5

Anmerkung: Kontaktwinkel sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen Positionen +
Standardabweichung angegeben.

Fur beide polykationischen Modifizierungen Ti-p-(VBD) und Ti-p-(METAC) wurde die
Ladungsdichte mit dem Fluorescein Assay*® %6 bestimmt. Fur Ti-p-(VBD) konnten nur unter
1*10% N*/cm? festgestellt werden, wohingegen fiir Ti-p-(METAC) 4.7 * 10'° N*/cm?
gemessen wurden. Anhand der Ladungsdichten ware eine kontaktbiozide Aktivitat somit nur
fur Ti-p-(METAC) zu erwarten. Vergleichend wurden in Tabelle 19 die Ladungsdichten fir alle
kationischen Modifizierungen Uber beide Techniken SI-ATRP und SI-PIMP dargestellt. Hier

ergibt sich ein interessantes Bild. Ti-p-(VBTAC) lasst sich Uber beide Polymerisations-
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techniken mit sehr guten Ladungsdichten an quartdéren Ammoniumgruppen darstellen. Ti-p-
(METAC) lasst sich nur mit SI-PIMP Uber Ti-CTHP mit guten Ladungsdichten darstellen. Fir
Ti-p-(VBD) lassen sich keine hohen Ladungsdichten detektieren.

Tabelle 19: Ladungsdichte der Ammoniumgruppen N* 10° pro cm? bestimmt iber den Fluorescein Assay

Ti-p-(VBTAC) Ti-p-(VBD) Ti-p-(METAC)
tiber Ti-CTHP 20.1+1.7 0.4+0.3 47+2.1
iiber Ti-ADPA 14.2 + 3.0 9.7+0.8 0.1+0.1

Anmerkung: Die Werte sind in 10*° und als Mittelwert + Standardabweichung von drei Tragern angegeben und berechnet aus drei
Bestimmungen der UV-VIS Absorption. Die Modifikationen tiber Ti-CTHP wurde mit SI-PIMP darstellt, tiber Ti-ADPA mit SI-ATRP.

Fur alle polykationischen Modifikationen Ti-p-(VBTAC), Ti-p-(VBD) und Ti-p-(METAC) wurde
mit dem ASTM Assay E2149-13a auf eine kontaktbiozide Aktivitdt gegen Staph. aureus (ATCC
25923) getestet. Fiur alle drei konnte eine signifikante Reduktion der KBE nachgewiesen

werden und es wurden logio-Reduktionen von 2.6 bis 2.8 erhalten (Tabelle 20).

Sogar fur Ti-p-(VBD), wo nur eine geringe Ladungsdichte ermittelt wurde, konnte ein
signifikanter Effekt nachgewiesen werden. Dies unterstitzt wieder den Punkt, dass bei
grampositiven Bakterien zusatzliche hydrophobe Seitengruppen nétig sind fir einen
kontaktbioziden Effekt.’*® Bei VBD ist eine groRBe hydrophobe Seitengruppe durch das
DABCO-Gerlst gegeben und dementsprechend reichen auch geringe Ladungsdichten der
Ammoniumgruppen fir einen Effekt. Hier ware es sinnvoll zu tberpriifen, ob sich die tber Sl-
PIMP dargestellten Polymerbirsten anders anordnen als die tiber SI-ATRP dargestellten. Es
kénnte vermutet werden, dass die Ammoniumgruppen nicht Idsungsmittelzuganglich sind und
deswegen nicht detektiert worden sind. Hier wéren tiefergehende Untersuchung uber

beispielsweise SIMS-ToF sinnvoll.

Somit lassen sich kontaktbiozide Modifikationen erfolgreich mit verschiedenen kationischen
Monomeren Uber Ti-CTHP mit SI-PIMP darstellen. Folglich stellt SI-PIMP eine gute
katalysatorfreie Alternative zur SI-ATRP auf Titan dar.

Tabelle 20: Ergebnisse des ASTM Assays E2149-13a als logio-Reduktion gegen Staph. aureus ATCC 25923

Ti-p-(VBTAC) Ti-p-(VBD) Ti-p-(METAC)
liber Ti-CTHP 2.7+£0.0™ 2.6+0.1" 2.8+0.0™
iiber Ti-ADPA 3.2+0.0™ 2.7+0.3™ -

Anmerkung: Werte sind als Mittelwert einer dreifachen Bestimmung + Standabweichung angegeben. Statistische Signifikanz
wurde durch paarweisen Vergleich mittels Tukey Test ermittelt, p < 0.001 (***). Die Modifikationen tuber Ti-CTHP wurden mit SI-
PIMP erstellt, iber Ti-ADPA uber SI-ATRP.
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Darstellung polyzwitterionischer Modifikationen tber Ti-CTHP mit SI-PIMP

Da sich die polykationischen Modifikationen erfolgreich tber Ti-CTHP mit SI-PIMP darstellen
lassen, sollte Ti-CTHP verwendet werden, um das zwitterionische VBNOXx und das kombiniert
wirkende VBDSB auf Titan zu polymerisieren (Schema 18). Hier wurde auf einen externen
Katalysator verzichtet und die Polymerisation in Wasser unter Luftausschluss bei UV-

Strahlung (365 nm) durchgefihrt.
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Schema 18: SI-PIMP Uber Ti-CTHP mit VBDSB und VBNOX.
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Evaluierung

Die Titanmodifizierung Ti-p-(VBNOXx) und Ti-p-(VBDSB) lieRen sich erfolgreich tber eine Sl-
PIMP darstellen, was sich Uber die Kontaktwinkel bestatigen lasst (Tabelle 21). Hierbei liegt
der Kontaktwinkel fiur Ti-p-(VBDSB) in einem ahnlichen Bereich wie die Modifikation tUber Ti-
ADPA mit SI-ATRP, was flr eine ahnlich erfolgreiche Modifizierung steht. Die Kontaktwinkel
fur Ti-p-(VBNOX) sind auch vergleichbar mit Kontaktwinkeln, die in der Literatur® ermittelt
wurden, was eine erfolgreiche Polymerisation bestatigt. Zur Interpretation der Kontaktwinkel
sollten die Ergebnisse von CHENG et al.?>2 berlicksichtigt werden, da es bei beiden Polymeren
wahrscheinlich zu einem superkollabierten Zustand durch intra- und intermolekulare
Interaktionen der Polymerbursten kommt und der Kontaktwinkel somit nicht so niedrig ist, wie

bei polyionischen Modifikationen auf den ersten Blick zu erwarten ware.

Tabelle 21: Vergleich der Kontaktwinkel von Ti ctrl, Ti-CTHP, Ti-p-(VBNOXx) und Ti-p-(VBDSB).

Ti ctrl Ti-CTHP Ti-p-(VBNOX) Ti-p-(VBDSB)

48.1°+9 61.5°+5 24.7° =9 32.6°+3

Anmerkung: Kontaktwinkel sind als Mittelwert von drei Tragern mit jeweils drei Messungen an unterschiedlichen Positionen *

Standardabweichung angegeben.

Antimikrobiologische Evaluierung mit ASTM Assay E2149-13a

Fur Ti-p-(VBNOX) wurde eine antimikrobiologische Evaluierung mit dem ASTM Assay E2149-
13a durchgefiihrt und es wurde ein leichter, aber signifikanter, antibakterieller Effekt gegen
Staph. aureus festgestellt. Die logio-Reduktion liegt bei 1.95 + 0.1". Es konnten also nicht so
hohe antibakterielle Effekt wie bei BURMEISTER et al.® festgestellt werden und diese lagen
zudem unter dem Threshold von einer logio-Reduktion von 2.00.1% Eine Erklarung hierfur
konnte eine Instabilitat der N-oxid Struktur gegentiber UV-Licht sein.’ KONKIN et al.1’® zeigten,
dass N-Methylmorpholine-N-oxid unter Lichteinstrahlung Radikale bildet und sich zersetzt.
Wenn es wéahrend der Polymerisation zur partiellen Zersetzung der N-oxide kommt, hatte das
einen Verlust an biologischer Aktivitat zur Folge. Um dies abschlieRend zu klaren, missten
genauere Analysen des gebildeten Polymers auf der Titan Oberflache durchgefihrt werden.
Mit XPS oder SIMS-ToF kénnte die chemische Zusammensetzung ermittelt und ein Verhaltnis
von tertiaren Aminen und eventuell noch vorhandenen N-oxiden bestimmt werden. Wenn eine
Zersetzung der N-oxide festgestellt werden wirde, konnte eine oberflacheninitiierte
Polymerisation der tertisren Amine mit anschlieRender Postmodifizierung mit
Wasserstoffperoxid zu den gewtinschten N-oxiden erwogen werden. Dies wurde bereits

erfolgreich in der Literatur gezeigt.5 38 176
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6.1 Methoden und Materialien

6.1.1 Allgemeine Anmerkung

Alle Standardchemikalien wurden in Reagenzienqualitét bei ABCR, Acros, Alfa Aesar, Fluka,
Sigma Aldrich, Merck, Roth oder TCI erworben und, falls nicht anders erwéhnt, ohne weitere
Reinigung vor der Verwendung eingesetzt. (Vinylbenzyl)trimethylammoniumchlorid (VBTAC,
97%) wurde von Santa Cruz Biotechnology, Inc. erworben. Die Synthese der verwendeten
Monomere (Vinylbenzyl)dimethylamin VBDMA, (Vinylbenzyl)sulfobetain VBSB und
(Vinylbenzyl)dimethylaminoxid VBNOx wurden nach Literaturprotokollen durchgefiihrt.4
Titantrdger aus Reintitan 3.7025 Grad 1 (GroBRe: 20 mmx 10 mmx 1.0 mm) und
Magnesiumtrager mit der Legierung AZ31 (GroRRe: 30 mm x 10 mm X 2 mm) wurden von
Rocholl GmbH bezogen. TiO2-Nanopartikel (Aeroxide P25, 21 nm) wurden von Sigma-Aldrich
bezogen. MgO-Nanopartikel (35 nm) wurden von Chempur bezogen. Sofern nicht anders
angegeben, wurden LOsungsmittel vor der Verwendung destilliert oder in HPLC-Qualitat
verwendet. Wasser wurde in Milli-Q Qualitat verwendet, wenn nicht anders angegeben.
Reaktionen unter Wasser- und Luftausschuss wurden unter Verwendung von trockenen
Losungsmitteln  und in ausgeheizten Glasapparaturen unter einer trockenen
Stickstoffatmosphére durchgefiihrt. Dabei wurden feste Reagenzien im Vakuum getrocknet
und trockene, flissige Reagenzien sowie trockene Lésungsmittel Gber eine mit Stickstoffgas

konditionierte Spritze zugegeben.

6.1.2 Instrumentelle Analytik

Kernresonanzspektroskopie

1H-, 13C-, und *'P-NMR-Messungen wurden bei Raumtemperatur in Probenréhrchen mit 5 mm
AulRendurchmesser in einem Bruker Avance Ill HD 400 MHz oder Bruker Avance | HD
500 MHz Spektrometer (AV400 und AV500, Bruker Biospin GmbH, Ettlingen, Deutschland)
aufgenommen. *H- und *C-NMR-Spektren wurden gegen deuterierte Losungsmittel kalibriert.
13C-NMR und *'P-NMR wurden mit *H-Entkopplung aufgenommen. Fir die 3!P-NMR-Spektren
wurde als externer Standard 85% HsPOs verwendet. Zusatzlich wurden zweidimensionale
Experimente (HSQC, H,H-COSY und HMBC) zur Peak Zuordnung gemessen. Zur Auswertung

wurde Mestre Nova verwendet.

Festphasen-NMR

31p und BC CP MAS NMR Spektren von mit Phosphonsauren modifizierten Nanopartikeln

wurden bei Raumtemperatur mit MAS (magic angle spinning) Frequenz bei 13 kHz gemessen.
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3P NMR Spektren der freien Phosphonsauren wurden unter statischen Konditionen ohne 'H-

Entkopplung aufgenommen.

Massenspektroskopie

Hochauflosende Massenspektren wurden mit einem MicroTOF-Q mit ESI-Quelle von Bruker
Daltonik GmbH (Bremen, Deutschland) gemessen. Zur Auswertung wurde Mestre Nova

verwendet.

Elementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden mit einem C/H/N/S-Analysator EA3000 von EuroVektor

durchgefihrt.

UV/vis-Spektroskopie.

Die UVl/vis-Spektren wurden mit einem Genesys 10S-Spektrophotometer von Thermo

Scientific (Waltham, USA) aufgenommen und mit der Visionlite-Software ausgewertet.

Messungen des Kontaktwinkels

Die Wasserkontaktwinkel wurden mit einem OCA 20-Goniometer von DataPhysics
(Filderstadt, Deutschland) gemessen. Dieses Goniometer ist ausgestattet mit drei
automatisierten Dosiereinheiten far verschiedene Flissigkeitssonden, einem
Hochgeschwindigkeits-Videosystem mit einer CCD-Kamera, einem Messtisch und einer
Halogenbeleuchtung fir statische und dynamische Kontaktwinkelmessungen. Zur Auswertung
wurden drei unabhangige Messungen an drei verschiedenen Punkten der Oberflache jedes
Probekdrpers durchgefuhrt. Advancing Kontaktwinkel wurden mit deionisiertem H,O nach der
statischen Sessile-Drop-Methode mit einem Dosiervolumen von 5 pL gemessen. Die
Dosierrate der automatischen Spritze wurde auf 1 pL/min eingestellt. Der erhaltene Winkel

wurde mit der OCA-Software berechnet.
IR-Spektroskopie

Die Infrarotspektren wurden mit einem gedampften Totalreflexions-Fourier-Transformations-
Infrarotsystem (ATR-FTIR), Modell "IRAffinity-1S" von Shimadzu (Kyoto, Japan)
aufgenommen, unter Verwendung eines "Quest'-ATR-Zubehdrs von Specac. Der
Spektralbereich wurde von 4000 bis 400 cm?® mit einer Auflosung von 0.5cm? im
Transmissionsmodus vermessen. Die Spektren wurden mit OriginPro 9 (2021) Software

ausgewertet.

Roéntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

XPS-Messungen wurden mit einem KRATOS AXIS Ultra DLD (Kratos Analytical, Manchester,

Vereinigtes Konigreich) durchgefuhrt, das mit einer monochromatischen Al Ka-Anode, die bei
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15 kV (225 W) arbeitet. Fur die Ubersichtsspektren wurde eine Durchlassenergie von 160 eV
und fur die Regionalspektren eine Durchgangsenergie von 20 eV verwendet. Es wurde eine
Flache von 700 x 300 um vermessen. Fur die Bestimmung der Schichtdicke wurde eine
Argonatzung durchgefiihrt. Die Atzrate betrug 8 nm/min  bezogen auf TayOs
(Beschleunigungsspannung 3.8 kV mit einem Extraktionsstrom von 160 pA). Die Auswertung
und Validierung der Daten erfolgten mit der Software CASA-XPS Version 2.3.24. Die
Kalibrierung der Spektren erfolgte durch Einstellung des C 1s-Signals auf 284.5 eV. Fir die
Dekonvolution der einzelnen Elementregionen wurde vor der Berechnung eine

Hintergrundsubtraktion (U 2 Tougaard oder Shirley) durchgeftihrt.

Flugzeit-Sekundéarionen-Massenspektrometrie  (SIMS-ToF) und  Rastersonden-
mikroskopie (SPM)

Korrelierte Massenspektrometrie und topographische Analyse der Polymerbeschichtungen
wurde mit einem M6 Plus-Gerat (IONTOF GmbH, Miinster, Deutschland) durchgefiihrt. Dieses
Gerat ist sowohl mit einem Flugzeit-Sekundarionen-Massenspektrometers (SIMS-ToF) und
zusatzlich mit einem Rastersondenmikroskop (SPM) fir die Kkorrelative Bildgebung

ausgestattet.

Alle Ti-p-(VBTAC) Proben wurden in 3D durch schichtweise ablésen des Polymers mit einer
5 keV Arspsg™-Clusterstrahl (1 = 0.231 nA) analysiert. Analysiert wurde mit 30 keV Biz**-lonen in
positiver Polaritat auf einer Flache von 100 x 100 ym? (128 x 128 Pixel, | = 0.045 pA bei einer
Zykluszeit von 200 ps, 700 um LMIG-Apparatur, Spektrometriemodus) alternierend und
zentriert zum Ar-Strahl, welcher ein 200 x 200 um? groRen Sputterkrater erzeugte. Es wurde
nach jedem Analysescan funf Sputterscans durchgefiihrt, gefolgt von 0.5 s Pause fiir den
Ladungsausgleich mit niederenergetischen Elektronen. Die erzielte Massenaufldsung betrug
m/Am > 9.150 FWHM fir C3HsN*.

Von Ti-ABPA-p-(VBTAC) wurden beispielhaft SPM-Linienscans vor und nach dem depth
profiling im tapping modus durchgefiihrt, um die Kratertiefen aus der Differenz der Profile zu
ermitteln. Die Werte wurden zur Kalibrierung der Sputter-Zeitachse verwendet. Fir Ti-ABPA-
p-(VBTAC) wurden Topographie-Bilder mit SPM vor und nach dem depth profiling
aufgenommen. Dazu wurde der 400 pym-Strahl, der LMIG-Apparatur verwendet und die Anzahl
der Analyse-Scans wurde auf funf zwischen den Sputterzyklen erhéht. Dies wurde getan, um
die laterale Auflosung zu verbessern und die Zahlstatistiken aufgrund des niedrigeren

Strahlstroms Strom zu kompensieren.

Ti-p-(VBDSB) wurde in 3D durch schichtweise ablésen des Polymers mit einer 5 keV Arzoss*™-
Clusterstrahl (I = 0.21 nA) analysiert. Analysiert wurden mit 60 keV Bis**-lonen in positiver

Polaritat auf einer Flache von 75 x 75 pm? (128 x 128 Pixel, | = 0.09 pA bei einer Zykluszeit



110 6. Experimentalteil

von 200 ps, 700 um LMIG-Apparatur, Spektrometriemodus) alternierend und zentriert zum Ar-
Strahl, welcher ein 140 x 140 um? groRen Sputterkrater erzeugte. Es wurden nach drei
Analysen zwei Sputterscans durchgeftuhrt, gefolgt von zwei Pausen fur den Ladungsausgleich
mit niederenergetischen Elektronen. Die erzielte Massenauflésung betrug m/Am > 4.740
FWHM fur C16N2H23S0s3.

Von Ti-p-(VBDSB) wurden SPM-Lininenscans vor und nach dem depth profiling im tapping
modus durchgefuhrt, um die Kratertiefen aus der Differenz der Profile zu ermitteln. Fir Ti-p-
(vBDSB) wurde eine Erosionsrate von 1.489 nm/s berechnet und zur Kalibrierung der
Sputteraxen verwendet. Fir das korrelative 3D-Bild wurde eine SPM-Bildgebung des

untersuchten Bereichs vor und nach dem SIMS-depth profiling durchgeftihrt und korreliert.

Die gesamte Datenauswertung erfolgte mit der Software Surface Lab 7.3 Software (IONTOF
GmbH, Munster, Deutschland).

Laserscanmikroskopie

Die Oberflachenaufnahmen wurden mit einem Keyence 3D Laserscanning-Mikroskop der
Modellreihe VK-X3000 durchgefiihrt.

Elektrokinetische {-Potential Bestimmungen

Die Bestimmung des Zetapotentials ((-Potential) der Oberflache wurde als Strémungspotential
mit einem elektrokinetischen Surpass analyzer (Anton Paar, Graz, Osterreich) durchgefiihrt.
Die Messungen wurden mit einer einstellbaren Spaltzelle durchgefiihrt, in der zwei Proben mit
einer rechteckigen Grdf3e von 1 cm x 2 cm eingespannt wurden. Der Mikrospalt zwischen den
beiden Proben wurden auf 110 um vis-a-vis eingestellt. Fir jede Messung wurde die
Ausgangsleitfahigkeit auf 17 uS/m mit KCl als Elektrolyt eingestellt. Der Ausgangs pH-Wert
wurde mit KOH auf 9.5 eingestellt. Automatischer pH-Titration wurde durch Zugabe von 0.05 M
wassriger HCI schrittweise zwischen pH 9.5 bis pH 2.5 durchgefuhrt. Die dargestellten Werte

der {-Potenziale wurden als Mittelwert von vier Messungen fir jede pH-Stufe ermittelt.

Thermogravimetrische Analyse

Thermogravimetrische Analysen (TGA) wurde mit einer TGA 2 (Mettler-Toledo GmbH,
GielRen, Deutschland) wunter Verwendung von Alox-Tiegeln durchgefiihrt. Ein
Temperaturprogramm mit einer Heizrate von 10 K/min (50 bis 80 °C, 80 °C fur 10 min, 80 bis

700 °C) wurde unter Stickstoffatmosphére betrieben.

Der Gewichtsverlust Amwor der immobilisierten bifunktionalen Phosphonséuren (PA) in
Gewichtsprozent wurde mit folgender Formel 1 berechnet, hierbei wurde der Gewichtsverlust

der freien PA als Korrektur mit einberechnet:
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Am (TiO,/MgO — PA)
Amyory = Am (PA)

* 100%

Formel 1 mit dem korrigiertem Gewichtsverlust Amy., dem gemessenen Gewichtsverlust Amrioz-pa) und dem Gewichtsverlust der
freien Phosphonséuren Ampp).

Aus dem Gewichtsverlust Amgor wurde die Beladungsdichte der PAs auf den Nanopartikeln
oi in Molekulen PA pro nm? nach der folgenden Gleichung berechnet:

ATnkorr NA

= * x 10718
(100 - Am'korr) Sm * MPA

Oj

Formel 2 mit der Beladungsdichte o;, dem korrigiertem Massenverlust Amy,r, der Avogadro Nummer Na, der molaren Masse der

immobilisierten Phosphonsaure Mp, und der spezifischen Oberflache der TiO,-Nanopartikeln S, bestimmt Uber BET.
Brunauer-Emmett-Teller-Methode (BET)

Die Bestimmung der spezifischen Oberflaiche Sm mittels Gasadsorption wurde auf einem
Thermo Scientific Surfer von Thermo Fisher Scientific unter Verwendung von Stickstoff

durchgefiuhrt. Vor der Messung wurden die Proben im Vakuum bei 40 °C getrocknet.
Statistik

Die statische Auswertung wurde mit OriginPro 9 (2021) Software durchgefiihrt. Die Daten
werden als Mittelwert £ Standardabweichung fir kontinuierliche Variablen oder als selektive
Haufigkeit fur kategorische Variablen angegeben. Zur Bewertung des antimikrobiellen Tests
und des Adhé&sionstest wurde ein paarweiser Vergleich mittels Tukey-Tests durchgefihrt. Ein

p-Wert von weniger als 0.05 wurde als signifikant angesehen.

6.1.3 Chromatographische Methoden

Fur die Saulenchromatographie wurde Kieselgel (Korngrof3e: 60 — 200 um) oder RP-18-
Kieselgel (40 — 63 pm, 60 A) der Firma Machery-Nagel verwendet.

Fur die Dinnschichtchromatographie  wurden  DC-Kieselgel-Aluminiumfolien  mit
Fluoreszensindikator  (Kieselgel 60 F 254) verwendet. Als Farbereagenz  wurde

Molybdatophosphorsaure-Lésung (5 g Molybdatophosphorsaure, 100 mL EtOH) verwendet.
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6.1.4 Methoden zur Immobilisierung

Immobilisierung auf Nanopartikeln

Die Immobilisierung von bifunktionalen Phosphonsauren wurde nach Gao et al.l’’ mit
geringfiigigen Anderungen in einem 20-mL-BordelgefaR mit Septum durchgefiihrt. Die
bifunktionalen Phosphonséuren (100 pmol) wurden in 10 mL eines MeOH/H>O-Gemisch
(2:1 VIV) gelést. Die TiO, oder MgO Nanopartikel (50 mg) wurden hinzugegeben, und das
Reaktionsgemisch wurde 3 Tage lang auf 80 °C erhitzt. Nach Abkuhlen wurde die Mischung
zentrifugiert (600 U/min, 10 min) und die Nanopartikel dekantiert. Danach wurden die
Nanopartikel in MeOH (10 mL) suspendiert und anschliel3end erneut zentrifugiert (600 U/min,
10 min) und dekantiert, dieser Reinigungsschritt wurde dreimal wiederholt. Die resultierenden

Partikel wurden anschlie3end gefriergetrocknet.

Wasserfreie Immobilisierungsbedingungen wurde fiir MgO Nanopartikel verwendet. Die
bifunktionalen Phosphonséauren (100 uymol) wurden in 10 mL CH.Cl, oder THF oder EtOH
gelost. MgO Nanopartikel (50 mg) wurden hinzugegeben, und das Reaktionsgemisch wurde
drei Tage lang bei 40 °C (CH2Cl,) bzw 60 °C (THF oder EtOH) erhitzt. Nach Abkihlen wurde
die Mischung zentrifugiert (600 U/min, 10 min) und die Nanopartikel dekantiert. Danach
wurden die Nanopartikel in MeOH (10 mL) suspendiert und anschlie3end erneut zentrifugiert
(600 U/min, 10 min) und dekantiert, dieser Reinigungsschritt wurde dreimal wiederholt. Die

resultierenden Partikel wurden anschlieRend gefriergetrocknet.

Immobilisierung auf Bulkmaterialien

Titantrager wurden fiur jeweils 10 min in einem Ultraschallbad gereinigt, erst mit Aceton
(10 mL), dann mit MeOH (10 mL) und schlieBlich mit entionisiertem H,O (10 mL). Danach
wurden die Tréger fur 1 h mit ,Piranhasaure“ behandelt (H.SO4:H20: (3:1 V/V). Anschliel3end

wurden die Trager mit entionisiertem H>O gespult und im Vakuum getrocknet.

Magnesium Trager wurden entweder chemisch gereinigt nach KORRAPATI*?* oder durch
schleifen (Nassschleifpapier Kérnung 240, 600, 1200, 2400) und anschlieRender jeweils
10 min Reinigung in einem Ultraschallbad in Pentan (10 mL) und in entionisiertem H>O
(10 mL).

Die anschlieRende Immobilisierung der gereinigten Trager erfolgte in einem 20-mL-
Bordelgefal? mit Septum. Die bifunktionalen Phosphonséuren (10 pmol) wurden in 10 mL
EtOH gel6st. Die Trager wurden in die Lésung getaucht und 3 Tage lang auf 60 °C erhitzt.
AnschlieRend wurden die Trager aus der Losung entfernt und fir 2 h bei 110 °C gebacken.
Danach wurden die Trager dreimal fiir 10 min im Ultraschallbad gereinigt (EtOH, 10 mL), um

nicht kovalent gebundene Liganden zu entfernen.
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6.1.5 Methoden fiir die oberflacheninitiierte Polymerisation

SI-ATRP

Die SI-ATRP auf Tragern wurde nach eine Methode von FAN et al.*”® mit kleinen Anderungen
durchgefuhrt. In einem geschlossenen 10-mL-Bérdelgefall mit Septum fur die Gaszufuhr
wurde CuBr (3 mg, 20 ymol) mit Stickstoff inkubiert. Eine Lésung des Monomers (1.00 g,
25% (m/m)) und N,N,N’,N’,N"-Pentamethyldiethylentriamin (10 yL, 48 pmol) in 4.0 mL H2O
wurden Uber eine Spritze hinzu gegeben und die resultierende Lésung wurde 1 h lang mit
Stickstoff entgast. Die Titantrager mit den immobilisierten PAs wurden hinzugefiigt und es
wurde nochmal fiir 5 min mit Stickstoff entgast. Die Mischung wurde fir 2 h auf 70 °C erhitzt.
AnschlieRend wurden die Titantrager aus der Mischung entfernt und grindlich mit
entionisiertem H>O gespult. Die Trager wurden im Ultraschallbad, zunachst 10 min in H.O
(20 mL) und dann 10 min in MeOH (10 mL) gereinigt, um das nicht kovalent gebundene

Material zu entfernen. Danach wurden die Trager im Stickstoffstrom getrocknet.

Fur SI-ATRP auf TiO.-Nanopartikeln wurden TiO2-Nanopartikel mit immobilisierten PAs
(20 mg) und CuBr (3 mg, 20 ymol) in einem geschlossenen 20-mL-Bordelgefa3 mit Septum
mit Stickstoff inkubiert. Eine Losung von VBTAC (1.00 g, 4.72 mmol) und N,N,N'N’,N"-
Pentamethyldiethylentriamin (10 pyL, 48 ymol) in 4.0 mL H,O wurde Uber eine Spritze
zugegeben und die Losung wurde 1 h lang mit Stickstoff entgast. Das Gemisch wurde dann
unter Rihren auf 70 °C erhitzt. Nach 2 h wurde die Lésung mit 5 mL H,O verdinnt,
zentrifugiert (600 U/min., 10 min) und dekantiert. AnschlieRend wurden die Nanopartikel in
H.O (10 mL) suspendiert, zentrifugiert (600 U/min, 10 min) und dekantiert. Der
Reinigungsschritt wurde dreimal wiederholt. Die resultierenden Partikel wurde vor der Analyse

gefriergetrocknet.

SI-PIMP

Fur die SI-PIMP wurden 10-mL-Boérdelgefalle mit Septum verwendet. Eine Lésung aus
Monomer (1.00g, 25% (m/m)) in 4.0 mL H,O wurde fir 30 min mit Stickstoff entgast.
Titantrager mit immobilisierten PAs wurden zur Lésung gegeben und diese noch einmal fir
5 min mit Stickstoff entgast. Die Mischung wurde dann in den Photoreaktor (365 nm) gestellt.
Nach einer Reaktionszeit von 2 h wurden die Objekttrager herausgenommen und mit
entionisiertem H,O gespllt, um nicht gebundenes Monomer und Polymer zu entfernen.
AnschlieBend wurden die Titantrager im Ultraschallbad gereinigt, zunachst 10 min in H>O
(20 mL) und dann 10 min in MeOH oder EtOH (10 mL).
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6.1.6 Methoden um die Ladungsdichte zu ermitteln

Fluorescein Assay

Die l6sungsmittelzuganglichen kationischen Ladungen wurden mit einem leicht
abgewandelten Fluorescein-Assay nach TILLER et al.*®* und MURATA et al.*® bestimmt.
Titantrager mit einer Oberflache von 4.6 cm? wurden mit 10.0 mL einer 1 %igen (m/m)
wassrigen Natriumfluoresceinlésung fir 20 min auf einem Schittler bei 100 U/min inkubiert.
Die Titantrdger wurden anschlieBend aus der Losung genommen und mit H.O abgesplilt.
AnschlieRend wurde das nicht adsorbierte Fluorescein entfernt, indem die Trager fir dreimal
10 min in H20 (10 mL) im Ultraschallbad gereinigt wurden. Zur Desorption des immobilisierten
Fluoresceins wurden die Tréager in 9.0 mL einer 0.1 %igen (m/m)
Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTAC)-Ldsung fur 30 min auf einem Schiittler bei 100 U/min
inkubiert. Nach dem die Tréger aus der Losung entfernt worden, wurden 1.00 mL PBS-Puffer
(0.1 M, pH 8.0) hinzugegeben, und die Absorption der resultierenden Losung wurde bei
501 nm gemessen. Als Kontrolle wurde ein gereinigter Titantrdger verwendet und die
Absorption als Blindwert subtrahiert. Alle Messungen wurden als Triplikat durchgefthrt. Die
Konzentration an desorbiertem Fluorescein wurde mit einem Extinktionskoeffizient von

77,000 1/M*cm berechnet nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz:

-4y
d * ¢

Formel 7 mit der Konzentration c, der gemessenen Absorption A bei 501 nm der Losung des Tragers, der Absorption bei 501 nm

einer Lésung eines Kontrolltragers A, die Schichtdicke d und des Extinktionskoeffizienten von Fluorescein ¢ = 77,000 1/M*cm.
Kristallviolett Assay

Die Idsungsmittelzugéanglichen anionischen Ladungen wurden mit einem leicht abgewandelten
Kristallviolett Assay nach BURMEISTER et al. 143 bestimmt. Titantrager mit einer Oberflache von
4.6 cm? wurden mit 10.0 mL einer 1 %igen (m/m) wassrigen Kristallviolettldsung fir 30 min auf
einem Schiittler bei 100 U/min inkubiert. Die Titantrdger wurden anschlieBend aus der Lésung
genommen und mit H>O abgespiilt. AnschlieRend wurde das nicht adsorbierte Kristallviolett
entfernt, indem die Trager fir dreimal 10 min in H,O (10 mL) im Ultraschallbad gereinigt
wurden. Zur Desorption des immobilisierten Kristallvioletts wurden die Trager in 10.0 mL einer
0.1 %igen (m/m) Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lésung fur 30 min auf einem Schittler bei
100 U/min inkubiert. Nach dem die Trager aus der Losung entfernt worden, wurde die
Absorption der resultierenden Ldsung bei 590 nm gemessen. Als Kontrolle wurde ein
gereinigter Titantrdger verwendet und die Absorption als Blindwert subtrahiert. Alle
Messungen wurden als Triplikat durchgefuhrt. Die Konzentration an desorbiertem Kristallviolett
wurde mit einem Extinktionskoeffizient von 87,000 1/M*cm berechnet nach dem Lambert-

Beerschen-Gesetz;
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Formel 12 mit der Konzentration ¢, der gemessenen Absorption A bei 590 nm der Lésung des Tragers, der Absorption bei 590 nm

einer Losung eines Kontrolltragers Ao, die Schichtdicke d und des Extinktionskoeffizienten von Kristallviolett £= 87,000 1/M*cm.

6.1.7 Mikrobiologische Methoden
Bestimmung der Antimikrobiellen Aktivitat — ASTM Assay E21 49-13a

Die Evaluation der antimikrobiellen Aktivitdt wurde mit einem modifizierten ASTM-Test E21
49-13a durchgefiihrt. Alle Titantrager wurden vor dem Assay mit 70 %igem (V/V)
Isopropylalkohol desinfiziert und bei Raumtemperatur getrocknet. Die Testmikroorganismen
(Staphylococcus aureus ATCC 29213 oder 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa PA01) wurden tber Nacht auf Columbia-Agar kultiviert und auf ein
Inokulum von 10° KBE/mL mit steriler Kochsalzlésung (0.9 % (m/m)) verdinnt. Die Titantrager
(mit einer Oberflache von 4.6 cm?) wurden mit 4 mL der verdinnten Bakteriensuspension
(10° KBE/mL) in einem 5-mL-Falkontube oder einem 15-mL-Falkontube fiir 2 h auf einem
Schittler (120 rpm) bei 37 °C inkubiert. Dies entspricht einer Bakterienchallenge von
0.9 * 10° KBE/cm? Titantrager. Nach der Inkubation wurde die Bakterienlosung und zwei
Verdinnungen (100 uL der Inkubationslésung Loésung, 1:10-Verdinnung und 1:100-
Verdinnung) auf Columbia-Agar 18 h lang bei 37 °C bebrutet. Nach Bebrutung wurden die
Kolonien gezahlt. Eine Positivprobe und eine Negativ-Steril-Kontrolle wurden ebenfalls
bestimmt. Messungen wurden fur jeden Trager in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Logio-

Reduktion wurden mit der folgenden Formel berechnet:

, No
logip Reduktion = logg (W)

Formel 14 mit der Anzahl der KBE vor der Inkubation No und der Nummer der KBE nach der Inkubation N.
Bestimmung der Low-Fouling-Aktivitat (bakterieller Adhasionstest)

Alle Titantréager wurden mit 70 %igem (V/V) Isopropylalkohol desinfiziert und vor dem Test im
Laminar Airflow (LAF) getrocknet. Die Testmikroorganismen (Staphylococcus aureus ATCC
29213, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa PAO01) wurde tber Nacht auf
Columbia-Agar kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde suspendiert und in steriler
Kochsalzlésung (0.9% (m/m)) auf ein Inokulum von 10* KBE/mL verdunnt. Titantrager wurden
mit jeweils 1980 pL Mueller-Hinton-Bouillon (MHB) bedeckt. 20 uyL der verdiinnten
Bakteriensuspension wurden zugegeben, um eine Ausgangszelldichte von 10?2 KBE/mL zu
erhalten. Die Proben wurden 24 Stunden lang bei 37 °C in der Bakterienldsung bebritet und
anschlieRend ohne Rihren oder Schiitteln fiir 10 min in 3 mL sterile Kochsalzldsung tberfihrt,

um lose anhaftende Bakterien zu entfernen. Jeder Trager wurde leicht auf eine Agarplatte
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(Columbia-Agar) gedriickt und nach 30 s entfernt. Die Ubertragenen Zellen wurden vor der
Zellzahlung 20 Stunden lang bei 37 °C bebrltet. Von jedem Inkubationsexperiment wurde ein
Aliquot von 100 pl Uberstand entnommen und im Hinblick auf das Bakterienwachstum im
Vergleich zu einer Positivkontrolle aus MHB, die die urspriingliche Bakteriensuspension ohne
zugesetzte Prifkorper enthielt, analysiert. Eine Kolonieanzahl von Uber 250 KBE wurde als zu

grol3 zum Z&hlen angesehen.

Agarplatten-Diffusionstest nach DIN EN ISO 20645:2002-02

Die Titantrager wurden mit 70 %igem (V/V) Isopropylalkohol desinfiziert und vor dem Test im
Laminar Airflow (LAF) getrocknet. Eine Columbia-Agarplatte wurde mit 20 pL einer
Bakteriensuspension von Staph. aureus ATCC 25922 mit einer Konzentration von
1.5 * 108 KBE/mL bedeckt. Der modifizierte Titantrager wurde anschlieRend auf die Agarplatte
gelegt und die Platte 20 h bei 37 °C bebriitet. Anschlieend wurden die Platten auf die
Entwicklung einer Hemmbhofzone untersucht. Die Inhibitionszone wurde durch eine dreifache

Messung im Mittel bestimmt.
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6.2 Synthesevorschriften der bifunktionalen Phosphonsauren

Diethyl-(w-(a-brombutyl)phosphonsaure 4a!'t

)

1 3
5 O\ Br

e/\O/F{\O 2 4

Allgemeine Synthesevorschrift V1 fir 4a-d, beispielhaft an 4a: Die Synthese wurde nach der
Vorschrift von PODRUGIAN!! mit modifizierter Reinigung durchgefihrt. Triethylphosphit
(5.00 mL, 29.0 mmol, 1.00 Ag.) wurden in a,w-Dibrombutan (11.0 mL, 92.1 mmol, 3.17 Aq.)
gelost. Die Reaktionslosung wurde 16 h auf 150 °C erhitzt. AnschlieBend wurde die Ldsung
auf Raumtemperatur abgekihlt. Nach séaulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Pentan - Ethylacetat, SiO;) wurden 4.97 g von 4a als farbloses Ol (18.2 mmol, 63%)
erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 8): 4.14-4.01 (m, 4 H, 5-H), 3.39 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2 H, 4-H), 1.98-
1.89 (m, 2 H, 3-H), 1.82-1.66 (M, 4 H, 1-H, 2-H), 1.30 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 6 H, 6-H). 3C-NMR
{*H} (101 MHz, CDCls, 8): 61.7 (d, 2Jcp = 5.8 Hz, C5), 33.2 (d, 3Jcp = 4.1 Hz, C3), 32.9 (C4),
25.2 (d, YJcp = 147.0 Hz, C1), 21.3 (d, 2Jcp = 4.4 Hz, C2), 16.6 (d, 3Jcp = 5.5 Hz, C6). 3IP-
NMR {*H} (162 MHz, CDClz, 8): 31.4. HRMS (ESI*): m/z = [M+H]" berechnet fir CgH1sBrOsP:
273.0250; gef.: 273.0256.

Diethyl-(w-(a-bromhexyl)phosphonséaure 4b1

)

0 1 3 5
7 \P/\/\/\/Br
g O \\o 2 4 6
Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V1 wurde Triethylphosphit (6.00 mL, 35.0 mmol,
1.00 Aq.) in a,w-Dibromohexan (16.8 mL, 105 mmol, 3.01 Aq.) geldst. Es wurden 5.50 g von

4b als farbloses Ol (18.3 mmol, 52%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 3): 4.15-4.03 (m, 4 H, 7-H), 3.40 (t, 3Jun = 6.8 Hz, 2 H, 6-H), 1.88-
1.83 (m, 2 H, 5-H), 1.76-1.69 (m, 2 H, 1-H), 1.66-1.57 (m, 2 H, 2-H), 1.49-1.39 (m, 4 H, 3-H, 4-
H), 1.32 (t, 3Jun=7.04Hz, 6H, 8-H). ¥C-NMR {'H} (101 MHz, CDCls, 3): 61.6 (d,
2Jcp = 6.5 Hz, C7), 33.9 (C6), 32.6 (C5), 29.9 (d, 3Jcp = 16.7 Hz, C3), 27.8 (C4), 25.8 (d,
Jcp =140.2 Hz, C1), 22.4 (d, 2Jcp = 5.8 Hz, C2), 16.6 (d, 3Jcp = 5.8 Hz, C8). 3'P-NMR {*H}
(162 MHz, CDCls, 6): 32.2. HRMS (ESI*): m/z = [M+H]" berechnet fur C10H22BrOsP: 301.0563;
gef.: 301.0560.
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Diethyl-(w-(a-bromoctyl)phosphonséaure 4c®°

> 1 3 5 7

9 O\P Br
10/\0/ \\O 2 4 & 8

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V1 wurde Triethylphosphit (5.00 mL, 29.0 mmol,
1.00 Aq.) in a,w-Dibromooctan (17.0 mL, 92.3 mmol, 3.18 Aq.) gel6st. Es wurden 7.47 g von
4c als farbloses Ol (7.47 mmol, 78%) erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 4.13-4.04 (m, 4 H, 9-H) 3.39 (t, 3Jun = 6.8 Hz, 2 H, 8-H), 1.87-
1.81 (m, 2 H, 7-H), 1.74-1.67 (m, 2 H, 1-H), 1.63-1.54 (m, 2 H, 2-H), 1.44-1.27 (m, 14 H, 3-H,
4-H, 5-H, 6-H, 10-H). 3P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, §): 33.5. HRMS (ESI*): m/z = [M+Na]*
berechnet fur C12H26BrOsP: 351.0695; gef.: 351.0691.

Diethyl-(w-(a-bromdecyl)phosphonséaure 4d*

)

12/\O/R\O 2 4 8 8 10

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V1 wurde Triethylphosphit (4.00 mL, 23.3 mmol,
1.00 Aq.) in a,w-Dibromodecan (16.0 mL, 71.2 mmol, 3.05 Ag.) gelost. Es wurden 5.27 g von
4d als farbloses Ol (14.8 mmol, 63%) erhalten.

H-NMR (400 MHz, CDCls, §): 4.15-4.03 (m, 4 H, 11-H), 3.40 (t, 3Jun = 6.8 Hz, 2 H, 10-H),
1.88-1.81 (m, 2 H, 9-H), 1.76-1.53 (m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.46-1.24 (m, 18 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H,
7-H, 8-H, 12-H). 3!P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, §): 32.6. HRMS (ESI*): m/z = [M+Na]*
berechnet fir C14H30BrOsP: 379.1008; gef.: 379.1014.
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Diethyl-(w-(a-azidobutyl)phosphonséaure 3a'!?

)

s O /1\/3\/N3

6/\O/P\\O 2 4

Allgemeine Synthesevorschrift V2 fir 3a-d, beispielhaft an 3a: Die Synthese wurde nach einer
leicht modifizierten Vorschrift nach JANCzewskI**? durchgefiihrt. 4a (4.43 g, 16.2 mmol,
1.00 Ag.) und Natriumazid (2.64 g, 40.6 mmol, 2.50 Ag.) wurden in 20 mL DMF gelost. Die
Losung wurde 16 h auf 80 °C erhitzt. Alle flichtigen Bestandteile wurden unter verminderten
Druck entfernt. Der Rickstand wurde in Wasser aufgenommen und dreimal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO. getrocknet. Nach
Entfernen des Lésungsmittels unter verminderten Druck wurden 3.21 g von 3a als leicht gelbes
Ol (13.6 mmoL, 84%) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 8): 4.14-4.01 (m, 4 H, 5-H), 3.27 (t, 3Jun = 6.4 Hz, 2 H, 4-H), 1.79-
1.63 (m, 6H, 1-H, 2-H, 3-H), 1.30 (t, *Juu=6.6Hz, 6H, 6-H). BC-NMR {‘H}
(101 MHz, CDCls, 8): 61.7 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C5), 51.0 (C4), 29.7 (d, *Jcp = 15.9 Hz, C3), 25.4
(d, YJcp = 141.7 Hz, C1), 20.0 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C2), 16.6 (d, 3Jcp = 5.5 Hz, C6). 3'P-NMR {*H}
(162 MHz, CDCls, 8): 31.4. HRMS (ESI*): m/z = [M+H]* berechnet fiir CsH1sN3O3P: 263.1159;
gef.: 263.1158.

Diethyl-(w-(a-azidohexyl)phosphonsaure 3b!?

> 1 3 5

7 O\P N3
s~ 0 \\o 2 4 6
Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V2 wurde 4b (6.20 g, 20.6 mmol, 1.00 Ag.) mit

Natriumazid (3.35 g, 51.5 mmol, 2.50 Aq.) versetzt. Es wurden 4.81 g von 3b als farbloses Ol
(18.3 mmol, 89%) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 4.15-4.03 (m, 4 H, 7-H), 3.25 (t, *Jun = 6.9 Hz, 2 H, 6-H), 1.76-
1.68 (m, 2 H, 5-H), 1.64-1.56 (m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.45-1.37 (m, 4 H, 3-H, 4-H), 1.31 (t,
334 = 7.09 Hz, 6 H, 8-H). 3C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls, 8): 61.6 (d, 2Jc,p = 6.5 Hz, C7), 51.5
(C6), 30.2 (d, 3Jcp = 16.6 Hz, C3), 28.8 (C5), 26.4 (C4), 25.7 (d, YJcp = 140.8 Hz, C1), 22.5
(d, 2Jcp =5.5Hz, C2), 16.6 (d, 3Jcp = 5.9 Hz, C8). *'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, §): 32.3.
HRMS (ESI*): m/z = [M+H]* berechnet fir C1oH22N3O3P: 286.1291; gef.: 286.1282.
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Diethyl-(w-(a-azidooctyl)phosphonsaure 3¢c!%

)

0 1 3 5 7
9 \P/\/\/\/\/NS
10/\0/ \\O 2 4 6 8
Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V2 wurde 4c (4.00 g, 12.2 mmol, 1.00 Ag.) mit
Natriumazid (1.98 g, 30.5 mmol, 2.50 Aq.) versetzt. Es wurden 3.02 g von 3c als farbloses Ol

(20.4 mmol, 85%) erhalten.

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 5): 4.15-4.01 (m, 4 H, 9-H), 3.24 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 2 H, 8-H), 1.75-
1.66 (M, 2 H, 7-H), 1.63-1.53 (m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.40-1.29 (m, 14 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 10-
H). 3P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, 8): 32.5. HRMS (ESI*): m/z = [M+Na]" berechnet fir
C12H26N303P: 314.1604; gef.: 314.1597.

Diethyl-(w-(a-azidodecyl)phosphonsaure 3d*®°

)

1 3 5 7 9
11 O\

P/\/\/\/\/\/N3
ey \\O 2 4 6 8 10
Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V2 wurde 4d (5.27 g, 14.8 mmol, 1.00 Ag.) mit
Natriumazid (2.40 g, 36.9 mmol, 2.50 Aq.) versetzt. Es wurden 3.87 g von 3d als farbloses Ol
(12.1 mmol, 82%) erhalten.

H-NMR (400 MHz, CDCls, §): 4.14-4.03 (m, 4 H, 11-H), 3.25 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 2 H, 10-H),
1.76-1.65 (m, 2 H, 9-H), 1.63-1.53 (m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.37-1.28 (m, 18 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H,
7-H, 8-H, 12-H). *P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, §): 32.6. HRMS (ESI'): m/z = [M+H]*
berechnet flr C14H3oN3O3P: 320.2098 ; gef.: 320.2090.
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Diethyl-(w-(a-aminobutyl)phosphonsaure 2a!

)

o 1 3
Allgemeine Synthesevorschrift V3 fir 2a-d, beispielhaft an 2a: Die Reduktion des Azides
wurde nach einem Protokoll von HAELTERS!'® durchgefihrt. 3a (3.61 g, 15.4 mmol, 1.00 Aq.)
wurde in 125 mL THF gel6st und auf 0 °C gekuhlt. Triphenylphosphin (4.03 g, 14.4 mmol,
1.00 Ag.) wurde hinzugegeben und die Losung 30 min auf 0 °C gekihlt. AnschlieBend wurde
die Losung 16 h auf 65 °C erhitzt. Nach Abkuhlen der Reaktionslésung wurden 20 mL Wasser
hinzugeben und die Losung fur weitere 2 h gerthrt. Nachdem alle flichtigen Substanzen unter
vermindertem Druck entfernt wurden, wurde der Riuckstand in 2M wassriger HCI
aufgenommen und zweimal mit CH,Cl, gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit festem
Ko.COz; auf einen pH-Wert von 12 gebracht und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na.SO. getrocknet. Nach Entfernen des
Lésungsmittels unter vermindertem Druck wurden 1.46 g von 2a als leicht gelbes Ol
(7.00 mmol, 46%) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 4.08-3.95 (m, 4 H, 5-H), 2.64 (t, 3Jun = 6.9 Hz, 2 H, 4-H), 2.22
(bs, 2 H, NHy), 1.75-1.43 (m, 6 H, 1-H, 2-H, 3-H), 1.25 (t, 3Juu = 7.1 Hz, 6 H, 6-H). 2*C-NMR
{*H} (101 MHz, CDCls, §): 61.4 (C5), 42.6 (s, C4), 34.2 (d, 3Jcp =15.9 Hz, C3), 26.0 (d,
Jcp = 141.6 Hz, C1), 19.9 (d, 2Jcp = 6.0 Hz, C2), 16.4 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, C6). **P-NMR {*H}
(162 MHz, CDCls, 8): 32.1. HRMS (ESI*): m/z = [M+H]* berechnet flr CgH2oNO3sP: 210.1254;
gef.: 210.1257.
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Diethyl-(w-(a-aminohexyl)phosphonséaure 2b1°?

)

0 1 3 5
J \P/\/\/\/NHZ
8/\0/ \\O 2 4 6
Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V3 wurde 3b (4.00 g, 15.2 mmol, 1.00 Ag.) mit
Triphenylphosphin (3.99 g, 15.2 mmol, 1.00 Aq.) versetzt. Es wurden 2.28 g von 2b als leicht
gelbes Ol (9.60 mmol, 63%) erhalten.

H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 4.13-4.01 (m, 4 H, 7-H), 3.40 (bs, 2H, NH), 2.76 (t,
83yn = 7.0 Hz, 2 H, 6-H), 1.77-1.69 (m, 2 H, 5-H), 1.65-1.51 (m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.42-1.36 (m,
4 H, 3-H, 4-H), 1.31 (t, *Jun = 7.0 Hz, 6 H, 8-H). *C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls, 8): 61.6 (d,
2Jcp = 6.5 Hz, C7), 41.5 (C6), 31.7 (C5), 30.3 (d, %Jcp = 16.6 Hz, C3), 26.3 (C4), 25.6 (d,
Jcp = 140.4 Hz, C1), 22.4 (d, 2cp = 5.46 Hz, C2), 16.6 (d, 3Jcp = 6.00 Hz, C8). 3:P-NMR {*H}
(162 MHz, CDCls, 6): 32.4. HRMS (ESI*): m/z = [M+H]* berechnet fir C10H24NO3sP: 238.1567;
gef.: 238.1568.

Diethyl-(w-(a-aminooctyl)phosphonsaure 2¢1*

)

g 1 s 5 7
2 \P/\/\/\/\/NHZ
0w o \\O 2 4 & 8

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V3 wurde 3c (2.07 g, 7.11 mmol, 1.00 Ag.) mit
Triphenylphosphin (1.86 g, 7.11 mmol, 1.00 Aq.) versetzt. Es wurden 1.56 g von 2c als leicht
gelbes Ol (5.88 mmol, 83%) erhalten.

!H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 4.12-4.03 (m, 4 H, 9-H), 2.67 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 2 H, 8-H), 1.74-
1.67 (m, 2 H, 7-H), 1.62-1.54 (m, 2 H, 1-H), 1.45-1.35 (m, 6 H, 2-H, 3-H, 6-H), 1.31 (m, 10 H,
4-H, 5-H, 10-H). 3P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, &8): 33.8. HRMS (ESI*): m/z = [M+H]*
berechnet fir C12H2sNO3sP: 266.1880; gef.: 266.1880.
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Diethyl-(w-(a-aminodecyl)phosphonsaure 2d***

)

gt 3 5 1 9
11 \P NH»
- 0" b 2 o4 8 8 0

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V3 wurde 3d (3.86 g, 12.1 mmol, 1.00 Ag.) mit
Triphenylphosphin (3.17 g, 12.1 mmol, 1.00 Ag.) versetzt. Es wurden 2.19g von 2d als
farbloses Ol (7.46 mmol, 62%) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 4.14-4.03 (m, 4 H, 11-H), 2.67 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 2 H, 10-H),
1.74-1.68 (m, 2 H, 9-H), 1.62-1.55 (m, 2 H, 1-H), 1.50 (bs, 2 H, NH>), 1.45-1.40 (m, 2 H, 2-H),
1.37-1.27 (m, 18 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H, 12-H). 31P-NMR {!H} (162 MHz, CDCls, 3):
33.9. HRMS (ESI*): m/z = [M+H]* berechnet flr C14H32NOsP: 294.2193; gef.: 294.2195.

Diethyl-(w-(a-bromisobutyramido)butyl)phosphonsaure la

> c})\/’o‘\/“{%r
6/\O/P\\o I °
Allgemeine Synthesevorschrift V4 fir la-d, beispielhaft an 1a: Unter Wasser- und
Luftausschluss wurde eine Losung von l1a (1.33 g, 6.33 mmol, 1.00 eq.) und NEt; (1.20 mL,
8.61 mmol, 1.36 Aqg.) in 20 mL trockenem CH_Cl, auf 0 °C gekiihlt und Bromisobutyrylbromid
(1.03 mL, 8.36 mmol, 1.30 Ag.) tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde
anschlieRend bei Raumtemperatur fir 16 h gerihrt. Nach Zugabe von 20 mL H,O wurde das
CHCI, unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in 2 m wassriger NaOH-
Lésung geldst und die wassrige Losung dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden anschlieRend mit 2 M wassriger HCI-L6sung gewaschen und
Uber Na SO, getrocknet. Nach Entfernen des LOsungsmittels unter vermindertem Druck

wurden 1.16 g von 1a als leicht-gelbes Ol erhalten. (3.24 mmol, 51%).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 3): 6.83 (bs, 1 H, N-H), 4.16-4.04 (m, 4 H, 5-H), 3.30-3.25 (m, 2 H,
4-H), 1.94 (s, 6 H, 9-H), 1.80-1.72 (m, 2 H, 1-H), 1.70-1.61 (m, 4 H, 2-H, 3-H), 1.31 (t,
33y = 7.2 Hz, 6 H, 6-H). 3C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls, 8): 172.2 (C7), 63.3 (C8), 61.8 (d,
2Jcp = 6.6 Hz, C5), 39.9 (C4), 32.7 (C9), 30.0 (d, ®Jcp = 15.2 Hz, C3), 25.2 (d, *Jcp = 141.2 Hz,
Cl1), 199 (d, 2Jcp=5.0Hz, C2), 16.6 (d, 3Jcp=57Hz, C6). 3P-NMR {'H}
(162 MHz, CDCls, 8): 31.8. HRMS (ESI"): m/z = [M+H]* berechnet fir Ci2H2sBrNO4P:
358.0777; gef.: 358.0778.
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Diethyl-(w-(a-bromisobutyramido)hexyl)phosphonsé&ure 1b

> 1
8/\O/P\\O 2 4 6 5
Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V4 wurde 2b (2.28 g, 9.61 mmol, 1.00 Ag.) mit NEt3
(1.75 mL, 12.6 mmol, 1.31 Ag.) und Bromisobutyrylbromid (1.55 mL, 12.6 mmol, 1.31 Aq.)
versetzt. Es wurden 2.80 g von 1b als leicht gelbes Ol erhalten (7.24 mmol, 75%).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 6.75 (bs, 1 H, N-H), 4.13-4.05 (m, 4 H, 7-H), 3.27-3.23 (m, 2 H,
6-H), 1.95 (s, 6 H, 11-H), 1.76-1.69 (m, 2 H, 5-H), 1.63-1.58 (m, 2 H, 1-H), 1.56-1.51 (m, 2 H,
2-H), 1.44-1.34 (m, 4H, 3-H, 4-H), 1.32 (t, 3Jun=7.0Hz, 6H, 8-H). BC-NMR {'H}
(101 MHz, CDCls, 8): 172.1 (C9), 63.6 (C10), 61.7 (d, 2Jcp = 6.7 Hz, C7), 40.4 (C6), 32.8 (C11),
30.2 (d, 3Jcp = 16.5 Hz, C3), 29.2 (C5), 26.4 (C4), 25.7 (d, YJcp = 141.0 Hz, C1), 22.4 (d,
2)cp = 5.1 Hz, C2), 16.6 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, C8). 3P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, §): 31.9.
HRMS (ESI*): m/z = [M+H]* berechnet fir C14H29BrNO4P: 386.1090; gef.: 386.1081.

Diethyl-(w-(a-bromisobutyramido)octyl)phosphonsaure 1c

> 13
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Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V4 wurde 2¢ (2.00 g, 7.54 mmol, 1.00 Ag.) mit NEt3

(1.30 mL, 9.85 mmol, 1.31 Ag.) und Bromisobutyrylbromid (1.20 mL, 9.71 mmol, 1.29 Aq.)

versetzt. Es wurden 2.99 g von 1c als leicht gelbes Ol erhalten (7.22 mmol, 96%).

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 6.72 (bs, 1 H, N-H), 4.13-4.03 (m, 4 H, 9-H), 3.27-3.22 (m, 2 H,
8-H), 1.95 (s, 6 H, 13-H), 1.78-1.67 (m, 2 H, 7-H), 1.62-1.51 (m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.40-1.29 (m,
14 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 10-H). *C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls, 5): 172.1 (C11), 63.8 (C12),
61.6 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C9), 40.5 (C8), 32.8 (C13), 30.7 (d, 3Jcp = 16.9 Hz, C3), 29.4 (C7), 29.1
(C5, C6), 26.9 (C4) 25.8 (d, YJcp = 140.8 Hz, C1), 22.5 (d, 2Jcp = 5.3 Hz, C2), 16.6 (d,
3Jcp = 5.9 Hz, C10). 31P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, 5): 32.5.
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Diethyl-(w-(a-bromisobutyramido)decyl)phosphonséaure 1d°®
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Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V4 wurde 2d (1.35 g, 4.60 mmol, 1.00 Ag.) mit NEt3
(0.90 mL, 6.46 mmol, 1.40 Ag.) und Bromisobutyrylbromid (0.80 mL, 6.47 mmol, 1.41 Aq.)
versetzt. Es wurden 1.63 g von 1d als leicht gelbes Ol erhalten (3.68 mmol, 80%).

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 6.72 (bs, 1 H, N-H), 4.15-4.02 (m, 4 H, 11-H), 3.27-3.22 (m, 2 H,
10-H), 1.95 (s, 6 H, 15-H), 1.77-1.67 (m, 2 H, 9-H), 1.63-1.49 (m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.41-1.27 (m,
18 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H, 12-H). 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls, 5): 172.0 (C13),
63.8 (C14), 61.6 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C11), 40.6 (C10), 32.8 (C15), 30.7 (d, 3Jcp = 16.9 Hz, C3),
29.5 (C9), 29.4 (C6, C7, C8), 29.3 (C5), 29.2 (C4), 26.9 (C4) 25.8 (d, YJc,p = 140.8 Hz, C1),
22.5 (d, 2cp = 5.3 Hz, C2), 16.6 (d, 3Jcp = 5.9 Hz, C12). 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, §):
32.7. HRMS (ESI*): m/z = [M+H]" berechnet flr C1gH3;BrNO4P: 442.1716; gef.: 442.1700.
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w-(a-bromisobutyramido)butylphosphonséure ABPA
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Allgemeine Synthesevorschrift V5 fur ABPA, AHPA, AOPA und ADPA, beispielhaft an ABPA:
Fur die Entfernung der Schutzgruppe von 1a-d wurde ein Protokoll nach MARMA® verwendet.
Unter Wasser- und Luftausschluss wurde zu einer Lésung von la (1.16 g, 3.24 mmol,
1.00 Ag.) in 20 mL CHCl, Bromtrimethylsilane (1.70 mL, 12.9 mmol, 3.98 Aqg.) tropfenweise
hinzugegeben. Die Losung wurde fur 1 h bei Raumtemperatur gerihrt und alle fliichtigen
Substanzen im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in 20 mL eines THF/H.O-Gemisches
(2:1 (v/v)) aufgenommen und fir 16 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck und Gefriertrocknung wurden 0.96 g von ABPA als
leicht gelben Feststoff erhalten (3.2 mmol, 98%).

'H-NMR (400 MHz, CD30D, 8): 3.18 (t, 3Jun = 6.5 Hz, 2 H, 4-H), 1.86 (s, 6 H, 7-H), 1.72-1.63
(m, 2 H, 1-H), 1.62-1.54 (m, 4 H, 2-H, 3-H). *C-NMR {'H} (101 MHz, CDsOD, 8): 174.3 (C5),
60.5 (C6), 40.5 (C4), 32.1 (C7), 31.0 (d, 3Jcp = 16.2 Hz, C3), 27.6 (d, YJcp = 138.1 Hz, C1),
21.2 (d, 2cp = 4.6 Hz, C2). 31P-NMR {*H} (162 MHz, CDsOD, §): 29.9. HRMS (ESI*): m/z =
[M+Na]* berechnet fir CsHisBrNO4P: 302.0151; gef.: 302.0156. IR ¥ (cm™): 3325.28 (OH),
2927.94 (CHy), 2866.22 (CH,), 1643.35 (C=0), 1539.20 (NH), 1107.14 (P=0), 995.27 (POH),
933.55 (POH), 756.10, 567.07, 520.78. Elementaranalyse berechnet flr CgHisBrNO4P:
C, 31.81; H, 5.67; N, 4.64, gef.: C, 31.16; H,5.71; N, 4.48. (Alle Werte sind in Prozent

angegeben.)
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w-(a-Bromisobutyramido)hexylphosphonsaure AHPA
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Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V5 wurde 1b (2.81 g, 7.27 mmol, 1.00 Ag.) mit
Bromtrimethylsilan (3.80 mL, 28.8 mmol, 3.96 Aq.) versetzt. Es wurden 2.40 g von AHPA als
leicht gelben Feststoff erhalten (7.27 mmol, quant.).

IH-NMR (400 MHz, CD3OD, 8): 3.19 (t, 3Jun = 7.2 Hz, 2 H, 6-H), 1.88 (s, 6 H, 9-H), 1.71-1.58
(m, 4 H, 1-H, 5-H), 1.54-1.49 (m, 2 H, 2-H), 1.44-1.40 (m, 2 H, 4-H), 1.36-1.31 (m, 2 H, 3-H).
13C-NMR {*H} (101 MHz, CDsOD, §): 174.2 (C7), 60.6 (C8), 41.0 (C6), 32.1 (C9), 31.3 (d,
3Jcp = 16.5 Hz, C3), 30.0 (C5), 28.0 (d, *Jcp = 137.7 Hz, C1), 27.4 (C4), 23.8 (d, 2Jcp = 4.8 Hz,
C2). 3P-NMR {*H} (162 MHz, CD30OD, §): 30.2. HRMS (ESI*): m/z = [M+Na]* berechnet fur
C10H21BrNO4P: 352.0289; gef.: 352.0295. IR # (cm™): 3321.42 (OH), 2935.66 (CH_), 2870.08
(CH,), 1635.64 (C=0), 1527.62 (NH),1103.28 (P=0), 999.13 (POH), 929.69 (POH), 775.38,
532.35. Elementaranalyse berechnet fiir C1oH21BrNO4P: C, 36.38; H, 6.41; N, 4.24, gef..
C, 37.28; H, 6.64; N, 4.39. (Alle Werte sind in Prozent angegeben.)

w-(a-Bromisobutyramido)octylphosphonsaure AOPA
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Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V5 wurde 1c (3.28 g, 7.92 mmol, 1.00 Ag.) mit

Bromtrimethylsilan (4.25 mL, 32.2 mmol, 4.07 Aq.) behandelt. Es wurden 2.84 g von AOPA
als leicht gelben Feststoff erhalten (7.92 mmol, quant.).

1H-NMR (400 MHz, CDsOD, §): 3.17 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 2 H, 8-H), 1.88 (s, 6 H, 11-H), 1.69-1.48
(m, 6 H, 1-H, 2-H, 7-H), 1.40-1.32 (m, 8 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H). 3C-NMR {*H} (101 MHz,
CDs0OD, §): 174.2 (C9), 60.7 (C10), 41.1 (C8), 32.1 (C11), 31.7 (d, 3Jcp = 16.6 Hz, C3), 30.2
(C4, C5, C6), 28.1 (d, Wcp = 137.1 Hz, C1), 27.8 (C7), 23.9 (d, 2Jcp = 4.9 Hz, C2). *'P-NMR
{*H} (162 MHz, CDsOD, §): 30.2 (s). HRMS (ESI*): m/z = [M+Na]* berechnet fiir C12H2sBrNO,P:
380.0597; gef.: 380.0585. IR ¥ (cm™): 3313.71 (OH), 2927.94 (CH.), 2858 (CH.), 1639.49
(C=0), 1531.48 (NH),1107.14 (P=0), 1002.98 (POH), 945.12 (POH), 775.38, 624.94.
Elementaranalyse berechnet fur C1oHosBrNO4P: C, 40.24; H, 7.03; N, 3.91, gef.: C, 40.47;
H, 7.05; N, 4.01. (Alle Werte sind in Prozent angegeben.)
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w-(a-Bromisobutyramido)decylphosphonsaure ADPA08

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift V5 wurde 1d (1.63 g, 3.68 mmol, 1.00 Ag.) mit
Bromtrimethylsilan (1.95 mL, 14.7 mmol, 4.00 Aq.) behandelt. Es wurden 1.29 g von ADPA
als farbloser Feststoff erhalten (3.34 mmol, 91%).

IH-NMR (400 MHz, CDsOD, 8): 3.17 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 2 H, 10-H), 1.88 (s, 6 H, 13-H), 1.69-
1.48 (m, 6 H, 1-H, 2-H, 9-H), 1.39-1.30 (m, 12 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H). *C-NMR {*H}
(101 MHz, CDsOD, 8): 174.2 (C11), 60.7 (Cl12), 41.2 (Cl10), 32.1 (C13), 31.8 (d,
3Jcp =16.6 Hz, C3), 30.6 (C4), 30.4 (C5), 30.4 (C6), 30.3 (C7), 30.2 (C8), 28.1 (d,
Yep=137.7Hz, Cl), 27.7 (C9), 239 (d, 2Jcp=4.9Hz, C2). 3P-NMR {H}
(162 MHz, CD3s0D, 8): 30.2. HRMS (ESI+): m/z = [M+Na]* berechnet flir Ci4sH29BrNO4P:
408.0910; gef.: 408.0900. IR ¥ (cm-1): 3329.14 (OH), 2916.37 (CH-), 2854.65 (CH-), 1639.49
(C=0), 1527.62 (NH),1107.14 (P=0), 1006.84 (POH), 933.55 (POH), 779.24, 462.92.
Elementaranalyse berechnet fur Ci4H20BrNO4P: C, 43.53; H, 7.57; N, 3.63, gef.: C, 44.06;
H, 7.68; N, 3.59. (Alle Werte sind in Prozent angegeben.)
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Diethyl(4-Brommethyl)benzyl)phosphonséaure 8%
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a,a-Dibromxylene (7.38 g, 28.0 mmol, 3.00 Aq.) und Triethylphosphit (1.60 mL, 9.24 mmol,
1.00 Ag.) wurden in Toluol (20 mL) geldst. Die Mischung wurde 16 h auf 110 °C erhitzt. Nach
Abklhlen der Lésung wurde das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt (Pentan:Ethylacetat 1:1 - Ethylacetat,
Si0,). 1.90 g von 8 wurden als farbloses Ol erhalten (5.92 mmol, 64%).

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 7.34 (d, 3Jupn = 7.7 Hz, 2 H, 3-H, 7-H), 7.29-7.26 (m, 2 H, 4-H,
6-H), 4.48 (s, 2 H, 8-H), 4.07-3.97 (m, 4 H, 9-H), 3.17 (s, 1 H, 1-Ha), 3.12 (s, 1 H, 1-Hb), 1.25
(t, 3Jnn = 7.0 Hz, 6 H, 10-H). 3C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls, 8): 136.6 (d, 5Jcp = 3.9 Hz, C5),
132.2 (d, 2Jcp = 3.2 Hz, C2), 130.4 (d, 3Jcp = 6.7 Hz, C3, C7), 129.4 (d, “Jcp = 3.1 Hz, C4,
C6), 62.4 (d, 2Jcp = 6.7 Hz, C9, C11), 34.4 (d, Wcp = 138.3 Hz, C1), 33.4 (C8), 16.5 (d,
3Jcp = 6.0 Hz, C10, C12). 3*P-NMR {H} (162 MHz, CDCls, §): 26.0.

4-((Diethoxyphosphoryl)methyl)benzyl diethylcarbamodithioat 7

o% 'ﬂ

Zu einer Losung von Natriumdiethyldithiocarbamat (2.00 g, 11.7 mmol, 1.50 Ag.) in THF
(20 mL) wurde 8 (2.50 g, 7.78 mmol, 1.00 Aq.) tropfenweise hinzugegeben. Die Lésung wurde
bei Raumtemperatur Uber Nacht gerihrt. Anschlieend wurde der entstandene Niederschlag
abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Pentan - Ethylacetat, SiO2). Es wurden
2.38 g von 7 als farbloses Ol erhalten (6.11 mmol, 79%).

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 7.32 (d, 3Jupn = 7.9 Hz, 2 H, 3-H, 7-H), 7.25-7.22 (m, 2 H, 4-H,
6-H), 4.55 (s, 2 H, 8-H), 4.07-3.97 (m, 6 H, 10-H, 12-H), 3.74-3.69 (m, 2 H, 10-H), 3.15 (s, 1 H,
1-Ha), 3.09 (s, 1 H, 1-Hb), 1.29-1.22 (m, 12 H, 11-H, 13-H). 3C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls, §):
195.3 (C9), 134.9 (d, 5Jcp = 3.9 Hz, C5), 130.9 (d, 2Jcp = 9.0 Hz, C2), 130.1 (d, 3Jcp = 6.5 Hz,
C3, C7), 129.7 (d, “Jcp = 2.9 Hz, C4, C6), 62.3 (d, 2Jcp = 7.0 Hz, C12), 49.6 (C10), 46.8 (C10),
41.9 (C8), 32.9 (d, Wcp = 138.3 Hz, C1), 16.5 (d, 3Jcp = 6.1 Hz, C13), 12.6 (C11), 11.7 (C11).
31P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls, §): 26.3 (s).
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4-(Phosphorylmethyl)benzyl diethylcarbamodithioat CTPA
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Unter Wasser- und Luftausschluss wurde zu einer Lésung von 7 (1.70 g, 4.37 mmol, 1.00 Aqg.)
in 20 mL CHCl, Bromtrimethylsilan (2.30 mL, 17.4 mmol, 4.00 Ag.) tropfenweise
hinzugegeben. Die Lésung wurde 1 h bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wurden alle
flichtigen Substanzen im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in einem THF/H,O-Gemisch
(1:1 (v/v)) aufgenommen und flir 16 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Entfernen des
Lésungsmittels unter vermindertem Druck und Gefriertrocknung wurden 1.43 g von CTPA als

farbloser Feststoff erhalten (4.29 mmol, 98%).

!H-NMR (500 MHz, CDs0D, 8): 7.30 (d, %Jun = 7.9 Hz, 2 H, 3-H, 7-H), 7.23 (dd, 3Jun = 8.3 Hz,
25Hz, 2H, 4-H, 6-H), 450 (s, 2 H, 8-H), 4.02 (q, 3Jun=7.1Hz, 2H, 10-H), 3.75 (q,
334n = 7.1 Hz, 2 H, 10-H), 3.09 (s, 1 H, 1-Ha), 3.05 (s, 1 H, 1-Hb), 1.23 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 6 H,
11-H). 2*C-NMR {*H} (101 MHz, CDsOD, 8): 196.3 (C9), 136.3 (d, 2Jcr = 4.0 Hz, C2), 133.7 (d,
5Jcp =9.2 Hz, C5) 131.0 (d, 3Jcp = 6.4 Hz, C3, C7), 130.3 (d, “Jcp = 3.4 Hz, C4, C6), 50.5
(C10), 47.7 (C10), 42.3 (C8), 35.6 (d, “Jcp = 134.0 Hz, C1), 12.8 (C11), 11.7 (C11). **P-NMR
{*H} (162 MHz, CD30D, §): 25.2. HRMS (ESI+): m/z = [M+Na]* berechnet fiir C13H20NO3PS;:
334.0656, gef.: 334.0639. IR ¥ (cm-1): 2974.23 (CH.), 2858.50 (CH-), 1492.90, 1419.60 (NH),
1269.16 (CN) 1138.00 (P=0), 995.27, 937.40 (POH), 829.39 (CS), 715.5.
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Diethyl-(6-(4-(chlormethyl)benzamid)hexyl)phosphonséaure 11
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Unter Wasser- und  Luftausschuss wurde zu einer Losung von 4-
(Chlormethyl)benzoylchlorid 12 (1.54 mL, 8.13 mmol, 1.00 Ag.) in 20 mL CH.Cl,, NEt3
(1.20 mL, 8.61 mmol, 1.06 Aq.) hinzugegeben. Nach Kiihlen der Lésung auf 0 °C wurde
Diethyl-(6-aminohexyl)phosphonat 2b (1.93 g, 8.13 mmol, 1.00 Aq.) in CH.Cl, (10 mL)
tropfenweise zugegeben. Die Reaktionslésung wurde bei Raumtemperatur 16 h gerihrt. Nach
Zugabe von 20 mL H.O wurde das CHCl; unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde in 2 M wassriger NaOH-Ldsung aufgenommen und die wassrige Phase wurde dreimal
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden anschlieRend mit 2 m
wassriger  HCI-Lésung  gewaschen und  ldber Na;SO.  getrocknet. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (Pentan - Ethylacetat, SiO,) wurden 2.76 g von 11 als
farbloses Ol (7.08 mmol, 87%) erhalten.

!H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7.77 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 2 H, 9-H, 13-H), 7.44 (d, 3Jun = 8.3 Hz,
2 H, 10-H, 12-H), 6.39 (t, 3Juy = 6.0 Hz, 1 H, NH), 4.60 (s, 2 H, 14-H), 4.13-4.02 (m, 4 H, 15-
H), 3.46-3.42 (m, 2 H, 6-H), 1.76-1.69 (m, 2 H, 5-H), 1.65-1.57 (m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.47-1.36
(M, 4 H, 3-H, 4-H), 1.31 (t, 3Ju = 7.1 Hz, 6 H, 16-H). 3C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls, §): 167.0
(C7), 140.7 (C8), 134.9 (C11), 128.8 (C10, C12), 127.5 (C9, C13), 61.6 (d, 2Jcp = 6.7 Hz, C15),
45.6 (C14), 40.0 (C6), 30.0 (d, *Jcp=15.9Hz, C3), 29.4 (C5), 26.3 (C4), 255 (d,
YJcp = 140.8 Hz, C1), 22.4 (d, 2Jcp = 5.2 Hz, C2), 16.6 (d, 2Jcp = 5.8 Hz, C16). 3'P-NMR {*H}
(162 MHz, CDCl3, 8): 33.6. HRMS (ESI¥): m/z = [M+H]*berechnet fur C1gH29CINO4P: 390.1596;
gef.: 390.1602.
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4-((6-(Diethoxyphosphoryl)hexyl)carbamoyl)benzyldiethylcarbamodithioat 10
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Eine Losung aus 11 (2.70 g, 6.93 mmol, 1.00 Aq) in 10 mL THF wurde tropfenweise zu
Natriumcarbomoyldithionat (1.78 g, 10.39 mmol, 1.50 Ag.) in 20 mL THF dazu gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fur 16 h gerihrt. AnschlieRend wurde der entstandene
Niederschlag abfiltriert und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wurde in 2 M wassriger NaOH-L6sung aufgenommen und dreimal mit Ethylacetat
extrahiert. Nach Trocknen Uber Na,SO. und Entfernen des Lésungsmittels unter verminderten

Druck wurden 3.10 g von 10 als farbloses Ol (6.17 mmol, 89%) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 8): 7.71 (d, 3Jnn = 8.3 Hz, 2 H, 9-H, 13-H), 7.43 (d, 3Jun = 8.3 Hz,
2 H, 10-H, 12-H), 6.39 (t, 3y = 6.0 Hz, 1 H, NH), 4.57 (s, 2 H, 14-H), 4.13-4.00 (m, 4 H, 18-
H), 3.72 (9, 3Jun = 7.2, 2 H, 16-H) 3.45-3.40 (m, 2 H, 6-H), 1.75-1.67 (m, 2 H, 5-H), 1.65-1.55
(m, 4 H, 1-H, 2-H), 1.46-1.36 (m, 4 H, 3-H, 4-H), 1.32-1.23 (m, 12 H, 17-H, 19-H). 3C-NMR
{*H} (101 MHz, CDCls, 5): 194.8 (C15), 167.3 (C7), 140.3 (C8), 134.0 (C11), 129.6 (C10, C12),
127.3 (C9, C13), 61.6 (d, 2Jcp = 6.5 Hz, C18), 49.8 (C16), 46.9 (C16), 41.6 (C14), 40.0 (C6),
30.1 (d, 3Jcp = 16.0 Hz, C3), 29.5 (C5), 26.4 (C4), 25.6 (d, YJcp = 140.8 Hz, C1), 22.4 (d,
2)cp=5.1Hz, C2), 16.6 (d, 2Jcp=6.0 Hz, C19), 12.6 (C17), 11.7 (C17). *P-NMR {'H}
(162 MHz, CDCls, 8): 32.3. HRMS (ESI*): m/z = [M+Na]" berechnet fur Caz3HzoN204PS::
525.1981; gef.: 525.1995.
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Unter Wasser- und Luftausschluss wurde zu einer Losung von 10 (0.980 g, 1.95 mmol,
1.00 Ag.) in 20 mL CHCl, Bromtrimethylsilan (1.00 mL, 7.58 mmol, 3.89 Aq.) tropfenweise
hinzugegeben. Die Losung wurde fur 1 h bei Raumtemperatur gerihrt und alle fliichtigen
Substanzen unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde in einem THF/H,O-
Gemisch (1:1 (v/v)) aufgenommen und fur 16 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Entfernen
des Ldsungsmittels unter vermindertem Druck und Gefriertrocknung wurden das Rohprodukt
erhalten. Nach saulenchromatographischer Reinigung an RP-18-Kieselgel (H2O/CH3;CN mit
0.1% HCO2H) wurden 0.327 g von CTHP als farbloser Feststoff (0.73 mmol, 38%) erhalten.

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 8): 8.43 (t, *Jun = 5.8 Hz, 1 H, NH), 7.76 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 2 H,
9-H, 13-H), 7.45 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 2 H, 10-H, 12-H), 4.56 (s, 2 H, 14-H), 3.96 (q, 3Jun = 7.0 Hz,
2 H, 16-H), 3.73 (q, 3Jun = 7.0 Hz, 2 H, 16-H), 3.24-3.20 (m, 2 H, 6-H), 1.52-1.41 (m, 6 H, 1-
H, 2-H, 5-H), 1.37-1.25 (m, 4 H, 3-H, 4-H), 1.18 (dt, 3Jun = 11.1 Hz, 7.0 Hz, 6 H, 17-H). 13C-
NMR {*H} (101 MHz, DMSO-ds, 5): 193.2 (C16), 165.8 (C8), 139.8 (C12), 133.7 (C8), 129.0
(C10, C12), 127.3 (C9, C13), 49.3 (C16), 46.6 (C16), 40.2 (C14), 39.2 (C6), 29.7 (C3), 29.0
(C5), 27.6 (d, Ycp = 136.3 Hz, C1), 26.2 (C4), 22.8 (d, 2Jcp = 5.0 Hz, C2), 12.5 (C17), 11.4
(C17).3P-NMR {*H} (162 MHz, DMSO-dg, 8): 27.8. HRMS (ESI+): m/z = [M+Na]* berechnet
fir C1oHa1N204PS,: 447.1536, gef.: 447.1523. IR ¥ (cm-1): 3360.00 (NH), 2931.80 (CH>),
2862.36 (CH.), 1600.92 (C=0), 1546.91 (NH), 1489.05, 1415.75, 1141.86 (P=0), 1002.98
(POH), 937.40 (POH), 864.11 (CS), 717.52, 524.64.
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6.3 Synthesevorschriften der Monomere

1-(4-Vinylbenzyl)-1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan-1-ium VBD

A8 5 N
Eine Losung von 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]Joctan (22.00 g, 196 mmol, 3.07 Aq.) in 250 mL
Ethylacetat wurde auf 0 °C gekuhlt. AnschlieBend wurde tropfenweise 4-Vinylbenzylchlorid
(10.0 mL, 63.9 mmol, 1.00 Ag.) zugegeben. Die Losung wurde 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Der leicht orangefarbene Feststoff wurde Uber Vakuum filtriert und mit Ethylacetat
(1 L) gewaschen. Nach dem Trocknen des Feststoffes unter Vakuum wurden 15.79 g von VBD
als leicht orangefarbener Feststoff (14.65¢g, 63.86 mmol, quant.) erhalten. Das

hygroskopische Produkt war bei — 18 °C flr einige Wochen stabil.

IH-NMR (400 MHz, D,0, 8): 7.64 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 2 H, 5-H, 7-H), 7.49 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 2 H,
4-H, 8-H), 6.86 (dd, 33 = 17.7 Hz, 11.0 Hz, 1 H, 2-H), 5.97 (d, 334 = 17.7 Hz, 2Jun = 0.8 Hz,
1 H, 1-Ha), 5.44 (d, 3Jun = 11.0 Hz, 2Jupn = 0.8 Hz, 1 H, 1-Hb), 4.49 (s, 1 H, H-9), 3.47-3.44 (m,
6 H, 10-H), 3.20-3.16 (m, 6 H, 11-H). 3C-NMR {*H} (101 MHz, D,0, §): 139.7 (C3), 135.7 (C2),
133.4 (C4, C8), 126.8 (C5, C7), 125.3 (C6), 116.3 (C1), 68.0 (C9), 52.0 (C10), 44.2 (C11).
HRMS (ESI*): m/z = [M+H]* berechnet flr CisH21N2*: 229.1705 ; gef.: 229.1698.
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3-(4-(4-Vinylbenzyl)-1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan-1,4-diium-1-yl)propylsulfonat VBDSB

2 4 o 1 g
Pz 5 AN
8 N\)ﬂ
7 999

Zu einer Lésung von 1-(4-Vinylbenzyl)-1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan-1-ium (10.0 g, 43.6 mmol,
1.00 Ag.) in 150 mL CH3CN wurde tropfenweise 1,3-Propansulton (7.80 mL, 88.8 mmol,
2.04 Aqg.) zugegeben. Die Losung wurde tiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Der farblose
Feststoff wurde dber Vakuum filtriert und mit CHsCN (500 mL) gewaschen. Nach
lonenaustauschchromatographie (Dowex 1X2, H.O) und Gefriertrocknung wurden 4.78 g von
VBDSB als farbloser Feststoff (13.6 mmol, 32%) erhalten. Das Produkt wurde vor Gebrauch
bei — 18 °C gelagert.

'H-NMR (500 MHz, D20, 8): 7.67 (d, ®Jun = 8.3 Hz, 2 H, 5-H, 7-H), 7.54 (d, *Ju = 8.3 Hz, 2 H,
4-H, 8-H), 6.88 (dd, ®Jun=17.7Hz, 11.0Hz, 1H, 2-H), 6.00 (dd, 3Jun=17.7 Hz,
2Jun = 0.8 Hz, 1 H, 1-Ha), 5.48 (d, 3Jun = 11.0 Hz, 2Jup = 0.8 Hz,1 H, 1-Hb), 4.84 (s, 1 H, H-
9), 4.06 (s, 12 H, 10-H, 11-H), 3.83-3.73 (m, 2 H, 12-H), 3.03 (t, Juu = 7.2 Hz, 2 H, 13-H),
2.36-2.24 (m, 2 H, 14-H). 3C-NMR {*H} (101 MHz, D,0, §): 140.5 (C3), 135.6 (C2), 133.3 (C4,
C8), 127.2 (C5, C7), 124.1 (C6), 116.8 (C1), 68.6 (C9), 63.3 (C12), 51.3 (C10), 50.7 (C11),
46.8 (C14), 17.8 (C13). HRMS (ESI*): m/z = [M+H]* berechnet fiir C1gH2;N203S*: 351.1737;
gef.: 351.1728. IR ¥ (cm%): 3390 (OH), 3024 (CH), 2920 (NR.*), 1624 (C=C), 1388 (S=0),
1176 (SO3), 1038 (SO3), 860 (CH).
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8.1 Gefahrstoffverzeichnis
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Tabelle 22 verwendete Gefahrstoffe und ihre Einstufung und Kennzeichnung nach GHS gemaf CLP-Verordnung

(Piktogramme, H- und P-Satze). 17°

Substanz

GHS-
Gefahrstoff-

kennzeichnung

H Satze

P Satze

1,3-Propanesulton

Acetonitril

Aceton

a-Brom-

isobutyrylbromid

Bromtrimethylsilan

Cetyltrimethyl-

ammoniumchlorid

4-(Chlormethyl)-

benzoylchlorid

H301, H312, H315,
H318, H350

H225,
H302+H312+H332,
H319

H225, H319, H336,
EUHO066

H314

H226, H314, H335,
H410

EUHO014
H302, H311, H314,
H410

H314, H335

P201, P202, P280,
P301+P310,

P302+P352+P312,
P305+P351+P338

P210, P280, P301+P312,
P303+P361+P353,
P304+P340+P312,
P305+P351+P338

P210, P240,
P305+P351+P338,
P403+P233

P280, P303+P361+P353,
P304+P340+P312,
P305+P351+P338, P363,
P405

P210, P233, P273, P280,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338

P280, P301+P330+P331,
P305+P351+P338, P310

P261, P271, P280,
P303+P361+P353,
P304+P340+P312,
P305+P351+P338
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GHS-

Substanz Gefahrstoff- H Satze P Satze
kennzeichnung

1,4-Diaza- H228, H302, H315, P210, P240, P280,

bicyclo[2.2.2]octan

1,4-Dibrombutan

1,6-Dibromhexan

1,8-Dibromoctan

a,a’-Dibrom-p-xylene

Dichlormethan

N,N-Dimethyl-

formamid

Essigsaure

Ethanol

Ethylacetat

SO

&
O©

H318

H315, H319

H302, H317, H411

H315, H319, H335

H290, H330, H314

H315, H319, H336,
H351

H226, H312+H332,
H319, H360D

H226, H314

H225, H319

H225, H319, H336,
EUHO66

P301+P312, P302,
P305+P351+P338

P264, P280, P302+P352,
P305+P351+P338,
P332+P313, P373+P313

P261, P280, P301+P312,
P302+P352, P333+P313,
P501

P261, P280,
P305+P351+P338,
P304+P340, P405, P501

P260, P284,
P301+P330+P331+P310,
P303+P361+P353+ P310
P363, P304+P340,
P305+P351+P338+P310

P201, P302+P352,
P305+P351+P338,
P308+P313

P201, P210, P302+P352,
P305+P351+P338,
P308+P313

P210, P233, P240, P280,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338

P210, P233, P240, P241,
P242, P305+P351+P338

P210, P233, P240,
P305+P351, P338,
P403+P235
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Substanz

GHS-
Gefahrstoff-

kennzeichnung

H Satze

P Satze

Kristallviolett

Kupfer-(1)-bromid

Isopropylalkohol

Methanol

Molybdato-

phosphorsaure

Natriumazid

Natrium-

dodecylsulfat

Natriumhydroxid

Natriumdiethyl-

dithiocarbamat

SOD
&

OO®

H302, H318, H351,
H410

HZ302+H312, H315,

H318, H410

H225, H319, H336

H225,
H301+H311+H331,
H370

H272, H314

H300+H310+H330,
H410, EUHO032

H228, H302+H332,
H315, H318, H335,
H412

H290, H314

H302, H315, H319,
H335, H400

P202, P273, P280,
P301+P312,
P305+P351+P338,
P308+P313

P264, P273, P280,
P301+P312,

P302+P352+P312,
P305+P351+P338

P210, P240,
P305+p351+P338,
P403+P233

P210, P233, P280,
P301+P310,

P303+P361+P353,
P304+P340+P311

P210, P220, P260, P280,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338

P262, P273, P280,
P301+P310+P330,
P302+P352+P310,
P304+P340+P310

P210, P261, P280,
P301+P312+P330,
P305+P351+P338+P310,
P370+P378

P280, P301+P330+P331,
P305+P351+P338,
P308+P310

P261, P270, P273, P280,
P305+P351+P338, P310
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GHS-
Substanz Gefahrstoff- H Satze P Satze
kennzeichnung
N,N,N' N',N" H302, H311, H314 P280, P301+P312+P330,
Pentamethyl- P303+P361+P353,
diethylentriamin P305+P351+P338+P310
Pentan @@ H225, H304, H336, P210, P273,
H411, EUHO066 P301+P310+P331
Salzsaure H290, H314, H335 P280, P303+P361+P353,

Schwefelsaure

Tetrahydrofuran

Triethylamin

Triethylphosphit

Triphenylphosphin

Toluol

oy
a0
SHOP

H290, H314

H225, H302, H319,
H335, H336, H351,
EUHO19

H225, H302,
H311+H331, H314,
H335

H226, h302, H317,
H412

H302, H317, H318,
H372

H225, H315, H361d,
H336, H373 H304,
H412

P303+P361+P353,
P350+P351, P310

P280, P301+P330+P331,
P303+P361+P353,
P305+P351+P310

P210, P280,
P301+P312+P330,
305+P351, P338,
P370+P378, P403+P235

P210, P280, P301+P312,
P303+P361+P353,
P304+P340+P311,
P305+P351+P338+P310

P210, P233, P273, P280,
P301+P312,
P303+P361+P353

P260, P280, P301+P312,
P302+P352,
P305+P351+P338, P314

P202, P210, P273,
P301+P310,
P303+P361+P353, P331
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GHS-
Substanz Gefahrstoff- H Satze P Satze

kennzeichnung

H302, H311, H314, P261, P270, P280,

H317 P301+P312,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338

Wasserstoffperoxid @ H272, H302, H332, P220, P261, P280,
30% H318 P305+P351+P338

4-Vinylbenzylchlorid @
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8.2 Zusatzliche XPS Spektren
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Abbildung 46: Ergebnisse der XPS Analyse eine gereinigten Titantragers (Titan ctrl), hochaufgeldste Spektren fiir
das O 1s, C 1s, N 1s und Ti 2p Orbital.
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Abbildung 47: XPS Ergebnisse fur Ti-AHPA-p-(VBTAC), hochaufgeldste Spektren fiir O 1s, Br 3p, Ti 2p, P 2p und
Cu 2p.
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Abbildung 48: XPS Ubersichtsspektrum fiir Ti-AHPA-p-(VBTAC) nach Argon Atzen (8 nm/min) fiir 5 min.
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Abbildung 49: XPS Ergebnisse fiir Ti-AHPA-p-(VBTAC) nach Argon Atzen (8 nm/min) fur 5 min, hochaufgeldste
Spektren fur O 1s, C 1s, N 1s, Br 3p, Ti 2p, P 2p und Cu 3p.
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Abbildung 50: XPS Ergebnisse fir Ti-p-(VBDSB), hochaufgeloste Spektren fur Cl 2s und Ti 2p.

8.3 Zusatzliche FT-IR Spektren
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Abbildung 51: FT-IR Spektren von TiO2-ABPA-p-(VBTAC), TiO2-AHPA-p-(VBTAC), TiO2-AOPA-p-(VBTAC) und
TiO2-ADPA-p-(VBTAC).
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8.4 NMR Spektren

)

7.26 CDCI3

o ! 3 LR LEEY
5 \P/\/\/Br I \17 7

B/\O’\\O 2 4

Lk, I

T T 3T

] o 3 & =

< = - @ 3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 115 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

Abbildung 52: *H- NMR (300 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromobutyl)phosphonséure 4a.
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Abbildung 53: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-bromobutyl)phosphonsaure 4a.
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Abbildung 54: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromobutyl)phosphonsaure 4a.
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Abbildung 55: H- NMR (500 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-bromohexyl)phosphonsaure 4b.
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Abbildung 56: ¥*C-NMR {*H} (101 MHz, CDClIs) von Diethyl-(w-(a-bromohexyl)phosphonsaure 4b.
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Abbildung 57: 3'P-NMR {'H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromohexyl)phosphonsaure 4b.
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Abbildung 58: 1H- NMR (500 MHz, CDCIlz) von Diethyl-(w-(a-bromooctyl)phosphonsaure 4c.
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Abbildung 59: 3'P-NMR {H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromooctyl)phosphonsaure 4c.
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Abbildung 60: 1H- NMR (400 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-bromodecyl)phosphonséaure 4d.
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Abbildung 61: 3'P-NMR {H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromodecyl)phosphonsaure 4d.
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Abbildung 62: 1H- NMR (300 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-azidobutyl)phosphonsaure 3a.
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Abbildung 63: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDClIs) von Diethyl-(w-(a-azidobutyl)phosphons&ure 3a.
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Abbildung 64: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClz) von Diethyl-(w-(a-azidobutyl)phosphonsaure 3a.
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Abbildung 65: H- NMR (400 MHz, CDCIls) von Diethyl-(w-(a-azidohexyl)phosphonsaure 3b.
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Abbildung 66: *C-NMR {*H} (101 MHz, CDClIs) von Diethyl-(w-(a-azidohexyl)phosphons&ure 3b.
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Abbildung 67: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-azidohexyl)phosphonsaure 3b.
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Abbildung 68: *H- NMR (400 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-azidooctyl)phosphonséure 3c.
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Abbildung 69: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClz) von Diethyl-(w-(a-azidooctyl)phosphonséaure 3c.
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Abbildung 70: *H- NMR (400 MHz, CDClzs) von Diethyl-(w-(a-azidodecyl)phosphonsaure 3d.
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Abbildung 71: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-azidodecyl)phosphonsaure 3d.
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Abbildung 72: *H- NMR (400 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-aminobutyl)phosphonséaure 2a.
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Abbildung 73: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-aminobutyl)phosphonsaure 2a.
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Abbildung 74: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClz) von Diethyl-(w-(a-aminobutyl)phosphonsaure 2a.
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Abbildung 75: H- NMR (500 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-aminohexyl)phosphonsaure 2b.
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Abbildung 76: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-aminohexyl)phosphonsaure 2b.
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Abbildung 77: 3'P-NMR {H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-aminohexyl)phosphons&ure 2b.
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Abbildung 78: 1H- NMR (500 MHz, CDCI3) von Diethyl-(w-(a-aminooctyl)phosphonsaure 2c.
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Abbildung 79: 3'P-NMR {H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-aminooctyl)phosphonsaure 2c.
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Abbildung 80: *H- NMR (500 MHz, CDCIz) von Diethyl-(w-(a-aminodecyl)phosphonséaure 2d.
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Abbildung 81: 3'P-NMR {'H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-aminodecyll)phosphonsaure 2d.
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Abbildung 82: 1H- NMR (400 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)butyl)phosphonsaure 1a.
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Abbildung 83: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDClI3) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)butyl)phosphonsaure 1a.
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Abbildung 84: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClz) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)butyl)phosphonsaure 1a.
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Abbildung 85: 'H-NMR (400 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)hexyl)phosphonsaure 1b.
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Abbildung 86: ¥*C-NMR {*H} (101 MHz, CDClIs) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)hexyl)phosphonsaure 1b.
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Abbildung 87: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)hexyl)phosphonsaure 1b.
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Abbildung 88: 1H-NMR (400 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)octyl)phosphonséure 1c.
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Abbildung 89: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDCIs) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)octyl)phosphonsaure 1c.
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Abbildung 90: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClz) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)octyl)phosphonséaure 1c.
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Abbildung 91: 'H-NMR (400 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)decyl)phosphonsaure 1d.
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Abbildung 92: 3*C-NMR {*H} (101 MHz, CDClIs) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)decyl)phosphonsaure 1d.
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Abbildung 93: 3'P-NMR {H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(w-(a-bromoisobutyramido)decyl)phosphonsaure 1d.

HO 1 3 H Br g 3 ERE95
‘p/\/\/N > W
HO™ %, 2 4
0 o}

2.02
4.01-

6.00=
ot

e
=

T T T T T T T T T T T T T
. 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

Abbildung 94: TH-NMR (400 MHz, CDCIs) von w-(a-bromoisobutyramido)butylphosphonséaure ABPA.
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Abbildung 95: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDCIs) von w-(a-bromoisobutyramido)butylphosphonséaure ABPA.
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Abbildung 96: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClz) von w-(a-bromoisobutyramido)butylphosphonsaure ABPA.
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Abbildung 97: 'H-NMR (400 MHz, CDCls) von w-(a-bromoisobutyramido)hexylphosphonsaure AHPA.
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Abbildung 98: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDCIs) von w-(a-bromoisobutyramido)hexylphosphonsédure AHPA.
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Abbildung 99: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClz) von w-(a-bromoisobutyramido)hexylphosphonsaure AHPA.
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Abbildung 100: *H-NMR (400 MHz, CDClIs) von w-(a-bromoisobutyramido)octylphosphonsaure AOPA.
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Abbildung 101: C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls) von w-(a-bromoisobutyramido)octylphosphonsaure AOPA.
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Abbildung 102: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCIs) von w-(a-bromoisobutyramido)octylphosphonsiure AOPA.
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Abbildung 103: *H-NMR (400 MHz, CDCl3) von w-(a-bromoisobutyramido)decylphosphonsaure ADPA.
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Abbildung 104: BC-NMR {*H} (101 MHz, CDCls) von w-(a-bromoisobutyramido)decylphosphonsaure ADPA.
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Abbildung 105: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCIs) von w-(a-bromoisobutyramido)decylphosphonsaure ADPA.
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Abbildung 106: *H-NMR (400 MHz, CDClIs) von Diethyl(4-Bromomethyl)benzyl)phosphonséaure 8.
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Abbildung 107: 13C-NMR {*H} (101 MHz, CDCIz) von Diethyl(4-Bromomethyl)benzyl)phosphonséaure 8.
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Abbildung 108: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClIs) von Diethyl(4-Bromomethyl)benzyl)phosphonsaure 8.
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Abbildung 109: *H-NMR (400 MHz, CDClIs) von 4-((diethoxyphosphoryl)methyl)benzyl diethylcarbamodithioat 7.
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Abbildung 110: 33C-NMR {*H} (101 MHz, CDClz) von 4-((diethoxyphosphoryl)methyl)benzyl diethylcarbamodithioat
7.
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Abbildung 111: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDClz) von 4-((diethoxyphosphoryl)methyl)benzyl diethylcarbamodithioat
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Abbildung 112: *H-NMR (500 MHz, CD30D) von 4-(phosphorylmethyl)benzyl diethylcarbamodithioat CTPA.
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Abbildung 113: 33C-NMR {*H} (101 MHz, CD30D) von 4-(phosphorylmethyl)benzyl diethylcarbamodithioat CTPA.
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Abbildung 114: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CD30D) von 4-(phosphorylmethyl)benzyl diethylcarbamodithioat CTPA.
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Abbildung 115: *H-NMR (500 MHz, CDCls) von Diethyl-(6-(4-(chloromethyl)benzamido)hexyl)phosphonsaure 11.
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Abbildung 116: C-NMR {!H} (101 MHz, CDCIs) von Diethyl-(6-(4-(chloromethyl)benzamido)hexyl)-

phosphonséure 11.



8. Anhang 193

®
0] 2
15\/O\Pr,o 2 4 6 13 "
R e NI 12
O 1 3 5 H ol
) 2 11
10 14
120 110 100 50 80 70 60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 0 50 60 70
f1 (ppm)

Abbildung 117: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCls) von Diethyl-(6-(4-(chloromethyl)benzamido)hexyl)phosphonséaure
11.
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Abbildung 118: H-NMR (400 MHz, CDCIs) von 4-((6-(diethoxyphosphoryl)hexyl)carbamoyl)benzyldiethyl-

carbamodithioat 10.
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Abbildung 119: 3C-NMR {*H} (101 MHz, CDCls) von 4-((6-(diethoxyphosphoryl)hexyl)carbamoyl)benzyldiethyl-

carbamodithioat 10.



196 8. Anhang

—32.26

(@]
0. 2 4 8 13
18 NN T 12 15(
1 35 H 8
) 9 11 S 15 N\/
10 14
S
100 %0 80 70 60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50

f1 (ppm)

Abbildung 120: 3'P-NMR {*H} (162 MHz, CDCIs) von 4-((6-(diethoxyphosphoryl)hexyl)carbamoyl)benzyldiethyl-
carbamodithioat 10.
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Abbildung 121: *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) von (6-(4-(((diethylcarbamothioyl)thio)methyl)benzamido)hexyl)-
phosphonsaure CTHP.
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Abbildung 122: 3C-NMR {*H} (101 MHz, DMSO-ds) von (6-(4(((diethylcarbamothioyl)thio)methyl)benzamido)-
hexyl)phosphonsaure CTHP.
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Abbildung 123: 3!P-NMR {*H} (162 MHz, DMSO-ds) von (6-(4(((diethylcarbamothioyl)thio)methyl)benzamido)-
hexyl)phosphonsaure CTHP.
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Abbildung 124: *H-NMR (400 MHz, D20) von VBD.
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Abbildung 125: 13C-NMR {H} (101 MHz, D20) von VBD.
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Abbildung 126: *H-NMR (400 MHz, D20) von VBDSB.
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Abbildung 127: 13C-NMR {H} (101 MHz, D20) von VBDSB.
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