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1 Einleitung 1

1 Einleitunqg

Im Bereich der chemischen® und biologischen? Analytik, vor allem aber in der medi-
zinischen Diagnostik® besteht ein groRes Interesse in der Entwicklung neuer, leis-
tungsfahiger Analysenverfahren. Hierbei stehen die Miniaturisierung der Analysenge-
rate und damit verbunden die Minimierung der benétigten Probenvolumina im Vor-
dergrund. Aber auch die Ausschaltung von Detektionsinterferenzen bei Mehrkompo-
nentensystemen spielt eine entscheidende Rolle. Neben anderen Methoden wird in
diesem Zusammenhang zunehmend die Sensorik eingesetzt. Unter einem Sensor
versteht man ein System, dass eine spezifische Wechselwirkung mit dem Analyten
eingeht und ein zur Analyt-Konzentration proportionales Messsignal generiert. Um fur
den Einsatz als analytisches Werkzeug geeignet zu sein, muss ein Sensor neben
hinreichender mechanischer sowie chemischer Stabilitat vor allem eine hohe Spezifi-
tat gegenuber dem Analyten und eine hohe Reproduzierbarkeit des Messsignals
aufweisen.

Eine sehr praktikable Strategie, zu derartigen Sensoren zu gelangen, besteht in der
Verwendung von Substraten mit geeignet modifizierten Oberflachen, an denen der
Analyt spezifisch gebunden wird.* Der Vorteil, die Wechselwirkung an einer Oberfla-
che stattfinden zu lassen, besteht darin, dass bereits kleine Verdnderungen im
Bedeckungsgrad der Oberflache mit entsprechenden Messmethoden sehr gut detek-
tierbar sind. Daher kdonnen auch sehr geringe Analyt-Konzentrationen bestimmt
werden. Eine sehr einfache und zuverlassige Methode zur Modifizierung von Ober-
flacheneigenschaften stellt die Verwendung von selbstanordnenden Monoschichten
(Self-Assembled Monolayers, SAMs) dar.® Hierbei binden Molekiile in Form einer
Monoschicht an die Oberflache. Die physikalisch-chemischen - und damit verbunden
auch die biologischen Oberflacheneigenschaften - werden dann durch die Molekiiltei-
le bestimmt, die von der SAM-Oberflache exponiert werden. Da es sich bei SAMs um
monomolekulare Schichten handelt, deren Dicke wenige Nanometer nicht Uber-
schreitet, bietet diese Technologie viel Spielraum zur Miniaturisierung von Sensorfel-
dern.® Ein weiterer Vorteil SAM-basierter Sensoren besteht darin, dass gemischte
Monoschichten gebildet werden kdnnen. Hierdurch ist es mdglich, sensorisch aktive
Molekule in inerte Matrices einzubetten, die unspezifische Wechselwirkungen des



2 1 Einleitung

Analyten mit der Oberflache unterbinden.” Dies ist von besonderem Interesse bei
Biosensoren, wo die spezifische Anbindung von Biomolekiilen an den SAM detektiert

wird.

1.1 Selbstanordnende Monoschichten

Die Ausbildung organischer Filme an Grenzflachen ist schon lange bekannt. Zuerst
wurde dieses Phanomen an der Grenzflache flussig-gasformig beobachtet. Bereits
die Romer kannten den wellendampfenden Effekt von Olfilmen auf Wasseroberfla-
chen und nutzten ihn in der Schifffahrt. Wissenschaftlich untersucht wurde das
Phanomen aber erst im Jahre 1758 durch B. Franklin, der sich intensiv mit der
Erforschung des Verhaltens von Ol in Wasser beschéftigte. 1891 veréffentlichte dann
A. Pockels mit Hilfe von Lord Rayleigh die ersten systematischen Untersuchungen
des Einflusses amphiphiler Molekule auf die Oberflachenspannung. Zudem entwi-
ckelte sie ein Vorlaufermodell der Langmuir-Filmwaage, mit der I. Langmuir 1917
Monoschichten amphiphiler Molekiile auf Wasser untersuchte,® wofiir er 1932 mit
dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. 1935 gelang es dann K. Blodgett, die von
Langmuir entdeckten Monoschichten auf feste Substrate zu tUbertragen (Langmuir-
Blodgett-Filme).? 1983 beschrieben R. G. Nuzzo und D. L. Allara ein System, das
den eigentlichen Begriff SAM pragte.’® Es handelte sich um Monoschichten, die sich
spontan durch die Einwirkung von Dialkyldisulfiden auf Goldoberflachen bildeten.
1989 wurde von C. Bain und G. M. Whitesides gezeigt, dass analoge Schichten auch
durch die Adsorption von Alkanthiolen auf Goldoberflachen erhalten werden kon-

nen.tt

Heutzutage ist eine Vielzahl solcher Monoschichten auf den unterschiedlichsten
Substraten bekannt. Neben Thiolat-SAMs, die durch die Adsorption von Disulfiden,
Thiolen und Thioacetaten auf Minzmetallen oder Galliumarsenid gebildet werden,
lassen sich eine Reihe analoger Systeme durch andere Substrat/Adsorbat-
Kombinationen erhalten. Die prominentesten Kombinationen sind in Abb. 1 darge-
stellt.
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"beliebige" funktionelle Gruppe

Abb. 1: SAMs auf verschiedenen Materialien.

So sind durch die Adsorption von Alkyltrichlorsilanen bzw. Alkyltrialkoxysilanen auf
Siliciumdioxid oder Glas Alkylsiloxan-SAMs erhéltlich.*>** Fettsauren und Alkylphos-
phonsauren hingegen kénnen zur Bildung von SAMs auf oxidischen Metalloberfla-
chen eingesetzt werden.****

Molekile, die geeignet sind, einen SAM auf einem gegebenen Substrat auszubilden,
bestehen aus drei Teilen. An einem Ende befindet sich die Ankergruppe, mit der das
Molekul fest an das Substrat bindet. Ein strukturgebendes Element (spacer) sorgt
durch intermolekulare Wechselwirkungen (Van-der-Waals-Krafte, teteInteraktion)
zwischen den schichtbildenden Molekiilen fir eine hohe Ordnung und Packungsdich-
te in der Monoschicht. Bei Alkanthiolat-SAMs auf Gold wurden die zwischen den
Alkylketten wirksamen Van-der Waals-Wechselwirkungen zu etwa 2 kJ/mol CHo-
Gruppe bestimmt.?® Als dritten Teil besitzen die Molekiile eine so genannte Kopf-
gruppe. Im ausgebildeten SAM befinden sich die Kopfgruppen an der Grenzflache
zwischen Monoschicht und Umgebung. lhre Natur bestimmt die physikalischen und
chemischen Eigenschaften des SAMs und somit die Eigenschaften der modifizierten
Oberflache. Alkylphosphonat-Monoschichten mit hydrophoben CHs-Kopfgruppen
wirken z. B. der Korrosion des verwendeten Metallsubstrats entgegen.?*

Eine weitere interessante Anwendung von selbstanordnenden Monoschichten be-
steht darin, Oberflachen zu generieren, die entweder keine Wechselwirkung mit
Biomolekuilen und Mikroorganismen eingehen (Biorepulsivitat) oder spezifisch nur mit
bestimmten Molekilen wechselwirken (sensorische Aktivitat). Zur Erzeugung biore-
pulsiver Monoschichten wird die Oligoethylenglycol-Kopfgruppe genutzt. Beispiele
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hierfur sind entsprechende Siloxan-SAMs auf Siliciumdioxid und Glas bzw. Thiolat-
SAMs auf Gold.?*** Ein Beispiel fiir einen SAM mit sensorisch aktiven Kopfgruppen
sind Biotin-terminierte Monoschichten auf Gold, die spezifisch das Protein Streptavi-
din binden.”® Gemischte Thiolat-SAMs auf Gold, bei denen die sensorisch aktiven
Molekile in eine biorepulsive Matrix aus Oligoethylenglycol (OEG)-terminierten

Molekilen eingebettet sind, spielen im Bereich der Biosensorik eine grof3e Rolle.

1.1.1 Thiolat-SAMs auf Gold

Alkanthiolat-SAMs auf Gold(111) stellen das am langsten bekannte und am besten
untersuchte System dar. Gold als Substrat-Material bietet den Vorteil, gegeniiber den
meisten funktionellen Gruppen und vor allem gegentber Sauerstoff inert zu sein.
Zudem bildet Schwefel zu Gold eine sehr stabile Bindung aus. Die Schichten lassen
sich bequem erzeugen, indem das entsprechende Molekil mit Schwefel-
Ankergruppe aus L6sung oder aus der Gasphase auf dem Substrat immobilisiert
wird. Allgemein wird davon ausgegangen, dass es sich bei der Schichtbildung um
einen zweistufigen Prozess handelt.?® Im ersten Schritt findet eine schnelle Adsorp-
tion der Molekile auf dem Substrat statt. Innerhalb weniger Minuten bildet sich die
Monoschicht zu 90 % aus. Dem ersten Schritt angeschlossen folgt ein zweiter,
deutlich langsamerer Vorgang. Hier kommt es durch Adsorptions- und
Desorptionsvorgdnge sowie durch Oberflachendiffusion zu einer Erhdhung der
Schichtordnung. Molekiile werden verschoben, Defekte ausgeheilt und noch freie
Adsorptionsplatze besetzt. Dieser zweite Schritt der Schichtbildung, der auch als
zweidimensionale Kristallisation bezeichnet wird, kann abhangig von Temperatur,
Lésungsmittel und Konzentration des Adsorbens einige Stunden bis mehrere Tage in
Anspruch nehmen. Der gesamte Adsorptionsprozess wird in der Literatur oft als
Langmuir-Adsorption bezeichnet.?’ Im Detail ist der Vorgang aber deutlich
komplizierter und nur durch komplexere kinetische Modelle zu beschreiben.?®

Die Bildung von Thiolat-SAMs mit Thiolen folgt folgender Reaktionsgleichung:

RS-H+Au’ - RS Au* AU, +

N |

H,
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Dieser Bindungsmechanismus wurde lange kontrovers diskutiert, da der Verbleib des
Wasserstoffs ungeklart war. Letztlich konnte er durch den Nachweis von Wasserstoff
im Ultrahochvakuum jedoch bestatigt werden.?® Zusatzlich sprechen XPS-Daten fiir
das Vorliegen einer Thiolat-Gold-Bindung im SAM.* Aufgrund dieser Ergebnisse gilt
der vorgestellte Mechanismus als allgemein akzeptiert. Der Mechanismus der Bil-

dung von Thiolat-SAMs mit Thioacetaten als Adsorbentien hingegen ist nicht geklart.

Die Struktur eines Alkanthiolat-SAMs auf Gold(111) lasst sich als (\/§ X \/5) R30°-

Struktur mit c(4 x 2)-Uberstruktur beziehungsweise p(2\/§x\/§)-Uberstruktur be-

schreiben.®*® In diesen Strukturen liegen je zwei inaquivalente Alkylketten pro
Einheitszelle vor. Die inaquivalenten Thiolat-Zentren sind in Abb. 2 als griine bzw.

blaue Punkte dargestellt.

Abb. 2: Struktur eines Alkanthiolat-SAMs auf Gold(1 ~ 11), A: Elementarzelle des Goldes,

B: (\/E x \/§R30°)—Struktur des Alkanthiolat-SAMs, ** C: p(2 V3 x \/g)—Uberstruktur,
C’: c(4 x 2)-Uberstruktur des SAMs.

Die Einheitszelle des Goldes ist mit A und die der Monoschicht mit B gekennzeich-
net. C beschreibt die Elementarzelle der p(2 \/§x\/§)-0berstruktur und C’ die Ele-
mentarzelle der c(4 x 2)-Uberstruktur.

Rontgenbeugungs- und IR-spektroskopische Untersuchungen haben ergeben, dass
die Alkylketten im Thiolat-SAM eine all-trans-Konformation aufweisen und um 30°
gegeniiber der Oberflachennormalen verkippt sind (Abb. 3).*4*® Durch diese Anord-
nung werden die Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten maxi-

miert.



6 1 Einleitung

ca. 30°

S S S S S S S

N

Abb. 3: Alkanthiolat-SAM auf Au(111).

Untersuchungen des Einflusses der Kettenlangen auf die Schichteigenschaften
haben gezeigt, dass die Schichtordnung und der Bedeckungsgrad mit steigender
Anzahl von CH,-Gruppen im spacer zunehmen. Die kritische Kettenlange, unterhalb
der unvollstdndige Schichtbildung eintritt, liegt zwischen vier und sieben CH,-
Gruppen.®*® Auch dieser Effekt ist auf die steigende Stabilisierung der Schicht durch
Van-der-Waals-Wechselwirkungen bei steigender Kettenlédnge des spacer zurtickzu-
fuhren.

Amid-Funktionen im spacer des SAMs fluihren zu einer zusétzlichen Stabilisierung der
Schicht, da zwischen diesen Gruppen intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen

ausgebildet werden.*

1.1.2 Siloxan-SAMs

Alkylsiloxan-SAMs unterscheiden sich in ihrer Struktur deutlich von analogen Thiolat-
SAMs (Abb. 4A). Es handelt sich bei den Schichten um Polymere, in denen die
einzelnen Molekiile tiber Si-O-Bindungen miteinander verkniipft sind.*>** NEXAFS-
Unter-suchungen der Schichten deuten darauf hin, dass die Alkylketten gegenuber
der Oberflachennormalen nicht oder nur sehr wenig verkippt sind.** Da die Si-O-
Bindung deutlich stérker ist als die S-Au-Bindung, kommt es zu keiner dem priméren
Adsorptionsschritt angeschlossenen Umordnung der Schicht. Daher sind Siloxan-

SAMs in der Regel weniger einheitlich als die entsprechenden Thiolat-SAMs.
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1.1.3 Phosphonat-SAMs

Die Struktur eines Alkylphosphonat-SAMs ist in Abb. 4B dargestellt. Die Phosphon-
sauremolekile werden durch Kondensationsreaktionen mit den OH-Gruppen der
oxidischen Oberflache immobilisiert.** In der voll ausgebildeten Schicht liegen die
Alkylketten in all-trans-Konformation vor.*® Der Kippwinkel der Schichten wird in der
Literatur mit Werten von 0°- 45° beschrieben. *"°° Es werden daher sowohl mono-
als auch bi- und tridentate Anbindungen der Phosphonsauregruppe an das Substrat

diskutiert.>1?

A B

PO, PO, PO, PO, PO, PO,
SiO, M.O,

Abb. 4: Alkylsiloxan-SAMs auf SIO  , (A) bzw. Alkylphosphonat-SAM auf Metalloxid (B).

1.2 Oberflachen in biologischen Medien

1.2.1 Proteinadsorption

Gelangt ein in Wasser geldstes Protein an eine Oberflache, so tritt es mit ihr durch
hydrophobe Wechselwirkungen in Interaktion und adsorbiert. Da es sich um keinen
spezifischen Vorgang handelt, spricht man in diesem Zusammenhang von unspezifi-
scher Proteinadsorption. Auch elektrostatische Wechselwirkungen spielen bei die-
sem Prozess eine Rolle, allerdings in untergeordnetem MaR.>**" In Abb. 5 ist der

Vorgang der unspezifischen Adsorption schematisch dargestellt.
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Wasserfilm

hydrophobe Oberfliche — hydrophobe Oberflache

[ Protein

hydrophobe Oberflache ‘— hydrophobe Oberflache

Abb. 5: Unspezifische Proteinadsorption an einer hy ~ drophoben Oberflache.

Die Starke der hydrophoben Wechselwirkung hangt von der Grenzflachenenergie der
Grenzflache Oberflache / umgebendes Wassers ab. Je starker hydrophob die Ober-
flache ist, desto niedriger ist die Grenzflachenenergie und desto leichter lassen sich
die Wassermolekile an der Grenzflache (Wasserfilm) durch ebenfalls hydrophobe
Teilchen verdrangen. Dies fuhrt dann zu einer Aggregation der hydrophoben Part-
ner'58-61

An unpolaren Oberflachen wird die hydrophobe Wechselwirkung entropisch sehr
stark begunstigt, da das verdrangte Oberflachenwasser im bulk eine deutlich groRere
Anzahl von Freiheitsgraden besitzt. Enthalpisch hingegen ist der Dehydratisie-
rungsprozess nicht bevorzugt. Das liegt daran, dass der Wasserfilm an hydrophoben
Oberflachen eine besondere Struktur besitzt, wodurch die Molekile etwas starkere
intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden als es im bulk-Wasser der
Fall ist.°*®® Das Entfernen des oberflichennahen Wassers ist daher mit einer
schwach positiven Enthalpiebilanz besetzt. Die Ausbildung von Van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen den beiden hydrophoben Partnern hingegen fihrt zu
einer deutlichen Absenkung der Enthalpie und damit zu einer starken Beglnstigung
der Adsorption.

Im Gegensatz zu hydrophoben Oberflachen werden hydrophile durch intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen mit den Molekilen des Wasserfilms stabilisiert. Dies
fuhrt zu einer deutlichen Absenkung der Grenzflachenenergie. Das bedeutet, dass
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die Dehydratisierung hydrophiler Oberflachen entropisch zwar beginstigt, enthal-
pisch aber sehr unvorteilhaft ist. Hinzu kommt eine enthalpisch ungiinstige Wechsel-
wirkung zwischen hydrophoben Proteinteilen und der hydrophilen Oberflache. Die
hydrophobe Wechselwirkung ist an hydrophilen Oberflachen deshalb deutlich schwa-
cher ausgepragt. Diesem Prinzip folgend nimmt die Starke der hydrophoben Wech-
selwirkung und damit auch der unspezifischen Proteinadsorption mit steigender
Polaritat der betrachteten Oberflache ab. Hierfur gibt es viele experimentelle Belege,
die zeigen, dass die Proteinadsorption an unpolaren CHs-terminierten SAMs am

starksten ausgepragt ist und mit steigender Hydrophilie der Monoschicht abnimmt.®*
70

Der Vorgang der Proteinadsorption lasst sich, wie in Abb. 5 dargestellt, in verschie-
dene Schritte unterteilen. Zuerst gelangt das Protein in seiner nativen Form an die
Oberflache. Im nativen Zustand weist das Protein eine Gestalt auf, in der sich das
hydrophobe Peptid-Geriist im Inneren des Molekllknauls befindet. Polare Gruppen
wie -COO™ und -NH3" hingegen sind auBen an der Grenzfliche Proteinkn&au-
el / Wasser zu finden (Abb. 6).”*

unpolares Protein-
Riickgrat

Wasserfilm

geladene Gruppen
-COO;, -NH,

Abb. 6: Natives Protein in wassrigem Medium.

Bei Erreichen der Oberflache adsorbiert das Protein zunachst unter Verdrangung des
Wasserfilms in seiner nativen Form. Bei diesem Prozess handelt es sich um einen

reversiblen Vorgang. Diesem ersten Adsorptionsschritt schliefdt sich dann ein zweiter
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Schritt an, bei dem es zu einer Auffaltung des Proteins kommt. Die im Inneren lie-
genden hydrophoben Molekilteile werden dabei in Richtung Oberflache exponiert,
wodurch die hydrophobe Interaktion maximiert wird.”>’* Die hiermit verbundene
Konformationsanderung des Proteins wird als Denaturierung oder Relaxation be-
zeichnet und fihrt zur irreversiblen Bindung an die Oberflache. Der Adsorptions-
schritt ist deutlich schneller als die Denaturierung. Da die Konformationsanderung mit
einem steigenden Oberflachenbedarf des Proteins einhergeht, hangt der Anteil von
denaturiert gebundenem Protein von der Konzentration und der Flussgeschwindig-
keit der zur Adsorption verwendeten Proteinlosung ab. Je hdher die Konzentration
bzw. je dunner die Diffusionsschicht, desto mehr Adsorptionsplatze werden durch
nativ gebundenes Protein besetzt, das aufgrund des fehlenden Platzes nur wenig
oder gar nicht denaturieren kann.”*”®> Die Geschwindigkeit der Proteinadsorption
sowie der Grad der Denaturierung auf der Oberflache nimmt mit deren hydrophobem
Charakter zu.

Untersuchungen an SAMs mit unterschiedlich polaren Kopfgruppen haben dies
bestatigt.”*"® Hier zeigten CHs-terminierte Monoschichten sowohl die schnellste
Adsorption als auch die hochste Protein-Relaxation. Beide Effekte sind auf den
hydrophoben Charakter der Schicht zuriickzufihren. Die schnelle Adsorption resul-
tiert aus einer leichten Verdrangbarkeit des Wasserfilms. Die angeschlossene Dena-
turierung ist ein Ergebnis der starken hydrophoben Wechselwirkungen, die das
Protein zur Oberflache ausbilden kann.

Die Proteinadsorption wird aber zusatzlich von einer Fulle anderer Faktoren beein-
flusst, die noch weitgehend unverstanden sind.

1.2.2 Zelladhasion und Biofilme

Bakterien und Eukaryotische Zellen sind in der Lage, Uber spezielle Mechanismen
auf den Oberflachen nahezu aller Materialien zu adharieren und so genannte Biofil-
me zu bilden. Die Bildung von Biofilmen stellt in vielen technischen und medizini-
schen Prozessen einen unerwinschten Vorgang dar und soll dort nach Mdglichkeit
verhindert werden. Oft wird die Zelladhasion durch eine vorausgehende Proteinad-
sorption auf der entsprechenden Oberflache vermittelt. So verfolgen viele Bakterien

bei der Besiedelung von Oberflaichen folgende mehrstufige Strategie:’*®* Zuerst
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nahert sich das Bakterium der zu besiedelnden Oberflache und adhariert reversibel
an ihr. Daraufhin sondert es bestimmte Proteine ab, die Gber unspezifische Adsorp-
tion an diese Oberflache binden. Dann bindet das Bakterium selbst Uber spezifische
Wechselwirkungen an das adsorbierte Protein und beginnt, auf der Oberflache eine
Kolonie zu bilden. Ab einer bestimmten Populationszahl produziert die Bakterienko-
lonie dann eine Kohlenhydratmatrix, mit der sie sich vollstandig umgibt. Es entsteht
der so genannte Biofilm, der die Kolonie vor Angriffen des Immunsystems und sogar
gegen Antibiotika schiitzt.?® Abb. 7 veranschaulicht diesen Vorgang am Beispiel der

Adhasion von Bakterien aus einem flieRenden Medium.

reversible |Ausschiittung| irreversible Kolonialisation, T .
Adhiision Proteine Adhiision Matrixbildung Sloillulalllig
Flussigkejtsstrom
C ol o®|le > o o g ©
Cw [ = » » 3 -3 _ -
(/)('“ o T/) c? < ® o & ®
- . : B o >
« o © « -« «> o | © Ci>c>

> L
Oberflache

Abb. 7: Bakterienadhasion an angestrémter Oberflach  e.

Finden solche Besiedelungen auf medizinischen Implantaten statt, fihrt dies oft zu
chronischen Entziindungen bis hin zu Nekrosen.®* Auch kérpereigene Zellen stellen
im Zusammenhang mit Implantaten und Kathetern ein Problem dar. Gelangen derar-
tige kunstliche Oberflachen in den Organismus, findet sofort eine Adsorption von
Plasmaproteinen statt. An diesen Proteinfilmen adhérieren dann Blutzellen und
Fibroplasten, wodurch Thrombosen entstehen kdnnen.®>%

Biofilme sind nicht nur im medizinischen Bereich unerwinscht. Auch in der Lebens-
mittelindustrie und sogar in der Schifffahrt bereiten sie Probleme. So fuhrt die bakte-
rielle Besiedelung von Verpackungsmaterialien zu einer deutlich verminderten Halt-

barkeit von Lebensmitteln.?® Biofilme auf Schiffsrimpfen bewirken dagegen einen
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erheblichen Anstieg des Wasserwiderstandes und damit eine Erh6hung des Kraft-
stoffverbrauchs.*

Eine Moglichkeit zur Unterdrickung der Biofilmbildung besteht in der gezielten
Veranderung der chemischen und physikalischen Eigenschaften von Oberflachen.
Hierdurch ist es moglich, die initiale unspezifische Proteinadsorption zu verhindern.
Oberflachen, die ein solches Verhalten zeigen, werden allgemein als biorepulsiv
bezeichnet. SAMs eignen sich gut dazu, die Oberflacheneigenschaften von Substra-
ten zu modifizieren. Daher sollten biorepulsive Oberflacheneigenschaften durch die
Adsorption von monoschichtbildenden Molekilen mit biorepulsiver Kopfgruppe

erzeugbar sein.”

1.2.3 Biorepulsive Monoschichten

Seit Anfang der achtziger Jahre ist bekannt, dass oberflachengebundenes Polyethy-
lenglycol (PEG) die Adsorption von vielen Proteinen unterdriickt. Auch die Adhasion
von Zellen wird, je nach Typ, unterdriickt oder zumindest stark vermindert.”>** Zu
Beginn der neunziger Jahre wurde dieses Phdnomen erstmals von Whitesides bei
Alkanthiolat-SAMs auf Gold mit Oligoethylenglycol (OEG)- und Oligoethylenglycol-
monomethylether (MeOEG)-Kopfgruppen beobachtet.”% Seitdem wurde eine Reihe
analoger SAMs auf verschiedenen Substrat-Materialien wie z.B. Silicium,*”*® Silici-
umdioxid und Glas dargestellt, die ebenfalls proteinrepulsives Verhalten zeigen.??*
Im Vergleich zu den OEG-terminierten Alkylthiolat-SAMs auf Gold kommt diesen
Systemen jedoch nur eine untergeordnete Bedeutung zu. Dies liegt zum einen darin
begrindet, dass Siloxan-SAMs weniger stark geordnet sind als analoge Thiolat-
Monoschichten. Weiterhin zeigen die Silan-Ankergruppen der zur Schichtbildung
verwendeten Molekile nur eine geringe Toleranz gegenuber anderen Funktionalita-
ten, wodurch das Spektrum der verwendbaren Kopfgruppen deutlich eingeschrankt
ist.

Zur Erzeugung biorepulsiver Oberflacheneigenschaften hat sich neben der Bildung
von SAMs auch das Aufbringen PEG-haltiger Polymere auf die Substrate bewahrt.
Hierzu werden die Makromolekiile Gber mehrere Ankergruppen multivalent an Mate-
rialien wie Gold,*® Thiolat-SAMs auf Gold,'® Siliciumdioxid,'* Titandioxid'**'** oder

Niobpentaoxid'®*'% gebunden. Auch wurde gezeigt, dass durch Aufpolymerisieren
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PEG-haltiger Monomere auf entsprechend funktionalisierte SAMs biorepulsiv wirk-
same Filme erhalten werden kénnen. %1%’

AulRer PEG und OEG sind noch eine Reihe weiterer Kopfgruppen bekannt, die
ebenfalls biorepulsive Eigenschaften aufweisen. Die effektivsten Vertreter sind
Phosphorylcholin- bzw. Oligophosphorylcholine,**®**° polycarboxybetaine,*** Sulfo-
betaine,****** Oligopropylensulfoxide,**> Polyglycerol**® und eine Reihe von kohlen-
hydratbasierten Verbindungen, wie Mannitol und Galactose.™"*'® Mit diesen Kopf-
gruppen modifizierte SAMs sind in ihrer proteinrepulsiven Wirkung jedoch nicht so
effizient wie die entsprechenden EG-terminierten Schichten. Eine Ausnahme bildet
die Polyglycerol (PG)-Kopfgruppe, die vergleichbare Repulsivitat zeigt.*'® Neben der
etwas hoheren Effizienz haben EG-Verbindungen gegenuber PG-Verbindungen
jedoch zwei gro3e Nachteile: zum einen sind sie empfindlich gegen Sauerstoff und
biologischen Abbau in vivo, was sie ihren Einsatz zur Modifizierung von Implantaten
limitiert.****%* Des weiteren ist ihre thermische Stabilitat erheblich geringer als die
des PG, wodurch die Sterilisation beschichteter Materialien bei erhohten Temperatu-
ren problematisch ist.*?*

Die Prinzipien, die der repulsiven Wechselwirkung zwischen Kopfgruppe und Protein
zugrunde liegen, sind noch weitgehend unverstanden. Dennoch geben experimentel-
le Befunde Hinweise darauf, welche strukturellen und chemisch-physikalischen

Eigenschaften fiir das Auftreten von Proteinresistenz erforderlich sind:*#>1%°

1. Das terminale Ende der Kopfgruppe muss polar sein.

2. Das Ruckgrat der Kopfgruppe muss hydrophil sei, als Wasserstoffbriicken-Akzep-
tor fungieren, aber keine Wasserstoffbricken-Donor-Eigenschaften besitzen

3. Die Kopfgruppe muss elektrisch neutral sein. Ein zwitterionischer Charakter ist

jedoch unproblematisch.

4. Bei der Verwendung von Oligomeren als Kopfgruppen steigt der repulsive Cha-
rakter mit der Anzahl der Monomereinheiten im Ruckgrat.

Weiterhin weisen alle repulsiven Systeme einen hohen Hydratisierungsgrad der
Kopfgruppen auf, welcher durch helicale und vor allem amorphe Konformationen
beginstigt wird. Die Konformation der Kopfgruppen wird wiederum stark durch die

Packungsdichte der Schicht bestimmt.**” Mit steigender Packungsdichte nimmt der
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Anteil von amorphen Bereichen ab, was bei zu dicht gepackten SAMs zu einer
Verminderung der Proteinresistenz fuhrt. Eine zu geringe Packungsdichte fihrt
hingegen ebenfalls zum Verlust des repulsiven Verhaltens.

Die oben genannten Kriterien fUr Biorepulsivitdt werden von vielen aktiven Systemen
erfillt. Es gibt jedoch auch Ausnahmen. So weisen einige kohlenhydratbasierte
Kopfgruppen trotz Wasserstoffbriicken-Donoren im Rickgrat Proteinrepulsivitat
auf."*"118 Hierdurch wird deutlich, dass die geforderten Vorraussetzungen keine
allgemeine Giiltigkeit besitzen und nur Hinweise auf eine eventuell vorhandene

repulsive Aktivitat der Kopfgruppe geben.

1.2.4 Ursachen fir Biorepulsivitat

Seit der Entdeckung des repulsiven Effekes von oberflachengebundenem PEG
besteht ein starkes Interesse daran, die Griinde fur dieses Verhalten zu verstehen.
Entsprechende Untersuchungen existieren bis jetzt allerdings fast ausschlief3lich fur
EG-terminierte Monoschichten. Fir diese Systeme wurden unterschiedliche Theorien
zur Erklarung des Effekts entwickelt.

Mitte der achtziger Jahre wurde von Anrade und de Gennes die Theorie der steri-
schen Repulsion aufgestellt.”*!?4!2° Diese Theorie geht davon aus, dass oberfla-
chengebundenes PEG in wassriger Umgebung eine stark hydratisierte, amorphe
Struktur aufweist, und das der Hydratisierungsgrad von der Konformation der PEG-
Ketten abhangt. Die Adsorption eines Proteins auf dem PEG-Film hatte zwei Effekte
zur Konsequenz: Zum einen wirde die Bindung des Proteins an die PEG-Ketten eine
Kompression der Filmstruktur bewirken, wodurch viele Freiheitsgrade der Ketten
verloren gingen. Dies ware mit einem deutlichen Entropieverlust des Systems ver-
bunden. Weiterhin wiirde die Wechselwirkung mit dem Protein eine Konformations-
anderung der PEG-Ketten verursachen, wodurch sich die Wechselwirkungsstarke
der Schicht mit den eingelagerten Wassermolekilen vermindern wirde. Dies hatte
eine teilweise Dehydratisierung der Schicht zur Folge. Diesem Vorgang wirkt der
Osmotische Druck entgegen, der eine héchstmogliche Hydratisierung der Schicht
verlangt.

Mit dieser Theorie lasst sich der repulsive Effekt von PEG-Schichten und PEG-

130

terminierten SAMs~" erklaren.
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Auf OEG-terminierte SAMs kann diese Theorie jedoch nicht angewendet werden, da
die EG-Ketten zu kurz sind, um den Effekt der sterischen Repulsion zu zeigen. Das
Modell wurde daher Ende der neunziger Jahre von Szleifer mit Hilfe der single-chain
mean-field theory (SCMFT) modifiziert.'**"**® Szleifer ging davon aus, dass die PEG-
Ketten eines gebundenen PEG-Films mit freien Adsorptionsplatzen auf der Oberfla-
che attraktive Wechselwirkungen eingehen. Hierdurch werden mdgliche Bindungs-
platze fur das Protein blockiert. Zwischen den PEG-Ketten und dem Protein besteht
eine der sterischen Repulsion analoge Wechselwirkung, die eine Adsorption auf dem
PEG-Film verhindert. Da in der Beschreibung nach Szleifer der repulsive Charakter
der Schicht nur sehr wenig von der Kettenlange der PEG-Strange abhangt, lasst sich
diese Theorie auch auf OEG-terminierte SAMs anwenden.

Neben diesen beiden Ansatzen gibt es noch ein drittes Modell, das die Wechselwir-
kung zwischen PEG- oder OEG-terminierten Oberflachen und Proteinen mit Hilfe der
Theorie der Kosmotrope beschreibt.’***3¢ Kosmotrope sind polare Verbindungen, die
mit Wasser starkere Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden als Wassermolekule im
bulk-Wasser untereinander. Sie erhéhen daher den Ordnungsgrad im Wasser (clu-
ster-Bildung). Im bulk-Wasser fuhrt die Mischung mit einem Kosmotrop durch die
starkeren Wasserstoffbriickenbindungen zu einer Absenkung der freien Enthalpie.
Gleichzeitig tritt eine auf die cluster-Bildung zurtickzufihrende Abnahme der Entropie
auf, die durch die positive Mischungsentropie, die aus der Vermischung von Wasser
und Kosmotrop resultiert, kompensiert wird. Fir Wasser in der Solvatationshiille des
Proteinmolekiils ist eine Erhéhung des Ordnungszustandes entropisch &aufRerst
ungunstig. Daher halt sich das solvatisierte Protein bevorzugt an Orten des Systems
auf, an denen kein Kosmotrop zugegen ist. Man spricht in diesem Zusammenhang
vom exkludierten Volumen. Im System OEG-SAM / Proteinlésung stellen die OEG-
Ketten das Kosmotrop dar, das sich durch Hydratisierung mit Wasser mischt. Die
solvatisierten Proteinmolekile bilden das exkludierte Volumen und kommen in

keinen engen Kontakt mit der hydratisierten OEG-Schicht.

Alle genannten Modelle ermdglichen eine theoretische Beschreibung des repulsiven
Effekts. Sie sind jedoch nicht in der Lage, ihn auf molekularer Ebene zu erklaren.
Anséatze hierfur wurden erst Ende der neunziger Jahre entwickelt, als erkannt wurde,
dass der repulsive Effekt OEG-terminierter SAMs eng mit der Struktur der Mono-

schicht und der Konformation der Schichtmolekdile korreliert.
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NEXAFS-Messungen®®’ und molecular modelling®” an dehydratisierten EG-
terminierten SAMs haben gezeigt, dass die Struktur des EG-Teils stark von der
Lange der Ketten abhangt. So weisen OEG-terminierte Alkanthiolat-SAMs auf Gold
mit drei bis sechs Ethylenglycoleinheiten eine kristalline Struktur mit helicaler Kon-
formation der Kopfgruppe auf. Mit steigender Kettenlange des EG-Teils verandert
sich die Struktur der Kopfgruppe von kristallin zu amorph. Mit langkettigem PEG
terminierte Schichten zeigen daher eine rein amorphe Struktur.**’

Neben der Zahl der EG-Einheiten wird die Struktur des OEG-Teils stark von der
Packungsdichte der Molekile im SAM beeinflusst. Ein Vergleich der Strukturen von
EGs-terminierten Alkanthiolat-SAMs auf Gold und Silber zeigt dies. Auf Gold liegt die
helical-kristalline Struktur vor, wogegen auf Silber eine wesentlich dichter gepackte,
kristalline all-trans-Konformation zu beobachten ist.”**%° Aus diesem Ergebnis lasst
sich ableiten, dass die Konformation der Kopfgruppe stark von der Packungsdichte
der Schicht beeinflusst wird.

Alle Repulsivitats-Modelle gehen davon aus, dass der PEG- oder OEG-Teil repulsi-
ver SAMs stark hydratisiert ist und dass der Grad der Hydratisierung von der Kon-
formation der EG-Ketten abhangt. Diese Annahmen konnten sowohl theoretisch als
auch experimentell bestéatigt werden. Ab initio Rechnungen und Monte Carlo-
Simulationen fir OEG-terminierte Thiolat-SAMs auf Gold sprechen daftir, dass sich
Wasser in den OEG-Teil der Schicht einlagert und dort durch mehrere Wasserstoff-
briickenbindungen pro Wassermolekil an Sauerstoffatome der Kopfgruppe gebun-
den wird.***!*! Die Starke der Bindung zwischen den eingelagerten Wassermolekii-
len und den OEG-Ketten ist dabei starker als die Bindung zwischen Wassermoleki-
len im bulk-Wasser. Damit diese starke Bindung des Wassers in der Schicht stattfin-
den kann, sind gestérte helicale oder starker amorphe Konformationen der OEG-

142145 sowie auch vibrational sum-

Ketten notwendig. Theoretische Arbeiten
frequency-Messungen**®'*" an EGs- und EGe-terminierten Thiolat-SAMs auf Gold
bestatigen das. Hier konnte bei Kontakt mit Wasser ein Ubergang der im dehydrati-
sierten Zustand bevorzugten helicalen Konformation der Kopfgruppen in starker
amorphe beobachtet werden. Die Anderung der Konformation der OEG-Strange
kann auf die damit verbundene Maximierung der Wechselwirkung zu eingelagerten
Wassermolektlen zurtickgefuhrt werden. Eine derartige Wechselwirkung der Kopf-
gruppe mit Wasser ist bei anderen Konformationen der OEG-Gruppen nicht zu

beobachten. So lagern EGgs-terminierte Thiolat-SAMs auf Silber, die all-trans-
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Konformation aufweisen, kein Wasser ein und zeigen ein hydrophobes Verhal-
ten.l42'143

Resistenz gegeniber Proteinadsorption wird nur bei hydratisierten SAMs beobachtet,
was fur eine wichtige Rolle des in die Kopfgruppe eingelagerten Wasser bei diesem
Prozess spricht. AFM-Messungen an EGs-terminierten SAMs auf Gold und Silber
bestéatigen dies. Eine mit Fibrinogen modifizierte AFM-Spitze zeigt gegenuber dem
hydratisierten SAM auf Gold repulsive und gegentber dem hydrophoben SAM auf

Silber attraktive Wechselwirkung.??

Neben den bereits vorgestellten Modellen gibt es aber auch andere Ansichten Uber
die genaue Funktion des Wassers bei dem Phanomen der Proteinrepulsivitat. So
kommen einige theoretische Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass die starke
Wechselwirkung der OEG-Kopfgruppen mit oberflachennahem Wasser zu einem fest
an den SAM gebundenen Wasserfilm fihrt, der den Kontakt zwischen Schicht und
Protein verhindert.******1** Djes konnte jedoch durch andere theoretische Arbeiten
sowie durch Neutronenreflektivitatsmessungen an repulsiven SAMs widerlegt wer-
den, die auf eine signifikant verminderte Dichte des Wassers in Oberflachennahe der
Schicht hindeuten. %14

Neuste theoretische Untersuchungen wiederum schlagen fur das Wasser an der
Grenzflache SAM / Wasser eine Dichte und Struktur vor, die sich kaum oder gar nicht
vom bulk-Wasser unterscheiden.™® Zusatzlich kommt diese Studie zu dem Ergebnis,
dass das in die OEG-Kopfgruppe eingelagerte Wasser zwar stark an das OEG-
Ruckgrat gebunden ist, jedoch eine dem bulk-Wasser vergleichbare Diffusivitat
aufweist. Ein durch Proteinadsorption hervorgerufener Dehydratisierungsvorgang
ware daher nicht nur enthalpisch ungunstig, sondern wirde auch kaum einen Zuge-
winn an Entropie bewirken. Somit wére die Proteinadsorption mit einem starken
Anstieg der freien Enthalpie verbunden und wirde deshalb nicht stattfinden.

Wie die Vielzahl der teilweise widerspriichlichen Ergebnisse deutlich macht, sind die

Prinzipien, die der Biorepulsivitat zugrunde liegen, grof3tenteils noch ungekléart.
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1.3 Spezifische Wechselwirkung zwischen SAMs und Bi 0-

molekiilen: Biosensoren

Auf selbst-anordnenden Monoschichten basierende Sensoren beginnen eine immer
groRere Rolle zu spielen. Ein Grund hierfir ist die Einfachheit des sensorisch aktiven
Elements. Dieses besteht aus einer sensorisch aktiven Monoschicht, die auf einem
Substrat wie z. B. Glas, Metall oder einem Metallfilm auf Glas gebunden ist. Ein
weiterer Vorteil ist die geringe Gréf3e des bendtigten Sensor-Felds. Diese betragt nur
wenige Quadratmillimeter und wird im Wesentlichen durch die verwendete Detekti-
onsmethode bestimmt. Abhangig von der Art des Analyten werden unterschiedliche
Detektionsmethoden verwendet. Redoxaktive Spezies konnen beispielsweise vol-
tammetrisch und amperommetrisch bestimmt werden.*****? vor allem werden aber
optische und akustische Verfahren, wie die Oberflachenplasmonresonanz-

153-155

Spektroskopie (Surface Plasmon Resonance, SPR) und Messungen mit der

156158 angewendet.

Quarzkristall Mikrowaage (Quartz Crystal Microbalance, QCM)
Die beiden letztgenannten Verfahren sind besonders attraktiv, da sie die Verfolgung
von Bindungsereignissen auf der Monoschicht in Echtzeit ermdglichen. Alle genann-
ten Detektionsmethoden sind in der Lage, geringste Veranderungen der Analytkon-
zentration an der SAM-Oberflache zu erfassen. Daher kdonnen auch noch sehr
geringe Analytkonzentrationen im Testmedium detektiert werden.

Neben dem Einsatz solcher Sensoren im anorganisch- und organisch-analytischen
Bereich, 1°11°21%9162 gpjelen diese Systeme besonders im Bereich der Biosensorik
eine bedeutende Rolle. Ganz allgemein beschreibt der Begriff Biosensor ein System,
das in der Lage ist, das Vorhandensein eines bestimmten Biomolekuls qualitativ und
guantitativ anzuzeigen. Der schematische Aufbau eines Biosensors auf Basis eines

gemischten Thiolat-SAMs auf Gold ist in Abb. 8 dargestellt.
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Repulsive Schicht
Strukturgebende Schicht
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Spezifische Bindungsgruppen Matrixmolekiil Molekiil mit Bindungs-
gruppe

Abb. 8: Gemischter Thiolat-SAM mit spezifischen Bin ~ dungsgruppen fir Biomolekiile.

Damit spezifische Wechselwirkungen zwischen Sensor und Biomolekill erfasst
werden konnen, muss jegliche unspezifische Wechselwirkung des Analyten mit der
Oberflache ausgeschlossen werden. Daher werden fir sensorische Zwecke ge-
mischte SAMs verwendet, bei denen die Molekile mit spezifischer Bindungsgruppe
in eine biorepulsive Matrix aus OEG-terminierten Molekllen eingebettet sind. Es gibt
noch einen weiteren Grund, der die Verwendung gemischter SAMs notwendig macht:
Ein ,unverdiinntes* Vorliegen der Bindungsgruppen an der Oberflache verhindert aus
sterischen Griinden eine effiziente Wechselwirkung mit den zu detektierenden Bio-
molekiilen.*®**® Der Grund hierfirr ist, dass die Zielmolekiile im Regelfall sehr volu-
min6s sind und sich gegenseitig bei der Anbindung an den SAM behindern. Ein
gemischter, ,verdinnter* SAM, wie in Abb. 8 gezeigt, kann hingegen optimal mit den
Zielmolekdilen interagieren.

Bei den spezifischen Bindungsgruppen des Biosensors handelt es sich meistens
selbst um Biomolekiile, die nach dem Schlissel / Schloss-Prinzip den Analyten
binden. Diese Art der Wechselwirkung wird allgemein als Antigen / Antikdrper-
Interaktion bezeichnet und stellt das elementare Prinzip der Biosensoren dar.

Die Anzahl der verschiedenen Sensorsysteme ist sehr grof3. Eine Gruppe prominen-
ter Vertreter sind die Proteinsensoren. Beispiele fir diesen Sensortyp sind SAMs mit

166,167

Biotin-Kopfgruppen, die spezifisch das Protein Streptavidin binden, oder Ben-

zolsulfonamid-terminierte Schichten, die eine spezifische Wechselwirkung mit dem

168,169 111,170-174

Enzym Carboanhydrase eingehen, sowie eine Fille anderer Systeme.

Auch anorganische Bindungsgruppen sind bekannt. So sind Ni**-modifzierte SAMs in
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der Lage, spezifisch Histidin-exponierende Proteine zu binden.}”>*’® Prinzipiell ist die
spezifische Bindung jedes Proteins mdglich, soweit es gelingt, das entsprechende
Antigen als Kopfgruppe in die Monoschicht einzufthren.

Ein zweiter wichtiger Vertreter der Gruppe der Biosensoren ist der DNA-Sensor. Als
Kopfgruppe wird in diesem Fall Einzelstrang-DNA eingesetzt, wodurch die spezifi-
sche Bindung komplementarer DNA-Einzelstrange méglich ist.!””'"® Dies gelingt
sogar bei Verwendung komplexer Mischungen wie z. B. Blutserum, in denen eine
Vielzahl Einzelstrange mit unterschiedlichen Nukleotidsequenzen vorliegt.*”**%° Mit
Hilfe des DNA-Sensors kann ein Medium daher sowohl auf bestimmte DNA-
Fragmente als auch bezuglich der insgesamt enthaltenen DNA-Molekule untersucht
werden.

Kohlenhydrat-terminierte SAMs stellen einen weiteren wichtigen Typ von Biosenso-
ren dar. Mit diesen Sensoren ist es mdglich, spezifische Wechselwirkungen zwischen
Kohlenhydraten und bestimmten Proteinen, so genannten Lektinen, zu untersu-
chen.'®1%3 Diese Wechselwirkung spielt eine wichtige Rolle in biologischen Prozes-

 aber

sen wie Gewebewachstum,'® Zelladhasion,'® Zell / Zell-kommunikation,*®
auch bei der Interaktion bzw. Infektion von Zellen mit Mikroorganismen und Viren.'8”
1% von groRem Interesse ist in diesem Zusammenhang die Untersuchung der
Wechselwirkung des aus der Schwertbohne stammenden Lektins Concanavalin A
(Con A) mit Mannose-terminierten SAMs.****%* Dieses System ist von besonderer
Relevanz, da es ein Modell fir die Lektin / Mannose-Interaktion bei der Adhasion von
E. coli an Wirtszellen darstellt.**>*%" Aufgrund der Affinitat der an der Oberflache von
E. coli vorhandenen Lektine zu Mannose konnten weiterhin Sensoren fur die Detekti-

on von E. coli konstruiert werden, %%

1.4 Modifizierung von Monoschichten durch Click-Che mie

Die grol3te Herausforderung bei der Erzeugung sensorischer Monoschichten ist die
EinfUhrung der aktiven Gruppe. Es ist nicht immer mdglich oder erwiinscht, diese
direkt in das schichtbildende Molekll einzubauen. Daher werden die spezifisch
bindenden Gruppen oft in bereits ausgebildete Monoschichten eingefuhrt. Um dies
zu ermoglichen, mussen sowohl der SAM als auch die zu immobilisierende Gruppe

Funktionalitaten aufweisen, die eine Anbindung erlauben. Fir solche SAM-
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Modifikationen gibt es eine Reihe von Beispielen, wie z. B. die Anbindung von Ami-

nofunktionen an Anhydrid-terminierte®®

oder aktivestervermittelte Kupplung von
Aminogruppen an Carboxyl-terminierte SAMs.?*?% Als weitere, wenn auch weniger
verbreitete Methoden, lassen sich die Funktionalisierung Maleinimid-terminierter
Monoschichten mit Mercaptanen®* oder Hydrazid-terminierter SAMs mit Aldehyden
nennen.’®® All diesen Methoden ist eigen, dass sie mehrstufige, teilweise komplizier-
te Reaktionsprotokolle aufweisen. Es wird daher nach Reaktionstypen gesucht, die
eine einfache und zuverlassige Modifikation von Monoschichten ermdglichen.

In diesem Zusammenhang ricken die so genannten Click-Reaktionen immer starker
in den Mittelpunkt des Interesses. Der Begriff Click-Reaktion wurde von Sharpless
gepragt und meint den Aufbau komplexer Strukturen durch das Aneinanderfligen von
molekularen Bausteinen durch effiziente Reaktionen. Um zu dieser Reaktionsklasse

zu gehoéren, muss eine Reaktion bestimmte Kriterien erfiillen:?%

Die Reaktion muss breit anwendbar sein.
Es missen hohe Ausbeuten erzielt werden.

Es durfen keine oder nur nicht stérende Nebenprodukte gebildet werden.

A

Die Reinigung des Reaktionsprodukts muss mit nichtchromatographischen Me-
thoden mdglich sein.

5. Die Reaktion muss stereospezifisch verlaufen und irreversibel sein.

6. Die Edukte und Produkte missen unter physiologischen Bedingungen stabil sein.
7. Der Reaktion muss eine starke thermodynamische Triebkraft zugrunde liegen
(AG = 20 Kcal/mol).

Beispiele fiir solche Reaktionen sind:?*°

Sn-Reaktionen, vom Typ der ring6ffnenden Reaktionen von Epoxiden
nicht-aldolartige Carbonylreaktionen, z. B. die Bildung von Harnstoffen

Addition an C-C Mehrfachbindungen, z. B. Epoxidierung

o o o

Cycloadditionen, wie 1,3-dipolare Cycloadditionen und begrenzt Hetero Diels-

Alder-Reaktionen

Insbesondere die Cu(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition von Alkinen an Azide

(Huisgen-Reaktion) hat sich unter diesen Methoden durchgesetzt (Schema 1).2°%%°7
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® o
R—m=—= + R?—N=N=N —>[Cu(l)] > _/

Schema 1: Bildung von 1,4-disubstituierten 1,2,3-Tr  iazolen durch 1,3-dipolare Cycloaddition

von Alkinen an Azide.

Die wichtigsten Grunde hierfir sind die hohe Toleranz der Reaktion gegenuber
funktionellen Gruppen,?®® die hohe Sauerstoff- und Hydrolysestabilitat der Edukte
bzw. des gebildeten Triazols, sowie die Durchfihrbarkeit der Reaktion im wassrigen
Medium.?®>?% Ein weiterer Vorteil ist, dass die benétigten Funktionalitaten (Alkin,
Azid) unter milden Bedingungen in die jeweiligen Molekile eingefihrt werden kon-
nen. Click-Reaktionen sind daher mit vielen Biomolekulen méglich.

Aus den genannten Grunden wird die Huisgen-Reaktion bereits in vielen Bereichen
eingesetzt. Zu nennen waren hier die Biochemie und die medizinische Chemie, die

210-212 und

diese Reaktion nutzen, um DNA, Proteine oder Viren zu modifizieren
Substanzbibliotheken aufzubauen.?*?** Auch in den Materialwissenschaften spielt
diese Reaktion eine grof3e Rolle, wo sie beispielsweise zum Aufbau und zur Funk-

215217 ynd dendritischen Strukturen?822°

tionalisierung von Polymeren genutzt wird.
Seit kurzem wird die Click-Reaktion auch zur Modifizierung von SAMs eingesetzt. Es
konnte gezeigt werden, dass sich sowohl Alkin- als auch Azid-terminierte Mono-
schichten durch Umsetzung mit organischen Aziden bzw. Alkinen bequem funktiona-
lisieren lassen.?”#?? Die Reaktion wird deshalb mittlerweile in den unterschiedlichs-
ten Bereichen eingesetzt. So z. B. bei der Einfuhrung elektrochemisch aktiver Ferro-
cenylgruppen in Azid-terminierte SAMs auf Gold***?*® oder der Immobilisierung von
Nanopartikeln auf Oberflachen. Zu diesem Zweck werden SAM-stabilisierte Gold-,
Siloxan- und Cadmiumselenid-Nanopartikel durch die Click-Reaktion mit Funktionali-
taten ausstatten, Uber die sie fest an ebenfalls modifizierte Oberflachen binden
kénnen.??"2#

Bei der Entwicklung neuer Materialen fur die High Performance Liquid Chroma-
tography (HPLC) ist die Reaktion ebenfalls von Interesse. Hier wird sie genutzt, um
Azid-terminierte Siloxan-SAMs auf Silicagel mit Kohlenhydraten, Cyclodextrinen und
Alkylverbindungen zu modifizieren.?%*! Auf diese Weise werden Materialien fir

hocheffiziente stationdre Phasen zuganglich. Auch die direkte Anbindung Alkin-
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funktionalisierter Polymere an Azid-terminierte Siliciumdioxid-Nanopartikel konnte
realisiert werden.?*

Ein weiteres Gebiet, auf dem die Click-Reaktion auf SAMs genutzt wird, ist die
Strukturierung von Oberflachen. In diesen Zusammenhang sind das Microcontact

233

Printing von Alkinen auf Azid-terminierten Siloxan-SAMs“*® und die Erzeugung von

Biomolekul-Gradienten durch das Immobilisieren von Azid-terminierten Peptiden auf

234 7u nennen. Die Click-Reaktion hat sich ebenfalls als

Alkin-terminierten SAMs
geeignetes Werkzeug fur die Anbindung entsprechend funktionalisierter Nukleoside
an Alkin- und Azid-terminierte SAMs erwiesen.?*>?*® Die Einfiihrung solcher Biomo-
lekile ist besonders im Zusammenhang mit der Entwicklung von Biosensoren von
Bedeutung. Durch die Reaktion von Gemischen aus Azid-funktionalisiertem OEG
und Azid-funktionalisierten Kohlenhydratderivaten mit Alkin-terminierten SAMs ist es
gelungen, in einem einstufigen Prozess vollwertige, Lektin-spezifische Biosensoren

herzustellen.?®’

1.5 Chemische Oberflachengradienten

Chemische Gradienten sind in vielen Bereichen von Interesse. Zu nennen waren hier
die Mikrofluidik?®*%*° sowie die Materialwissenschaften.?*®?*! Vor allem spielen sie
aber in der Biologie und der Medizin eine bedeutende Rolle, da sie viele Vorgange

im Organismus aktiv beeinflussen.

1.5.1 Chemische Gradienten in der Biologie

Eine Vielzahl biologischer Prozesse wird durch Botenstoffe gesteuert. Die wesentli-
che Aufgabe der Botenstoffe besteht darin, das gerichtete Wachstum von Zellver-
banden beziehungsweise die gerichtete Bewegung von Zellen entlang von Konzen-
trationsgeféallen zu erméglichen (Abb. 9). Chemische Gradienten sind daher sowohl

fur einzellige Lebewesen als auch fur hohere Organismen von grol3er Bedeutung.
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Abb. 9: Bewegung einer Zelle entlang eines Oberflac  hengradienten.

Mikroorganismen nutzen beispielsweise Botenstoffe zur Orientierung und zur Koor-
dination ihrer Bewegungen.?*? Attraktiv wirksame Substanzen bewirken, dass sich
der Organismus entlang des Konzentrationsgefalles aktiv auf die Quelle zu beweqgt.
Repulsiv wirkende Stoffe 16sen dagegen eine von der Quelle fort gerichtete Bewe-
gung aus.

In héheren Organismen tbernehmen chemische Gradienten vornehmlich strukturdi-
rigierende Funktionen. Beispiele sind die Steuerung der Wuchsrichtung von Axo-

2432%8 sowie die Ausbildung neuer BlutgefaRe®* durch so genannte Wachstums-

nen
faktoren. Neben der Bildung organischer Strukturen wird auch die Wanderung von
Zellen zu bestimmten Zielorten im Organismus von Botenstoff-Gradienten vermittelt.
Dieser Vorgang ist von gro3em Interesse, da er bei der Metastasenbildung von
Tumoren eine wichtige Rolle spielt.?%2%?

Ein weiterer Prozess, bei dem ein Einfluss chemischer Gradienten angenommen
wird, ist die Morphogenese.?*® Hierbei handelt es sich um die Differenzierung von
Stammzellen zu hdher spezialisierten Zellen oder Organismen. Vermutet wird, dass
die Art des Botenstoffs, beziehungsweise dessen Konzentration, Uber die Speziali-
sierung der Stammzellen mitbestimmen.

Bei der Wechselwirkung von Zellen oder Zellverbande mit Gradienten unterscheidet
man zwischen zwei grundsétzlichen Mechanismen: der Chemotaxis und der Hapto-
taxis. Bei der Chemotaxis liegt der Botenstoff gelést im umgebenden Medium vor
und der Gradient bildet sich durch Diffusion aus. Die Zellen, die auf den Gradienten
reagieren, besitzen fir den Botenstoff spezifische Rezeptoren, mit deren Hilfe sie
ortliche Konzentrationsanderungen feststellen kénnen. Die Richtung der Bewegung
der Zellen folgt dem Konzentrationsverlauf in Lésung.?**

Bei der Haptotaxis erfolgt die Bewegung entlang eines Gradienten oberflachenge-

bundener adhasiver Gruppen.?° Die Zellen besitzen Funktionalitaten, die spezifisch
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Uber adhasive Wechselwirkungen an die aktiven Gruppen des Gradienten binden.
Die Bewegung von Zellen auf dem Gradienten erfolgt in Richtung steigender Ober-
flachenkonzentration adhasiver Gruppen, also in Richtung steigender lateraler Adha-
sionsstarke. Im Gegensatz zur Chemotaxis ist die Wechselwirkung bei der Haptota-

xis rein adhasiver Natur.

1.5.2 Methoden zur Erzeugung chemischer Gradienten

Um die beschriebenen Vorgange ex-situ untersuchen zu kdnnen, ist die Erzeugung
von Gradienten aul3erhalb von Organismen von grof3em Interesse. Die Darstellung
solcher Systeme ist jedoch mit Problemen verbunden. Zum einen stellt die Realisie-
rung eines kontinuierlich verlaufenden Konzentrationsprofils eine Schwierigkeit dar.
Erschwerend kommt hinzu, dass der Gradient einen sehr steilen Verlauf zeigen
muss, um biologische Aktivitat zu gewahrleisten. Grund hierfur ist, dass die
Konzentrationsdifferenz des Botenstoffs entlang einer Zelle 2 % bis 10 % betragen
muss, um eine gerichtete Bewegung zu bewirken.?®® Bei ZellgréRen von wenigen
Mikrometern bei Bakterien bis einigen zig Mikrometern bei eukaryiotischen Zellen
muss das Konzentrationsprofil des Gradienten daher bis in den Nanometerbereich
hinein stufenlos verlaufen.?*®

In diesem Zusammenhang ist insbesondere die Erzeugung von diffusiven Konzentra-
tionsgradienten zur Untersuchung chemotaxischer Vorgange schwierig. Das Haupt-
problem besteht in dem Aufrechterhalten des Gradienten Uber lange Zeitrdume, die
fur das Wachstum von Zellverbanden notwendig sind. Es gibt jedoch Untersuchun-
gen, die zeigen, dass zumindest kurzzeitig diffusive Konzentrationsgradienten ent-
sprechender Steilheit erzeugt werden kdnnen.?*®

Oberflachengradienten zeigen hingegen keine zeitliche Abhangigkeit des Konzentra-
tionsprofils und sind deshalb gut geeignet, um haptotaxische Prozesse zu untersu-
chen. Selbstanordnende Monoschichten bieten die Moglichkeit, die chemischen und
physikalischen Eigenschaften einer Oberflache einfach und effizient zu verandern.
SAMs spielen daher auch bei der Erzeugung von Oberflachengradienten eine grol3e
Rolle. Bei einem SAM-basierten Gradienten handelt es sich um eine gemischte
Monoschicht aus mindestens zwei unterschiedlich funktionalisierten Komponenten,

deren Verhaltnis entlang des Substrats variiert (Abb. 10).
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Abb. 10: Binarer Oberflachengradient, rot + blau = funktionelle Kopfgruppen,
griin = Ankergruppe.

An den Enden des Gradienten werden die Oberflacheneigenschaften der Mono-
schicht von jeweils nur einer Schichtkomponente bestimmt. Im Bereich dazwischen

findet ein idealerweise flieRender Ubergang zwischen beiden Extremen statt.

Es gibt mehrere Strategien, eine in Abb. 10 dargestellte Monoschicht zu erzeugen.
Zum Beispiel kann die Mischung beider Komponenten durch Interdiffusion direkt auf
dem Substrat erfolgen.””*® Oft werden auch zweistufige Prozesse verwendet. Im
ersten Schritt wird hierbei ein Gradient mit nur einer der beiden Komponenten auf
dem Substrat gebildet. Dazu werden Techniken wie zeitkontrollierte Immersion®*°

0 1

und Diffusion®® sowie diffusionskontrolliertes micro-contact printing®®* verwendet.

Daneben kann die Bildung des Einkomponenten-Gradienten auch durch kontrollierte

elektrochemische Desorption?%42%3

erreicht werden. Die Bindung der zweiten Kom-
ponente erfolgt dann in einem zweiten Schritt durch das Besetzen der noch freien
Bindungsplatze auf dem modifizierten Substrat.

Den hier beschriebenen Verfahren ist gemeinsam, dass sich mit ihrer Hilfe stufenlose
Gradienten erzeugen lassen. Allerdings erstrecken sich die Konzentrationsprofile
dieser Systeme Uber mehrere Millimeter oder sogar Zentimeter. Die Steigung der
Gradienten ist demnach gering, weshalb sie fir die Untersuchung haptotaxischer
Prozesse ungeeignet sind. Zur Untersuchung von Protein/ Protein-Wechsel-

264,265

wirkungen und zur Bestimmung der kritischen Oberflachenkonzentration senso-

rischer Gruppen®’ eignen sich diese Systeme jedoch hervorragend.

Ebenfalls stufenlose, aber deutlich steilere SAM-basierte Gradienten lassen sich mit

243,266

Mikrofluidiksystemen erzeugen. Mit Hilfe dieser Technik ist es gelungen, eine
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Reihe biologisch aktiver Gradienten herzustellen, auf denen das gerichtete Wachs-

tum von Axonen beobachtet wurde.?*3

Ein weiterer Ansatz zur Erzeugung von Gradienten geht von Einkomponenten-SAMs

aus, die bei Anwesenheit von Sauerstoff mit UV-Licht bestrahlt werden (Abb. 11).

Kgfff
T
R 255/

Abb. 11: Schadigung von SAMs durch UV-Strahlung.

Bei Siloxan-SAMs auf Siliciumdioxid tritt vornehmlich Abbau der Schicht unter Bil-
dung von Carboxylgruppen auf.?®’ Bei Thiolat-SAMs auf Gold findet hingegen haupt-
sachlich oxidative Desorption von Schichtmolekiilen statt.?°®?”® Uber die gebildeten
Carboxylgruppen kénnen durch geeignete Reaktionen Funktionalitdten in die Schicht
eingefiihrt werden.?®”?"* Desorbierte Schichtmolekiile kénnen hingegen durch geeig-
net funktionalisierte Molekiile ersetzt werden.?®® Die Auspragung beider Vorgange
korreliert mit der verwendeten Strahlendosis und kann Uber die Bestrahlungsdauer

gesteuert werden.

Die UV-Bestrahlung von SAMs wird ebenfalls genutzt, um geeignete Kopfgruppen fur
bestimmte Reaktionen zu aktivieren und auf diese Weise Funktionalitaten einzufuh-
ren.?*! Die Starke der Aktivierung und damit die Oberflachenkonzentration der einge-

fuhrten Gruppen hangt wiederum von der verwendeten Strahlendosis ab.
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Die durch UV-Bestrahlung erzeugten Gradienten zeigen zumeist ein flaches Kon-
zentrationsprofil, wodurch sie zur Verfolgung haptotaxischer Prozesse weitgehend
ungeeignet sind. Deutlich steilere Konzentrationsprofile konnen jedoch mit einem
sehr ahnlichen Verfahren erhalten werden, das Elektronenstrahlung anstelle von UV-
Licht benutzt. Der Prozess wird als IPER (Irradiation Promoted Exchange Reaction)

bezeichnet und ist in Abb. 12 veranschaulicht.?’#%™

)/l);?j )))))));/((Elektronen )))f E/:f )))jj:(((
Bestrahlung
@ = *O’V)OH ./WWWSH
Austauschreaktion

SSSSS

Abb. 12: Schéadigung eines SAMs durch Elektronenstra  hlung mit angeschlossener Austausch-

reaktion.

Durch die Bestrahlung der Monoschicht kommt es zu einer teilweisen Schadigung
der Schichtmolekile. Innerhalb der geschéadigten Schichtbereiche sind die intermole-
kularen Wechselwirkungen zwischen den Schichtmolekilen gegentiber dem unbe-
strahlten SAM deutlich vermindert. Die geschadigten Moleklle kbnnen daher in einer
angeschlossenen Austauschreaktion leicht gegen Molekile mit gewinschter Funk-
tionalitat ausgetauscht werden. Wie bei den UV-basierten Methoden bestimmt auch
beim IPER-Prozess die verwendete Strahlendosis Uber den Umfang der SAM-Scha-

digung und damit tber die Starke der Austauschreaktion.
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2 Zlelsetzunq

In der vorliegenden Arbeit sollten biorepulsive und biosensorische SAMs dargestellt
und beziglich ihres Verhaltens gegenuber Biomolekllen charakterisiert werden. Von
besonderem Interesse war in diesem Zusammenhang die Untersuchung der spezifi-
schen und unspezifischen Bindung von Proteinen an die Monoschichten. Weiterhin
stand aber auch die Entwicklung neuer Methoden zur Erzeugung entsprechender
SAMs im Vordergrund.

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit der Funktionalisierung Alkin-terminierter
SAMs mit organischen Aziden durch eine Cu'-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddi-

tionsreaktion (Click-Reaktion).

R
/

R R
/ /
| " | N | N
S S . N .N .N
// // // 5 I):N H:N
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(o) NH O NH O (o) NH O, NH O NH
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R= %»0); oder Wg’:

OH OH

Abb. 13: Modifizierung Alkin-terminierter SAMs durc h die Click-Reaktion.

Ziel war es, Cu(l)-Katalysatoren zu entwickeln, die sowohl in polaren als auch in
unpolaren Losungsmitteln eine homogene Katalyse ermaoglichen. Die katalytischen
Systeme sollten dann zur Modifizierung Alkin-terminierter SAMs mit unterschiedli-
chen Aziden eingesetzt werden. Zur Einfihrung von proteinrepulsivem Verhalten in
die Monoschicht war die Anbindung eines Azidohexaethylenglycols vorgesehen.
Entsprechend sollten ConA-sensorische SAMs durch die Reaktion eines Azidoman-

nose-Derivats mit der Alkin-terminierten Monoschicht erhalten werden.
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Im zweiten Teil der Arbeit sollte eine geeignete Syntheseroute zur Darstellung SAM-
bildender Molektile mit biorepulsiver PG-Kopfgruppe entwickelt werden. Geplant war
die Darstellung von drei Stoffklassen, wobei innerhalb jeder Klasse mehrere Moleki-
le mit unterschiedlichem Molekulargewicht synthetisiert werden sollten.

MeSO? MeSO?

\\ PGOH HOPG \ PGOH HOPG PGOH
O O :< >:

Abb. 14: PG-terminierte Verbindungsklassen zur Bild ung proteinresistenter SAMSs.

Von Interesse war, wie die molare Masse und die Struktur der Molekile die Protein-
repulsivitat der resultierenden Monoschichten beeinflussen. Parallel hierzu sollte die
Bildung proteinrepulsiver PG-Filme durch Polymerisation von 1,2-Epoxypropan-1-ol
(Glycidol) auf Amino- und Hydroxy-terminierten Oberflachen untersucht werden.

Im Rahmen des dritten Teils der Arbeit war vorgesehen, eine Methode zur Erzeu-
gung von biologisch aktiven Oberflachengradienten zu entwickeln. Hierzu sollte die
Bindungsaffinitdt eines gemischten SAMs gegeniber Biomolekilen durch ortliche
Variation seiner Zusammensetzung verandert werden. Als Modellsystem war ein
gemischter SAM aus Molekilen mit Methyl- bzw. OEG-Kopfgruppen vorgesehen. Ziel
war es, den Umfang der Proteinadsorption auf der Monoschicht durch eine entlang
des SAMs variierende Oberflachenkonzentration an OEG-Gruppen zu kontrollieren.
Zur Erzeugung einer solchen Monoschicht sollte das IPER-Prinzip mit der Elektro-
nenstrahllithographie kombiniert werden. Von besonderem Interesse war in diesem
Zusammenhang die Realisierung eines stufenlosen Konzentrationsprofils im Mikro-

meter-Bereich.

Weiterhin war vorgesehen, einen SPR-spektroskopischen Messaufbau zur Untersu-
chung von Adsorptionsprozessen an Goldoberflachen und Thiolat-SAMs auf Gold zu

realisieren.
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3 Methoden zur Oberflachencharakterisierunqg

Zur Oberflachencharakterisierung wurden eine Reihe von Methoden eingesetzt,
deren Prinzipien nachfolgend vorgestellt werden. Kontaktwinkelmessungen und
Ellipsometrie dienten zur Feststellung der Polaritat beziehungsweise der Schichtdi-
cke oberflachengebundener Filme. Zur Verfolgung der Proteinadsorption wurde
zusatzlich die SPR-Spektroskopie eingesetzt, flr die ein geeigneter Aufbau entwi-
ckelt wurde.

3.1 Kontaktwinkelmessunqg

Die Kontaktwinkelmessung ermdglicht die zerstorungsfreie Charakterisierung von
Oberflachen bezuglich ihrer Oberflachenenergie und ihrer Rauhigkeit und stellt daher
ein geeignetes Instrument zur Untersuchung von SAMs dar. Zum einen gibt die
GroRRe des Messwerts Auskunft dariber, ob eine Schichtbildung auf dem Substrat
stattgefunden hat. Andererseits eignet sich die Methode aber auch, um den Ord-

nungsgrad der untersuchten Monoschicht qualitativ festzustellen.

Die Form eines Flussigkeitstropfens, der sich auf einer Oberflache befindet, lasst sich
durch den Kontaktwinkel ® an der Phasengrenze fest/flissig/gasférmig beschreiben
(Abb. 15). Die Grof3e von © ist von den Grenzflachenspannungen vy, Ysv Und Vi, an

den Grenzflachen fest/flissig, fest/gasformig und flissig/gasformig abhéangig.

Gasphase (v)

Y ,c0s © Festkérper (s)

Abb. 15: Grenzflachenspannungen yund Kontaktwinkel @ an einer teilweise benetzten
Oberflache.
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Die Grol3e yiy, wird als Oberflachenspannung bezeichnet und die Grenzflachenspan-
nung Vs ist als Oberflachenenergie bekannt.

Im Kraftegleichgewicht addieren sich die Horizontalkomponenten der drei Vektoren
zu null. Fur diesen Zustand wird der Zusammenhang zwischen den Grenzflachen-
spannungen und dem Kontaktwinkel ® durch die Young-Laplace-Gleichung (GI. 1)

beschrieben:?"®

ysv = yls + ylv EOSG Gl 1

Die GrolRe © kann gemessen und zur Charakterisierung der Oberflache herangezo-
gen werden.?’® Der Kontaktwinkel eines Flussigkeitstropfens auf einer Oberflache
kann zwischen 0 °und 180 °variieren. Bei einem Ko ntaktwinkel von 0O °ist die Ober-
flachenenergie sehr grof3 und die Oberflache des Feststoffs wird vollstandig benetzt.
Im Fall eines Kontaktwinkels von 180 °ist die Oberflachenenergie hingegen sehr
gering und der Tropfen nimmt die Form einer Kugel an.

Weisen Oberflachen gegeniuiber Wasser einen Kontaktwinkel oberhalb von 90 ° auf,
werden sie als hydrophob bezeichnet. Bei Wasser-Kontaktwinkeln unterhalb von 90 °
ist eine Oberflache hingegen als hydrophil einzustufen.

Die Young-Laplace-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen den Grenz-
flachenspannungen und dem Kontaktwinkel fur den idealisierten Fall einer vollkom-
men glatten Festkdrperoberflache. Reale Oberflachen weisen aber immer eine
gewisse Rauhigkeit auf. Es ist bekannt, dass eine steigende Oberflachenrauhigkeit
zu einem Anstieg der so genannten Kontaktwinkelhysterese fiihrt.?’"?’° Bei der
Kontaktwinkelhysterese handelt es sich um den Unterschied zwischen dem Fort-
schreitwinkel ©, (advancing contact angle) und dem Rickzugswinkel ®Or (receding
contact angle). Die Grof3en ©4 und Or sind messbar und die Kontaktwinkelhysterese

somit bestimmbar.

Zur Bestimmung der Kontaktwinkel wurde in dieser Arbeit die sessile drop-Methode

benutzt.?® Die Messanordnung ist schematisch in Abb. 16 dargestellt.
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~ Computer ul-Spritze

Kamera
{ () I

Lichtquelle

>

Abb. 16: Messanordnung zur Bestimmung von Kontaktwi nkeln nach der sessile drop -Methode.

Mit einer Mikroliterspritze wird ein Wassertropfen auf die Oberflache der Probe
aufgebracht und von der Ruckseite her beleuchtet. Durch eine Kamera wird ein Bild
des Tropfens an einen Rechner Ubermittelt. Hier wird mit Hilfe einer Software die
Kontur des Tropfens ermittelt und nach der Young-Laplace-Methode der Kontaktwin-

kel berechnet.

3.2 Ellipsometrie

Bei der Ellipsometrie handelt es sich um eine optische Methode, mit der Dicken
dunner Filme mit einer Genauigkeit von etwa 1 A bestimmt werden kénnen.?®® Das
Verfahren arbeitet zerstorungsfrei und ist gut geeignet, die Schichtdicken von SAMs

oder adsorbierter Protein-Filme zu ermitteln.

3.2.1 Polarisiertes Licht

Licht kann als elektromagnetische Transversalwelle beschrieben werden, deren
elektrischer Feldvektor senkrecht zur Ausbreitungsrichtung schwingt. In Abb. 17 ist

die Reflexion eines Lichtstrahls an einer Oberflache dargestellt.
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Oberflachennormale
'

AN i /

Einfallsebene\

Substrat Y/

Abb. 17 Reflexion eines Lichtstrahls an einer Oberf lache.

Der E-Vektor des einfallenden Strahls kann bezlglich seiner Einfallsebene in die
beiden Komponenten E, und Es zerlegt werden.”* Die Komponente E, schwingt

parallel zur Einfallsebene und die Komponente Es senkrecht dazu.

Aus der Variation der Amplituden ‘Ep‘ und |ES| und der Phasen ¢, bzw. ¢s des s- und

des p-Anteils resultieren unterschiedliche Polarisationszustéande:

1. linear polarisiertes Licht: ¢p-9s=nm(n=0,1,2,..)
2. zirkular polarisiertes Licht: ¢, - ¢s = 172, |Ey| = |Es

3. elliptisch polarisiertes Licht:  ¢p # ¢s

3.2.2 Reflexion an Mehrschichtsystemen

Trifft Licht auf die Oberflache eines Mediums mit dem komplexen Brechungindex i,
wird es an der Grenzflache teilweise reflektiert und teilweise in das Medium hinein
gebrochen. Der komplexe Brechungsindex setzt sich aus einem Realteil und einem

Imaginarteil zusammen (Gl. 2).

A=n-ik Gl 2
n = Realteil des komplexen Brechungsindex
i = (_1)1/2

k = Imaginérteil des komplexen Brechungsindex



3 Methoden zur Oberflachencharakterisierung 35

Der Imaginarteil k bezeichnet den Extinktionskoeffizienten bei der verwendeten
Wellenlange. Findet keine Absorption des verwendeten Lichts statt, besitzt er einen
Wert von Null. Das Medium wird in diesem Fall als transparent bezeichnet und sein
Brechungsindex wird nur durch den Realteil bestimmt. Nichttransparente Medien
weisen hingegen Werte fur k auf, die von Null verschieden sind. Ihr Brechungsindex

ist daher komplex.

Fallt ein Lichtstrahl auf ein System aus drei Schichten mit den komplexen Bre-
chungsindices fi;, fi, und fi3, kommt es zu Reflexions- und Brechungsvorgangen an
den beiden Grenzschichten (Abb. 18).

Abb. 18 Reflexion und Brechung eines Lichtstrahls i m Dreischichtsystem.

Trifft der Strahl aus Medium 1 auf Medium 2, wird ein Teil des Lichts an der Grenz-
flache reflektiert, wogegen der Rest in das zweite Medium eintritt und dort gebrochen
wird. Durch die Reflexion andern sich die Amplituden und Phasen der p- und s-
Komponenten, wodurch das reflektierte Licht eine andere Intensitat und eine andere
Polarisation aufweist als das einfallende. An der Grenzflache zwischen Medium 2
und Medium 3 wird der in Medium 2 eingetretene Strahl auf gleiche Weise in einen
reflektierten und transmittierten Anteil aufgeteilt. Die an der zweiten Phasengrenze
reflektierte Strahlung wird an der ersten Grenzflache teilweise in das Medium 1
entlassen und teilweise in das Medium 2 zurtckreflektiert.

Die gesamten in Medium 1 reflektierten Strahlen interferieren und es resultiert ein
Strahl gesamtreflektierten Lichts. Bedingt durch die Reflexions- und Brechungsereig-
nisse an den Phasengrenzen ist der reflektierte Strahl gegenliber dem einfallenden

Licht bezlglich der Amplituden |Ep| und |Es| und der Phasen ¢, und ¢s, also beztglich
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seiner Polarisation, verandert. Neben den komplexen Brechungsindices der drei
Medien und dem Einfallswinkel ¢, beeinflusst auch die Schichtdicke d die Polarisa-
tion des reflektierten Strahls. Die Abhangigkeit von der Schichtdicke ist auf den
Gangunterschied zurtckzufuhren, den das Licht beim Durchlaufen der Strecke d
erfahrt.

Der Unterschied der Polarisation und der Amplituden von reflektiertem und einfallen-
dem Licht kann durch die ellipsometrischen Grof3en A und W beschrieben werden
(Gl. 3, Gl. 4):

A= (05" = 03") = (05" - 9") Gl. 3
Eaus /Eein
tanW=—-"__F_ Gl. 4
Egus /Egm

A und W sind Gro6Ren, die direkt aus ellipsometrischen Messungen erhalten werden.

3.2.3 Ermittlung der Schichtdicke

Die Schichtdicke eines SAMs kann direkt aus der Differenz des A-Werts fur das
belegte Substrat und des A-Werts fur das unbelegte Substrat bestimmt werden.
Dieses Verfahren kann nach der Drude-N&herung auf Filme angewandt werden,
deren Schichtdicken viel kleiner als die Wellenlange des verwendeten Lichts sind.*®

Fur ein Dreischichtsystem gilt folgende Beziehung (Gl. 5):

Abelegt _Aunbelegt = CA Ed Gl 5

c - [180}[4nj COS(plsin2 (pl(cos2 Q- a)(l—l/ng)
A
A

T (coschl—O()2 +0(f
2 2
N3 — k3 2ngk,

mita =———— unda, = ————
2 2.2 1 2 2.2
(n3 +k3) (n3 +k3)

A =Wellenlange des Lichts, hier: 632,8 nm
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3.3 Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie

Bei der Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie (Surface Plasmon Resonance
Spectroscopy, SPR) handelt es sich um eine optische Methode, die zur Untersu-
chung von Adsorptionsprozessen auf Metalloberflachen eingesetzt wird. Durch SPR-
Messungen kénnen sehr genau Veranderungen im Bedeckungsgrad des Substrats
festgestellt werden. Auch die Bestimmung der Schichtdicke des adsorbierten Films
ist moglich. Die Methode eignet sich daher gut, um die Wechselwirkung von Molek-

len mit Goldoberflachen oder mit Thiolat-SAMs auf Gold zu untersuchen.

3.3.1 Oberflachenplasmonen

An der Grenzflache zu einem Dielektrikum lassen sich die Leitungselektronen von
metallischen Leitern optisch zu longitudinalen, gedampften Schwingungen um die
positiv geladenen Atomrimpfe anregen. Dieser Schwingungstyp wird als Oberfla-

chen-Plasmaschwingungen bezeichnet und ist in Abb. 19A schematisch dargestellt.

z
y z Dielektrikum
< QH. T e T E
uuuu Metall ’
A B

Abb. 19: A: Entlang der x-Koordinate angeregtes Obe  rflachenplasmon und sein elektrisches
Feld an der Grenzflache Metall/Dielektrikum, B: Ve  rlauf des E-Feldes des Plasmons

im Metall und im Dielektrikum.

Die Quanten solcher Plasmawellen heiBen Oberflachenplasmonen.?®* Bei Anregung
einer Oberflachen-Plasmaschwingungen wird daher auch von der Anregung des

Oberflachenplasmons gesprochen.
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Da es sich bei Oberflachenplasmonen um Elektronenschwingungen handelt, erzeu-
gen sie ein elektromagnetisches Feld. Dieses erstreckt sich in beide Medien und fallt
mit steigendem Abstand z zur Grenzflache exponentiell ab. **?%? Der Verlauf des E-
Feldes des Plasmons ist in Abb. 19B dargestellt. Die Abnahme der Feldstarke ist
dabei im Metall wesentlich starker ausgepragt als im Dielektrikum.

Uber sein elektromagnetisches Feld steht das Plasmon in Wechselwirkung mit den
umgebenden Medien. Die Energie beziehungsweise der Impuls, bei dem die Anre-
gung der Schwingung erfolgt, werden daher stark von den komplexen Dielektrizi-

tatskonstanten des Metalls (g,) und des Dielektrikums (g,) beeinflusst.?®* Die

Definition der komplexen Dielektrizitatskonstante € und ihre Beziehung zum komple-

xen Brechungsindex fi sind in Gl. 6 gegeben.

g=n’=(n-ik)* =¢' +ig" Gl. 6

mit: € =n? —-k?

€' =2nk
r 1/2
1/2
(€|2+€||2) +8|
n=
2
r 1/2
(|2 12 /2 1
E°+E - €
k =
2

€ = komplexe Dielektrizitatskonstante

€' = Realteil der Dielektrizitatskonstante

€" = Imaginarteil der Dielektrizitatskonstante
fi = komplexer Brechungsindex

n = Realteil des Brechungsindex

k = Imaginéarteil des Brechungsindex

i= (_1)1/2

Analog zu fi wird auch € im Fall transparenter Medien nur durch den Realteil €' be-
stimmt. Oberflachenplasmonen kénnen nur dann von Photonen angeregt werden,

wenn die komplexe Dielektrizitdtskonstante des metallischen Leiters bei der verwen-
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deten Wellenlange einen grof3en negativen Realteil €' und einen kleinen positiven
Imaginarteil €" aufweist.

Im NIR-, VIS-und NUV-Bereich werden diese Bedingungen von einer Reihe von
Metallen wie Aluminium,?®® Silber,?®* Kupfer®® und Gold,?*® aber auch von Metalloxi-
den, wie Iridium- oder Rutheniumoxid erfiillt.*®” Fiir Anwendungen, die auf der Anre-
gung des Oberflachenplasmons basieren, kommt jedoch hauptséachlich Gold zum
Einsatz. Der Hauptgrund hierfir ist die Inertheit des Materials gegeniber
(Luft-)Sauerstoff. Weiterhin lasst sich das Plasmon auf Gold durch Photonen im VIS-

und NIR-Bereich anregen, was den Einsatz gangiger Laser als Lichtquellen zulasst.

3.3.2 Elektromagnetische Beschreibung von Oberflach enplasmo-

nen

Oberflachenplasmonen breiten sich in einer Dimension an Metall / Dielektrikum-
Grenzflachen aus. Im Folgenden wird davon ausgegangen, dass die Ausbreitung
entlang der x-Koordinate im kartesischen Koordinatensystem erfolgt (vgl. Abb. 19).
Das elektrische Feld E und das magnetische Feld H der Schwingung werden dann
durch Gl. 7 und GI. 8 beschrieben.?®

(1 0 li(x j@a—isz -0
E =E, " 2D far {Z Gl 7
10 B kx |]3+ikzMz z<0
kzM

E = Elektrisches Feld des Plasmons

Eo = Maximale Amplitude des elektrischen Felds

w = Kreisfrequenz, t = Zeit

k, = Komponente des Wellenvektors in x-Richtung
k, = Komponente des Wellenvektors in z-Richtung

D = Dielektrikum, M = Metall
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H = Magnetisches Feld des Plasmons
¢ = Lichtgeschwindigkeit

Beide Felder missen die Maxwellschen Gleichungen und das Stetigkeitsprinzip
erfillen. Dies ist gewahrleistet, wenn die in Gl. 9 und GIl. 10 aufgefihrten Bedingun-

gen gelten.

2
K2k =, c@ﬂj i=D,M Gl9
C

D = Dielektrikum, M = Metall
w = Kreisfrequenz, ¢ = Lichtgeschwindigkeit

k, = Betrag der Komponente des Wellenvektors in x-Richtung

k, = Betrag der Komponente des Wellenvektors in z-Richtung

e |} 1/2
kx=(i°jtﬁ—“” Dj Gl. 10
c) &, +&p

Die Grolen ky und k; beschreiben die Betrdge der Komponenten des Wellenvektors
k in Ausbreitungsrichtung des Plasmons und entlang der z-Achse. Sie sind direkt
proportional zu den entsprechenden Komponenten des Impulses p in die jeweilige
Raumrichtung (GI. 11).

kih=p Gl. 11

k = Wellenvektor, p = Quanten-Impuls

h = Plancksches Wirkungsquantum

Die Kreisfrequenz w steht Uber eine analoge Beziehung in unmittelbarem Zusam-

menhang zur Energie der Schwingung (Gl. 12).
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wlh=E Gl. 12

E = Quanten-Energie

Die Beziehung zwischen Energie und Impuls von Quanten bei Durchgang durch
Materie wird allgemein als Dispersion bezeichnet. Der Ausdruck in Gl. 10 wird daher

auch Dispersionskurve des Oberflachenplasmons genannt.

Eine weitere gebrduchliche Bezeichnung fir kg ist longitudinale Propagationskon-
stante, da die GrolR3e das elektrische Feld in Ausbreitungsrichtung des Plasmons
beschreibt. Ihr Imaginarteil steht nach Gl. 13 in Beziehung zu der Propagationslange
Ly, nach der das elektrische Feld des Plasmons in x-Richtung um den Faktor 1/e

abgefallen ist.

1

S Gl. 13
=3 amik, }

L, = Propagationslange

Neben der Propagationslange L wird das Oberflachenplasmon durch die Eindringtie-
fen Ly und Lp charakterisiert. Diese Grolien beschreiben die Weglangen, nach
denen das elektrische Feld des Plasmons in z-Richtung, also in Richtung des Metalls
(M) und des Dielektrikums (D), um den Faktor 1/e abgefallen ist (Gl. 14, GI. 15).

L, = 1 mit y,, =i 2T Ew |
- =7 \u2 Gl. 14
" Re{y,} "N (g, te, )M
Ly = Eindringtiefe des elektrischen Feldes in den metallischen Halbraum
ym = Propagationskonstante in —z-Richtung
1 . 2T €
L, = mit y, =i——2—~—
D Re{yD} D A\ (SM re, )1/2 Gl. 15

Lp = Eindringtiefe des elektrischen Feldes in den dielektrischen Halbraum

Vo = Propagationskonstante in +z-Richtung
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Die Ausdricke yu und yp beschreiben die transversalen Propagationskonstanten des

elektrischen Feldes.

3.3.3 Anregung von Oberflachenplasmonen durch Photo nen

Durch resonante Wechselwirkung mit Photonen koénnen Oberflachenplasmonen
angeregt werden. Die entstehende Plasmawelle ist eindimensional und breitet sich
nur entlang einer Oberflachenkoordinate aus. Diese sei per Definition die x-Ko-
ordinate. Eine Kopplung zwischen Photonen und Plasmon kann nur stattfinden, wenn
die einfallende Lichtwelle eine elektrische Feldkomponente E, aufweist, die parallel
zur Ausbreitungsrichtung des Plasmons (x-Richtung) polarisiert ist. Diese Bedingung
wird von p-polarisiertem Licht erfillt (Abb. 20, Abb. 17). Das E-Feld von
s-polarisiertem Licht schwingt senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des Plasmons und
kann daher keine Anregung der Plasmaschwingung bewirken. Alle folgenden Uber-

legungen beziehen sich daher auf p-polarisiertes Licht.

Abb. 20: E4- und E,-Komponente des E-Feldes von p-polarisiertem Licht, das unter dem Ei  n-

fallswinkel © auf eine Oberflache fallt.
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Betrachtet wird zunachst die Anregung von Plasmonen an der Grenzflache Dielektri-
kum / Metall durch Photonen aus dem Halbraum des Dielektrikums. Fur den Durch-
gang des Lichts durch das dielektrische Material lasst sich analog zum Oberfla-

chenplasmon eine Dispersionsbeziehung formulieren (Gl. 16).

Ko =%[ﬂaD)“2 Gl. 16

kph = Betrag des Wellenvektors der Photonen
w = Kreisfrequenz, ¢ = Lichtgeschwindigkeit

ep = Dielektrizitatskonstante des Dielektrikums

Die Komponente kpnx, die entlang der x-Achse verlauft und das Plasmon anregen
kann, lasst sich mit Hilfe des Einfallswinkels des Lichtstrahls aus kp,, berechnen (Gl.
17).

Ko, =Koy 300 = < e, J'2 5in© Gl. 17
’ C

kepnx = Betrag des Wellenvektors der Photonen in x-Richtung

© = Einfallswinkel des Lichts

Die Dispersionskurven in Gl. 16 und GIl. 17 werden auch als Lichtgeraden bezeich-

net.

In Abb. 21 sind die Dispersionskurve des Oberflachenplasmons (Gl. 10) und die
Lichtgerade aus GIl. 17 beispielhaft fur das System Luft/ Gold dargestellt. Beide

Ausdricke wurden nach w umgestellt und gegen ky aufgetragen.
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O\) W= kPh,x

g, )’ BinO

Abb. 21: Dispersionskurven von A: Photonen in Luft (ep = €Lt = 1), B: Oberflachenplasmonen
an der Grenzflache Gold / Luft.

Innerhalb des blau markierten Bereichs kann die Lage der Lichtgeraden durch den
Einfallswinkel © variiert werden.

Aus der Auftragung geht deutlich hervor, dass sich die Lichtgerade und die Disper-
sionskurve des Plasmons bei keinem Einfallswinkel schneiden. Physikalisch bedeu-
tet dies, dass es keinen Zustand gleichen Impulses und gleicher Energie gibt. Eine
resonante Kopplung beider Wellen kann aber nur stattfinden, wenn die Gesetze der
Energie- und Impulserhaltung erfillt sind. Fur die Anregung von Oberflachenplasmo-
nen durch Photonen der Energie E = hwep resultiert daher aus GIl. 10 und GIl. 17
folgende Resonanzbedingung (Gl. 18).

1/2
Koy (60bn) =K, 000 ) = %[ﬂaD)M @in@:%[ﬁﬁ]

c gy +&
e @ 1/2
= (g,)"’ BinO = (M] Gl. 18
EuTEy

kpnx = Betrag des Wellenvektors der Photonen in x-Richtung
ky = Betrag des Wellenvektors der Plasmonen in x-Richtung
wen = Kreisfrequenz der Photonen

© = Einfallswinkel des Lichts
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Die in GI. 18 formulierte Resonanzbedingung ist an der Grenzflache Luft / Gold nicht

Y2 aufgrund des negativen Realteils von gy groRer

erfillt, da der Term [epem/(Eptem)]
ist als (ep)*2. Daraus resultiert, dass kpn fur alle Einfallswinkel © geringer ist als k,

und eine Anregung des Oberflachenplasmons nicht stattfinden kann.

Um einen gemeinsamen Schnittpunkt der Dispersionskurven zu erhalten, muss die

Steigung der Lichtgeraden durch eine Erh6hung von €p verringert werden (Abb. 22).

C
A W= kPh,x * \U/2 .
0) sD)l $in®

A A
B
Opp C
= [
w kX 1/2
sM ED
SM + SD ]
>
kPhoton(®R) = kPlasmon k

X

Abb. 22: Uberlappung der Dispersionskurven von Phot onen (A, A’) und Plasmon (B) bei

Erhdhung von k p, durch Prismenkopplung, hier gilt:  &€5* = &prisma > &p.

Dies kann erreicht werden, indem die Photonen vor ihrem Auftreffen auf die Grenz-
flache Luft / Gold durch ein dielektrisches Medium mit einer Dielektrizitatskonstante
€p* > ¢p geleitet werden. Meist werden hierzu Prismen aus hochbrechenden Glasern
benutzt, weshalb in diesen Zusammenhang auch von Prismenkopplung gesprochen
wird.?8?% Die Absenkung der Steigung der Lichtgeraden ist gleichbedeutend mit der
Erh6hung des Impulses der Photonen in x-Richtung. Durch die Wechselwirkung der
Photonen mit dem Prisma wird die Komponente kphx nach Gl. 17 erhéht und es
kommt zu einer Uberlappung der Lichtgeraden mit der Dispersionskurve des Plas-
mons (Kurve A in Abb. 22). Die Substitution der GroRRe €p in Gl. 17 durch gp*, bzw.
durch gp im Fall von Prismenkopplung, und Einsetzen in Gl. 18 fuhrt zu einer erwei-

terten Resonanzbedingung (Gl. 19)
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1/2
(e5)"* BinoO = (mj Gl. 19
Ev T &

ep* = Dielektrizitdtskonstante des Mediums, mit dem die Komponente
kenx der Photonen erhoht wird, bei Prismenkopplung gilt: ep* = €p

€p = Dielektrizitdtskonstante des Dielektrikums an der Grenzflache Di-
elektrikum / Metall

eu = Dielektrizitatskonstante des Metalls

© = Einfallswinkel des Lichts

Bei vorgegebener Energie der Photonen wird Gl. 19 bei einem bestimmten Einfalls-
winkel erflllt, der Resonanzwinkel ©r genannt wird (Kurve A’ in Abb. 22). Alternativ
kann auch bei festgelegtem Einfallswinkel, also bei festgelegtem k, die resonante

Wellenlénge des Lichts gesucht werden.

Die Prismenkopplung stellt die am h&aufigsten verwendete Methode zur Ankopplung

von Photonen an Plasmonen dar. Seltener verwendete Methoden zur Erh6hung von

294-297

kenx sind die Beugung von Photonen an Gittern (Gitterkopplung) sowie die

Verwendung optischer Wellenleiter.?%%%°

3.3.4 SPR-Sensoren mit Prismenkopplung

Bei der Prismenkopplung werden Oberflachenplasmonen durch evaneszente opti-
sche Felder angeregt. Solche Felder entstehen, wenn Photonen aus einem optisch
dichteren Medium an der Grenzflache zu einem optisch dinneren Medium totalre-
flektiert werden.

Zunachst wird daher auf die Entstehung und die Eigenschaften evaneszenter opti-

scher Feldern eingegangen.

3.3.4.1 Totalreflexion von Licht und evaneszente op tische Felder

Beim Ubergang von Licht aus einem optisch dichteren Medium 1 in optisch diinneres

Medium 2 wird der transmittierte Strahl vom Lot weggebrochen (griin in Abb. 23).
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Medium 1

N
Medium2 n,<n, ﬂ

Abb. 23: Brechung / Reflexion und Totalreflexion an der Grenzflache zweier Medien.

Die Zusammenhang zwischen Einfallswinkel ® und Brechungswinkel 3 wird durch

das Snellius’'sche Gesetz beschrieben (Gl. 20).

Sin@ _n,
sinB  n,
und Gl. 20

. n
sin®; =—% wenn n; > n,
nl

n; = Brechungsindex des Mediums 1
n, = Brechungsindex des Mediums 2
© = Einfallswinkel

3 = Brechungswinkel

Bei einem bestimmten Einfallswinkel O, der kritischer Winkel genannt wird, nimmt 3
einen Wert von 90 ° an und der gebrochene Lichtstrahl bewegt sich entlang der
Grenzflache im optisch diinneren Medium (blau in Abb. 23). Bei allen Einfallswinkeln
oberhalb von ©k dringt kein Licht in das optisch diinnere Medium ein, sondern es
findet Totalreflexion der Strahlung in das optisch dichtere Medium statt (rot in Abb.
23).

Bei der Totalreflexion stimmen die Intensitdten des einfallenden und reflektierten
Lichtstrahls Uberein, was bedeutet, dass kein Energietibertrag in das optisch dinnere

Medium stattfindet. Untersuchungen von Goos und Hanchen zeigten jedoch, dass
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der Lichtstrahl nicht am Ort des Auftreffens auf die Grenzflache, sondern etwas
300-303

versetzt davon zurtcklauft (Abb. 24).

Medium 1

Jo

Medium2  n,<n, D

Abb. 24: Goos-Hanchen-Effekt und evaneszentes Feld bei der Totalreflexion.

Die beobachtete laterale Verschiebung Az und ein Gangunterschied von 2 Ap ent-
sprechen formal der Reflexion des Lichtstrahls an einer virtuellen Flache, die in der
Tiefe d, im optisch dinneren Medium liegt. Dieses Phanomen wird als Goos-
Hanchen-Effekt bezeichnet und fordert aus Grinden der Stetigkeit, die fur Elektro-
magnetische Wellen gelten, die Existenz eines Lichtfeldes im optisch dinneren
Medium. Bei diesem Lichtfeld handelt es sich um eine entlang der Grenzflache
propagierende elektromagnetische Welle, die exponentiell mit steigendem Abstand

ins optisch diinnere Medium abfallt (Abb. 25).30330

Evaneszentes Feld

Abb. 25: Evaneszentes Feld, an der Grenzflache zwis  chen optisch dichterem Medium (n ;) und
optisch dinnerem Medium (n ).
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Die GroRRe dp wird Eindringtiefe genannt und beschreibt den Abstand von der Grenz-

flache, in dem das elektromagnetische Feld um den Faktor 1/e abfallt (GI. 21).

_ A
" 2n[ﬁnf [$in? G)—ng)l/2

d Gl. 21

dr = Eindringtiefe des evaneszenten Feldes
n; = Brechungsindex des Mediums 1

n, = Brechungsindex des Mediums 2

© = Einfallswinkel, @ > Ok

A =Wellenlange des Lichts

Die Eindringtiefe dp wird sowohl von der Wellenlange des totalreflektierten Lichts als
auch vom Einfallswinkel bestimmt. Eine Erhéhung von A fihrt generell zu einer
Vergrof3erung von dp. Steigende Einfallswinkel bewirken dagegen eine Abnahme der
Eindringtiefe. Bei Einfallswinkeln kurz oberhalb von Ok betragt dp mehrere Wellen-
lAngen und fallt zu Einfallswinkeln um 90 °auf Wer te deutlich unterhalb einer Wellen-
lange ab.

Das evaneszente Feld Ubertragt im Normalfall keine Energie in das optisch dinnere
Medium. Bringt man jedoch ein drittes Medium in die Nahe der Grenzflache, kann
dies mit dem evaneszenten Feld Wechselwirkung treten und der einfallenden Strah-
lung Energie entziehen. Je nach HOohe des Energietibertrags wird die Intensitat des
totalreflektierten Lichts vermindert, oder verschwindet ganz, weshalb in diesem
Zusammenhang von frustrierter oder abgeschwachter Totalreflexion gesprochen

wird.

3.3.4.2 Anreqgung von Oberflachenplasmonen mit evane szenten optischen

Feldern

Wie bereits erwahnt, wird zur Anregung von Oberflachenplasmonen hauptsachlich
die Prismenkopplung verwendet. Hier wird zwischen der Otto-**® und der Kretsch-

mann-Konfiguration®*®#*? unterschieden (Abb. 26).
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I, ' \‘XV 1<l
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€p Dielektrikum z
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Abb. 26: Prismen-Kopplung in A: Kretschmann- und B: Otto-Konfiguration.

Beide Anordnungen nutzen ein evaneszentes optisches Feld zur Anregung des
Oberflachenplasmons und basieren daher auf dem Prinzip der frustrierten Totalre-
flexion.

Bei der Kretschmann-Konfiguration besteht ein direkter Kontakt zwischen Prisma und
Metallfilm und die Totalreflexion findet an der Grenzflache Prisma / Metall statt. Das
entstehende evaneszente Feld durchdringt den Metallfilm und regt das Plasmon auf
der dem Prisma abgewandten Seite an, die in Kontakt mit dem Dielektrikum steht.
Bei der Otto-Konfiguration wird das Licht hingegen an der Grenzflache Pris-
ma / Dielektrikum totalreflektiert. Das evaneszente Feld durchdringt das Dielektrikum
und regt das Oberflachenplasmon auf der dem Prisma zugewandten Seite des
Goldfilms an. Damit das evaneszente Feld bis an die Metalloberflache reicht, ist es
notwendig, die Dicke des dielektrischen Mediums auf circa einen Mikrometer zu
begrenzen. Die genaue Kontrolle der Dicke des Dielektrikums ist jedoch schwierig,

weshalb die Otto-Konfiguration in der praktischen Anwendung kaum eine Rolle spielt.
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Fur alle in dieser Arbeit durchgefihrten SPR-Messungen wurde die Kretschmann-
Konfiguration verwendet. Die folgenden Ausfihrungen und Diskussionen erfolgen

daher unter Vorraussetzung dieser Messanordnung.

3.3.4.3 Messung von Adsorptions- und Bindungsvorgéan gen

Das Umstellen von Gl. 19 liefert den Resonanzwinkel, bei dem die Photonen mit dem
Oberflachenplasmon an der Grenzflache Metall / Dielektrikum in Wechselwirkung
treten (Gl. 22).

1/2
Oy =arcsin _Eulf, Gl. 22
(SM +€D)|}P

©Or = Resonanzwinkel

ey = Dielektrizititskonstante des Metalls

€p = Dielektrizitdtskonstante des Dielektrikums
(Umgebungsmedium)

ep = Dielektrizitatskonstante des Prismas

Bei Messung der reflektierten Lichtintensitat in Abh&ngigkeit vom Einfallswinkel

(Reflexionskurve) tritt bei Erreichen von ©g ein Minimum auf (Abb. 27).

0,8 -
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Einfallswinkel [°]
Abb. 27: Typischer Verlauf der Reflexionskurve bei resonanter Anregung von Oberflachen-

plasmonen, O = kritischer Winkel, ©g = Resonanzwinkel.
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Wie aus Gl. 22 hervorgeht, hdngt ©g neben den Dielektrizitatskonstanten gy des
Metalls und €p des Prismas von der Dielektrizitdtskonstanten ¢p des Umgebungsme-
diums ab. Eine Erhéhung von ¢p fuhrt dabei zu einer positiven Verschiebung von O,
wahrend eine Verringerung von &p zu einer Verkleinerung des Resonanzwinkels fihrt
(Abb. 28).

Intensitéat [arb. units]

60 62 64 66 68 70 72 74 76
Einfallswinkel [°]

Abb. 28: Mit dem Programm Winspall berechnete Reflexionskurven auf Gold fir Umgebungs -
medien mit unterschiedlicher Dielektrizidtskonstan te &, Umgebungsmedium und Pris-

ma sind transparent, daher gilt: g=-¢'.

Die SPR-Spektroskopie nutzt die Sensitivitat des Resonanzwinkels gegenuber gp
aus, um Veranderungen des Dielektrikums an und in der Nahe der Grenzflache zum
Metallfilm zu detektieren. Neben dem Wechsel des Umgebungsmediums andert
auch die Bindung von Substanzen an der Metall / Dielektrikum-Grenzflache die
dielektrischen Eigenschaften und fuhrt daher zu einer Verschiebung des Resonanz-
winkels. Ein solches System mit einem an der Grenzflache gebundenen dinnen Film
ist in Abb. 29 dargestellit.
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Grenzflache
Metall/Dielektrikum

N
&  Film IdF

Umgebungs- > Dielektrikum
P medium €

Elektromagnetisches Feld
des Plasmons

Abb. 29: Effektive Dielektrizitdtskonstante bei Abs  cheidung eines diinnen Films auf der
Au-Oberflache.

Das Dielektrikum ist in diesem Fall nicht mehr homogen, sondern teilt sich in zwei
Phasen mit den Dielektrizitatskonstanten &= und ¢p auf. Das elektromagnetische Feld
des Plasmons reicht tGber den Film hinaus in das Umgebungsmedium hinein und tritt
mit beiden Phasen in Wechselwirkung. Fur das zweischichtige Dielektrikum muss
daher die effektive Dielektrizitatskonstante e eingefuihrt werden, die sich anteilig aus

den Dielektrizitatskonstanten beider Phasen zusammensetzt (Gl. 23).288:30¢

» :Liqe(z)te-@z%) dz Gl. 23
D o

e = effektive Dielektrizitatskonstante des Dielektrikums
€(z) = Profil der Dielektrizitdtskonstanten des mehr-
phasigen Systems entlang der z-Koordinate

Lp = Eindringtiefe des Plasmonfelds in das Dielektrikum

Unter der Annahme, dass die beiden Phasen des in Abb. 29 dargestellten Systems

homogen sind und jeweils nur durch die Dielektrizitatskonstante er beziehungsweise

&b charakterisiert sind, geht Gl. 23 in folgenden Ausdruck tiber (GI. 24).3%
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£, =€, (1_ e—(ZoIF/LD))+ g, [&2%/)

I )

€r = Dielektrizitatskonstante des Films

Gl. 24

€p = Dielektrizitatskonstante des den Film umgebenden Mediums
dr = Dicke des Films

Lp = Eindringtiefe des Plasmonfelds in das Dielektrikum

Auch die effektiven Dielektrizitatskonstanten mehrschichtiger Systeme konnen in
analoger Weise mit Gl. 23 berechnet werden.

Mit Hilfe von ge lasst sich nach Gl. 25 die Lage des Resonanzwinkels von Mehr-

schichtsystemen berechnen.

1/2
©, =arcsin _Eulfer Gl. 25
(SM +€eff)@P

©g = Resonanzwinkel
eu = Dielektrizitatskonstante des Metalls
€t = effektive Dielektrizitatskonstante des Dielektrikums

€p = Dielektrizitatskonstante des Prismas

Im Fall homogener Dielektrika geht Gl. 25 in GI. 22 (ber.

Die Abscheidung eines Films auf der Metalloberflache (vergl. Abb. 29) ist immer mit
einer Veranderung der effektiven Dielektrizitatskonstante um den Betrag Aeex ver-
bunden (Gl. 26).3%

Bey = 5 —el )= (el —2p) = (e —£,) - ™)) g 26

Ase = Anderung der effektiven Dielektrizitatskonstante durch Adsorption

e = effektive Dielektrizitatskonstante vor Schichtbildung

g™ = effektive Dielektrizitatskonstante nach Schichtbildung
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Im Bereich kleiner Aee besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Verande-
rung der effektiven Dielektrizitatskonstante und der Verschiebung des Resonanzwin-
kels AGg (GI. 27).3%

AO, =m[{Ae,, ) = m (e, —¢,) L-e @) Gl. 27

ABg = Resonanzwinkelverschiebung

m = Proportionalitatsfaktor

Wenn die Schichtdicke des an die Metalloberflache gebundenen Films viel kleiner ist
als die Eindringtiefe Lp, zeigt AGr zuséatzlich eine lineare Abhéangigkeit zu dem Pro-
dukt de[(ec*2-e52) (GI. 28).3%

Ao, = 2Lm' @, (V2 —2?) Gl. 28

D

ABg = Resonanzwinkelverschiebung

m' = Proportionalitatsfaktor

Die Proportionalitatskonstanten m und m' in Gl. 27 und GIl. 28 werden entweder
experimentell bestimmt, oder durch Losen der Fresnelschen Gleichungen fir das
entsprechende System erhalten. Auf die Bestimmung der Schichtdicke aus A®g wird

im folgenden Kapitel genauer eingegangen.

Neben der Charakterisierung des gebundenen Films bietet die SPR-Spektroskopie
die Mdglichkeit, den zeitlichen Verlauf des Bindungssprozesses zu studieren. Bei der
so genannten Kinetik-Messung wird die Intensitat des reflektierten Lichts bei kon-
stantem Einfallswinkel gemessen. Hierzu wird ein Winkel gewahlt, der sich im linea-
ren Teil der abfallenden Flanke der Resonanzkurve in Ndhe des Minimums befindet
(Abb. 30).
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Intensitat —p»

74 76 Opeee 78 80 82 84 0 200 400 600 800 1000
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Abb. 30: Aufnahme der Adsorptionskurve bei konstant en Einfallswinkel Opyess.

Bei Absorption des Films kommt es zu einer Erhéhung der effektiven Dielektrizi-
tatskonstante, und das Resonanzminimum wird zu héheren Winkeln hin verschoben.
An die Verschiebung von ©r gekoppelt, erhdht sich die Intensitat des reflektierten
Lichts am gewahlten Messpunkt von |l auf 13, wodurch die Adsorptionskurve erhalten
wird.

Durch Analyse der Adsorptionskurve kdnnen die kinetischen Parameter des unter-
suchten Adsorptionsvorgangs ermittelt werden.?®>3%" \Weiterhin kann im Kinetik-

Modus der Fortschritt des Bindungsprozesses qualitativ beurteilt werden.

3.3.4.4 Bestimmung der Schichtdicke gebundener Film e

In der Sensorik wird die SPR-Spektroskopie verwendet, um spezifische Wechselwir-
kungen zwischen Moleklilen zu quantifizieren. Meistens werden Rezeptorsub-
stituierte SAMs auf dem Metallfilm des Sensors abgeschieden und Uber das Umge-
bungsmedium in Kontakt mit dem Analyten gebracht. Die Bindung des Analyten an
die sensorische Monoschicht fihrt nach Gl. 25 zu einer Verschiebung des Reso-
nanzwinkels Or. Diese Verschiebung steht in direkter Beziehung zur Schichtdicke
beziehungsweise zur Oberflachenkonzentration der gebundenen Substanz und kann

zur Quantifizierung des Bindungsereignisses herangezogen werden.
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Eine Mdglichkeit, die Schichtdicke dr des gebundenen Films zu erhalten (vgl. Abb.

29), besteht in der direkten Berechnung der GroR3e aus der Verschiebung des

Resonanzwinkels Oy (Gl. 29).308311

. A (et ) £
d. =A(sin®, )3 — 1M ©°/ F
P AR B ) e —e0) )

dr = Dicke des gebundenen Films

Gl. 29

A(SinBGR) = (sin®g vor Filmbildung) — (sin®g nach Filmbildung)

A =Wellenlange des Lichts

¢'w = Realteil der Dielektrizitatskonstanten des Metalls

€p = Dielektrizitdtskonstante des den Film umgebenden Mediums
er = Dielektrizitatskonstante der filmbildenden Substanz

€p = Dielektrizitatskonstante des Prismas

Voraussetzung fir die Berechnung von dg nach Gl. 29 ist die Kenntnis der Dielektrizi-
tatskonstanten der vier Medien bei der verwendeten Wellenlange. Auf die Bestim-

mung von €y, €p, €p Und & wird spater ndher eingegangen.

Eine zweite Methode zur Ermittlung der Filmdicke nutzt den linearen Zusammenhang
zwischen der Resonanzwinkelverschiebung A® und dem Produkt (¥ - 52 de (GI.
28). Ublicherweise wird bei dieser Methode eine theoretische AOg(dr)-Kurve fiir das
jeweilige System Prisma / Metall / Film / Umgebungsmedium simuliert. Dies ge-
schieht durch Losen der Fresnelschen Gleichungen flr unterschiedliche Werte von
de (Abb. 31).
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Abb. 31: Simulation des Resonanzwinkels  A@k fur verschiedene Schichtdicken d ¢, & bezeichnet

die Dielektrizitdtskonstante des jeweiligen Medium  s.

Mit Hilfe der simulierten Kurve kdnnen dann praktisch bestimmte Werte fir A® direkt
einer Filmdicke dr zugeordnet werden.

Zur Berechnung der AGg(dr)-Kurve kann die frei erhaltliche Software Winspall be-
nutzt werden.®'? Auch hier miissen die Dielektrizitatskonstanten ey, €p, & und €p

bekannt sein.

Die vorgestellten Verfahren zur Bestimmung der Schichtdicke setzen die Transpa-
renz des Films und des umgebenden Mediums im verwendeten Wellenlangenbereich
voraus. Die Charakterisierung absorbierender Filme3®® ist ebenfalls méglich, wird an

dieser Stelle aber nicht diskutiert.

Bestimmung der Dielektrizitdtskonstanten der verschiedenen Medien

Wie bereits erwdhnt, missen die Dielektrizitatskonstanten des Systems bei der
verwendeten Wellenlange bekannt sein, um die Schichtdicke des gebundenen Films
berechnen zu kénnen. Fur das Metall und das Prismenmaterial kdnnen die Grof3en in
der Regel der Literatur entnommen werden.®™ Ist dies nicht der Fall, lassen sich gy

und €p, wie im Folgenden gezeigt wird, rechnerisch ermitteln.
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Die Dielektrizitatskonstante e des Films muss fast immer bestimmt werden, da es
kaum dokumentierte Werte gibt. Ausnahmen bilden einige Proteine, fur die wellen-
langenabhangige Messungen von ¢ durchgefiihrt wurden. 34312

Auch gp des Umgebungsmediums ist in den meisten Fallen unbekannt. Oft handelt

es sich um Pufferlésungen, deren Dielektrizitatskonstante zu ermitteln ist.

Die folgenden Abschnitte geben einen kurzen Uberblick tiber die gangigen Methoden
zur experimentellen oder rechnerischen Bestimmung der verschiedenen Dielektrizi-

tatskonstanten.

Bestimmung der Dielektrizitatskonstanten gy

Die Dielektrizitatskonstante gy des verwendeten Metalls kann nach dem Drude-

Modell des freien Elektronengases folgendermafRen beschrieben werden (Gl. 30).3'%

318

W’ a2 )
g, =1-——2>— mit wp:(—*J

o’ +iwx m Gl. 30

eu = Dielektrizitatskonstante des Metalls

w = Kreisfrequenz des verwendeten Lichts

T = Relaxationszeit der Elektronen

i = (_1)1/2

we = Plasmafrequenz

N = Konzentration frei beweglicher Elektronen
e = Ladung des Elektrons

m’ = effektive Masse des Elektrons

Aus diesem Ausdruck folgen fur wt >> 1 der Realteil ey’ und der Imaginarteil gy" der

Dielektrizitatskonstanten gy (Gl. 31, Gl. 32).
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Gl. 31

Gl. 32

o = Gleichstromleitfahigkeit des Metalls

Die GréRen o, N, T und m* kbnnen einschlégiger Literatur entnommen werden.3'%%%°

Bestimmung der Dielektrizitdtskonstante ep des Prismas

Das Prismenmaterial ist im betrachteten Wellenlangenbereich transparent. Die
Dielektrizitatskonstante ep ist daher real (ep = €p') und kann Uber den Realteil des
Brechungsindex np hergeleitet werden. Hierbei gilt: €p = np”.

Die Dispersion n(A) des realen Brechungsindex wird durch die Sellmeier-Formel
beschrieben (Gl. 33).3%1324

B,  B,0 B,

n(A) =
) N -C, N-C, N-C,

Gl. 33

n(A) = Realteil des Brechungsindex
A =Wellenlange des Lichts

B, C = materialspezifische Sellmeier-Koeffizienten

Die Sellmeier-Koeffizienten B und C sind materialspezifisch und kénnen der Literatur

entnommen werden.3?°

Bestimmung der Dielektrizitdtskonstanten g des gebundenen Films und &5 des um-

gebenden Mediums

Es mdglich, die GroRen dr und & des Systems durch SPR-Messungen simultan
nebeneinander zu bestimmen.**" 3! Diese Methode wird sehr haufig angewandt, da

sie wenig aufwendig ist und die Parameter des Films in situ bestimmt werden. Die
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auf diese Weise ermittelte Dielektrizitatskonstante ist reprasentativ fur die aktuelle
Zusammensetzung der Schicht und reagiert sensitiv auf Einflisse wie etwa den
Hydratisierungsgrad.

Ein Nachteil dieser Methode ist, dass vor der Abscheidung des zu untersuchenden
Films der Resonanzwinkel A®Gr des unbelegten Goldfilms im Umgebungsmedium
bestimmt werden muss. Bei Kontakt des Metalls mit Losungen jeglicher Art finden
jedoch sofort Adsorptionsereignisse statt. Ein auf diese Art ermittelter Resonanzwin-
kel entspricht demnach keiner unbelegten Metalloberflache, was zu einem Fehler fur
die zu bestimmenden Grof3en g und dg fuhrt.

Alternativ kann, wie im folgenden Abschnitt beschrieben, die Messung des Brewster-

Winkels zur Bestimmung der Gré3e - herangezogen werden.

Die Bestimmung der Dielektrizitatskonstanten ep des Umgebungsmediums (vgl. Abb.
29) kann durch Messung des Brewster-Winkels ©g bei der entsprechenden Wellen-
lange erfolgen.

Zur Bestimmung von ©g wird die winkelabhéngige Reflexion von p-polarisiertem Licht
an der Grenzflache des zu untersuchenden Mediums und Luft bestimmt. In der Nahe
des Brewster-Winkels nimmt die reflektierte Lichtintensitat ab und fallt bei Erreichen
von Og auf null ab. Abb. 32 zeigt hierzu beispielhaft die Reflexionskurve fur Wasser
bei A = 785 nm.

HO _ o _
0,°=53.024° —> n, =1328
Ll

Intensitat [arb. units]

38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62
Einfallswinkel [°]

Abb. 32: Winkelabhangige Reflexionskurve von p-pola  risiertem Licht an der Grenzflache
Wasser / Luft bei A =785 nm, ©g = Brewster-Winkel, n ,0 = Realteil des Brechungs-

index von Wasser bei A = 785 nm (berechnet nach GlI. 34).
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Der Zusammenhang zwischen ©g und dem Realteil n des Brechungsindex wird
durch Gl. 34 beschrieben.

@, =arcsin (n) Gl. 34

©g = Brewster-Winkel

n = Realteil des Brechungsindex des untersuchten Mediums

Uber die Beziehung € = n? folgt hieraus die Dielektrizitatskonstante ep des Umge-

bungsmediums.

3.3.5 Aufnahme von SPR-Spektren

In diesem Kapitel wird der zur Aufnahme der SPR-Spektren verwendete Messaufbau

vorgestellt sowie die Auswertung der Rohdaten diskutiert.

3.3.5.1 Messaufbau

Abb. 33 zeigt die verwendete Apparatur in schematischer Darstellung und als Photo-

graphie.
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Abb. 33: Verwendetes SPR-Spektrometer, A: schematis  che Darstellung, B: Photographie.

Bei dem Gerat handelte es sich um ein Multiskop der Firma Optrel, das nachtréglich
mit einem 785 nm NIR-Laser ausgestattet wurde. Die Ermittlung des Resonanzwin-
kels erfolgte durch Variation des Einfallswinkels mit Hilfe des Goniometers.

Der Probenhalter (Abb. 34) wurde selbst entwickelt und ermdéglichte einen schnellen,

unkomplizierten Wechsel der zu untersuchenden Proben.
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—— == — == . - - .

Flusszelle Substrat

Ablauf B

Abb. 34: Selbstkonstruierter Probenhalter.

Als Substrate dienten goldbedampfte Mikroskopie-Objekttrager aus Sodaglas. Die
Dicke der Goldschicht betrug 500 A. Als Haftvermittler befand sich eine 20 A dicke
Chromschicht zwischen Goldfilm und Glas. Die optische Kopplung des Objekttragers
an das Prisma aus BK7-Glas erfolgte durch ein Immersionsal.

Eine auf den Goldfilm aufgesetzte Flusszelle ermdglichte es, Losungen lber das
Substrat zu leiten. Die verwendeten Zellen besalR3en ein Volumen von etwa 36 pL
und wurden aus Polydimethylsiloxan hergestellt. Der Flussigkeitstransport wurde

durch eine Spritzenpumpe gewéhrleistet und erfolgte durch PTFE-Schlauche.

Verwendete Prismen

Abweichend von der in Abb. 33 und Abb. 34 dargestellten Messanordnung wurde fir
die SPR-Messungen anstelle des runden Prismas ein 90 *Prisma aus BK7-Glas
verwendet. Grund hierfur war, dass das runde Prisma keine perfekte halbzylindrische
Gestalt besal’3 und somit keine einfache Korrelation zwischen auf3erem Einfallswinkel
(Goniometerwinkel) und dem inneren Einfallswinkel ® an der Goldschicht mdglich

war. Dieser Zusammenhang ist in Abb. 35 veranschaulicht.
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Lot am betrachteten
Punkt des Prismas

A r
Grenzflache Prisma / Gold Grenzflache Prisma / Gold

Abb. 35: Zusammenhang zwischen duRerem ( ©g) und innerem ( ©) Einfallswinkel bei zwei halb-
zylindrischen Prismen, A: perfektes Halbkreis-Pris ma mit dem Radius r, B: halbzylin-
drisches Prisma mit dem Radiusr' <r, Ar=r—r"bei © =0 ° a = Einfallswinkel des

Lichts auf das Prisma beziiglich des Lots.

In Abb. 35 A ist der Zusammenhang zwischen dem &aufReren Einfallswinkel ©¢ und
dem inneren Einfallswinkel © fur ein perfekt halbkreisférmiges Prisma dargestellt.
Der Einfall des Lichtstrahls erfolgt bei jedem Wert von ©g entlang des Lots, weshalb
er beim Durchgang durch das Prisma keine Ablenkung durch Brechung erfahrt. Der
gemessene Resonanzwinkel © entspricht deshalb immer dem Goniometerwinkel Og.
Fur ein nicht perfekt halbkreisférmiges Prisma ist die Situation anders (Abb. 35 B).
Da der Prismen-Radius r' kleiner ist als der Radius r des Halbkreises, fallt der Licht-
strahl bei allen Goniometerwinkeln ©@g mit Ausnahme von ©g = 0 ° nicht entlang der
Normalen auf das Prisma, sondern im Winkel a beziglich des Lots. Hieraus resultiert
im Prisma eine Ablenkung des Strahls durch Brechung, was dazu fuhrt, dass die
Winkel ®g und © nicht mehr identisch sind. Dies allein wére nicht problematisch, da
die Winkel Uber das Snellius’sche Gesetz (Gl. 20) exakt in Beziehung zueinander
gesetzt werden konnten. Der Radius r' und damit verbunden der Winkel a zwischen
auftreffendem Lichtstrahl und der Normalen am jeweiligen Prismenpunkt sind jedoch
eine Funktion des Einfallswinkels und andern sich mit ©g. Hierdurch wird die
Beschreibung des Zusammenhang zwischen ©g und © sehr kompliziert. Aufgrund
der schwierigen Ableitung des Winkels ® aus dem Goniometerwinkel wurde daher
auf die Verwendung des zylindrischen Prismas verzichtet.

Alternativ wurde, wie in Abb. 36 dargestellt, ein 90 *Prisma verwendet.
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Grenzflache Prisma / Gold

Abb. 36: Zusammenhang zwischen auRerem ( ©g) und innerem ( ©g) Einfallswinkel beim

90 *Prisma, a = Einfallswinkel des Lichts auf das Prisma bezugli  ch des Lots.

Beim 90 *Prisma tritt ebenfalls eine Ablenkung des Lichtstrahls durch Brechung auf.
Uber das Snellius’'sche Gesetz (Gl. 20) kénnen jedoch fiir alle Einfallswinkel ©g die

entsprechenden Winkel © exakt ermittelt werden (GlI. 35).

[ sin
©=45°+ arcsm(

a
] mt o=0.-45° Gl. 35
Np

© = Einfallswinkel des Lichts an der Grenzschicht Prisma / Gold
O = aulBerer Einfallswinkel des Lichts (Goniometerwinkel)
o = Einfallswinkel des Lichts beziglich des Prismen-Lots

np = Brechungsindex des Prismas

Fur den Resonanzwinkel ©g, bei dem die Anregung des Oberflachenplasmons er-

folgt, gilt entsprechend Gl. 36.

Gl. 36

sinl®., —45°
O, =45° +arcsin( (Ocs )j

Np

O = Resonanzwinkel
O r = resonanter Einfallswinkel (Goniometerwinkel)

np = Brechungsindex des Prismas
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Die Grol3e, die aus einer SPR-Messung unmittelbar folgt, ist nicht die Resonanzwin-
kelsverschiebung A®g, sondern die Verschiebung des resonanten Einfallswinkels
AGg r. Die durch ein Adsorptionsereignis hervorgerufene Veranderung von AOggr
unterscheidet sich in ihrem Zahlenwert zwar von der Verschiebung A®g, ist aber

ebenfalls proportional zum Bedeckungsgrad bzw. zur Schichtdicke der gebundenen

Substanz. Aus Grunden der Einfachheit wurde daher im Rahmen dieser Arbeit
durchgéngig die GrolRe AGg r zur Quantifizierung von Bindungsereignissen herange-

zogen.

Aufbau der SPR-Sensoren

Das Schichtsystem der verwendeten Sensoren ist in Abb. 37 dargestellt.

BK7-Prisma ¢, ,=2.283

Objekttrager ¢, =¢.= 2.295

Goldfilm £, = -23.005 +1.373 | d. =500 A

Abb. 37: Schichtsystem des SPR-Sensors und Dielektr  izitdtskonstanten der verschiedenen

Medien bei A =785 nm.

In der verwendeten Messanordnung war der Goldfilm auf dem Objekttrager gebun-
den. Sowohl die Totalreflexion an der Grenzflache Glas / Metall als auch die Anre-
gung des Plasmons wurden daher von der Dielektrizitatskonstanten des Sodaglases
und nicht von der des Prismas bestimmt. Das BK7-Prisma diente lediglich zur Vor-
brechung des Lichts. Aus diesem Grund war zur Beschreibung des Resonanzwinkels
©r nach GI. 25 fur ep die Dielektrizitatskonstante des Objekttragers €or zu verwen-

den.

Die Bestimmung von got erfolgte Uber die Messung des Brewster-Winkels bei einer
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Wellenlange von 785 nm. Nach Gl. 34 und mit € = n? ergab sich folgender Wert:

€ot = (2.295 £ 0.004)

3.3.5.2 Messung der Proteinadsorption

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die SPR-Spektroskopie zur Quantifizierung der

Proteinadsorption eingesetzt. Bei den untersuchten Oberflachen handelte es sich um
Gold sowie um EG- und PG-terminierte Thiolat-SAMs auf Gold.

Von Interesse war die Bestimmung der relativen Proteinadsorption und der Schicht-

dicke des Proteinfilms aus der Resonanzwinkelverschiebung AGg k.

Bestimmung des resonanten Einfallswinkels AOg r aus den Reflexionskurven

In Abb. 38 sind die Reflexionskurven eines mit Pufferlosung umgebenen Goldfilms

vor und nach der Adsorption des Proteins BSA, sowie die so genannte Hintergrund-

kurve dargestellt.

Intensitéat [arb. units]

vor BSA-Adsorption
nach BSA-Adsorption
Hintergrundkurve

72

74 76 78 80 82 84
o
0. [°]

Abb. 38: Reflexionskurven eines Goldfilms in Kontak t mit Puffer vor (griin) und nach (rot) BSA-

Adsorption, schwarz: Reflexionskurve des Goldfilms in Kontakt mit Luft (Hinter-

grundkurve).
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Die Hintergrundkurve ist die Reflexionskurve der Goldschicht in Kontakt mit Luft. Sie
wird benotigt, um die spater aufgenommenen Messkurven zu normieren und zu
glatten.

In Abb. 38 sind die Rohdaten der BSA-Adsorption aufgetragen. Neben der unnor-
mierten Intensitat ist erkennbar, dass dem Messsignal eine periodische Schwingung
Uberlagert ist. Diese Schwingung resultiert aus der Interferenz der an den Grenzfla-
chen Prisma/ Objekttrager und Objekttrager / Gold reflektierten Strahlen. Eine
Division der Messkurven durch die Hintergrundkurve eliminiert die Schwingung und

fuhrt gleichzeitig zu einer Normierung der Intensitat (Abb. 39).

1,04
2 081
c
S
2 061
ok
et
i@
= 4 4 .
w 0 vor BSA-Adsorption
5 nach BSA-Adsorption
-
£ o2

070 T T L) L) L) 1

72 74 76 78 80 82 84

0 [°]

Abb. 39: Normierte und geglattete Reflexionskurven.

Die an der Prisma/ Gold-Grenzflache reflektierte Intensitat ist abhangig vom Bre-
chungsindex des Mediums, mit dem der Goldfilm auf der dem Prisma abgewandeten
Seite in Kontakt steht. Fur das Medium Luft ist die Reflektivitat geringer als fur das
Medium Pufferlosung. Die Hintergrundkurve in Abb. 38 verlauft daher bei etwas
geringerer Intensitat als die Messkurven, was zu Maximalwerten Uber eins bei den
normierten Kurven fthrt (Abb. 39).

Aus den optimierten Kurven kénnen die resonanten Einfallswinkel vor und nach der
Adsorption bestimmt werden. Die GroRe AOgr ergibt sich dann als die Differenz
beider Werte.
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Bestimmung der relativen Proteinadsorption auf Thiolat-SAMs

Um die relative Proteinadsorption zu ermitteln, wird das Adsorptionsexperiment mit
der zu untersuchenden Probe sowie mit einer Referenzprobe durchgefuhrt. Nach Gl.
37 ergibt sich die relative Adsorption als prozentuales Verhéltnis beider Verschie-

bungen AGg.

AO (Probe)
AO¢, (Referenz)

rel. Adsorption = [100 % Gl. 37

AOg g(Probe) = Verschiebung des resonanten Einfallswinkels der unter-
suchten Probe
AOg r(Referenz) = Verschiebung des resonanten Einfallswinkels der

Referenz

Bestimmung der Schichtdicke des adsorbierten Proteinfilms

Zur Berechnung der Schichtdicke dr aus der Verschiebung A®g g war es notwendig,
die Dielektrizitatskonstanten der verwendeten Proteine und der im Experiment be-
nutzten Pufferlésung fir die Wellenlange A = 785 nm zu bestimmen. Beide GréRRen
wurden durch Messung des Brewster-Winkels ermittelt und berechneten sich nach
Gl. 34 zu:

Protein: €prot = (2.356 £ 0.006)
Puffer: epy = (1.766 £ 0.000)

Stellvertretend fir alle untersuchten Proteine wurde die Dielektrizitatskonstante von
BSA bestimmt. Dieses Vorgehen war zuldssig, da sich die meisten Proteine nur
unwesentlich in ihren dielektrischen Eigenschaften voneinander unterscheiden.3*+3%’
Die Bestimmung der Protein-Schichtdicken erfolgte Uber die gemessenen Verschie-
bungen AGgr mit Hilfe simulierter AGgRr(dr)-Kurven. Diese Methode wurde der
Berechnung von dr nach Gl. 29 vorgezogen, da die Absolutwerte von O flr das

betrachtete System nicht hinreichend genau bestimmt werden konnten.
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Die Schichtsysteme, die der Simulation der A®g r(dr)-Kurven zugrunde gelegt wur-
den, sind in Abb. 40 dargestellt.

Objekttrager ¢, =g, = 2.295 Objekttrager ¢, =¢.= 2.295
Goldfilm &, = -23.005 +1i1.373 Goldfilm €, = -23.005 +i1.373
Proteinfilm & =2.356 I dF Monoschicht &, = stoffspezifisch

Proteinfilm g = 2.356

-n

| C—) | Gm—|

Pufferlésung ¢, = 1.766

Pufferlosung ¢, = 1.766

Abb. 40: Schichtsysteme fur die Simulation der AGe r(dp)-Kurven, A: Proteinadsorption auf Au,
B: Proteinadsorption auf Thiolat-SAM auf Au, alle angegebenen Dielektrizitatskon-

stanten beziehen sich auf A =785 nm.

In Abb. 41, Abb. 42 und Abb. 43 sind die simulierten A®g r(dg)-Kurven fur die unter-

schiedlichen Schichtsysteme abgebildet.

Adsorption auf Au |

2,00 -
1,75 4
= 150-
E o] 40.=009564 (5. )
-
o.
s M1 &, = 2.295
2 0754 &, = -2.096 +i21.581
e ¢, = -23.005 + 1.373
0,50 4 g = 2.356
g 6, =1.766
0,25 -
A= 785 nm
0,00 ——— —— —— ————— ———
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

d.[A]

Abb. 41: Simulierte A®g r(dr)-Kurve fur die Adsorption von Proteinen auf Gold.
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2,00 Adsorption auf EG,-terminiertem SAM |
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Abb. 42: Simulierte A®gr(dg)-Kurve fir die Adsorption von Proteinen auf EG - terminierten
Undecanthiolat-SAMs auf Gold.

200, Adsorption auf PG-terminiertem SAM
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Abb. 43: Simulierte A®gr(dg)-Kurve fur die Adsorption von Proteinen auf PG-te  rminierten
Undecanthiolat-SAMs auf Gold.

Mit Hilfe der Geradengleichungen der simulierten Kurven konnten die gemessenen

Werte fur AGg in die entsprechenden Schichtdicken ds umgerechnet werden.

Fir den EGe-terminierten SAM wurde fiir die Simulation eine Dielektrizitatskonstante

von ggg = 2.126 und eine Schichtdicke von 27 A angenommen. Die Schichtdicke



3 Methoden zur Oberflachencharakterisierung 73

wurde ellipsometrisch bestimmt. Zur Abschétzung der Dielektrizitatskonstanten
wurde vorausgesetzt, dass der Alkylteil der Monoschicht durch leichtes Paraffin und
der EGg-Teil durch PEG einer mittleren Molmasse von 400 g/mol simuliert werden
kann. Bei einer Wellenlange von A = 785 nm zeigen beide Substanzen eine Dielektri-
zitatskonstante von € = 2.126,%2332° \yeshalb dieser Wert auch fiir das gemischte
Molekiil gelten sollte.>®

Zur Abschatzung der Dielektrizitatskonstanten epg der PG-terminierten SAMs wurde
davon ausgegangen, dass der Wert in etwa dem von unsubstituiertem Polyglycerol
entspricht. Da keine Informationen tber die optischen Konstanten des Polymers bei
A =785 nm zur Verfigung standen, wurde alternativ ein Wert von € = 2.237 verwen-
det, der einer Wellenlange von A = 589.3 nm entspricht.**°® Der Fehler, der hierdurch
fur die Steigung der simulierten Kurve resultiert, ist jedoch vernachlassigbar. Simula-
tionen haben gezeigt, dass die Verschiebung A®gr bei Proteinadsorption auf einer
Monoschicht nur schwach durch die Dielektrizitdtskonstante des SAMs beeinflusst
wird. So variiert A@g g bei Bindung von 20 A Protein auf einem 20 A dicken Thiolat-
SAM auf Gold im Bereich von 2.403 bis 2.103 fir esaw nur um maximal 2.6 %.

Fir die Dicke des PG-terminierten SAMs wurde ein Wert von 20 A verwendet. Wie
die Dielektrizitdtskonstante hat auch die Dicke der Monoschicht kaum einen Einfluss
auf die Verschiebung des resonanten Einfallswinkels. Simulationen haben bestatigt,
dass die Verschiebung AGg R, die der Adsorption von 20 A Protein auf der Mono-
schicht entspricht, bei Variation der SAM-Schichtdicke im Bereich von 15 A - 30 A um
maximal 1.5 % variiert. In diesem Bereich der SAM-Schichtdicke wird der Zusam-
menhang zwischen AGg r und der Schichtdicke des adsorbierten Proteins daher sehr

gut durch die simulierte Kurve beschrieben.

3.3.5.3 Ablauf von SPR-Messungen

Der typische Gang eines SPR-Experiments wird hier am Beispiel einer Proteinad-
sorption auf einem Goldfilm erlautert.
Zu Beginn des Experiments wird Pufferlosung Uber das Substrat geleitet, bis das

SPR-Sensogramm eine waagerechte Grundlinie zeigt (Bereich A in Abb. 44).
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Abb. 44: Typisches SPR-Sensogramm eines Adsorptions  experiments, hier Adsorption von
BSA auf Au.

Dann wird die winkelabhangige Reflexionskurve gemessen, aus der der resonante
Einfallswinkel ©g r(l) vor der Adsorption bestimmt wird. Ist dies geschehen, wird die
Pufferlosung gegen Proteinldsung ausgetauscht und es findet Adsorption auf dem
Substrat statt (Bereich B in Abb. 44 ). Nach dem Adsorptionsschritt wird wieder
Puffer Uber die Probe geleitet, um locker gebundenes Protein von der Oberflache zu
entfernen (Bereich C in Abb. 44 ). Hierbei fallt die Kurve im Sensogramm wieder
leicht ab. Neben dem Entfernen von physisorbiertem Protein durch Sptlen sind oft
auch Unterschiede in der Dielektrizitdtskonstanten von Puffer und Proteinlésung fur
diesen Effekt verantwortlich. Nach dem Spulen mit Puffer wird wieder die winkelab-
hangige Reflexionskurve gemessen, um den resonanten Einfallswinkel ©gg(ll) nach
der Adsorption bestimmen zu kdnnen. Die Winkelverschiebung A®gr ergibt sich

dann, wie bereits weiter oben erwéhnt, als die Differenz Og r(Il) - Ogr(1).
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4 Synthesen

In diesem Kapitel werden die Synthesestrategien vorgestellt, die verwendet wurden,
um zu den jeweiligen Zielmolekllen zu gelangen. Die Darstellung der verschiedenen
Verbindungen wird nach Substanzsklassen sortiert prasentiert und diskutiert. Alle

nicht isolierten Intermediate tragen die Bezeichnung | vor der Nummer.

4.1 N,N-Dimethylalkylamine

N,N-Dimethylalkylamine mit unterschiedlicher Kettenldnge im Alkylteil wurden als
basische Cokatalysatoren fir die 1,3-dipolare Cycloadditionsreaktion von Aziden mit
Alkinen (Click-Reaktionen) bendétigt. Die Darstellung der entsprechenden Verbindun-
gen mit Kettenlangen zwischen 4 und 18 C-Atomen erfolgte durch Eschweiler-

Clarke-Methylierung der jeweiligen primaren Alkylamine (Schema 2).3%

+2 HCHO
+2 HCOH /\M/\N/
L

n NH, -2 H,0 n

-2CO, |

n Verbindung Ausbeute n Verbindung Ausbeute
el (%]

! ! 39 8 8 76

2 2 °7 o 9 67

3 3 66 10 10 80

4 4 66 1 1 20

5 5 68 12 12 86

6 6 82 13 13 7

7 7 77 15 14 o7

Schema 2: Methylierung primarer und sekundarer Amin e nach Eschweiler-Clarke .

Zur Darstellung des N,N-Dimethyloctadecylamins 14 wurde abweichend vom N-Mo-
nomethylamin ausgegangen. Mit Ausnahme der Butyl- bzw. Pentyl-Verbindung

lieferte die Reaktion die Produkte in moderaten bis sehr guten Ausbeuten. Der Grund



76 4 Synthesen

fur die schlechten Ausbeuten bei den kurzkettigen Aminen liegt vermutlich in ihrer
relativ guten Loslichkeit in Wasser begriindet, welches bei der Aufarbeitung benutzt
wurde. Das Auftreten von Nebenreaktionen, die zu einer Verringerung der Ausbeute
fuhrten, kann aber nicht ausgeschlossen werden. Ein Indiz hierfur ist die deutlich
hohere Ausbeute fir die Octadecyl-Verbindung, fir deren Herstellung anstatt eines

primaren ein bereits monomethyliertes, sekundares Amin eingesetzt wurde.

4.2 Primére und sekundare Alkenylamine

Es sollten eine Reihe unterschiedlicher w-Alkenylamine hergestellt werden, um diese
als Starter fur die anionische Polymerisation von Glycidol zu Polyglycerol zu verwen-
den. Ausgehend von Undec-10-ensaure wurden daher zwei ungesattigte Monoamine
sowie ein ungesattigtes Diamin synthetisiert.

Bei den beiden Monoaminen handelt es sich um Undec-10-enylamin 18 und
N-Methylundec-10-enylamin 19. lhre Synthese erfolgte Gber das Undec-10-enséaure-

chlorid 15 und ist in Schema 3 aufgefuhrt.

(6]
socl, M
—_— Cl
MJ\OH 5% 8

15

1. LiAlH,
2. HZO NH;
= NH, -~
8 79 % 98 %
18
1. LiAlH,
- N HZO / MeNH,
= 8 H 94% 94 %
19

Schema 3: Darstellung von Monoaminen aus Carbonsaur  en.

Im ersten Schritt wurde die Carbonsaure durch Reaktion mit Thionylchlorid in das
Carbonsaurechlorid 15 uberfihrt.*** Durch die Umsetzung des Sé&urechlorids mit
Ammoniak bzw. Methylamin konnten dann die entsprechenden Amide 16 und 17
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erhalten werden.®*® Eine anschlieRende Reduktion der Amide mit Lithiumaluminium-
hydrid in Diethylether lieferte dann die gewiinschten Amine.**® Alle Reaktionen
verliefen mit guten bis sehr guten Ausbeuten. Wie sich herausstellte, muss ein
deutlicher Uberschuss von Lithiumaluminiumhydrid verwendet werden, um die Amide
quantitativ zu reduzieren. Grund hierfir kbnnte an die Feststoffe gebundenes Kris-

tallwasser sein, das mit dem Reduktionsmittel reagiert.

Die Synthese des Diamins N,N’-Bis(undec-10-enyl)-1,2-diaminoethan 21 ist in
Schema 4 dargestellt. In diesem Fall wurde das Diamid 20 durch die direkte Reaktion
von Undec-10-ensaure mit Ethylendiamin bei ca. 200 T erhalten (Schmelzkonden-

sation).

1. LiAIH,

2.H,0
1

90 %

é

21

Schema 4: Darstellung des Diamins 21 durch Schmelzk  ondensation des Carbonsaure-Ethylen-

diaminsalzes mit angeschlossener Reduktion des Ami ds.

Die Reaktion wurde im offenen Kolben durchgefihrt. Ein schwacher Stickstoffstrom
durch den Kolben erleichterte dabei die Abfuhr des bei der Reaktion gebildeten
Wassers und wirkte zusatzlich einer sauerstoffinduzierten Zersetzung des Reak-
tionsgemischs entgegen. Die Reduktion des Amids zum Amin erfolgte wiederum mit
Lithiumaluminiumhydrid. Sowohl die Amidbildung als auch die angeschlossene

Reduktion verliefen problemlos und mit guten Ausbeuten.
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4.3 Oligo- und Polyethylenglycol-substituierte Verb indun-
gen

Eine Reihe von OEG- und PEG-terminierten Verbindungen, die zur Erzeugung
biorepulsiver Oberflachen eingesetzt werden sollten, wurden synthetisiert. Es handel-
te sich hierbei um Substanzen, die entweder direkt auf dem Substrat angebunden
werden sollten, oder um solche, die die Modifikation eines bereits gebildeten SAMs

durch die Click-Reaktion erméglichten.

4.3.1 Oligoethylenglycol- und Polyethylenglycolmono methylether-
terminierte Undec-1-ene (HOEG ,Ci:-1-en bzw. MeOEG ,,C11-1-en)

Die Synthese dieser Substanzen erfolgte Uber eine Veretherung von 11-Bromun-
decen mit dem jeweiligen Oligoethylenglycol im Sinne einer Ethersynthese nach
Williamson. Hierzu wurde das Oligoethylenglycol zuerst mit wéassriger Kaliumhydro-
xidlésung an seinen Hydroxylfunktionen deprotoniert. Dann erfolgte die Reaktion des
Alkoholats mit dem Alkenylbromid zum Ether durch eine nukleophile Substitution
zweiter Ordnung. Die Reaktionen fir die Darstellung von HOEGCi3-1-en 22 und
HOEG,C11-1-en 23 sind in Schema 5 dargestellt.

Schema 5: Oligoethylenglycol-terminierte Alkene dur ch Williamson -Synthese.

Abweichend von der in der Literatur beschriebenen Synthese,®**3%* bei der das
Oligoethylenglycol in groRem Uberschuss eingesetzt wurde, sind bei den hier be-
schriebenen Synthesen aquimolare Mengen an Glycol und Alkenylbromid verwendet

worden. Hierdurch lassen sich die schlechten Ausbeuten erklaren, die hauptsachlich
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auf die Bildung von disubstituierten Glycolen zurlickzufiihren sind. Grund fur die
Abwandlung der Literaturvorschrift, die zwischen 10 und 20 Equivalente der Glycol-
komponente verwendete, war das Einsparen von teurem Hexa- und Hepta-
ethylenglycol.

Die Darstellung von MeOEG3.12C11-1-en 24 durch Reaktion von Polyethylenglycol-

monomethylether (MW =350 g/mol) mit 11-Bromundec-1-en erfolgte in analoger

Weise (Schema 6).

e \é/\ 92312) /w 81 " M s 12)

Schema 6: Synthese von Polyethylenglycolmonomethyle ther-terminiertem Undec-1-en.

Als Base diente diesem Fall allerdings Natriumhydrid.**® Im Vergleich zur Darstellung
der monosubstituierten Glycole verlief die Reaktion mit wesentlich besserer Ausbeu-

te, da die Bildung disubstituierter Verbindungen nicht stattfinden konnte.

4.3.2 Oligoethylenglycol-substituierte Undecanthiol e (HOEG,C,;SH)

Die Thiole HOEGC;:SH 25 und HOEG;C;;SH 26 wurden ausgehend von den
Alkenen 22 und 23 hergestellt und dienten zur Bildung biorepulsiver SAMs auf
Goldoberflachen.®® In einem ersten Reaktionsschritt wurde Thioessigsaure in einer
durch UV-Strahlung induzierten radikalischen Reaktion an die Doppelbindung ad-
diert. Die aus dieser Reaktion erhaltenen Thioacetate 27 und 28 wurden dann durch
Verseifung zu den entsprechenden Thiolen entschiitzt (Schema 7).
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(0]
OH  HSAc, hv )J\ OH
/ (@) )
8 S 9 O
n n

n=6 22 n=6 25 (81%)
n=7 23 n=7 26 (71%)

OH 1. KOH
HS 9 O n 2.H*

n=6 27 (71%)
n=7 28 (56%)

Schema 7: Darstellung von Organothiolen aus Alkenen

Die bei der Entschitzung intermediar gebildeten Organothiolate sind sehr oxidati-
onsempfindlich und reagieren bei Anwesenheit von Sauerstoff zu Diorganodisulfiden.
Es ist daher darauf zu achten, dass neben den verwendeten Losungsmitteln auch die
zum Anséauern benutzte Saure sauerstofffrei ist. Beide Reaktionen, die Thioacetylie-
rung sowie auch die Verseifung der Thioacetate, verliefen problemlos und lieferten

die Produkte in moderaten bis guten Ausbeuten.

4.3.3 Polyethylenglycolmonomethylether-terminierte Undecylphos-
phon- _und Undecyithiophosphonséure (MeOEG  (31»Cy;P(O)(OH),
bzw. MeOEG (3_12\C11P(S)(OH)7)

Polyethylenglycolmonomethylether-terminierte  Alkylphosphon- und Alkylthiophos-
phonsauren wurden synthetisiert, um biorepulsive Monoschichten auf oxidischen
Metalloberflachen zu erzeugen. Da die Phosphonsauregruppen mit alkoholischen
Hydroxylgruppen leicht verestern, wurde von der Darstellung der Polyethylenglycol-
terminierten Verbindungen abgesehen.

Die Darstellung ging vom Alken 24 aus. Dieses wurde durch eine Hydrophosphorylie-
rungsreaktion mit Natriumhypophosphit in die Phosphinséaure 29 tberfihrt (Schema
8).337
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H
1. NaH,PO, Et;3B, O HO.
/M/\e z KHS%)“ - i \PM
- 12) | (3 12)

85 %
(0]

Schema 8: Darstellung von Organophosphon- und Organ othiophosphonséuren.

Die Hydrophosphorylierung verlauft radikalisch und wird durch Triethylboran bei
Anwesenheit von Sauerstoff gestartet. Das Boran reagiert hierbei mit dem Sauerstoff
unter Bildung von radikalischen Intermediaten, die als Startradikale fungieren. Die
Phosphinsaure 29 war eine Schlisselkomponente, da Uber sie sowohl die
Phosphonsaure 30 als auch die Thiophosphonsdure 31 zugénglich waren. Die
Umsetzung zur Phosphonséure konnte durch direkte Oxidation mit Wasserstoffper-

oxid erreicht werden (Schema 9).%%

H HO

ﬁ (3- 12) Quant |P (3- 12)

(0] (6]

Schema 9: Oxidation der Organophosphinsaure zur Org  anophosphonséaure.

Zur Darstellung der Thiophosphonsaure war zunachst die Uberfilhrung der
Phosphinsaure in den Phosphonigsaure-bis(trimethylsilyl)ester 11 notwendig
(Schema 10).

H
HO Me38|0
\\P \ _HmDS
” (3-12) (3- 12)
Me38|O
lsg
HO Me38|O
HO\PM -0 MO PM
(3- 12) ~w | (3- 12)
S

S

Schema 10: Oxidation der Organophosphinsaure zur Or  ganothiophosphonséaure.

Dieser wurde dann mit Schwefel zum Thiophosphonsaure-bis(trimethylsilyl)ester 12
oxidiert, welcher nach Hydrolyse die Thiophosphonsaure 31 lieferte.**® Alle Reak-

tionen verliefen glatt und lieferten die jeweiligen Produkte in guten Ausbeuten.
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4.3.4 Azidohexaethylenglycolmonomethylether

Ein Azid-substituierter Hexaethylenglycolmonomethylether sollte hergestellt werden,
um Alkin-terminierte SAMs mit Hilfe der Click-Reaktion mit biorepulsiven Eigenschaf-

ten auszustatten. Die Synthese der Substanz ist in Schema 11 dargestellt.

o\\ //o

MeSO,Cl O S
/éo\/é\ H o Ry /6 WO/ ~
60 6
13

S)
o oA
Ausbeute: 89 % /% WN/ Nal
6
32

Schema 11: Synthese von Azidohexaethylenglycolmonom ethylether.

Die Darstellung des Azids ging von Hexaethylenglycolmonomethylether aus, der
zundchst mit Methansulfonsaurechlorid zum Mesylat I3 umgesetzt wurde. Das
Mesylat wurde dann ohne weitere Aufreinigung in einer Sy2-Reaktion mit Natrium-

azid zum Produkt 32 umgesetzt.>*° Die Gesamtausbeute der Reaktion betrug 89 %.

4.4 Untersuchungen zur Hydrophosphorylierung von Al ke-

nen mit Phosphon- und Thiophosphonsaureestern

Bei den in Abschnitt 4.3.3 vorgestellten Synthesen der MeEGg.12-terminierten
Phosphonséaure 30 bzw. Thiophosphonsdure 31 handelte es sich um mehrstufige
Reaktionen. Ausgehend vom eingesetzten Alken musste zunéchst die Phosphinsau-
re dargestellt werden, Uber die die Zielverbindungen zuganglich waren. Gelange die
Hydrophosphorylierungsreaktion hingegen mit Phosphon- bzw. Thiophosphonsau-
reestern anstelle von Hypophosphit, waren Organophosphon- und Organothio-

phosphonséuren in einstufigen Prozessen darstellbar (Schema 12).
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ﬁ/S (|)|/S
Radikal-
R/\ ¥ H/P\\OR W R/\/ P\\OR
OR OR

or/s
|

2ROH + =)
R/\/ \\OH
OH

Schema 12: Einstufiger Syntheseweg zu Organophospho  n- und Organothiophosphonsauren.

Es ist bekannt, dass Phosphon- bzw. Thiophosphonsaurediethylester mit Alkenen
durch diese Reaktion die jeweiligen Organophosphonsaurediethylester bilden.**
Diese Ester sind jedoch recht stabil und kénnen im neutralen pH-Bereich nicht
hydrolysiert werden. Die Hydrolyse gelingt hingegen leicht bei entsprechenden
Trimethylsilylestern. Es wurden daher Phosphonsaure- 34 und Thiophosphonsaure-
bis(trimethylsilyl)ester 35 synthetisiert und untersucht, ob sie Hydrophosphorylie-
rungsreaktionen mit Alkenen eingehen. Die Synthese der Verbindungen 34 und 35

sind in Schema 13 dargestellt.>*?

ﬁ OSiMe;
Me;Si SiMe
1) PINL 3 -
+ + —>» H R 4+ 2NH
H/P\\O NH,4 H 83 % 3
H €] OSiM83
33
]
H OSiMe3 66 %
OSiMe3
34
I
/P\ . &
H \ OSiMe3 82 %
OSiME3

35

Schema 13: Darstellung von Phosphon- und Thiophosph onsaure-bis(trimethylsilyl)ester.

Zunachst wurde durch die Reaktion von Ammoniumhypophosphit mit Hexamethyldi-

silazan Bis-(trimethylsilyl)hypophosphit 33 dargestellt. Durch Einleiten von trockener
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Luft liel3 sich hieraus Verbindung 34 erhalten. Eine Reaktion mit Schwefel hingegen
lieferte die Thioverbindung 35.

Um die Reaktivitdt beider Substanzen in Hydrophosphorylierungsreaktionen zu
Uberprufen, wurden versucht, sie mit Octadec-1-en umzusetzen. Als Initiator der
radikalischen Reaktion wurde zunachst das System Triethylboran / Luft benutzt
(Schema 14).3#

OSlMe3
OSlMe3
N O \ osiMe, EzB_°z7§L> L
15 OSiMes I
o
34 36
OSlMe3
OSiMe3
\M/\ + w7\ Dosive, 5@27%» P/
15 osnv|e3 I
S
35 37

Schema 14: Hydrophosphorylierung mit Triethylboran / Luft als Radikalstarter.

Eine *H-NMR-spektroskopische Untersuchung der Reaktionsprodukte zeigte, dass in
beiden Fallen keine Reaktion stattgefunden hatte. Beide Reaktionen wurden deshalb

unter Verwendung von AIBN als Radikalstarter wiederholt (Schema 15).343

[ OSiMe,

R | _0siMe,
\M/\ + n \\OSiMe3 — ABN o s p
15 OSiMeg 80 % [

S
35 37

H

(0]
OH
Ced

| 95 %

S
38

Schema 15: Hydrophosphorylierung mit AIBN als Radik  alstarter.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung der Reaktionsprodukte zeigte hierbei,
dass im Fall der Thioverbindung 35 eine vollstandige Umsetzung des Alkens zum
Octadecylthiophosphonsaure-bis(trimethylsilyl)ester 37 erreicht werden konnte. Der
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Phosphonsaureester 34 erwies sich allerdings auch unter diesen Bedingungen als
unreaktiv. Der Thiophosphonsaureester 37 wurde ohne weitere Aufreinigung mit
Wasser verseift und lieferte nach Aufarbeitung Octadecylthiophosphonsaure 38 in
einer Ausbeute von 95 %.

Wie die hier durchgefiihrten Experimente gezeigt haben, stellt die Hydrophosphory-
lierung von Alkenen mit Thiophosphonséaure-bis(trimethylsilyl)ester mit angeschlos-
sener Hydrolyse einen bequemen Weg zur Darstellung von Organothiophosphonséau-

ren dar.

4.5 Alkin-terminierte Molekiile

Es wurden zwei terminale Alkine mit w-standiger Thioacetat-Funktionalitat darge-
stellt, um Alkin-terminierte SAMs auf Gold zu erzeugen. An diesen Monoschichten
wurde die Modifizierung Alkin-terminierter SAMs mit Organoaziden durch die Click-
Reaktion untersucht.

Bei dem ersten der beiden Molekile handelte es sich um das Propargylamid 39, das
durch DCC-vermittelte Amidbildung aus Propargylamin und 10-Thioacetylundecan-

saure erhalten wurde (Schema 16).%*

Schema 16: DCC-vermittelte Bildung des Propargylami  ds.

Bei der zweiten Substanz handelte es sich um den EGg-haltigen Propiolylester 40,

der durch DCC-vermittelte Veresterung von Verbindung 25 mit Propiolsaure zugéang-

lich war (Schema 17).3%
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Schema 17: DCC-vermittelte Bildung des Propiolsdure  esters.

p

In beiden Fallen stellte sich das Entfernen des bei der Reaktion gebildeten N,N’-Di-
cyclohexylharnstoffs als problematisch heraus, da dieser durch chromatographische
Methoden nur schlecht abzutrennen war. Dies galt insbesondere fir Verbindung 40,
die trotz mehrfacher Chromatographie immer noch deutliche Spuren der Verunreini-
gung aufwies. Die wiederholte Reinigung kann auch als Grund fir die geringe Aus-
beute angefuhrt werden. Das feste Amid 39 hingegen konnte durch fraktionierte

Fallung aus Chloroform weitgehend vom Harnstoff befreit werden.3*°

4.6 Polyalycerol-Dendrimere

Ziel war es, Verbindungen mit dendritischer Polyglycerol-Kopfgruppe herzustellen
und diese auf Gold bzw. oxidischen Metalloberflachen zur Darstellung biorepulsiver
Monoschichten zu immobilisieren.

Die Synthese PG-terminierter Molektle, die sich zur Bildung von proteinrepulsiven
SAMs eignen, wurde erstmals von Haag beschrieben.*® zZur Darstellung dieser
Verbindungen wurde eine zweistufige Strategie verfolgt, deren erster Schritt in der
Synthese von PG durch Polymerisation von Glycidol bestand. Das Polymer wurde
dann nachfolgend mit spacer and Ankergruppe versehen (Schema 18).
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Schema 18: Synthese von PG mit angeschlossenem Einb  au von spacer und Ankergruppe.

Ein Nachteil dieses Verfahrens liegt in der Schwierigkeit begrindet, eine Mehrfach-
funktionalisierung des PG beim Anbringen des spacers zu verhindern, die mdogli-
cherweise negative Auswirkungen auf die Biorepulsivitat der SAMs hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher eine alternative Strategie entwickelt. Diese
sieht die direkte Polymerisation des PG an einer reaktiven Gruppe des spacer-

Molekiils und nachfolgend die Einfihrung der Ankergruppe vor (Schema 19).

% & % RS

OS ’O O\ ,O

A OH \ L

: [ B Funktionalisierun i \
//-{ Spacer  — — Va Spacer  —Nu— PG-Dendrimer —OH "9 AL Spacer  —Nu— PG-Dendrimer MOH

Polymerisation /

’ A , N

¥® % AN %

A = Ankergruppe
= nukleophile Startergruppe

Schema 19: Alternativer Syntheseweg fur SAM-bildend e PG-Dendrimere.

Eine Mehrfachfunktionalisierung der PG-Dendrimere kann bei dieser Reaktionsfih-
rung ausgeschlossen werden. Dies zeigen Ergebnisse aktueller Studien zum Aufbau

Mercaptoethyl-substituierter Polyglycerole.3*

4.6.1 Polyglycerol-terminierte Undecene durch anion ische Polyme-

risation von Glycidol

An erster Stelle der Synthesesequenz stand die Darstellung PG-terminierter Undec-

10-ene. Uber die terminalen Alken-Funktionen sollten dann nachfolgend durch
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Thioacetylierung oder Hydrophosphorylierung Ankergruppen eingebaut werden, die

eine Anbindung an Gold oder Metalloxide ermdglichen.

4.6.1.1 Anionische Polymerisation von Glycidol

Funktionalisiertes PG kann durch anionische Polymerisation von (¥)-2,3-
Epoxypropan-1-ol (Glycidol) erhalten werden.3*3%° Das Prinzip dieser Reaktion ist in
Schema 20 dargestellt. Die Reaktion wird gestartet, indem ein Nukleophil, in diesem

Beispiel ein Alkoholation, das Oxiran unter Ringdffnung angreift.

OH

HO

S)
(o) (o]
0\)\/0\)\/0H
R/

| 2. Generation

1. Generation

Schema 20: Anionische Polymerisation von Glycidol.

Es entsteht ein einfach deprotonierter Glycerolalkylether, der seinerseits mit einem
weiteren Molektl Glycidol unter Bildung eines um eine Glycerolgruppe verlangerten
Alkoholats reagieren kann. Zwischen der Alkoholatfunktion und den Hydroxylgruppen

im Molekil findet ein standiger Protonentausch statt.**® Die Polymerisation findet
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daher an allen im Molekil vorhandenen Hydroxylgruppen statt, wodurch das mit
steigendem Polymerisationsgrad immer starker verzweigte OH-terminierte PG-
Dendrimer entsteht. Vom Polymerisationskern ausgehend kann das Dendrimer in
Schichten eingeteilt werden, die jeweils einen solchen Verzweigungspunkt beinhal-
ten. Diese Schichten werden allgemein als Generationen bezeichnet, und anstelle
des Polymerisationsgrads wird fir Dendrimere oft die Anzahl der Generationen
angegeben. Im ldealfall weisen alle Molekile die gleiche Generation und somit die
gleiche Molmasse auf.

Polyglycerole, die durch anionische Polymerisation dargestellt wurden, sind streng
genommen keine Dendrimere, da nicht alle Hydroxylgruppen des wachsenden
Polymers mit gleicher Geschwindigkeit mit Glycidol-Molektilen reagieren. An man-
chen Punkten erfolgt das Wachstum des Makromolekils daher schneller als an
anderen und man kann nicht mehr von einer einheitlichen Generation der Molekiile

sprechen (Schema 21).

/(C3H502)n(H)n+l

(H)o+1(C3Hs02)o (@)
(@)
/
(H)q+1(C3Hs02)q o 0)
(@) (o)
NGO
(0] (0]

R

Schema 21: Beispiel fir die Struktur eines  hyperbranched Polyglycidols.

Zudem sind die Reaktionsprodukte aus der anionischen Polymerisation nicht mono-
dispers, sondern weisen eine Molmassenverteilung auf. Man spricht deshalb in
solchen Fallen von hyperbranched polymers anstatt von Dendrimeren.®***** Aus
Grinden der Einfachheit werden die durch anionische Polymerisation dargestellten

Polyglycerole im Folgenden trotzdem als Dendrimere bezeichnet.
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4.6.1.2 Alkoholate als Reaktionsstarter

Zuerst wurde versucht, Undec-10-enyl-substituierte Dendrimere durch die Polymeri-
sation von Glycidol unter Verwendung von Undec-10-en-1-olat als Polymerisations-
starter zu erhalten. Das Glycidol wurde in Anlehnung an die Synthese von unfunk-
tionalisiertem PG innerhalb von 12 h bei erhdhter Temperatur zum vorgelegten
Starter getropft.>*® Bei diesen Reaktionen wurde jedoch nicht das gewiinschte

Dendrimer gebildet, sondern hauptsachlich unfunktionalisiertes PG (Schema 22).

/%\g * &/OH
!
/WOH * 0%8

@)
N (CoHOn(Hhes + /\M;\OH

(C3H502)0(H)o+1

Schema 22: Bildung von unsubstituiertem PG bei Verw  endung von Undec-10-en-1-olat als Po-

lymerisationsstarter.

Wahrscheinlich war die Bildung von unfunktionalisierten PG auf den im Vergleich
zum Undec-10-en-1-ol kleineren pKs-Wert des Glycidols zuriickzuftihren. Dies wirde
dazu fiuhren, dass das Undec-10-en-1-olat das Gycidol nicht nukleophil angreift,
sondern von ihm protoniert wird. Das Glycidol wirde hierdurch an seiner Hydroxyl-
funktion deprotoniert werden und selbst als Starter fur die Polymerisation wirken. Als

Produkt dieser Reaktion wirde, wie beobachtet, PG hervorgehen.
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4.6.1.3 Amine als Polymerisationsstarter

Anstatt stark basischer Alkoholate wurden nun die deutlich schwacher basischen
ungesattigten Amine 18, 19 und 21 als Polymerisationsstarter eingesetzt. Die Zuga-
be des Glycidols erfolgte wiederum Uber einen Zeitraum von 12 h. Schema 23 ver-

anschaulicht die durchgefiihrten Polymerisationsreaktionen.

MN/
8 H
19

M = 3000 g/mol D1(en)3gqo
M = 4000 g/mol  D1(en)4o00
M = 6000 g/mol  D1(en)gooo
M = 8000 g/mol D1(en)gggo
M = 10000 g/mol Dl(en)loooo

Schema 23: Polymerisation von Glycidol mit Amin-Sta

Molmasse.

Im Fall der zuerst synthetisierten Dendrimerklasse D1(en) erfolgte an dieser Stelle
eine Aufreinigung der Reaktionsprodukte durch Fallung mit Aceton aus methanoli-
scher Losung. Hierdurch sollten niedermolekulare Polymerisate entfernt werden, um
das mittlere Molekulargewicht des Produkts zu erhdhen. Da die niedermolekularen
Bestandteile im Rohprodukt in den nachfolgenden Umsetzungen nicht storten, wurde

aus Grunden der Zeitersparnis bei den Dendrimeren der Klassen D2(en) und D3(en)

auf die Fallung verzichtet.

18

21

Q fo)

HOPG PGOH HOPG\ / \ /PGOH

R £

M = 3000 g/mol  D2(en)3ggo M = 4000 g/mol  D3(en) 000
M = 5000 g/mol D2(en)sggo M = 8000 g/mol  D3(en)ggoo
M = 10000 g/mol D2(en);0000 M = 10000 g/mol D3(en)i10000

rtern, PG = Polyglycerol, M = angestrebte
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Die molaren Massen der Dendrimere sollten durch die Menge des zur Reaktion

zugefigten Glycidols bestimmt werden. Angestrebt waren mittlere Molmassen M
zwischen 3000 g/mol und 10000 g/mol. MALDI-TOF-Messungen der Dendrimere
zeigten allerdings, dass Produkte erhalten wurden, deren mittlere Molmasse nicht
deutlich tiber 2000 g/mol lag. Uberschiissiges Glycidol wurde in diesen Reaktionen
zu unfunktionalisiertem PG umgesetzt. Dies konnte den 'H-NMR-Spektren der
Substanzen entnommen werden. Abb. 45 zeigt beispielhaft die MALDI-TOF-Spektren

der Dendrimere D1(en)1o000 UNd D2(en)10000-

18000 -
DA(en),,y,, 25000 D2(en), 05

16000
14000 - 20000
12000
10000 4 15000

8000

Intensitat
Intensitat

10000 -
6000

4000

2000 4
o_ [\ Nl

5000

Abb. 45: MALDI-TOF-Spektren der Dendrimere D1(en) 10000 Und D2(eN) 19000-

Beide Spektren zeigen die Molmassenverteilung des jeweiligen Dendrimers. Der
Abstand zwischen zwei Signalen betragt jeweils m/z = 74, was der molaren Masse
von Glycidol entspricht (Mgiycidol = 74.08 g/mol). Molare Massen deutlich unterhalb
von 1000 g/mol konnten mit dem verwendeten Spektrometer nicht registriert werden.
Das Fehlen der Signale von unfunktionalisiertem PG deutet daher darauf hin, dass
die mittlere Molmasse des Nebenprodukts signifikant unterhalb von 1000 g/mol lag
und somit nicht erfasst wurde.

Die fur beide Dendrimere angestrebte Molmasse von 10000 g/mol wurde in beiden

Fallen bei weitem nicht erreicht. Sie lag bei dem Dendrimer der Klasse D1(en) bei
Mn = 2225 g/mol und bei dem Vertreter der Klasse D2(en) bei Mn = 1773 g/mol. Die
hohere mittlere Molmasse des D1(en)-Dendrimers ist vermutlich auf das bei dieser
Substanzklasse durchgefiihrte Umféllen zurtckzufihren. Hierdurch wurde ein Tell

der Molekile mit geringerem Molekulargewicht aus dem Gemisch entfernt. Ein

deutlich abweichendes Bild beztiglich ihrer Molmassenverteilung zeigten die Dendri-
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mere der Klasse D3(en). Exemplarisch fir diese Verbindungsklasse ist das MALDI-
TOF-Spektrum der Verbindung D3(en)4o00 in Abb. 46 dargestellt.

160000 -
D3(en) 40

140000

120000

100000 ||

80000 E Nebenprodukt

Intensitat

60000 -

40000 4

20000 4

0
1000 2000 3000

Abb. 46: MALDI-TOF-Spektrum des Dendrimers D3(en)  4000-

Die Molmassenverteilung von D3(en)ao0o ist im Vergleich zu den Verteilungen der
beiden vorherigen Beispiele deutlich in den Bereich geringeren Molekulargewichts
verschoben. Dies kann damit zusammenhangen, dass die angestrebte mittlere
Molmasse des betrachteten Produkts mit 4000 g/mol geringer war und somit ein
proportional geringeres Wachstum der Dendrimermolekile stattgefunden hat. Ande-
rerseits fand das Wachstum bei dieser Dendrimerklasse an zwei Stellen im Molekul
statt, was im Vergleich zur Polymerisation mit Monoaminen zu héheren mittleren
Molmassen des Produkts fihren sollte. Weiterhin auffallig ist die deutlich engere
Molmassenverteilung bei Dendrimer D3(en) 000.

Bei genauer Betrachtung des MALDI-TOF-Spektrums in Abb. 46 wird zudem deut-
lich, dass zwei einander Uberlagerte Molmassenverteilungen vorliegen. Das Produkt
D3(en)4000 Weist daher neben dem erwarteten Dendrimer (grin) ein weiteres PG-
haltiges Polymer (rot) auf. Eine Analyse der Molmassen des Nebenprodukts legt eine
wahrend der Polymerisationsreaktion auftretende Spaltung des Diamins in Molekile
mit jeweils einer Aminofunktion nahe. Ein MALDI-TOF-Spektrum, das nach N-Methy-
lierung von D3(en)so00 aufgenommen wurde, spricht ebenfalls fir das Vorliegen
solcher Verbindungen (siehe Abb. 47 in Abschnitt 4.6.2.2). Einer der Griinde fur das
Entstehen dieses Nebenprodukts kdnnte die relativ hohe Temperatur von 130 €
sein, bei der die Polymerisation der D3(en)-Dendrimere durchgefuhrt wurde. Méglich-
erweise fuhrte dies zu einer Quarternierung des Amin-Stickstoffs durch die Reaktion
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mit Glycidol, und einer angeschlossenen Spaltung des Diamin-Grundkérpers durch

nukleophilen Angriff von Alkoholat-Funktionen (Schema 24).

PGOH

2T
T
(@]
o
(@)
/
i;J\\W
(@)

S
21

PGOH

o}
TGOH C/F__<<r__
HOPG
N + AN
§§§/</\i;// ~pcor <§§v</A>\V//N o
8 /
D2(en)y N1

Schema 24: Mdéglicher Mechanismus der Spaltung des D iamin-Grundkorpers wéhrend der Po-

lymerisation.

Die hierdurch gebildete Spezies N1 wiirde den zuséatzlichen Signalsatz im Spektrum
erklaren. Das zweite Molekil, das aus dieser Spaltungsreaktion hervorgehen wirde,
ware ein Vertreter der Dendrimerklasse D2(en). Signale dieser Spezies tauchen im
Spektrum jedoch nicht auf. Es ist daher moglich, dass der Zerfall des Diamin-
Grundkdrpers nach einem anderen Mechanismus unter Bildung von Molekilen
erfolgte, die zu Spezies N1 analoge Summenformeln aufwiesen. Weiterhin denkbar
ist aber auch, dass die intermediar gebildeten Vertreter der Dendrimerklasse D2(en)
durch Folgereaktionen weiter fragmentierten und deshalb im betrachteten Massenbe-
reich nicht auftauchten.

Den MALDI-TOF-Spektren der Polymerisationsprodukte aller drei Dendrimerklassen
ist gemeinsam, dass im betrachteten Massenbereich kein Signalsatz fur das als
Nebenprodukt vermutete unsubstituierte PG zu erkennen ist. Dieser Umstand legt
nahe, dass das gebildete PG deutlich niedermolekularer war als die Dendrimere. Als

Grund fur die beobachtete Molmassenverteilung und die Zusammensetzung des
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Reaktionsprodukts kann der Einfluss des basischen Amin-Stickstoffs angenommen

werden. In Schema 26 und Schema 26 ist der vermutete Reaktionsverlauf skizziert.

OH OH

;U\Z
(/
A
e
/
(0]}

N
R/\

Schema 25: Dendrimerbildung durch Polymerisation vo n Glycidol an der Aminogruppe.

O, O,
0 0
0““1\r + A/OH o"r\r + A/g
N N
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H
R O
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o /Y\OJJJ
AN Do |
L,
Schema 26: Einfluss des Amin-Stickstoffs auf die PG -Bildung.

Die Basizitdt des Stickstoffs ist grof3 genug, um alkoholische Hydroxylgruppen zu
deprotonieren. Dies geschieht sowohl bei den OH-Gruppen des N-gebundenen PG
als auch bei noch nicht umgesetzten Glycidolmolekilen. Durch diese Wirkung kata-
lysiert der Amin-Stickstoff zunachst hauptsachlich das Dendrimerwachstum, da
zugefluigtes Glycidol schnell mit dem deprotonierten Dendrimer reagiert. Mit zuneh-
mender Grol3e des Dendrimers wéachst der Abstand der OH-Gruppen zum zentralen
Stickstoffatom. Der begunstigende Einfluss des Amin-Stickstoffs auf die Geschwin-

digkeit des Dendrimerwachstums nimmt dadurch ab. Dies hat zur Folge, dass die
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Konzentration an Glycidol im Reaktionsgemisch steigt und dessen Deprotonierung
durch das Stickstoffatom an Bedeutung gewinnt. Hierdurch wird die Bildung des
unsubstituierten Nebenprodukts stark beschleunigt. Das Stickstoffatom generiert auf
diese Weise permanent neue Starter-Molekile, was zu einer geringen mittleren

Molmasse des Nebenprodukts fuhrt.

4.6.2 Polyglycerol-terminierte Undecylthioacetate

Damit eine Bindung an Gold-Substrate erfolgen konnte, sollten terminale Thioacetat-
Funktionen in die PG-terminierten Undec-10-ene der Klassen D1(en), D2(en) und
D3(en) eingefihrt werden. Hierzu war die UV-induzierte radikalische Addition von
Thioessigsaure an die terminalen Doppelbindungen vorgesehen.*®

4.6.2.1 Voruntersuchungen zur Thioacetylierung von Aminoalkenen

Die anfanglich geplante direkte Thioacetylierung PG-substituierter Aminoalkene
fuhrte nicht zum Erfolg. Die versuchte Umsetzung eines Vertreters der Dendri-
merklasse D1(en) mit Thioessigsaure ist in Schema 27 wiedergegeben.

0
s N + v __PGOH

S N

| SH o |

Schema 27: Reaktion eines Alkens der Klasse D1(en)  mit Thioessigsaure.

Anstatt mit der Thioessigsaure zu reagieren, ging das Alken unverdndert aus der
Reaktion wieder hervor. Auch nach langerer Reaktionszeit konnte keine Thioacetat-
Bildung beobachtet werden. Vermutlich wirkte die im Molekul enthaltene tertidre
Aminogruppe mit ihrem freien Elektronenpaar sehr effizient als Radikalfanger und
verhinderte so die radikalische Additionsreaktion der Thioessigsaure an die Alken-
Gruppierung. Fur eine Reihe unterschiedlicher Amine ist eine solche Aktivitat be-

kannt.**2%* Eine Quarternierung des Stickstoffatoms durch Alkylierung kénnte
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diesen Effekt jedoch aufheben und die Thioacetylierung ermdglichen, da ein
Ammoniumion ohne freies Elektronenpaar gebildet wird.
Zur Klarung dieses Sachverhalts wurden zunachst Untersuchungen mit N-Methyl-

undec-10-enylamin 19 durchgefuhrt (Schema 28).

. | / o o
N Mel ® © ACSH S NI |
D NI | \9/ N
/\% / \\ hv 11\
9
19 14 o 41
AgCl, CH30H
- Agl

/\M/ IL\("B\Cf9 A;SH SW IL\@\C@
9 11
© 42

Schema 28: Thioacetylierung ungesattigter Tetraalky  lammonium-Verbindungen mit lodid-

Anionen und Chlorid-Anionen.

Die Quarternierung des Amins konnte problemlos durch die Reaktion mit Methyliodid
erreicht werden. In der angeschlossenen Thioacetylierungsreaktion zeigte sich die
Ammonium-Verbindung 14 allerdings ebenfalls als unreaktiv. Als Grund hierftr wur-
den die lodid-Anionen in Verbindung 14 vermutet, da lod sowie lodidionen dafur
bekannt sind, radikalische Reaktionen stéren zu kénnen.*>%° zur Entfernung des
storenden lodid-Anions wurde Verbindung 14 daher durch Umsetzung mit Silberchlo-
rid in das Chlorid 15 Uberfihrt. Verbindung 15 liel3 sich dann problemlos mit Thioes-

sigsaure zum Thioacetat 42 umsetzen.

4.6.2.2 N-Methylierung PG-substituierter Undecene

Zur Thioacetylierung der ungesattigten Dendrimere wurde nun die gleiche Strategie
verfolgt. Die Dendrimere der Klassen D1(en), D2(en) und D3(en) wurden zunachst
zu den entsprechenden Ammoniumverbindungen D1(en)(NMe), D2(en)(NMe) und
D3(en)(NMe) methyliert (Schema 29).
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\N/PGOH HOPG\N/PGOH HOPG\N/ \N/PGOH
8 8 8 8
D1(en)azo00 D2(en)so00 D3(en) 000
D1(en)4o00 D2(en)sooo D3(en)so00
D1(en)s000 D2(en) 10000 D3(en) 10000
D1(en)sooo
D1(en)10000

1. Mel

2. AgCI Me,SO, Me,SO,

\ MeSO? MeSO?

\\ /PGOH HOPG\ /PGOH HOPG\@/ \@/PGOH

N N o - N N\

c® MeSO;

8 8 8 8
D1(en)(NMe)sn00 D2(en)(NMe) 3000 D3(en)(NMe) 4000
D1(en)(NMe) 4000 D2(en)(NMe)so00 D3(en)(NMe)gooo
D1(en)(NMe)go00 D2(en)(NMe) 10000 D3(en)(NMe) 10000
D1(en)(NMe)ggoo
D1(en)(NMe)10000

Schema 29: Quarternierung des Amin-Stickstoffs der PG-Dendrimere durch Methylierung.

Die Synthese der Dendrimere der Klasse D1(en)(NMe) erfolgte hierbei analog zur
Darstellung von Verbindung 15 durch Umsetzung mit Methyliodid und anschliel3en-
dem Halogenid-Austausch mit Silberchlorid. Um den Reaktionsschritt des Halogenid-
Austauschs einzusparen, wurde zur Darstellung der Dendrimere der Klassen
D2(en)(NMe) und D3(en)(NMe) anstelle von Methyliodid Dimethylsulfat als Methylie-
rungsmittel benutzt. Dies war méglich, da sich gezeigt hatte, dass das Methylsulfat-
Anion die Thioacetylierungsreaktion nicht stort. *H-NMR-spektroskopische Untersu-
chungen sowie MALDI-TOF-Messungen bestétigten die Bildung der N-methylierten
Verbindungen. In Abb. 47 sind exemplarisch die MALDI-TOF-Spektren der Dendri-
mere D1(en)(NM3)10000, D2(en)(NMe) 10000 Und D3(en)(NMe) 4000 dargestellt.
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Abb. 47: MALDI-TOF-Spektren der N-methylierten Dendrimere D1(en)(NMe) 10000
D2(en)(NMe) 19000 und D3(en)(NMe) 400.

Die in Abb. 47 dargestellten Spektren zeigen, dass es sich bei den Reaktionsproduk-
ten D1(en)(NMe)ioo00 Und D2(en)(NMe)ioo00 UM Mischungen handelte, die neben
dem gewilinschten Produkt (griin) noch grof3e Mengen an nicht umgesetztem Edukt
(rot) enthielten. Im Fall der Substanz D1(en)(NMe)ioo00 SChien das nicht methylierte
Dendrimer sogar die Hauptkomponente zu sein. Dies stand jedoch im Widerspruch
zu den Ergebnissen *H-NMR-spektroskopischer Untersuchungen, die eine vollstan-
dige Umsetzung zu den N-methylierten Produkten anzeigten. Vermutlich ist das
Ergebnis der MALDI-TOF-Messungen auf die leichtere Matrix-Desorption der nicht
methylierten Dendrimere im Vergleich zu den methylierten zurickzufihren. Durch
diesen Effekt bewirken bereits geringe Edukt-Uberreste im Reaktionsprodukt ein
deutliches Signal im Spektrum. Das Intensitatsverhaltnis von Produkt- zu Edukt-
Signalen spiegelt in diesem Fall jedoch nicht die wahre Zusammensetzung des
untersuchten Gemischs wider. Ein konkreter Hinweis auf das Wirken eines solchen
Effekts waren in diesem Fall die beobachteten Signalintensitdten. Diese fielen bei
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den Spektren der methylierten Substanzen deutlich niedriger aus als bei den Spekt-
ren der Edukte, obwohl die verwendeten Substanzmengen identisch waren. Es kann
daher davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Reaktionsprodukten im
wesentlichen um die N-methylierten Substanzen handelte, die noch geringe Mengen
nicht umgesetztes Edukt enthielten.

Das Spektrum der Verbindung D3(en)(NMe)so00 (Abb. 47) zeigte neben dem Signal-
satz fur das N,N’-dimethylierte Dendrimer (griin) zusatzlich noch die Signale drei
weiterer PG-Verbindungen. Einer dieser Signalsatze (rot) konnte der vermuteten
Komponente N1 zugeordnet werden, die auch im Edukt D3(en)4o00 festgestellt wurde.
Ein weiterer Hinweis fur die Existenz von N1 war das Auftreten von Signalen im
Spektrum von D3(en)(NMe)so00, die auf die aminierten Spezies N2 (pink) und N3
(blau) hindeuteten. Die Bildung der Komponenten N2 und N3 kann durch die Reak-
tion der Verbindung N1 mit Ammoniak stattgefunden haben, welches dem Reakti-
onsgemisch nach der N-Methylierung zur Zerstérung von tberschissigem Dimethyl-

sulfat zugesetzt wurde (Schema 30).

PGOH PGOH

N1 N2
PGOH /PGOH
_H*
/\M;\N o HOPG—N o + s N
/®
HOPG __/
N1 N3 18

Schema 30: Mdéglicher Reaktionsweg zu den Verbindung  en N2 und N3.
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4.6.2.3 Thioacetylierung der N-methylierten Verbindungen

Die N-methylierten Dendrimere wurden ohne weitere Aufreinigung mit Thioessigsau-
re umgesetzt und es konnten die entsprechenden Thioacetate der Klassen D1(SAc),
D2(SAc) und D3(SAc) erhalten werden (Schema 31).

\ MesoP Mesod
\\ /PGOH HOPG\ /PGOH HOPG\@/ \@/PGOH
& 5 ~ ~
® ¢® ® Mesof
8 8 8 8
D1(en)(NMe)3000 D2(en)(NMe)z000 D3(en)(NMe) 4000
D1(en)(NMe)4o00 D2(en)(NMe) 500 D3(en)(NMe)ggoo
D1(en)(NMe)go0o D2(en)(NMe) 10000 D3(en)(NMe)10000
D1(en)(NMe)gogo
D1(en)(NMe)10000
AcSH, hv AcSH, hv AcSH, hv
\ MeSO? MeSO?
\\N PGOH HOPG\ /PGOH HOPG PGOH
® c® MesoS
10 10
S S
>:O >:O :< >:
D1(SAc) 3000 D2(SACc) 3000 D3(SAC) 4000
Dl(SAC) 4000 DZ(SAC) 5000 D3(SAC) 8000
D1(SAC) 6000 D2(SAC) 10000 D3(SAC) 10000
D1(SAc)goo00
D1(SAC) 10000

Schema 31: Thioacetylierung der N-methylierten Dendrimere.

Die erfolgreiche Umsetzung der Alkene wurde sowohl durch *H-NMR-spektrosko-
pische Untersuchungen als auch durch MALDI-TOF-Spektren bestétigt. Die Reini-
gung der Zielverbindungen erfolgte durch Dialyse. Zu diesem Zweck wurde ein
Dialyseschlauch mit einem Molecular Weight Cut Off (MWCO) von 1000 g/mol

verwendet. Hierdurch liel3en sich niedermolekulare Komponenten wie Uberschissige
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Thioessigsaure, aber auch PG- und Dendrimermolekiile mit geringem Molekular-
gewicht aus dem Reaktionsprodukt entfernen. Die Produkte wiesen deshalb nach der
Dialyse zu hoheren Massen verschobene Molmassenverteilungen und damit auch
hohere mittlere Molmassen auf. In Abb. 48 sind hierzu exemplarisch fur die drei
Dendrimerklassen die  MALDI-TOF-Spektren der Vertreter D1(SAC) 10000,
D2(SAC) 10000 und D3(SAC) 10000 dargestellit.
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Abb. 48: MALDI-TOF-Spektren der thioacetylierten De  ndrimere nach der Dialyse.

Im Vergleich zum Spektrum der Substanz D2(SAc) 10000, das nur Signale des thioace-
tylierten Reaktionsprodukts aufweist, sind im Spektrum von Substanz D1(SAC) 10000
zusatzlich noch Signale (rot) der unmethylierten Ausgangssubstanz D1(en)igo00 zZU
erkennen. Die Intensitaten der Edukt-Signale sind deutlich hoher als die der Produkt-
signale. Dies ist, wie bereits im Abschnitt 4.6.2.2 fur Verbindung D1(en)(NMe) 10000
diskutiert, jedoch nicht auf einen hohen Gehalt an Edukt im Reaktionsprodukt zu-

rickzufihren, sondern auf eine geringere Desorptionsrate des Thioacetats aus der
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Matrix. Hierfir sprechen auch ‘H-NMR-Daten, die die Anwesenheit signifikanter
Edukt-Mengen im Reaktionsprodukt ausschliel3en.

Weiterhin féallt bei Betrachtung des Spektrums von Substanz D1(SACc) 10000 auf, dass
die Molmassenverteilung des Edukts im Vergleich zu der des Produkts zu geringeren
Massen verschoben ist. Dies impliziert, dass, zumindest fiur die Substanz
D1(en)1o0000, €ine bevorzugte Desorption von Molekilen geringerer Molmasse stattge-
funden hat und das Spektrum nicht die korrekte Molmassenverteilung des Polymers
widerspiegelt. Es ist anzunehmen, dass dieser Effekt mehr oder weniger stark bei
allen untersuchten PG-Verbindungen autrat und die aus den MALDI-TOF-Spektren
berechneten mittleren Molmassen etwas geringer ausfallen als die wahren Werte.
Vermutlich handelt es sich wie in diesem Fall um Fehler im Bereich von ca. 500
Masseneinheiten.

Das Spektrum der Substanz D3(SAc)ioo00 zeigt neben den Signalen (grun) des
erwarteten Reaktionsprodukts noch zwei weitere Signalsatze, von denen einer (rot)
dem thioacetylierten Monoalken N1 zuzuordnen ist. Durch dieses Ergebnis wird die
Annahme einer Spaltung des fir die Polymerisation eingesetzten Diamins 21 in zwei
Aminoalken-Fragmente zusatzlich bekraftigt. Der dritte Signalsatz (blau) im Spektrum
konnte keiner Spezies zugeordnet werden. Der beobachteten Molmassenverteilung
konnte entnommen werden, dass es sich um eine PG-Verbindung handelte. Eine
genauere Charakterisierung gelang jedoch nicht.

Zusammenfassend kann an dieser Stelle gesagt werden, dass die Darstellung von
PG-substituierten Undecylthioacetaten Uber die hier entwickelte Route in befriedi-
genden Ausbeuten mdglich ist. Saubere Produkte konnten allerdings nur durch den
Einsatz der ungesattigten Monoamine 18 und 19 als Polymerisationsstarter erhalten
werden. Die Verwendung des Diamins 21 fihrte hingegen zur Bildung tberwiegend
unbekannter Nebenprodukte und erwies sich daher als suboptimal. Die hier verwen-
dete Methode der Dialyse zur Produktreinigung hat sich als ausgesprochen praktika-
bel und effizient herausgestellt. Durch sie liel3 sich nicht nur eine Reinigung der
Reaktionsgemische erzielen, sondern auch die Entfernung von niedermolekularen
Bestandteilen, was zu einer Erhéhung der mittleren Molmasse der Produkte flhrte.

Bezuglich der dargestellten Thioacetate der Klassen D1(SAc), D2(SAc) und
D3(SAc) muss festgehalten werden, dass es sich um Verbindungen mit geladenen

Tetraalkylammonium-Gruppen handelte. Die fur biorepulsiv wirksame Molekile
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geforderte elektrische Neutralitdt der Kopfgruppe ist bei diesen Molekilen nicht
gegeben. Allerdings befindet sich die Ladung im Bereich der ersten Dendrimer-
Generation. Daher sollte die Starke des elektrischen Feldes im auf3eren Bereich des
PG-Dendrimers, wo der Kontakt mit Proteinen stattfindet, aul3erst gering sein. Eine
elektrostatische Anziehungskraft zwischen Ammoniumion und Protein sollte deshalb

zu vernachlassigen sein.

4.6.3 Polyglycerol-terminierte Undecyl(thio)phospho nsauren

Zur Modifikation von oxidischen Metalloberflachen sollten PG-substituierte Unde-
cylphosphonsauren und —thiophosphonséuren dargestellt werden. Schitsselschritte
der Synthese dieser Verbindungen waren Hydrophosphorylierungsreaktionen an
permethylierten PG-substituierten Undecenen. Die Verwendung permethylierter
Dendrimere war aus zwei Griinden notwendig: Zum einen wurden hierdurch Vereste-
rungsreaktionen der gebildeten Sauren mit Hydroxylgruppen des PG-Teils der Mole-
kule verhindert. Zum anderen erforderten einige Reaktionsschritte zur Thio-

phosphonséaure aprotische Bedingungen.

4.6.3.1 Permethylierung von PG-substituierten Undec  enen

Die Synthese des permethylierten Dendrimers MeD1(en)so00 iSt in Schema 32 darge-
stellt. Die Hydroxylgruppen der PG-Kopfgruppe wurden mit Natriumhydrid deproto-
niert und dann mit Dimethylsulfat umgesetzt. Neben den Hydroxylgruppen wurde in
dieser Reaktion auch der Amin-Stickstoff zum Ammoniumion alkyliert. Es war darauf
zu achten, die Reaktion bei erhéhter Temperatur durchzufihren, um einen verzdger-
ten Reaktionsstart und damit verbunden einen unkontrollierten Reaktionsverlauf zu

vermeiden.
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Schema 32: Permethylierung von D1(en)  3g00-

4.6.3.2 Hydrophosphorylierung von permethylierten P G-substituierten Unde-

cenen

MePG-substituierte Undecylphosphonséure und —thiophosphonsaure sollten analog
zu den in Abschnitt 4.3.3 beschriebenen Verfahren zur Synthese der entsprechenden
MeOEG-terminierten Verbindungen dargestellt werden. Durch eine Hydrophos-
phorylierungsreaktion von Alken MeD1(en)so00 Mit Natriumhypophosphit wurde daher
zunachst die Phosphinsaure MeD1(Phosphin) 3000 Synthetisiert (Schema 33). Die so
gewonnene Phosphinsaure konnte dann nachfolgend durch die Oxidation mit Was-
serstoffperoxid erfolgreich in die Phosphonsaure MeD1(Phosphon) so00 Uberflihrt
werden. Die Reinigung der Phosphonsaure erfolgte wie bei den thioacetylierten PG-
Verbindungen Uber Dialyse. MALDI-TOF-Spektren der Substanz konnten leider nicht
erhalten werden, da keine Matrix-Desorption erreicht werden konnte. Mit Hilfe der
3p. und 'H-NMR-Spektroskopie konnte die Verbindung aber eindeutig nach-

gewiesen werden.
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Schema 33: Synthese der Phosphonsaure und Thiophosp  honséure tber MePG(Phosphin)  3q00.

Der Versuch, die Thiophosphonsadure MeD1(Thiophosphon) 3000 aus der Phosphin-
saure zu erhalten, fuhrte nicht zum gewinschten Produkt. Als Grund hierfur lasst
sich die fehlende Lo6slichkeit der eingesetzten Phosphinsaure im Reaktionsmedium
anfuhren. Die Substanz zeigte nur Ldslichkeit in protischen Lésungsmitteln, die fur
diese Reaktion jedoch nicht verwendet werden konnten.

Alternativ wurde versucht, die Thiophosphonsaure durch direkte Hydrophosphorylie-
rung des Alkens MeD1(en)sp00 Mit Thiophosphonsaure-bis(trimethylsilyl)ester 35 zu

erhalten (Schema 34).

TGOME ﬁ o PGOMe
® ©
® o P. HO. \ NZ MeSO,
N Meso 1. AIBN ~ NN
\/H\/ \\ - MesSio™ SH o 2o P 10 \
8 Me,SiO I
S
MeD1(en)zo00 35 MeD1(Thiophosphon) 3000

Schema 34: Versuchte Hydrophosphorylierung des Alke ns MeD1(en) 3g00 zum Thiophosphon-

saureester.

Das Alken war zwar bedingt in dem verwendeten Lésungsmittel 16slich, jedoch fand

selbst nach langen Reaktionszeiten und mehrfachem Zufiigen von Radikalstarter
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keine Umsetzung statt. Moglicherweise ist das Ausbleiben der Reaktion auf eine
Abschirmung der Alken-Gruppierung durch die PG-Substituenten zurtckzufihren.
Denkbar ist aber auch, dass die radikalische Additionsreaktion durch bestimmte
Gruppierungen im Molekul unterbunden wurde. Diese Sachverhalte konnten nicht

abschlieBend geklart werden und bedurfen daher weiterer Untersuchungen.
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5 Modifizierung von SAMs durch Click-Chemie

In der Biosensorik ist ein einfacher Zugang zu SAMs mit biologisch aktiven Kopf-
gruppen von grof3em Interesse. Eine Mdglichkeit zur Darstellung dieser Systeme
besteht in der Einfihrung sensorischer Gruppen in bereits ausgebildete Monoschich-
ten unter Verwendung geeigneter Reaktionen. Diese Vorgehensweise besitzt gegen-
Uber der Bildung von SAMs mit schon vollstdndig funktionalisierten Molekulen einige
Vorteile. Ein wichtiger Punkt ist, dass die Kopfgruppen ohne grof3en synthetischen
Aufwand in die vorgebildete Schicht eingefihrt werden kénnen. Hierdurch entfallen
Aufarbeitungs- und Reinigungsschritte, die bei einem vollstandigen Aufbau der
Molekile vor der Schichtbildung unumganglich sind. Ein weiterer Vorteil dieser
Verfahrensweise ist die hohere Ordnung der Monoschicht und damit verbunden eine
hohere Stabilitat des resultierenden Systems. Grund hierflr ist, dass das Anknipfen
der oft voluminésen Kopfgruppen die geordnete Struktur der vorgebildeten Mono-
schicht kaum vermindert. Die Schichtbildung mit Molekulen, die die sterisch an-
spruchsvollen Kopfgruppen bereits tragen, fihrt hingegen zu weniger dicht gepack-
ten SAMs geringerer Stabilitat. 2’93738

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Eignung der 1,3-dipolaren Cycloadditionsreakti-
on zwischen organischen Aziden und Alkinen (Click-Reaktion) zur Einfihrung biolo-
gisch aktiver Gruppen in vorgebildete SAMs untersucht. Diese Reaktion war von
besonderem Interesse, da sie unter sehr milden Bedingungen verlauft und tolerant
gegenuber einer Vielzahl funktioneller Gruppen ist. Hierdurch wird sie zu einem viel

versprechenden Werkzeug zur Herstellung von Biosensoren.

5.1 Mechanismus der Click-Reaktion

Die Aktivierungsenergie von 1,3-dipolaren Cycloadditionsreaktionen hangt vom
elektronischen Einfluss der Substituenten am 1,3-Dipol und am Dipolarophil ab. Ein
mit Elektronendonoren substituierter Dipol zeigt die hochste Reaktivitat gegentuber
Elektronenakzeptor-substituierten Dipolarophilen. Bei Elektronenakzeptor-substituier-

ten Dipolen hingegen wird eine hohe Reaktivitdt gegentuber elektronenreichen Dipo-
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larophilen beobachtet. Reaktionen zwischen derart aktivierten Reaktionspartnern
weisen geringe Aktivierungsenergien auf und verlaufen ohne Zusatz eines Katalysa-
tors. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von thermisch aktivierten Reak-
tionen. In Schema 35 ist die thermisch aktivierte Click-Reaktion zwischen einem
Elektronendonor-substituierten organischen Azid (1,3-Dipol) und einem Akzeptor-

substituierten Alkin (Dipolarophil) dargestellt.
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Schema 35: Mechanismus der thermisch aktivierten ClI ick-Reaktion.

Die Reaktion verlauft nach einem konzertierten Mechanismus stereospezifisch syn
und liefert Gemische des 1,4- und 1,5-disubstituierten 1,2,3-Triazols.**° Das Auftre-
ten beider Triazole im Reaktionsprodukt ist auf eine schwach ausgepragte oder
teilweise ganz fehlende Regioselektivitat der Reaktion zurtickzufuhren.

Die selektive Bildung des 1,4-disubstituierten Triazols kann durch die Zugabe kataly-
tischer Mengen von Cu(l)-Verbindungen zum Reaktionsmedium erreicht werden.
Zusatzlich wirkt die Kupferverbindung als Katalysator und ermdglicht die schonende
Umsetzung nicht aktivierter Edukte zu den entsprechenden 1,4-disubstituierten

1,2,3-Triazolen. Der Mechanismus der Reaktion ist in Schema 36 dargestellt.3°°3¢2
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Schema 36: Cu(l)-katalysierte Click-Reaktion.

Im Gegensatz zur thermischen Reaktion handelt es sich bei der katalysierten Varian-
te nicht um einen konzertierten, sondern einen mehrstufigen Prozess. Zu Anfang der
Reaktion findet unter Durchlaufen eines TtKomplexes die Bildung des zweikernigen
Kupferacetylids a statt. Diese Reaktion wird durch die Anwesenheit einer Base
beglnstigt. Das organische Azid bindet dann mit seinem terminalen Stickstoffatom
an eines der beiden Cu-Zentren, wodurch der gemischte Komplex b gebildet wird.
Durch diese Fixierung beider Reaktionspartner ist die exklusive Bildung des
1,4-Regioisomers durch die Reaktion erklarbar. Aus b bildet sich nachfolgend der
Metallazyklus c, wobei eines der beiden Cu-Zentren seine Oxidationsstufe von +| zu
+lII &ndert. Es folgt eine reduktive Eliminierung unter Ausbildung des Triazolrings.
Das oxidierte Cu-Zentrum geht wieder in seine urspriingliche Oxidationsstufe Uber
und es bildet sich intermediéar das Acetylid d, welches durch Protonierung in den

eingesetzten Cu(l)-Katalysator und das Triazol e zerféllt.
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5.2 Click-Reaktionen auf SAMs: Darstellung von Bios enso-

ren

Ein Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der Click-Reaktion SAM-basierte ConA-
spezifische Biosensoren zu entwickeln. ConA ist ein Protein aus der Familie der
Lektine, das eine spezifische, reversible Wechselwirkung mit dem Monosaccharid
Mannose eingeht. Es wurde erstmals 1919 von J. B. Summer aus der Schwertbohne
(Canavalia ensiformis) isoliert.>®** Uber die Aufgabe, die das Lektin in der Pflanze
ubernimmt, besteht noch Unklarheit. Die Kristallstruktur des ConA-Tetramers wurde
1972 aufgeklart und ist in Abb. 49 dargestellt.3**

Abb. 49: Concanavalin A (ConA)-Tetramer mit vier gebundenen Mannose-Molekii  len.

Pro Untereinheit kann ein Molekil Mannose gebunden werden. Hierzu werden je ein
Aquivalent Ca**- (gelb) und Mn?*-lonen (blau) benétigt. Die Metallionen koordinieren
an bestimmten Stellen des Proteins und verandern dessen Struktur, wodurch es fur

die Wechselwirkung mit dem Kohlenhydrat aktiviert wird.

ConA-spezifische Sensoren besitzen als aktives Element biorepulsive Monoschich-
ten, die sensorisch aktive Mannosyl-Gruppen exponieren. Um solche Schichten mit
Hilfe der Click-Reaktion durch Funktionalisierung vorgebildeter SAMs zu erhalten,

wurden zwei Strategien verfolgt und untersucht.
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Die erste Strategie sah das gemischte Ankniupfen eines OEG-haltigen Azids und

eines Mannosyl-terminierten OEG-haltigen Azids an Alkin-terminierte Monoschichten

vor (Abb. 50).
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Abb. 50: Gemischtes Anbinden von biorepulsiver und sensorisch aktiver Komponente an

Alkin-terminierte SAMs.

Alternativ hierzu sollte das Anbinden eines Azid-substituierten Mannose-Derivats an

biorepulsive, teilweise Alkin-terminierte SAMs untersucht werden (Abb. 51).
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Abb. 51: Funktionalisierung biorepulsiver Alkin-ter minierter SAMs durch die Click-Reaktion.
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5.2.1 Click-Reaktionen in polaren organischen LOsun gsmitteln

Click-Reaktionen auf Monoschichten werden haufig in Alkohol / Wasser-Mischungen
als Reaktionsmedium durchgefiihrt.?2°23%2%27 Dpie Verwendung von wéassrigem
Ethanol oder tert.-Butanol als Losungsmittel bietet neben toxikologischer Unbedenk-
lichkeit eine Reihe weiterer Vorteile. So kann z. B. der Cu(l)-Katalysator in situ durch
die Reduktion von Cu(ll)-Salzen mit Natriumascorbat erzeugt werden. Das Ascorbat
wird hierbei in groBem Uberschuss verwendet, weshalb die Reaktion nicht unter
Schutzgas durchgefiihrt werden muss. Der durch den Luftsauerstoff oxidierte
Katalysator wird kontinuierlich durch das Ascorbat wieder reduziert. Weiterhin ist
bekannt, dass Wasser-Liganden die Aktivitat des Cu(l)-Katalysators erhéhen.?%2%°
Eine Voraussetzung fur das Gelingen der Click-Reaktion an SAMs ist die Ldslichkeit
der an die Schicht zu bindenden Komponente im Reaktionsmedium. Diese Ldslich-
keit ist in stark wasserhaltigen, protischen Systemen jedoch nicht immer gegeben. Es
besteht daher auch ein Interesse, die Reaktion in aprotischen Lésungsmitteln durch-
zuftihren.

Hierdurch motiviert wurde ein Acetonitril-basiertes System zur Funktionalisierung
Alkin-terminierter SAMs entwickelt. Im Vordergrund stand dabei die Einfihrung
biorepulsiver OEG- sowie ConA-sensorischer Mannosylgruppen in die Schicht.®®
Das flr wassrige Systeme geeignete Katalysatorsystem Cu(ll)-Salz / Natrium-
ascorbat konnte wegen der fehlenden Loslichkeit des Ascorbats in Acetonitril nicht
verwendet werden. Alternativ wurde daher Kupfer(l)-iodid als Katalysator benutzt.
Diese Kupferverbindung bietet den Vorteil, sich in Acetonitril unter Bildung von
Tetrakis(acetonitril)iodidokupfer(l) zu l6sen, wodurch eine homogene Katalyse er-
maoglicht wird. Als basischer Cokatalysator diente Diisopropylethylamin (DIPEA). Die
Aktivitat dieses Losungsmittel / Katalysator / Cokatalysator-Systems wurde bereits in

analogen, homogen gefiihrten Reaktionen belegt.***%%

5.2.1.1 Optimierung der Click-Reaktion in Acetonitr il

Es wurde festgestellt, dass sich das verwendete Reaktionssystem nur fur die Anbin-
dung von organischen Aziden auf Alkin-terminierten SAMs eignete. Der Versuch,

Azid-terminierte SAMs zu verwenden und an ihnen eine Click-Reaktion mit Alkinen
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durchzufiihren, schlug hingegen fehl. Grund hierfiir war die Bildung von schwerl6sli-
chen Kupfer(l)-Acetyliden, die als Feststoff ausfielen, wodurch dem Reaktionsmedi-
um der benétigte Katalysator entzogen wurde. Bei allen im Folgenden beschriebenen
Click-Reaktionen handelte es sich daher um die Reaktion von Aziden mit Alkin-

terminierten Monoschichten.

Zunachst wurde die Reaktion von Azidohexaethylenglycolmonomethylether 32 mit
Alkin-terminierten SAMs untersucht und beziiglich Reaktionstemperatur und Reakti-

onszeit optimiert (Abb. 52).
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Abb. 52: Anbindung von MeEG N3 auf verdiinnte, Alkin-terminierte Thiolat-SAMs.

Es wurden gemischte SAMs mit unterschiedlichen Oberflachenkonzentrationen an
Alkingruppen verwendet, die durch das gemeinsame Immobilisieren der Ethinyl- bzw.
Methyl-terminierten Thioacetate 39 und 41 auf Gold erhalten wurden. Hierbei wurde
davon ausgegangen, dass die Zusammensetzung der sich bildenden Monoschicht
mit dem Mischungsverhaltnis der Substanzen in der Abscheidungslésung identisch
war.

Die Schichtdicken der untersuchten Monoschichten, sowie deren Veréanderung durch
die Click-Reaktion (Adcick) wurden durch ellipsometrische Messungen quantifiziert.
Zu Vergleichszwecken wurden unter Annahme einer all-trans-Konformation aller
schichtbildenden Molekile bzw. Molekilteile fir die verschiedenen SAMs theoreti-
sche, maximale Schichtdicken berechnet (d°®°).

Die mit dem Azido-OEG modifizierten Schichten wurden nach der Click-Reaktion auf
ihre Biorepulsivitat Uberprift. Hierzu wurde die Fahigkeit der SAMs untersucht, die

Adsorption des Test-Proteins bovines Serumalbumin (BSA) auf den Substraten zu
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unterbinden. Die Proteinadsorption, bzw. die damit verbundene Veranderung der
Schichtdicke Adgsa, wurde wiederum mit Hilfe der Ellipsometrie festgestellt. Die
ermittelten Werte wurden mit Schichtdicken verglichen, die nach der BSA-Adsorption
auf unbeschichteten Goldsubstraten gemessen wurden. Diese lagen typischerweise
im Bereich um 20 A,

Bei allen ellipsometrisch bestimmten Schichtdicken handelte es sich um optische
Schichtdicken, die direkt proportional zur Menge der im Messbereich vorhandenen

Materie sind.

Anfangs bei Raumtemperatur durchgefiihrte Experimente an unverdinnten Alkin-
terminierten SAMs zeigten, dass der durch die Click-Reaktion stattgefundene Zu-
wachs der Schichtdicke deutlich geringer ausfiel als erwartet. Ausgehend von einer
Schichtdicke von 20.3 A, die gut mit dem berechneten Wert (18.8 A) fiir den unmodi-
fizierten SAM Ubereinstimmte, kam es durch die Reaktion mit dem Azid nicht zu der

erwarteten Schichtdickenzunahme von 18.6 A (Tabelle 1).

Verhaltnis Ay dse Ad,,° Adse Adgs,
39:41° [A] [A] [A] [A] A]
1:0 20.3+0.8 18.8 11.4+1.0 18.6 49+0.8
1:3 20.3+0.6 17.2 9.2+0.7 4.7 8.3+0.5
1:4 18.9+0.9 17.0 70+1.1 3.7 11.2+0.8
0:1 16.0+ 2.4 16.6 -06+1.0 0 nicht bestimmt

# Verhaltnis in der Abscheidungslésung ® Reaktion tiber Nacht (t=15-16h)

Tabelle 1: Click-Reaktion mit Azid 32 an verdiinnten Alkin-terminierten SAMs und BSA-

Adsorption auf den modifizierten Schichten.

Im Vergleich zu unbeschichteten Goldsubstraten zeigten die hier erhaltenen SAMs
mit 4.9 A adsorbiertem Protein zwar eine signifikant verminderte Adsorption, jedoch

keine vollstandige Resistenz.

Zunachst wurde Uberprift, ob das beobachtete Verhalten der modifizierten Schichten

auf eine zu hohe Oberflachenkonzentration von Alkin-Funktionen zuriickzufihren
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war. Bei zu geringem Abstand zwischen zwei benachbarten Reaktionszentren kann
es zu ungunstigen sterischen Wechselwirkungen zwischen den Reaktanden kom-
men. Dies kann zu einer unvollstdndigen Umsetzung der an der Oberflache angebo-
tenen Alkin-Funktionen zum Triazol fihren und damit zu einer geringeren Dichte von
OEG-Gruppen an der Oberflache. Hieraus wirden eine verminderte optische
Schichtdicke und die unvollstandige Proteinrepulsivitat resultieren. Ein derartiges
Verhalten wurde fiir analoge Reaktionen auf Azid-terminierten SAMs beobachtet.?®
Hier wurden durch die Click-Reaktion nur Oberflachenbelegungen von ca. 50 %
erreicht. Um eine zu hohe Dichte von Alkingruppen an der Oberflache und die hier-
aus resultierenden stérenden sterischen Effekte zu vermeiden, wurde die Reaktion
unter den gleichen Bedingungen mit verdiinnten Alkin-terminierten SAMs wiederholt.
Die durch die Reaktion auftretenden Schichtdicken-Zuwachse waren jedoch wider
Erwarten hoher als die theoretischen Werte.

Da eine mdgliche Nebenreaktion des Azids mit dem Verdinnungsmolekil ausge-
schlossen werden konnte, war es wahrend der SAM-Bildung wahrscheinlich zu einer
Anreicherung der Alkin-terminierten Spezies in der Monoschicht gekommen. Hier-
durch wéare erklarbar, dass mehr Azid als erwartet gebunden wurde. Die Annahme
einer gleichen Verteilung der schichtbildenden Molekile in Abscheidungslésung und
resultierender Monoschicht war offensichtlich nicht korrekt. Es war daher nicht mog-
lich, verdinnte SAMs definierter Zusammensetzung durch simultanes Abscheiden
der Verbindungen 39 und 41 zu erhalten. Auch konnte nicht geklart werden, ob beide
Molekile wirklich statistisch gemischt in der Schicht vorlagen, oder ob Domanenbil-
dung aufgetreten ist. Bei der Domanenbildung handelt es sich um die Segregation
beider Schichtkomponenten, die zu einer Entmischung des SAMs fiihrt. 308369
Verglichen mit den modifizierten unverdinnten SAMs fiel die BSA-Resistenz der
verdinnten Systeme deutlich geringer aus. Dies deutete darauf hin, dass die Ober-
flachenkonzentration an OEG-Gruppen bei den verdiinnten SAMs trotz des zu hohen
Werts fur Adcjick insgesamt zu niedrig war, um die Anbindung des Proteins wirksam
zu unterdricken. Hieraus wurde geschlossen, dass die Verdiinnung des Alkin-SAMs
generell dazu fuhrt, dass die modifizierten Schichten zu wenige OEG-Kopfgruppen
tragen, um proteinrepulsives Verhalten zu zeigen. Aus diesem Grund und um even-
tuelle Effekte einer Doméanenbildung auf die Reaktion auszuschliel3en, wurden alle
weiteren Untersuchungen an unverduinnten, definiert zusammengesetzten Alkin-

terminierten SAMs aus Verbindung 39 durchgefuhrt. Die Reaktion auf unverdiinnten
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SAMs sollte gleichzeitig Information Uber die maximal erreichbare Schichtdickener-
hoéhung geben.

Als nachstes wurde Uberprift, ob ein Anheben der Reaktionstemperatur zu einer
Erh6éhung der Oberflachenbelegung mit OEG-Gruppen fuhrt und ob hierdurch eine
Verbesserung der proteinrepulsiven Eigenschaften der resultierenden Filme erzielt
werden kann. Nachdem geklart wurde, dass die Alkin-terminierten SAMs in Aceto-
nitril selbst bei einer Temperatur von 80 C keine signifikante Desorption zeigen,*®°
wurde die Click-Reaktion bei erhéhten Temperaturen durchgefihrt. Wie Tabelle 2 zu
entnehmen ist, hat die Reaktionstemperatur nur einen geringen Einfluss auf die

auftretende Zunahme der Schichtdicke.

Temperatur dsam Adciick Adgsa tReaktion
[T] [A] [A] [A] [h]
25 20.3+0.8 11.4+1.0 49+0.8 15
40 19.2+0.6 11.5+0.9 2.0+0.9 15
50 17.8+0.7 149+1.6 05+26 16
60 16.3+1.2 13.1+1.9 -1.0+2.2 15

Tabelle 2: Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Click-Reaktion an SAMs aus Verbindung 39

und die BSA-Resistenz der resultierenden Schichten

Selbst bei den héchsten Temperaturen entspricht der gemessene Zuwachs nur etwa
70 % des berechneten Maximalwerts von 18.8 A. Dies bedeutet, dass 70 % der
angebotenen Alkingruppen an der Reaktion teilgenommen haben. Anders verhalt es
sich mit der Repulsivitdt der SAMs gegentuber BSA. Hier ist ein deutlicher Trend zu
verminderter Adsorption bei hdheren Reaktionstemperaturen zu erkennen. Die
Diskrepanz zwischen der sich kaum verdndernden Schichtdicke Adcick und der
steigenden BSA-Repulsivitat legt nahe, dass es wéahrend der Reaktion zu einer
Veranderung der Struktur der angebundenen OEG-Schicht kommt. Offensichtlich
findet die Anbindung des Azids an den SAM schon bei geringen Temperaturen statt.
Moglicherweise liegt hier eine den Intermediaten b oder ¢ in Schema 36 entspre-
chende Zwischenstufe vor, die erst bei erhéhter Temperatur zum Triazol reagiert. Da

die Biorepulsivitat eines SAMs entscheidend von der Struktur der OEG-Schicht
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beeinflusst wird, kann davon ausgegangen werden, dass auch die mit diesem Pro-
zess verbundene Umstrukturierung des OEG-Bereichs Auswirkungen auf die BSA-
Adsorption hat. Es kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden, dass das Protein
an die Metall-Zentren solcher kupferhaltigen Intermediate bindet und so auf der
Oberflache immobilisiert wird. Kupferverbindungen sind dafiir bekannt, Proteine unter
Denaturierung zu binden, was fiir einen solchen Vorgang spricht.3"%3"

Da eine vollstandige Repulsivitdt der Schichten ab einer Reaktionstemperatur von
50 € beobachtet wurde, wurden alle nachfolgenden R eaktionen bei 50 T durchge-
fuhrt.

Nach Optimierung der Reaktionstemperatur wurde die optimale Reaktionszeit fur die
Click-Reaktion ermittelt. Hierzu wurden eine Reihe von Versuchen mit unterschied-
lichen Beschichtungsdauern durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 53 darge-

stellt.
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Abb. 53: Einfluss der Reaktionszeit auf die Schicht  dicke und die BSA-Repulsivitat.

Es ist zu erkennen, dass sich die Schichtdickenzunahme im Rahmen der Messge-
nauigkeit nach circa zwei Stunden nicht mehr signifikant veranderte. Vollstandige
Repulsivitat gegeniiber BSA zeigten die Proben allerdings erst nach einer Reak-
tionszeit von etwa acht Stunden. Vermutlich ist dieses Phanomen auf den gleichen
Struktur-Effekt zurlckzufuhren, der oben flr die temperaturabhéangigen Messungen
diskutiert wurde. Um einen moglichst vollstandigen Abschluss der Click-Reaktion auf
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den Alkin-terminierten SAMs zu gewabhrleisten, wurde als optimale Reaktionszeit

eine Dauer von 16 h festgelegt.

Schichten, die durch das Immobilisieren von Molekilen mit OEG-Kopfgruppen
gebildet wurden, zeigten, verglichen mit den Utber die Click-Methode funktionalisier-
ten SAMs, eine signifikant niedrigere OEG-Oberflachendichte und keine vollstandige
BSA-Repulsivitat.*®® Die Hypothese einer héheren Packungsdichte der Schicht und
damit verbunden einer héheren Oberflachenkonzentration aktiver Kopfgruppen bei
nachtraglich funktionalisierten Monoschichten konnte daher bestatigt werden.

5.2.1.2 Click-Reaktion in Acetonitril unter optimie rten Bedingungen

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass mit der Click-Reaktion das
Anbinden von OEG-Gruppen und damit die Einfihrung biorepulsiver Eigenschaften
in Monoschichten méglich ist. Es wurde nun tberprift, ob sich die Reaktion auch zur
Einfihrung der sensorisch aktiven Mannosylgruppen eignet.*®® Hierzu wurde die
Reaktion unter den optimierten Bedingungen mit dem azidhaltigen Mannose-Derivat
42 auf SAMs aus Verbindung 39 durchgefihrt. Ellipsometrie und Kontaktwinkelmes-
sungen zeigten, dass die Anbindung des Mannose-Derivats an die Schicht stattge-
funden hatte.** Unerwarteter Weise war die gemessene Zunahme der Schichtdicke
um 10.8 A deutlich héher als der berechnete Maximalwert von 6.5 A. Eine mégliche
Ursache hierfir konnte das Vorhandensein von physisorbiertem Material in der
gebildeten Schicht sein. Auch das Auftreten einer unbekannten Nebenreaktion
konnte nicht ausgeschlossen werden.

Die Kontaktwinkelmessungen zeigten das Vorliegen einer deutlich hydrophilen
Oberflache an. Allerdings lag der bestimmte advancing Kontaktwinkel mit 34 ° deut-
lich Uber dem fur Hydroxyl-terminierte Oberflachen typischen Wert von
10 215 © 372373 Djeser Umstand und die relativ groRe Kontaktwinkel-Hysterese von
17 ° deuteten auf eine gewisse Unordnung in der Schicht hin. Mit Hilfe von SPR-
Messungen konnte jedoch eindeutig nachgewiesen werden, dass die Mannosyl-
terminierten Schichten eine starke Affinitat gegentber dem Zielmolekil ConA auf-
wiesen und somit sensorische Aktivitat zeigten. In Abb. 54 ist das SPR-Sensogramm

dargestellt. Im Vergleich zu dem unmodifizierten Alkin-terminierten SAM, auf dem in
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geringfiigigem Umfang unspezifische Adsorption des Lektins stattfand, wurde auf der
Mannosyl-funktionalisierten Schicht mehr als die achtfache Menge ConA gebunden.
Dies folgt aus den Resonanzwinkelverschiebungen A®g, die direkt proportional zur

gebundenen Menge des Lektins sind.
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Abb. 54: SPR-Sensogramm fiir die Bindung von ConA an (A) Alkin- und (B) Mannosyl-

terminierte SAMs.

Wie durch Wang et al gezeigt wurde, ist auch das gemischte Anbinden von OEG-
Aziden und Kohlenhydrat-terminierten OEG-Aziden auf Alkin-terminierten SAMs
moglich.”*” Auf diese Weise konnten unterschiedliche Lektin-spezifische Biosensoren
in einstufigen Prozessen erzeugt werden. Auf eine Wiederholung des bereits verof-

fentlichten Experiments wurde daher an dieser Stelle verzichtet.

Nachdem die Anbindung von organischen Aziden an SAMs aus Verbindung 39
gelungen war, sollte die Reaktion, wie in Abb. 51 dargestellt, an gemischten OEG-
haltigen Monoschichten durchgefuhrt werden. Hierzu wurden SAMs durch gemein-
sames Immobilisieren des Verdinnungsmolekils 25 und des Alkins 40 auf Gold
hergestellt. Das Mischungsverhaltnis der beiden Molekile wurde dabei so gewahlt,
dass die resultierenden Schichten Resistenz gegeniiber BSA aufwiesen.®** Zunachst
wurde die Anbindung des OEG-Azids 32 unter den optimierten Reaktionsbedingun-
gen untersucht. Unerwarteter Weise kam es durch die Reaktion jedoch nicht zu einer

Erhéhung der Schichtdicke, sondern zu einer dramatischen Abnahme von circa 12 A,
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die sich nur durch eine massive Desorption von Molekilen aus der Monoschicht
erklaren liel3. Auch zeigten die Schichten nach der Reaktion keine vollstandige BSA-
Repulsivitat mehr. In allen Fallen wurde ein Proteinfilm von etwa 3 A ermittelt.

Es wurde vermutet, dass die Desorption durch das Zusammenspiel von polarem
Losungsmittel und dem darin gelésten Cu(l)-Katalysator verursacht wurde. Diese
Hypothese grindete sich auf folgende Annahmen. Zum einen weisen EG-haltige
SAMs eine gegenuber Alkanthiolat-Monoschichten deutlich verminderte Packungs-
dichte auf.®*®*" Daher ist die Schicht nicht optimal durch Van der Waals-
Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten stabilisiert, wodurch eine Desorption
erleichtert wird. Da die EG-haltigen Molekile recht polar sind, sollte dieser Vorgang
durch ein polares Losungsmittel zusatzlich begunstigt werden. Die in Losung vorlie-
gende Cu(l)-Spezies konnte nun die desorbierten Molekile Gber deren Thiolat-
Funktion fest an sich binden und so eine zusétzliche Verschiebung des Adsorp-
tions / Desorptions-Gleichgewichts in Richtung der Desorption bewirken. Der vermu-

tete Ablauf der Desorption ist schematisch in Abb. 55 dargestellt.
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Abb. 55: Cu(l)-unterstiitzte Desorption eines EG-hal  tigen SAMs.

Zur Klarung dieses Sachverhalts wurden Desorptionsversuche mit gemischten SAMs
und SAMs aus Verdinnungsmolektl 25 durchgefuhrt. Hierzu wurden die entspre-

chend beschichteten Substrate unter den optimierten Bedingungen mit Lésungen
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von Cul und DIPEA in Acetonitril behandelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 aufge-

fuhrt.
Verhaltnis | dgu, (vor)® | dga, (nach) Ad
25:40? [A] Al [A]
1:1° 20.9+0.3 24.1+0.7 3.2+£0.8
1:1 25.7+0.1 18.2+04 -7.5+04
1.0 24.1 + 0.6 14.1+£05 -10.0+£0.8

 Verhaltnis in der Abscheidungslésung, ® vor Desorptionstest

¢ nach Desorptionstest, 4 ohne Cul bzw. DIPEA-Zusatz

Tabelle 3: Cu(l)-vermittelte Desorption von OEG-hal  tigen SAMs.

Sowohl bei dem gemischten SAM als auch bei dem SAM aus Verdinnungsmolekl
25 kam es bei Verwendung von Cul und DIEPA in Acetonitril zu einer ausgepragten
Schichtdesorption. In einem Gegenversuch, bei dem nur Acetonitril verwendet wur-
de, konnte hingegen keine Desorption beobachtet werden. Hier kam es im Gegenteil
zu einer leichten Erhdéhung der Schichtdicke, die eventuell durch in die Schicht
eingelagertes Acetonitril hervorgerufen wurde. Ein Mitwirken des Cu(l)-Katalysators

bei der Schicht-Desorption konnte daher eindeutig nachgewiesen werden.

5.2.2 Click-Reaktion in unpolaren organischen LOsun gsmitteln

Neben dem stark polaren Acetonitril-basierten System wurden auch unpolare Reak-
tionsmedien fir die Click-Reaktion auf SAMs entwickelt. Primare Motivation hierfur
war, die Reaktion zur Modifizierung EG-haltiger Monoschichten nutzbar zu machen.
Unpolare Lésungsmittel sollten die in Abb. 55 dargestellte initiale Desorption der
recht polaren Schichtmolekile zurtickzudrangen und eine starke Verschiebung des
Desorptionsgleichgewichts zugunsten der Adsorption bewirken. Hierdurch wirde der
gesamte Schichtabbau verlangsamt und eine Stabilisierung des SAMs erreicht

werden.
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Daneben erweitert der Einsatz unpolarer Losungsmittel den Anwendungsbereich der
Click-Reaktion deutlich. So kdnnen auch unpolare Reagenzien zur SAM-
Funktionalisierung verwendet werden, da eine ausreichende L&slichkeit im Reak-
tionsmedium gewahrleistet wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ein Toluol- und ein n-Hexan-basiertes Reaktions-
system entwickelt. Die Wabhl fiel auf diese Lésungsmittel, da sie beide als unpolar
einzustufen sind, sich in ihrer Polaritat jedoch signifikant voneinander unterscheiden.
So ist die aliphatische Verbindung n-Hexan als rein unpolar einzustufen, wogegen
Toluol als aromatische Substanz eine deutlich héhere Polaritat aufweist.

Die wesentliche Aufgabe, die es zu l6sen galt, um Click-Reaktionen in diesen L6-
sungsmitteln durchfihren zu kénnen, bestand in dem Auffinden eines geeigneten
Katalysator / Cokatalysator-Systems. Im Unterschied zu Acetonitril handelt es sich
bei Toluol und n-Hexan um nur schwach bzw. nicht koordinierende Losungsmittel.
Kupfer(l)-lodid, das sich in den Reaktionen mit Acetonitril als Katalysator bewahrt
hatte, zeigte deshalb in den unpolaren Reaktionsmedien keine Ld&slichkeit. Dieses
Problem sollte durch Komplexierung des Cu(l)-Katalysators mit alkylsubstituierten
Liganden gelost werden. Durch das Anbringen eines unpolaren Ligandensystems am
Metallzentrum sind effiziente Van der Waals-Wechselwirkungen mit dem Lésungsmit-
tel moglich, wodurch die Ldslichkeit des Komplexes im Vergleich zur unkomplexier-
ten Verbindung stark erhdht sein sollte.

Es gibt eine Reihe von Liganden, die in der Lage sind, stabile Komplexe mit Kup-
fer(l)-Salzen zu bilden. Vor allem Triphenylphosphan- und aromatische Stickstoff-
liganden wie Pyridin, Pyrimidin oder Phenanthrolin sind dafir bekannt, stark an das
Cu(l)-Zentrum zu koordinieren, ohne die katalytische Aktivitat negativ zu beeinflus-
sen.376’377

Click-Reaktionen, homogen katalysiert durch Komplexe dieser Art, werden jedoch
fast ausschlie3lich in koordinierenden, polaren Lésungsmitteln wie Acetonitril, DMSO
oder THF durchgefuhrt. Homogen katalysierte Click-Reaktionen in unpolaren L6-
sungsmitteln sind hingegen wenig untersucht. Zu nennen ware in diesem Zusam-
menhang die Bildung von in Toluol Iéslichen, katalytisch aktiven Cu(l)-Komplexen,
die durch den Einsatz von Pyridylmethanimin-Liganden erhalten werden kénnen.*"
Im Gegensatz zu den aromatischen Stickstoffliganden ist die Eignung entsprechen-
der nichtaromatischer Verbindungen, wie Aminen, zur Komplexierung des Cu(l)-

Katalysators nur sehr wenig untersucht. Tertiare Amine wie DIPEA oder Triethylamin



124 5 Modifizierung von SAMs durch Click-Chemie

werden zwar als basische Cokatalysatoren in der Click-Reaktion eingesetzt,’®

jedoch ist unbekannt, ob Verbindungen dieses Typs zur Bildung katalytisch aktiver, in
unpolaren Losungsmitteln I6slicher Komplexen geeignet sind.

Die Verwendung tertiarer Alkylamine zur Komplexierung des Katalysators wirde
gegenuber anderen Liganden eine Reihe von Vorteilen bieten. Zum einen kénnte
Uber die Lange der Alkylkette die Wechselwirkungsstarke mit dem unpolaren L6-
sungsmittel variiert werden. Weiterhin wirde das verwendete Amin sowohl als Kom-
plexligand als auch als basischer Cokatalysator fungieren, wodurch auf die Zugabe
einer zusatzlichen Base zum System verzichtet werden kdnnte. Zudem ist bekannt,
dass die Anwesenheit Uberstdchiometrischer Mengen tertidrer Amine die Oxidations-
empfindlichkeit von Cu(l)-Zentren deutlich vermindert.®”® Amin-Liganden sollten
daher die Sauerstoffempfindlichkeit der katalytisch aktiven Cu(l)-Spezies herabset-

zen.

Aufgrund der hier beschriebenen Vorteile tertiarer Amine gegenuber anderen Ligan-
den sollte untersucht werden, ob sich langkettige N,N-Dimethylalkylamine dazu
eignen, mit Kupfer(l)-iodid katalytisch aktive Komplexe zu bilden, die in unpolaren

Lésungsmitteln I6slich sind.

5.2.2.1 N,N-Dimethylalkylaminiodidokupfer(l)-Komplexe als Clic k-Katalysatoren

Aus der Literatur ist bekannt, dass tertiare Amine wie Triethylamin und Trimethylamin
mit Kupfer(l)-Halogeniden 1:1-Addukte bilden.**® Zun&chst wurde daher uberpriift, ob
N,N-Dimethylalkylamine mit Kupfer(l)-iodid in analoger Weise reagieren und inwie-
weit die Komplexierung die Ldslichkeitseigenschaften des Katalysators verandert.
Hierzu wurde Kupfer(l)-iodid in n-Hexan beziehungsweise in Toluol suspendiert und
unter Erwarmen langsam mit dem entsprechenden N,N-Dimethylalkylamin versetzt
(Schema 35).
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/|
MN/ rocul /\M/\N/Cu
| /\

n | Verbindung n | Verbindung
1 1 1 K1
2 2 2 K2
3 3 3 K3
5 5 5 K4
6 6 6 K5
9 9 9 K6
11 11 11 K7
13 13 13 K8
15 14 15 K9
Schema 37: Herstellung der Katalysatorlésungeninn  -Hexan und Toluol.

Durch die Zugabe mehrerer Aquivalente Amin konnte der Feststoff vollstandig gelost
werden. Demnach hatte eine Komplexbildung stattgefunden, durch die die Ldslichkeit
der Kupferverbindung, wie erhofft, erhéht wurde. Auffallig war, dass die erforderli-
chen Mengen an Amin mit der Lange des Alkylrestes abnahmen. So wurden in
beiden Losungsmitteln, bezogen auf das eingesetzte Cul, etwa zehn Aquivalente des
Amins 1 zur Darstellung der Katalysatorlosung K1 bendtigt. Zur Praparation entspre-
chender Losungen von K9 waren dagegen nur etwa vier Aquivalente 14 notwendig.
Die relativ hohen Amin-Konzentrationen, die fir die vollstandige Komplexierung des
Kupfer(l)-iodids notwendig waren, sprechen fur eine verhaltnismafiig kleine Kom-
plexbildungskonstante des Katalysator-Komplexes. Thermodynamische Untersu-
chungen der Reaktion von Kupfer()-iodid mit Triethylamin zu Triethylamin-
iodidokupfer(l) untersttitzen diese Annahme. Fur die Freie Reaktionsenthalpie dieser
Reaktion wurde ein Wert von AGg = - 1.42 kcal/mol gefunden.*® Dieser Wert spricht
fur eine schwache Bindung des Amin-Stickstoffs an das Cu-Zentrum und damit fir

eine kleine Komplexbildungskonstante.
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Nachdem die Darstellung von in unpolaren Lésungsmitteln l6slichen Kupfer(l)-
Komplexen gelungen war, mussten die Verbindungen auf ihre katalytische Aktivitat
Uberprift werden. Zu diesem Zweck wurde die Click-Reaktion des MeOEG-Azids 32
mit 1-Octin unter verschiedenen Bedingungen durchgefihrt. Stellvertretend fiir alle
Komplexe wurde hier N,N-Dimethyldodecylaminiodidokupfer(l) auf katalytische
Aktivitat Gberprtft. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. Die dort aufgefiihrten
Reaktionsumsatze wurden mit Hilfe von *H-NMR-Spektren berechnet, die nach den

jeweiligen Reaktionen aufgenommen wurden.

Katalystor- Temperatur Umsatz 2
Losungsmittel

System [C] [%0]

Toluol Cul 25 0
Toluol Cul 60 2
Toluol Cul 80 2
Toluol Cul / C;;NMe, 60 95
n-Hexan Cul / C;o:NMe, 25 95
n-Hexan Cul / Co:NMe, 60 97

& Reaktion von Azid 32 mit 1-Octin

Tabelle 4: Uberpriifung der katalytischen Aktivitét von N,N-Dimethyldodecylamin
iodidokupfer(l).

Wie Tabelle 4 entnommen werden kann, fand die Reaktion in beiden Losungsmitteln
nur dann in nennenswertem Umfang statt, wenn der Katalysator im Reaktionsmedi-
um geldst vorlag. Alle Reaktionen, denen nur Kupfer(l)-iodid zugesetzt wurde, zeig-
ten selbst bei hohen Temperaturen keinen nennenswerten Umsatz. Bei Verwendung
des l6slichen Kupfer(l)-Komplexes als Katalysator wurden hingegen schon bei
Raumtemperatur quantitative Umsatze beobachtet. Auch bei erhdhten Reaktions-
temperaturen, die aus bereits erwdhnten Grunden fir die Click-Reaktion auf SAMs
notwendig sind, verlief die katalysierte Reaktion glatt und ohne die Bildung von

Nebenprodukten.
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5.2.2.2 Click-Reaktionen auf Alkin-terminierten Mon  oschichten mit Toluol und

n-Hexan als Losungsmittel

Nachdem ein aktives Katalysator / Cokatalysator-System fur die Click-Reaktion in
unpolaren Loésungsmitteln gefunden war, wurde dessen Eignung zur Modifikation
Alkin-terminierter SAMs untersucht. Als Testreaktion diente wieder die Reaktion des
MeOEG-Azids 32 mit SAMs von Alkin 39 auf Gold. Die Reaktion wurde sowohl in
n-Hexan als auch in Toluol als Losungsmittel durchgefihrt. Als Katalysatoren dienten
die Kupfer(l)-Komplexe K1-K9.

Die durch die Click-Reaktion verursachten Veranderungen der SAM-Schichtdicke
sowie die BSA-repulsiven Eigenschaften der modifizierten Monoschichten wurden

durch ellipsometrische Messungen quantifiziert.

Click-Reaktion in Toluol

Zunachst wurde die Click-Reaktion unter Verwendung der verschiedenen Katalysato-
ren in Toluol als Lésungsmittel durchgefuhrt. Die durch die Click-Reaktion hervorge-
rufenen Schichtdickenzuwéachse Adcjick sowie die Ergebnisse der BSA-Adsorption auf

den modifizierten SAMs sind in Abb. 56 zusammengefasst.

40+
30 TCIick -
201 -}-\--I --------------------------- AdSl =18.8 A
. //\

0 T T T T T T i,
-10

-20

Schichtdicke [A]

304 %

Abb. 56: Schichtdickenzunahme durch die Click-Reakt  ion in Toluol bzw. BSA-Adsorption auf
den modifizierten SAMs, ¢ ¢, = 50 mM.
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Der Einsatz aller Katalysatoren fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung der Schichtdicke.
Dieser Schichtdickenzuwachs konnte auf die Anbindung von MeEGg-Gruppen an die
Monoschicht zurtickgefuhrt werden. Hierfir sprach die deutlich verminderte, in
manchen Fallen sogar véllig unterdriickte Proteinadsorption.

Bei den Reaktionen in Toluol erhéhte sich sowohl die Schichtdickenzunahme Adgjick
als auch die BSA-Repulsivitat der modifizierten Schichten mit steigender Kettenlange
des Amins. Dies deutete darauf hin, dass die Oberflachendichte der durch die Click-
Reaktion in den SAM eingefuihrten MeEGes-Gruppen mit der Lange des Alkylrests im
Liganden zunahm. Ab einer Kettenlange von acht Kohlenstoffatomen in der Alkylket-
te des Amins konnte vollstandige Repulsivitdt beobachtet werden.

Einige der Messwerte fur die Schichtdicke des adsorbierten Proteins waren negativ.
Dies kann durch eine beim BSA-Adsorptionsexperiment aufgetretene Desorption von
locker gebundenem Material aus dem SAM erklart werden. Vermutlich sind wahrend
der Reaktion Losungsmittel- beziehungsweise Katalysatormolekile in die Mono-
schicht interkaliert. Diese kdnnen dann wéahrend der Behandlung des SAMs mit der
Proteinlésung aus der Schicht ausgewaschen worden sein und so zu einer Vermin-
derung der ellipsometrisch bestimmten Schichtdicken gefuihrt haben. Dieses Phano-
men trat immer dann auf, wenn der Schichtdickenzuwachs durch die Click-Reaktion
Werte von circa 13 A (iberstieg. Eine Erhéhung der Schichtdicke um etwa 13 A
wurde auch bei den Reaktionen in Acetonitril beobachtet. Dieser Wert scheint daher
die maximal erreichbaren Schichtdickenzunahme wiederzuspiegeln. Die hier be-
stimmten hoheren Schichtdicken deuteten daher auf das Vorliegen von physisorbier-
tem Material im modifizierten SAM hin. Hierfir sprach auch, dass der wéahrend der
BSA-Adsorption auftretende Schichtdickenverlust in etwa mit der positiven Abwei-
chung der gemessenen Click-Schichtdicken von diesen 13 A korrelierte. Wodurch die
unterschiedlich starke Physisorption von Moleklilen aus dem Reaktionsmedium
verursacht wurde, konnte nicht geklart werden. Auch schien kein systematischer
Zusammenhang zwischen der Kettenlange des Amin-Liganden und dem Auftreten
dieses Phdnomens zu bestehen. Der Effekt erreichte im Fall der Nonyl-Verbindung
ein Maximum und schwéchte sich dann mit steigender Kettenlange des Liganden

wieder ab.
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Click-Reaktion in n-Hexan

Analog zu den Versuchen in Toluol wurde die Click-Reaktion unter Verwendung der
Katalysatoren K1-K9 in n-Hexan als Losungsmittel durchgefuhrt. In Abb. 57 sind die
Schichtdickenzunahme Adciick der verschiedenen Systeme und die Ergebnisse der

BSA-Adsorption auf den modifizierten SAMs dargestellt.
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Abb. 57: Schichtdickenzunahme durch die Click-Reakt  ion in n-Hexan bzw. BSA-Adsorption auf

den modifizierten SAMSs, ¢ ¢y = 10 mM, d&¢ = 18.8 A,

Die auf die Click-Reaktion zurtckzufiihrende Zunahme der Schichtdicke zeigte im
Rahmen der Messgenauigkeit keine Abhangigkeit vom verwendeten Katalysator. Im
Gegensatz zu den in Toluol durchgefihrten Reaktionen wurde fast immer ein Wert
um 13 A gemessen. Einzige Ausnahme bildete die Reaktion, die durch Komplex K5
katalysiert wurde. Hier lag die Schichtdickenzunahme Adciicx mit circa 7 A deutlich
niedriger. Anscheinend nimmt das Katalysator / Cokatalysator-System K5 /6 eine
Sonderstellung ein, denn sowohl in Toluol als auch in Hexan wurden hier reprodu-
zierbar stark von den uUbrigen Reaktionen abweichende Ergebnisse erhalten. Der
Grund fur dieses Verhalten konnte nicht geklart werden. In der folgenden Diskussion
werden die fir dieses System ermittelten Werte daher nicht bertcksichtigt.

Obwohl Adgjick in allen Fallen vergleichbare Werte aufwies, fuhrte die Verwendung
der Katalysatoren K1 — K7 zu unvollstdndig BSA-repulsiven SAMs. Im Vergleich zu

unbehandeltem Gold war die Adsorption auf diesen Proben zwar um circa 80 %
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vermindert, die Anbindung von Proteinfilmen einer Dicke zwischen 3 A und 5A
konnte jedoch nicht unterbunden werden. Mdglicherweise kann dieses teilrepulsive
Verhalten, wie bereits an friiherer Stelle flr das Acetonitril-basierte System diskutiert,
auf eine unvollstandige Reaktion und das Vorliegen von kupferhaltigen Reaktionsin-
termediaten (b, ¢ in Schema 36) auf der Monoschicht zurlickgefuhrt werden. Die
genauen Zusammenhange sind jedoch auch in diesem Fall unklar.

Monoschichten, die durch Einsatz der Katalysatoren K8 und K9 funktionalisiert
wurden, wiesen hingegen bei vergleichbarer Schichtdickenzunahme durch die Click-
Reaktion vollstandige BSA-Repulsivitdt auf. Bei Verwendung von Katalysator K9
zeigten die modifizierten SAMs wahrend der Proteinadsorption allerdings Desorp-
tionserscheinungen. Dies deutete auf das Vorliegen von physisorbiertem Material hin
und druckte sich in negativen Werten der Schichtdicke des adsorbierten Proteinfilms
aus.

Der Grund fur die héhere Proteinrepulsivitat, die bei der Verwendung der Katalysato-
ren K8 und K9 erzielt wurde, konnte nicht geklart werden. Ein massiver Einfluss der
Kettenlange des Liganden auf die Katalysatoreigenschaften ist unwahrscheinlich, da
davon ausgegangen werden kann, dass die Grol3e des Alkylrests einen nur unwe-
sentlichen elektronischen Einfluss auf das Zentralatom ausibt. Aus sterischen
Grunden ware eher eine mit steigender Lange der Alkylkette abnehmende Aktivitat
zu erwarten. Im Experiment wurde jedoch ein genau entgegen gesetztes Verhalten
beobachtet, was auf den Einfluss eines oder mehrerer weiterer Faktoren auf die

Reaktion hinwies.

Um das beobachtete Verhalten zu erklaren, wurde untersucht, ob eventuell eine
empfindliche Abhangigkeit der Reaktion von der Katalysatorkonzentration bestand. In
so einem Fall konnten bereits kleine Schwankungen des Cu(l)-Gehalts der Katalysa-
torlésung einen grof3en Einfluss auf den Reaktionsverlauf haben. Es wurde daher
eine Reihe von Reaktionen mit stark unterschiedlichen Konzentrationen des Kataly-
sators K9 durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 58 dargestellt.
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Abb. 58: Abhangigkeit der Click-Reaktion von der Cu  (I)-Konzentration der
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Reaktionslésung, dgyy, = 18.8 A.

Im Bereich von Katalysatorkonzentrationen von ccygy = 1 mM — 50 mM konnte keine
signifikante Beeinflussung von Adcick durch den Kupfergehalt festgestellt werden.
Gleiches galt fur die BSA-repulsiven Eigenschaften der modifizierten SAMs. Aller-
dings schien die Menge von physisorbierten Material auf den Proben mit steigendem
Cu(l)-Gehalt der Reaktionslosung zuzunehmen. Im Rahmen der Messgenauigkeit
war jedoch kein eindeutiger Trend erkennbar. Diese Ergebnisse machten deutlich,
dass Schwankungen des Cu(l)-Gehalts der verwendeten Reaktionslésungen nicht fur
die beobachteten Phanomene verantwortlich gewesen sein konnten.

Ein Vergleich der Daten aus Abb. 58 mit den entsprechenden Eintragen fir den
Katalysator K6 (C12NMe3) in Abb. 57 zeigt jedoch, dass die Reaktionen, obwohl sie
unter gleichen Bedingungen stattfanden, zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen
bezuglich der BSA-Repulsivitat fihrten. Dieses Phanomen wurde auch in anschlie-
Benden Untersuchungen oft beobachtet. Die Schichtdickenzunahme Adcjck war in
allen Versuchen vergleichbar und lag bei circa 13 A. Die BSA-Repulsivitat schwankte
jedoch stark. Manche Proben zeigten vollige Repulsivitat wogegen die Adsorption auf
anderen nur teilweise unterdrickt wurde. Der Grund hierfir konnte nicht geklart
werden. Eventuell wird die Reaktion durch weitere, bereits in Spuren katalytisch
aktive Spezies beeinflusst, die bei manchen Versuchen zugegen waren, bei anderen
wiederum nicht. Zur Klarung dieses Sachverhalts bedarf es jedoch noch weiterer

Untersuchungen.



132 5 Modifizierung von SAMs durch Click-Chemie

Ein Vergleich der Ergebnisse der Reaktionen, die in Toluol beziehungsweise in
n-Hexan durchgefuhrt wurden, zeigte zwei wesentliche Unterschiede. In Hexan
fuhrte die Click-Reaktion unabhangig vom verwendeten Katalysator zu Schichten
Uberwiegend einheitlicher Dicke, die im erwarteten Bereich von 13 A lagen. In Toluol
hingegen waren die ermittelten Schichtdicken von System zu System stark verschie-
den ohne einem erkennbaren Trend zu folgen. Dieser Umstand ist vermutlich nicht
auf einen unterschiedlichen Einfluss des verwendeten Losungsmittels auf die Kataly-
sator-Aktivitat zurtickzufiihren, sondern eher auf die verschiedenen Reaktionstempe-
raturen. Die Reaktionen in Toluol wurden bei einer Temperatur von 80 T durchge-
fuhrt, wogegen die Click-Reaktionen in Hexan bei 50 T verliefen. Es ware denkbar,
dass die hohere Temperatur im Toluol-basierten System, im Zusammenspiel mit den
im Reaktionsmedium anwesenden Aminen, fir die uneinheitlichen Ergebnisse ver-
antwortlich war. Méglicherweise fand in Abhéngigkeit vom verwendeten Amin eine
unterschiedlich starke SAM-Desorption, beziehungsweise eine unterschiedlich starke
Interkalation von Molekilen in die Schicht statt. Hierdurch waren sowohl die teilweise
sehr dunnen als auch die deutlich zu hohen, auf physisorbiertes Material zurtickzu-
fuhrenden Schichtdicken erklarbar.

Ein weiterer Unterschied bestand in der Proteinrepulsivitat der modifizierten SAMs.
Beim Toluol-basierten System wurde generell 6fter vollstandig repulsives Verhalten
beobachtet als beim Hexan-basierten. Vermutlich spielte auch hier die hohere Reak-
tionstemperatur eine Rolle, die sich positiv auf die proteinrepulsiven Eigenschaften

der Schicht ausgewirkt haben kénnte.

ConA-spezifische Sensoren konnten mit den Toluol- und Hexan-basierten Systemen
nicht hergestellt werden. Der Grund hierfir war, dass sich das Azid-modifizierte
Mannosederivat 42 aufgrund seiner hohen Polaritat in den Reaktionsmedien nicht
|6ste. Der Beleg fur die Eignung dieser Systeme zur Erzeugung von Biosensoren
steht daher noch aus. Als problematisch ist in diesem Zusammenhang die nicht
immer gegebene Biorepulsivitat der modifizierten Schichten zu nennen, da hierdurch
unspezifische Wechselwirkungen mit dem Analyten nicht ausgeschlossen werden

kdnnen.
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5.2.2.3 Click-Reaktion auf Alkin-terminierten OEG-h  altigen SAMs in n-Hexan

Die unpolaren Reaktionssysteme wurden primar mit dem Ziel entwickelt, die Desorp-
tion OEG-haltiger SAMs wahrend der Click-Reaktion zu vermindern. Um zu untersu-
chen, ob der Einsatz eines unpolaren Losungsmittels den Grad der Schichtdesorp-
tion wirklich reduziert, wurde Azid 32 mit SAMs aus Alkin 40 in Hexan umgesetzt.
Hierfir wurde reprasentativ das Katalysator / Cokatalysator-System K6 /9 verwen-
det.

In Tabelle 5 sind die Verdnderungen der Schichtdicke durch die Click-Reaktion und
die Resultate der Proteinadsorption dargestellt. Unter Eintrag 1 sind die Ergebnisse
fur einen mit der Click-Reaktion modifizierten SAM angegeben. Eintrag 2 gibt zu
Vergleichszwecken die BSA-Adsorption auf einem SAM aus Alkin 40 an, der nicht

der Click-Reaktion unterworfen wurde.

. dsam Adciick® Adgsp’
Eintrag
[A] [A] [A]
1 256+0.4 -56+27 13.0+3.1
2 249 + 0.6 |keine Click-Reaktion 45+15

2 Taiek = 55 T, ° Au-Referenz: Adgsa = (20.1 + 0.9) A

Tabelle 5: Click-Reaktion von Azid 32 auf SAMs aus  dem EGg-haltigen Alkin 40 in n-Hexan.

Die Ergebnisse in Tabelle 5 (Eintrag 1) machen deutlich, dass auch durch die Ver-
wendung von Hexan als Losungsmittel die Schichtdesorption wahrend der Click-
Reaktion nicht vollstdndig unterdriickt werden konnte. Beobachtet wurde eine
Schichtdickenabnahme von etwa 6 A. Im Vergleich zum Acetonitril-basierten System
fiel die Schichtdickenverminderung jedoch deutlich geringer aus, was auf den ge-
wlnschten Einfluss des unpolaren Lésungsmittels schlieRen lie3. An dieser Stelle sei
erwahnt, dass die durch die Click-Reaktion bewirkte Abnahme der Schichtdicke nur
bedingt Riickschlisse auf den Umfang der Desorption zulasst. Grund hierfur ist, dass
die durch Schichtabbau hervorgerufene Erniedrigung der Schichtdicke mit der durch
die Triazol-Bildung bewirkten Erh6hung lberlagert. Da aber, wie weiter oben disku-

tiert, davon ausgegangen werden kann, dass die Reaktion in beiden Systemen zu
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einem vergleichbaren Anstieg der Schichtdicke flhrt, ist ein qualitativer Vergleich
zulassig.

Obwohl die finale Schichtdicke der in Hexan modifizierten Proben mit 20 A hoher war
als die der im Acetonitril-basierten System funktionalisierten SAMs (d = 18.2 A),
zeigten sie eine wesentlich stérkere Proteinadsorption (AdgsaHexan = 13 A,
Adgsa Acetonitril = 3 A). Die hohere Repulsivitat der in Acetonitril funktionalisierten SAMs
war jedoch zu erwarten, da hier gemischte Monoschichten eingesetzt wurden, die
einen hohen Anteil an Verdinnungsmolekilen mit proteinrepulsiver EGgOH-
Kopfgruppe aufwiesen. Auch nach teilweisem Abbau der Schicht reichte die Oberfla-
chenkonzentration dieser Gruppen noch aus, um die BSA-Adsorption signifikant zu
vermindern.

Auf den in Hexan modifizierten Proben fand allerdings auch eine deutlich starkere
BSA-Adsorption statt als auf den unbehandelten Alkin-SAMs. Die beiden Eintrage in
Tabelle 5 machen deutlich, dass die Menge an gebundenem Protein auf den modifi-
zierten SAMs im Vergleich zu den unbehandelten Alkin-SAMs um fast 300 % erhoht
war. Die reaktionsbedingte Schichtdesorption war zu gering, um als wesentliche
Ursache fir die verstéarkte Proteinadsorption in Frage zu kommen. Daher musste der
Verlust an proteinrepulsivem Verhalten mal3geblich durch andere Faktoren verur-
sacht worden sein. Als wahrscheinlichste Ursache kommen an der SAM-Oberflache
gebundene oder in die Schicht eingelagerte Kupferverbindungen in Frage. Diese
kénnen Proteine unter Denaturierung gebunden und so zu der beobachteten
Schichtverdickung gefiihrt haben.*”° Diese Hypothese wird durch Untersuchungen
gestutzt, die belegen, dass flexible Oligo- und Poly-Alkine sehr stabile Kupfer(l)-
Komplexe bilden.*® SAMs aus Verbindung 40 erfiillen ebenfalls die Kriterien eines
flexiblen Poly-Alkins: Aufgrund der Grof3e der Alkin-terminierten Molekile sind die
Schichten eher locker gepackt, was zu einer recht hohen Beweglichkeit der einzel-
nen Ketten fuhrt. Daher ist anzunehmen, dass die Alkin-Funktionen der Schichtmole-
kile mit dem Kupfer(l)-Katalysator stabile Kupfer-Alkin-Chelatkomplexe gebildet

haben, die zur Denaturierung des BSA auf der Monoschicht gefuhrt haben.
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5.3 Zusammenfassung des Kapitels Click-Chemie

Es wurden verschiedene Reaktionssysteme fir die Click-Reaktion organischer Azide
mit Alkin-terminierten SAMs entwickelt. Hierzu zahlen ein polares Acetonitril-

basiertes sowie zwei unpolare Toluol- beziehungsweise n-Hexan-basierte Systeme.

Im Acetonitril-basierten System wurde Tetrakis(acetonitril)iodidokupfer(l) als Kataly-
sator eingesetzt. Die Reaktion wurde bezlglich Reaktionstemperatur sowie Reak-
tionszeit optimiert und eignete sich ausgezeichnet zur Einfihrung biorepulsiver
MeEGs- und ConA-spezifischer Mannosyl-Kopfgruppen in Alkin-terminierte Alkyl-
SAMs. Es wurde ein ConA-Sensor hergestellt, der gegentber dem unmodifizierten
Alkin-SAM eine um den Faktor acht hohere Affinitdt zum Analyten zeigte.

Zur Funktionalisierung von OEG-haltigen Alkin-terminierten SAMs eignete sich die
Reaktion in Acetonitril allerdings nicht. Hier kam es wahrend der Click-Reaktion zu
massiver Schichtdesorption, die auf die Kombination von polarem Ldsungsmittel und

dem Kupfer(l)-Katalysator zurtickgefuhrt werden konnte.

Die beiden unpolaren Reaktionssysteme wurden entwickelt, um die im polaren
Losungsmittel stattfindende Schichtdesorption zu vermindern. Zu diesem Zweck
wurde eine Reihe von Katalysatoren entwickelt, die sowohl in Toluol als auch in n-
Hexan |6slich waren. Bei diesen Verbindungen handelte es sich um N,N-Dimethyl-
alkylaminiodidokupfer(l)-Komplexe mit 4 bis 18 Kohlenstoffatomen im Alkylteil. Die
Komplexe zeigten sich in beiden Reaktionssystemen als aktiv und ermoglichten die
Einfuhrung biorepulsiver MeEGg-Kopfgruppen in Alkin-terminierte Alkyl-SAMSs.

Die in Toluol modifizierten Proben zeigten sowohl hinsichtlich der Schichtdickenzu-
nahme durch die Click-Reaktion, als auch in Bezug auf die Biorepulsivitdt eine
hohere Uneinheitlichkeit als Proben, die in Hexan funktionalisiert wurden. Oft fand
auf den SAMs wéahrend der Reaktion eine erhebliche Physisorption von Substanzen
aus der Reaktionslosung statt. Bei den Proteinadsorptionsexperimenten trat bei
diesen Proben Desorption des zuvor physisorbierten Materials auf, wodurch die
ermittelte Menge an gebundenem Protein stark verfalscht wurde.

Die im Hexan-basierten System funktionalisierten SAMs wiesen in Bezug auf die
Schichtdickenerhéhung durch die Click-Reaktion ein deutlich einheitlicheres Verhal-

ten auf. Die Proteinrepulsivitat der modifizierten SAMs variierte allerdings von Expe-
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riment zu Experiment stark und lie3 sich schlecht reproduzieren. Oft wurden nur
teilrepulsive Schichten erhalten.

Der Grund fur die schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in den unpolaren
Reaktionssystemen blieb ungeklart. Vermutet wird zum einen, dass bei den Reak-
tionen, die zu vollstandig repulsiven Schichten flhrten, eine katalytisch aktive Verun-
reinigung im Reaktionsmedium vorlag. Zum anderen kénnen aber auch auf dem
SAM verbliebene Katalysatorreste fur die teilweise beobachtete Proteinadsorption
verantwortlich gewesen sein.

Zur Funktionalisierung von OEG-haltigen SAMs erwiesen sich die unpolaren Reak-
tionssysteme ebenfalls als ungeeignet. Zwar konnte die Schichtdesorption wahrend
der Click-Reaktion durch die Verwendung eines unpolaren Losungsmittels signifikant
vermindert werden, doch zeigten die modifizierten SAMs starke Proteinadsorption. Im
Fall der EG-haltigen Monoschichten war dieses Verhalten mit hoher Wahrscheinlich-
keit auf das Vorliegen von Kupfer-Alkin-Chelatkomplexen an der Oberflache zurtick-

zufuihren, die eine Denaturierung des Proteins bewirkten.

Sowohl im Acetonitril-basierten als auch im Hexan-basierten System kénnen Alkin-
terminierte Alkyl-SAMs mit Hilfe der Click-Reaktion modifiziert werden. Insgesamt
verlauft die Reaktion in Acetonitril jedoch zuverlassiger und liefert reproduzierbare
Ergebnisse. In Hinblick auf die Erzeugung biosensorischer Monoschichten ist sie

dem Hexan-basierten Sytem daher vorzuziehen.
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6 Biorepulsive Polyaglycerol-Kopfgruppen

Neben den bewahrten Oligo- und Polyethylenglycolderivaten werden seit einiger Zeit
zunehmend polyglycerolhaltige Verbindungen zur Erzeugung biorepulsiver Oberfla-
chen eingesetzt.*****" Obwohl Polyglycerole (PG) eine Polyethylenglycol-Leitstruktur
aufweisen, unterscheiden sie sich in ihrem chemischen und physikalischen Verhalten
teilweise stark von den Glycol-basierten Verbindungen. Vor allem die hohere thermi-
sche Stabilitat und die geringere Empfindlichkeit gegen biologischen Abbau machen
die Verwendung von Polyglycerol als biorepulsive Kopfgruppe attraktiv.****?* Zudem
ist durch die stark verzweigte Struktur des Polyglycerols mit einer Verstarkung der
sterischen Repulsion zu rechnen, die zu einer Erh6hung der Biorepulsivitat fuhren
sollte.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, Polyglycerol-terminierte Schichten auf Gold und Silici-
umdioxid zu erzeugen und die modifizierten Oberflachen auf ihre proteinrepulsiven
Eigenschaften zu untersuchen. PG-terminierte SAMs auf Gold wurden durch Immobi-
lisieren entsprechend funktionalisierter Thioacetate dargestellt. PG-Filme auf Silici-
umdioxid wurden durch Polymerisation von Glycidol auf Amin-terminierten Siloxan-
SAMs oder durch direkte Polymerisation auf dem SiO,-Substrat erzeugt.

Die Proteinadsorption auf den modifizierten Proben wurde mit Hilfe der Ellipsometrie
guantifiziert. Im Fall der modifizierten Goldsubstrate wurden zusatzlich SPR-Messun-
gen durchgefuhrt.

Als Testproteine dienten neben BSA y-Globulin und Fibrinogen. Wie beim BSA
handelt es sich auch bei den anderen beiden Proteinen um Serumproteine, die in
hohen Konzentrationen im Blut vorliegen. Sie wurden vor allem wegen ihrer Funktion
im Organismus ausgewabhlt. y-Globuline werden auch als Immunoglobuline bezeich-
net und spielen als Antikorper bei Immunreaktionen des Kérpers eine bedeutende
Rolle.®¥?3% Das Protein Fibrinogen hingegen ist maRgeblich an der Blutgerinnung
beteiligt.®*>*% Die Repulsivitat einer Oberflache gegeniiber Proteinen dieser Art ist
vor allem bei medizinischen Implantaten erwinscht, um AbstoRungsreaktionen des

Kdrpers sowie Thrombosen durch Blutgerinnung zu verhindern.
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6.1 Polyglycerol-terminierte Monoschichten auf Gold

Es wurden drei Klassen von PG-terminierten Dendrimeren mit Thioacetat-Anker-

gruppe hergestellt (Abb. 59) und auf Gold immobilisiert.
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Abb. 59: Untersuchte Dendrimer-Klassen.

Die Molekile der Klassen D1(SAc) und D2(SAc) besal3en jeweils eine Thioace-
tatgruppe, Uber die eine monovalente Bindung an das Gold erfolgen sollte. Der
wesentliche Unterschied zwischen den Vertretern beider Substanzklassen bestand in
der Anzahl der PG-Substituenten im Molekil. Die Dendrimere der Klasse D3(SAc)
wiesen dagegen zwei Thioacetat-Anker auf, die eine bivalente Bindung der Molekle
an die Goldoberflache ermdglichen sollten.

Ziel der Untersuchungen war es, mogliche Zusammenhénge zwischen der Struktur
der schichtbildenden Molekile und den proteinrepulsiven Eigenschaften der resultie-
renden Monoschichten aufzudecken.

Weiterhin war geplant festzustellen, ob die Proteinrepulsivitat der Monoschichten
durch den Polymerisationsgrad der verwendeten Molekile beeinflusst wird. Hierzu
sollten innerhalb der drei Substanzklassen Molekulle mit unterschiedlicher Molmasse

untersucht werden.

Bei der PG-Kopfgruppe handelt es sich um einen sehr voluminésen Substituenten.

Es war daher davon auszugehen, dass die Dendrimer-SAMs deutlich geringere
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Packungsdichten und Schichtordnungen aufweisen als OEG-terminierte Alkanthiolat-
SAMs (Abb. 60).

PG-Kopfgruppe
Spacer
S
W

Abb. 60: Angenommene Struktur eines PG-terminierten Thiolat-SAMs auf Gold.

Bedingt durch die GroRRe der PG-Reste sollte aber trotz verminderter Packungsdichte
der Schicht eine vdllige Abdeckung des Substrats mit repulsiven Kopfgruppen ge-
wahrleistet sein. Auch sollte die lockere Packung zu einer héheren konformativen
Freiheit der Spacer und damit zu einem zusatzlichen Beitrag zur sterischen Repul-
sion fuhren. Anstatt einer Verminderung der Biorepulsivitdt wurde daher vielmehr

eine Verstarkung des Effekts durch die geringere Packungsdichte erwartet.

6.1.1 Untersuchung von PG-terminierten SAMs mit Hil fe von Ellip-

sometrie und Kontaktwinkelmessungen

Geplant war die Synthese und Untersuchung von Dendrimeren mit Molmassen
zwischen 3000 g/mol und 10000 g/mol. Es konnten jedoch keine Produkte erhalten
werden, deren mittlere Molmasse deutlich Gber 3400 g/mol lag (vgl. Kapitel 4). In
einigen Fallen wurden sogar Werte unterhalb um 1000 g/mol ermittelt. Im Folgenden
bezieht sich die Zahl im Index der Substanzbezeichnung daher auf die angestrebte
Molmasse der jeweiligen Verbindung und nicht das reale Molekulargewicht. Gleiches
gilt fur die in Graphiken und Tabellen verwendeten Bezeichnungen. Die realen
Molmassen der Substanzen sind an entsprechender Stelle im Experimentellen Teil

aufgefinhrt.
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Zunachst wurden mit den Dendrimeren der Klassen D1(SAc), D2(SAc) und D3(SAc)
SAMs gebildet, die beziglich ihrer Benetzbarkeit, ihrer Oberflachenrauhigkeit und
ihrer Schichtdicke charakterisiert wurden. In Abb. 61 sind die Ergebnisse der durch-

gefuhrten Kontaktwinkelmessungen dargestellt.
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Abb. 61: Advancing - und receding -Kontaktwinkel der Dendrimer-SAMs auf Gold.

Im Rahmen der Messgenauigkeit unterschieden sich die advancing-Kontaktwinkel
der verschiedenen SAMs sowohl innerhalb einer Dendrimerklasse als auch unter den
Klassen nicht signifikant voneinander. Es wurden Werte zwischen 18 ° und 11°
gemessen, die fur das Vorliegen von Hydroxyl-terminierten, polaren Oberflachen
sprachen.*’#*"® Ein analoges Bild ergab sich fiir die receding-Kontaktwinkel. Auch
hier wichen die ermittelten Werte nicht oder nur kaum voneinander ab. Die Kontakt-
winkel-Hysterese, deren Grol3e ein MalR fur die Uneinheitlichkeit der untersuchten
Oberflache darstellt, war fur die D1(SAc)-Dendrimere mit einem durchschnittlichen
Wert von 3 °am Kleinsten. Fur die D2(SAc)-Dendrimere betrug sie durchschnittlich
6 °und die Vertreter der Klasse D3(SAc) zeigten eine Hysterese von durchschnittlich
5° SAMs, die mit D1(SAc)-Dendrimeren gebildet wurden, schienen daher eine
einheitlichere, glattere Oberflache zu besitzen als Schichten, die durch Immobilisie-
rung von Vertretern der anderen beiden Klassen erhalten wurden. Die Gréf3e der
Kontaktwinkel-Hysteresen wies aber in allen Fallen auf das Vorliegen recht einheit-

licher Oberflachen hin.
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Durch die Kontaktwinkelmessungen konnte bestatigt werden, dass die untersuchten
Dendrimere auf Goldoberflachen einheitliche, PG-terminierte Schichten bilden. Die
Charakterisierung der Monoschichten beziiglich ihrer Schichtdicke beziehungsweise
ihrer BSA-Resistenz erfolgte durch ellipsometrische Messungen. Die Ergebnisse der

Schichtdickenmessungen sind in Abb. 62 dargestellt.
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Abb. 62: Ellipsometrische Schichtdicken der Dendrim er-SAMs.

Innerhalb einer Klasse unterschieden sich die Schichtdicken der SAMs im Rahmen
der Messgenauigkeit nicht. Ein Vergleich der Klassen untereinander zeigt, dass die
ellipsometrischen Schichtdicken der SAMs fiur die Klasse D1(SAc) mit Werten zwi-
schen 19 A und 23 A am héchsten ausfielen. Die Schichten der Klasse D3(SAc)
lagen mit Dicken zwischen 18 A und 20 A knapp darunter, obwohl innerhalb der
Fehlergrenzen kaum eine Unterscheidung méglich war. Etwas niedriger zeigten sich
hingegen die Schichtdicken der D2(SAc)-SAMs, die mit 17 A bis 18 A signifikant
unterhalb der Werte lagen, die fur die D1(SAc)-Reihe ermittelt wurden.

Wie bereits in vorherigen Kapiteln erwahnt, handelt es sich bei ellipsometrisch be-
stimmten Schichtdicken um so genannte optische Schichtdicken, die mit der Menge
an organischer Materie im Messbereich korrelieren. Die zur Schichtbildung einge-
setzten Dendrimer-Molekile bestanden im Wesentlichen aus Polyglycerol. Die
ermittelten Schichtdicken konnten daher als Mal} fur die Menge an oberflachenge-
bundenem PG betrachtet werden, die fir die drei Dendrimerklassen in der Reihen-
folge D1(SAc) > D3(SAc) > D2(SAc) abnahm.
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Ein Vergleich der ellipsometrischen Schichtdicken der Dendrimer-SAMs mit denen
EGs-terminierter Monoschichten (etwa 25 A) zeigt einen deutlichen Einfluss der
GrolRe der Kopfgruppe auf die Packungsdichte im SAM. Wie erwartet, wird die
Packungsdichte der Schicht durch die voluminbse PG-Kopfgruppe vermindert. Im
Fall der EGe-terminierten Monoschichten wurde eine Schichtdicke von etwa 24 A
gemessen. Dieser Wert ist vergleichbar mit den Schichtdicken, die fir D1(SAc)-
SAMs bestimmt wurden. In beiden Fallen lag daher eine vergleichbare Menge orga-
nischer Materie am Messpunkt vor. Da die Dendrimer-Molekilen jedoch deutlich
groRer waren, muss deren Anzahl am Messpunkt geringer gewesen sein, was mit
einer verminderten Packungsdichte korreliert. Zudem spricht die vergleichbare
ellipsometrische Schichtdicke bei verminderter Packungsdichte fur eine hohe Ober-

flachenkonzentration an PG.

Das proteinrepulsive Verhalten der Dendrimer-SAMs wurde zunachst durch Adsorp-
tionsversuche mit BSA bestimmt. Die Menge des gebundenen Proteins wurde el-

lipsometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 63 dargestellt.
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Abb. 63: BSA-Adsorption auf Dendrimer-SAMs.

Wie Abb. 63 entnommen werden kann, zeigten die SAMs der drei Dendrimer-
Klassen ein deutlich verschiedenes BSA-repulsives Verhalten. Die D1(SAc)-SAMs
zeigten durchgangig vollstandige Repulsivitdt gegeniber dem Protein. Allerdings war
es wahrend des Adsorptionsexperiments in allen Fallen zu einer Desorption von
Material aus der Schicht gekommen. Dies fuhrte zu negativen Messwerten fir die
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Schichtdicke. Bei den D2(SAc)-SAMs fihrte die Behandlung mit BSA zu einer leich-
ten Erh6hung der Schichtdicke, was die Adsorption geringer Proteinmengen anzeig-
te. Im Rahmen der Messgenauigkeit zeigten sich aber auch diese Schichten Uber-
wiegend repulsiv. Die D3(SAc)-SAMs erwiesen sich hingegen als nicht vollstandig
repulsiv. Hier wurde in allen Fallen eine Schichtdickenerhéhung von etwa 3 A beob-
achtet. Im Vergleich zur BSA-Adsorption auf unbeschichtetem Gold, die zu einer
Erhéhung der Schichtdicke um circa 20 A fiihrt, entspricht dies dennoch einer um
etwa 85 % verringerten Bindung des Proteins.

Die ellipsometrischen Daten eignen sich nur bedingt zur Beurteilung der Proteinad-
sorption auf den untersuchten Proben. Problematisch sind in diesem Zusammen-
hang Desorptionsereignisse, die wahrend des Adsorptionsexperiments auftreten und
mit Adsorptionsprozessen uberlagern konnen. Daraus resultieren Messwerte fur die
adsorbierte Proteinmenge, die nicht den realen Verhaltnissen entsprechen.

Bei den D1(SAc)-SAMs wurden Desorptionereignisse wahrend der Proteinbehand-
lung klar nachgewiesen und auch fiir die anderen beiden Dendrimer-Klassen kon-
nten derartige Prozesse nicht ausgeschlossen werden. Ob und in welchem Umfang
eine Uberlagerung zwischen Desorption und Proteinadsorption stattgefunden hat,

kann anhand der ellipsometrischen Daten nicht beurteilt werden.

Um diesen Sachverhalt zu klaren und um den Vorgang der Proteinadsorption genau-
er zu untersuchen, wurden die Adsorptionsexperimente SPR-spektroskopisch ver-
folgt.

6.1.2 SPR-spektroskopische Untersuchung der Protein adsorption

Mit Hilfe der SPR-Spektroskopie wurde die Adsorption der Proteine BSA, y-Globulin
und Fibrinogen auf den Dendrimer-SAMs bestimmt. Uber die Verschiebungen des
resonanten Einfallswinkels A®gr konnten Aussagen uber die relativen Mengen an
gebundenem Protein und die optischen Dicken der adsorbierten Proteinfilme ge-
macht werden.

Am Beispiel der Messkurve in Abb. 64 soll der Ablauf einer solchen Messung kurz

veranschaulicht werden.
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BSA
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Abb. 64: SPR-Sensogramm fir die Proteinadsorption a  uf einem D3(SAC) ggoo-SAM.

Zu Anfang einer Messung wurde solange Puffer Gber das Substrat geleitet, bis eine
stabile Grundlinie erhalten wurde. Hierdurch wurde gewahrleistet, dass sich kein
physisorbiertes Material mehr in der Schicht befand. Dem Spulschritt folgte das erste
Proteinadsorptionsexperiment. Hierzu wurde BSA-LOsung uUber die Probe geleitet.
Nach beendeter BSA-Adsorption wurde das Substrat erneut mit Puffer gespdlt, um
nicht adsorbiertes Protein zu entfernen. Dem Puffer-Spulschritt schloss sich dann ein
Spulschritt mit SDS-Lésung an, um zuvor adsorbiertes Protein vom SAM zu lésen.
Dies war notwendig, um die Probe flr weitere Proteinadsorptionsexperimente zu
regenerieren. Abschlieend wurde das Substrat wieder mit Puffer gespult, um das
SDS von der Monoschicht zu entfernen. Nach dem hier beschriebenen Messprotokoll
wurde dann auf der gleichen Probe sowohl die Adsorption von Globulin als auch die
von Fibrinogen bestimmt.

Trat im Sensogramm zwischen den Puffer-Signalen nach und vor dem Adsorptions-
experiment eine positive Differenz auf, hatte eine Bindung des jeweiligen Proteins an
die Oberflache stattgefunden. Je groRRer die Signaldifferenz war, desto mehr adsor-
biertes Protein lag vor. Mit dem fur diese Untersuchungen verwendeten SPR-
Spektrometer war es nicht moéglich, die Signaldifferenz in den SPR-Sensogrammen
guantitativ mit der Menge an gebundenem Protein zu korrelieren. Diese Information
wurde aus der adsorptionsbedingten Verschiebung des Resonanzminimums erhal-

ten.
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6.1.2.1 Untersuchung der Dendrimere der Klasse D1(S  Ac)

Die SPR-Sensogramme der verschiedenen Adsorptionsexperimente sind in Abb. 65

dargestellt. Ebenfalls aufgeftihrt sind die Verschiebungen des resonanten Einfalls-

winkels A®g g und die berechneten Schichtdicken der Proteinfilme.
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Abb. 65: SPR-Sensogramme und Resonanzwinkelverschie
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Die Proteinlosungen wurden in der Regel zehn Minuten Uber die Proben geleitet. In
einigen Fallen war bereits vor Ablauf dieser Zeit ein konstantes Signal im Sen-
sogramm zu beobachten gewesen. Hier wurde das Adsorptionsexperiment friher
beendet. Gleiches gilt fir die Spulschritte nach der Adsorption. Bei den in Abb. 65
dargestellten Sensogrammen wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit auf die
Abbildung des gesamten Splulschritts verzichtet.

Aus Abb. 65 geht hervor, dass die untersuchten SAMs die Adsorption der drei Test-
Proteine stark reduzierten und oft sogar ganz unterdrickten. Besonders gegenuber
BSA zeigten alle SAMs stark repulsives Verhalten. Bei den Schichten aus den
Dendrimeren D1(SAC) 3000 und D1(SAC)so00 trat wahrend der BSA-Adsorption gering-
fugige Desorption auf. Eine Bindung des Proteins auf den Schichten war nicht er-
kennbar. Die aus den Verbindungen D1(SAC)s000 Und D1(SAC) 10000 €rhaltenen SAMs
reduzierten die BSA-Adsorption um nahezu 99 % und waren damit auch als repulsiv
einzustufen.

Verglichen mit den EGsg-terminierten Monoschichten zeigten die Dendrimer-SAMs
eine deutlich geringere BSA-Adsorption, was flr einen starkeren repulsiven Effekt
der PG-Kopfgruppe spricht.

Die D1(SACc) 3000- und D1(SAC) g000-SAMs zeigten sich auch gegeniber y-Globulin und
Fibrinogen weitestgehend resistent. Gegenuber beiden Proteinen wurde eine Uber
99 prozentige Repulsivitat festgestellt. Auf den D1(SAC)eo00- Und D1(SAC) 10000-SAMs
fand hingegen in beiden Fallen eine geringfiigige Adsorption statt. Die Verminderung
der Proteinbindung betrug aber auch fur diese Schichten tber 95 %.

Warum sich einige der D1(SAc)-SAMs in ihrer proteinrepulsiven Wirkung voneinan-
der unterschieden, konnte nicht geklart werden. Dieses Ergebnis war unerwartet, da
aufgrund der sehr ahnlichen mittleren molaren Massen der Thioacetate von einem
weitgehend identischen Schichtbildungsverhalten ausgegangen wurde. Ein systema-
tischer Zusammenhang zwischen Repulsivitat und angestrebter Molmasse war nicht
erkennbar. Auf den mit der angestrebten Molmasse steigenden Gehalt an unfunk-
tionalisiertem PG im Dendrimer (vgl. Schema 25 in Abschnitt 4.6.1.3) konnte der
Effekt daher nicht zuriickgefuhrt werden. Vermutlich waren aus der Synthese stam-
mende schwefelhaltige Nebenprodukte fir dieses Phanomen verantwortlich, indem
sie die Schichtbildung und Struktur des resultierenden SAMs ungunstig beeinflusst

haben.
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6.1.2.2 Untersuchung der Dendrimere der Klasse D2(S  Ac)

Die Ergebnisse der SPR-spektoskopischen Untersuchungen der Proteinadsorption

auf D2(SAc)-Monoschichten sind in Abb. 66 dargestellt.
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Abb. 66: SPR-Sensogramme und Resonanzwinkelverschie
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Gegenuber BSA zeigten SAMs der Vertreter D2(SAC)s000 Und D2(SAC)s000 €inen
deutlichen Effekt. Beide Substanzen verminderten die Adsorption des Proteins um
circa 99 % und waren als resistent einzustufen. Demgegenuber erwies sich die BSA-
Repulsivitat des D2(SAc)10000-SAMs als weniger stark ausgepragt. Dennoch fand
auch hier eine etwa 90 prozentige Inhibierung statt.

Im Gegensatz zu BSA zeigten die Testproteine y-Globulin und Fibrinogen auf allen
untersuchten Proben deutliche Adsorption. In beiden Fallen schnitten die
D2(SACc) s000-Schichten mit um 84 % beziehungsweise 81 % verminderter Proteinbin-
dung gegenuber der Goldreferenz am besten ab. Die D2(SAC) 10000-SAMS zeigten mit
Inhibierungen zwischen 73 % und 74 % bereits einen deutlich geringeren Effekt.
Schlusslicht bildeten die D2(SAc)s000-Schichten. Hier konnten fir y-Globulin und
Fibrinogen nur noch um 67 % beziehungsweise 61 % reduzierte Adsorptionen fest-

gestellt werden.

Wie bei den Dendrimeren der Klasse D1(SAc) unterschieden sich auch die Verbin-
dungen der Klasse D2(SAc) nur unwesentlich in ihrer mittleren molaren Masse.
Trotzdem hingen auch hier die proteinrepulsiven Eigenschaften der SAMs von dem
zur Schichtbildung eingesetzten Dendrimer ab.

Ein systematischer Zusammenhang zwischen dem repulsiven Verhalten der SAMs
und der angestrebten Molmasse der Dendrimere trat auch fur die D2(SAc)-Reihe
nicht auf. Eine Beeinflussung der SAM-Bildung durch unfunktionalisiertes PG in den
schichtbildenden Substanzen konnte daher auch hier ausgeschlossen werden. Im
Vergleich zu den SAMs der D1(SAc)-Klasse zeigten die D2(SAc)-Schichten eine
starke Variation in der Proteinrepulsivitat. Dies deutete auf das Vorliegen von deut-
lich verschiedenen Schichtstrukturen innerhalb der Klasse der D2(SAc)-SAMs hin,
die vermutlich wieder durch schwefelhaltige Nebenprodukte in den zur SAM-Bildung
eingesetzten Substanzen verursacht wurden.

Bemerkenswert war in diesem Zusammenhang auch, dass die Resistenz einer
Schicht gegen ein Testprotein keine Aussagen Uber die Repulsivitat des Systems
gegeniber anderen Proteinen zulieR. So zeigten sich D2(SAC)3000-SAMs als voll-
standig BSA-resistent, wogegen sie gegenuber der Adsorption von y-Globulin und
Fibrinogen die geringste Wirksamkeit aller getesteten D2(SAc)-Schichten aufwiesen.
An diesem Beispiel wird die unterschiedlich starke Adsorptionsféahigkeit der verschie-
denen Proteine deutlich. Gegen das relativ kleine BSA-Molekil zeigten sich die
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D2(SAc)3000-SAMs noch resistent. Die grol3eren Proteine y-Globulin und Fibrinogen
zeigten hingegen eine wesentlich gréRere Tendenz zur Bindung an die Dendrimer-
modifizierten Oberflachen.

Untersuchungen beziglich der Bindungsfahigkeit der verwendeten Testproteine auf
Methyl- und Hydroxyl-terminierten SAMs haben eine in der Reihenfolge Fibrino-
gen > BSA > y-Globulin abnehmende Adhéasionsstéarke ergeben.®®"3% Es ist jedoch
bekannt, dass die jeweilige Bindungsaffinitat stark von den physikalisch-chemischen
Eigenschaften der betrachteten Oberflache beeinflusst wird.*®"*® Fir die hier unter-
suchten PG-terminierten D2(SAc)-SAMs wurde eine in der Reihenfolge Fibrino-

gen = y-Globulin > BSA abnehmende Adhasionsstarke bestimmt.

Verglichen mit SAMs der Dendrimerklasse D1(SAc) zeigten die D2(SAc)-Schichten
generell eine geringer ausfallende Repulsivitat. Dies deutete auf einen grundsatz-
lichen strukturellen Unterschied zwischen SAMs der Klassen D1(SAc) und D2(SAc)

hin, der zu verschieden stark ausgepragtem proteinrepulsivem Verhalten flhrte.

6.1.2.3 Untersuchung der Dendrimere der Klasse D3(S Ac)

SAMs von drei Vertretern der Klasse D3(SAc) wurden mit Hilfe der SPR-
Spektroskopie bezlglich ihrer proteinrepulsiven Eigenschaften untersucht. Die

Ergebnisse der BSA-Adsorptionsexperimente sind in Abb. 67 dargestellt.
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Abb. 67: SPR-Sensogramme und Resonanzwinkelverschie
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Die BSA-Adsorption wurde durch die D3(SAc)-SAMs zwar vermindert, fand jedoch
noch in ausgepragtem Malie statt. Die hochste Inhibierung von 76 % wurde fur die
D3(SAc) 10000-SAMs beobachtet, gefolgt von den D3(SAC) gooo-Schichten mit einer um
66 % verminderten Adsorption. Die D3(SAc)z000-SAMs zeigten mit einer nur 46
prozentigen Reduzierung der Proteinbindung die geringste Wirksamkeit.

Wie auch bei den Dendrimerklassen D2(SAc) und D3(SAc) unterschieden sich die
verschiedenen Vertreter der D3(SAc)-Klasse in ihrer realen mittleren molaren Masse
kaum voneinander. Der beobachtete Trend einer Erh6hung der BSA-Repulsivitat mit
steigender angestrebter Molmasse war demnach nicht mit den wirklichen
Molekulargewichten der Substanzen korrelierbar. Fur die beobachteten Unterschiede
waren vermutlich wieder Nebenprodukte in den schichtbildenden Substanzen
verantwortlich.

Unter allen untersuchten PG-terminierten Monoschichten zeigten die D3(SAc)-SAMs
die am schwéchsten ausgepragte BSA-Repulsivitat. Dies deutet auf eine im Ver-
gleich zu den SAMs der anderen Dendrimerklassen verschiedene Struktur der
D3(SAc)-Schichten hin. Es ist aber auch denkbar, dass die Anwesenheit der zwei
kationischen Zentren in den D3(SAc)-Molekilen fur die geringe Proteinrepulsivitat
der SAMs verantwortlich war. Eventuell kam es hierdurch zu attraktiven elektrosta-
tischen Wechselwirkungen zwischen der Monoschicht und den Testproteinen, die
beim pH-Wert des verwendeten Puffers (pH = 7.0) negativ geladen sind.*®%3% |n
diesem Zusammenhang kann sich auch die geringe mittlere Molmasse der Dendri-
mere unginstig ausgewirkt haben: Ein zu kleiner dendritischer Molekulteil hatte den
Abstand zwischen Ammonium-Stickstoff und Protein verkleinern und zu signifikanter

elektrostatischer Anziehung fuhren kdnnen.

Die Ergebnisse der y-Globulin- und Fibrinogen-Adsorptionsexperimente sind in den
Abb. 68 und Abb. 69 dargestellt.
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Verbindung AO:r [ rel. Adsorption [%]  [Schichtdicke [A]
T D3(SAC) 10000 | (4.99 +0.14)-107 58+0.2 25+0.1
_:'§ (6.47 +0.12)-10 75+0.1 3.2+0.1
;é:, D3(SAC)000 | (8.80 +0.08)-10° 10.1+0.1 44+0.1
= Au (8.67 £ 0.05)-10™ 100 44.0+1.3

200 400 600 800 1000

Zeit [s]

o

Abb. 68: SPR-Sensogramme und Resonanzwinkelverschie

Adsorption auf D3(SAc)-SAMs.

bungen fur die y-Globulin-

—>

Intensitat

Verbindung AG:r[1 rel. Adsorption [%]  [Schichtdicke [A]
D3(SAC) 10000 | (9.89 +0.10)-10 10.3+0.1 49+0.2
(8.50 £0.18)-10” 8.9+0.2 42+0.2
D3(SAC) 4000 | (1.45+0.01)-10" 15.1+0.1 7.2+0.2
Au (9.60 £0.04)-10" 100 48.7+1.4

0 200 400 600 800 1000

Zeit [s]

Abb. 69: SPR-Sensogramme und Resonanzwinkelverschie

Adsorption auf D3(SAc)-SAMs.

bungen fiur die Fibrinogen-

Die Mengen von adsorbiertem Protein fielen fur y-Globulin und Fibrinogen wesentlich

geringer aus als fur BSA. Dieses Phanomen war allerdings nicht auf eine starker

ausgepragte Repulsivitat der D3(SAc)-SAMs gegeniiber diesen Proteinen zurtickzu-

fuhren. Vielmehr war der Grund fir dieses Verhalten, dass die zuvor eingesetzten

Testproteine nach der Adsorption durch Spilen mit SDS-Lésung nur unvollstandig

von der untersuchten Monoschicht entfernt werden konnten. Die auf den Oberflachen

zurickgebliebenen Proteinreste bewirkten dann eine Abnahme der unspezifischen

Proteinadsorption in angeschlossenen Experimenten. Dass adsorbierte Proteinfilme

in den meisten Fallen keine unspezifische Wechselwirkungen mit anderen Proteinen

eingehen, ist bekannt und konnte auch experimentell nachgewiesen werden.

387,392-396
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Bei Betrachtung der SPR-Sensogramme in Abb. 68 und Abb. 69 wird weiterhin
deutlich, dass zu Anfang der y-Globulin- und Fibrinogen-Adsorption Desorptionser-
eignisse stattfanden. Diese fuhrten zur Ausbildung eines Plateaus oder eines Mini-
mums im vorderen Teil der Adsorptionskurven. Dieses Phanomen wurde auch bei
der Proteinadsorption auf anderen SAMs beobachtet und kann auf eine Relaxation
der Proteinmolekiile auf der Oberflache zuriickgefiihrt werden.®®3® Im ersten Schritt
der Adsorption werden die Proteinmolekile in ihrer nativen Form reversibel auf der
Oberflache gebunden. Dieser Vorgang verlauft zu Anfang sehr schnell und verlang-
samt sich mit steigendem Bedeckungsgrad des Substrats. Die gebundenen Protein-
molekille beginnen dann zu relaxieren, um ihre Wechselwirkung mit der Oberflache
zu maximieren. Die Relaxation umfasst sowohl Reorientierungsprozesse, bei denen
die native Form erhalten bleibt als, auch die Denaturierung, bei der sich das Protein
entfaltet. In jedem Fall steigt durch die Relaxation der Platzbedarf des Proteins.
Daher ist mit diesem Prozess immer das Besetzen benachbarter Adsorptionspléatze
verbunden. Sind die umgebenden Adsorptionsplatze mit nativem Protein belegt,
findet dessen Desorption statt. Die Geschwindigkeit der Relaxation und damit auch
die Geschwindigkeit der durch sie verursachten Desorption werden durch die Ober-
flachenkonzentration von nativem Protein bestimmt. Sie ist daher zu Beginn des
Adsorptionsprozesses am hoéchsten und nimmt dann ab. Tritt der Fall ein, dass die
Desorptionsgeschwindigkeit hoher als die momentane Adsorptionsgeschwindigkeit
wird, kommt es zu einer temporaren Verminderung des Bedeckungsgrades. Nach
Verlangsamung der Relaxation wird der Adsorptionsprozess wieder durch die Ad-

sorption dominiert und die Adsorptionskurve kehrt zu ihrer gewohnten Gestalt zuriick.

Im Fall der y-Globulin- und Fibrinogen-Adsorption auf den D3(SAc)-SAMs kann
davon ausgegangen werden, dass die aufgetretene Relaxation maf3geblich auf eine
Denaturierung der Proteine zurtickzufihren war. Hierfir spricht, dass die festgestellte
Menge an irreversibel adsorbiertem Protein mit der Starke des beschriebenen Effekts

korrelierte.

Neben der Menge an gebundenem Protein ist das Relaxationsverhalten von adsor-
biertem y-Globulin und Fibrinogen die entscheidende Eigenschaft, durch die sich die
D3(SAc)-Schichten voneinander unterscheiden. Die D3(SAC)s000-SAMs zeigen

sowohl im y-Globulin- als auch im Fibrinogen-Adsorptionsexperiment eine sehr
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schnelle anfanglich Relaxation. Bei den D3(SAC) sogo- und D3(SAC) 10000-SAMSs ist der
Effekt in etwa gleich stark ausgepragt, insgesamt jedoch geringer.

Das ungewothnliche Relaxationsverhalten der D3(SAc)-SAMs ist vermutlich auf
Besonderheiten in der Struktur der Schichten zurtickzufihren. Eine Beeinflussung
des Phanomens durch die Proteinriickstdande auf den Schichten konnte jedoch

ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.

6.1.3 Vergleich der ellipsometrischen und SPR-spekt roskopischen

Ergebnisse fir die Proteinadsorption

Mit Hilfe der SPR-spektroskopischen Daten sollte geklart werden, ob die ellipso-
metrisch bestimmte Proteinadsorption fir die Dendrimere-SAMs durch Schichtde-
sorption verfalscht wurden. Die Ergebnisse beider Untersuchungen sind in Abb. 70
zusammengefasst. Die Adsorption ist relativ zur Schichtdickendifferenz Ad bezie-
hungsweise zur Verschiebung des resonanten Einfallswinkels A®g r angegeben, die

fur die BSA-Adsorption auf unbehandelten Goldsubstraten ermittelt wurden.

Ellipsometrie SPR
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Abb. 70: Ellipsometrisch und SPR-spektroskopisch be stimmte BSA-Adsorption auf PG-
terminierten SAMs, Ad(BSA) o, =20 A = 100 %, AGg g (BSA) A, = 0.395 °= 100 %.

Wie den ellipsometrischen Daten in Abb. 70 entnommen werden kann, trat bei den
D1(SAc)-Schichten wéhrend des Adsorptionsexperiments durchgangig eine leichte

bis mittelstarke Schichtdesorption auf. Hieraus ergaben sich negative Werte fir die
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relative Adsorption. Im Rahmen der Messgenauigkeit stimmten die ellipsometrischen
Ergebnisse aber weitgehend mit der SPR-spektroskopisch ermittelten BSA-Resistenz
der SAMs Uberein. Die einzige Ausnahme bildeten die D1(SAc)go0o-SAMs. Hier kam
es zu grol3eren Abweichungen.

Fur die D2(SAc)-Schichten stimmten die Ergebnisse beider Verfahren sehr gut
Uberein. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die ellipsometrisch be-
stimmten Werte nicht durch Desorptionsereignisse wahrend der BSA-Adsorption
verfalscht wurden.

Im Fall der D3(SAc)-Monoschichten lieferten die beiden Methoden jedoch deutlich
unterschiedliche Resultate. Die ellipsometrischen Messungen sprachen bei allen
SAMs fur eine moderate BSA-Adsorption im Bereich von 15 % bis 20 %. SPR-
spektroskopisch wurden jedoch viel hohere Adsorptionen festgestellt. Zudem variier-
ten die hier festgestellten BSA-Mengen auf den verschiedenen D3(SAc)-SAMs stark.
Fir die D3(SAC)000-Schichten war die Adsorption mit rund 54 % am starksten aus-
gepragt und fur die D3(SAC) 10000-SAMs mit 24 % am schwachsten. Die D3(SAC) sooo-
SAMs zeigten eine dazwischen liegende Adsorption.

Die deutlich hoheren SPR-spektroskopisch bestimmten Werte fur die BSA-
Adsorption deuten darauf hin, dass es bei der ellipsometrischen Methode zu teilwei-
se starker Schichtdesorption gekommen war. Die Uberlagerung einer solchen De-
sorption mit der BSA-Adsorption fuhrt zu falschen, deutlich zu kleinen ellipsometri-
schen Schichtdicken, aus denen zu geringe relative Adsorptionen resultieren. Die
Starke des Effekts nahm in der Reihenfolge D3(SAC)4000 > D3(SAC)so00 >
D3(SAc) 10000 @b, wogegen die BSA-Repulsivitét in dieser Reihenfolge zunahm.

Die Ergebnisse der Untersuchung machen deutlich, dass die ellipsometrische Be-
stimmung der Proteinadsorption zu falschen Ergebnissen fiihren kann. Eine Verifizie-

rung der ellipsometrischen Daten durch eine andere Methode ist daher anzuraten.

6.2 Polymerisation von Glycidol auf Oberflachen

Zur Erzeugung biorepulsiver Oberflachen wurde neben der Bildung von SAMs auch
das Aufpolymerisieren von Glycidol auf Hydroxyl- und Amino-terminierte Substrate

untersucht. Ein direktes Aufbringen der PG-Schicht auf die Oberflachen wirde
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gegenuber der Modifizierung mit SAMs einige Vorteile bieten. So ware diese Metho-
de beispielsweise nicht auf die oft aufwendige Synthese funktionalisierter SAM-
bildender Substanzen angewiesen. Der wesentliche Vorteil lage aber in der mogli-
chen Anwendbarkeit des Verfahrens auf eine grol3e Breite technisch relevanter
Materialien wie Kunststoffe, Glas, Keramiken oder Metalle. Hierdurch kdonnten bio-
inerte Beschichtungen auch auf Oberflachen zuganglich werden, deren Modifikation

mit SAMs problematisch ist.

Als Hydroxyl-terminierte Modelloberflachen fir das Aufpolymerisieren von Glycidol
dienten Silicium-Wafer mit nativer Oxidschicht. Als Amino-terminierte Oberflachen

wurden 3-Aminopropylsiloxan-SAMs eingesetzt.

6.2.1 Polymerisation von Glycidol auf 3-Aminopropvl siloxan-SAMs

Die Amino-terminierten SAMs wurden durch die Immobilisierung von 3-Aminopropyl-
trimethoxysilan (APTMS) auf der nativen Oxidschicht von Silicium(100)-Wafern
dargestellt.**® Die APTMS-SAMs wurden dann mit einer Lésung von Glycidol in
Toluol behandelt. Durch die Aminogruppen wurde die Polymerisation gestartet und

es fand die Bildung eines PG-Films an der Oberflache statt (Schema 38).

/ / / /
HoN  H,N  HoN H,N HN HN HN HN
S S U S e
o (o) o) (o) (o) (o) o) (o)
| | | ] n | | | | n
k/SIOZ\j k/sm)z\j
o

Schema 38: Polymerisation von Glycidol auf einem AP~ TMS-SAM.

Die gebildeten PG-Filme wurden zuné&chst durch Kontaktwinkelmessungen charakte-
risiert. Von besonderem Interesse war hierbei der Einfluss der Beschichtungsdauer
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auf die Schichteigenschaften. Die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen sind in
Abb. 71 dargestellt.
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Abb. 71: Zeitabhédngige Messung der a dvancing - und receding -Kontaktwinkel der PG-Filme auf
APTMS-SAMs.

Mit steigender Beschichtungsdauer war ein stetiger Abfall des advancing-Kontakt-
winkels zu beobachten, was fur einen zunehmend hydrophilen Charakter der Ober-
flachen sprach. Werte, die fur Uberwiegend Hydroxyl-terminierte Oberflachen spra-
chen, traten aber erst bei Beschichtungsdauern von 1000 Minuten auf. Die Kontakit-
winkel-Hysterese nahm mit der Beschichtungsdauer zunéchst leicht zu und dann
wieder ab. lhr Verlauf kann wie folgt interpretiert werden: Zu Anfang der Filmbildung
wurde die Polymerisation an mehreren Stellen auf der Oberflache gestartet. Hier-
durch bildeten sich PG-Inseln auf dem SAM und die Rauhigkeit der Oberflache nahm
zu. Mit fortschreitender Polymerisation wuchsen die Inseln dann zusammen, wo-
durch sich die Oberflachenrauhigkeit verminderte, was zu einer Absenkung der
Kontaktwinkel-Hysterese fihrte.

Verglichen mit den Kontaktwinkeln der PG-terminierten Dendrimer-SAMs waren
sowohl der advancing-Kontaktwinkel als auch die Kontaktwinkel-Hysterese der PG-
Filme nach 1000-minitiger Beschichtung deutlich erhdht. Dies sprach fur eine starker
uneinheitliche Struktur der aufgewachsenen Schicht. Neben Hydroxylgruppen wur-

den vermutlich auch CH-O- und CH,-O-Funktionalititen exponiert, wodurch der
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Kontaktwinkel stieg. Hervorgerufen wurde die Uneinheitlichkeit der PG-Schichten
wahrscheinlich durch die Struktur der Siloxan-SAMs. Die vor der Beschichtung
gemessenen Kontaktwinkel deuteten auf eine ungeordnete Struktur der APTMS-
Schichten hin (Eintrdge fur t=0 min in Abb. 71). Amino-terminierte Oberflachen
zeigen Ublicherweise advancing-Kontaktwinkel von circa 20 °*° Die mit APTMS
beschichteten Substrate wiesen dagegen deutlich héhere Werte von 52 °auf. Auch
wurde eine Kontaktwinkel-Hysterese von 9 °festgest ellt. Beides wies auf eine unge-
ordnete Oberflache hin, die nicht rein Amino-terminiert war.

Die ellipsometrische Untersuchung der APTMS-SAMs sprach ebenfalls gegen eine
wohl definierte Schichtstruktur. Mit circa 16 A lag die direkt nach der Beschichtung
ermittelte Schichtdicke deutlich Uiber dem berechneten Maximalwert von 7.7 A. Erst
eine angeschlossene Behandlung der Substrate mit Wasser und Ultraschall fiihrte zu
Schichtdicken, die mit etwa 9 A in der Nahe des erwarteten Werts lagen.

Es ist bekannt, dass die Beschichtung von Siliciumdioxid mit APTMS und &hnlichen
Amino-terminierten Silanen oft nicht zu definierten Monoschichten fuhrt, sondern
dass die Bildung von Multilagen auftritt.****°* Die Multilagen exponieren neben
Aminogruppen auch Teile der Alkylketten, was zu advancing-Kontaktwinkeln zwi-
schen 50 ° und 70 ° filhrt. “°%4°* Zudem sind die Oberflachen der Schichten recht
uneinheitlich und zeigen eine ausgepragte Kontaktwinkel-Hysterese.

Es kann daher davon ausgegangen werden, dass auch bei der Beschichtung der
Substrate mit APTMS die Bildung von Multilagen stattgefunden hat, was zu einer
ungeordneten Schichtstruktur und zu hohen Schichtdicken fuhrte. Diese Defekte

wurden offensichtlich in die Struktur des aufwachsenden PG-Films Ubertragen.

Die Ermittlung der Schichtdicke der PG-Filme und die Bestimmung der BSA-
Repulsivitat erfolgte tUber ellipsometrische Messungen. Die Ergebnisse der Untersu-

chungen sind in Abb. 72 wiedergegeben.
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Abb. 72: Ellipsometrisch bestimmte PG-Schichtdicke (A) und BSA-Adsorption (B).

Das Schichtdickenwachstum der PG-Filme erfolgte langsam und erst nach einer
Beschichtungszeit von 1000 Minuten wurden PG-Schichtdicken von mehr als 25 A
erhalten. Der Verlauf des Schichtwachstums korrelierte mit der Abnahme des advan-
cing-Kontaktwinkels. Auch die BSA-Adsorption verringerte sich mit steigender Be-
schichtungsdauer kontinuierlich. Nach einer Polymerisationszeit von 1000 Minuten
zeigten die Proben eine um 84 % verringerte Bindung des Proteins. Vollstandige
Repulsivitat wurde aber nicht erreicht. Das beobachtete teilrepulsive Verhalten der
PG-Schichten war vermutlich auf einen ungunstigen Einfluss des APTMS-SAMs auf
die Struktur der PG-Schicht zuriickzufiihren. Diese Annahme liegt nahe, da bei einer
Schichtdicke von tiber 25 A der Kontakt zwischen Protein und Substrat ausgeschlos-

sen werden kann.

Die hier vorgestellten Ergebnisse bestatigen, dass die Polymerisation von Glycidol
auf Amino-terminierten APTMS-SAMs stattfindet. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die gebildeten PG-Filme fest an das Substrat gebunden sind und die BSA-
Adsorption signifikant vermindern.

6.2.2 Polymerisation von Glycidol auf Siliciumdioxi d

Die Polymerisation von Glycidol auf Siliciumdioxid ist in Schema 39 dargestellt. Die
Hydroxylgruppen, mit denen die Oxidschicht terminiert ist, greifen das Glycidol

nukleophil an und wirken als Polymerisationsstarter.
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Schema 39: Bildung eines PG-Films auf Siliciumdioxi  d.

Der zeitliche Verlauf der Filmbildung wurde mit Hilfe von Kontaktwinkelmessungen
verfolgt. Die Ergebnisse sind in Abb. 73 aufgefuhrt. Die Kontaktwinkel der unbe-
schichteten Siliciumdioxid-Oberflachen waren sehr klein, und konnten mit der sessile

drop-Methode nicht bestimmt werden. Daher sind sie nicht angegeben.
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Abb. 73: Zeitabhangige Messung der a dvancing - und receding -Kontaktwinkel der PG-Filme auf

Siliciumdioxid.

Der advancing-Kontaktwinkel stieg zu héheren Beschichtungszeiten hin zun&chst an.
Er erreichte bei etwa 24 ° ein Maximum und fiel dann wieder ab, bis nach einer
Reaktionszeit von 1000 Minuten der Endwert von circa 16 ° erreicht wurde. Das
anfangliche Ansteigen des Kontaktwinkels ist auf die Bedeckung der stark polaren
Siliciumdioxid-Oberflache mit PG zurtickzufiihren. Zuerst bilden sich PG-Inseln auf

dem Substrat, die Hydroxylgruppen sowie CH-O- und CH,-O-Gruppen exponieren.



160 6 Biorepulsive Polyglycerol-Kopfgruppen

Mit fortschreitender Polymerisation wachsen die Inseln zusammen und exponieren
hauptsachlich Hydroxylgruppen. Hierdurch nimmt die Polaritat der Oberflache zu und
der Kontaktwinkel fallt ab. Der Kontaktwinkel von 16 ° ist charakteristisch fir eine
Hydroxyl-terminierte organische Schicht und spricht fir einen geschlossenen PG-
Film auf der Oberflache. Der zeitliche Verlauf der Kontaktwinkel-Hysterese stlitzt
diese Annahme. Zu Anfang der Reaktion ist die Hysterese mit etwa 7 °am gréf3ten,
da durch das Inselwachstum die Uneinheitlichkeit der Oberflache zunimmt. Mit dem
Zusammenwachsen der Inseln nimmt die Oberflachenrauhigkeit wieder ab und die

Kontaktwinkel-Hysterese sinkt.

Die Ergebnisse der ellipsometrischen Schichtdickenbestimmung der PG-Filme und

der BSA-Adsorption sind in Abb. 74 zusammengefasst.
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Abb. 74: Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicke (A) und BSA-Adsorption (B).

Wie im Fall der Filmbildung auf den APTMS-SAMs war auch hier ein sehr langsames
Schichtdickenwachstum zu beobachten. Bis zu einer Beschichtungszeit von
100 Minuten schien naherungsweise keine Filmbildung stattgefunden zu haben. Bei
Reaktionszeiten von 1000 Minuten wurden aber auch auf Siliciumdioxid PG-
Schichten mit einer Dicke von etwa 25 A gebildet.

Vor dem Hintergrund des sehr langsamen Wachstums der PG-Schicht war es ver-
wunderlich, dass die BSA-Adsorption auf den Proben schon nach kurzen Beschich-
tungszeiten stark vermindert war. Nach einer Reaktionszeit von 100 Minuten trat
sogar vollige Resistenz auf. Die gemessene Schichtdicke des PG-Films betrug nach

dieser Beschichtungszeit jedoch nur 2.5 A, was etwa einer halben Monolage oberfl&-
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chengebundenem Glycerol entsprache. Eine solche Schicht durfte keine proteinre-
pulsiven Eigenschaften aufweisen. Die wirklichen Dicken der PG-Schichten missen
demnach deutlich gré3er gewesen sein als die ellipsometrisch bestimmten. Erklarbar
wird das Phanomen unter der Annahme, dass es wahrend der Polymerisationsreak-
tion zu einem Abbau der nativen Siliciumdioxid-Schicht gekommen ist. Diese war im
Mittel 22 A dick. Bei einem vollstandigen Abbau wirde eine gemessene PG-
Schichtdicke von 2.5 A einer wahren Filmdicke von 24.5 A entsprechen. Durch PG-
Filme dieser Dicke lie3e sich die beobachtete BSA-Resistenz erklaren.

Ein moglicher Mechanismus fur den Abbau der Siliciumdioxid-Schicht ist in Schema
40 dargestellt.

OH
—o\ ——OH
2 —O—Si—O—PG—\ —> [2—oH +
—O OH —OH

Schema 40: Moéglicher Mechanismus zum Abbau der nati  ven SiO »-Schicht.

Am Beispiel der Reaktion von Siliciumdioxid mit Ethylenglycol-Derivaten konnte die
Bildung analoger zyklischer Silicate nachgewiesen werden.*%

Ob der Abbau der Siliciumdioxid-Schicht vor der Bildung des PG-Films stattgefunden
hatte, oder Teile des bereits ausgebildeten Films mit der Schicht abgelést wurden,

konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Bildung biorepulsiver PG-Filme auf
Siliciumsubstraten mdglich ist. Durch die Reaktion kommt es allerdings zu einem
Abbau der nativen Oxidschicht. Ob sich dieses Verfahren zur Erzeugung von PG-
Filmen auf Glas eignet, ist daher fraglich. Eine Anwendung auf Keramiken und
Metallen scheint aber viel versprechend.
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6.3 Zusammenfassung des Kapitels Biorepulsive Polyq ly-

cerol-Filme

Zur Ausstattung von Oberflachen mit biorepulsiven PG-Filmen wurden zwei unter-
schiedliche Verfahren entwickelt und untersucht. Hierbei handelte es sich zum Einen
um die Bildung von PG-terminierten SAMs auf Gold. Bei dem zweiten Verfahren
wurden PG-Filme direkt auf Amino- und Hydroxyl-terminierte Oberflachen polymeri-
siert.

Fur die Bildung der SAMs auf Gold wurden drei verschiedene Klassen von PG-
terminierten Undecylthioacetaten verwendet. Durch ellipsometrische Messungen und
Bestimmung des Kontaktwinkels konnte fur alle Substanzklassen die Ausbildung
geordneter Monoschichten bestatigt werden. Die Repulsivitat der SAMs gegentber
den Testproteinen BSA, y-Globulin und Fibrinogen wurde mit Hilfe der SPR-
Spektroskopie ermittelt. In diesen Untersuchungen zeigten samtliche Schichten eine
starke Verminderung der Adsorption aller drei Testproteine. Die Starke des repulsi-
ven Verhaltens hing in erster Linie von der Struktur der zur Schichtbildung eingesetz-
ten Verbindungen ab. Die Substanzklasse D1(SAc) erwies sich in diesem Zusam-
menhang als besonders aktiv und lieferte vollstandig resistente Monoschichten.
Neben der SPR-Spektroskopie wurde auch die Ellipsometrie zur Bestimmung der
Proteinadsorption auf den PG-terminierten SAMs eingesetzt. Ein Vergleich der
ellipsometrisch und SPR-spektroskopisch ermittelten Daten zeigte jedoch, dass die
Ellipsometrie teilweise zu fehlerhaften Ergebnissen fuhrte und deshalb nur bedingt
zur Beurteilung der Proteinadsorption geeignet war.

Die Bildung von PG-Filmen auf Amino-terminierten Oberflachen wurde durch die
Polymerisation von Glycidol auf 3-Aminopropylsiloxan-SAMs erreicht. Ellipsometri-
sche Messungen und Bestimmung des Kontaktwinkels bestétigten das Wachstum
des PG-Films. Es bildeten sich Schichten, die die Adsorption von BSA um 84 %
verringerten. Eine vollstandige Repulsivitdt konnte aber nicht erreicht werden. Als
Grund hierfur wurden Inhomogenitaten im PG-Film vermutet. Hierauf deuteten die
gemessenen Kontaktwinkel und vor allem eine stark ausgepréagte Kontaktwinkel-
Hysterese hin.

Analog wurden PG-Filme durch die Polymerisation von Glycidol auf der nativen
Oxidschicht von Silicium erhalten. Kontaktwinkelmessungen und Ellipsometrie zeig-



6 Biorepulsive Polyglycerol-Kopfgruppen 163

ten die Bildung von homogenen PG-Filmen an, die BSA-Resistenz aufwiesen. Es
wurde festgestellt, dass wahrend der Polymerisation ein vermutlich vollstandiger
Abbau der Siliciumdioxid-Schicht auftrat. Daher ist anzunehmen, dass der PG-Film
nicht an die Oxidschicht, sondern an das darunter liegende Silicium gebunden vor-
lag.
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7 Proteinresistenzgradienten

Um Oberflachengradienten zu erzeugen, mussen Substrate generiert werden, die
mindestens zwei verschiedene Funktionalitdten exponieren. Weiterhin darf die
Mischung beider Funktionalitdten auf dem Substrat nicht einheitlich sein, sondern
muss einem Konzentrationsprofil folgen.

In diesem Zusammenhang ist die IPER-Methode entwickelt worden, die eine genaue
Einstellung der lokalen molekularen Zusammensetzung von selbstanordnenden
Monoschichten erlaubt (vgl. Abschnitt 1.5.2). Neben der Einfihrung elektrochemisch

274

aktiver Gruppen in SAMs“™™ wurde dieser Prozess bereits zur Erzeugung von Polari-

tatsgradienten im ZentimetermaRstab verwendet.”’?"®

Unter Verwendung der IPER-Methode wurden Biorepulsivitats-Gradienten im Mikro-
metermafstab dargestellt.**

Neben der Entwicklung und Untersuchung des Erzeugungsprozesses war in diesem
Zusammenhang vor allem die Charakterisierung der Gradienten beziglich ihres
Protein-Adsorptionsverhaltens von Interesse. Als Testproteine dienten hier BSA,
Fibrinogen und y-Globulin.

Im Folgenden werden die verschiedenen Stufen des Entwicklungsprozesses der

Gradienten vorgestellt und diskutiert.

Als biorepulsives Molekul diente bei allen Untersuchungen das EGy-terminierte
Molekdl 28 (EG7UT), das durch den IPER-Prozess in eine Dodecanthiolat (DDT)-
Monoschicht eingebaut wurde (Abb. 75).
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Abb. 75: IPER-vermittelter Einbau des Thiols 28 in einen DDT-SAM.

7.1 Untersuchung des IPER-Prozesses

Vor der Erzeugung der Gradienten wurden in Kontrollexperimenten alle Teilschritte
des Verfahrens untersucht. Dies geschah durch spektroskopische Charakterisierung
der aus den einzelnen Teilschritten hervorgehenden Monoschichten. Um den Ein-
fluss der verwendeten Strahlendosis auf den Austauschprozess zu ermitteln, wurden
DDT-SAMs mit Dosen zwischen 0 mC/cm? und 1.0 mC/cm? behandelt. Mit Hilfe von
XPS- und NEXAFS-Messungen wurden die strahlungsinduzierten Veranderungen im
DDT-SAM sowie die Zusammensetzung der Schicht nach der Austauschreaktion

analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 76 dargestellt.
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Abb. 76: (A) Cls XP-Spektren, (B) C K-Kanten NEXAFS-Spektren und (C) relative Zusammen-
setzung von DDT-SAMs nach Bestrahlung und Austausc  h mit Verbindung 28,
berechnet aus C1s XPS- und O1s XPS-Daten **.

In den XP-Spektren (Abb. 76 A) unterscheiden sich die C1ls-Emissionen der Kohlen-
stoffatome der Alkylketten (-CH»-C, 284.9 eV) deutlich von den Signalen der Kohlen-
stoffatome des EG-Teils (-CH,-O, 286.6 eV). Uber das Verhéltnis der Intensitaten
beider Signale zueinander lieRen sich Riuckschliisse auf die aktuelle Zusammenset-
zung der Monoschicht ziehen. Das Fortschreiten der Austauschreaktion konnte
daher sehr gut XP-spektroskopisch verfolgt werden. Kurve a in Abb. 76A entspricht
einem EG--terminierten SAM und Kurve e einem reinen DDT-SAM. Erst bei Bestrah-
lung des DDT-SAMs mit Elektronen fand eine detektierbare Austauschreaktion im
angeschlossenen Immersionsschritt statt (Kurven b-d). Erkennbar war dies durch das
Auftauchen von Signalen bei 286.6 eV, die nur im Fall der bestrahlten Proben er-
schienen. Der Gehalt der Schicht an EGy-terminierten Molekilen nahm mit steigen-
der Strahlendosis kontinuierlich zu und erreichte bei 0.75 mC/cm? mit etwa 30 % ein
Maximum (Abb. 76C). Zu hoheren Strahlendosen hin fiel der EG7-Anteil der Schich-
ten wieder ab, was auf das Auftreten einer Hemmung der Austauschreaktion hindeu-
tete.

Auch die in Abb. 76B dargestellten NEXAFS-Spektren gaben Hinweise auf einen
solchen Effekt. Das Spektrum d reprasentiert wieder die reine DDT-Monoschicht und
Spektrum a den EG7UT-SAM. Bei der unbestrahlten DDT-Schicht traten die typi-
schen Signale eines Alkyl-SAMs auf: eine stark ausgepragten Adsorptionsresonanz
bei 287.6 eV (R*, Ubergang in o*c.y-Orbitale) und zwei breitere Signale bei 293.2 eV
(Ubergang in o*c.c-Orbitale) und 301.6 eV (o*c.c, Ubergang in antibindende
C-C-Orbitale).*®* Die EG-haltige Monoschicht zeigte neben den Signalen der Alkyl-
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ketten eine starke Resonanz bei 289.0 eV, die Ubergiangen in die o*co- und
o*c.4-Orbitale der EG-Gruppen zugeordnet werden konnte.*®® Die Bestrahlung des
DDT-SAMs mit einer Dosis von 1.0 mC/cm? (Spektrum c) filhrte zu einer deutlichen
Veranderung des Spektrums. Bei 285.1 eV trat eine 1*-Resonanz auf (Ubergang in
1*c=c-Orbitale), die auf die Bildung von Doppelbindungen hinwies. Bei einer ebenfalls
mit 1.0 mC/cm? bestrahlten Probe waren die Doppelbindungssignale nach durchge-
fuhrter Austauschreaktion immer noch vorhanden (Spektrum b). Hierdurch konnte
belegt werden, dass bei Strahlendosen von 1.0 mC/cm? und dariiber der Austausch
von geschadigten Molekulen des DDT-SAMs gegen EG7UT-Molekule nur noch sehr
unvollstandig verlauft.

Die Ergebnisse der XPS- und NEXAFS-Messungen gaben dariiber hinaus einen
Hinweis auf die Vorgange, die dem IPER-Prozess zugrunde liegen: Durch die
Bestrahlung des DDT-SAMs mit Elektronen finden C-H-, C-C-, und S-Au-
Bindungsbriiche statt. Es kommt zu einem teilweisen Abbau der Schicht und zur
Ausbildung von Doppelbindungen.?’>?"34% Resultat dieser Vorgange ist eine ge-
schwachte Substratanbindung der Molekile und eine verminderte Ordnung im SAM.
Beides verringert die Bindungsstarke der Molekule in den geschadigten Bereichen
und erleichtert somit die Austauschreaktion.

Diesem Prozess ist vermutlich ein zweiter, kinetisch langsamerer Vorgang uberla-
gert, der erst bei héheren Strahlendosen deutlich in Erscheinung tritt. Hier scheint es
vermehrt zu C-C-Verknupfungsreaktionen und damit zu einer Vernetzung der ge-
schadigten Moleklle zu kommen. Die hierbei entstehenden Makromolekile sind im
Gegensatz zu den unvernetzten Spezies Uber mehrere Thiolatgruppen multivalent an
das Substrat gebunden und werden daher wahrend der Austauschreaktion nicht
substituiert.

Die Veranderung der SAM-Struktur und der Verlauf der Austauschreaktion fir unter-

schiedliche Strahlendosen sind in Abb. 77 schematisch dargestellt.
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Abb. 77: Austauschreaktion bei verschiedenen Strahl endosen.

Bei keiner Bestrahlung oder sehr geringer Dosis fand kein messbarer Austausch von
Molekulen des DDT-SAMs gegen EG7UT statt. Die resultierende Schicht wird im
Folgenden als Phase A bezeichnet und ist in Abb. 77 rot unterlegt. Die Bestrahlung
des DDT-SAMs mit Dosen bis 0.75 mC/cm? filhrte hingegen zu einer starken Be-
gunstigung der Austauschreaktion. Zudem war die Starke des Austauschs in diesem
Bereich durch die verwendete Dosis steuerbar (Phase B, griin). Bei Verwendung von
Dosen oberhalb 0.75 mC/cm? (iberwog die Quervernetzung und die Austauschreak-

tion wurde gehemmt (Phase C, gelb).

7.2 Proteinadsorption auf mit IPER erzeugten EG  ,-haltigen
SAMs

Der Austausch von Molekilen des DDT-SAMs gegen EG7UT sollte die Repulsivitat
der Schichten gegenuber Proteinadsorption erhdhen. Um dies zu untersuchen,
wurde zuerst der Bestrahlungs / Austausch-Prozess mit Dosen zwischen 0 mC/cm?
und 1.0 mC/cm? durchgefiihrt und dann die Proteinadsorption auf den modifizierten
Schichten bestimmt. Als Testproteine dienten BSA, y-Globulin und Fibrinogen. Die
Bestimmung der gebundenen Proteinmengen erfolgte durch ellipsometrische Mes-

sungen. In Abb. 78 sind die Ergebnisse der Adsorptionsversuche dargestellt.
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Abb. 78: Proteinadsorption in Abhangigkeit von der fur den IPER-Prozess verwendeten Strah-

lendosis.

Wie zu erwarten, Kkorrelierte die Proteinadsorption mit dem Anteil von EG7UT-
Molekiilen in der Schicht. Im Bereich von 0 mC/cm? bis 0.75 mC/cm? (Phase B) stieg
die Repulsivitat daher mit der Strahlensdosis an und nahm dann zu héheren Dosen
hin wieder deutlich ab (Phase C).

Aus Abb. 78 geht weiterhin hervor, dass eine vollstdndige Repulsivitat nur gegeniber
BSA erreicht wurde. Fir y-Globulin und Fibrinogen wurde eine um etwa 45 Prozent
reduzierte Adsorption festgestellt. Dieser Wert stimmt sehr gut mit Ergebnissen
Uberein, die fur die Fibrinogenadsorption auf gemischten SAMs mit einem EG6UT-
Gehalt von 30 % erhalten wurden.®

Die hier beobachtete starkere Adhéasivitat von y-Globulin und Fibrinogen im Vergleich
zu BSA deckt sich mit den Ergebnissen, die fur die Adsorption dieser Proteine auf

PG-terminierten SAMs erhalten wurden (vgl. Kapitel 4).

7.3 Verwendunqg von IPER zur Erzeugung eines Biorepu Isi-

vitatsgradienten

Bisher wurden einzelne Proben mit unterschiedlichen Gehalten an EG7UT herge-

stellt und untersucht. Ziel war es jedoch, einheitliche Gradienten ohne Stufen im
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Konzentrationsprofil zu erzeugen. Um dies zu realisieren, wurde der IPER-Prozess
mit der Elektronenstrahl-Lithograpie kombiniert. Bei der Elektronenstrahl-
Lithographie handelt es sich um eine Methode, die vornehmlich in der Halbleiterin-
dustrie zur Nano- und Mikrostrukturierung von Oberflachen eingesetzt wird. Die
Strukturierung erfolgt mit einem fokussierten Elektronenstrahl, weshalb das Verfah-
ren mit IPER gekoppelt werden kann. Hieraus ergibt sich die Méglichkeit, den IPER-
Prozess im Mikrometerbereich durchfuhren zu kdénnen und Gradienten mit sehr

steilem Konzentrationsprofil zu erzeugen.

Mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskops, das mit einem pattern generator ausges-
tattet war, wurden Linien in einen DDT-SAM geschrieben. Die Energie des verwen-
deten Elektronenstrahls betrug 1 keV. Die auf den SAM wirkende Strahlendosis
wurde Uber die Geschwindigkeit gesteuert, mit der der Elektronenstrahl Uber das
Substrat bewegt wurde. Ein Geschwindigkeitsgradient sorgte dabei fir ein lineares
Dosis-Profil entlang der bestrahlten Strecke.

Unter Verwendung unterschiedlicher Dosis-Profile wurden drei Gradienten von je
3 um Breite und circa 25 um Lange in den DDT-SAM geschrieben. Nach Durchfih-
rung der Austauschreaktion durch Immersion der bestrahlten Probe in EG7UT-
Lésung erfolgte ein Proteinadsorptionsexperiment mit Fibrinogen-Losung. Die Pro-
teinadsorption auf den modifizierten Bereichen wurde mit Hilfe von AFM-Aufnahmen
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 79 dargestellt.
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Abb. 79: (a) AFM-Aufnahme der modifizierten Bereich e, verwendete Strahlendosen:

0-0.5 mC/cm? (1), 0-1.0 mC/cm 2 (I1), 0-3.0 mC/cm ? (1), (b) Hohenprofile
entlang der Gradienten.
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Die AFM-Aufnahme (Abb. 79a) zeigt die geschriebenen Linen deutlich als Furchen in
einer ansonsten vollstandig mit Protein bedeckten Oberflache. Auffallend ist, dass
die Bereiche minimaler Proteinadsorption je nach verwendeter Strahlendosis an
unterschiedlichen Stellen der Furchen auftraten und unterschiedlich weit ausgedehnt
waren. Aus dem Hohenprofil (Abb. 79b) geht weiterhin hervor, dass die minimale
Proteinadsorption in allen drei Fallen bei Strahlendosis von etwa 0.4 mC/cm? erreicht
wurde. Dieser Wert war um den Faktor 2.5 geringer als die optimale Dosis, die in den
vorhergehenden Experimenten ermittelt wurde.

Der Grund fur diese Abweichung ist die hohere primare Energie der eingesetzten
Elektronen. Die Schadigung des bestrahlten SAMs wird durch primare und sekundéa-
re Elektronen verursacht.?** Elektronen einer Energie von 1 keV erzeugen deutlich
mehr Sekundéarelektronen als Elektronen mit einer Primarenergie von 10 eV. Die
Schadigung des SAMs war bei der lithographischen Methode deshalb bei gleicher
Dosis wesentlich starker ausgepragt.

Allen drei Gradienten war gemeinsam, dass sich ausgehend vom unbestrahlten SAM
(Phase A, rot) mit zunehmender Strahlendosis die Proteinadsorption zunéchst ver-
ringerte (Phase B, griin) und ab einem bestimmten Grenzwert wieder erhdhte (Pha-
se C, gelb). Dieses Resultat war aufgrund der Ergebnisse aus den Voruntersuchun-
gen zu erwarten gewesen. Mit steigender Strahlendosis jenseits des optimalen Werts
von 0.3 mC/cm? fand jedoch kein kontinuierliches Abfallen der Proteinrepulsivitat
statt, sondern der Effekt lief einem Grenzwert entgegen (Kurven Il und Il in Abb.
79b). Das Plateau in Phase C ist vermutlich auf ein dynamisches Gleichgewicht
zwischen Austausch-hemmender Quervernetzung und Austausch-verstarkender
Schadigung der Schicht zuriickzufihren. An Kurve Il ist erkennbar, dass bei Strah-
lendosen uber 2.0 mC/cm? die Proteinrepulsivitat wieder leicht zunahm. Bei diesen
sehr hohen Dosen scheint der SAM so stark geschéadigt zu werden, dass die Aus-
tauschreaktion wieder zunimmt. Grund hierfir kdnnte ein strahlungsinduzierter
Abbau der quervernetzten Schicht sein, der sich in einer verstarkten Austauschreak-
tion mit EG7UT bemerkbar macht.

Bei Anwendung der hier beschriebenen Methode zur Erzeugung von Gradienten
sollten Strahlendosen zwischen 0 mC/cm? und 0.4 mC/cm? verwendet werden. In
diesem Bereich korreliert die Austauschreaktion und damit der erzeugte biorepulsive

Effekt positiv mit der Strahlendosis und kann exakt variiert werden. Andererseits
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ermdglicht die Verwendung hoherer Dosen Zugang zu parabolischen Konzentra-
tionsprofilen.

Die mit diesem Verfahren hergestellten Gradienten weisen ein steiles Konzentra-
tionsprofil auf und sollten daher dazu geeignet sein, haptotaxische Prozesse an

Zellen zu untersuchen.

7.4 Zusammenfassunqg des Oberflachengradienten Kapit els

Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus IPER und Elektronenstrahl-
Lithographie ein geeignetes Werkzeug zur Erzeugung von Proteingradienten im
Mikrometermal3stab darstellt. XPS- und NEXAFS-Untersuchungen haben bestatigt,
dass es wahrend des IPER-Prozesses zu einer strahlungsinduzierten Schadigung
des SAMs kommt und die Molekile im bestrahlten Bereich leicht durch andere
ersetzt werden kénnen. Dies konnte anhand von Austauschreaktionen mit EG7UT an
bestrahlten DDT-SAMs gezeigt werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Starke der
Austauschreaktion und damit die Zusammensetzung des resultierenden SAMs
innerhalb niedriger Dosis-Bereiche préazise Uber die verwendete Strahlendosis ge-
steuert werden kdnnen. Hohe Strahlendosen sind fiir den Prozess hingegen weitge-
hend ungeeignet, da sie zu einer Quervernetzung der Molekile im bestrahlten Be-

reich fUhren und die Austauschreaktion hemmen.
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8 Experimenteller Tell

8.1 Losungsmittel

Die verwendeten absoluten Losungsmittel wurden durch mehrtégiges Rihren Uber
den angegebenen Trockenmitteln und anschliel3endes Destillieren unter Stickstoff-
atmosphare erhalten. Die Trocknung erfolgte dabei unter Sieden (*) oder bei Raum-

temperatur (**).

Losungsmittel Trockenmittel
Dichlormethan CaH, (**)
Chloroform CaH, (**)
N,N-Dimethylformamid CaH, (**)
Acetonitril P4O10 (*)
Tetrahydrofuran Na/K-Legierung ()
Diethylether Na/K-Legierung (*)
n-Hexan Na/K-Legierung (*)
Dimethoxyethan Na/K-Legierung (*)
1,4-Dioxan Na (*)
Toluol Na (*)
Methanol Mg (*)
Ethanol Mg (*)

8.2 Verwendete Mel3gerate

NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden mit einem 200 MHz Multikern-Spektrometer ,Varian
Gemini 2000BB* der Firma Varian sowie einem 400 MHz Multikern-Spektrometer
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~Bruker Avance 400" der Firma Bruker mittels Puls-FT-Technik aufgenommen. Alle

Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

MALDI-TOF-Spektroskopie

Die MALDI-TOF-Spektren wurden mit einem ,M@Idi L" der Firma Micromass Ltd.
(jetzt Waters) aufgenommen. Das Gerat war mit einem Stickstofflaser (A = 337 nm)
ausgerustet. Die Messungen wurden bei einer Source Voltage von 15 kV und einer
Pulse Voltage von 2 kV durchgefuhrt. Fir die Erfassung der Messwerte wurde das

Programm MassLynx™ 4.0 der Firma Waters verwendet.

Als Matrixsubstanz diente fur alle Messungen 4-Hydroxy-a-cyanozimtsaure. Als
Lésungsmittel wurde eine Mischung aus wassriger Trifluoressigsaure (c =1 % Vv/v)

und Acetonitril im Volumenverhaltnis 1:1 eingesetzt.

AFM-Messungen

Die AFM-Messungen wurden mit einem ,Solver Pro* der Firma NT-MDT unter Ver-
wendung von goldbeschichteten CSGO01-Cantilevers der Firma NT-MDT durchge-
fuhrt. Alle Messungen erfolgten im Kontaktmodus bei einer Scan-Geschwindigkeit
von 0.5Hz. Die BildgréRe betrug 30.2x30.2um bei einer Auflésung von
265 x 265 Punkten. Zur Datenaufnahme und Bildbearbeitung wurde eine geréteinter-

ne Software benutzt.

IR-Spektroskopie

Alle IR-Spektren wurden mit einem FT-IR-Spektrometer ,VERTEX 70“ der Firma
Bruker aufgenommen und mit dem Programm Opus 6.5 der Firma Bruker ausgewer-
tet.

Zur Aufnahme der Spektren fir die Dendrimere wurde eine ATR-Zelle vom Typ

,Golden Gate Single Reflection ATR" der Firma Specac benutzt.
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Kontaktwinkelmessung

Die Kontaktwinkelbestimmungen wurden mit einem ,Multiskop“ der Firma Optrel

vorgenommen. Als Fluid wurde Wasser verwendet.

Ellipsometrie

Fur die ellipsometrischen Messungen wurde ein ,SE 400" der Firma Sentech Instru-
ments verwendet. Fir alle organischen Filme wurde nédherungsweise ein Realteil des

Brechungsindexes von n = 1.45 und ein Imaginérkoeffizient von k = 0 angenommen.

Schmelzpunkte

Die Schmelzpunkte wurden mit einer Schmelzpunktbestimmungsapparatur der Firma

Biichi nach Dr. Tottoli bestimmt.

SPR-Spektroskopie

Die SPR-spektroskopischen Untersuchungen wurden mit einem umgebauten ,Mul-
tiskop* der Firma Optrel durchgefuhrt. Als Lichtquelle diente ein NIR-Laser
(A =785 nm, Leistung = 15 mW), der von der Firma Laser 2000 bezogen wurde. Die

verwendeten 90 = und Halbzylinder-Prismen bestande n aus BK7-Glas.

Fur Messungen wurden selbst hergestellte PDMS-FluRkammern (V =36 uL) und
zwei Spritzenpumpen der Firma Braun (Modell Perfusor Secura) verwendet. Der

Flissigkeitstransport erfolgte durch Teflonschlauche (Oinnen = 1 mm).
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8.3 Bestimmung von Brechungsindices durch Messung

des Brewster-Winkels

Zur Bestimmung des Brewster-Winkels wurde ein ,Multiskop” der Firma Optrel
verwendet. Da die Messung p-polarisiertes Licht erfordert, wurde bei einer Polarisa-

tor- und Analysatoreinstellung von jeweils O °gear beitet.

Flussige Medien

Die zu untersuchende Flissigkeit wurde in eine Kunststoff-Petrischale gegeben und
mit Hilfe des Probentischs in den Strahlengang gebracht. Dann wurde durch Variati-
on des Einfallswinkels mit dem Goniometer die Reflexionskurve aufgenommen. Bei
Erreichen des Brewster-Winkels fiel die reflektierte Lichtintensitat auf null ab. Die
Grol3e konnte daher direkt aus der Reflexionskurve ermittelt werden.

Bei durch Gebaudeschwingungen verrauschten Reflexionskurven hat es sich be-
wabhrt, die Petrischale hangend in den Strahlengang zu bringen. Dies kann durch die
Befestigung der Schale mit Band (z. B. Garn) an der hohenverstellbaren Spritzen-

Halterung des Kontaktwinkel-Aufbaus erreicht werden.

Proteinfilme

Zur Bestimmung des Brechungsindex von Proteinen war es notwendig, die Substan-
zen in Form von Filmen auf eine nichtreflektierende Oberflache aufzubringen. Hierzu
wurden Mikroskop-Objekttrager verwendet, deren Oberflache durch Sandstrahlen
stumpf gemacht wurde. Der Film wurde durch mehrmaliges Auftragen und trocknen
lassen einer konzentrierten wassrigen Proteinldsung erzeugt. Hierbei war darauf zu
achten, dass der Proteinfilm fest am Untergrund haftete und sich kein Luftfilm zwi-
schen Protein und Objekttrager bildete. Die Bestimmung des Brewster-Winkels

erfolgte dann analog zu der fur flussige Medien beschriebenen Weise.
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8.4 Herstellung der PDMS-Flusskammern fur die SPR-s  pek-

troskopischen Messungen

Die Herstellung der Flusskammern erfolgte ausgehend von folgenden Formkérpern

aus Edelstahl.

1.00 mm

2.25 mm 8.30 mm
[ 10.00 mm
4.20 mm ‘ 1.00 mm
y $ 0.50 mm
Aufsicht Seitenansicht

Skizze der fur die Herstellung der Flusszellen verw  endeten Formkdérper aus Edelstahl.

Die Formkdrper wurden in eine Kunststoff-Petrischale gestellt und mit einer Mischung
aus PDMS-Harz (Sylgard 184®, Dow Corning) und dem dazugehdorigen Harter (Dow
Corning) im Gewichtsverhaltnis 10:1 abgegossen. Die Mischung wurde fur 1 h bei
100 € im Trockenschrank polymerisiert. Danach konnten die Flusskammern mit

einem Messer voneinander getrennt und vom Formkérper befreit werden.

8.5 Verwendete Substrate

Goldsubstrate

Au(111)-beschichtete Substrate fur ellipsometrische Messungen wurden erhalten,
indem mit Hilfe eines Elektronenstrahlverdampfers zuerst 1.5 nm Cr als Haftvermittler
und dann 200 nm Au auf Silicium(100) Wafern der Firma Wacker Siltronic AG aufge-
dampft wurden.

Au(111)-beschichtete Substrate fur SPR-Messungen wurden auf gleiche Weise
durch das Bedampfen von Mikroskop-Objekttragern (Soda-Glas) mit 1.5 nm Cr und

50 nm Au erhalten.
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SiO,-Substrate

Als SiO,-Substrate wurden Silicium(100) Wafer mit nativer SiO,-Schicht der Firma

Wacker Siltronic AG verwendet.

8.6 Bildung von selbstanordnenden Monoschichten (SA Ms)

Die Bildung der SAMs wurde grundsatzlich unter Stickstoff als Schutzgas und unter

Verwendung absoluter Losungsmittel durchgefuhrt.

Thiolat-SAMs auf Goldsubstraten

Au(111)-Substrate wurden durch eine zweiminitige Behandlung mit Methanol im
Ultraschallbad von gréberen Verunreinigungen befreit. Danach erfolgte eine einmini-
tige Reinigung mit H,-Plasma. Hierzu wurde ein Plasma Cleaner/Sterilizer Modell
PDG-32G der Firma Harrick benutzt.

Thiolat-SAMs wurden erhalten, indem die gereinigten Substrate Uber Nacht im
Belegungskolben mit einer ethanolischen Losung des betreffenden Thiols
(c = Immol/L) oder Thioacetats (c = 5mmol/L) behandelt wurden. Fur die Bildung von
Polyglycerol-SAMs wurde Methanol als Losungsmittel verwendet. Nach der Bildung
des SAMs wurden die Substrate in das fur die Beschichtung verwendete Lésungsmit-

tel gelegt, mit diesem grindlich abgespuilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

3-Aminopropylsiloxan-SAMs (APTMS-SAMs) auf SiO _ ,-Substraten

Zur Entfernung organischer Verunreinigungen wurden Silicium-Substrate mit nativer
Oxidschicht fur 30 min mit einer frisch hergestellten Mischung (7:3 v/v) von konz.
Schwefelsaure und H;O»-L6sung (30 % in H,O) behandelt. Nach der Reinigung
wurden die Substrate mit Wasser saurefrei gewaschen und im Stickstoffstrom ge-

trocknet.
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APTMS-SAMs wurden erhalten, indem die gereinigten Substrate im Belegungs-
kolben fir 4 min bei 60 T mit einer Loésung von 3-A minopropyltrimethoxysilan in
Toluol (Waptms = 0.01) behandelt wurden. Nach der Beschichtung wurden die Sub-
strate grindlich mit Toluol gespult und zur Entfernung von anhaftendem polymerem

Material fir 2 min mit Wasser im Ultraschallbad behandelt.

8.7 Modifizierung von Thiolat-Monoschichten auf Gol d mit

272-274,403
IPER

Die untersuchten Proben mit EG7-Gradienten wurden an der Universitat Heidelberg
in der Gruppe von Prof. Dr. M. Zharnikov durch N. Ballav hergestellt. Durch N. Ballav
erfolgte auch die Charakterisierung der Monoschichten durch XPS- und NEXAFS-
Messungen.

Der IPER-Prozess umfasste zwei Schritte. Zuerst wurden Dodecanthiolat-SAMs
durch Elektronenbeschuss geschéadigt und anschlieBend mit einer ethanolischen
Losung von HOEG,C11:SH (28) behandelt. Hierdurch fand ein Austausch von ge-

schadigten Schichtmolekilen gegen EG+-terminierte Thiolmolekile statt.

8.7.1 Darstellung uniformer, gemischter SAMs durch Bestrahlung

von Dodecanthiolat-SAMs mit Elektronen

Die Bestrahlung der Monoschichten erfolgte mit Elektronen einer Energie von 10 eV.
Die Elektronenquelle befand sich hierbei in einem Abstand von 15 cm vom Substrat.
Die Starke der Schadigung der SAMs wurde durch die verwendete Strahlendosis
gesteuert. Die jeweilige Strahlendosis konnte durch Multiplikation der Stromdichte

(ca. 19 pA/cm?) mit der Bestrahlungszeit abgeschatzt werden.

Austauschreaktion am geschadigten SAM

Der Austauschreaktion wurde unter Argon durchgefihrt. Hierzu erfolgte eine zwei-

stindige Behandlung der geschéadigten Monoschichten mit Ldsungen von
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HOEG-,C11SH in absolutem Ethanol (c = 1 mM). Nach beendetem Austausch wurden
die Substrate grindlich mit Ethanol gespdlt und im Ar-Strom getrocknet.
Die so hergestellten Proben wurden dann umgehend spektroskopisch untersucht

bzw. auf ihre Proteinrepulsivitat tberpruft.

8.7.2 Darstellung von Gradienten durch Kopplung von IPER mit

Elektronenstrahl-Lithographie

Dodecanthiolat-SAMs wurden entlang einer 3 um breiten und 25 pum langen Strecke
mit Elektronen einer Energie von 1 keV bestrahlt. Hierzu diente der fokussierte
Elektronenstrahl eines Rasterelektronenmikroskops. Das Mikroskop war mit einem
pattern generator ausgestattet, wodurch die auf den SAM wirkende Strahlendosis
entlang der bestrahlten Strecke variiert werden konnte. Nach der Bestrahlung wurde
wie unter Punkt 8.5.2 beschrieben die Austauschreaktion mit dem EGy-terminierten
Thiol 28 durchgefuhrt.

8.8 Bildung von Polyglycerol-Filmen auf 3-Aminoprop yl-

siloxan-SAMs

APTMS-beschichtete Substrate wurden zum Aufbringen des Polyglycerol-Films Gber
Nacht bei 80 T mit einer Losung von Glycidol in Xy lol (Wgiycidol = 0.1) behandelt.
Hierzu wurden die Proben mit der Glycidol-L6sung lberschichtet und in einen ent-
sprechend vorgeheizten Trockenschrank gestellt. Nach erfolgter Filmbildung wurden
die Substrate mit Xylol abgespult und im N,-Strom getrocknet. Zur vollstandigen
Entfernung von physisorbiertem Material erfolgte zusatzlich eine dreiminitige Reini-
gung der Proben mit Wasser im Ultraschallbad. Die gereinigten Substrate wurden
dann im N»-Strom getrocknet.

Die Bildung des Polyglycerol-Films erfolgte nicht unter Stickstoff.



8 Experimenteller Tell 181

8.9 Bildung von Polyaglycerol-Filmen auf SIO >

Die Bildung der Polyglycerol-Filme auf SiO, erfolgte analog zur Filmbildung auf den
Amino-terminierten SAMs. Als Substrate dienten hier gereinigte Silicium-Wafer mit
nativer SiO,-Schicht.

8.10 Uberprifung der Aktivitat von Katalysatoren fii r die
Click-Reaktion

Stellvertretend fur alle N,N-Dimethylalkyliodokupfer(l)-Komplexe wurde die katalyti-
sche Aktivitdt des mit N,N-Dimethyldodecylamin erhaltenen Komplexes in der

1,3-dipolaren Cycloaddition von Alkinen und organischen Aziden untersucht.

Zu 10 ml absolutem n-Hexan oder Toluol wurden 38 mg (0.2 mmol, 0.02 Aquivalen-
te) festes Cul gegeben. Nach Zugabe von 0.80 g (3.8 mmol, 0.37 Aquivalente)
N,N-Dimethyldodecylamin wurde die Mischung solange unter Ruckfluss gerihrt, bis
alles Cul in Losung gegangen war. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurden
dann 16 mg (5.0 mmol, 1 Aquivalent) MeEGgN3 32 sowie 1.1 g (10 mmol, 2 Aquiva-
lente) 1-Octin zugefugt. Die Ansatze wurden dann bei verschiedenen Temperaturen
Uber Nacht geriihrt und anschlieend eingeengt. Der Umsatz der Edukte zum ent-

sprechenden Triazol A wurde mittels *H-NMR-Spektroskopie festgestellt.

Ein Beispielspektrum ist in Abb. 80 dargestellt. Das Singulett bei & = 3.32 ppm ist den
Protonen der Methoxygruppen im Reaktionsprodukt und im Edukt 32 zuzuordnen.
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Abb. 80: lH-NMR-Spektrum nach der Reaktion von 1-Octin mit Me  EGgNs.

Das Triplett bei & = 4.45 ppm hingegen ist auf zwei produktspezifische Protonen
zuriickzufiihren. Uber die Integrale beider Signale konnte nach folgender Gleichung

der Reaktionsumsatz U berechnet werden.

3 [NCH,
U [%] = -100
2 [ocH,

Gleichung zur Berechnung des Reaktionsumsatzes U.

8.11 Click-Reaktion auf Alkin-terminierten SAMs

Alle Click-Reaktionen wurden unter Stickstoff als Schutzgas und mit absoluten

Lésungsmitteln durchgefihrt.

Reaktion in Hexan und Toluol

Herstellung der Katalysatorldsung
n-Hexan oder Toluol wurden vorgelegt und mit Cul versetzt (Ccy =1 - 10 mmol/L).

Unter Ruhren wurde nun in kleinen Portionen soviel N,N-Dimethylalkylamin zugefugt,

bis alles Cul in L6sung gegangen war. Dann wurde die Losung kurz bis zum Sieden
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erwarmt. Wenn hierbei wieder etwas Cul ausfiel, wurde erneut Amin zugefugt, bis die

Tribung verschwand.

Click-Reaktion

In einem Belegungskolben wurden 10 mL der Katalysatorldsung mit der jeweiligen
Azid-Komponente (Cazg =5 mmol/L) versetzt. In diese Reaktionslésung wurden nun
Goldsubstrate gestellt, auf denen zuvor eine Alkin-terminierte Monoschicht abge-
schieden wurde. Der Belegungskolben wurde verschlossen und mit einem Olbad
temperiert (n-Hexan: T =50 C, Toluol: T=80 ). Nach einer Reaktionszeit von
mindestens 15 h wurde das Olbad entfernt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
wurden die Substrate aus der Reaktionslésung entfernt, in eine Losung von TMEDA
in dem fur die Reaktion verwendeten Ldosungsmittel (c = 0.5 mol/L) gelegt, griindlich
mit dieser Losung abgesplilt und im Stickstoffstrom getrocknet. Zum Entfernen von
physisorbiertem Material und Katalysatorresten wurden die belegten Proben dann fur
1h in eine Lésung von TMEDA in Wasser (c = 0.5 mol/L) und danach fir 1 h in
Wasser gelegt.

Reaktion in Acetonitril

Herstellung der Katalysatorlésung

Die Katalysatorlosung wurde hergestellt, indem Cul (c =5.0 mmol/L) und DIPEA
(c = 6.3 mmol/L) unter Rihren in Acetonitril geldst wurden.

Click-Reaktion

Reaktion und Substratreinigung wurden analog zur Reaktion in Hexan/Toluol durch-
gefuhrt. Abweichend wurde hier bei einer Reaktionstemperatur von 50 T gearbeitet.
Nach erfolgter Reaktion wurden die Substrate mit reinem Acetonitril gespdilt.

8.12 Ellipsometrische Bestimmung der Proteinadsorpt ion

Zur Bestimmung der Proteinadsorption wurden jeweils zwei Substrate fir 2 h in eine
Losung des jeweiligen Proteins (c =1 mg/mL) in konserviertem Phosphatpuffer
(10 mM H,PO4/HPO.,*, pH = 7.0, 0.1 % NaNs) gelegt. Danach wurden die Proben
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grundlich mit demineralisiertem Wasser abgewaschen (100 mL pro Probe), im Stick-
stoffstrom getrocknet und ellipsometrisch vermessen. Die Schichtdicke des adsor-
bierten Proteins ergab sich aus dem ermittelten Wert, von dem gegebenenfalls die
Schichtdicke einer vorhandenen Monoschicht bzw. SiO,-Schicht abgezogen wurde.
Es wurden jeweils sechs Messwerte aufgenommen (drei pro Substrat), Uber die ein

Mittelwert mit Standardabweichung berechnet wurde.

8.13 SPR-spektroskopische Messungen

Alle verwendeten Losungen und Losungsmittel wurden vor der Benutzung im Vaku-

um entgast.

Unspezifische Proteinadsorption

Fir die Proteinadsorption wurde H.PO,/HPO,*-Puffer mit einer Phosphatkon-
zentration von 10 mmol/L und einem pH-Wert von pH = 7.0 verwendet. Zur Konser-
vierung enthielt der Puffer 0.1 % NaNs. Bei den verwendeten Proteinldsungen han-
delte es sich um Losungen des jeweiligen Testproteins (c =1 mg/mL) in Phosphat-
puffer. Als Testproteine dienten BSA, Fibrinogen (bovin) und y-Globulin (bovin). Um
nach einem abgeschlossenen Adsorptionsexperiment das nachste Protein auf dem-
selben Substrat vermessen zu konnen, wurde durch zehnminiitiges Uberleiten von
SDS-L6sung (c =10 mmol/L, 0.1% NaN3), gefolgt von zehnminltigem Spulen mit

Puffer regeneriert.

Messungen mit dem Multiskop

Zu Beginn einer Messung wurde die Hintergrund-Kurve des Substrats aufgenom-
men. Dies geschah durch Messung der Reflexionskurve an Luft, also vor dem Fullen
der Flusskammer mit Puffer. Nach Aufnahme der Hintergrund-Kurve wurde Phos-
phatpuffer Gber das Substrat geleitet. Zur spateren Bestimmung des SPR-Minimums
vor der Adsorption wurde nun dreimal direkt hintereinander die Reflexionskurve

gemessen. Hiernach wurde mit dem jeweiligen Adsorptionsexperiment begonnen.
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Dazu wurde die Pufferldosung durch eine Proteinlésung ersetzt, welche fur 10 min
Uber das Substrat geleitet wurde. Abschlie3end wurde fir 10 min mit Pufferlésung
gespult, um physisorbiertes Material zu entfernen. Der Verlauf der Adsorption wurde
durch eine Intensitats-Zeit-Messung verfolgt, bei der die Reflektivitat bei einer festen
Einfallswinkel-Einstellung (0.5 ° neben dem Minimum zu niedrigeren Winkeln) ge-
messen wurde. Um das SPR-Minimum nach der Proteinadsorption bestimmen zu
konnen, erfolgte nach dem Spulen mit Pufferldésung erneut eine dreimalige Bestim-
mung der Reflexionskurve. Alle Losungen wurden mit einer Flussgeschwindigkeit
von Vgue = 30 mL/h Gber das Substrat geleitet.

Die vor und nach dem Adsorptionsexperiment aufgenommenen Reflexionskurven
wurden durch Division mit der Hintergrundkurve korrigiert und normiert. Dann wurden
die resonanten Einfallswinkel aus den Kurven bestimmt. Hierzu wurde jeweils der
Kurvenbereich in der Nahe des Minimums mit einer kubischen Funktion angefittet.
Durch Ermittlung der Nullstelle der ersten Ableitung des Fits konnte dann der jeweili-
ge resonante Einfallswinkel mit grof3er Genauigkeit bestimmt werden.

Der Winkel vor der Adsorption (®Ogr(l)) und derjenige nach der Adsorption (Ogr(Il))
ergaben sich jeweils als Mittelwert aus den drei Einzelmessungen. Die Verschiebung
des resonanten Einfallswinkels AG®gr folgte dann als die Differenz
AOg g = Ogr(Il) - Ogr(1).

Spezifische ConA - Mannose-Wechselwirkung

Die Untersuchungen zur spezifischen Bindung von Concanavalin A an mannosyl-
terminierte Monoschichten wurden mit dem Multiskop durchgefiihrt. Der Ablauf der
Messung erfolgte analog zu der fir die Proteinadsorption beschriebenen Verfah-
rensweise. Als Pufferlésung wurde eine mit NaHEPES gepufferte (c = 10 mmol/L,
pH =7.5) 0.15 M NaCl-Lésung verwendet, die 0.005 % (v/v) Tween 20 enthielt. Zur
Aktivierung des Con A waren der Lésung jeweils 1 mM Ca?**- bzw. Mn*-lonen in
Form von CaCl,2H,O und MnCl;[4H,0O zugesetzt. Als Analytldsung diente eine

10 uM ConA-Ldsung (bezogen auf das Tetramer) in Puffer.
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8.14 Substanzen aus anderen Arbeitsgruppen

Folgende Substanzen wurden nicht selbst synthetisiert, sondern von Dr. Mike Klei-

nert aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Lindhorst in Kiel zur Verfiigung gestellt:

1. 11-Thioacetylundecyl-N-methylamid (41)
2. 2-Azidoethyl-a-D-mannopyranosid (42)

8.15 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Synthesen unter Stickstoff als Schutzgas

durchgefuhrt.

8.15.1 Darstellung von N,N-Dimethylalkylaminen (AAV 1)

Die Reaktionen wurden nicht unter Schutzgas durchgefuhrt.

1,0 mol des jeweiligen primaren Amins wurde unter Eiskihlung langsam mit 2,8 mol
Ameisensaure (w = 99 %) versetzt. Danach erfolgte, ebenfalls unter Kuhlung, die
Zugabe von 3,0 mol Formaldehyd (wassrige Losung, w = 36 %). Das Reaktionsgefaf
wurde mit einem RuckfluBkuhler versehen und die Mischung tber Nacht bei einer
Heizbadtemperatur von 100 T geruhrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde
die Reaktionsmischung mit einem Eiswasserbad gekuhlt und vorsichtig unter Ruhren
mit einer Lésung von 3 mol NaOH in 150 mL Wasser versetzt. Die wassrige Phase
wurde dann dreimal mit je 300 mL Et,O extrahiert. Die vereinigten etherischen Pha-
sen wurden Uber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der

Ruckstand wurde durch eine Destillation unter vermindertem Druck gereinigt.

8.15.2 Darstellung von HOEG ,C;i-1-en (AAV 2)

1 mmol Oligoethylenglycol wurden mit 2.5 mmol KOH (als 50 %ige wassrige L6sung)
versetzt und fur 1 h bei 100 € gerthrt. Dann wurde n 1.1 mmol 11-Bromundec-1-en
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zugegeben. Die Mischung wurde Uber Nacht bei 100 T gerihrt. Die Vollstandigkeit
der Reaktion wurde mittels DC festgestellt. Bei unvollstdndiger Reaktion wurden
weitere 0.1 mmol 11-Bromundec-1-en zugefigt und der Ansatz erneut fur mehrere
Stunden bei 100 T gerihrt. Nach abgeschlossener Re aktion wurde das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel mit Et,O / Methanol (Gradient: 9:1 — 8:2)

gereinigt und im Vakuum getrocknet.

8.15.3 Thioacetylierung von HOEG ,C;;-1-en (AAV 3)

1 mmol des jeweiligen Alkens wurde in 10 mL absolutem CH,Cl, gel6st, mit 4 mmol
Thioessigsaure versetzt und in einem wassergekuhlten Schlenkrohr fir 2 h mit einer
150 W Quecksilberdampf UV-Lampe bestrahlt. Danach wurde das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Um 0Uberschissige Thioessigsaure zu entfernen,
wurde der Rickstand dreimal in je 10 mL Toluol gel6st, das dann am Rotationsver-
dampfer abdestilliert wurde. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel mit Et,O / Methanol (Gradient: 9:1 — 8:2) gereinigt und im Vakuum getrock-

net.

8.15.4 Entschiitzung der Thioacetate zu HOEG ,C1:SH (AAV 4)

1 mmol des jeweiligen Thioacetats wurden in 10 mL absolutem Ethanol gelost.
Dieser Lésung wurden 25 mmol NaOH zugesetzt. Die Mischung wurde flr mindes-
tens 3 h unter RUckflul3 erhitzt und dann nach Abkuhlen auf Raumtemperatur mit
sauerstofffreier halbkonzentrierter Salzsaure angesauert (pH =2). Das Gemisch
wurde im Vakuum eingeengt und saulenchromatographisch an Kieselgel mit
Et,O / Methanol (Gradient: 9:1 — 8:2) gereinigt.

8.15.5 Umsetzung von 10-Undecensaurechlorid zu 10-U ndecensau-
reamiden (AAV 5)

Die Reaktionen wurden nicht unter Schutzgas durchgefthrt.
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10 mmol 10-Undecensaurechlorid wurden tropfenweise und unter Rihren zu 10 mL
eisgekuhlter, konzentrierter Ammoniak- bzw. Methylamin-Lésung gegeben. Nach der
Zugabe wurde die Mischung fur weitere 10 min geriihrt. Das jeweilige Carbonsau-
reamid fiel als weil3er Feststoff aus, der abfiltriert wurde. Der Filterkuchen wurde
dreimal mit je 10 mL Wasser gewaschen und zuerst an der Luft, dann im Vakuum

getrocknet.

8.15.6 Reduktion von Carbonsaureamiden zu Aminen (A AV 6)

20 mmol LiAlH; wurden in 35 mL absolutem Et,O vorgelegt. Zu dieser Mischung
wurden unter Rihren (KPG-Ruhrer) portionsweise 10 mmol des jeweiligen Carbon-
saureamids gegeben. Die Zugabe des Amids erfolgte so, dal3 die Hy-Entwicklung
kontrollierbar war und der Ether gelinde siedete. Nach beendeter Zugabe wurde die
Reaktionsmischung fir 1 h unter Ruckfluf3 erhitzt und dann Uber Nacht bei Raum-
temperatur gerihrt. Zu der gut geriihrten Reaktionsmischung wurde dann vorsichtig,
zuerst tropfenweise, soviel 40 %ige wassrige NaOH-L6sung gegeben, bis sich alle
Aluminiumsalze in der wassrigen Phase gelost hatten (ca. 30 mL). Die etherische
Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase dreimal mit je 30 mL Et,O extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer einge-
engt und das Rohprodukt durch Destillation oder Umkristallisieren gereinigt.

8.15.7 Hydrophosphorylierung von Alkenen zu Alkylph osphin-
sauren (AAV 7)

Die Reaktionen wurden nicht unter Schutzgas durchgefuhrt.

10 mmol des betreffenden Alkens und 25 mmol NaH,PO,H,0 wurden in 50 mL
Methanol gel6st. Unter N,-Gegenstrom wurden 11 mmol EtsB zugeflgt. Der N-
Gegenstrom verhindert an dieser Stelle ein Entziinden des Et3B und eine damit
verbundene Entziindung des Methanols. Nach erfolgter Et;B-Zugabe wurde der No-
Gegenstrom abgestellt und das Gemisch im offenen Kolben fiir 2 h stark gerthrt (Oo-
Kontakt fir die Reaktion erforderlich). Danach wurde das Lésungsmittel am Rotati-

onsverdampfer entfernt und der Rickstand in 150 mL 1M KHSO4-L6ésung und 150
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mL EtOAc aufgenommen. Die organische Phase wurde isoliert und die wassrige
Phase dreimal mit je 150 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 300 mL Wasser gewaschen und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das
zurtckbleibende Produkt wurde im Vakuum getrocknet

8.15.8 Hydrophosphorylierung von Alkenen zu Alkylph osphon-
saureestern (AAV 8)

1.0 mmol des Alkens wurden in 20 mL absolutem Dioxan gelost. Nach der Zugabe
von 1.3 mmol Phosphon- oder Thiophosphonsaure-bis(trimethylsilyl)ester und
0.25 mmol AIBN wurde die Mischung fur 3 h bei 65 T geruhrt. Nach Zugabe weite-
rer 0.25 mmol AIBN wurde bei 65 C lber Nacht gerihrt. Dann wurden das L6-

sungsmittel und Gberschussiger Edukt-Ester im Vakuum entfernt.

8.15.9 Umsetzung von Alkylphosphinsduren zu Alkylph osphon-
sauren (AAV 9)

10 mmol Alkylphosphinsaure wurden in 70 mL absolutem DME geldst, mit einer
katalytischen Menge elementarem lod sowie mit 20 mmol Wasserstoffperoxid
(30 %ig in H,0) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fir 12 Stunden unter Rick-
fluss erhitzt. Dann wurde das Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert und das Reak-
tionsprodukt im Olpumpenvakuum getrocknet.

8.15.10 Umsetzung von Alkylphosphinsauren zu Alkylt hiophos-
phonsauren (AAV 10)

10 mmol der betreffenden Alkylphosphinsaure wurden mit 100 mmol Hexamethyl-
disilazan versetzt und fur 17 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Durch die Reaktion
beider Substanzen bildete sich der Alkylphosphonigsauredi(trimethylsilyl)ester, wel-
cher, ohne isoliert zu werden, mit 1.9 mmol Sg flr zwei Stunden bei 40 T geruhrt

wurde. Nach beendeter Reaktion wurde der nicht umgesetzte Schwefel abfiltriert und
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das Uberschissige Hexamethyldisilazan im Vakuum entfernt. Der entstandene
Alkylthiophosphonséauredi(trimethylsilyl)ester wurde anschlie3end mit 1.5 mol Wasser
versetzt und Uber Nacht bei 65 T gertuhrt. Das Uber schissige Wasser, und das
durch die Hydrolyse gebildete Trimethylsilanol wurden im Vakuum abdestilliert. Das

Reaktionsprodukt wurde dann im Vakuum getrocknet.

8.15.11 Darstellung von Polyglycerol-Dendrimeren (A AV 11)

Eine von der angestrebten Molmasse des Dendrimers abhangige Menge des jeweili-
gen Amins wurde vorgelegt und unter Rihren (KPG-Ruhrer) auf 95 C erwéarmt.
Unter Riuhren wurden dann mit Hilfe einer Spritzenpumpe innerhalb von 12 h 27 g
(0.36 mol) 2,3-Epoxypropan-1-ol (Glycidol) zugetropft. Nach beendeter Reaktion und
Abkuhlen auf Raumtemperatur konnte das hochviskose, honigartige Produkt ent-

nommen werden.

8.15.12 N-Methylierung der Polyglycerol-Dendrimere (AAV 12)

Die Reaktionen wurden nicht unter Schutzgas durchgefuhrt.

1 mmol des jeweiligen unmethylierten Dendrimers wurde in 50 mL Methanol geldst,
mit 4 Aquivalenten (bezogen auf Amin-Stickstoff) Methyliodid oder Dimethylsulfat
versetzt und Uber Nacht geruhrt. Bei Verwendung von Methyliodid wurden anschlie-
Bend Methanol sowie Uberschissiges Methyliodid im Vakuum entfernt. Bei Verwen-
dung von Dimethylsulfat wurde das Uberschissige Methylierungsmittel vor dem
Einengen durch Zugabe von 30 mL 25 %iger NHs-L6sung desaktiviert. Das Produkt

wurde dann im Vakuum getrocknet.

8.15.13 Thioacetylierung der N-methylierten Polyaglycerol-Dendri-
mere (AAV 13)

Halogenaustausch

Der Halogenaustausch wurde nicht unter Schutzgas durchgefihrt.
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Bei Verwendung von Methyliodid zur N-Methylierung (AAV 12) musste vor der Thioa-
cetylierung ein Austausch des lodid-Gegenions gegen Chlorid vorgenommen wer-
den. Hierzu wurde 1 mmol des N-methylierten Dendrimers in 40 mL Methanol geldst
und mit 3 mmol AgCI versetzt. Die Mischung wurde unter Lichtausschluf3 tber Nacht
geruhrt. Nach Absetzen der Silbersalze wurde die Uberstehende Losung mit einer
Spritze entnommen und zur vollstandigen Abtrennung der Silberverbindungen durch

einen Spritzenfilter filtriert. Das Methanol wurde dann im Vakuum entfernt.

Thioacetylierung

1 mmol des N-methylierten Dendrimers wurden in 50 mL absolutem Methanol gelost.
Nach der Zugabe von 4 mmol Thioessigsaure wurde das Gemisch in einem wasser-
gekihlten Schlenk-Rohr fur 2 h mit einer 150 W Quecksilberdampf UV-Lampe be-
strahlt. Danach wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Ruckstand wurde zur Entfernung von Uberschissiger Thioessigsaure dreimal in je
50 mL Wasser gelost, welches dann am Rotationsverdampfer abdestilliert wurde.
Das Rohprodukt wurde in 10-20 mL Wasser geldst, in einen Dialyseschlauch (cut off
1000 Da) gefullt und tUber 16 h mit dreimal je 2 L Wasser dialysiert. Danach wurde
der Inhalt des Schlauches spritzenfiltriert und am Rotationsverdampfer eingeengt.

Das Produkt wurde nachfolgend im Vakuum getrocknet.

8.16 Durchgefiihrte Synthesen

8.16.1 Darstellung von N,N-Dimethylbutylamin__ (1)

14.00 g (191.4 mmol) n-Butylamin wurden nach AAV 1 mit 24.85 g (539.8 mmol)
Ameisenséaure und 47.89 g Formaldehydlésung (36 %, 17.24 g, 574.0 mmol) umge-
setzt.
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Summenformel C gHisN

Molmasse 101.19 g/mol /\/\
N/

Ausbeute 7.54 g (74.5 mmol), 39 % ‘
Aussehen farblose Flussigkeit
Siedepunkt 65 T (50 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.24-2.17 (m, 2H, H1), 2.17 (s, 6H, N(CHs),), 1.45-1.35 (m, 2H, H2), 1.35-
1.21 (m, 2H, H3), 0.87 (t, 3H, H4, 3J,.5 = 7.3 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.59 (C1), 45.47 (N(CHs),), 29.91 (C2), 20.57 (C3), 13.99 (CA4).

IR (Film)
|7[cm'l]: 2960 (Vc.H, CH3), 2937 (Vc.H, CHz), 2862 (Vc.H, CH3), 2814 (Vc-H, CHz), 2764
(VC—H, NCH3), 1461 (6C—H, CHo, CH3), 1379 (6C—H. CH3), 1042 (VC—N, CNMEz)

8.16.2 Darstellung von _N,N-Dimethylpentylamin__ (2)

25.17 g (288.8 mmol) n-Pentylamin wurden nach AAV 1 mit 37.03 g (804.5 mmol)
Ameisensaure und 73.57 g Formaldehydlosung (36 %, 26.49 g, 882.0 mmol) umge-

setzt.

Summenformel C ;Hi7N

Molmasse 115.22 g/mol 4 1

/\M/\ /
Ausbeute 19.12 g (165.9 mmol), 57 % 5 2 T
Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 115-121 € (1013 mbar)
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'H-NMR (400 MHz, CDCls)
5 [ppm]: 2.25-2.17 (m, 2H, H1), 2.18 (s, 6H, N(CHs),), 1.50-1.37 (m, 2H, H2), 1.34-
1.18 (m, 4H, H3, H4), 0.85 (t, 3H, H5, 3J45 = 7.0 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.80 (C1), 45.43 (N(CHs),), 29.59 (C3), 27.28 (C2), 22.55 (C4), 13.94 (C5).

IR (Film)
|7[cm'l]: 2958 (VC—H, CHg), 2935 (VC—H. CHz), 2859 (VC—H, CHg), 2814 (VC—H. CHz), 2764
(Vc.H, NCHg), 1461 (6C-H, CHz, CH3), 1379 (6C-H, CH3), 1042 (Vc-N, CNMez).

8.16.3 Darstellung von N,N-Dimethylhexylamin _ (3)

25.06 g (247.7 mmol) n-Hexylamin wurden nach AAV 1 mit 32.36 g (703.0 mmol)
Ameisenséaure und 62.25 g Formaldehydlosung (36 %, 22.41 g, 746.3 mmol) umge-

setzt.

Summenformel C gHigN

Molmasse 129.24 g/mol 5 1
/\M/\ /

Ausbeute 21.08 g (163.1 mmol), 66 % 6 3 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 40-41 C (18 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCls)
5 [ppm]: 2.23-2.15 (m, 2H, H1), 2.16 (s, 6H, N(CHs),), 1.50-1.33 (m, 2H, H2), 1.32-
1.14 (m, 6H, H3-H5), 0.82 (t, 3H, H6, 3Js.6 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.86 (C1), 45.36 (N(CHs),), 31.75 (C4), 27.61 (C2), 27.13 (C3), 22.53 (C5),
13.95 (C6).
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IR (Film)
|7[cm'l]: 2957 (Vc.H, CH3), 2933 (Vc.H, CHz), 2858 (Vc.H, CH3), 2814 (Vc-H, CHz), 2763
(VC—H, NCH3), 1464 (6C—H, CHo, CH3), 1379 (6C—H. CH3), 1043 (VC—N, CNMEz)

8.16.4 Darstellung von _N,N-Dimethylheptylamin__ (4)

24.73 g (214.6 mmol) n-Heptylamin wurden nach AAV 1 mit 28.44 g (617.9 mmol)
Ameisensaure und 56.19 g Formaldehydlésung (36 %, 20.23 g, 673.6 mmol) umge-

setzt.

Summenformel C gHz;N

Molmasse 143.27 g/mol 6 1
/\M/\ /

Ausbeute 20.17 g (140.8 mmol), 66 % 7 4 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 59-60 T (18 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.25-2.20 (m, 2H, H1), 2.19 (s, 6H, N(CHs),), 1.50-1.36 (m, 2H, H2), 1.33-
1.15 (m, 8H, H3-H6), 0.84 (t, 3H, H7, *Js.7 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.85 (C1), 45.36 (N(CHs),), 31.76 (C5), 29.22 (C4), 27.62 (C3), 27.39 (C2),
22.55 (C6), 14.00 (C7).

IR (Film)
V~[Cm-1]: 2931 (VC—H, CHz), 2857 (VC—H. CH3), 2814 (VC—H, CHz), 2763 (VC—H, NCH3),
1460 (8., CHa, CHa), 1378 (8c.n, CHa), 1043 (ven, CNMey).
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8.16.5 Darstellung von _N,N-Dimethyloctylamin__ (5)

25.07 g (194.0 mmol) n-Octylamin wurden nach AAV 1 mit 26.11 g (567.2 mmol)
Ameisenséaure und 49.10 g Formaldehydlésung (36 %, 17.68 g, 588.6 mmol) umge-

setzt.

Summenformel C j9H23N

Molmasse 157.30 g/mol 7 1
/\M/\ /

Ausbeute 20.75 g (131.9 mmol), 68 % 8 5 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 74-75 T (15 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.26-2.18 (m, 2H, H1), 2.19 (s, 6H, N(CHs),), 1.51-1.35 (m, 2H, H2), 1.33-
1.13 (m, 10H, H3-H7), 0.84 (t, 3H, H8, 3J7.5 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.86 (C1), 45.36 (N(CHa)2), 31.78 (C6), 29.51 (C5), 29.21 (C4), 27.62 (C3),
27.43 (C2), 22.59 (C7), 14.02 (C8).

IR (Film)
|7[cm'1]: 2929 (Vc-H, CH2, CH3), 2856 (Vc.H, CH3), 2814 (Vc.H, CHz), 2763 (Vc.H,
NCHg), 1465 (6C-H, CH2, CH3), 1379 (6C-H, CH3), 1042 (Vc.N, CNMez).

8.16.6 Darstellung von _N,N-Dimethylnonylamin__ (6)

24.72 g (172.5 mmol) n-Nonylamin wurden nach AAV 1 mit 23.44 g (509.2 mmol)
Ameisenséaure und 45.21 g Formaldehydlésung (36 %, 16.28 g, 542.0 mmol) umge-

setzt.
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Summenformel C ;3H2sN

Molmasse 171.33 g/mol 8 1
/\M/\ /

Ausbeute 22.19 g (141.1 mmol), 82 % 9 6 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 90-95 T (18 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.27-2.19 (m, 2H, H1), 2.21 (s, 6H, N(CHs),), 1.53-1.36 (m, 2H, H2), 1.34-
1.10 (m, 12H, H3-H8), 0.84 (t, 3H, H9, 3Jg.0 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.84 (C1), 45.34 (N(CHs),), 31.83 (C7), 29.56 (C5), 29.51 (C6), 29.24 (C4),
27.59 (C3), 27.43 (C2), 22.62 (C8), 14.04 (C9).

IR (Film)
V~[Cm-1]: 2927 (VC—H, CH>, CHg), 2855 (VC—H. CH3), 2814 (VC—H, CHz), 2763 (VC—H.
NCHg), 1464 (6C-H, CHz, CH3), 1379 (6C-H, CH3), 1042 (Vc-N, CNMez).

8.16.7 Darstellung von _N,N-Dimethyldecylamin _ (7)

25.69 g (163.3 mmol) n-Decylamin wurden nach AAV 1 mit 24.03 g (522.1 mmol)
Ameisensaure und 42.63 g Formaldehydlosung (36 %, 15.35 g, 511.0 mmol) umge-

setzt.

Summenformel C 1oH>7N

Molmasse 185.36 g/mol 9 1

/\M/\ /
Ausbeute 23.36 g (126.0 mmol), 77 % 10 7 T
Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 105-110 T (16 mbar)
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'H-NMR (400 MHz, CDCls)
5 [ppm]: 2.26-2.19 (m, 2H, H1), 2.20 (s, 6H, N(CHs),), 1.52-1.35 (m, 2H, H2), 1.34-
1.10 (m, 14H, H3-H9), 0.84 (t, 3H, H10, 3Jo.10 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.85 (C1), 45.35 (N(CHs),), 31.84 (C8), 29.56, 29.53 (C5-C7), 29.27 (C4),
27.61 (C3), 27.43 (C2), 22.62 (C9), 14.04 (C10).

IR (Film)
|7[cm'l]: 2927 (VC—H, CH,, CH3), 2855 (VC—H, CHg), 2814 (VC—H. CHz), 2763 (VC—H,
NCHg), 1465 (6C-H, CH2, CH3), 1378 (6C-H, CH3), 1042 (Vc.N, CNMez).

8.16.8 Darstellung von __N,N-Dimethylundecylamin__ (8)

8.35 g (48.7 mmol) n-Undecylamin wurden nach AAV 1 mit 8.16 g (177 mmol) Amei-
sensaure und 21.71 g Formaldehydlésung (36 %, 7.82 g, 260 mmol) umgesetzt.

Summenformel C 13HxN

Molmasse 199.38 g/mol 10 1
/\M/\ /

Ausbeute 7.43 g (37.3 mmol), 76 % 11 8 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 78-79 T (1.1 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.26-2.21 (m, 2H, H1), 2.20 (s, 6H, N(CHs),), 1.50-1.36 (m, 2H, H2), 1.33-
1.12 (m, 16H, H3-H10), 0.84 (t, 3H, H11, 3J10.11 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.85 (C1), 45.35 (N(CHs),), 31.86 (C9), 29.58, 29.56 (C5-C8), 29.29 (C4),
27.61 (C3), 27.44 (C2), 22.63 (C10), 14.05 (C11).
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IR (Film)
|7[cm'l]: 2926 (Vc.H, CH2, CH3), 2855 (Vc.H, CH3), 2814 (Vc.H, CHz), 2763 (Vc.H,
NCHs), 1465 (8., CHa, CHa), 1378 (8., CHa), 1042 (Ven, CNMey).

8.16.9 Darstellung von N,N-Dimethyldodecylamin _ (9)

53.67 g (289.6 mmol) n-Dodecylamin wurden nach AAV 1 mit 37.85 g (822.3 mmol)
Ameisensaure und 77.29 g Formaldehydlosung (36 %, 27.82 g, 926.6 mmol) umge-

setzt.

Summenformel C 14H3;N

Molmasse 213.41 g/mol 11 1
/\M/\ /

Ausbeute 41.58 g (194.8 mmol), 67 % 12 9 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 125 T (1.0 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.30 (t, 2H, H1, 3J1, = 7.0), 2.23 (s, 6H, N(CHs),), 1.58 (quint, 2H, H2,
33,3 =7.2), 1.50-1.32 (m, 18H, H3-H11), 1.02 (t, 3H, H12, 3J;1.1, = 6.8 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.94 (C1), 45.38 (N(CHs),), 31.89 (C10), 29.65, 29.61, 29.60 (C5-C9),
29.33 (C4), 27.76 (C3), 27.49 (C2), 22.66 (C11), 14.09 (C12).

IR (Film)
V~[Cm-1]: 2926 (VC—H, CH>, CHg), 2854 (VC—H. CH3), 2814 (VC—H, CHz), 2762 (VC—H.
NCHs), 1465 (8., CHa, CHa), 1378 (8., CHa), 1042 (Ven, CNMey).
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8.16.10 Darstellung von _N,N-Dimethyltridecylamin__ (10)

25.39 g (127.3 mmol) n-Tridecylamin wurden nach AAV 1 mit 18.17 g (394.7 mmol)
Ameisenséaure und 44.68 g Formaldehydlésung (36 %, 16.08 g, 535.6 mmol) umge-

setzt.

Summenformel C i5H33N

Molmasse 227.44 g/mol 12 1
/\M/\ /

Ausbeute 23.19 g (102.0 mmol), 80 % 13 10 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 86-88 T (1.0 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.27-2.22 (m, 2H, H1), 2.21 (s, 6H, N(CHs),), 1.51-1.38 (m, 2H, H2), 1.33-
1.12 (m, 20H, H3-H12), 0.85 (t, 3H, H13, 3J12.13 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.85 (C1), 45.33 (N(CHa)), 31.88 (C11), 29.65, 29.63, 29.61, 29.59, 29.57
(C5-C10), 29.32 (C4), 27.58 (C3), 27.44 (C2), 22.65 (C12), 14.07 (C13).

IR (Film)
|7[cm'1]: 2925 (Vc-H, CH2, CH3), 2854 (Vc.H, CH3), 2813 (Vc.H, CHz), 2763 (Vc.H,
NCHg), 1465 (6C-H, CH2, CH3), 1378 (6C-H, CH3), 1042 (Vc.N, CNMez).

8.16.11 Darstellung von _N,N-Dimethyltetradecylamin _ (11)

25.61 g (120.0 mmol) n-Tetradecylamin wurden nach AAV 1 mit 16.55 g (359.5
mmol) Ameisensaure und 42.25 g Formaldehydlésung (36 %, 15.21 g, 506.5 mmol)
umgesetzt. Der Mischung wurden wegen starker Schaumbildung wéhrend der Reak-

tion 100 mL Wasser zugesetzt.
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Summenformel C 16H3sN

Molmasse 241.46 g/mol 13 1
/\M/\ /

Ausbeute 22.9 g (94.8 mmol), 79 % 14 11 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 110-114 € (1.1 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.29-2.23 (m, 2H, H1), 2.23 (s, 6H, N(CHs),), 1.52-1.38 (m, 2H, H2), 1.34-
1.12 (m, 22H, H3-H13), 0.85 (t, 3H, H14, J15.14 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.82 (C1), 45.30 (N(CHs),), 31.89 (C12), 29.66, 29.64, 29.63, 29.61, 29.58,
29.56 (C5-C11), 29.32 (C4), 27.53 (C3), 27.43 (C2), 22.65 (C13), 14.07 (C14).

IR (Film)
V~[Cm-1]: 2925 (VC—H, CH>, CHg), 2854 (VC—H. CH3), 2813 (VC—H, CHz), 2762 (VC—H.
NCHg), 1465 (6C-H, CHz, CH3), 1378 (6C-H, CH3), 1042 (Vc-N, CNMez).

8.16.12 Darstellung von _N,N-Dimethylpentadecylamin __ (12)

9.94 g (43.7 mmol) n-Pentadecylamin wurden nach AAV 1 mit 8.64 g (188 mmol)
Ameisensaure und 12.57 g Formaldehydldsung (36 %, 4.53 g, 151 mmol) umgesetzt.

Summenformel C 17H37N

Molmasse 255.49 g/mol 14 1

/\M/\ /
Ausbeute 9.55 g (37.4 mmol), 86 % 15 12 T
Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 107-109 T (0.74 mbar)
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'H-NMR (400 MHz, CDCls)
5 [ppm]: 2.29-2.23 (m, 2H, H1), 2.22 (s, 6H, N(CHs),), 1.52-1.39 (m, 2H, H2), 1.35-
1.12 (m, 24H, H3-H14), 0.85 (t, 3H, H15, 3J14.15 = 7.0 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.82 (C1), 45.30 (N(CHs),), 31.89 (C13), 29.66, 29.65, 29.62, 29.59, 29.56
(C5-C12), 29.33 (C4), 27.53 (C3), 27.43 (C2), 22.65 (C14), 14.07 (C15).

IR (Film)
|7[cm'l]: 2926 (VC—H, CH,, CH3), 2854 (VC—H, CHg), 2813 (VC—H. CHz), 2763 (VC—H,
NCHg), 1466 (6C-H, CH2, CH3), 1378 (6C-H, CH3), 1042 (Vc.N, CNMez).

8.16.13 Darstellung von __N,N-Dimethylhexadecylamin __ (13)

2.08 g (8.61 mmol) n-Hexadecylamin wurden nach AAV 1 mit 0.81 g (18 mmol)
Ameisenséaure und 1.66 g Formaldehydlésung (36 %, 0.60 g, 20 mmol) umgesetzt.

Summenformel C 1gH3gN

Molmasse 269.52 g/mol 15 1
/\M/\ /

Ausbeute 1.57 g (6.15 mmol), 71 % 16 13 T

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 160 € (1.1 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCls)
5 [ppm]: 2.50-2.18 (m, 2H, H1), 2.19 (s, 6H, N(CHs),), 1.49-1.37 (m, 2H, H2), 1.35-
1.11 (m, 26H, H3-H15), 0.86 (t, 3H, H16, 3J15.16 = 6.9 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.96 (C1), 45.50 (N(CHs),), 31.91 (C14), 29.67, 29.65, 29.62, 29.60 (C5-
C13), 29.35 (C4), 27.79 (C3), 27.50 (C2), 22.68 (C15), 14.09 (C16).
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IR (Film)
|7[cm'l]: 2924 (Vc.H, CH2, CH3), 2854 (Vc.H, CH3), 2814 (Vc.H, CHz), 2763 (Vc.H,
NCHs), 1465 (8., CHa, CHa), 1378 (8., CHa), 1043 (v, CNMey).

8.16.14 Darstellung von N,N-Dimethyloctadecylamin _ (14)

25.94 g (91.49 mmol) N-Methyloctadecan-1-amin wurden nach AAV 1 mit 7.42 ¢
(161 mmol) Ameisensaure und 13.95 g Formaldehydlésung (36 %, 5.02 g, 167

mmol) umgesetzt.

Summenformel C s9HasN

Molmasse 297.57 g/mol 17 1

/\M/\ /
Ausbeute 26.39 g (88.69 mmol), 97 % 18 15 T
Aussehen farbloser Feststoff

Schmelzpunkt 26 C

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 2.34-2.19 (m, 2H, H1), 2.23 (s, 6H, N(CHs),), 1.62-1.36 (m, 2H, H2), 1.36-
1.09 (m, 30H, H3-H17), 0.85 (t, 3H, H18, 3J17.15 = 6.8 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 59.83 (C1), 45.32 (N(CHs),), 31.92 (C16), 29.69, 29.61 (C5-C15), 29.35
(C4), 27.56 (C3), 27.47 (C2), 22.69 (C17), 14.12 (C18).

IR (Film)
V~[Cm-1]: 2924 (VC—H, CH>, CHg), 2853 (VC—H. CH3), 2813 (VC—H, CHz), 2762 (VC—H.
NCHs), 1466 (8., CHa, CHa), 1378 (8., CHa), 1042 (Ven, CNMey).
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8.16.15 Darstellung von Undec-10-ensaurechlorid _ (15)

91.5 g (497 mmol) 10-Undecenséure wurden langsam zu 119.2 g (1.002 mol) Thio-
nylchlorid getropft. Die Mischung wurde dann fir 2 h unter RuckfluR erhitzt. Eine

fraktionierte Destillation des Reaktionsgemisches lieferte die Titelverbindung.

Summenformel C 1;H19CIO

Molmasse 202.72 g/mol 10 2 cl
/ L

Ausbeute 89.3 g (441 mmol), 89 % 1 7

Aussehen gelbliche Flussigkeit 0

Siedepunkt 80 T (0.1 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 5.81 (ddt, 1H, H10, 3J10.117 = 10.3 Hz, 3J10.11e = 16.9 Hz, 3J109 = 6.6 H2),
4.99 (ddt, 1H, H11g, 11e117 = 3.4 Hz), 4.93 (ddt, 1H, H11,, *J117.0 = 2.1 Hz), 2.87 (t,
2H, H2, 33,3 = 7.3 Hz), 2.08-1.97 (m, 2H, H9), 1.71 (quin, 2H, H3, 3J3.4 = 7.3 Hz),
1.43-1.17 (m, 10H, H4-H8).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 173.79 (C1), 139.05 (C10), 114.19 (C11), 47.08 (C2), 33.73 (C9), 29.13,
28.99, 28.95, 28.82 (C5-C8), 28.38 (C4), 25.03 (C3).

8.16.16 Darstellung von Undec-10-enamid __ (16)

30.5g (150 mmol) 10-Undecensaurechlorid wurden nach AAV 5 mit 200 mL
25 %iger NHs-Losung (45.5 g, 2.67 mol) umgesetzt.
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Summenformel C 11H>;NO

Molmasse 183.29 g/mol
Ausbeute 27.0 g (147 mmol), 98 %
Aussehen farbloser Feststoff

Schmelzpunkt 83 C

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)
5 [ppm]: 5.80 (ddt, 1H, H10, 3J10.117 = 10.3 Hz, 3J10.11e = 16.9 Hz, 3J10.0 = 6.7 Hz),
4.98 (ddt, 1H, H11g, 2J11e.117 = 3.7 Hz), 4.94-4.87 (m, 1H, H11,, *J117.9 = 2.1 Hz), 2.20
(t, 2H, H2, 3J,.3 = 7.5 Hz), 2.09-2.00 (m, 2H, H9), 1.60 (quin, 2H, H3, 3J34 = 7.3 Hz),
1.44-1.25 (m, 10H, H4-H8).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-Dg)
5 [ppm]: 179.36 (C1), 140.16 (C10), 114.75 (C11), 36.57 (C2), 34.93 (C9), 30.50,
30.44, 30.34, 30.20, 30.14 (C4-C8), 26.94 (C3).

8.16.17 Darstellung von N-Methylundec-10-enamid _(17)

31.0 g (153 mmol) 10-Undecensaurechlorid wurden nach AAV 5 mit 53.8 g 40 %iger
Methylaminlésung (21.5 g, 693 mmol) umgesetzt.

Summenformel C 15,H>3NO

Molmasse 197.32 g/mol 10 2 H

1 \
Ausbeute 28.5 g (144 mmol), 94 % 11 = 7
Aussehen farbloser Feststoff o

Schmelzpunkt 49 C




8 Experimenteller Tell 205

'H-NMR (400 MHz, CDCls)

5 [ppm]: 5.85 (s, 1H, NH), 5.77 (ddt, 1H, H10, 3J10.117 = 10.3 Hz, 3J10.12e = 17.0 Hz,
30100 = 6.7 Hz), 4.95 (ddt, 1H, H1lg, 2J1ig.117 = 3.7 Hz), 4.89 (ddt, 1H, H11,,
“J1170=2.3Hz), 2.77 (d, 3H, NCHs, 3Inwchz=4.8Hz), 2.14 (t, 2H, H2,
33,3 = 7.7 Hz), 2.04-1.95 (m, 2H, H9), 1.59 (quin, 2H, H3, %J34 = 7.4 Hz), 1.39-1.15
(m, 10H, H4-H8).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
d [ppm]: 173.96 (C1), 139.07 (C10), 114.05 (C11), 36.58 (C2), 33.69 (C9), 29.24,
29.23, 28.98, 28.80 (C4-C8), 26.17 (C3), 25.72 (NCHy).

8.16.18 Darstellung von Undec-10-enylamin___ (18)

11.1 g (60.6 mmol) 10-Undecenamid wurden mit 9.20 g (242 mmol) LiAIH; nach
AAV 6 umgesetzt.

Summenformel C 11H23N
Molmasse 169.31 g/mol

10 1
Ausbeute 8.12 g (48.0 mmol), 79 % 11/\M8/\NH2
Aussehen farblose Flussigkeit
Siedepunkt 50 € (0.1 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)

5 [ppm]: 5.81 (ddt, 1H, H10, 3J10.117 = 10.3 Hz, 3J10.11e = 17.0 Hz, 3J109 = 6.7 Hz),
498 (ddt, 1H, H1lg, g1z = 3.7 Hz, *Jiige=2.1Hz), 4.89 (ddt, 1H, H11,
*J112.0 = 2.2 Hz), 2.61 (t, 2H, H1, 3J1., = 7.2 HZ), 2.10-2.00 (m, 2H, H9), 1.51-1.21 (m,
14H, H2-H8).

13C-NMR (100 MHz, CD30D)
5 [ppm]: 140.16 (C10), 114.79 (C11), 47.70 (C1), 34.98 (C2), 34.07 (C9), 30.77,
30.72, 30.65, 30.30, 30.20 (C4-C8), 28.14 (C3).
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IR (Film)

7 [cm™]: 3369, 3294 (Wi, CNHy), 3077, 2976 (Ve, =CH, =CHj), 2926, 2854 (Vc.p,
CH,), 1640 (Ve=c, CH=CH,), 1611 (Sni, CNH,), 1465 (8c.n, CHa), 1389 (8¢, =CH,
=CHj), 1072 (e, CNHy), 993, 910 (8¢, =CHy).

8.16.19 Darstellung von N-Methylundec-10-enylamin __ (19)

28.5 g (143 mmol) N-Methyl-10-undecenamid wurden mit 11.1 g (292 mmol) LiAlH,4
nach AAV 6 umgesetzt. Abweichend wurde die Reaktion in THF anstelle von Et,O
als Losungsmittel durchgefihrt. Die angeschlossene Extraktion wurde wieder ent-
sprechend AAV 6 mit Et,O durchgefihrt.

Summenformel C 12H2sN
Molmasse 183.33 g/mol

10 1 /
Ausbeute 24.71 g (135 mmol), 94 % 11/\M8/\H
Aussehen farblose Flussigkeit
Siedepunkt 60 T (0.09 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)

5 [ppm]: 5.77 (ddt, 1H, H10, 3J10.117 = 10.3 Hz, 3J10.11e = 16.9 Hz, 3J10.0 = 6.7 Hz),
4.95 (ddt, 1H, H11g, 2J11e.117 = 3.7 Hz), 4.89 (ddt, 1H, H11,, “J112.6 = 2.3 Hz), 2.52 (t,
2H, H1, 3J1, = 7.2 Hz), 2.39 (s, 3H, NCH3), 2.04-1.95 (m, 2H, H9), 1.44 (quin, 2H,
H2, %J,.5 = 7.1 Hz), 1.38-1.15 (m, 12H, H3-H8).

13C-NMR (100 MHz, CDCls)
5 [ppm]: 139.10 (C10), 114.00 (C11), 52.17 (C1), 36.49 (NCHs), 33.73 (C9), 29.89,
29.50, 29.37, 29.05, 28.85 (C2, C4-C8), 27.28 (C3).
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IR (Film)

v [em™]: 3294 (Vn.n, CNHC), 3077 (Ven, =CH, =CH,), 2926, 2854 (Vc.4, CHy), 2790
(Ven, NCHa), 1641 (ve=c, CH=CH), 1467 (dc.H, CH2), 1370 (&c.H, =CH, =CHy), 1124
(Ven, CNHC), 993, 909 (8c.1, =CHy).

8.16.20 Darstellung von N,N’-Bis(ethan-1,2-diyl)diundec-10-enamid
(20)

69.7 g (378 mmol) 10-Undecensaure wurden mit 10.7 g (178 mmol) Ethylendiamin
versetzt und fur 5 h mit Hilfe eines Metallbades auf 200 T erwarmt. Wahrend des
Erwarmens wurde ein leichter Stickstoffstrom durch den Kolben geleitet, um eine
sauerstoffbedingte Zersetzung des Gemisches zu verhindern. Zur Reinigung wurde
das Reaktionsprodukt mit 200 mL siedendem Ethanol digeriert. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde der zuriickbleibende Feststoff abfiltriert und zweimal mit je
50 mL Ethanol gewaschen. Das Produkt wurde zuerst an der Luft und anschliel3end

im Vakuum getrocknet.

Summenformel C 24H44N20> 10 2 H
/\M/\%/ NG

Molmasse 392.62 g/mol 11 7

Ausbeute 46.1 g (117 mmol), 94 %

Aussehen farbloser Feststoff

11
\/H\/i\ /q
Schmelzpunkt 129 C . 75 H

'H-NMR (400 MHz, CDCls)

5 [ppm]: 6.98 (s, 2H, NH), 5.78 (ddt, 2H, H10, H10’, ®Ji0.11z = 10.3 Hz, 3Ji0.12e =
16.9 Hz, 3Ji00 = 6.7 Hz), 4.97 (ddt, 2H, H1lg, H1lg' %Jye11z = 3.7 Hz,
“J118.0 = 2.1 Hz), 4.91 (ddt, 2H, H11z, H11; *J117.0 = 2.2 Hz), 3.37 (s, 4H, Ha), 2.20 (t,
4H, H2, H2' 3J,53=7.7 HZ), 2.07-1.95 (m, 4H, H9, H9), 1.59 (quin, 4H, H3, H3
3334 = 7.0 HZ), 1.41-1.15 (m, 20H, H4-H8, H4'-H8).
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13C-NMR (100 MHz, CDCls)

5 [ppm]: 174.97 (C1, C1’), 139.96 (C10, C10"), 114.10 (C11, C11’), 40.08 (Ca), 36.41
(C2, C2Y), 33.73 (C9, C9"), 29.30, 29.26, 29.23, 29.04, 28.85 (C4-C8, C4'-C8), 25.73
(C3, C3)).

IR (KBr)

P [cm™]: 3298 (Vn.n, C(O)NH), 3085, 2981 (Vc.p, =CH, =CH,), 2920, 2850 (Vc.p, CHy),
1638 (Vc=c, Vc=0, CH=CH,, C(O)NH), 1564 (8y.+, C(O)NH), 1470 (8c., CHy), 1380
(8c.n, =CH, =CH,), 1261, 1249 (Vc.n, C(O)NH), 994, 916 (8¢, =CH,).

Elementaranalyse [%]

C H N

Berechnet | 73.42 | 11.30 | 7.14

Gefunden | 73.36 | 11.38 | 7.09

8.16.21 Darstellung von N.N’-Bis(undec-10-enyl)ethan-1,2-diamin
(21)

17.2 g (112 mmol) N,N’-Bis(ethan-1,2-diyl)di-10-undecenamid und 12.2 g (453 mmol)
LiAlIH; wurden nach AAV 6 umgesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde durch

Umkristallisation aus Ethanol gereinigt.

Summenformel C 54H4sN>

11 \ H
Molmasse 364.65 g/mol W ¢

Ausbeute 36.6 g (100 mmol), 90 %

Aussehen farbloser Feststoff /w\M/l\ .
. N
11 8 H

Schmelzpunkt 41 <C
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'H-NMR (400 MHz, CDCls)

5 [ppm]: 5.77 (ddt, 2H, H10, H10", 3J10.117 = 10.3 Hz, 3J10.11e = 16.9 Hz, 3J109 = 6.7
Hz), 4.95 (ddt, 2H, H1lg, H11g “Jiiea1z = 3.6 Hz), 4.89 (ddt, 2H, H11z, H11/
“J117.0 = 2.3 Hz), 2.71 (s, 4H, Ha), 2.57 (t, 4H, H1, H1’ 3J., = 7.3 Hz), 2.05-1.90 (m,
6H, H9, H9", NH), 1.46 (quin, 4H, H2, H2", 3J,.3 = 7.1 Hz), 1.38-1.15 (m, 24H, H3-H8,
H3'-H8").

13C-NMR (100 MHz, CDCls)

5 [ppm]: 139.10 (C10, C10’), 114.02 (C11, C11’), 49.89 (Ca), 49.23 (C1, C1), 33.73
(C9, C9), 29.95, 29.47, 29.37, 29.05, 28.85 (C2, C2', C4-C8, C4-C8), 27.28 (C3,
C3).

IR (KBr)

7 [cm™]: 3238 (Vn, CNHC), 3079 (e, =CH, =CHy), 2920, 2847, 2806 (V. CHy),
1644 (Vc=c, CH=CH,), 1503 (3.1, CNHC), 1465 (3c.1, CH2), 1300 (8¢, =CH, =CHy),
1132 (Ve.n, CNHC), 992, 915 (8.1, =CHy).

Elementaranalyse [%]

C H N

Berechnet | 79.05 | 13.27 | 7.68

Gefunden | 78.25 | 13.21 | 7.59

8.16.22 Darstellung von HOEG ¢C,;-1-en (22)

54.2g (192 mmol) Hexaethylenglycol, 28.1g (500 mmol) KOH wund 50.1g
(215 mmol) 11-Brom-1-undecen wurden nach AAV 2 umgesetzt.
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Summenformel C 23H4607
Molmasse 434.61 g/mol

HO 11 2
Ausbeute 25.1 g (57.6 mmol), 30 % \V\o f N
Aussehen leicht gelbliches Ol
Ri-Wert 0.42 (Et,O/MeOH 9:1)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-Dg)

5 [ppm]: 5.78 (ddt, 1H, H2, 33,17 = 10.3 Hz, 3J,4¢ = 16.9 Hz, 3J,3 = 6.7 Hz), 4.99
(ddt, 1H, Hlg, 2Jie.az = 3.8 Hz, *Jie3 = 2.1 Hz), 4.93 (ddt, 1H, H1y, “Jiz.3 = 2.3 Hz),
4.58 (t, 1H, OH, 3Jop.chz = 5.5 Hz), 3.60-3.30 (m, 24H, OCHy,), 3.35 (t, 2H, H11,
331110 = 6.6 Hz), 2.08-1.90 (m, 2H, H3), 1.47 (quin, 2H, H10, 3J10.¢ = 6.7 Hz), 1.38-
1.05 (m, 12H, H4-H9).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-Dg)
5 [ppm]: 138.73 (C2), 114.53 (C1), 72.29 (CH,CH,OH), 70.24 (C11), 69.75, 69.73,
69.71, 69.42 (OCH,), 60.13 (CH,OH), 33.14 (C3), 29.16, 28.95, 28.81, 28.78, 28.46,
28.22 (C4-C8,C10), 25.59 (C9).

8.16.23 Darstellung von HOEG ;C;4-1-en (23)

20.0g (61.3 mmol) Heptaethylenglycol, 8.64g (154 mmol) KOH und 14.3g

(61.3 mmol) 11-Brom-1-undecen wurden nach AAV 2 umgesetzt.

Summenformel C 25H5005

Molmasse 478.66 g/mol

HO\V\ 1 2
Ausbeute 6.60 g (13.8 mmol), 22 % ot g X .
Aussehen leicht gelbliches Ol

Rr-Wert 0.41 (Et,0/MeOH 9:1)
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-Dg)

5 [ppm]: 5.78 (ddt, 1H, H2, 33,17 = 10.3 Hz, 3J,4¢ = 17.0 Hz, 3J,53 = 6.7 Hz), 4.99
(ddt, 1H, Hlg, 21e17 = 3.7 Hz, *J1g.3 = 2.2 Hz), 4.93 (ddt, 1H, Hlz, *Ji7.3 = 2.3 Hz),
4.56 (t, 1H, OH, *Jon.chz = 5.5 Hz), 3.60-3.26 (m, 28H, OCH,), 3.36 (t, 2H, H11,
331110 = 6.6 Hz), 2.05-1.95 (m, 2H, H3), 1.47 (quin, 2H, H10, 3Ji06 = 6.6 Hz), 1.39-
1.15 (m, 12H, H4-H9).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-Dg)
d [ppm]: 138.71 (C2), 114.51 (C1), 72.27 (CH,CH,OH), 70.22 (C11), 69.74, 69.71,
69.69, 69.40 (OCH,), 60.13 (CH,OH), 33.11 (C3), 29.13, 28.92, 28.78, 28.75, 28.44,
28.20 (C4-C8,C10), 25.69 (C9).

8.16.24 Darstellung von MEOEG (3.12Ci;1-1-en (24)

6.17 g (257 mmol) NaH wurden in 500 mL absolutem THF suspendiert und dann
tropfenweise mit 44.22g (126.3 mmol) Polyethylenglycolmonomethylether
(Mnir. = 350 g/mol) versetzt. Nach beendeter H,-Entwicklung wurden langsam
32.88 g (141.0 mmol) 11-Brom-1l-undecen zugegeben. Das Gemisch wurde Uber
Nacht gertuhrt und dann zur Desaktivierung von Uberschissigem NaH mit 40 mL
(31 g, 0.69 mol) Ethanol versetzt. Das Losungsmittel wurde dann am Rotationsver-
dampfer entfernt und der Ruckstand in 300 mL Wasser und 300 mL CH,Cl, aufge-
nommen. die organische Phase wurde isoliert und die wéassrige Phase dreimal mit je
300 mL CHCl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 400 mL
Wasser gewaschen und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit CH,Cl, / Methanol (Gradient: 9.5:0.5-8:2)
gereinigt.



212 8 Experimenteller Teil

Mittl. Molmasse 502.27 g/mol

Ausbeute 51.62 g (102.8 mmol), 81 %

Aussehen leicht gelbliches Ol

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)

5 [ppm]: 5.78 (ddt, 1H, H2, 3J,47 = 10.3 Hz, 3J,4¢ = 17.0 Hz, 3J,5 = 6.7 Hz), 4.96
(ddt, 1H, Hlg, 2Jigaz = 3.7 Hz), 4.89 (ddt, 1H, H1,, “Jiz5=2.3 Hz), 3.75-3.28 (m,
40H, OCHy), 3.41 (t, 2H, H11, 3J11.10 = 6.8 Hz), 3.35 (s, 3H OCHs), 2.07-1.95 (m, 2H,
H3), 1.54 (quin, 2H, H10, %J100 = 7.1 Hz), 1.41-1.15 (m, 12H, H4-H9).

8.16.25 Darstellung von HOEG C;:SAcC (25)

6.13 g (14.1 mmol) HOEGs-Cy3-1-en und 4.46 g (58.6 mmol) Thioessigsaure wurden
nach AAV 3 umgesetzt.

Summenformel C 5H5005S

S
Molmasse 510.72 g/mol \H/ 1 AN 10
Ausbeute 5.82 g (11.4 mmol), 81 %

O

Aussehen leicht gelbliches Ol
HOM u
Re-Wert 0.42 (Et,O/MeOH 9:1) O /s

'H-NMR (200 MHz, DMSO-D)
S [ppm]: 4.57 (t, 1H, OH, 3Jom.cHz = 5.5 Hz), 3.62-3.22 (m, 26H, OCH,, H11), 2.81 (t,
2H, H1, 3J1, = 7.1 Hz), 2.31 (s, 3H, SC(O)CHs), 1.60-1.10 (m, 18H, H2-H10).
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13C-NMR (50 MHz, DMSO-Dg)

5 [ppm]: 195.01 (SC(O)CHs), 72.25 (CH,CH,0OH), 70.21 (C11), 69.70, 69.38 (OCH,),
60.11 (CH,OH), 30.45 (SC(O)CHs), 29.14, 29.04, 28.93, 28.87, 28.81, 28.42, 28.25,
28.05 (C1-C8, C10), 25.58 (C9).

IR (Film)
7 [cm™]: 3461 Vo, COH), 2926, 2856 (Ve.n, CHy), 1692 (Vemo, SC(O)CHa), 1459
(6C—H, CHz), 1116 (Vo_c_o, Ether).

8.16.26 Darstellung von HOEG ;C,;SAc (26)

6.26 g (13.1 mmol) HOEG7-Cjy3-1-en und 4.07 g (53.5 mmol) Thioessigsaure wurden
nach AAV 3 umgesetzt.

Summenformel C 57H5409S

s
Molmasse 554.78 g/mol \H/ 1 AN 10
Ausbeute 5.13 g (9.25 mmol), 71 %

o

Aussehen leicht gelbliches Ol
HOV\ 11
R-Wert 0.42 (Et,0/MeOH 9:1) o /7

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)

5 [ppm]: 3.80-3.50 (m, 29H, OCH,, OH), 3.39 (t, 2H, H11, 3J10.11 = 6.8 Hz), 2.80 (t,
2H, H1, 331, = 7.3 Hz), 2.27 (s, 3H, SC(O)CHs), 1.60-1.45 (m, 4H, H2,H10), 1.37-
1.15 (m, 14H, H3-H9).

13C-NMR (200 MHz, CDCl5)

d [ppm]: 195.92 (SC(O)CHs), 72.44 (CH,CH,OH), 70.40 (C11), 70.47, 70.45, 70.44,
70.40, 70.18, 69.91 (OCHy), 61.57 (CH,OH), 30.52 (SC(O)CHs), 29.50, 29.42, 29.37,
29.34, 29.32, 29.02, 28.97 (C2-C8, C10), 28.68 (C1), 25.95 (C9).
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8.16.27 Darstellung von HOEG ¢C1.SH (27)

2.84 g (5.56 mmol) AcSC;;EGsOH wurden mit 5.73 g (143 mmol) NaOH nach AAV 4

umgesetzt.

Summenformel C 23H407S
Molmasse 468.69 g/mol HS 10
8
1

Ausbeute 1.85 g (3.95 mmol), 71 %

. . . HO 11
Aussehen leicht gelbliches Ol o7
Ri-Wert 0.40 (Et,O/MeOH 9:1)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-D)
5 [ppm]: 4.58 (t, 1H, OH, 3Jon-chz = 5.3 Hz), 3.66-3.10 (m, 26H, OCH,, H11), 2.54-
2.36 (M, 2H, H1), 2.27-2.13 (m, 1H, SH), 1.64-1.05 (m, 18H, H2-H10).

IR (Film)
7 [cm™]: 3448 (Vou, COH), 2925, 2856 (Ve.n, CHy), 2557 (Vs.u, CSH), 1459 (3c.p,
CHz), 1117 (Vo-c.o, Ether).

8.16.28 Darstellung von HOEG ;C,,SH (28)

5.13 g (9.25 mmol) HOEG;C11:SAc wurden mit 2.13 g (53.3 mmol) NaOH nach AAV 4

umgesetzt.

Summenformel C 5H5,05S

Molmasse 512.74 g/mol HS 10

Ausbeute 2.67 g (5.21 mmol), 56 %

. . y HO 11
Aussehen leicht gelbliches Ol o7

Rr-Wert 0.41 (Et,0/MeOH 9:1)
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'H-NMR (200 MHz, CDCl5)

5 [ppm]: 3.81-3.35 (m, 28H, OCH,), 3.39 (t, 2H, H11, 3J11.10 = 6.8 Hz), 2.47 (g, 2H,
H1, 3J1, = 7.4 Hz), 1.61-1.47 (m, 4H, H2,H10), 1.40-1.13 (m, 14H, H3-H9), 1.28 (t,
1H, SH, *Jsh1 = 7.7 H2).

13C-NMR (100 MHz, CDCls)

5 [ppm]: 72.48 (CH,CH,0OH), 71.37 (C11), 70.45, 70.43, 70.41, 70.40, 70.38, 70.35,
70.11, 69.90 (OCHy), 61.50 (CH,OH), 33.89 (C2), 29.47, 29.40, 29.36, 29.34, 29.31
(C5-C8, C10), 28.91 (C4), 28.22 (C3), 25.92 (C9), 24.50 (C1).

IR (Film)
7 [cm™]: 3436 (Vou, COH), 2925, 2856 (Ven, CHa), 2557 (Veeo, SC(O)CHa), 1459
(6C—H, CHz), 1114 (Vo_c_o, Ether).

8.16.29 Darstellung von MEOEG 5.19C1:P(H)(O)(OH) (29)

40.2g (80.1 mmol) MeOEG3.12Ci1-1-en, 23.3g (220 mmol) NaH,PO,H,0 und
8.43 g (86.0 mmol) Triethylboran wurden gemaf AAV 7 umgesetzt.

Mittl. Molmasse 568.27 g/mol
Ausbeute 38.6 g (67.9 mmol), 85 %

Aussehen leicht gelbliches Ol

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)

5 [ppm]: 10.22 (s, 1H, P-OH), 7.05 (dt, P-H, 'Jp. = 541 Hz, 3Jpy., = 2.0 Hz), 3.82-
3.26 (m, OCHy), 3.40 (t, 2H, H11, 3J11.10 = 6.8 Hz), 3.34 (s, 3H, OCH3), 1.80-1.62 (m,
2H, H1), 1.60-1.46 (m, 4H, H2,H10), 1.42-1.14 (m, 14H, H3-H9).
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*'P-NMR (160 MHz, CDCls)
O [ppm]: 38.6.

Ein Signal bei 3= 10.7 ppm im **P-NMR-Spektrum wies darauf hin, dass im Produkt

geringe Mengen von H3PO, enthalten waren.

8.16.30 Darstellung von MEOEG (315 C1;P(0)(OH), (30)

20.99 (36.8 mmol) MeOEG.12C11P(H)(O)(OH) wurden mit 8.4 g (74 mmol)
30 %iger H,O,-Losung gemall AAV 9 umgesetzt.

Mittl. Molmasse 584.27 g/mol
Ausbeute 22.9 g (39.3 mmol), 107 %*

Aussehen braunliches Wachs

* Produkt enthielt noch Lésungsmittelreste

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 9.46 (s, 2H, P-OH), 4.10-3.00 (m, OCHy), 3.42 (t, 2H, H11, 3J11.10 = 6.8 Hz),
3.35 (s, 3H, OCHs), 1.80-1.05 (m, 20H, H1-H10).

13C-NMR (50 MHz, CDCl5)

5 [ppm]: 71.80 (CH,OCHj3), 71.44 (C11), 70.43, 69.91 (OCH,), 58.93 (OCHs), 31.41
(d, C3 3Jp.c = 17.4 Hz), 29.48, 29.43, 29.39, 29.35, 29.25, 28.99 (C4-C8, C10), 25.97
(C9), 25.85 (d, C1'Jp.c = 143 Hz), 22.13 (d, C2, 2Jp.c = 5.0 Hz).

*'P-NMR (100 MHz, CDCls)
0 [ppm]: 33.3.
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IR (Film)
v [cm™]: 2926, 2857 (Vcn, CHa), 2345 (o, P(O)OH), 1459 (3.4, CH>), 1110 (Vo.co,
Ether).

8.16.31 Darstellung von MeOEG (3.10C1:P(S)(OH), (31)

17.6 g (31.3 mmol) MeOEG3.12)C11P(H)(O)(OH), 9.0 g (56 mmol) Hexamethyldisi-
lazan, 1.69 g (6.59 mmol) Sg und 10.0 g (555 mmol) Wasser wurden nach AAV 10

umgesetzt.

Mittl. Molmasse 600.34 g/mol
Ausbeute 18.0 g (30.0 mmol), 96 %

Aussehen gelbliches, viskoses Ol

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)

5 [ppm]: 7.99 (s, 2H, P-OH), 3.88-3.30 (m, 30H, OCH,), 3.45 (t, 2H, H11,
331110 = 6.8 Hz), 3.37 (s, 3H, OCHs), 1.98-1.82 (m. 2H, H1), 1.74-1.48 (m, 4H,
H2,H10), 1.44-1.06 (m, 14H, H3-H9).

13C-NMR (50 MHz, CDCl5)

5 [ppm]: 71.75 (CH,OCHj), 71.43 (C11), 70.32, 70.19, 69.85 (OCH,), 58.89 (OCHj),
34.98 (d, C1, Jp.c =109 Hz), 30.17 (d, C3, 3Jp.c = 18.3 Hz), 29.33, 29.27, 29.23,
29.13, 28.99 (C4-C8, C10), 25.85 (C9), 23.08 (d, C2, *Jp.c = 3.5 Hz).

'P-NMR (100 MHz, CDCl5)
0 [ppm]: 89.1.
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IR (Film)
v [em™]: 2925, 2857 (ve.n, CH2), 2267 (Vo.n, P(S)OH), 1459 (8c., CH>), 1109 (Vo.co,
Ether).

8.16.32 Darstellung von MeOEG N3 (32)

6.94 g (68.6 mmol) Triethylamin und 10.1 g (33.9 mmol) Hexaethylenglycolmono-
methylether wurden in 150 mL absolutem CH,CI, gelost. Das Gemisch wurde mit
einem Eisbad auf 0 T abgekihlt und langsam mit 5.7 9 g (50.6 mmol) Methansulfon-
saurechlorid versetzt. Die Mischung wurde fiir weitere 2 h bei 0 T gerihrt und dann
in 150 mL eiskalte 1 M Salzsdure gegossen. Die organische Phase wurde isoliert
und die wassrige Phase dreimal mit je 150 mL CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit 150 mL gesattigter NaHCOs-L6sung gewaschen
und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Produkt wurde im Vakuum getrocknet
und ohne weitere Aufreinigung in 120 mL absolutem DMF geldst. Nach Zugabe von
4.50 g (69.2 mmol) NaN3 wurde das Gemisch tUber Nacht bei 50 T gerihrt. Nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das DMF im Vakuum entfernt und der Ruck-
stand in 500 mL CH,Cl, und 100 mL Wasser aufgenommen. Die organische Phase
wurde isoliert und die wassrige Phase dreimal mit je 200 mL CH,CI, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit je 100 mL gesattigter NaCl-
Lésung gewaschen und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel mit Et,O / Methanol (9:1) gereinigt.

Summenformel C 13H>7N3O¢

Molmasse 321.37 g/mol
N
Ausbeute 9.74 g (30.3 mmol), 89 % \é ON/ 3
6
Aussehen leicht gelbliches Ol

Ri-Wert 0.45 (Et,O/MeOH 9:1)
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'H-NMR (400 MHz, CDCls)
5 [ppm]: 3.67-3.54 (m, 20H, OCHy), 3.52-3.48 (m, 2H, CH,CH,Ns3), 3.37-3.32 (m, 2H,
CH2N3), 3.33 (s, 3H, OCHy).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 71.78 (CH,OCHs), 70.55, 70.53, 70.49, 70.46, 70.44, 70.42, 70.37 (OCH,),
69.88 (CH,CH,Ns3), 58.87 (OCHs3), 50.53 (CHNs).

IR (Film)
|7[cm'l]: 2872 (VC—H, CHo, CHg), 2107 (VC—N, CNg), 1453 (6C—H. CHz), 1112 (Vo_c_o,
Ether).

8.16.33 Darstellung von Bis(trimethylsilylhypophos phit (33)

Zu 82.7 g (996 mmol) NH4H,PO, wurden 160.0 g (923 mmol) Hexamethyldisilazan
gegeben. Die Mischung wurde unter Rihren auf 100 C erwarmt, wobei sich NH3
entwickelte. Nach Ruhren tGber Nacht bei dieser Temperatur war die Gasentwicklung
beendet. Das Rohprodukt wurde durch fraktionierte Destillation bei vermindertem

Druck (16 mbar) gereinigt. Die Substanz ist pyrophor.

Summenformel C gH;1907PSi;

Molmasse 210.36 g/mol | H |

Ausbeute 162 g (770 mmol), 83 % \Si ||3 Si/
/ \O/ \O/ \

Aussehen farblose Flussigkeit

Siedepunkt 48 T (16 mbar)

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds)
5 [ppm]: 7.68 (d, 1H, P-H, *Jp.; = 176 Hz), 0.16 (s, 18H, Si(CHs)s).

13C-NMR (100 MHz, C¢Ds)
O [ppm]: 0.29 (Si(CHs3)3).
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3P.NMR (160 MHz, CgDs)
o [ppm]: 143.3.

Das *'P-NMR-Spektrum wies darauf hin, dass im Produkt geringe Mengen des
Oxidationsprodukts Phosphonsaure-bis(trimethylsilyl)ester enthalten waren.

8.16.34 Darstellung von Phosphonsaure-bis(trimethyl silylester_(34)

9.359g (44.4 mmol) Bis(trimethylsilyl)hypophosphit wurden in 20 mL absolutem
Hexan gel6st. Die Losung wurde mit einem Eisbad gekihlt und es wurde unter
Ruhren Uber Blaugel getrocknete Luft eingeleitet. Der Luftstrom wurde so reguliert,
daR3 die Temperatur der Reaktionsmischung nicht tber 18 T stieg. Nach 45 min war
die Reaktion beendet (keine weitere Erwdrmung der Mischung). Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt unter verminderten Druck fraktioniert

destilliert.

Summenformel C gH1905PSi;

Molmasse 226.36 g/mol | 0 |

Ausbeute 6.62 g (29.2 mmol), 66 % \Si |F! Si/
/ \O/ \\O/ \

Aussehen farblose Flussigkeit ¥

Siedepunkt 85 T (17 mbar)

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds)
5 [ppm]: 6.85 (d, 1H, P-H, *Jp.y = 691 Hz), 0.17 (s, 18H, Si(CH3)3).

13C-NMR (100 MHz, C¢Ds)
O [ppm]: 0.29 (Si(CHj3)3).

3P.NMR (160 MHz, CgDs)
o [ppm]: -11.9.
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8.16.35 Darstellung von Thiophosphonséaure-bis(trime thylsilyl)ester
(35)

15.4 g (60.0 mmol) Sg wurden in 100 mL absolutem Dioxan suspendiert und tropfen-
weise mit 101.8 g (484 mmol) Bis(trimethylsilyl)hypophosphit versetzt. Die Zugabe
erfolgte so, dal? die Temperatur der Reaktionsmischung 60 T nicht Uberstieg. Nach
beendeter Zugabe wurde die Mischung fiur 1 h bei 60 T geruhrt. Dann wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt bei vermindertem Druck

(16 mbar) fraktioniert destilliert.

Summenformel C gH190;PSSi;

Molmasse 242.42 g/mol s

Ausbeute 96.5 g (398 mmol), 82 % \S|i |F! S|i/
/ \O/ \\O/ \

Aussehen farblose Flussigkeit L

Siedepunkt 101 T (17 mbar)

'H-NMR (400 MHz, CgDs)

5 [ppm]: 7.92 (d, 1H, P-H, Jp4 = 644 Hz), 0.19 (s, 18H, Si(CHs)3)."*C-NMR (100
MHz, CgDs)

O [ppm]: 0.30 (Si(CHj3)3).

3P.NMR (160 MHz, C¢Ds)
O [ppm]: 42.7.

Das *'P-NMR-Spektrum wies darauf hin, dass im Produkt geringe Mengen an

Phosphonsaure-bis(trimethylsily)ester enthalten waren.
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8.16.36 Versuchte Darstellung von Octadecylphosphon saure-bis(tri-

methyl-silyl)ester _ (36)

0.26 g (1.0 mmol) 1-Octadecen, 0.47 g (2.1 mmol) Phosphonsaure-bis(trimethylsilyl)-
ester und 0.11 g (0.66 mmol) AIBN wurden nach AAV 8 umgesetzt. Aus der Reaktion

gingen die Edukte unverandert hervor.

Summenformel C 24Hs5503PSi, ”

18
\/H\l/lj\
Molmasse 478.84 g/mol 15 \ OSiMe;

17 )
OSiMe;

8.16.37 Darstellung von Octadecylthiophosphonsaure- bis(trimethyl-
silyl)ester (37)

0.25g (1.0 mmol) 1-Octadecen, 0.31g (1.3 mmol) Thiophosphonséaure-
bis(trimethylsilyl)ester sowie 0.092 g (0.56 mmol) AIBN wurden nach AAV 8 umge-

setzt. Abweichend wurde hier Dioxan statt THF als Losungsmittel verwendet.

Summenformel C 54H550,PSSis, S
Molmasse 494.90 g/mol s ”
Ausbeut 0.28 g (0.80 mmol), 80 % \/H\l/P\\ i
usbeute .28 g (0.80 mmol), 0 3 15 OSiMe;
OSiMe;
Aussehen farbloser Feststoff

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds)
5 [ppm]: 2.10-1.66 (m, 4H, H1,H2), 1.60-1.11 (m, 30H, H3-H17), 0.93 (t, 3H, H18,
331517 = 6.8 Hz), 0.31 (s, 18H, Si(CHs)s).

3P.NMR (160 MHz, CgDs)
O [ppm]: 75.6.
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8.16.38 Darstellung von Octadecylthiophosphonsaure (38)

0.82 g (1.7 mmol) Octadecylthiophosphonsaure-bis(trimethylsilyl)ester wurden mit
10.0 g (555 mmol) Wasser versetzt und bei 60 T fir 2 h gerthrt. Danach wurden
Uberschissiges Wasser und gebildetes Trimethylsilanol im Vakuum entfernt. Das

Rohprodukt wurde durch Umkristallisation aus n-Hexan gereinigt.

Summenformel C 1gH300-,PS

Molmasse 350.54 g/mol ﬁ

0 18
Ausbeute 0.55 g (1.6 mmol), 95 % \/H\:L/P\\OH
Aussehen farbloser Feststoff o o OH

Schmelzpunkt 75 <C

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)
5 [ppm]: 1.95-1.78 (m, 2H, H1), 1.75-1.55 (m, 2H, H2), 1.55-1.15 (m, 30H, H3-H17),
0.89 (t, 3H, H18, 3J;7.15 = 6.8 Hz).

13C-NMR (100 MHz, CDs0D)
5 [ppm]: 37.05 (d, C1, *Jp.c = 107 Hz), 33.09 (C16), 31.53 (d, C3, *Jp.c = 18 Hz),
30.81, 30.60, 30.41 (C4-C15), 24. 54 (d, C2, 2Jp.c = 4 Hz), 23.75 (C17), 14.49 (C18).

3P.NMR (80 MHz, CD;0D)
O [ppm]: 87.3.

IR (Film)
|7[cm'1]: 3181 (Vo-H, OH), 2927 (Vc-H, CHz, CH3), 2849 (Vc.H, CH3), 2817 (Vc-H, CHz),
1470 (8¢, CHo, CHs), 1405 (8c.1, CHs), 802 (Vp=s, CP(S)(OH)y).
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8.16.39 Darstellung von S-11-Oxo0-11-(prop-2-inylamino)undecylthio-
acetat (39)

7.63 g (34.0 mmol) DCC wurden in 50 mL absolutem CH,CIl, geldst. Die Lésung
wurde auf -20 C abgekihlt und es wurden 8.75g (33.6 mmol) S-10-Carboxy-
decylthioacetat zugegeben. Die Mischung wurde fir 1 h bei -20 T gerihrt und dann
tropfenweise mit einer Losung von 1.85¢g (33.6 mmol) Propargylamin in 30 mL
absolutem CH,CI, versetzt. Es wurde noch 1 h bei -20 € und dann 14 h bei Raum-
temperatur gerihrt. Die Mischung wurde filtriert, um ausgefallenen Dicyclohexyl-
harnstoff abzutrennen. Das Filtrat wurde dann am Rotationsverdampfer eingeengt.
Um den im Rohprodukt noch vorhandenen Dicyclohexylharnstoff zu entfernen, wurde
der Ruckstand zunachst in 50 mL CHCI; gelést. Das Produkt wurde dann unter

Ruhren durch langsame Zugabe von 300 mL n-Hexan ausgefallt.

Summenformel C 15H>7NO,S

Molmasse 297.46 g/mol
Ausbeute 6.90 g (23.2 mmol), 69 %
Aussehen farbloser Feststoff

Schmelzpunkt 70 C

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)

S [ppm]: 5.97 (s, 1H, NH), 4.02 (dd, 2H, Ha, Jyuq = 5.2 Hz, “Jq = 2.6 Hz), 2,82 (t,
2H, H11, 331941 = 7.4 Hz), 2.29 (s, 3H, SC(O)CHs), 2.20 (t, 1H, Hx), 2.17 (t, 2H, H2,
33,3 =7.7 Hz), 1.65-1.46 (m, 4H, H3,H10), 1.37-1.06 (M, 12H, H4-H9).

13C-NMR (50 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 196.12 (SC(O)CHs), 172.82 (C1), 79.72 (CP), 71.41 (Cx), 36.42 (C2), 30.68
(SC(O)CHa), 29.48, 29.35, 29.22, 29.14, 29.05, 28.77 (C4-C11, Ca), 25.57 (C3).
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IR (KBr)

Plem™]: 3306 (Una, Ven CNHC, =CH), 2920, 2851 (Vei, CHy), 1692 (Ve-o,
SC(O)CHs), 1635 (Ve=o0, OC(O)C), 1536 (Sn.+1, C(O)NH), 1471, 1419 (8.1, CHo), 1358
(Ve., CH3), 1141 (Ven, C(O)NH).

Elementaranalyse [%]

C H N S

Berechnet | 64.60 | 9.15 | 4.71 | 10.78

Gefunden | 64.64 | 9.12 | 4.93 | 11.01

8.16.40 Darstellung von AcSC _11EG;OC(O)C=CH (40)

5.82 g (11.4 mmol AcSC1:EGsOH wurden in 35 mL absolutem Dichlormethan gelost
und mit 0.86 g (12 mmol) Propiolséaure versetzt. Nach dem Abkuhlen der Lésung auf
-20 C wurden 2.47g (12.0 mmol) DCC und 0.16g (1.3 mmol) 4-Dimethyl-
aminopyridin zugefigt. Die Mischung farbte sich orange. Die Kuhlung wurde entfernt
und die Mischung tber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch
wurde dann filtriert, um ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff abzutrennen. Das Filtrat
wurde am Rotationsverdampfer bis auf wenige Milliliter eingeengt und unter Rihren
in 100 mL n-Hexan gegeben. Hierbei fiel weiterer Dicyclohexylharnstoff aus, der
abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde eingeengt und das Rohprodukt saulenchroma-
tographisch an Kieselgel mit Et,O / EtOAc (9.5:0.5) gereinigt.

Summenformel C 2gH5004S

S
10
Molmasse 562.76 g/mol Y 1 8
X

Ausbeute 3.09 g (5.49 mmol), 48 % %B 0

. - a 0 11
Aussehen gelbliches Ol 0 s

R-Wert 0.41 (Et,O/EtOAC 19:1) o)
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-Dg)

o [ppm]: 4.57 (s, 1H, Hx, 4.28-4.23 (m, 2H, CH,OC(O)), 3.66-3.60 (m, 2H,
CH,CH,OC(0)), 3.60-3.25 (m, 20H, CH,0), 3.36 (t, 2H, H11, 3J11.10 = 6.6 Hz), 2.81 (t,
2H, H1, %31, =7.2 Hz), 2.31 (s, 3H, SC(O)CHs), 1.55-1.40 (m, 4H, H2,H10), 1.35-
1.14 (m, 14H, H3-H9).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-Dg)

5 [ppm]: 195.08 (SC(O)CHs), 152.09 (Ca)), 79.01 (Cx), 74.53 (CPB), 70.22 (C11),
69.70, 69.69, 69.64, 69.39 (CH,0), 67.68 (CH.CH,OC(0)), 65.02 (CH,OC(0)), 30.42
(SC(O)CHs), 29.12, 29.02, 28.91, 28.83, 28.78, 28.40, 28.22, 28.03 (C1-C8,C10),
25.55 (C9).

IR (KBr)

U [cm™]: 3441 (Ven, =CH), 2927, 2857 (Ve.u, CH2), 2114 (Ve=c, C=CH), 1718 (Vc-o,
0OC(0)C), 1692 (vc=0, SC(O)CH3), 1457 (8c-n, CHy), 1353 (Vcu, CH3), 1228 (Vo-c-o,
Ester), 1113 (Vo.c-o, Ether).

Elementaranalyse [%]

C H S

Berechnet | 59.76 | 8.96 | 5.70

Gefunden | 60.02 | 8.81 | 5.24

8.16.41 Darstellung von Triethylboran

Zu 90.8 g (3.74 mol) Magnesiumspanen in 250 mL absolutem Et,O wurde langsam
und unter Ruhren (KPG-RUhrer) eine Losung von 363.7 g (3.338 mol) Ethylbromid in
250 mL absolutem Et,O getropft. Nach beendeter Reaktion wurde das Gemisch fur
1 h unter Ruckfluf3 erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Grignard-
L6sung von unumgesetztem Magnesium abdekantiert und langsam zu einer Lésung
von 141.8 g (999.2 mmol) BF3;[OEt, in 400 mL absolutem Et,O getropft. Da die
Reaktion sehr exotherm war, wurde das Reaktionsgefd? mit einem Wasserbad

gekuhlt. Nach beendeter Zugabe der Grignard-Lésung wurde die Mischung fur 1 h
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unter Ruckflul3 erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von
500 mL sauerstofffreiem Dibutylether. Die Mischung wurde fir 10 min gerthrt. Dann
wurde die organische Phase von ausgefallenen Magnesiumsalzen abdekantiert. Der
anorganische Ruckstand wurde mit 500 mL sauerstofffreiem Et,O gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dann Uber eine Vigreux-Kolonne fraktioniert
destilliert. Als Produktfraktion wurde bei 90 € — 120 T ein Gemisch aufgefangen,

das sich wie folgt zusammensetzte:

Verbindung | molarer Anteil [%] | w [%)]

Ets:B 53 50
Et,O 18 13
Bu,O 29 37

Das Gemisch ist pyrophor.

Summenformel C ¢HisB

”
Molmasse 97.99 g/mol . /
B
Ausbeute 40.3 g (412 mmol), 41 %
g( ) / \_

Aussehen farblose Flussigkeit

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm]: 1.28-1.09 (m, 6H, H1, H1’, H1"), 1.00-0.80 (m 9H, H2, H2’, H2").

weiterhin traten folgende Signale auf:
O [ppm]: 3.40 (t), 1.64-1.28 (m), 1.00-0.80 (m).  Dibutylether
O [ppm]: 3.48 (), 1.20 (t). Diethylether
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8.16.42 Vorbemerkung zu den dargestellten Polyglyce rol-Dendri-

meren

Neben der gewlnschten Polymerisationsreaktion, bei der ein funktionalisiertes Amin
als Polymerisationsstarter wirkte, war eine Konkurrenzreaktion, bei der das Monomer
Glycidol selbst als Starter fungierte, nicht zu unterdriicken. Dies fuhrte zur Bildung
unfunktionalisierter Polyglycerol-Dendrimere sowie zur Bildung von zyklischen Po-
lyglycerol-Verbindungen. Diese Verbindungen konnten nicht vom Reaktionsprodukt
abgetrennt werden. Auch war NMR-spektroskopisch keine Unterscheidung von
Produkt- und Nebenprodukt-Signalen méglich. Dieser Umstand und die Tatsache,
daRR verwendete Ldsungsmittel nicht vollstdndig aus den hochviskosen Reaktions-
produkten entfernt werden konnten, machten es unmdglich, prozentuale Ausbeuten
anzugeben. Als Ausbeute wird daher immer nur die erhaltene Masse an Reaktions-
produkt angeben. Das Vorhandensein von Losungsmitteln im Reaktionsprodukt wird
jeweils an entsprechender Stelle vermerkt. Fur die Berechnung der Massen und
Stoffmengen der Reagenzien, mit denen die Dendrimere umgesetzt wurden, wurde

davon ausgegangen, dal3 die Polymere als Reinsubstanzen vorlagen.

8.16.43 Darstellung der Dendrimere der Klasse D1(en )

Nach AAV 11 wurden x g (X’ mmol) N-Methylundec-10-en-1-amin mit y g (Y’ mmol)
Glycidol umgesetzt. Nach der Polymerisation wurde das Rohprodukt in 50 mL Me-
thanol geldst und in 400 mL Aceton gefallt. Dieser Vorgang wurde zweimal wieder-

holt. Das erhaltene Produkt wurde dann fur mehrere Stunden im Vakuum getrocknet.
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N['g/fnol]b xigl | xmmoll | yigl |y [mmol
3000 1.29 7.04 18.90 255.1
4000 0.93 51 19.10 257.8
6000 0.61 3.3 19.41 262.0
8000 0.46 2.5 19.54 263.8
10000 0.37 2.0 19.63 265.0

Allgemeine Struktur

/ 10
8.16.43.1 Dl(en)g,ooo
Ausbeute 15.19¢g
Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Das Produkt enthielt noch groRere Mengen Methanol.
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'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

5 [ppm]: 5.93 (ddt, 1H, H10, 3J117.10 = 10.3 Hz, 3J11e.10 = 17,1 Hz, 3J10.0 = 6.6 Hz),
5.14-4.96 (m, 2H, H11), 4.86-4.66 (m, 66H, OH), 4.50-3.00 (m, 265H, PG-Riickgrat,
NCH,, NCHa), 2.16-1.98 (m, 2H, H9), 1.96-1.10 (m, 14H, CH, Alkylkette).

IR (Film)
v [cm™]: 3352 (Vo.n, OH), 2918, 2870 (Ven, CH2), 1456 (dc.ti, CHa), 1327 (8o, OH),
1065 (vc.0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.43.2 D1(en) 4000

Ausbeute 15.88 ¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Das Produkt enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CD3;0D)

5 [ppm]: 5.92 (ddt, 1H, H10, 3J117.10 = 10.3 Hz, 3J11e.10 = 17.1 Hz, 3J109 = 6.7 H2),
5.12-4.94 (m, 2H, H11), 4.85-4.65 (m, 61H, OH), 4.20-3.10 (m, 265H, PG-Riickgrat,
NCH_, NCH3), 2.15-2.00 (m, 2H, H9), 1.93-1.15 (m, 14H, CH, Alkylkette).

IR (Film)
7 [cm™]: 3360 (Vo.u, OH), 2872 (e, CH2), 1456 (8., CHo), 1327 (8o-u, OH), 1064

(Vc-o, Vo-c-0; Alkohole, Ether).

8.16.43.3 D1(en)sooo

Ausbeute 16.64 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch gréRere Mengen Methanol.
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'H-NMR (400 MHz, CD30D)

5 [ppm]: 5.91 (ddt, 1H, H10, 3J117.10 = 10.3 Hz, 3J11e.10 = 17,1 Hz, 3J109 = 6.7 Hz),
5.13-4.94 (m, 2H, H11), 4.93-4.65 (m, 115H, OH), 4.25-3.10 (m, 289H, PG-Riickgrat,
NCHy, NCHs), 2.16-2.00 (m, 2H, H9), 1.95-1.15 (m, 14H, CH, Alkylkette).

IR (Film)
7 [cm™]: 3356 (Vo.n, OH), 2871 (Ver, CHa), 1457 (dc.hi, CHa), 1328 (do.4, OH), 1071

(Vc-0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.43.4 D1(en)sooo

Ausbeute 16.73 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Das Produkt enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CD3;0D)

5 [ppm]: 5.92 (ddt, 1H, H10, 3J117.10 = 10.6 Hz, 3J11e.10 = 17,1 Hz, 3J109 = 6.6 H2),
5.12-4.96 (m, 2H, H11), 4.95-4.65 (m, 126H, OH), 4.30-3.10 (m, 428H, PG-Riickgrat,
NCH,, NCH3), 2.15-2.02 (m, 2H, H9), 1.90-1.20 (m, 14H, CH, Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: M, = 1950, My = 2228, Q = 1.14
berechnet; |\_/|n = 8000

IR (Film)
7 [cm™]: 3364 Vo, OH), 2871 (Ve., CHy), 1456 (8., CHy), 1328 (o.n, OH), 1063

(Vc-0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).
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8.16.43.5 Dl(en)loooo

Ausbeute 1541¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch gréRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

o [ppm]: 5.92-5.72 (m, 1H, H10), 5.12-4.70 (m, 191H, H11, OH), 4.40-3.00 (m, 693H,
PG-Rickgrat, NCH,, NCHj3), 2.18-2.00 (m, 2H, H9), 1.99-1.20 (m, 14H, CH, Alkylket-
te).

13C-NMR (100 MHz, CD3;0D )

5 [ppm]: 140.1 (C10), 114.6 (C11), 81.6, 81.4, 80.2, 79.9, 75.0, 73.9, 72.9, 72.6,
72.5, 72.4, 72.3, 72.2, 71.2, 70.9, 70.7, 65.5, 64.4, 62.8, 62.6 (PG-Riickgrat), 34.6
(C9), 30.4, 27.3 (CH-Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: Mn = 2225, My = 2586, Q = 1.16
berechnet: Ms = 10000

IR (Film)
7 [cm™: 3353 (Vo., OH), 2871 (Veun, CH2), 1456 (8c., CHy), 1327, 1257 (8.4, OH),
1068 (Vc-o, Vo-c-0; Alkohole, Ether).

8.16.44 Versuch der Polymerisation von Glycidol mit Undec-10-en-

1-olat als Starter

0.173 g (1.02 mmol) Undec-10-en-1-ol, das zu 10 % mit Kalium deprotoniert war,
wurde analog zu AAV 11 mit 29.52 g (398.5 mmol) Glycidol umgesetzt. Das einge-
setzte Glycidol bildete Polyglycidol und das Undec-10-en-1-ol ging unverandert aus
der Reaktion wieder hervor. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde auf die Durchfih-

rung weiterer Polymerisationsversuche mit Undece-10-en-1-ol als Starter verzichtet.
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8.16.45 Darstellung der

N-methylierten Dendrimere der

Klasse

D1(en)(NMe)

Nach AAV 12 wurden x g des jeweiligen Dendrimers (entsprache x’ mmol Reinsub-

stanz) D1(en) mit y g (y' mmol) Methyliodid umgesetzt. Zum Halogenaustausch

wurden z g (z’ mmol) AgCI verwendet.

Mangestrebt X X y y z z
[9/mol] [] [mmol] [a] [mmol] [a] [mmol]
3000 | 18.70 | 6.233 | 2.84 | 200 | 2.86 | 20.0
4000 | 15.78 | 3.945 | 2.26 | 15.9 1.71 11.9
6000 | 16.43 | 2.738 | 1.55 | 10.9 1.18 | 8.23
8000 | 16.51 | 2.064 | 1.57 | 11.1 1.18 | 8.23
10000 | 15.19 | 1.519 | 0.87 6.1 0.65 4.5

Allgemeine Struktur

AN

10
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8.16.45.1 D1(en)(NMe)3zooo

Ausbeute 10.40 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

S [ppm]: 5.99 (ddt, 1H, H10, 3J117.10 = 10.3 Hz, %J11e.10 = 17,1 Hz, 3J109 = 6.6 H2),
5.20-5.03 (m, 2H, H11), 4.95-4.73 (m, 46H, OH), 4.50-3.00 (m, 221H, PG-Riickgrat,
N*CH,, N"CHa), 2.22-2.08 (m, 2H, H9), 2.00-1.24 (m, 14H, CH, Alkylkette).

IR (Film)
7 [em™]: 3349 (Vou, OH), 2871 (Ve., CHy), 1456 (8., CHy), 1327 (8o, OH), 1065

(Vc-0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.45.2 D1(en)(NMe)4ooo

Ausbeute 1497 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Das Produkt enthielt noch groRRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)

5 [ppm]: 5.91 (ddt, 1H, H10, 3J117.10 = 10.3 Hz, 3J11e.10 = 17,1 Hz, 3J109 = 6.6 H2),
5.12-4.95 (m, 2H, H11), 4.95-4.53 (m, 73H, OH), 4.30-3.10 (m, 260H, PG-Riickgrat,
N*CH,, N*CHj), 2.14-2.01 (m, 2H, H9), 1.93-1.20 (m, 14H, CH, Alkylkette).

IR (Film)
7 [cm™]: 3351 (Vo.u, OH), 2871 (e, CH2), 1460 (8., CHa), 1327 (8o-u, OH), 1070

(Vc-o, Vo-c-0; Alkohole, Ether).
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8.16.45.3 D1(en)(NMe)sooo

Ausbeute 15.89¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CD30D)

d [ppm]: 5.92 (ddt, 1H, H10, 3J117.10 = 10.3 Hz, *J11g.10 = 17,1 Hz, %J100 = 6.7 H2),
5.13-4.95 (m, 2H, H11), 4.94-4.62 (m, 98H, OH), 4.31-3.10 (m, 353H, PG-Riickgrat,
N*CH,, N"CHa), 2.15-2.01 (m, 2H, H9), 1.93-1.20 (m, 14H, CH, Alkylkette).

IR (Film)
7 [em™: 3350 (Vo.n, OH), 2919, 2872 (Ven, CH2), 1457 (8c.u, CH,), 1327, 1257 (So-n,
OH), 1066 (Vc.o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.45.4 D1(en)(NMe)sgooo

Ausbeute 17.05¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Das Produkt enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CD30D)

5 [ppm]: 5.92 (ddt, 1H, H10, 3J117.10 = 10.3 Hz, 3J11g.10 = 17,0 Hz, 3J109 = 6.7 H2),
5.20-4.55 (m, 118H, H11, OH), 4.24-3.07 (m, 442H, PG-Riickgrat, N*CH,, N*CHy),
2.15-2.00 (m, 2H, H9), 1.93-1.21 (m, 14H, CH, Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: M, = 2214, My = 2460, Q = 1.11
berechnet: M = 8050
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IR (Film)
v [cm™]: 3350 (Vou, OH), 2872 (Ven, CHy), 1456 (dc.h, CH2), 1327, 1256 (8o.4, OH),
1069 (vc.o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.45.5 D1(en)(NMe)1oooo

Ausbeute 14.71¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Das Produkt enthielt noch groRRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CD3;0D)

5 [ppm]: 5.92-5.73 (m, 1H, H10), 5.10-4.55 (m, 2H, H11, OH), 4.40-3.10 (m, 531H,
PG-Riickgrat, N*CHz, N*CHa), 2.14-2.00 (m, 2H, H9), 1.98-1.20 (m, 14H, CH; Alkyl-
kette).

13C-NMR (100 MHz, CD;0D)

5 [ppm]: 140.1 (C10), 114.7 (C11), 81.6, 81.4, 81.3, 80.2, 79.8, 73.9, 72.9, 72.6,
725, 72.4, 72.3, 72.2, 70.9, 70.7, 64.5, 64.4, 62.8, 62.6 (PG-Riickgrat, N'CH,), 34.7
(C9), 30.1, 27.4, 23.3 (CHy-Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: M, =1946, My = 2166, Q = 1.11
berechnet: M, = 10050

IR (Film)
v [cm™]: 3360 (Vo.u, OH), 2871 (Ve, CHa), 1456 (8c.n, CH»), 1326, 1256 (3o., OH),
1067 (Vc.0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).
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8.16.46 Darstellung der Thioacetate der Klasse D1(S Ac)

Nach AAV 13 wurden x g des jeweiligen Dendrimers (entsprache x’ mmol Reinsub-

stanz) D1(en)(NMe) mity g (y’ mmol) Thioessigsaure umgesetzt.

N[Ig,ino.]b xigl | xmmoll | yigl | y [mmol
3000 4.05 1.35 0.72 95
4000 4.00 1.00 0.30 3.9
6000 3.99 0.665 0.20 2.6
8000 4.00 0.500 0.15 2.0
10000 3.49 0.349 0.14 1.8

Allgemeine Struktur
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8.16.46.1 D1(SAC) 3000

Ausbeute 1.86¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch gréRere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

O [ppm]: 4.83-4.70 (m, 149H, OH), 4.20-3.10 (m, 371H, PG-Riickgrat, N*CHp,
N*CHs), 2.93-2.84 (m, 2H, H11), 2.36 (s, 3H, SC(O)CHz3), 1.90-1.20 (m, 18H, CH,
Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: Mn = 2450, My = 2636, Q = 1.08
berechnet: Mn = 2995

IR (Film)
7 [cm™]: 3359 (Vo., OH), 2873 (Veun, CH2), 1456 (8c., CHy), 1327, 1253 (8.4, OH),
1064 (Vc-o, Vo-c-0; Alkohole, Ether).

8.16.46.2 D1(SAC) 4000

Ausbeute 2.08 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch gréRere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)

d [ppm]: 4.90-4.60 (m, 187H, OH), 4.20-3.08 (m, 421H, PG-Riickgrat, N'CHp,
N*CHs), 2.97-2.78 (m, 2H, H11), 2.36 (s, 3H, SC(O)CHz3), 1.90-1.10 (m, 18H, CH,
Alkylkette).
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MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: My = 3308, Mw = 3448, Q = 1.04
berechnet: M = 4054

IR (Film)
7 [cm™Y]: 3354 (Vo.n, OH), 2873 (Veu, CH2), 1456 (8c.u, CHy), 1328, 1258 (3.4, OH),
1066 (Vc-o, Vo-c-0, Alkohole, Ether).

8.16.46.3 D1(SAC) 6000

Ausbeute 2.10g¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch grél3ere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)

O [ppm]: 4.95-4.55 (m, 231H, OH), 4.45-3.00 (m, 640H, PG-Riickgrat, N*CHp,
N*CHs), 2.95-2.80 (m, 2H, H11), 2.36 (s, 3H, SC(O)CHj3), 1.90-1.20 (m, 18H, CH,
Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: My = 3110, Mw = 3206, Q = 1.03
berechnet: M = 6193

IR (Film)
7 [cm™Y]: 3352 (Vo.n, OH), 2872 (e, CH2), 1457 (8c., CHy), 1328, 1256 (3., OH),
1071 (Vc-o, Vo-c-0, Alkohole, Ether).



240 8 Experimenteller Teil

8.16.46.4 D1(SAC) 8000

Ausbeute 2.46 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch gréRere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

O [ppm]: 4.95-4.55 (m, 282H, OH), 4.40-3.00 (m, 624H, PG-Riickgrat, N*CHp,
N*CHs), 2.93-2.80 (m, 2H, H11), 2.36 (s, 3H, SC(O)CHz3), 1.90-1.20 (m, 18H, CH,
Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: My = 3153, Mw = 3276, Q = 1.04
berechnet: Mn = 8127

IR (Film)
7 [cm™]: 3349 (Vo.u, OH), 2873 (e, CH2), 1456 (8., CH,), 1330 (8o.u, OH), 1073

(Vc-o, Vo-c-0; Alkohole, Ether).

8.16.46.5 Dl(SAC) 10000

Ausbeute 292¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Das Produkt enthielt noch gréRere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CD30OD)

5 [ppm]: 4.95-4.75 (m, 426H, OH), 4.65-4.50 (m, 21H, OH), 4.20-3.12 (m, 1345H,
PG-Riickgrat, N*CH,, N*CHg), 2.87 (t, 2H, H11,%J1150 = 6.4 Hz), 2.32 (s, 3H,
SC(O)CHy), 1.64-1.14 (m, 18H, CH, Alkylkette).



8 Experimenteller Tell 241

13C-NMR (100 MHz, CD30D)

5 [ppm]: 81.6, 81.4, 81.3, 80.2, 80.1, 79.9, 73.9, 72.9, 72.6, 72.5, 72.4, 72.2, 72.1,
71.2, 70.9, 70.8, 70.7, 64.5, 64.4, 62.8, 62.7, 62.6 (PG-Rickgrat, N'CH,), 30.5
(SC(O)CHs), 30.4, 30.2 (CH,-Alkylkette), 29.7 (C11).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: My = 3431, Mw = 3572, Q = 1.04
berechnet: Mn = 10127

IR (Film)
P [em™]: 3350 (Vo.u, OH), 2872 (e, CH2), 1457 (8c., CHo), 1328 (8o, OH), 1076

(Vc-o, Vo-c-0; Alkohole, Ether).

8.16.47 Darstellung von MeD1(en) 3000

6.70 g NaH (279 mmol) wurden in 100 mL absolutem DMF suspendiert. Die Mi-
schung wurde auf 60 T erwdrmt und dann tropfenweise mit einer Losung von
20.00 g D1(en)sp00 (erhalten durch die Polymerisation von 184.9 mmol Glycidol nach
AAV 11) und 29.80 g (236.3 mmol) Dimethylsulfat in 50 mL absolutem DMF versetzt.
Nach abgeschlossener Zugabe wurde die Mischung fir 2 h bei 60 T und anschlie-
Rend Uber Nacht bei Raumtemperatur weitergeruhrt. Zur Desaktivierung von uber-
schissigen NaH wurden vorsichtig 20.3 g (441 mmol) Ethanol zugegeben. Dann
wurden der Mischung 100 g NH3-Losung (25 % in Wasser) zugefugt und fur 1 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde das Gemisch im Vakuum eingeengt und der
Ruckstand mit 300 mL CH,Cl, digeriert. Es wurde filtriert und das zurtickbleibende
Natriummonomethylsulfat zweimal mit je 100 mL CH,CI, extrahiert. Die vereinigten
CH.Cl,-Phasen wurden am Rotationsverdampfer eingeengt und der Rickstand im

Vakuum getrocknet.
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Ausbeute 18.42 g (PGOME)m=3000 gimol

Aussehen gelbliche, hochviskose 1WL®\MGOSO?
Substanz 8 \

2

Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Wasser und Ethanol.

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)

5 [ppm]: 6.08-5.90 (m, 1H, H2), 5.24-5.00 (m, 2H, H1), 4.55-2.80 (m, 421H, PG-
Rickgrat, C11, OCHs), 2.20-2.09 (m, 2H, H3), 2.00-1.70 (m, 2H, H10), 1.56-1.26 (m,
12H, H4-H9).

Weitere Signale:

o [ppm]: 8.35-8.18 (m), 5.98-5.92 (m), 2.78-2.76 (m): unbekannte Verunreinigungen
O [ppm]: 4.96-4.70 (br): Wasser

Desweiteren waren Signale unbekannter Verunreinigungen im Bereich des PG-

Ruckgrats zu erkennen.

8.16.48 Darstellung der Phosphinsaure MeD1(Phosphin _ )so00

Es wurden 6.90 g (entsprache 3 mmol Reinsubstanz) MeD1(en)sge mit 0.78 g
(7.4 mmol) NaH,;PO,H,0 und 0.79 g (4.0 mmol) EtsB (w=0.5) nach AAV 7 umge-
setzt. Das Reaktionsprodukt wurde durch eine 16-stindige Dialyse mit dreimal 2 L
Wasser gereinigt. Die dialysierte wassrige Produktlésung wurde am Rotationsver-

dampfer eingeengt und anschlieend im Vakuum getrocknet.
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Ausbeute 5.43¢ Q (PGOMe)=3000 g/mol
u IL® M osoe
Aussehen gelbliche, hochviskose Py \/W e0S0;
o/ YO RS
Substanz HO

Die Substanz enthielt noch grél3ere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CD3;0D)
5 [ppm]: 7.02 (d, 1H, P-H, *Jp. = 535 Hz), 5.15-2.85 (m, 263H, PG-Riickgrat, C11,
OCHj3), 2.00-1.10 (m, 20H, CH.-Alkylkette).

Weitere Signale:

O [ppm]: 6.12-5.90 (m), 2.75-2.70 (m), 1.00-0.80 (m): unbekannte Verunreinigungen
O [ppm]: 8.10 (s) DMF

O [ppm]: 4.93-4.78 (br): Wasser

O [ppm]: 2.10 (s): Aceton

Desweiteren waren Signale unbekannter Verunreinigungen im Bereich des PG-

Ruckgrats zu erkennen.

'P-NMR (160 MHz, CD30OD)
0 [ppm]: 36.0.

8.16.49 Darstellung der Phosphonsaure MeD1(Phosphon  )so00

2.02 g (entsprache 0.67 mmol Reinsubstanz) MeD1(Phosphin)sgoo Wurden nach AAV
9 mit 0.60 g (5.29 mmol) 30 %iger H,O,-L6sung umgesetzt. Das Reaktionsprodukt
wurde durch eine 16-stindige Dialyse mit dreimal 2 L Wasser gereinigt. Die wéssrige
Produktldsung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und anschlielend im

Vakuum getrocknet.
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Ausbeute 1.97¢ |C|) (TGOMe)Mzsooo g/mol
S
T . P 1 N(-B MeOSO,
Aussehen grunliche, hochviskose Ho// A \\
HO !
Substanz

Die Substanz enthielt noch grol3ere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)
5 [ppm]: 4.50-2.50 (m, 427H, C11, PG-Riickgrat, OCHs), 2.00-1.00 (m, 20H, H1-
H10).

Weitere Signale:

O [ppm]: 8.25-8.00 (m), 2.15-2.14 (m), 0.92-0.82 (m): unbekannte Verunreinigungen
O [ppm]: 4.83-4.73 (m): Wasser

Desweiteren waren Signale unbekannter Verunreinigungen im Bereich des PG-

Ruckgrats zu erkennen.

13C-NMR (100 MHz, CD;0D)
5 [ppm]: 81.4, 79.8, 75.2, 74.0, 72.5, 71.0, 70.7, 64.5, 64.4, 62.8 (PG-Rickgrat),
30.4, 27.1, 23.9, 23.2 (CH,-Alkylkette).

Weitere Signale:
0 [ppm]:94.0, 93.4, 45.3, 34.9: unbekannte Verunreinigungen

31P.NMR (160 MHz, CD30D)
o [ppm]: 30.2.

IR (Film)
V~[Cm-1]: 2873 (VC—H. CHz), 1457 (6C—H, CHz), 1067 (Vo_c_o, Ether).
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8.16.50 Versuchte Darstellung der Thiophosphonsaure
MeD1(Thiophosphon) 3000

A: Darstellung dber die Phosphinsdure

1.09g (entsprache 0.363 mmol Reinsubstanz) MeD1(Phosphin)zpoo, 1.55¢
(9.60 mmol) HMDS, 0.14 g (0.55 mmol) Sg und 1.50 g (8.33 mmol) Wasser wurden
nach AAV 10 umgesetzt. Eine *H-NMR-spektroskopische Untersuchung der Reak-

tionsmischung zeigte, dal? die Zielverbindung nicht gebildet wurde.

B: Direkte Darstellung aus dem Alken

1.26 g (entsprache 0.420 mmol Reinsubstanz) MeD1(en)so00 Wurden mit 1,2-Dichlor-
ethan azeotrop getrocknet und mit 0.24 g (0.99 mmol) Thiophosphonsaure-
bis(trimethylsilyl)ester sowie insgesamt 0.023 g (0.20 mmol) AIBN nach AAV 8
umgesetzt. Anstelle von Dioxan wurde absolutes Chloroform als Ldsungsmittel
verwendet. Eine *H-NMR-spektroskopische Untersuchung des Reaktionsgemisches

zeigte, dass keine Umsetzung zum gewinschten Produkt stattgefunden hatte.

S (PGOMeE)m=3000 gimol
||3| IL® M OSOe
e
11 3
HO// W \\
HO

8.16.51 Darstellung der Dendrimere der Klasse D2(en )

Nach AAV 11 wurden x g (X’ mmol) Undec-10-en-1-amin mit y g (y’ mmol) Glycidol
umgesetzt. Abweichend von AAV 11 wurde jeweils ein Aquivalent Glycidol bei 50 T
zu dem Amin getropft. Die Reaktionstemperatur wurde dann auf 130 € erhdht und
es erfolgte die Zugabe des restlichen Glycidols.
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Mangestrebt
x[g] | x [mmol] | y[g] |Y [mmol]
[g/mol]
3000 1.64 9.69 29.63 400.0
5000 1.02 6.00 29.76 401.7
10000 0.50 3.0 29.95 404.3
Allgemeine Struktur
o’f ‘l"o
y ao% }Of r
O (@]
o;h )Oféo
N

2

4

8.16.51.1 D2(en)so00

Ausbeute 31.2¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

5 [ppm]: 5.93-5.74 (m, 1H, H10), 5.19-4.67 (m, 149H, H11, OH), 4.40-3.10 (m, 613H,
PG-Rickgrat), 2.75-2.36 (m, 6H, NCH), 2.16-2.00 (m, 2H, H9), 1.98-1.10 (m, 14H,
CH; Alkylkette).
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IR (Film)
v [cm™]: 3361 (Vo., OH), 2870 (Ven, CH2), 1456 (dc.h, CH2), 1326, 1254 (501, OH),
1041 (vc.o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.51.2 D2(en)so00

Ausbeute 30.79g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

d [ppm]: 5.92-5.73 (m, 1H, H10), 5.05-4.70 (m, 94H, H11, OH), 4.04-3.02 (m, 351H,
PG-Riickgrat), 2.75-2.36 (m, 6H, NCH,), 2.20-1.99 (m, 2H, H9), 1.77-1.20 (m, 14H,
CH; Alkylkette).

IR (Film)
7 [cm™]: 3365 (Vo.n, OH), 2871 (Veu, CH2), 1456 (8c.u, CHp), 1327, 1253 (3., OH),
1067 (Vc-o, Vo-c-0, Alkohole, Ether).

8.16.51.3 D2(en) 10000

Ausbeute 30.4¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

'H-NMR (400 MHz, CD3;0D)

d [ppm]: 5.95-5.72 (m, 1H, H10), 5.30-4.41 (m, 144H, H11, OH), 4.35-2.90 (m, 634H,
PG-Riickgrat), 2.80-2.25 (m, 6H, NCH,), 2.16-2.00 (m, 2H, H9), 1.98-1.10 (m, 14H,
CH; Alkylkette).
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13C-NMR (100 MHz, CD3;0D)

5 [ppm]: 139.9 (C10), 114.4 (C11), 81.6, 81.4, 81.3, 80.2, 80.1, 79.9, 73.9, 72.9,
72.7, 72.6, 72.5, 72.4, 72.3, 72.2, 72.1, 70.7, 64.5, 64.4, 63.0, 62.9, 62.8, 62.7 (PG-
Ruckgrat), 57.3, 56.7 (NCH,), 34.6 (C9), 33.3, 29.8 (CH,-Alkylkette), 28.3 (C4), 27.2
(C2).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: Mn = 1773, Mw =2090, Q = 1.18
berechnet: M, = 10150

IR (Film)
v [cm™]: 3372 (Vo.n, OH), 2870 (Ve, CHa), 1455 (8c.n, CH»), 1326, 1246 (3o., OH),
1040 (vc.0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.52 Darstellung der N-methylierten Dendrimere der Klasse
D2(en)(NMe)

Nach AAV 12 wurden x g des jeweiligen Dendrimers (entsprache x’ mmol Reinsub-
stanz) D2(en) mit y g (y mmol) Dimethylsulfat umgesetzt.

Mangestrebt

[9/mol] [g] [mmol] [a] [mmol]

3000 30.72 10.24 1.86 14.7

5000 29.75 | 5.950 3.43 27.2

10000 29.49 | 2.949 1.77 14.0
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Allgemeine Struktur
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11/ 10
8.16.52.1 D2(en)(NMe) 3000
Ausbeute 38.02 g
Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CD;0D)
5 [ppm]: 5.89-5.71 (m, 1H, H10), 5.27-4.46 (m, 96H, H11, OH), 4.25-3.05 (m, 226H,
PG-Riickgrat, N*CH,, N*CH3), 2.15-1.97 (m, 2H, H9), 1.96-1.10 (m, 14H, CH, Alkyl-

kette).

IR (Film)

7 [cm™]: 3375 (Vo.u, OH), 2921, 2876 (Ve CHy), 1461 (3c., CH,), 1346, 1248, 1217
(8o-1, OH), 1059, 1005 (Vc.o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).
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8.16.52.2 D2(en)(NMe)sooo

Ausbeute 36.61 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

o [ppm]: 5.89-5.72 (m, 1H, H10), 5.10-4.52 (m, 140H, H11, OH), 4.12-3.10 (m, 341H,
PG-Riickgrat, N*CH,, N*CHs), 2.13-1.98 (m, 2H, H9), 1.97-1.22 (m, 14H, CH, Alkyl-
kette).

IR (Film)
|7[cm'l]: 3367 (Vo.H, OH), 2875 (Vc.H, CHz), 1459 (6C-H, CHz), 1331, 1249, 1219 (6o.|-|,
OH), 1065 (Vc.0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.52.3 D2(en)(NMe) 10000

Ausbeute 37.15¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)

5 [ppm]: 5.92-5.72 (m, 1H, H10), 5.24-4.60 (m, 168H, H11, OH), 4.30-2.99 (m, 644H,
PG-Riickgrat, N*CHz, N*CHa), 2.16-1.98 (m, 2H, H9), 1.98-1.20 (m, 14H, CH; Alkyl-
kette).

13C-NMR (100 MHz, CD;0D)

5 [ppm]: 114.4 (C11), 81.3, 81.5, 79.8, 73.9, 72.9, 72.8, 72.6, 72.5, 72.4, 72.2, 70.9,
70.8, 70.7, 70.6, 64.4, 62.7 (PG-Riickgrat, N*CH,), 34.7 (C9), 29.2, 26.1 (CH,-
Alkylkette).
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MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: My = 1720, Mw = 2018, Q = 1.17
berechnet: Mn = 10200

IR (Film)
v [em™]: 3360 (Vo., OH), 2874 (Ven, CH»), 1459 (dc.h, CH>), 1331, 1250 (50, OH),
1066, 1008 (Vc-o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.53 Darstellung der Thioacetate der Klasse D2(S Ac)

Nach AAV 13 wurden x g des jeweiligen Dendrimers (entsprache x’ mmol Reinsub-

stanz) D2(en)(NMe) mit y g (y’ mmol) Thioessigsaure umgesetzt.

N[Ig,fno.]b xigl | xmmoll | yigl | y [mmol
3000 10.42 3.473 1.39 18.3
5000 8.30 1.66 0.74 9.7
10000 10.00 1.000 0.39 51
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Allgemeine Struktur
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8.16.53.1 D2(SAC) 3000

Ausbeute 3.12¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Die Substanz enthielt noch grof3ere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CD30OD)

8 [ppm]: 5.00-4.70 (m, 150H, OH), 4.70-4.45 (m, 26H, OH), 4.15-3.10 (m, 347H, PG-
Riickgrat, N*CH,, N*CHs), 2.85 (t, 2H, H11, 331140 = 7.2 Hz), 2.30 (s, 3H, SC(O)CHa),
1.99-1.15 (m, 18H, CH, Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: Mn = 1836, My = 2036, Q = 1.11
berechnet: Mn = 3354
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IR (Film)
7 [cm™]: 3365 (Vo.n, OH), 2872 (Ven, CHa), 1456 (8c.n, CH»), 1327, 1251 (3o.n, OH),
1061 (vc.o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.53.2 D2(SAC) 5000

Ausbeute 3.36¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CD3;0D)

5 [ppm]: 4.98-4.75 (m, 280H, OH), 4.70-4.46 (m, 31H, OH), 4.15-3.12 (m, 661H, PG-
Ruckgrat, N*CH,, N*CHj3), 2.86 (t, 2H, H11, 3J11.10 = 7.1 Hz), 2.30 (s, 3H, SC(O)CHy),
1.99-1.20 (m, 18H, CH, Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: M, = 2189, My = 2486, Q = 1.14
berechnet: Mn = 5257

IR (Film)
v [cm™]: 3360 (Vo.u, OH), 2874 (Ven, CHy), 1457 (Sc.h, CH2), 1329, 1256 (5011, OH),
1073 (vc.o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.53.3 D2(SAC) 10000

Ausbeute 5.63¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Wasser.
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'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

O [ppm]: 4.96-4.74 (m, 361H, OH), 4.66-4.48 (m, 25H, OH), 4.28-3.20 (m, 983H, PG-
Ruckgrat, N*CHy, N*CHs), 2.87 (t, 2H, H11, 331110 = 7.3 Hz), 2.32 (s, 3H, SC(O)CHb),
2.00-1.24 (m, 18H, CH, Alkylkette).

13C-NMR (100 MHz, CD3;0D)
5 [ppm]: 81.7, 81.6, 81.4, 80.2, 79.9, 74.0, 72.9, 72.6, 72.5, 72.2, 71.0, 70.7, 64.5,
64.4, 62.8 (PG-Rickgrat, N*CH,), 30.5 (C11), 29.4, 29.0, 30.4, 30.7 (CH,-Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: Mn = 2379, My = 2732, Q =1.15
berechnet: M, = 10277

IR (Film)
v [em™]: 3352 (Vo.n, OH), 2873 (Ven, CHa), 1457 (dc.h, CHa), 1329, 1256 (3o, OH),
1074 (vc.o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.54 Darstellung der Dendrimere der Klasse D3(en )

Nach AAV 11 wurden x g (X’ mmol) N,N’-Bis(undec-10-enyl)ethan-1,2-diamin mity g
(y’ mmol) Glycidol umgesetzt. Abweichend von AAV 11 wurde die Reaktion bei
130 T durchgefuhrt.

N['g/‘jnol]b xigl | xmmmon | yigl |y [mmol]
4000 3.61 9.90 36.4 491
8000 1.80 4.94 38.5 520
10000 1.43 3.92 38.8 524
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Allgemeine Struktur
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8.16.54.1 D3(en)4ooo
Ausbeute 40.0¢
Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

'H-NMR (400 MHz, CD3;0D)

o [ppm]: 5.89-5.71 (m, 2H, H10, H10"), 5.03-4.70 (m, 60H, H11, H11’, OH), 4.05-3.20
(m, 255H, PG-Ruckgrat), 2.80-2.35 (m, 12H, NCHy), 2.13-1.97 (m, 4H, H9, H9),
1.55-1.20 (m, 28H, CH; Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: M, = 1287, Mw = 1398, Q = 1.09
berechnet: Mn = 4041

IR (Film)
7 [cm™Y: 3358 (Vo., OH), 2871 (Veu, CH2), 1456 (8c.u, CHp), 1327, 1257 (3., OH),
1067 (Vc-o, Vo-c-0, Alkohole, Ether).
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8.16.54.2 D3(en)sooo

Ausbeute 40.2 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)

S [ppm]: 5.90-5.73 (m, 2H, H10, H10'), 5.44-4.44 (m, 111H, H11, H11’, OH), 4.35-
3.10 (m, 506H, PG-Riickgrat), 2.85-2.30 (m, 12H, NCHy), 2.15-1.97 (m, 4H, H9, H9),
1.70-1.10 (m, 28H, CH; Alkylkette).

IR (Film)
v [em™]: 3359 (Vo.4, OH), 2872 (Ven, CH2), 1456 (8c.n, CHy), 1327 (8o.n, OH), 1071

(Vc-0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.54.3 D3(en)10000

Ausbeute 40.2 ¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

'H-NMR (400 MHz, CDs0D)

o [ppm]: 5.92-5.72 (m, 2H, H10, H10’), 5.20-4.48 (m, 238H, H11, H11’, OH), 4.20-
3.20 (m, 920H, PG-Ruckgrat), 2.82-2.30 (m, 12H, NCHy), 2.14-1.98 (m, 4H, H9, H9),
1.60-1.10 (m, 28H, CH; Alkylkette).

13C-NMR (100 MHz, CD3;0D)

5 [ppm]: 140.2 (C10, C10"), 114.8 (C11, C11’), 81.6, 81.4, 81.3, 80.2, 79.9, 74.0,
72.9, 72.8, 72.6, 72.5, 72.4, 72.3, 72.2, 71.1, 70.9, 70.7, 64.5, 64.4, 62.8 (PG-
Ruckgrat), 56.6 (NCH.), 34.6 (C-9, C9), 30.4, 30.0, 28.2, 27.9 (CH.-Alkylkette).
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IR (Film)
7 [em™]: 3362 (Vo.u, OH), 2871 (Ve., CHy), 1456 (8., CHy), 1326 (8o, OH), 1066

(Vc-0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.55 Darstellung der N-methylierten Dendrimere der Klasse
D3(en)(NMe)

Nach AAV 12 wurden x g (entsprache X’ mmol Reinsubstanz) des jeweiligen Dendri-

mers D3(en) mity g (y’ mmol) Dimethylsulfat umgesetzt.

Mangestrebt X X y y

[9/mol] [g] [mmol] [] [mmol]

3000 13.43 | 3.358 3.50 27.8

8000 9.26 1.16 1.20 9.51

10000 8.33 0.833 0.98 7.8

Allgemeine Struktur
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8.16.55.1 D3(en)(NMe)ao00

Ausbeute 16.23 g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CDs;0D)

5 [ppm]: 5.79 (ddt, 2H, H10, H10", 3J11,.10 = 10.2 Hz, 3J11e.10 = 17,0 Hz, 3J109 = 6.8
Hz), 5.05-4.64 (m, 101H, H11, H11', OH), 4.64-4.39 (m, 21H, OH), 4.25-3.10 (m,
285H, PG-Riickgrat, N*CH,, N*CH3), 2.13-1.96 (m, 4H, H9, H9’), 1.94-1.10 (m, 28H,
CH; Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: M, = 1206, My = 1365, Q = 1.13
berechnet: M, = 4142

IR (Film)
|7[Cm_l]: 3387 (Vo-n, OH), 2924 (vc.n, CHy), 1461 (d¢c.H, CHy), 1219 (do.n, OH), 1061,
1006 (Vc-o, Vo-c-0; Alkohole, Ether).

8.16.55.2 D3(en)(NMe)sooo

Ausbeute 12.05¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CD;0D)

& [ppm]: 5.90-5.72 (m, 2H, H10, H10"), 5.07-4.71 (m, 307H, H11, H11’, OH), 4.71-
4.37 (m, 99H, OH), 4.20-3.10 (m, 568H, PG-Riickgrat, N*CH,, N*CHs), 2.11-1.96 (m,
4H, H9, H9"), 1.95-1.15 (m, 28H, CH, Alkylkette).
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IR (Film)
v [cm™]: 3369 (Vo., OH), 2876 (Ven, CH2), 1458 (Sc.hi, CH2), 1218 (8o.4, OH), 1061,
1007 (vc.o, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.55.3 D3(en)(NMe) 10000

Ausbeute 1141g¢g

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Die Substanz enthielt noch groRere Mengen Methanol.

'H-NMR (400 MHz, CD3;0D)

5 [ppm]: 5.79 (ddt, 2H, H10, H10’, 3J11,.10 = 10.2 Hz, 3J11g.10 = 17,0 Hz, %J109 = 6.8
Hz), 5.05-4.64 (m, 101H, H11, H11’, OH), 4.64-4.39 (m, 21H, OH), 4.25-3.10 (m,
285H, PG-Riickgrat, N*CHy, N*CHj3), 2.13-1.96 (m, 4H, H9, H9’), 1.94-1.10 (m, 28H,
CH; Alkylkette).

13C-NMR (100 MHz, CDs0D)

5 [ppm]: 140.1 (C10, C10’), 114.7 (C11, C11’), 81.4, 80.2, 79.6, 77.4, 77.2, 75.8,
75.7, 73.9, 72.7, 72.4, 72.3, 72.1, 70.7, 70.6, 70.5, 64.4, 62.6 (PG-Riickgrat, N*CHy),
55.2 (N*CHs), 34.9 (C-9, C9'), 30.4, 30.1, 28.3, 28.0 (CH,-Alkylkette).

IR (Film)
7 [em™]: 3370 (Vo.u, OH), 2878 (Ve.t, CHy), 1459 (8., CHy), 1250 (So.n, OH), 1064

(Vc-0, Vo-c-o, Alkohole, Ether).

8.16.56 Darstellung der Thioacetate der Klasse D3(S Ac)

Nach AAV 13 wurden x g (entsprache x’ mmol Reinsubstanz) des jeweiligen Dendri-

mers D3(en)(NMe) mity g (y’ mmol) Thioessigsaure umgesetzt.
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Mangestrebt
x [d] X" [mmol] y [d] y' [mmol]
[g/mol]
4000 16.23 4.058 1.42 18.7
8000 12.05 1.506 1.35 17.7
10000 11.41 1.141 1.35 17.7
Allgemeine Struktur
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8.16.56.1 D3(SAC) 4000

Ausbeute 5.63 ¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz

Die Substanz enthielt noch gré3ere Mengen Wasser.
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'H-NMR (400 MHz, CD30D)

d [ppm]: 5.10-4.40 (m, 118H, OH), 4.23-3.10 (m, 286H, PG-Riickgrat, N*CHp,
N*CHs), 2.85 (t, 4H, H11, H11’, 331140 = 7.4 Hz ), 2.30 (s, 6H, SC(O)CHs3), 1.97-1.20
(m, 36H, CH, Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: My = 1040, Mw = 1097, Q = 1.05
berechnet: M = 4295

IR (Film)
7 [cm™Y: 3361 (o, OH), 2921, 2870 (Ven, CHp), 1458 (8c.n, CH2), 1327, 1251 (So.n,
OH), 1065 (Vc-o, Vo-c-0, Alkohole, Ether).

8.16.56.2 D3(SAC) 000

Ausbeute 4.49¢

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Die Substanz enthielt noch grof3ere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CD;0D)

S [ppm]: 4.91-4.75 (m, 186H, OH), 4.36-4.50, (m, 11H, OH), 4.20-3.10 (m, 577H, PG-
Riickgrat, N*CHp, N'CHa), 2.86 (t, 4H, H11, H11’, 31110 = 7.2 Hz ), 2.30 (s, 6H,
SC(0)CHs), 1.99-1.10 (m, 36H, CH, Alkylkette).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: My = 1365, Mw = 1548, Q = 1.13
berechnet: M = 8411

IR (Film)
7 [cm™]: 3360 (Vo.n, OH), 2872 (Veun, CH2), 1456 (8c.u, CHy), 1328, 1253 (3.4, OH),
1067 (Vc-o, Vo-c-0, Alkohole, Ether).
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8.16.56.3 D3(SAC) 10000

Ausbeute 4209

Aussehen gelbliche, hochviskose Substanz
Die Substanz enthielt noch grof3ere Mengen Wasser.

'H-NMR (400 MHz, CD30D)

S [ppm]: 4.90-4.72 (m, 198H, OH), 4.62-4.48, (m, 8H, OH), 4.20-3.12 (m, 755H, PG-
Riickgrat, N*CHp, N*CHs), 2.86 (t, 4H, H11, H11’, 331110 = 6.5 Hz ), 2.31 (s, 6H,
SC(0)CHs), 1.98-1.23 (m, 36H, CH, Alkylkette).

13C-NMR (100 MHz, CD3;0D)

5 [ppm]: 81.6, 81.4, 80.2, 79.9, 74.0, 72.9, 72.7, 72.6, 72.5, 72.4, 72.2, 70.9, 70.7,
64.5, 64.4, 62.8 (PG-Rickgrat, N'CH,), 55.2 (N*CHs), 30.8, 30.7, 30.6 (CH,-
Alkylkette 34.9 (C-9, C9"), 30.4, 30.1, 28.3, 28.0 (CH.-Alkylkette), 30.5 (SC(O)CH),
30.3, 30.2 (CHy-Alkylkette), 29.9 (C11, C11)).

MaldiTOF (CHZS, m/z)
gefunden: M, = 1053, My = 1126, Q = 1.07
berechnet: Mn = 10516

IR (Film)
7 [em™]: 3362 (Vo, OH), 2872 (Ven, CHy), 1456 (3., CHs), 1328, 1254 (8., OH),
1063 (Vc-o, Vo-c-0; Alkohole, Ether).



9 Zusammenfassung 263

9 Zusammenfassunq

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neuartige Methoden zur Darstellung biorepulsiver
und biosensorischer selbstanordnender Monoschichten (SAMs) entwickelt, sowie ein
Verfahren zur Erzeugung von Proteingradienten auf SAMs etabliert. Weiterhin wurde
ein SPR-spektroskopischer Messaufbau zur Untersuchung von Adsorptionsvorgéan-

gen an SAMs auf Gold bzw. unmodifizierten Goldoberflachen realisiert.

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit der Funktionalisierung Alkin-terminierter
Thiolat-SAMs auf Gold mit organischen Aziden durch die Kupfer(l)-katalysierte
Huisgen-Reaktion (Click-Reaktion). Die Click-Reaktion wurde benutzt, um biorepulsi-
ve Hexaethylenglycolmonomethylether (MeEGg)-Kopfgruppen und spezifisch an das
Lektin Concanavalin A (ConA) bindende Mannosyl-Kopfgruppen in den SAM einzu-
fuhren (Abb. I).

]
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(o) NH O NH O, (o) NH O, NH O
N3
—_—
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S S

S
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o
_ OH
R= %»0); oder WOH

OH OH

Abb. I: Anbindung von MeEG - und Mannosyl-Gruppen an Alkin-terminierte SAMSs.

Es wurden ein polares Acetonitril-basiertes und zwei unpolare Toluol- bzw. n-Hexan-
basierte Reaktionssysteme entwickelt. Im Acetonitril-basierten System diente Tetra-
kis(acetonitril)iodidokupfer(l) als Katalysator. Fir die Katalyse in den unpolaren
Systemen wurden dagegen Dimethylalkylaminiodidokupfer(l)-Katalysatoren mit 4 bis
18 Kohlenstoffatomen im Alkylteil entwickelt.

Das Acetonitril-basierte System erwies sich als gut geeignet, MeEGe- und Mannosyl-
Kopfgruppen in Alkin-terminierte SAMs einzufiihren und die Schichten mit proteinre-

pulsiven bzw. ConA-sensorischen Eigenschaften auszustatten. Dies wurde durch
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ellipsometrische und SPR-spektroskopische Messungen bestatigt. Zur Charakterisie-
rung der Proteinrepulsivitat diente bovines Serumalbumin (BSA) als Testprotein.
Auch mit den unpolaren Reaktionssytemen konnte die Anbindung von MeEGe-
Gruppen an Alkin-terminierte SAMs erreicht werden. Allerdings zeigten sich die
funktionalisierten Schichten meist nur teilweise proteinrepulsiv. Zudem lie3 sich die
Proteinadsorption auf den modifizierten SAMs nur schlecht reproduzieren. Dies galt
insbesondere fiir das Toluol-basierte System.

Eine Abhangigkeit der Katalysator-Aktivitat vom Alkylrest des Amino-Liganden
konnte in keinem der beiden unpolaren Systeme festgestellt werden.

Weiterhin wurde gezeigt, dass unabhéngig von der Polaritat des Reaktionsmediums
nur die Funktionalisierung unpolarer Alkin-terminierter SAMs mdglich war. Bei Mono-
schichten mit polaren Spacers oder Kopfgruppen trat wahrend der Click-Reaktion

eine ausgepragte Schichtdesorption auf.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Polyglycerol (PG)-Beschichtungen hinsichtlich
ihrer biorepulsiven Eigenschaften untersucht. Von Interesse waren zunachst SAMs,
die durch die Bindung von Thioacetaten der Typen D1, D2 und D3 (Abb. II) auf Gold

erhalten wurden.

Meso® Meso?

\\N/PGOH HOPG\\N/PGOH HOPG\(.'B\I/ \(*NB/PGOH
ci® MesoP ~ o~
10 0 10 0
S S S S
>:O >:O O:/\ >:O
D1 D2 D3

Abb. II: Untersuchte PG-terminierte Thioacetate zur ~ SAM-Bildung auf Gold.

Ellipsometrie und Kontaktwinkelmessungen bestatigten in allen drei Fallen die Bil-
dung einheitlicher, Hydroxyl-terminierter Schichten. Die SPR-spektroskopische
Bestimmung der Proteinadsorption zeigte jedoch deutliche Unterschiede im protein-
repulsiven Charakter der SAMs. Als Testproteine dienten BSA, y-Globulin und Fibri-
nogen. Vollige Repulsivitat gegenuber allen Testproteinen wurde nur bei SAMs der
Klasse D1 beobachtet. Schichten der Klasse D2 wiesen dagegen moderate und die

der Klasse D3 deutlich ausgepragte Proteinadsorption auf.
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Weiterhin wurden PG-Filme untersucht, die durch Polymerisation von Glycidol auf
Amino-terminierten Siloxan-SAMs bzw. Siliciumdioxid erhalten wurden. Kontaktwin-
kelmessungen und Ellipsometrie zeigten, dass auf den Amino-terminierten SAMs
PG-filme gebildet wurden, die die BSA-Adsorption signifikant verminderten. Im
Vergleich hierzu wiesen die auf dem Siliciumdioxid gebildeten PG-Filme jedoch eine
hohere Schichtordnung und vollstandige BSA-Repulsivitat auf. Weiterhin wurde
festgestellt, dass es bei der Bildung des PG-Films zu einem Abbau der Siliciumdio-
xid-Schicht kam.

Der dritte Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Entwicklung eines neuen Ver-
fahrens zur Erzeugung von Proteinrepulsivitatsgradienten auf Thiolat-SAMs auf Gold.
Das Prinzip der Methode beruhte auf dem gesteuerten Austausch von Molekilen
eines nicht proteinrepulsiven Dodecanthiolat (DDT)-SAMs gegen Undecanthiol-
Molekile mit repulsiver Heptaethylenglycol-Kopfgruppe (EG7UT). Hierzu wurde die
bereits etablierte Irradiation Promoted Exchange Reaction (IPER) mit der Elektro-
nenstrahl-Lithographie kombiniert." Mit der kombinierten Methode war es méglich,
uber die verwendete Strahlendosis den lokalen Einbau von EG7UT in den DDT-SAM
genau zu steuern und stufenlose Proteinrepulsivitatsgradienten im Mikrometermal3-

stab zu erzeugen (Abb. 11I).
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Abb. lll: (A) AFM-Aufnahme der modifizierten Bereic  he, verwendete Strahlendosen:
0-0.5 mC/cm 2 (1), 0-1.0 mC/cm? (I1), 0-3.0 mC/cm? (111), (B) Hohenprofile

entlang der Gradienten.

' M. Kleinert, T. Winkler, A. Terfort, T. K. Lindhorst, Org. Biomol. Chem., 6, 2008, 2118-2132.
" T. Winkler, N. Ballav, H. Thomas, M. Zharnikov, A. Terfort, Angew. Chem. Int. Ed., 47, 2008, 7238-
7241.
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10 Summary

In this work, new methods for the fabrication of biorepulsive and biosensoric self-
assembled monolayers (SAMs) as well as a process for the generation of protein
gradients on SAMs were developed. Furthermore, in order to study protein adsorp-
tion events on gold surfaces and on thiolate SAMs on gold, an SPR spectroscopic

setup was realized.

In the first part of this work, the functionalization of alkyne-terminated thiolate SAMs
on gold with organic azides via the copper(l) catalyzed Huisgen reaction (click reac-
tion) was investigated. The click reaction was used to attach to the SAM both biore-
pulsive hexaethylene glycol monomethylether (MeEGeg) head groups as well as

mannosyl head groups that specifically bind to the lectine concanavalin A (ConA)
(Fig ).

R R R

/ / /

IN‘ IN' IN'
= P P N N N
< & & Lt i
NH NH
R-N.

o) NH O NH O (o) NH O, NH O,
=N3
—_—
Cu(l)-Katalysator
S S

S

\0
R= %»0); oder W;’:

OH OH

A

(2]
(7]
(7]

Fig. I: Attachment of MeEG ¢ and mannosyl head groups to alkyne-terminated SAMs

In this context a polar acetonitrile-based and two non-polar toluene- resp. n-hexane-
based reaction systems were developed. The reactions in acetonitrile were catalyzed
by tetrakis(acetonitrile)copper(l). For the non-polar systems a number of dimethylal-
kylamineiodidocopper(l) catalysts with alkyl moieties containing 4 to 18 carbon atoms
were developed.

The acetonitrile-based system proved to be suitable to introduce MeEGg and ConA
head groups to alkyne-terminated SAMs and to equip the monolayers with protein

repulsive resp. ConA-sensing properties. This was confirmed by ellipsometric and
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SPR-spectroscopic measurements.' To characterize the protein repulsive behavior of
the monolayers, Bovine serum albumin (BSA) was used as test protein.

Also the non-polar reaction systems were found to be suitable to bind MeEGs head
groups to alkyne-terminated SAMs. Nevertheless in most cases the modified
monolayers exhibited only partial protein resistance. Moreover the protein adsorption
to the functionalized SAMs showed low reproducibility, in particular in the case of the
toluene-based system.

A relationship between the catalyst activity and the lenght of the alkyl chain of the
amino ligand was not observed.

Furthermore it was shown that independently of the polarity of the reaction medium
only non-polar alkyne-terminated SAMs could be functionalized. For monolayers
exhibiting polar spacers or polar head groups, massive layer desorption during the

click reaction was observed.

In the second part of this work, the biorepulsive properties of polyglycerol (PG)
coatings were investigated. One objective was the generation of protein repulsive
PG-terminated SAMs by immobilizing thioacetates of the type D1, D2 and D3 on gold

surfaces (Fig. II).
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Fig. Il: PG-terminated thioacetates used for thisi  nvestigation for the SAM formation on gold.

Ellipsometry and contact angle measurements confirmed for all three substance
classes the formation of uniform, hydroxyl-terminated layers. However, the protein
adsorption determined by SPR spectroscopy indicated significant differences in the
repulsive behavior of the SAMs. The adsorption studies were performed using BSA,
y-globulin, and fibrinogen as test proteins. Only the SAMs of the class D1 were found

to be fully resistant against the adsorption of all three test proteins. Layers of the
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class D2 on the other hand showed only moderate and films of the class D3 even
lower protein repulsion.

Furthermore PG films obtained by polymerization of glycidol on amino-terminated
siloxane SAMs resp. silicon dioxide were studied. Contact angles and ellipsometry
showed that the formation of PG took place on both substrates. The PG films on the
amino-terminated SAMs reduced the adsorption of BSA significantly, whereas those

formed on silicon dioxide exhibited a more ordered structure and full BSA resistance.

In the third part of this thesis a method for generating protein resistance gradients on
thiolate SAMs on gold was developed. The basic principle of the process was the
replacement of molecules from a non protein-repulsive dodecanethiolate (DDT) SAM
with undecanethiolate molecules bearing repulsive heptaethylene glycol head groups
(EG7UT). For this purpose the already established Irradiation Promoted Exchange
Reaction (IPER) was combined with electron beam lithography." The combined
method allowed the exact control of the local amount of EG7UT in the irradiated DDT
SAM by varying the irradiation dose, and thus made it possible to produce protein
resistance gradients on the micrometer scale (Fig. Ill).
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Fig. Ill: (A) AFM image of three fibrinogen gradien ts, used irradiation doses:
0-0.5 mC/cm? (1), 0-1.0 mC/cm 2 (1), 0-3.0 mC/cm 2 (1), (B) height profiles along

the gradients.

' M. Kleinert, T. Winkler, A. Terfort, T. K. Lindhorst, Org. Biomol. Chem., 6, 2008, 2118-2132.
" T. Winkler, N. Ballav, H. Thomas, M. Zharnikov, A. Terfort, Angew. Chem. Int. Ed., 47, 2008, 7238-
7241.
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11 Gefahrdungspotentiale besonders relevanter Ge-
406

fahrstoffe

Chloroform R: 22-38-40-48/20/22 Xn
S: 36/37

Dichlormethan R: 40 Xn
S: 23-24/25-36/37

Diethylether R: 12-19-22-66-67 F*, Xn
S: 9-16-29-33

Dimethylsulfat R: 45-25-26-34-43-68 T
S: 53-45

Glycidol R: 45-60-21/22-23-36/37/38-68 T
S: 53-45

Kalium R: 14/15-34 F, C
S: 8-43-45

Methanol R: 11-23/24/25-39/23/24/25 F, T
S: 7-16-36/37-45

Methyliodid R: 21-23/25-37/38-40 T
S: 36/37-38-45

N,N-Dimethylformamid R: 61-20/21-36 T
S: 53-45

Natrium R: 14/15-34 F,C
S: 8-43-45

Natriumazid R: 28-32-50/53 TN
S: 28-45-60-61

Schwefelsaure (96 %) R: 35 C
S: 26-30-45

Triethylboran R: 17-34 F, C

. 7-23-26-36/37/39-43-45
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