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ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wird die erfolgreiche Herstellung eines pH-Sensors auf Basis von
fluoreszierenden halbleitenden Nanopartikeln und einer funktionalisierten Polymerschutzhiille
fir den Einsatz im physiologischen Umfeld gezeigt. Durch einen pH-responsiven Forster-Re-
sonanzenergietransfer (FRET) werden hier je nach vorliegender Protonenkonzentration die Fluo-
reszenz und die Fluoreszenzabklingzeit der Nanopartikel reversibel beeinflusst. Bei den als
FRET-Donor wirkenden Nanopartikeln handelt es sich um CdSe-basierte!! Quantenpunkte
(engl. ,.quantum dot‘, QD). Als FRET-Akzeptoren kommen pH-Indikator-Azofarbstoffe mit

einem Umschlagspunkt im physiologisch relevanten Bereich um pH 7 zum Einsatz.

Um eine Wasserloslichkeit und einen Schutz der QDs vor Fluoreszenzloschprozessen (engl.
wquenching) zu gewihrleisten, wurde das amphiphile Diblockcopolymer Polyisopren-block-Poly-
ethylenoxid (PI-4-PEO) verwendet. Ein erweiterter Schutz vor Quenchern im wissrig-physio-
logischen Umfeld wurde durch eine, mittels Emulsionspolymerisation erzeugte, Styrol-Divinyl-

benzol-Copolymerkapsel erreicht.

Die Akzeptorfunktion in der Schutzhille konnte durch einen Azofarbstoffautbau am PI-4-PEO
erzeugt werden. Eine Voraussetzung hierfir war die Funktionalisierung des PI-/-PEOs mit einer
Methylanilingruppe. Dazu wurde im Vorfeld ein Oxiran-Abbruchreagenz mit Methylanilin-
funktion fur die Polyisoprensynthese dargestellt. Das Einbringen der funktionellen Gruppe tber

ein Abbruchreagenz erlaubte dabei eine vollstindige Funktionalisierung des Zielpolymers.

Beim Phasentransfer mittels PI--PEO (mit Azofarbstoffgruppe) wurden QD-beladene Mizellen
erzeugt. Der hydrophobe PI-Block stellt dabei den mal3geblichen Teil des Forster-Radius
zwischen QD-Donor und Azofarbstoff-Akzeptor dar. Durch unterschiedliche Abmischungen
von PI-/-PEO mit und ohne Azofarbstoffgruppe konnte die Akzeptorenkonzentration variiert
werden, was sich deutlich auf den gemessenen FRET auswirkte. Die nach Emulsionspoly-
merisation und Aufreinigung erhaltenen pH-responsiven Quantum-Dot-FRET-Sensoren wurden
anschlieend auf ihre optischen Eigenschaften und ihr Loschverhalten hin untersucht. Dabei
konnten neben einem dynamischen Loéschverhalten durch den FRET auch statische Léschpro-
zesse durch erhohte Quencherkonzentrationen beobachtet werden. Aufgrund des daraus
resultierenden gemischten Quenchings erwies sich die Detektion des FRETs tiber das Fluores-
zenzabklingverhalten im Vergleich zur Fluoreszenzintensitit als deutlich priziser. Ein
abschlieBendes Zellaufnahmeexperiment zeigte die prinzipielle Anwendbarkeit der hier

dargestellten QD-FRET-Sensoren fiir physiologische Systeme.

1






ABSTRACT

2 ABSTRACT

In the present work, the successful production of a pH sensor, based on fluorescent
semiconducting nanoparticles and a functionalized polymer protective sheath for use in a
physiological environment is reported. Depending on the prevailing proton concentration, the
fluorescence and the fluorescence decay time of the nanoparticles are influenced by a pH-re-
sponsive Forster resonance energy transfer (FRET). The nanoparticles act as FRET donors are
CdSe-based" quantum dots (QD). As FRET acceptors, pH indicator azo dyes that show a

turnover point in the physiologically relevant range around pH 7 are used.

In order to ensure water solubility and protection of the QDs from fluorescence quenching
processes, the amphiphilic diblock copolymer polyisoprene-block-polyethylene-oxide (PI-4-PEO)
was used. Extended protection against quenchers in the aqueous-physiological environment was

achieved by a styrene-divinylbenzene copolymer capsule produced by emulsion polymerization.

The acceptor function in the protective shell could be generated by an azo dye construction on
PI-5-PEO. A requirement for this was the functionalization of the PI-/-PEO with a methylaniline
group. This was achieved by, an oxirane with methylaniline function which was used as a
termination reagent during the synthesis of polyisoprene. Introduction of the functional group

via a termination reagent allowed complete functionalization of the target polymer.

Using the azo dye functionalized PI-/-PEO diblock copolymers for the phase transfer of the
hydrophobic QDs into water, QD-loaded micelles were achieved. The hydrophobic PI block
represents the decisive part of the Forster radius between the QD donor and the azo dye
acceptor. By varying the mixing of PI-4-PEO with and without azo dye group, the acceptor
concentration could be varied, which cleatly affected the measured FRET. The pH-responsive
quantum dot FRET sensors obtained after emulsion polymerization and purification were then
examined for their optical properties and their quenching behavior. In addition to a dynamic
quenching behavior by the FRET, static quenching processes of a small fraction of nano-con-
structs could be observed, which modified the fluorescence intensity but not the fluorescence
decay time. Therefore the detection of the FRET via the fluorescence decay behavior compared
to the emission proved to be much more precise. In a final experiment, the QD-FRET sensors
were applied to suspension cells to show the applicability of the system in a physiological

environment.






EINLEITUNG

3 EINLEITUNG

Die Nanotechnologie ist ein relativ. modernes Forschungsgebiet der Naturwissenschaften und
wird erst seit wenigen Jahrzehnten intensiv erforscht. Sie bietet ein zunehmend breites Spektrum
an Anwendungsmoglichkeiten im materialwissenschaftlichen, elektronischen und auch biomedi-
zinischen Bereich. Der Einsatz von Nanopartikeln in der medizinischen Diagnostik bei dem man
mittels Bildgebungsverfahren Aufschluss iiber biochemische Prozesse erlangt,”’ gewinnt dabei
fortwihrend an Bedeutung und verlangt ein immer besseres Verstindnis der physikalischen und
chemischen Eigenschaften der nanoskopischen Akteure. Zu diesen Akteuren sind beispielsweise
die superparamagnetischen Eisenoxidnanoteilchen zu zihlen, die bereits seit vielen Jahren in der
medizinischen Kernspintomographie als Kontrastmittel zum Einsatz kommen.” Dariiber hinaus
ruckt die diagnostische Fluoreszenzlebensdauermikroskopie (engl. , fluorescence-lifetime  imaging
microscopy™, FLIM) als Bildgebungsverfahren, beispielsweise fiir die kardiovaskulire Diagnostik,
immer weiter in den Fokus der wissenschaftlichen Forschung.” Ein fundamentaler Bestandteil
dieses Verfahrens sind Fluorophore, die tber besondere optische Eigenschaften wie hohe
Fluoreszenzquantenausbeuten oder lange Fluoreszenzabklingzeiten verfiigen missen, um zum
Beispiel eine Abgrenzung bei der Bildgebung gegen die Autofluoreszenz des umliegenden
Gewebes zu ermoglichen.! In Anbetracht dieser Erfordernisse und aufgrund ihrer heraus-
ragenden optischen Eigenschaften sind Quantum Dots pridestiniert fiir einen Einsatz in der
diagnostischen FLIM.*" Hier konnten bereits endosomale Prozesse unter Verwendung von QDs
studiert werden."” Eine spezielle Herausforderung beim Einsatz der QDs im physiologischen
Milieu ist zum einen die Wasserloslichkeit und zum anderen der Schutz vor Loschprozessen, die
zur deutlichen Abnahme bis hin zum voélligen Erliegen der Fluoreszenz fithren kénnen. Ein in
der Arbeitsgruppe Weller etabliertes System verwendet fir den Phasentransfer und als
Schutzhiille amphiphile Diblockcopolymere, die Mizellen ausbilden, deren hydrophobe
Mizellkerne mit QDs beladen sind.""'! Diese schiitzende Polymerhiille kann funktionalisiert
werden, um eine Donor-Akzeptor-Wechselwirkung zwischen Quantum Dots und Akzeptor-
molekil zu erzeugen, welche als Férster—Resonanzenergietransfer“2’131 bezeichnet wird. Grund-
voraussetzung hierfur ist, dass sich Donor und Akzeptor in einem Abstand von etwa 1-10 nm
voneinander befinden und es zu einem spektralen Uberlapp zwischen der Emission des QD-Do-
nors und der Absorption des Akzeptors kommt. Durch stimuli-responsive Akzeptormolekiile,
wie den in dieser Arbeit verwendeten pH-Indikatorfarbstoffen, koénnen somit Quan-
tum-Dot-FRET-Sensoren zur Anwendung im physiologischen Milieu dargestellt werden. Eine
detaillierte Betrachtung der Vorgehensweise, um derartige FRET-Sensoren zu erhalten, wird in

Abschnitt 5 (Zielsetzung und Konzeption) gegeben.
5
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4 THEORETISCHER HINTERGRUND

Die erfolgreiche Herstellung von Quantum-Dot-FRET-Sensoren beinhaltet das zielgerichtete
Zusammenwirken unterschiedlicher chemischer Komponenten und physikalischer Faktoren und
Prozesse. In diesem Kapitel werden theoretische Aspekte zu den einzelnen Komponenten der
dargestellten Sensoren beschrieben sowie physikalische Faktoren und wirkende Prozesse
erldutert. Dazu werden im ersten Abschnitt sowohl relevante Eigenschaften von Quantum Dots
als auch Energietransferprozesse erklirt (—4.1). Im zweiten Abschnitt wird ein Einblick in den
theoretischen Hintergrund der angewandten Polymerisationsmethode, der verwendeten Diblock-

copolymere und der Verkapselung von Quantum Dots gegeben (—4.2).

4.1 FLUORESZIERENDE NANOPARTIKEL UND LOSCHUNGSPROZESSE

Halbleitende Nanopartikel besitzen einzigartige optische Eigenschaften, weshalb sie fir die
Anwendung in FRET-Sensoren pradestiniert sind. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich

Quantum Dots auf Cadmiumselenid-Basis, also II-VI-Halbleiternanopartikel verwendet.

4.1.1 QuANTUM DOTS: HALBLEITER MIT GRORENQUANTISIERUNGSEFFEKT

Die elektrische Leitfihigkeit von FestkOrpern ist eine materialintrinsische GréBe, bei der
zwischen leitend, halbleitend und isolierend unterschieden wird. Um die elektronischen Eigen-
schaften von Festkérpern zu beschreiben, eignet sich die Niherung fester Bindungml. Unter
Annahme, ein Festkorper wiirde aus einzelnen gleichartigen Atomen bestehen, ergeben sich nach
linearer Kombination von N Atomorbitalen (engl. ,,/Zinear combination of atomic orbitals, L.CAO),
gleicher Energie und Symmetrie, auch N Molekiilorbitale. Die gleichartigen N Molekulorbitale
liegen energetisch dicht beisammen und bilden so bei steigendem N ein energetisches
Kontinuum, auch Energieband genannt. Wird die Annahme durch weitere Atomorbitale
unterschiedlicher Energie und Symmetrie erginzt, bedeutet das auch die Existenz mehrerer
Energiebinder. Bei diesen energetisch ungleichen Bindern kommt dem sogenannten Valenzband
(VB) und dem Leitungsband (LB) eine besondere Bedeutung zu. Das VB ist das energetisch
héchst besetzte Energieband, wohingegen das LB das energetisch niedrigste unbesetzte
Energieband darstellt. Genauer wird das hochste VB-Niveau Valenzbandoberkante und das

niedrigste LB-Niveau Leitungsbandober- bzw. unterkante genannt. Die Energiedifferenz dieser
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beiden Bandkanten wird als Bandlicke bezeichnet und bestimmt, ob ein Festkoérper ein Leiter,

Halbleiter oder Isolator ist.

Bei einer Bandliickenenergie E, von >4 eV zwischen Valenzbandoberkante (E) und Leitungs-
bandunterkante (E;) ist keine thermische Anregung von VB-Elektronen in das LB mdglich,
weshalb in diesem Fall ein Isolator vorliegt. Im Bereich von <4 eV wird von Halbleitern
gesprochen, bei denen Elektronen vom VB ins LB angeregt werden kénnen und somit eine
elektrische Leitfihigkeit moglich wird. Bei T = 0 K sind Halbleiter allerdings ebenfalls Isolatoren.
Bei Leitern schlieBen VB und LB aneinander an oder iiberlappen sogar weshalb die Bandlicke
0 eV betridgt und sich somit stets Elektronen im Leitungsband befinden. In Abbildung 4.1 wird

das Bindermodell fiir die unterschiedlichen Klassen von Festkorpern dargestellt.

] Leitungsband I Valenzband [ Uberlapp

Eg

Energie E der Elektronen

Leiter Halbleiter Isolator

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Lage von Valenz- und Leitungsband in Leitern (mit Uberlapp), Halb-
leitern und Isolatoren.

In einer anderen Konstellation, in der ein Leiter vorliegt, befindet sich das Niveau, bei dem die
temperaturunabhingige Besetzungswahrscheinlichkeit % betrigt, im Leitungsband. Besitzt
beispielsweise jedes von N Atomen ein Elektron, sind bei T = 0K die energetisch tiefst
liegenden %N Molekiilorbitale besetzt."” In diesem Fall wird das héchste besetzte Niveau bzw.

Molekilorbital (engl. ,,highest occupied molecular orbital, HOMO) Fermi-Niveau oder auch Fer-
mi-Kante genannt. Die energetische Lage der Fermi-Kante wird in der folgenden Abbildung 4.2

schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.2: Lage des Fermi-Niveaus Er im Bidnderschema von Leiter, Halbleiter und Isolator.

Bei T = 0 K ist demnach auch ein Halbleiter ein Isolator. Mit steigender Temperatur nimmt die
Wahrscheinlichkeit zu, dass Elektronen in das LB eines Halbleiters angeregt werden, weshalb sich
auch die Leitfihigkeit erhoht. Bei Leitern hingegen nimmt die Leitfdhigkeit bei steigender
Temperatur ab, da es hiufiger zur Kollision zwischen Elektronen kommt und somit ihre

Beweglichkeit eingeschrinkt wird.

Bei Halbleitern fiuhrt die Anregung eines Elektrons e in das LB zu einem sogenannten Loch im
VB. Dieses positiv geladene Quasiteilchen h” wird auch als Defektelektron bezeichnet. Die
beiden entgegengesetzten Ladungen kénnen sich aufgrund der Coulomb-Kraft nicht vollig frei
voneinander im Festkorper bewegenm und bilden folglich ein Elektron-Loch-Paar, welches auch
als Exziton bezeichnet wird. Der mittlere Abstand der beiden Teilchen wird aufgrund der
Ahnlichkeit des Exzitons zum Wasserstoffatom auch als Exziton-Bohr-Radius bezeichnet.!
Durch die Valenzelektronen und Atomriimpfe im Festkorper erfahren die beiden Ladungen eine
gewisse Abschirmung voneinander, was zu einer niedrigen Bindungsenergie fithrt. Hieraus
ergeben sich entsprechend grof3e Exziton-Bohr-Radii, die bei II-VI-Halbleitern wie beispielsweise

ZnS und CdTe bei 2,2 nm und 7,5 nm liegen.[zo]

Wird die GréBe von Festkorpern in die Betrachtung des Biandermodells einbezogen, zeigt sich,
dass die Bandliicke bei nanoskopischen Kiristallen im Gegensatz zu makroskopischen keine rein
materialintrinsische Eigenschaft mehr darstellt. Die rdumliche Ausdehnung des Exzitons erfihrt
eine Einschrinkung durch die Abmessung des Kiristalls, wodurch die kinetische Energie der

Ladungstriger zunehmen muss.

Zur Beschreibung wird hidufig das Modell des Teilchens im sphirischen Kasten verwendet.

Innerhalb des Kiristalls wird ein Potential von V' = 0 und auflerhalb in erster Niherung von
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V = oo angenommen. Die Oberfliche, also die Begrenzung des Kristalls, stellt dabei ein
unendlich hohes Potential dar. Der Welle-Teilchen-Dualismus etlaubt es, das Exziton als
stehende Welle innerhalb des Potentialtopfs zu betrachten. Um ein Ausléschen durch Interferenz
auszuschlieBen, muss das Anregen in hohere Energieniveaus stets zu einem Vielfachen der
stchenden Welle fiihren, weshalb nur diskrete Energieniveaus erlaubt sind. Bei kleineren
Abmessungen fiihrt dies automatisch zur erhéhten Krimmung der méglichen Wellenfunktionen
und somit zu einer Zunahme der kinetischen Energien, was eine Vergroflerung der Bandlicke
bewirkt. Dieses Phidnomen der Zunahme der Bandliickenenergie bei immer kleineren
Abmessungen von Halbleiternanokristallen und gleichzeitiger Quantisierung der erlaubten
Energieniveaus wird als GroBenquantisierungseffekt bezeichnet.!! In der folgenden Abbildung
wird die Bandlicke in Abhingigkeit von der KristallgroBe schematisch dargestellt, wobei
ebenfalls das Auflésen der homogenen Bandstruktur durch Abnahme der Anzahl beitragender

Atomorbitale gezeigt wird.
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Abbildung 4.3: Schematischer Vergleich der Bandliickengrof3e eines Halbleiters bei unterschiedlicher Kiristallgroie.
Die homogene Bandstruktur 16st sich durch die geringer werdende Anzahl von beitragenden Atomorbitalen bei
abnehmender Kristallgroe auf.

Um eine quantitative Aussage tiber die Verinderung der Bandliickenenergie AE im Vergleich zu
einem makroskopischen Festkorper treffen zu konnen, muss die Wechselwirkung der
Ladungstriger mit dem Kristall beriicksichtigt werden. Daher werden bei Brus®'
Korrekturfaktoren fiir das Exziton verwendet, die als effektive Massen mg und my, des Elektrons

und des Lochs bezeichnet werden.
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Des Weiteren flieBen das reduzierte Planck’sche Wirkungsquantum h, der Kristallradius R, die
Elementarladung e und die Dielektrizititskonstante (DK) des Vakuums &, und die Hoch-
frequenz-DK des Halbleitermaterials &, in die Betrachtung ein. Dabei beschreibt der Minuend
die VergroBerung der kinetischen Energie durch die Verkleinerung des Potentialtopfs, wihrend

der Subtrahend die Coulomb-Wechselwirkung von Elektron und Loch berticksichtigt.

Bei fluoreszierenden Halbleiternanokristallen, die einen GroBenquantisierungseffekt aufweisen,
wird auch von Quantenpunkten (engl. ,.guantum dot‘, QD) gesprochen. Sie besitzen auller-

gewohnliche optische Eigenschaften.

4.1.2 OPTISCHE EIGENSCHAFTEN VON QUANTUM DOTS

Durch Absorbieren von Photonen konnen Elektronen von Quantum Dots in einen angeregten
Singulettzustand gelangen. FEin entstandenes Exziton 16st sich dabei innerhalb weniger
Nanosekunden!" durch Rekombination von Elektron und Loch unter Emission von Photonen
wieder auf . Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz bezeichnet, wobei fluoreszierende Materialien

auch Fluorophore genannt werden.

Die Absorption von Photonen (Ngps - hv) verliuft im Bereich von Femtosekunden'™” und damit
um ein Vielfaches schneller als die Schwingungsperiode eines Molekiils. Deshalb erfolgt die
Anregung aus dem Grundzustand sowohl in einen angeregten elektronischen Zustand als auch in
einen angeregten Schwingungszustand. Hiernach kommt es zum Relaxieren aus dem angeregten
exzitonischen Zustand in den Schwingungsgrundzustand, wobei Energie in Form von Phononen
an das Kristallgitter abgegeben wird. Dieser Prozess wird auch als strahlungslose Desaktivierung
bezeichnet und verliuft im Bereich von Picosekunden!”. AbschlieBend kénnen Elektron und
Loch aus dem Schwingungsgrundzustand im angeregten elektronischen Zustand unter Emission
von Photonen rekombinieren. Aufgrund der strahlungslosen Desaktivierung ist das emittierte
Licht (Ngy, * hv) energieirmer als das zuvor absorbierte, weshalb sich eine Verschiebung hin zu

groBBeren Wellenlingen im Emissionsspektrum im Vergleich zum ersten Maximum des
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Absorptionsspektrums beobachten ldsst. Dieses Phinomen wird als Stokes-Shift bezeichnet.!')

Der gesamte Ablauf wird in Abbildung 4.4 schematisch dargestellt.

Leitungsband

‘7@7

Ngpshv "R \

Nomhv Traps

® ® Valenzband

Energie E der Elektronen

Halbleiternanokristall

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der Anregung cines Elektrons unter Absorption von Photonen mit
anschlieBender strahlungsloser Desaktivierung, Rekombination, Emission und méglicher Haftstellen fur Elektron
und Loch.

Ein Giutemall fir die Fluoreszenz von Fluorophoren bzw. Quantum Dots stellt die
Fluoreszenzquantenausbeute @ dar. Sie beschreibt das Verhiltnis der Anzahl emittierter (Ngyy,) zu
absorbierten (ngps) Photonen, kann allerdings auch tiber das Verhiltnis der Geschwindigkeits-
konstante kop, des Emissionsprozesses zu simtlichen anderen Relaxationsprozessen Y, Kyeiax

beschrieben werden.

Gl. 4.2

Durch alternative strahlungslose Relaxationsméglichkeiten wird die Fluoreszenzquantenausbeute
erheblich abgesenkt. Solche Relaxationsmdoglichkeiten sind durch Haftstellen (engl. ,,z7aps®) fir
Elektronen und Locher gegeben. In einem sphirischen (Nano)-Kiristall fehlen den Oberflichen-
atomen Bindungspartner, wodurch Fehlstellen und ungesittigte Valenzen entstehen, die als Traps
dienen und energetisch innerhalb der Bandliicke liegen (Abbildung 4.4)." Elektronen konnen
strahlungslos in die Traps relaxieren und senken die Fluoreszenzquantenausbeute dadurch
empfindlich ab. Um diesen unerwiinschten Effekt zu minimieren koénnen passivierende

organische Liganden mit funktionellen Gruppen eingesetzt werden. Dabei kommen héufig
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Amine, Phosphane oder auch Thiole zum FEinsatz*, die an der Kiristalloberfliche binden
konnen. Eine weitere Herausforderung besteht allerdings darin, sowohl positive als auch negative
Valenzen mit Liganden abzusittigen. Durch das Aufwachsen einer weiteren kristallinen
halbleitenden Schicht eines geeigneten Materials konnen die Oberflichenfehlstellen und Valenzen
grofBitenteils beseitigt werden, wobei die Oberflichenbeschaffenheit der erzeugten Schale je nach

Material eine untergeordnete Rolle spielt.

4.1.3 SCHALENEFFEKTE BEI QUANTUM DOTS

Nach erfolgter Darstellung von Nanokristall-(Kernen) kénnen die optischen Eigenschaften in
Hinblick auf Fluoreszenzquantenausbeute, Absorptions- und Emissionsmaxima durch das
Aufwachsen eines geeigneten Schalenmaterials verbessert bzw. eingestellt werden. Dabei werden
zwel Typen von Kern-Schale-Partikeln unterschieden, wobei die Klassifizierung nach Lage der

Valenz- und Leitungsbandkante des Schalenmaterials zum Kernmaterial erfolgt.

Fir sogenannte Typ I Partikel wird ein Schalenmaterial mit gro3erer Bandlicke im Vergleich zum
Kernmaterial verwendet, wobei sowohl Valenzband- als auch Leitungsbandkante des Kern-
materials energetisch innerhalb dieser Bandliicke liegen miissen. Bei Typ I Partikeln wird auf
diese Weise ecine Potentialbarriere fir die Ladungstriger geschaffen, wodurch die
Aufenthaltswahrscheinlichkeit in der Schale drastisch herabgesetzt wird und das Exziton
hauptsichlich im Kern lokalisiert ist. Auf diese Weise wird das Relaxieren in die Traps
(23,24

I und es konnen Fluoreszenzquantenausbeuten beispielsweise bei

CdSe/CdS - Kern/Schale-Partikeln von 97 %™ erreicht werden. Die energetische Lage der

groBtenteils unterdrickt

Valenz- und Leitungsbandkanten fir Typ I Partikel wird in der folgenden Abbildung schematisch
dargestellt (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der energetischen Lage von Valenz- und Leitungsbandkanten eines Typ I
Kern/Schale-Partikels.

Bei der Wahl geeigneter Materialen ist auf eine moglichst geringe Gitterfehlanpassung zwischen
Kern- und Schalenmaterial zu achten, um ein epitaktisches Aufwachsen der Schale zu erzielen
und Fehlstellen an der Grenzfliche zu unterbinden.” Dies ist beim System CdSe/CdS gegeben,
allerdings liegt das Leitungsband von CdS im Vergleich zu CdSe nur minimal héher. Ein
Schalenmaterial mit groerer Bandliicke wie ZnS kénnte somit auf den ersten Blick eine noch
bessere Stabilitit liefern. Allerdings ist die Gitterfehlanpassung zwischen ZnS und CdSe grofler,
weshalb hier lediglich Fluoreszenzquantenausbeuten von 50 % erzielt werden konnten.”” Mit
einer Kern/Schale/Schale-Architektur aus CdSe/CdS/ZnS wird dieser Umstand behoben,
wodurch hohe Stabilititen bei gleichzeitig hoher Fluoreszenzquantenausbeute erreicht werden

konnen. !

Sofern die Valenz- oder Leitungsbandkante des Schalenmaterials innerhalb der Bandliicke des

(2628 Bei diesen Partikeln ist einer der

Kernmaterials liegt, wird von Typ II Partikeln gesprochen.
beiden Ladungstriger raumlich vom anderen getrennt und hauptsichlich in der Schale lokalisiert,
wodurch auch strahlungslose Rekombinationsprozesse, wie das Relaxieren in Traps, wieder

29,30

begiinstigt werden.”" Beispiele fiir Kern/Schale-Materialkombinationen solcher Partikel sind

CdTe/CdSe oder CdSe/ZnTe.” In Abbildung 4.6 wird die energetische Lage der Valenz- und
Leitungsbandkanten von Typ I und Typ II Partikeln schematisch verglichen.
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Abbildung 4.6: Schematischer Vergleich der energetischen Lage von Valenz- und Leitungsbandkanten von Typ I
und Typ II Ketn/Schale-Partikeln.

Durch die effektiv kleinere Bandliicke von Typ II Partikeln verlagern sich die Absorptions- und
Emissionsmaxima hin zu groBeren Wellenlingen.”! Auf diese Weise kann die Fluoreszenz von
Quantum Dots in den nahen Infrarotbereich verschoben werden. Fir eine Anwendung in der
Fluoreszenztomographie ist vor allem das sogenannte optische Fenster im Bereich von
700 — 900 nm interessant, da hier die Streueffekte und Absorption durch umliegendes Gewebe

besonders gering sind.P?

4.1.4 STATISCHE UND DYNAMISCHE FLUORESZENZLOSCHUNG

Die Fluoreszenz und auch Fluoreszenzabklingzeit von Fluorophoren wie Quantum Dots kann
durch bestimmte Vorginge abnehmen oder sogar quasi vollstindig unterdriickt bzw. sehr stark
verkiirzt werden. Bei solchen Prozessen wird von Fluoreszenzloschung (engl. ,,quenching)
gesprochen, wobei eine strahlungslose Desaktivierung stattfindet."” Verantwortlich fiir das
Léschen ist ein sogenannter Quencher, der ein Molekil oder Ion sein kann. Der Quencher muss
auf eine Distanz von <1 nm zum Fluorophor gelangen, um eine Elektronentbertragung durch
Tunnelprozesse zu ermdglichen.” Je nachdem, nach welchem Mechanismus die Akteure des
Quenchings wechselwirken, wird zwischen dynamischer, statischer oder auch gemischter

Fluoreszenzléschung unterschieden.

In Abwesenheit eines Quenchers (Gl 4.3) kann die Fluoreszenzabklingzeit T, durch die
reziproke Summe der Geschwindigkeitskonstanten fiir nicht emittierende Ky e, und emittierende

kem Relaxationsprozesse beschtieben werden:
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1
T = -
O™ knem+kem

Gl 4.3

In Gegenwart eines Quenchers (Gl. 4.4) muss der Term fur die Fluoreszenzlebenszeit T zum
einen durch die Quencherkonzentration [@Q] und zum anderen durch das Produkt k, aus

Quenchingeffizienz und Kollisionsrate, auch als bimolekulare Quenchingkonstante bezeichnet,

erweitert werden.

1
T =
knem+kem+kq[Q] Gl.44

Erreicht ein Quencher innerhalb der Fluoreszenzabklingzeit eine Tunneldistanz zum Fluorophor,
sodass eine Elektroneniibertragung aus dem exzitonischen Zustand stattfindet, wird der Vorgang
als dynamische Fluoreszenzloschung bezeichnet. Bei diesen StoBprozessen nehmen sowohl die
Fluoreszenzintensitit F als auch die Fluoreszenzabklingzeit ab. Dies wird nachfolgend durch die
Stern-Vollmer-Gleichung? fiir dynamisches Quenching beschrieben (Gl 4.5), wobei F, die

Fluoreszenzintensitit in Abwesenheit eines Quenchers darstellt.
Fo To
7o 1+ k470[Q] = - Gl 4.5

Die Stern-Vollmer-Auftragung fiir dynamisches Quenching (Abbildung 4.7) beschreibt zwei
Geraden mit gleicher positiver Steigung. Hierbei werden die reziproken Fluoreszenzintensititen

und Fluoreszenzabklingzeiten gegen die Quencherkonzentration aufgetragen.
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Abbildung 4.7: Die Stern-Vollmer-Auftragung fiir den Fall von dynamischem Quenching zeigt zwei Geraden mit
gleicher positiver Steigung, wobei hier die reziproken Fluoreszenzintensititen I;—o (aquamarin) und

Fluoreszenzabklingzeiten 170 (rot) gegen die Quencherkonzentration [Q] aufgetragen sind.

Ist die Verweilzeit des Quenchers in einem geringen Abstand zum Fluorophor, der eine
Elektroneniibertragung erlaubt, erheblich linger als die Fluoreszenzabklingzeit, wird von
statischem Quenching gesprochen. Nach Anregen des Fluorophors kann hier durch direkte
Elektroneniibertragung keine strahlende Rekombination mehr stattfinden. Das Wechselwirken
von Fluorophor und Quencher kann als Komplexbildung angenommen werden. StoBprozesse
wihrend der Fluoreszenz werden in diesem Fall vernachlissigt, weshalb die Fluoreszenz-
abklingzeit hier keine Verinderung erfihrt. Bei Betrachtung eines Kollektivs an Fluorophoren
hingt die Fluoreszenzléschung somit lediglich von der Quencherkonzentration und der
Komplexbildungskonstante Kg ab. Daraus resultiert die nachfolgende Stern-Vollmer-Gleichung

fir statisches Quenching.

F,
FO =1+ K[Q] GL 4.6

Bei der Stern-Vollmer-Auftragung fir statisches Quenching werden die reziproken Werte fir die
Fluoreszenzabklingzeit und Fluoreszenzintensitit gegen die Quencherkonzentration aufgetragen
(Abbildung 4.8). Fir die reziproken Fluoreszenzabklingzeiten zeigt sich wie erwartet eine Gerade
mit der Steigung O und fir die reziproken Fluoreszenzintensititen eine Gerade mit positiver

Steigung, die der Komplexbildungskonstante von Fluorophor und Quencher entspricht.
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To

T

Abbildung 4.8: Die Stern-Vollmer-Auftragung gegen die Quencherkonzentration [Q] im Fall von statischem

Quenching zeigt fiir die reziproken Fluoreszenzabklingzeiten %0 eine Gerade mit der Steigung 0 (rot) und fir die

reziproken Fluoreszenzintensititen 70 cine Gerade mit positiver Steigung (aquamarin), die der Komplexbildungs-

konstante von Fluorophor und Quencher entspricht.

Liegen sowohl dynamische als auch statische Fluoreszenzldschung gleichzeitig vor, wird von
gemischtem Quenching gesprochen. In diesem Fall wirken zwischen Fluorophor und Quencher
sowohl Stof3- als auch Komplexbildungsprozesse. Dadurch nehmen sowohl die Fluoreszenz-
abklingzeit als auch die Fluoreszenzintensitit ab. Dabei folgt die Abnahme der
Fluoreszenzintensitit keinem linearen Zusammenhang mehr. Da sie sowohl von der
bimolekularen Quenchingkonstanten als auch von der Komplexbildungskonstanten abhingt,
zeigt sie eine quadratische Abhingigkeit von Q. Die Stern-Vollmer-Gleichung fir gemischtes
Quenching (Gl. 4.7) setzt sich aus den Gleichungen fir dynamisches und statisches Quenching
(GL 4.5 & Gl. 4.6) zusammen.

F,
= = L+ K[QD [ + kq7o[QD) G147

Durch die Stern-Vollmer-Auftragung fir gemischtes Quenching zeigen sich zum einen die
nicht-lineare Abhingigkeit der Fluoreszenzintensititen und zum anderen die lineare Abhingigkeit
der Fluoreszenzabklingzeiten von der Quencherkonzentration. Dabei werden erneut die
reziproken Werte der Fluoreszenzintensitit und der Fluoreszenzabklingzeit gegen die

Quencherkonzentration aufgetragen (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Die Stern-Vollmer-Auftragung fiir gemischtes Quenching zeigt fiir die reziproken
Fluoreszenzintensititen % eine nicht lineare Abhingigkeit von der Quencherkonzentration [@Q] mit positiver

Krimmung (aquamarin). Fir die reziproken Fluoreszenzabklingzeiten — zeigt sich genau wie beim dynamischen
T

Quenching ein lineares Verhalten mit positiver Steigung (rot).

Fir die vorliegende Arbeit ist ein weiterer strahlungsloser Quenchingprozess von grof3er

Bedeutung welcher im folgenden Abschnitt niher erldutert wird.

4.1.5 FORSTER-RESONANZENERGIETRANSFER

Der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) ist ein strahlungsloser elektrodynamischer Energie-
libertragungsvorgang zwischen einem Donor und einem Akzeptor."”! Durch Dipol-Dipol-Wech-

12 ird dabei, ohne Emission von Photonen, Energie von einem angeregten Donor

selwirkung
auf einen im Grundzustand befindlichen Akzeptor uUbertragen. Dabei miissen mehrere
Grundvoraussetzungen erfiillt sein. Die Distanz zwischen Donor und Akzeptor darf nicht kleiner

(19]

als etwa 1nm sein, da ansonsten Tunneleffekte'” als Konkurrenzenergietransfer auftreten

konnen. Typische FRET-Distanzen liegen im Bereich von 1 — 10 nm.”” Die folgende Gleichung
(Gl. 4.8) zeigt die Abhingigkeit der Energietransfereffizienz E vom Forster-Radius Ry, und vom
Donor-Akzeptor-Abstand 7.

1+(L)6 Gl 4.8
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Dabei beschreibt Ry eine fir jedes Donor-Akzeptor-Paar spezifische Distanz bei der E' gerade
50 % betrigt. Das Auftragen von E gegen RLO zeigt (Abbildung 4.10), dass bereits kleine

Variationen im Abstand zwischen Donor und Akzeptor deutlichen Finfluss auf die Energie-

transfereffizienz besitzen.'>*!

1,0
E
0,5
0 1 2
r
Ro

Abbildung 4.10: Auftragung der Transfereffizienz E gegen das Verhiltnis aus Donor-Akzeptor-Abstand 7 zum

; . s Vorlage: [13
Forster-Radius Ry. ™" 77 3]

Eine weitere Grundbedingung, die fir einen FRET erfiillt sein muss, ist ein spektraler Uberlapp

der Emission des Donors und der Extinktion des Akzeptors. Die aus dem Uberlapp resultierende

Fliche entspricht dabei dem sogenannten Uberlappungsintegral J (Abbildung 4.11).

—— Akzeptor —— Donor
A
§
% spektraler Uberlapp
g
Wellenlinge g

Abbildung 4.11: Schematische Darstellung des Absorptionsspektrums eines Akzeptors (rot) und des
Emissionsspektrums eines Donors (aquamarin). Der spektrale Uberlapp (griin) ist eine der Grundbedingungen,
damit es zum FRET kommen kann, da seine Fliche das Uberlappungsintegral J darstellt.
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Unter Berticksichtigung der normierten Fluoreszenzintensitit des Donors Fp und des (molaren)
Extinktionskoeffizienten des Akzeptors €4 bei den jeweiligen Wellenlingen A, kann J durch die

folgende Gleichung (Gl. 4.9) bestimmt werden.’

J = f Fy(D)ea(DA*dA G149
0

Das Uberlappungsintegral ist eine der fiir jedes Donor-Akzeptor-Paar spezifischen GroBen, die
den Forster-Radius Ry bestimmen. Dazu zdhlen auch der Dipol-Dipol-Orientierungsfaktor k, die
Quantenausbeute des Donors Qp, und der Brechungsindex n des Mediums zwischen Donor und
Akzeptor. Unter zusitzlicher Beriicksichtigung der Avogadro-Konstanten Ny, kann R§ mithilfe

(13]

der folgenden Gleichung (Gl. 4.10) bestimmt werden.

6 _ 9000(In 10)x2Qp)J
0 128m5N,4n*

Gl. 4.10

Je nach Ausrichtung von Donor und Akzeptor zueinander, kann das Quadrat des

Orientierungsfaktors K 2 Werte zwischen 0 und 4 besitzen, wobei fiir frei bewegliche Teilchen in

) 2 ‘
Losung k? = 3 angenommen wird. >

Neben der Intensitit nimmt auch die Abklingzeit der Fluoreszenz des Donors ab,"” weshalb der
Forster-Resonanzenergietransfer auch als dynamischer Quenchingprozess angenommen werden

kann.

4.2 POLYMERE FUR DEN PHASENTRANSFER UND ZUR VERKAPSELUNG VON QUANTUM DoOTS

Um Quantum Dots mit exzellenten optischen Eigenschaften, ergo sehr hohen Fluoreszenz-
quantenausbeuten verbunden mit sehr schmalen Emissionsbanden zu erhalten, sind Hoch-
temperatursynthesen in organischen Lésungsmitteln wie Tri-z-octylphosphanoxid (TOPO) oder
1-Octadecen (ODE) fiir gewthnlich am besten geeignet.™ Als stabilisierende Liganden kommen

dabei beispielsweise Hexadecylamin (HDA) oder Tri-z#-octylphosphan (TOP) zum FEinsatz,
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welche freie Valenzen an der Oberfliche absittigen und eine gute Loslichkeit der Partikel in
organischen Lésungsmitteln gewihrleisten.” Diese Liganden fithren aber auch zu hydrophoben
Eigenschaften von Quantum Dots, wodurch eine direkte Verwendung in hydrophilen Milieus fiir
biomedizinische Zwecke verwehrt bleibt. Um eine Anwendung in hydrophiler Umgebung zu
ermoglichen, kann ein Phasentransfer mit amphiphilen Diblockcopolymeren wie beispielsweise
Polyisopren-block-Polyethylenoxid ~ (PI-»-PEO)  durchgefithrt werden.””™  Neben einer
Wasserloslichkeit kann dadurch auch ein gewisser sterischer Schutz erzielt werden, was zum
Erhalt der optischen Eigenschaften in Gegenwart von Quenchern beitridgt. Im Folgenden wird
ein Uberblick iiber die in dieser Arbeit angewandte Polymerisationsmethode der anionischen
Polymerisation zur Darstellung des amphiphilen PI-5-PEOs gegeben. Dariiber hinaus werden die

Grundlagen der zielgerichteten Funktionalisierung dieses Diblockcopolymers erldutert.

4.2.1 LeBENDE ANIONISCHE POLYMERISATION

Bei der Darstellung eines zum Phasentransfer von Quantum Dots geeigneten Polymeramphiphils
ist besonders auf eine geringe Dispersitit zu achten, um spiter moglichst definierte
Uberstrukturen erzielen zu kénnen. Von den bekannten radikalischen Kettenwachstums-
reaktionen wiirden hierfiir nur die kontrollierten radikalischen Polymerisationsreaktionen in
Frage kommen. Dazu zihlen die Reversible Additions-Fragmentierungs-Ketteniibertragungs-
polymerisation (engl. ,,reversible addition-fragmentation chain transfer, RAFT) und die Radikalische

3 . .
B89 Die am weitesten

Atomtransfer-Polymerisation (engl. ,,atom transfer radical polymerization™).
verbreitete Methode zur Darstellung von Polymeren mit sehr engen Molekulargewichts-
verteilungen ist allerdings die erstmals von Szwarc beschriebene Lebende Anionische
Polymerisation (LAP)."” Neben einer geringen Dispersitit kénnen hier beispielsweise auch das
Molekulargewicht eingestellt und eine quantitative Kontrolle der Endgruppenfunktionalisierung
erreicht werden.*! Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das amphiphile PI-4-PEO zum
Phasentransfer von QDs mittels LAP hergestellt. In der folgenden Abbildung 4.12 wird
exemplarisch die erreichbare geringe Molmassenverteilung eines per LAP hergestellten

PI-»-PEOs im Vergleich zu einem mittels radikalischer Kettenpolymerisation hergestellten

Polyacrylats gezeigt.
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Abbildung 4.12: Vergleich der Molmassenverteilung eines per LAP hergestellten PI-/-PEOs und eines durch
radikalische Kettenpolymerisation hergestellten Polyacrylats (Fraunhofer IAP — CAN). Die relative Haufigkeit einer
Polymerkettenlinge wurde dabei tiber den Brechungsindex mittels Gelpermeationschromatographie bestimmt.

Die LAP verliuft Gber ionische Zwischenstufen, wobei ein Anion als Initiator dient. Bei der
schnell verlaufenden Startreaktion greift das Anion ein Monomer nukleophil an und wird dabei
tbertragen. Die Kettenfortpflanzung erfolgt dann analog durch weitere nukleophile Additionen
an Monomermolekilen. Fir eine LAP steht daher nur eine begrenzte Auswahl an Monomeren
zur Verfugung. Hierzu zihlen zum einen Molekile, die tber eine Doppelbindung mit
elektronendichteziehender Gruppe (engl. ,.elektron withdrawing gromp*, EWG) verfigen, wie z.B.
Styrol, Methacrylate, Vinylpyridin, Butadien oder Isopren und zum anderen Heterocyclen wie
Caprolacton, Propylenoxid (PO) und Ethylenoxid (EO)." Fiir die Initiation der LAP werden
beispielsweise Alkalialkoholate oder monofunktionelle Organometallverbindungen wie z.B.

t. [42]

n- und sec-Butyllithium verwende Dartber hinaus kommen auch radikalisch anionische

Initiatoren wie Naphthylkalium™ oder auch Diphenylmethylkalium (DPMK) zum Einsatz.

Im Gegensatz zu anderen Polymerisationstypen wird bei der LAP durch den Initiator ein Kation
in die Reaktion eingebracht, welches wihrend der Polymerisation als Gegenion zum Anion wirkt
und sowohl Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit als auch auf die Polymerstruktur hat." In
diesem Zusammenhang ist es tiber die Wahl des Losungsmittels moglich, die Mikrostruktur des

[43]

Polymers zu dirigieren.™ Im Fall der Polyisoprensynthese werden vier unterschiedlichen

Verkniipfungsarten unterschieden, deren Strukturen in Abbildung 4.13 dargestellt werden.
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Abbildung 4.13: Mogliche Verkntpfungsarten im Polyisopren.

Durch Verwendung eines unpolaren Losungsmittels wie #-Heptan dominiert die
c5-1,4-Verkniipfung. Wird hingegen Tetrahydrofuran (THF) als Losungsmittel fir die
Polymerisation verwendet, liegen hauptsichlich 3,4- und 1,2-Verkniipfungen vor. Neben der
Beeinflussung der strukturellen Effekte lisst sich das stets vorliegende Gegenion auch fiir eine
quantitative Endgruppenfunktionalisierung nutzen. Kommt bei einer, durch ein Lithiumorganyl
initiierten, LAP beispielsweise ein Epoxid als Abbruchreagenz zum Einsatz, entsteht mit
Lithiumalkoxylat ein starkes Kontaktionenpaar, welches die Polymerisation von weiteren
Epoxideinheiten verhindert.* Dadurch wird im letzten Schritt jeweils nur eine einzige Einheit

addiert.

Zum Erhalt des Anions und um einen vorzeitigen Abbruch der LAP zu vermeiden, muss unter
Ausschluss von Verunreinigungen, Luftfeuchtigkeit und unter Schutzgasatmosphire gearbeitet
werden.™  Fiir eine ideale Reaktionsfihrung mit schneller Initiation kann die
Polymerisationsgeschwindigkeit Rp in Abhingigkeit von der Monomerkonzentration [M] zum

[40]

Zeitpunkt t nach GI. 4.11 beschrieben werden.

Rp = ——— = kp[P*][M]; Gl 411

Hietbei beschreibt kp die Geschwindigkeitskonstante der Polymerisation und [P*] die
Konzentration aktiver Kettenenden. Bei ausbleibenden Abbruchreaktionen bleibt [P*] konstant
und entspricht der Initiatorkonzentration. In diesem Fall zeigt sich nach Integrieren in GIl. 4.12

eine Kinetik erster Ordnung.
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[M]o
[M],

In = kp[P*]t = kgppt Gl 4.12

Dabei ist Kgpp die apparente Geschwindigkeitskonstante und [M], die anfangs eingesetzte
Monomerkonzentration. Das Auftragen des Umsatzes gegen die Zeit ergibt eine Gerade mit der
positiven Steigung kg, (Abbildung 4.14). Beim Auftreten von Abbruchreaktionen wird [P*]
kleiner und die Beziehung aus GI. 4.12 verliert ihre Giltigkeit.

% ciner LAP ohne Abbruchreaktionen gegen die Zeit &
t

beschreibt eine Gerade (aquamarin), wobei die positive Steigung der apparenten Geschwindigkeitskonstanten Kqpp
entspricht. Durch Auftreten von Abbruchreaktionen vermindert sich die Anzahl aktiver Kettenenden [P*] (GL

4.12), weshalb Kgy, ihre Giiltigkeit verliert (rot).

Abbildung 4.14: Die Auftragung des Umsatzes In

Fir die LAP zeigt der zahlenmittlere Polymerisationsgrad P, ein lineares Verhalten zum
Monomerumsatz xp (Gl 4.13), sofern Ubertragungsreaktionen ausbleiben und somit die Anzahl

der aktiven und inaktiven Polymerketten [P] gleich bleibt.!”

P, = = Xp Gl 4.13

Durch Auftragen von B, gegen yp (Abbildung 4.15) wird eine Gerade mit positiver Steigung
erhalten. Dieses lineare Verhalten verliert durch auftretende Transferreaktionen verbunden mit
einem Anstieg von [P] seine Giiltigkeit.!*”
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Xp

Abbildung 4.15: Die Auftragung des zahlenmittleren Polymerisationsgrads P, gegen den Monomerumsatz ¥ p einer
LAP ohne Ubertragungsreaktionen ergibt eine Gerade mit positiver Steigung (aquamarin). Das Auftreten von
Ubertragungsreaktionen fithrt zu einem Anstieg der Anzahl aktiver und inaktiver Polymerketten [P] (Gl. 4.13),
wodurch der lineare Bezug von Py, und Yp scine Giiltigkeit verliert (rot).

Grundsitzlich  erlaubt die LAP bei entsprechender Reaktionsfihrung eine schmale
GroBenverteilung bei gleichzeitiger Kontrolle des Polymerisationsgrades durch die Stochiometrie
der Reaktion, eine quantitative Endgruppenfunktionalisierung und die Darstellung von

Blockcopolymeren durch sequenzielle Zugabe von Monomeren.*!

4.2.2 AMPHIPHILE DIBLOCKCOPOLYMERE

Eine Moglichkeit der Klassifizierung von Polymeren ist die FEinteilung tber die
Zusammensetzung der Monomereinheiten. Hierbei wird zunichst die Anzahl verschiedener
Monomerarten berticksichtigt, wonach Polymere aus einer Monomerart als Homopolymere, aus
zwei Monomerarten als Copolymere und aus drei oder mehr Monomerarten als Terpolymere
bezeichnet werden.™ Bei den Copolymeren wird weiterhin nach alternierender, statistischer,
gepfropfter oder blockférmiger Monomereinheitenzusammensetzung unterschieden.””” Copoly-
mere blockférmiger Zusammensetzung werden als Blockcopolymere bezeichnet, wobei durch
den Prifix Di-, Tri- oder auch Multi- die Anzahl der zum Polymer beitragenden homogenen (aus
einer Monomersorte bestehenden) Polymerblocke beschrieben wird. Die Blécke kénnen dabei
linear, H-f6rmig (achsférmig), zyklisch oder auch verzweigt (sternférmig) miteinander verbunden

sein, 365053

I In Abbildung 4.16 sind die méglichen Verkniipfungsarten von Blockcopolymeren

schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.16: Schematische Darstellung der méglichen Verkniipfungsarten von Blockcopolymeren, wobei hier
zwischen linearen Diblockcopolymeren, achsenférmigen Triblockcopolymeren, zyklischen Diblockcopolymeren und
verzweigten Triblockcopolymeren unterschieden wird.

Durch gezieltes Arrangieren von Polymerblécken mit inkompatiblem Mischverhalten der
kovalent gebundenen Blocke konnen Blockcopolymere geschaffen werden, die sowohl
hydrophile als auch hydrophobe Eigenschaften besitzen (Amphiphile) und bereits in der
Polymerschmelze dazu neigen, Uberstrukturen auszubilden. AuBerdem kann durch die Wahl
eines geeigneten Losungsmittels, das fur einen der Blocke ein Nichtlosungsmittel darstellt, die
Ausbildung wohl definierter Uberstrukturen gesteuert werden. Durch Losen beispielsweise von

amphiphilen Diblockcopolymeren in Wasser kénnen somit gezielt Mizellen erzeugt werden.

4.2.3 LOSLICHKEIT UND SELBSTORGANISATIONS-PROZESSE AMPHIPHILER DIBLOCKCOPOLYMERE

Die in der Polymerschmelze von Blockcopolymeren beobachtbare Ausbildung von Uberstruk-
turen, bei denen Dominen aus gleichartigen Blocken entstehen, wird als Mikrophasenseparation
bezeichnet. Fine makroskopische Entmischung ist aufgrund der kovalent verkniipften Blocke
nicht méglich. Je nach Molekulargewicht des Blockcopolymers kénnen sich diese Dominen tber

10 — 100 nm erstrecken.”

Durch das Herstellen von verdiinnten Losungen aus Blockcopolymeren tritt die Wechselwirkung
der einzelnen Polymerblécke mit dem Lésungsmittel fiir die Ausbildung von Uberstrukturen in
den Vordergrund. Der Léslichkeitsparameter &8, nach Hildebrand®™ kann einen Ansatz zur
Beschreibung dieser Wechselwirkung bzw. des Losungsverhaltens unterschiedlicher Polymerarten
liefern. Dabei wird aus der nétigen Verdampfungswirme einer Flissigkeit AHy, pro

Kubikzentimeter, der idealen Gaskonstanten R, der Temperatur T und des molaren Volumens
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Vot die sogenannte Kohisionsenergiedichte ¢ erhalten, deren Quadratwurzel den Hildebrand-

Léslichkeitsparameter ergibt (Gl 4.14).

AH, — RT
5, =+c = “;— Gl. 4.14
mol

Der Versuch einer Bestimmung der Verdampfungswirme eines Polymers wiirde fiir gewohnlich
eine thermische Zersetzung zur Folge haben, weshalb &p-Werte fiir Polymer-Losungsmittel-

Systeme iiber das Quellverhalten bestimmt werden.*

Die Mischbarkeit von Polymer und
Losungsmittel steigt nach Hildebrand mit zunehmend #dhnlichen Loslichkeitsparametern. Der
Hildebrand-Léslichkeitsparameter beriicksichtigt jedoch nur Van-der-Waals-Wechselwirkungen,
weshalb er auch als eindimensional angesehen wird. Um eine genauere Vorhersage fiir ein
Loslichkeitsverhalten zu erzielen, schlug Hansen”” die Einfiihrung eines dreidimensionalen

Loslichkeitsparameters § vor, det sich aus den Parametern fur unpolare Dispersionskrifte &4,

Wasserstoffbriickenbindungen &y, und polare Dipolkrifte 8, zusammensetzt (Gl. 4.15).

8% =65+ 67 + 6} Gl 4.15

Loslichkeitsparameter werden heutzutage durch standardisierte Prozesse bestimmt und kénnen

durch iterative Berechnungen vorhergesagt werden.®

Durch die Wahl eines selektiven Losungsmittels fir einen der Blocke eines amphiphilen
Diblockcopolymers kommt es zur Assoziation der anderen inkompatiblen Blécke und damit zur
Selbstorganisation der Polymerstringe. Hierbei kénnen sich je nach Zusammensetzung des
Polymers unterschiedliche Uberstrukturen (Mizellen) ausbilden, bei denen ein gequollener Kern
durch eine flexible Hiille umgeben ist.”” Allgemeine Voraussetzung fiir die Ausbildung von
Mizellen ist dabei eine im Normalfall geringe Mindestkonzentration von amphiphilem
Diblockcopolymer in einem  blockselektiven Losungsmittel, welche als kritische Mizell-
konzentration (engl. ,,critical micelle concentration*, CMC) bezeichnet wird. Um eine Vorhersage tber

die Gestalt der zu erwartenden Uberstrukturen eines Blockcopolymer-Lésungsmittel-Gemisches
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zu erméglichen, kann der von Israclachvili®? fiir die Geometrie von Tensiden eingefiihrte

Parameter P verwendet werden (Gl. 4.16).

P = Gl. 4.16

Dieser sogenannte Packungsparameter ist im Fall eines amphiphilen Diblockcopolymers
abhingig von dem Volumenbedarf V' des hydrophoben Blocks, der Kontutlinge [ und dem
Grenzflichenbedarf a; zwischen hydrophobem und hydrophilem Block. In der folgenden
Abbildung 4.17 wird der Einfluss des Packungsparameters auf die Kriimmung einer Uberstruktur

schematisch dargestellt.

Abbildung 4.17: Schematische Darstellung der, vom Packungsparameter abhingigen, Oberflichenkrimmung einer
Uberstruktur aus amphiphilen Diblockcopolymeren. Das Zusammenspiel aus Grenzflichenbedarf ag,

Volumenbedatf des hydrophoben Blocks V und Kontutlinge Iy bestimmt den jeweiligen Packungspatameter P (GL.
4.16).

Je nachdem, welchen Wert der Packungsparameter annimmt, kann die Bildung beispielsweise von

sphirischen Mizellen (P < %), zylindrischen Mizellen (% <P< %) oder auch Polymersomen

G=P= 1) vorhergesagt werden.”"! Eine weitere wichtige GroRe, die einen Einfluss auf die

Gestalt der Mizellen besitzt, ist das Verhiltnis vom Gewichtsanteil des hydrophilen Blocks zum

62-6

Polymerisationsgrad des hydrophoben Blocks.””* Dabei konnte beispielsweise anhand des
amphiphilen Polybutadien-b/ck-Polyethylenoxids (PB-6-PEO) gezeigt werden, dass sich ab

einem Gewichtsanteil des PEO-Blocks von etwa 50 % sphirische Mizellen ausbilden. Bei
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Gewichtsanteilen zwischen 50 — 40 % wurden hauptsichlich zylindrische Mizellen beobachtet

und bei <40 % ging die mizellare Gestalt in Polymersomen tber.

4.2.4 PHASENTRANSFER VON QUANTUM DOTS UND EMULSIONSPOLYMERISATION

Die Erforschung biochemischen Verhaltens von Nanopartikeln setzt in der Regel eine

2,3,66

Wasserléslichkeit voraus.> Die hydrophoben Eigenschaften von Quantum Dots, die auf

Verwendung langkettiger stabilisierender Liganden bei Hochtemperatursynthesen basieren,”*!
verbieten jedoch einen direkten Einsatz in wissrigen physiologischen Milieus. Durch einen
Transfer der QDs aus geeignetem organischem Losungsmittel, unter Verwendung von
amphiphilen Diblockcopolymeren, kann eine Loslichkeit in Wasser hergestellt werden.
Untersuchungen der Gruppe Weller konnten zeigen, dass sich das amphiphile PI--PEO sehr gut
fiir diesen Phasentransferprozess eignet.” " Die Polyisoprenblécke (PI) bilden dabei die
hydrophoben Kerne aus, in denen die QDs tiber die Syntheseliganden gelost sind, wihrend die
Polyethylenoxidblocke (PEO) nach aullen ragen und im Wasser gel6st sind. Das PI-6-PEO

fungiert somit als Emulgator. In der folgenden Abbildung 4.18 wird der Phasentransferprozess

schematisch dargestellt.

-~ hydrophober QD-Synthescligand ‘ QD o~~~ amphiphiles PI-5-PEO
mit stabilisierender Kopfgruppe

organisches Losungsmittel wissrige Losung

Abbildung 4.18: Schematische Darstellung eines Phasentransfers von Quantum Dots aus organischem
Losungsmittel in Wasser unter Verwendung eines amphiphilen Diblockcopolymers (PI-5-PEO). Die hydrophoben
PI-Blécke (rot) bilden den Kern, in dem die QDs tiber ihre hydrophoben Syntheseliganden gel6st sind, wohingegen
die hydrophilen PEO-Blécke (aquamarin) nach auflen ragen.
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Bei diesem Verfahren kénnen auch mehrere QDs in einer Mizelle eingeschlossen werden. Durch
Einstellen des Uberschusses an PI-»-PEO kann zwischen einfach und mehrfach beladenen

. .. 3
Mizellkernen variiert werden.?”

T Um eine hohe Verdiinnungsstabilitit der Mizellen zu erreichen
und den Schutz der Quantum Dots vor Quenchern aus dem wissrigen Milieu zu erweitern, kann
nach dem Phasentransfer eine (radikalische) Emulsionspolymerisation (EP) angeschlossen
werden, wobei Styrol und Divinylbenzol (DVB) als Monomere dienen koénnen.’*” Im ersten
Schritt werden dabei die hydrophoben Monomere der wissrigen Phase zugefthrt, woraufhin sie
sich in den Mizellkernen ansammeln. Durch Zugabe von wasserléslichem Initiator und
Erwirmen wird im zweiten Schritt ein vernetztes Styrol-Divinylbenzol-Copolymer im Mizellkern
erzeugt. Hierbei wird aufgrund einer gewissen Restloslichkeit des Monomers in Wasser die
Polymerisation auBlerhalb des Mizellkerns initiiert. Die entstehenden Oligomere besitzen eine
weiter herabgesetzte Loslichkeit in Wasser, diffundieren in die Mizellkerne und polymerisieren
dort aus. Die Menge an Monomer allgemein steuert dabei die GroBle der Konstrukte und die
Menge an DVB den spiteren Vernetzungsgrad.'” Die folgende Abbildung 4.19 zeigt schematisch
den Ablauf einer Emulsionspolymerisation nach erfolgtem Phasentransfer von QDs unter

Einsatz von PI-4-PEO.

Monomer

_~ QD-Syntheseligand ‘QD “Syrol/DVB) =~ amphiphiles PI-/-PEO

Initiator

nach Monomerzugabe nach Emulsionspolymerisation

Abbildung 4.19: Schematische Darstellung einer Emulsionspolymerisation im Anschluss an den Phasentransfer von
QDs unter Verwendung von PI-4-PEO. Die Monomere Styrol und DVB (griine Punkte) reichern sich nach Zugabe
im hydrophoben Mizellkern an. Durch Initiatorbeigabe und Erwirmen startet die Emulsionspolymerisation durch
eine Restloslichkeit des Monomers aullerhalb der Mizellen, wobei Oligomere entstehen, deren zunehmend weiter
herabgesetzte Loslichkeit zum Eindiffundieren in die Mizellen fihren. Dadurch wird ein Styrol-DVB-Copolymer
(grin) erzeugt, welches als erweiterte Schutzhtlle dient.
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Bereits durch die Verwendung von PI-4-PEOs von verhiltnismiBig kleiner molarer Masse
(=5000 g/mol) kann nach Phasentransfer der QDs ecine deutliche Verbesserung der
Fluoreszenzstabilitit gegeniiber Quenchern wie Kupfer(Il)ionen erreicht werden.” Die
Ausbildung von vernetzten, engmaschigen Copolymerkapseln um die QDs fiihrt durch die
Emulsionspolymerisation, selbst in Gegenwart hoher Quencherkonzentrationen, insgesamt zu
sehr stabilen optischen Eigenschaften.”” Diese auBergewchnliche Stabilitit derart verkapselter
QDs erlaubt beispielsweise den Einsatz in einem breiten Spektrum von pH-Pufferl6sungen mit

physiologischen Konzentrationen.
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5 ZIELSETZUNG UND KONZEPTION

In den folgenden Absitzen werden die drei Hauptaspekte: Quantum Dots in FRET-Systemen,
nicht fluoreszierende Akzeptoren und pH-Responsivitit, die zur Zielsetzung der Arbeit gefiihrt

haben, niher erliutert. AnschlieBend werden Uberlegungen zur Umsetzung aufgezeigt.

Der Forster-Resonanzenergietransfer wird bereits seit vielen Jahrzehnten erforscht und unter
anderem zur Bestimmung von Distanzen in biochemischer Umgebung oder zur Darstellung von

£ 114336

subzelluliren Prozessen in vitro genutz ' Dabei werden fiir gewohnlich Donor-Akzep-
tor-Paare auf Basis von organischen Fluoreszenzfarbstoffen verwendet.>* Durch ihre iiber-
legenen optischen Eigenschaften scheinen aber besonders Quantum Dots fiir einen Einsatz in
FRET-Systemen pridestiniert zu sein. Hierbei sind vor allem die enorme Photostabilitit, die
hohen Extinktionskoeffizienten, verbunden mit breiten Absorptionsbanden, und die engen

Emissionsbanden hervorzuheben.**™!

Dies erlaubt den Einsatz tber lange Zeitriume, das
simultane Anregen verschiedener QD-Spezies und die parallele Detektion (Multiplexing), sogar
von einzelnen Kiristallen. Dariiber hinaus koénnen Quantum Dots verhiltnismidBig lange
Fluoreszenzabklingzeiten besitzen, weshalb QD-FRET-Systeme auch fiir die Fluoreszenzlebens-

dauermikroskopie geeignet sind.®

Bei bereits publizierten FRET-Systemen auf QD-Basis dienen, analog zu den etablierten!'>*’

Systemen, fiir gewShnlich Fluorophore als Akzeptoren, wobeti als solche sowohl organische Farb-

stoffel®!o!

als auch Quantum Dots"™ eingesetzt werden. Bei Verwendung derartiger FRET-Paare
kann es allerdings neben der Anregung des Donors auch zur Anregung des Akzeptors kommen.
Als Resultat kann ein Teil der Fluoreszenzintensitit des Akzeptors nicht auf den FRET
zurickgefithrt werden, was die Prizision eines solchen Systems beeintrichtigt. Dartiber hinaus ist
die Fluoreszenzintensitit von Quantum Dots bei Anwendung in physiologischem Milieu hiufig
nicht konstant oder genau reproduzierbar. Je nach Priparation beim Phasentransfer und auch
spaterer Quencherkonzentration kann es zu unterschiedlich stark ausgeprigten, unwillkommenen
Loschprozessen der Quantum Dots kommen.”>” Dabei liegt allerdings iiberwiegend statisches
oder gemischtes Quenching vor, was die Fluoreszenzabklingzeit der QDs nicht oder nur in
verhiltnismalig geringem Male betrifft. Beim Forster-Resonanzenergietransfer handelt es sich
um einen dynamischen Quenchingprozess, bei dem nicht nur die Fluoreszenzintensitit, sondern
im gleichen Verhiltnis auch die Fluoreszenzabklingzeit abnimmt. Daher ist ein denkbarer
Losungsansatz die Verwendung eines nicht fluoreszierenden Akzeptors, der unerwlnschte
Anregung bei gleichzeitiger Detektion des FRET tber die Abnahme der Fluoreszenzabklingzeit

ausschlief3t.
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Um einen nachhaltigen Erkenntnisgewinn bei physiologischen Untersuchungen sicherzustellen,
bieten sich minimal- oder nicht-invasive Methoden an, wodurch Prozesse auf subzellulirer Ebene
moglichst gut dargestellt werden kénnen ohne sie direkt zu beeinflussen. Daher ist es von Vorteil
moglichst viele Parameter aus einem einzigen nanoskopischen Sensor im physiologischen Milieu
auslesen zu koénnen. Eine wichtige Kenngrofe der Umgebung in Geweben und Zellen ist der
pH-Wert. Durch den FEinsatz organischer Fluorophore konnten bereits Verinderungen des
pH-Werts auf zellulirer Ebene dargestellt werden.!” "™ Bei Verwendung von pH-Indikatoren als
Akzeptoren fur FRET-Systeme, kann, durch die pH-abhingige Lage der Absorptionsbanden, ein
Einfluss auf das Uberlappungsintegral des FRET-Paares und somit auf die Transfereffizienz
ausgeiibt werden. Daher bieten derartige FRET-Systeme, neben einfachem Targeting, die
Moglichkeit als pH-Sensor zu fungieren. Hierzu existieren bereits erste Ansitze mit FRET-Paa-

ren aus Quantum Dots und fluoreszierenden pH-Indikatoren."™

Unter Berticksichtigung der hier im Vorfeld besprochenen Aspekte, ergab sich als Ziel der
vorliegenden Arbeit: die Darstellung eines QD-FRET-Systems mit nicht fluoreszierenden

pH-Indikatorfarbstoffen als Akzeptoren fiir den Einsatz im physiologischen Milieu.

Da als Donor mdglichst fluoreszenzstabile QDs benétigt werden, kamen nur Kern-Schale-Par-

2 Der Phasentransfer der QDs sollte iiber ein etabliertes Verfahren, das auf

tikel in Betracht.
dem Einsatz des amphiphilen Diblockcopolymers Polyisopren-/-Polyethylenoxid basiert,
erfolgen.” ™ Das in diesem Fall als Emulgator dienende PI--PEO besitzt nicht nur exzellente
Eigenschaften als Phasentransferreagenz und stellt eine Schutzhiille gegen Quencher dar, sondern

[79,80] Diese

ist nicht toxisch und zeigt durch den PEO-Block ein sogenanntes ,,Stealth*-Verhalten.
Eigenschaft bedingt, dass die unspezifischen Wechselwirkungen mit Proteinen minimiert werden,
was insbesondere in Hinblick auf eine physiologische Anwendung von Interesse ist. Das
PI-»-PEO sollte eine geringe Molmassenverteilung aufweisen und daher tber eine LAP

synthetisiert werden, damit beim Phasentransfer moglichst homogene Uberstrukturen ausgebildet

werden kénnen, die eine intakte Schutzhiille fiir die QDs darstellen.

Um den FRET-Abstand einzustellen, sollten PIs spezifischer Grof3e synthetisiert werden und der
pH-Indikatorfarbstoff spiter an einer bestimmten Position des PI-4-PEOs aufgebaut werden.
Durch die mizellare Uberstruktur ergibt sich dabei nach Phasentransfer automatisch ein
bestimmter Abstand zwischen Donor wund Akzeptor. Mittels Abmischungen von
farbstofffunktionalisiertem und nichtfunktionalisiertem PI-/-PEO kann, aufgrund einer
statistischen Verteilung bei der Mizellbildung, die Menge an Akzeptoren pro Donor variiert

werden.
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Durch den Finsatz maBgeschneiderter Abbruchreagenzien auf Epoxid-Basis™! sollte bei einer
gezielten Endgruppenfunktionalisierung, wahrend der Synthese des PI-4-PEOs, eine funktionelle
Gruppe eingefithrt werden. Diese etlaubt es im Anschluss, unter Berticksichtigung der Kriterien

tir geeignete FRET-Paare, einen Farbstoffaufbau an designierter Position durchzufiihren.

Die optischen Eigenschaften der pH-responsiven QD-FRET-Sensoren sollten nach Mdéglichkeit
selbst bei hohen Quencherkonzentrationen erhalten bleiben, um sowohl Experimente in einer
gro3en Bandbreite von pH-Puffern als auch im physiologischen Milieu zu ermdéglichen. Dazu
sollte nach Phasentransfer der QDs eine Emulsionspolymerisation durchgefithrt werden, um eine

schiitzende Kapsel aus Styrol-Divinylbenzol-Copolymer im Kern der Mizelle zu erzeugen.””
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6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In diesem Kapitel wird die erfolgreiche Darstellung und Untersuchung von pH-responsiven
Quantum-Dot-FRET-Sensoren beschrieben. Dazu werden im ersten Abschnitt die durch-
gefihrten Synthesen der Abbruchreagenzien, Polymere und Farbstoffe sowie die Auswahl
geeigneter Komponenten fiir den Phasentransfer der Quantum Dots und die anschlieBende
Emulsionspolymerisation etldutert (—06.1). Der zweite Abschnitt beinhaltet zum einen die
optische Untersuchung der Quantum-Dot-FRET-Sensoren und zum anderen ein physiologisches

in vitro Experiment (—0.2).

6.1 SYNTHESEN, KOMPONENTENAUSWAHL UND VERKAPSELUNG

Im folgenden Absatz wird das sukzessive Vorgehen zur Erlangung der QD-FRET-Sensoren kurz
beschrieben und in Abbildung 6.1 schematisch dargestellt.

Um eine gezielte Endgruppenfunktionalisierung bei der Polymersynthese vornehmen zu kénnen,
wurden als Erstes die Abbruchreagenzien N-Glycidyl-N-methylanilin (—Abbildung 6.2) und
2-(2-(1-Ethoxyethoxy)benzyl)oxiran (—Abbildung 6.3) synthetisiert (A). AnschlieBend konnten
die, als Phasentransferreagenz vorgesehenen, amphiphilen PI-)-PEOs mit designierter
Farbstofffunktionalisierungsposition jeweils in einer zweistufigen LAP (—4.2.1) dargestellt
werden (B, C). Dabei wurde stets unter Argon-Atmosphire und Ausschluss von Feuchtigkeit
gearbeitet (—8.4.1). Als Naichstes wurden die pH-Indikator-Azofarbstoffe am PI-4-PEO
aufgebaut (D). Danach konnten die pH-responsiven Quantum-Dot-FRET-Sensoren in einem
zweistufigen Verkapselungsprozess (—4.2.4) hergestellt werden (E). Dabei erfolgte zunichst ein
Phasentransfer mit einer Abmischung aus Farbstoff-funktionalisiertem und nicht-
funktionalisiertem PI-/-PEO als Emulgator und im Anschluss eine Emulsionspolymerisation mit
Styrol und Divinylbenzol als Monomere. Die so erhaltene Loésung verkapselter QD-FRET-Sen-
soren wurde abschlieBend noch durch Dichtegradientenzentrifugation von leeren Mizellen

befreit.
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Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Erlangung von pH-responsiven QD-FRET-Sen-
soren. A Zuerst erfolgt die Synthese eines Abbruchreagenzes mit funktioneller Gruppe zum Farbstoffaufbau durch
Einfiithren einer Epoxygruppe bzw. Erzeugen eines Oxirans. B AnschlieBend kann die Synthese von PI mit gezielter
Endgruppenfunktionalisierung durchgefithrt werden. C Als Nichstes folgt die Synthese von PI-4-PEO mit
designierter Funktionalisierungsposition. D Im Anschluss wird der als FRET-Akzeptor dienende pH-In-
dikatorfarbstoff am PI-4-PEO aufgebaut. E Danach wird im ersten Schritt der Phasentransfer von QDs mit
Abmischungen von Farbstoff-funktionalisiertem und nicht-funktionalisiertem PI-»-PEO durchgefiihrt, gefolgt von
einer Emulsionspolymerisation zur Erzeugung einer Styrol-DVB-Copolymerkapsel.

6.1.1 SYNTHESE VON ABBRUCHREAGENZIEN MIT SPEZIFISCHER FUNKTION

Die Abbruchreagenzien sollten bei der Isoprenpolymerisation zur Endgruppenfunktionalisierung
eingesetzt werden, um eine designierte Aufbauposition fir die pH-Indikatorfarbstoffe zu
schaffen. Dabei sollte eine Methylanilinfunktion fiir den Aufbau von Azofarbstoffen und eine
Phenolfunktion zum potentiellen Aufbau von Triphenylmethanfarbstoffen eingefithrt werden.
Beide Abbruchreagenzien wurden als Oxirane dargestellt, um bei Anwendung zusitzlich eine
Hydroxyfunktion als Startpunkt fiir die Ethylenoxidpolymerisation in das PI-Molekil
einzubringen. Nach erfolgter Synthese wurden die Abbruchreagenzien tber aktiviertem Molsieb

4 A und unter Argon-Atmosphire trocken gelagert, da Wasserreste bei der anionischen
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Polymerisation zu unspezifischen Abbriichen fihren, die den Endgruppenfunktionalisierungs-

grad des PIs mindern.

6.1.1.1 SYNTHESE vON N-GLYCIDYL-N-METHYLANILIN

Die Darstellung des Methylanilinoxirans N-Glycidyl-N-methylanilin erfolgte nach Eisleb®™ und

Davies!™

ausgehend von Methylanilin und Epichlorhydrin. In Abbildung 6.2 wird das Reaktions-
schema dieser zweistufigen Synthese gezeigt. Das freie Elektronenpaar am Stickstoff des
Methylanilins greift im ersten Schritt in einer S\ 2-Reaktion den duBleren Kohlenstoff der
Epoxygruppe des Epichlorhydrins unter Ringoffnung an, wiahrend der Sauerstoff das Proton am
Stickstoff abstrahiert. Durch Zugabe von NaOH kommt es im zweiten Schritt unter

Eliminierung von HCI zum Ringschluss.

(.g/\m "
L% T

NH N NaOH N
—_— —_—
- NaCl

Abbildung 6.2: Reaktionsschema der zweistufigen Darstellung von N-Glycidyl-N-methylanilin aus Methylanilin und
Epichlorhydrin. Im ersten Schritt kommt es in einer Sx2-Reaktion, unter Ring6ffnung, zum nukleophilen Angriff des
Methylanilins am Epoxidring des Epichlorhydrins. Im zweiten Schritt erfolgen dann durch Zugabe von NaOH der
Ringschluss und die Eliminierung von HCIL.

Nach erfolgreicher Synthese wurde das Rohprodukt destilliert und das erhaltene, bei Raum-
temperatur flissige, N-Glycidyl-IN-methylanilin trocken gelagert und per Kernspinresonanz-

spektroskopie (engl. ,,nuclear magnetic resonance”, NMR) charakterisiert (—8.4.3).

6.1.1.2 SYNTHESE VON 2-(2-(1-ETHOXYETHOXY)BENZYL)OXIRAN

Bei der Darstellung von 2-(2-(1-Ethoxyethoxy)benzyl)oxiran wurde von 2-Allylphenol ausge-
gangen. Das Reaktionsschema der zweistufigen Synthese wird in Abbildung 6.3 dargestellt. Um
eine Deprotonierung der Hydroxygruppe und damit einen unspezifischen Abbruch bei der
Verwendung als Abbruchreagenz zu verhindern, wurde zunichst eine Ethoxyethyl- oder auch

Acetalschutzgruppe eingefithrt. Dazu wurde das 2-Allylphenol mit Ethylvinylether und kata-
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Iytischen Mengen p-Toluolsulfonsidure umgesetzt. AnschlieBend wurde eine Epoxidierung der

83]

Doppelbindung nach Limnios"™ mit Wasserstoffperoxid und unter Einsatz von etwa 8 mol%

katalytisch aktivem 2,2,2-Trifluoractophenon durchgefiihrt.

0 Kat. @cﬁ 0
kat. p-TS ~8 mol%
OH op Ao Ao

_ A0 _ H,0,
-H,0

Abbildung 6.3: Reaktionsschema der zweistufigen Synthese von 2-(2-(1-Ethoxyethoxy)benzyl)oxiran. Der erste
Schritt stellt das Einfiihren einer Ethoxyethyl-Schutzgruppe durch Einsatz von Ethylvinylether und katalytischen
Mengen p-Toluolsulfonsiure dar. Im zweiten Schritt folgt die Epoxidierung der Doppelbindung mit Wasserstoff-
peroxid, wobei 2,2,2-Trifluoracetophenon als Katalysator dient.

Nach der Epoxidierung wurde das Rohprodukt, analog zum Methylanilinoxiran aus dem voran-
gegangenen Abschnitt, destilliert und das erhaltene, bei RT flussige, 2-(2-(1-Ethoxyethoxy)-
benzyl)oxiran per NMR charakterisiert (—8.4.4) und trocken gelagert.

6.1.2 SYNTHESE DER FUNKTIONALISIERTEN POLYISOPREN-B-POLYETHYLENOXIDE

Beide Blocke der amphiphilen Diblockcopolymere fiir den Phasentransfer der Quantum Dots
wurden mittels Lebender Anionischer Polymerisation (—4.2.1) hergestellt. Diese Methode
erlaubt eine enge GroBenverteilung, ein einstellbares Molekulargewicht und die gezielte End-
gruppenfunktionalisierung, die hier im Hinblick auf die nachfolgende Darstellung der Akzeptor-
funktionen an den Diblockcopolymeren von besonderem Interesse ist. Die enge GroBen-
verteilung soll beim Phasentransfer die Ausbildung intakter homogener Uberstrukturen gewihr-
leisten und die Kontrolle tiber das Molekulargewicht eine Variation im FRET-Abstand ermog-
lichen. Zunichst wurden die hydrophoben Polyisoprene hergestellt (—6.1.2.1) und an diese im

Anschluss die hydrophilen Polyethylenoxid-Blocke polymerisiert (—6.1.2.2).

6.1.2.1 SYNTHESE DER FUNKTIONALISIERTEN POLYISOPRENE

Die dargestellten Polyisoprene wurden unter Verwendung von trockenem Isopren (—8.2.1) und
bei LAP-Standardreaktionsbedingungen (—8.4.1) unter Schutzgasatmosphire, Ausschluss von

Verunreinigungen bzw. Feuchtigkeit und bei tiefen Temperaturen (-40 °C) hergestellt, um
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unerwinschte Abbriche zu vermeiden. Ein allgemeines Reaktionsschema der durchgefithrten
Polymerisationen von Isopren wird in Abbildung 6.4 dargestellt. Durch das Verhiltnis der
Anzahl an Monomereinheiten n zum Initiator s-Butyllithium wurde jeweils die gewtinschte
Blocklinge eingestellt. Die Synthesen wurden in zuvor getrocknetem (—8.2.5) THF
durchgefiihrt, welches ausgezeichnete Losungsmitteleigenschaften fiir die Monomere und die
dargestellten Polymere, selbst bei niedrigen Temperaturen von <-80 °C, besitzt. Dariiber hinaus
kann durch die Verwendung von THF die Mikrostruktur des resultierenden Polymers gesteuert
werden, wodurch ein Verkniipfungsverhaltnis der Isopreneinheiten von etwa 60 % 3,4- zu 30 %
1,2- zu 10 % 1,4-Verkniipfungen erreicht werden konnte.™ Aus sterischer Sicht begiinstigen die
nach auflen stehenden Doppelbindungen (bei 3,4- und 1,2-Verkntipfungen) eine Vernetzung mit
dem Styrol-DVB-Copolymer bei der spiteren radikalischen Emulsionspolymerisation (—6.1.5).
Die zuvor dargestellten Oxirane (—6.1.1) dienten als Abbruchreagenzien bzw. zur gezielten
Endgruppenfunktionalisierung. Durch die Anwesenheit des Lithiumkations, das durch den
Initiator in die Reaktion eingebracht wurde, kommt es dabei zur Ausbildung eines Lithium-
alkoxylat-Kontaktionenpaares, wodurch jeweils nur eine Einheit addiert wird." AbschlieBend
erfolgte zum Protonieren lediglich die Zugabe von Wasser, was besonders im Hinblick auf die

Sdure-empfindliche Schutzgruppe als geeignet erschien.

1)THF/s BulLi
PR A e o
- R

Abbildung 6.4: Reaktionsschema der Polymerisation von Isopren mittels LAP. Als Initiator dient s-Butyllithium und
als Losungsmittel THF, was eine uberwiegende 3,4- und 1,2-Verkniipfung (a, b) der n Isopreneinheiten zur Folge
hat. Als Abbruchreagenz dient ein Oxiran, wodurch ein starkes Lithiumalkoxylat-Kontaktionenpaar entsteht und
somit nur eine Einheit addiert wird. AbschlieBend erfolgt die Protonierung des Sauerstoffs durch Wasserzugabe.

Die Strukturen der Polyisoprene mit Methylanilinfunktion (I) und mit geschutzter Phenol-
tunktion (II), die durch den Einsatz von N-Glycidyl-N-methylanilin und 2-(2-(1-Ethoxyethoxy)-
benzyl)oxiran zur Endgruppenfunktionalisierung erhalten wurden, werden in Abbildung 6.5

vergleichend dargestellt.
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Abbildung 6.5: Vergleich der Strukturen der synthetisierten Polyisoprene mit Methylanilinfunktion (I) und mit
Acetal-geschiitzter Phenolfunktion (IT).

Die GroBenbestimmung der Polyisoprene erfolgte sowohl durch Gelpermeationschromato-
graphie (GPC) als auch per NMR. Aus dem Verhiltnis der Integrale der Polymer- und
Initiatorbanden, ldsst sich mittels NMR eine relativ genaue Aussage zur erzielten GroBle des
Polymers treffen, da bei einer LAP nahezu von Monodispersitit bei der Molmassenverteilung der
erzeugten Polymere ausgegangen werden kann. Das PI mit Methylanilinfunktion wurde in zwei
unterschiedlichen GroBlen dargestellt (—8.4.6.1, —8.4.6.2). Die Groéflenbestimmung per NMR
ergab dabei: My, = 1300 g/mol und My, = 2600 g/mol, was bei den eingesetzten Monomet-
und Initiatorkonzentrationen den Erwartungen entsprach. Fur die zahlengewichteten Molmassen
wurden per GPC My, = 1314 g/mol (M,) und M, = 3556 g/mol erhalten. Bei dem groBeren PI
zeigt sich somit eine deutliche Abweichung zwischen den per NMR und GPC bestimmten
Molmassen. Dies wird auf das Ausweichen auf ein GPC-Ersatzgerit im Laufe dieser Arbeit
zurickgefithrt, bei dem ein anderer Standard verwendet wurde (—8.3.2). Im weiteren Verlauf
wird daher von der per NMR ermittelten Molmasse ausgegangen, wodurch sich mit einer
molaren Masse des Isoprens von 68,12 g/mol rund 19 bzw. 38 verknilipfte Monomereinheiten
ergeben. Durch die iberwiegenden 3,4- und 1,2-Verkniipfungen liegen hauptsichlich C-C-Bin-
dungen erster Ordnung in der durchgingigen Kohlenstoffkette des Polymers vor, die eine
Bindungslinge von 154 pm!"”! aufweisen (Abbildung 6.6). Unter Beriicksichtigung der Winkel bei
einer sp’-Hybridisierung und eines ideal gestreckten PI-Blocks trigt jede dieser C-C-Bindungen
etwa 130 pm zur Gesamtlinge des Pls bei. Daraus ergeben sich gestreckte Blocklingen von circa

5 nm (Myr = 1300 g/mol) und 10 nm (M, = 2600 g/mol).
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durchgingige
Kohlenstoffkette

Abbildung 6.6: Bindungslinge (154 pm) der iberwiegenden C-C-Bindungen erster Ordnung in der durchgingigen
Kohlenstoffkette des PIs und effektiver Beitrag zur Gesamtlinge bei ideal gestrecktem Block.

Die Bestimmung der Polydispersititen mittels GPC ergab M,,/M, = 1,076 (=1300 g/mol) und
M, /M, = 1,114 (=2600 g/mol) fir die beiden PIs mit Methylanilinfunktion, was die erwartete

enge Molmassenverteilung widerspiegelt.

Dartber hinaus konnte nach NMR-spektroskopischer Analyse, wobei jeweils das Verhiltnis der
Polymerbanden-Integrale zu den Banden-Integralen der jeweiligen funktionellen Gruppe unter-
sucht wurde, eine vollstindige Funktionalisierung mit Methylanilin angenommen werden. Da die
Spektren der beiden PIs mit Methylanilinfunktion sehr dhnlich sind, wird in Abbildung 6.7
exemplarisch das NMR-Spektrum vom PI mit My, = 1300 g/mol gezeigt. Dabei beschreiben
die Multipletts bei 7,39 — 7,19 ppm (iberlagert mit CDCL-Signal) und 6,98 — 6,65 ppm die
Signale der aromatischen Protonen (5) des Methylanilins. Das Multiplett bei 5,98 — 5,58 ppm
kann den einzelnen olefinischen Protonen der 1,2-Verkntupfung (b) zugeordnet werden, wobei
samtliche anderen olefinische Protonen aller Verkniipfungsarten (a, b, ¢) durch das Multiplett bei
5,18 — 4,51 ppm reprisentiert werden. Bei dem zwischen 3,98 — 3,75 ppm liegenden Multiplett
handelt es sich um das Signal des einzelnen Protons vor der Hydroxygruppe (2). Die CH,- und
die Methylgruppe am Stickstoff (3, 4) werden durch die ineinander tibergehenden Multipletts
zwischen 3,38 — 2,86 ppm beschrieben. Im groflen Multiplett zwischen 2,31 — 0,91 ppm befinden
sich die Signale der Protonen an simtlichen gesittigten Kohlenstoffatomen des dargestellten
Polymers, mit Ausnahme der Methylgruppen des Initiatormolekils. Diese wiederum werden
durch das Multiplett zwischen 0,91 — 0,75 ppm beschrieben (1), welches jeweils als Referenz zur

GroBenbestimmung der Polymere verwendet wurde.
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Abbildung 6.7: NMR-Spektrum des PIs mit Methylanilinfunktion (I) mit My,;; = 1300 g/mol. Die Multipletts bei
7,39 — 7,19 ppm (iberlagert mit CDCl3-Signal) und 6,98 — 6,65 ppm beschreiben die aromatischen Protonen (5). Das
Multiplett bei 5,98 — 5,58 ppm wird den einzelnen olefinischen Protonen der 1,2-Verkniipfung (b) und das Multiplett
bei 5,18 — 4,51 ppm simtlichen anderen olefinische Protonen aller Verkntipfungsarten (a, b, ¢) zugeordnet. Das
Multiplett zwischen 3,98 — 3,75 ppm ist auf das einzelne Proton vor der Hydroxygruppe (2) zuriickzufithren. Die
CH>- und die Methylgruppe am Stickstoff (3, 4) werden durch das Multiplett zwischen 3,38 — 2,86 ppm beschrieben.
Im Multiplett zwischen 2,31 — 0,91 ppm befinden sich die Signale der Protonen an sidmtlichen gesittigten
Kohlenstoffatomen des PIs (a, b, ¢), mit Ausnahme der Methylgruppen (1), die durch das Multiplett von 0,91 — 0,75
ppm beschrieben werden.

Das PI mit geschiitzter Phenolfunktion wurde nach erfolgter Synthese (—8.4.6.3) ausschlieBlich
mittels NMR untersucht, wobei die Bestimmung der molaren Masse My, = 1300 g/mol ergab,
was sich mit den Erwartungen, bei Beriicksichtigung der eingesetzten Monomer- und Initiator-
konzentration, deckte. Durch die gleiche Molmasse kann analog zum PI mit Methylanilinfunktion
cine gestreckte Blocklinge von etwa 5 nm angenommen werden. Des Weiteren konnte nach
NMR-spektroskopischer Untersuchung auch hier eine vollstindige Funktionalisierung mit der
geschiitzten Phenolfunktion angenommen werden. In Abbildung 6.8 wird das zugehorige
NMR-Spektrum dargestellt. Da es sich um ein PI handelt, das unter den gleichen Bedingungen
hergestellt wurde wie das zuvor beschriebene PI mit Methylanilinfunktion, wird an dieser Stelle
auf die erneute Zuordnung der nahezu identischen Polymer- und Initiator-basierten Signale
verzichtet. Die Multipletts bei 7,22 — 7,11 ppm, 7,08 — 7,01 ppm und 6,98 — 6,89 ppm koénnen
den aromatischen Protonen (4) des Phenols zugeschrieben werden. Das einzelne Proton an dem
Kohlenstoffatom zwischen den beiden Acetal-bildenden Sauerstoffen (5) wird durch das
Multiplett bei 5,48 — 5,40 ppm beschrieben. Das Signal bei 5,30 ppm (¥) konnte nicht zugeordnet

werden und wird auf Verunreinigungen des deuterierten Chloroforms zurlickgefithrt. Das
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einzelne Proton vor der Hydroxygruppe (2), die CH,-Protonen der Acetalgruppe (7) und die
CH,-Protonen am Phenol (3) resultieren in die Multiplettbanden bei 3,92 — 3,67 ppm,
3,59 — 3,47 ppm und 2,98 — 2,53 ppm.
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Abbildung 6.8: NMR-Spektrum des Pls mit geschitzter Phenolfunktion (IT). Die Multipletts bei 7,22 — 7,11 ppm,
7,08 — 7,01 ppm und 6,98 — 6,89 ppm beschreiben die aromatischen Protonen (4). Die einzelnen olefinischen
Protonen der 1,2-Verkniipfung (b) werden durch das Multiplett bei 6,00 — 5,58 ppm und alle Gibrigen olefinischen
Protonen aller Verkniipfungsarten (a, b, ¢) durch das Multiplett bei 5,17 — 4,48 ppm beschrieben. Das einzelne
Proton an dem Acetal-Kohlenstoffatom (5) wird durch das Multiplett bei 5,48 — 5,40 ppm reprisentiert. Eine
angenommene Verunreinigung des CDCls erzeugte vermutlich das ansonsten nicht zu identifizierende Signal bei
5,30 ppm. Das cinzelne Proton vor der Hydroxygruppe (2), die CH>-Protonen der Acetalgruppe (7) und die CHs-
Protonen am Phenol (3) fithrten zu den Multiplettbanden bei 3,92 — 3,67 ppm, 3,59 — 3,47 ppm und 2,98 — 2,53
ppm. Durch das Multiplett zwischen 2,33 — 0,85 ppm werden alle Signale von Protonen an sidmtlichen gesittigten
Kohlenstoffatomen des PIs (a, b, ¢) und auch an den Methylgruppen des Acetals (6, 8) beschrieben, mit Ausnahme
der Initiatormethylgruppen (1), welche durch das Multiplett von 0,85 — 0,71 ppm beschrieben werden.

Alle synthetisierten Pls besitzen, neben der funktionellen Gruppen fir den spiteren
Farbstoffaufbau, auch eine aus der Verwendung von Oxiranen als Abbruchreagenzien
resultierende Hydroxygruppe. Da die Lithiumionen durch Aufarbeitung entfernt wurden, kénnen
die Polyisoprene durch Deprotonieren dieser Hydroxygruppe als Makroinitiatoren fir die, im

nichsten Abschnitt beschriebene, Polymerisation von Ethylenoxid eingesetzt werden.
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6.1.2.2 SYNTHESE DER PEO-BLOCKE

Fir die Synthese der Polyethylenoxide zur Darstellung der amphiphilen PI-/-PEOs wurden die
im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen PIs als Ausgangspolymere verwendet. Analog zur
PI-Synthese wurde unter Schutzgasatmosphire, Ausschluss von Verunreinigungen bzw.
Feuchtigkeit und bei tiefen Temperaturen (-40 °C) unter LAP-Standardbedingungen (—8.4.1)
gearbeitet, um unerwiinschte Abbruchreaktionen auszuschlieSen. Als Monomer diente mehrfach
getrocknetes Ethylenoxid (—8.2.2) und als Losungsmittel erneut trockenes THF (—8.2.5). Ein
Reaktionsschema mit dem allgemeinen Vorgehen bei der Polymerisation von Ethylenoxid in
dieser Arbeit wird in Abbildung 6.9 gezeigt. Um die Polyisoprene als Makroinitiator einsetzen zu
koénnen, wurden die endstindigen Hydroxygruppen jeweils mit Diphenylmethylkalium (DPMK)

deprotoniert. Im Vergleich zum Lithiumion ist das Kaliumion gréler und ,,weicher, weshalb

bl

hier ein Solvat-getrenntes lonenpaar vorliegt, was die Polymerisation von Ethylenoxid erlaubt.™

Die DPMK-L6sung besitzt eine starke rotbraune Firbung. Das durch Protonieren entstehende
Diphenylmethan hingegen ist farblos, was eine punktgenaue Titration der PI-Losung erlaubt.
Dadurch kann visuell das Abreagieren von DPMK tdberprift werden, welches ansonsten
ebenfalls als Initiator bzw. Startpunkt einer EO-Polymerisation dient, wodurch in Konkurrenz
zum PI-»-PEO dann PEO-Homopolymer gebildet wird.™ In Hinblick auf die Fihigkeit
sphirische Mizellen auszubilden, um so den Phasentransfer der Quantum Dots zu ermdglichen,
sollte ein P.PEO Molmassenverhaltnis von etwa 1:2 fir die darzustellenden PI-4-PEOs erzielt
werden, was fur die Bemessung des EO-Monomers m berticksichtigt wurde. Auf Aspekte, die die
Ausbildung von Uberstrukturen der dargestellten PI-5-PEOs betreffen, wird in Abschnitt 6.1.5
niher eingegangen. Durch Zugabe von Wasser, nach erfolgter Polymerisation, wurde der

Abbruch der LAP herbeigefiihrt und das aktive Kettenende protoniert.
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Abbildung 6.9: Reaktionsschema der Polymerisation von Ethylenoxid. Als Lésungsmittel dient THF und als
Aktivierungsreagenz DPMK. Nachdem im ersten Schritt die endstindige Hydroxygruppe deprotoniert und ein
Solvat-getrenntes Ionenpaar erzeugt wird, kann im zweiten Schritt durch Zugabe von m EO-Monomereinheiten die
Polymerisation erfolgen. Im letzten Schritt wird das aktive Kettenende nach erfolgter Polymerisation durch
Hinzuftgen von Wasser protoniert.

In Abbildung 6.10 werden die beiden Strukturtypen der synthetisierten PI-/-PEOs mit

Methylanilin- (III) und Acetal-geschiitzter Phenolfunktion (IV) verglichen.
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Abbildung 6.10: Vergleich der Strukturen der synthetisierten PI-5-PEOs mit Methylanilinfunktion (III) und mit
Acetal-geschiitzter Phenolfunktion (IV).

Analog zum beschriebenen Vorgehen im Abschnitt iiber Polyisoprene (—6.1.2.1) wurde bei den
Polyisopren-4-Polyethylenoxiden eine GroBlenbestimmung sowohl mittels GPC als auch per
NMR-Spektroskopie durchgefihrt. Fir die beiden PI--PEOs mit Methylanilinfunktion
(—84.7.1, —84.7.2) wurden dabei molare Massen von My, = 5400 g/mol und
Myyr = 8400 g/mol und zahlengewichtete molate Massen von M = 5025 g/mol und
My =9681 g/mol bestimmt. Bei dem groBeren PI-4-PEO zeigt sich eine hohere relative
Abweichung zwischen den Molmassen, was erneut auf die Verwendung eines GPC Gerits mit
anderem Standard zuriickgefihrt wird. Im Folgenden wird daher stets von der per NMR
bestimmten Molmasse der PI-4-PEOs ausgegangen. Die erzielten Molmassen lagen, unter
Berticksichtigung von moglichen Abweichungen im angenommenen Funktionalisierungsgrad und
der ecingesetzten Monomermengen, im Rahmen der Erwartungen. Bei der Herstellung von
PI-)-PEOs mit relativ geringer Molmasse im Labormallstab kann es grundsitzlich zu
praparativen Ungenauigkeiten bei der Bemessung des Monomers EO kommen, weshalb eine
gewisse Abweichung von der ZielgroBe nicht ungewdhnlich ist. Die per GPC ermittelte
Polydispersitit ergab indes fir beide PI-4-PEOs niedrige Werte von M,/M, = 1,074
(=5400 g/mol) und  M,/M,=1,086 (=8400 g/mol), was der erwarteten engen

Molmassenverteilung von Polymeren, die mittels LAP synthetisiert wurden, entspricht.

Per NMR-spektroskopischer Untersuchung konnte erwartungsgemal3 eine vollstindige
Funktionalisierung der beiden PI-4/-PEOs mit Methylanilin ermittelt werden. Da eine
Polymerisation von Ethylenoxid nur an einem Initiatormolekil moglich ist, muss somit,
abgesehen von PEO-Homopolymer, eine vollstindige Funktionalisierung durch Methylanilin
vorliegen. Sollte das im Vorfeld synthetisierte PI vereinzelt nicht durch das Methylanilinoxiran

abgebrochen worden sein, wiirde solches tiiber keine Hydroxygruppe verfiigen, die eine
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Aktivierung mit anschlieBender Polymerisation erlaubt. Solch ein PI wirde im Zuge der

Aufarbeitung des PI-)-PEOs entfernt und nicht mehr im NMR detektiert werden kénnen.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Verschiebungen werden die charakteristischen NMR-Signale
exemplarisch anhand des Spektrums des PI-4-PEO-Methylanilins mit My, = 5400 g/mol
diskutiert, welches in Abbildung 6.11 dargestellt wird. Auf eine erneute Besprechung der PI-zu-
gehorigen Banden wird an dieser Stelle verzichtet. Deutlich zu erkennen sind die Multipletts bei
7,24 — 7,10 ppm und 6,71 — 6,58 ppm, die den aromatischen Protonen (5) der Methylanilingruppe
zugeordnet werden kénnen. Das herausstechende Multiplett zwischen 3,85 — 3,24 ppm ist dem
Polyethylenoxid-Block zuzuschreiben. In der rechten Schulter dieses Multipletts ist im Bereich
von 3,36 — 3,30 ppm noch die Bande des einzelnen Protons (2) vor dem ersten Sauerstoff des
PEO-Blocks zu erkennen. Die Multipletts zwischen 3,00 — 2,88 ppm und 2,68 — 2,60 ppm
resultieren aus der CH,- und der Methylgruppe am Stickstoff (3, 4).
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Abbildung 6.11: NMR-Spektrum von Methylanilin-funktonalisiertem PI-4-PEO (=5400 g/mol). Die Multipletts bei
7,24 — 7,10 ppm und 6,71 — 6,58 ppm werden den aromatischen Protonen (5) zugeschrieben. Die einzelnen
olefinischen Protonen der 1,2-Verkniipfung (b) werden durch das Multiplett bei 5,94 — 5,54 ppm und die tbrigen
olefinischen Protonen aller Verkniipfungsarten (a, b, ¢) durch das Multiplett bei 5,13 — 4,46 ppm reprisentiert. Das
herausstechende Multiplett bei 3,85 — 3,24 ppm kann auf die Protonen des PEO-Blocks zurlickgefiihrt werden,
wobei in der rechten Schulter ein Multiplett im Bereich von 3,36 — 3,30 ppm zu erkennen ist, das von der CH-Grup-
pe (2) vor dem ersten PEO-Sauerstoff stammt. Durch die CH»- und die Methylgruppe (3, 4) werden die Multipletts
bei 3,00 — 2,88 ppm und 2,68 — 2,60 ppm erzeugt. Die tbrigen Protonen an gesittigten Kohlenstoffatomen werden
durch das grofle Multiplett zwischen 2,36 — 0,86 ppm dargestellt, mit Ausnahme der Methylgruppenprotonen des PI-
Initiators (1), die durch das Multiplett bei 0,86 — 0,71 ppm beschrieben werden.
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Die Bestimmung der molaren Masse des PI-/-PEOs mit geschitzter Phenolfunktion ergab
Myr = 5400 g/mol per NMR und eine zahlengewichtete molare Masse von My = 4951 g/mol
mittels GPC. Das Verhiltnis der beiden ermittelten Molekulargewichte entspricht damit in etwa
dem des Methylanilin-funktionalisierten PI-4-PEOs (<5400 g/mol) und liegt damit, unter
Berticksichtigung der in diesem Abschnitt bereits beschriebenen potentiellen Abweichungen und
Ungenauigkeiten, im Rahmen der Erwartungen. Fir die Molmassenverteilung konnte fir das
PI-5-PEO mit geschiitzter Phenolfunktion ebenfalls ein LAP-typischer Wert von M,,/M,

1,100 ermittelt werden.

Analog zum zuvor diskutierten PI--PEO mit Methylanilinfunktion wurde auch hier eine
vollstindige Funktionalisierung, in diesem Fall mit geschiitztem Phenol, erwartet und per NMR
bestitigt. Die Schutzgruppe wurde unter Einsatz von 4 M Salzsdure entfernt und das erhaltene
Phenol-funktionalisierte PI-5-PEO erneut untersucht. In Abbildung 6.12 wird das zugehorige
NMR-Spektrum gezeigt. Die Pl-basierten Banden werden nicht erneut besprochen. Den
aromatischen Protonen (4) kénnen die Multipletts bei 7,12 — 7,05 ppm, 7,01 — 6,90 ppm,
6,88 — 6,81 ppm und 6,80 — 6,72 ppm zugeordnet werden. Das Signal (¥) bei 5,28 ppm wird
abermals auf eine Verunreinigung des verwendeten CDCI; zurtickgefithrt. Wie erwartet beinhaltet
das grole Multiplett des PEO-Blocks zwischen 3,95 — 3,25 ppm die Bande des einzelnen
Protons der CH-Gruppe (2) am Sauerstoff der ersten EO-Einheit. Die Multiplettbanden bei
2,95 — 2,59 ppm koénnen der CH,-Gruppe am Phenol (3) zugeschrieben werden.
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Abbildung 6.12: NMR-Spektrum des entschiitzten PI-/-PEOs mit Phenolfunktion. Die Multipletts bei
7,12 — 7,05 ppm, 7,01 — 6,90 ppm, 6,88 — 6,81 ppm und 6,80 — 6,72 ppm kénnen den aromatischen Protonen (4)
zugeordnet werden. Die einzelnen olefinischen Protonen der 1,2-Verkntpfung (b) werden durch das Multiplett bei
5,95 — 5,54 ppm und alle iibrigen olefinischen Protonen aller Verkntpfungsarten (a, b, ¢) durch das Multiplett bei
5,13 — 4,47 ppm beschrieben. Das Signal bei 5,28 ppm wird abermals auf eine Verunreinigung des verwendeten
CDCl; zuriickgefiihrt. Bei dem dominanten Multiplett zwischen 3,95 — 3,25 ppm handelt es sich um die Banden der
Protonen des PEO-Blocks, die das Signal des Protons der CH-Gruppe (2) vor dem Sauerstoffatom der ersten
EO-Einheit beinhalten. Die Protonen der CH>-Gruppe am Phenol (3) fithren zum Multiplett bei 2,95 — 2,59 ppm.
Die Signale simtlicher tbrigen Protonen an gesittigten Kohlenstoffatomen werden durch das grofle Multiplett
zwischen 2,36 — 0,85 ppm dargestellt, mit Ausnahme der Methylgruppenprotonen des PI-Initiators (1), die durch das
Multiplett bei 0,85 — 0,71 ppm beschrieben werden.

In diesem Abschnitt konnte abschlieSend gezeigt werden, dass eine Darstellung von vollstindig
funktionalisierten amphiphilen Diblockcopolymeren mit komplexen Funktionalititen wie
Methylanilin- und Phenolgruppen mdoglich ist. Das wiederum erlaubt es in Folgesynthesen einen
hohen Grad an Zielfunktionalisierung zu erreichen. Durch die Verwendung von funktionellen
Initiatoren oder Abbruchreagenzien konnen Blockcopolymere mit einer Vielzahl von
Funktionalititen hergestellt werden. Hierfiir steht eine breite Palette von Oxiran-basierten
Reagenzien, beispielsweise durch Epoxidieren von Molekilen mit nicht konjugierten Doppel-

bindungen unter milden Bedingungen (—6.1.1.2),"

zur Verfigung. Der Aufbau der Ziel-
funktionalisierung an den PI--PEOs mit Methylanilingruppe wird im nichsten Abschnitt

beschrieben.
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6.1.3 AZOFARBSTOFFAUFBAU AN FUNKTIONALISIERTEM PI-8-PEO

Sowohl die Methylanilin- als auch die Phenolfunktion der hergestellten PI-»-PEOs kénnen als
Ausgangspunkt fur die Darstellung von pH-Indikatorfarbstoffen dienen. Bei dem PI-4-PEO mit
Phenolfunktion wire der Aufbau von Triphenylmethanfarbstoffen durch Friedel-Crafts-Acy-
lierung denkbar. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte allerdings ausschlieBlich der Aufbau von
Farbstoffen an den PI-4-PEOs mit Methylanilinfunktion.

Im Folgenden werden die allgemeinen Reaktionsschritte fiir die Darstellung der Azofarbstoffe
(—8.4.8, —8.4.9) an den PI-/,-PEOs erldutert. Dabei wird Anthranilsdure als Beispiel einer
Ausgangsverbindung gewihlt. Diese wird in Abbildung 6.13 zunichst in einer Diazotierung™"’
umgesetzt. Dazu wird im ersten Reaktionsschritt (1) aus Natriumnitrit in Gegenwart einer Sdure
(HCl oder H,SO,, —8.4.8.1, —8.4.9.1) nach zweimaligem Protonieren und Abspalten von
Wasser das Nitrosylkation erzeugt. Im zweiten Reaktionsschritt (2) greift das freie Elektronen-
paar am Stickstoff der Anthranilsdure den Nitrosyl-Stickstoff nukleophil an, wobei sich durch
Deprotonieren und anschlieBender Umlagerung ein Diazohydroxid ausbildet. Nach erneutem

Protonieren wird unter Wasserabspaltung das Benzoesiurediazoniumkation erhalten, was zu

einer tiefroten Farbung der Losung fiihrt.
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Abbildung 6.13: Reaktionsschema der Diazotierung von Anthranilsiure. In Gegenwart einer Sdure wird im ersten
Schritt aus einem Nitritanion nach zweimaligem Protonieren und Abspalten von Wasser ein Nitrosylkation erzeugt.
Der Stickstoff der Anthranilsiure greift im zweiten Schritt den Nitrosyl-Stickstoff nukleophil an. Nach
Deprotonieren und Umlagerung entsteht zunichst ein Diazohydroxid, woraus dann nach erneutem Protonieren und
Wasserabspaltung ein Diazoniumkation erhalten wird.
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Diazoniumsalz-Losungen sind sehr reaktiv und koénnen leicht elementaren Stickstoff abspalten,
allerdings sind aromatische Diazoniumkationen Mesomerie-stabilisiert (Abbildung 6.14) und
daher bei niedrigen Temperatur (<5 °C) je nach Verbindung tber mehrere Tage bestindig,

weshalb die Reaktionslosungen stets ausreichend gekiihlt wurden.

(0] (0] (0] (@) (0]
OH OH OH OH OH
N=N --—> N=N --—> N=N -—>» ©® N=N --—> @ N=N
® ® 5 ® O ® O ® O

Abbildung 6.14: Mesomerie-Stabilisierung  aromatischer Diazoniumsalze am Beispiel des dargestellten
Benzoesiurediazoniumkations aus Anthranilsiure.

Die hiufig auftretenden charakteristischen Firbungen von Diazoniumsalz-Losungen, welche
durch Abspalten von elementarem Stickstoff verloren gehen, erlauben eine visuelle Kontrolle der

Bestindigkeit in Reaktionslosungen.

Der letzte Reaktionsschritt (3) beinhaltet das Umsetzen des Methylanilin-funktionalisierten

3657 wobei stets

PI-/-PEOs mit dem zuvor dargestellten Diazoniumkation in einer Azokupplung
in para-Stellung am Methylanilin substituiert wird. Das Reaktionsschema der Azokupplung wird
in Abbildung 6.15 gezeigt. Dabei verdeutlicht die mesomere Grenzstruktur den nukleophilen
Charakter der Methylanilingruppe, die als aktiver Aromat in einer elektrophilen aromatischen
Substitution das Diazoniumkation aus der para-Stellung heraus angreift. Nach Deprotonieren und
Umlagerung kann abschlieBend ein Azofarbstoff-funktionalisiertes PI-»-PEO (V) und somit die
Zielverbindung erhalten werden. Der dargestellte Azofarbstoff unterscheidet sich strukturell nur

marginal vom pH-Indikatorfarbstoff Methylrot®™, da hier lediglich eine Methylgruppe durch eine

CH,-Gruppe ersetzt ist, welche die Verkniipfung zum Diblockcopolymer darstellt.
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Abbildung 6.15: Reaktionsschema der durchgefithrten Azokupplung mit Methylanilin-funktionalisiertem PI-4-PEO
und Benzoesidurediazoniumsalz. Die mesomere Grenzstruktur zeigt den nukleophilen Charakter der Methylanilin-
gruppe, die in einer elektrophilen aromatischen Substitution als aktiver Aromat das Diazoniumkation aus der
para-Stellung heraus angreift. Durch Deprotonieren und Umlagerung wird abschlieBend die Zielverbindung (V), ein
PI-6-PEO mit Azofarbstoffgruppe erhalten, wobei hier im Vergleich zum pH-Indikator Methylrot lediglich eine
Methylgruppe durch eine CH,-Gruppe ersetzt ist, die die Bindung zum Polymer darstellt.

Um einen moglichst hohen Funktionalisierungsgrad des PI-/-PEOs mit Azofarbstoffen zu
erreichen, wurde grundsitzlich mit deutlichen Uberschiissen von Diazoniumsalz-Losungen
gearbeitet und iiber mehrere Stunden bis Tage unter Kihlen gertihrt. Die NMR-spektroskopische
Untersuchung des PI-4-PEOs (<5400 g/mol) ergab nach Azokupplung folglich in den meisten
Fillen hohe Farbstoff-Funktionalisierungsgrade von 40 — 60 %. Das NMR-Spektrum des
PI-/-PEOs mit Methylrotgruppe (V) wird in Abbildung 6.16 dargestellt. An dieser Stelle werden
ausschlieflich die Signale der funktionellen Azofarbstoffgruppe (AFG) diskutiert, da die
PI-/-PEO-basierten Signale durch den Farbstoffaufbau unverindert blieben. Die Dubletts bei
8,35 ppm und 7,99 ppm sowie die Tripletts bei 7,61 ppm und 7,50 ppm sind auf die vier
Protonen des Aromaten (6), der im Zuge der Azokupplung eingefithrt wurde, zuriickzufihren.
Bei den Banden der aromatischen Protonen der ehemaligen Methylanilingruppe (5) zeigt sich
durch den erfolgreichen Aufbau der Azogruppe eine deutliche Tieffeldverschiebung, weshalb die
zugehorigen Multipletts nun bei 7,82 — 7,72 ppm und 6,84 — 6,73 ppm liegen. Um das Multiplett
bei 6,84 — 6,73 ppm lassen sich sowohl weiter Tieffeld- als auch Hochfeld-verschoben noch
Banden von nicht-funktionalisiertem Methylanilin (MA) erkennen, die zwar die Anwesenheit
bestitigen aber aufgrund einer enormen Signalverbreiterung und Verflachung nicht abgegrenzt
bzw. als Multiplett angegeben werden konnen. Dieses Phinomen der Signalverbreiterung der

nicht-funktionalisierten Methylanilingruppe konnte auch bei den anderen PI-/-PEOs nach
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Azofarbstoffaufbau beobachtet werden. Das Multiplett bei 3,23 — 3,10 ppm ist auf die Signale der
Protonen der Methylgruppe (4) und eines der Protonen der CH,-Gruppe (3) am Stickstoff
zurickzufthren. Die Signale des zweiten Protons der CH,-Gruppe und der CH-Gruppe am
ersten Sauerstoff des PEO-Blocks sind Bestandteil des signifikanten Multipletts bei

4,00 — 3,27 ppm.
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Abbildung 6.16: NMR-Spektrum eines PI--PEOs mit AFG (V). Durch die vier Protonen des Aromaten (6) werden
die Dubletts bei 8,35 ppm und 7,99 ppm sowie die Tripletts bei 7,61 ppm und 7,50 ppm erzeugt. Die Multipletts bei
7,82 — 7,72 ppm und 6,84 — 6,73 ppm sind auf die aromatischen Protonen (5) der ehemaligen Methylanilingruppe
zuriickzufihren. Die schwachen, breiten nicht als Multiplett einzugrenzenden Signale (MA) die sich neben dem
Multiplett 6,84 — 6,73 ppm befinden sind auf nicht-funktionalisiertes Methylanilin zurtickzufithren. Die einzelnen
olefinischen Protonen der 1,2-Verknipfungen (b) werden durch das Multiplett zwischen 5,96 — 5,55 ppm
beschrieben. Das Multiplett bei 5,16 — 4,48 ppm beinhaltet die Signale aller weiteren olefinischen Protonen (a, b, c).
Bei dem markanten Multiplett zwischen 4,00 — 3,27 ppm handelt es sich um die Signale der Protonen des
PEO-Blocks, des CH-Protons (2) am ersten Sauerstoff des PEO-Blocks und eines Protons der CHz-Gruppe (3) am
Stickstoff. Das andere Proton dieser CH>-Gruppe und die Protonen der Methylgruppe (4) am Stickstoff erzeugen
das Multiplettsignal bei 3,23 — 3,10 ppm. Die Signale simtlicher tibriger Protonen an gesittigten Kohlenstoffatomen
(a, b, c), inklusive der Methylgruppenprotonen des Pl-Initiators (1), sind dem breiten Multiplett bei 2,33 — 0,72 ppm
zuzuschreiben.

Durch Darstellung verschiedener Diazoniumkationen bzw. Diazoniumsalz-Losungen konnten,
analog zu den in diesem Abschnitt bereits beschriebenen Reaktionsschritten (1—3), diverse
PI-5-PEOs mit unterschiedlichen Azofarbstoffgruppen hergestellt werden (—8.4.8, —8.4.9).
Eine Auswahl dieser AFGs wird in Abbildung 6.17 gezeigt. Als Ausgangsverbindungen dienten

zum einen Anthranilsdure und Derivate mit Halogensubstituenten oder Nitrogruppe, die zu den
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entsprechenden AFGs a-d fihrten. Zum anderen wurden auch Heterocyclen mit Aminofunktion

als Ausgangspunkt gewihlt, wodurch die AFGs e und f erzeugt werden konnten.
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Abbildung 6.17: Durch unterschiedliche Diazoniumsalz-Lésungen dargestellte Azofarbstoff-funktionalisierte
PI-6-PEOs. Bei der Diazotierung wurden sowohl Anthranilsiure(-derivate) eingesetzt, was zu den AFGs a-d fiihrte,
als auch Heterocyclen mit Aminofunktion, wodurch im Anschluss die AFGs e und f erzeugt werden konnten.

Die erfolgreiche Darstellung der Azofarbstoff-funktionalisierten amphiphilen Diblockcopoly-
mere macht es potentiell mdéglich, nach Phasentransfer, QD-Azofarbstoff-FRET-Systeme zu
erhalten. Damit ein Donor-Akzeptor-Paar aus QDs und Azofarbstoffen einen mdoglichst groflen
FRET aufweist, mussen bestimmte Voraussetzungen erfiillt sein, die im ndchsten Abschnitt

erlautert werden.
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6.1.4 KOMPONENTENAUSWAHL FUR DAS QUANTUM-DOT-FRET-SYSTEM

Die dargestellten PI-5-PEOs tragen nach Funktionalisierung eine Akzeptorfunktion in Form
eines Azofarbstoffs am Ubergang vom hydrophoben PI- zum hydrophilen PEO-Block, wobei
der Abstand zum QD-Donor, nach Phasentransfer und Ausbildung sphirischer Mizellen, von
der GroBle bzw. Linge des PI-Blocks abhingt. In Abbildung 6.18 wird der Donor-Akzeptor-
Abstand 7 eines einzelnen PI-/-PEOs mit Akzeptorfunktion (A) an der Oberfliche eines QD-
Donors (D) schematisch dargestellt. Die ermittelten Lingen (—6.1.2.1) fir die dargestellten
Polyisoprene liegen bei etwa 5 nm (My,;z = 1300 g/mol) und 10 nm (M, = 2600 g/mol) unter
Annahme vollstindig gestreckter Blocke. Typische FRET-Distanzen befinden sich im Bereich
von 1 -10 nm.”! Da der hydrophobe Kern im Zuge des Quellens bei der Selbstassemblierung

bestrebt ist die Grenzflichenenergie bzw. Grenzfliche zu minimieren,™

kann davon ausge-
gangen werden, dass die hydrophoben Blocke kontrahiert vorliegen und damit wesentlich
geringere Konturlingen (—4.2.3, —Abbildung 4.17) als die berechneten Lingen gestreckter
Blocke aufweisen. Daher ist fiir die Pls ein Donor-Akzeptor-Abstand von weniger als 5 nm bzw.

10 nm anzunehmen.

SN N PLL-PEO mit Azofarbstoff
‘ QD «~~ QD-Syntheseligand

I
:
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Abbildung 6.18: Schematische Darstellung des Donor-Akzeptorabstands 7 am Beispiel eines einzelnen
Azofarbstoff-funktionalisierten PI-0-PEOs an der Obetfliche eines QDs nach Phasentransfer. Der PI-Block ist
nicht gestreckt und liegt aufgrund der Minimierung der Grenzflichenenergie kontrahiert vor.

Der Giberwiegende Anteil der am PI-/-PEO aufgebauten Azofarbstoffe weillt einen halochromen
Effekt auf und damit eine pH-abhingige bathochrome Verschiebung™ der Absorption hin zu
héheren Wellenlidngen bei Protonierung. In Abbildung 6.19 wird dies am Beispiel der Extinktion
des PI-/-PEOs mit Methylrotgruppe (a) in unterschiedlichen pH-Pufferlésungen (50 mM

wiasstige Phosphatpufferlosungen) gezeigt. Im Vergleich zu nativem Methylrot, wie es
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kommerziell®™ erhiltlich und weit verbreitet ist, wird hier die Extinktion hin zu kleineren Wellen-
lingen verschoben. Dieser hypsochrome Effekt wird offenbar durch Substitution der Methyl-
gruppe am Stickstoff durch eine CH,-Gruppe (Verbindung zum PI-4-PEO) verursacht. Die
Extinktionsmaxima verlagern sich dadurch, im Vergleich zum nichtsubstituierten Methylrotm],
fir die unprotonierte (basische) Form von 434 nm auf 417 nm und fiir die protonierte (saure)
Form von 524 nm auf 496 nm. Dariiber hinaus verschiebt sich der pH-Umschlagspunkt
(Aquivalenzpunkt), bei dem das Verhiltnis aus protonierter zu unprotonierter Form gerade 1
betrigt von etwa pH 5,2 (nichtsubstituiertes Methylrot™) auf pH 7,04 (bestimmt bei 525 nm
mittels Boltzmann-Anpassung). Dies erweist sich als giinstiger Umstand, da typische pH-Werte
von Zellen im Bereich von pH 6,4 — 7,4 und von Blut bei etwa pH 74 liegen,“g] wird die

Effizienz der Extinktionsinderung in physiologischen Systemen deutlich verbessert, wodurch

hier prinzipiell auch kleinere pH—Anderungen besser detektiert werden konnen.
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Abbildung 6.19: PH-abhingige Verschiebung der Extinktion des PI-5-PEOs mit Methylrotgruppe. Gemessen
wurde in 50 mM Phosphatpufferlésungen. Der Umschlagspunkt wurde durch Boltzmann-Anpassung der Extink-
tionswerte fiir unterschiedliche pH-Werte bei 525 nm bestimmt. Der Wendepunkt der Anpassungsfunktion ergibt
den pH-Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt).

Die Verwendung solcher pH-Indikatoren als Akzeptoren erlaubt es effiziente pH-responsive
FRET-Sensoren darzustellen. Hierzu wird, bei Bertcksichtigung des FRET-Abstandes, ein
méglichst groBer spektraler Uberlapp des Donors mit einer der beiden existierenden

absorbierenden Spezies des Farbstoffs, im sauren oder basischen Milieu, benétigt.
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Bei den in dieser Arbeit verwendeten Donor-Quantum-Dots, die vom Fraunhofer — CAN zur
Verfiigung gestellt wurden, handelt es sich um eine spezielle Art, die eine elongierte Schale
besitzen, wodurch sich eine Stibchenform ergibt und diese daher auch als Quantum-Dot-Quan-
tum-Rods (QDQRs) bezeichnet werden (von engl. ,,7od* fiir Stab/Stibchen). Eine Abbildung
dieser Partikel, die per Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) aufgenommen wurde, sowie
die ebenfalls aus dem Spezifikations-Datenblatt” entnommene Absorptions-/Emissionsauftra-
gung werden in Abbildung 6.20 gezeigt. Die Partikel besitzen ein Aspektverhiltnis (Linge/Breite)
von etwa 1,5 — 2,5, ein vor Verwendung erneut bestimmtes Absorptionsmaximum von 518 nm
sowie ein Emissionsmaximum bei 541 nm. Die Halbwertsbreite liegt unter 40 nm, was einen

selektiven Uberlapp mit der Extinktion der AFGs erlaubt.
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Abbildung 6.20: TEM-Aufnahme der Verwendeten QDQRs, die ein Aspektverhiltnis von circa 1,5 - 2,5 besitzen
und Absorptions- und Emissionsspektrum mit Emissionsmaximum bei 541 nm sowie einer Halbwertsbreite von
<40 nm.l

Bei allen Azofarbstoffen, die mit Anthranilsdure und Anthranilsiurederivaten an den PI-/-PEOs
aufgebaut wurden (—06.1.3, —Abbildung 6.17 a-d), zeigen sich halochrome Effekte. In
Abbildung 6.21 wird der spektrale Uberlapp (blau/rot) zwischen der Emission der eben
beschriebenen QDQRs und der Extinktion der dargestellten PI-/-PEOs mit AFG (a-d) gezeigt.
Dabei wurde die Extinktion jeweils sowohl fiir ein saures (rot) als auch ein basisches (griin)
Milieu aufgetragen. Um eine Vergleichbarkeit zu gewihrleisten wurden die Spektren normiert.
Der gréBte durch pH-Anderung schaltbare spektrale Uberlapp (blau) zeigt sich bei der AFG mit
Iod-Substituent (b), was auch auf die Lage der Emissionsbande der verwendeten Partikel
zurtickzufiihren ist. Die Methylrot-AFG (a) zeigt eine dhnlich gro3e pH-abhingige bathochrome
Verschiebung, wiirde aber fiir einen vergleichbaren Uberlapp den Einsatz kleinerer QDs mit

kiirzeren Wellenlingen voraussetzen. Fir gewShnlich nimmt die Fluoreszenzstabilitit der QDs
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durch das kleiner werdende Volumen-Oberflichen-Verhiltnis bei sinkendem Partikelradius ab.””
Dabei existieren verhaltnismal3ig mehr ungesittigte Valenzen bei gleichzeitiger hoherer
kinetischer Energie der Elektronen. Im Hinblick auf eine physiologische Anwendung der
Partikel, bei der erhohte Quencherkonzentrationen vorliegen, erscheint das PI-4-PEO mit
Tod-substituierter AFG (b) als geeigneter, da es die Verwendung der zuvor beschriebenen
QDQRs erlaubt, die eine hohe Quenchingstabilitit aufweisen. Der geringe halochrome Effekt,
der sich bei der Dichlor-substituierten AFG (c) zeigt, ldsst einen Finsatz als pH-responsiven
FRET-Akzeptor als wenig sinnvoll erscheinen. Bei der Nitro-substituierten AFG (d) zeigt sich
zwar der groBte Uberlapp und eine allgemeine bathochrome Verschiebung —der
Extinktionsbanden (sauer/basisch), was die Moglichkeit er6ffnet groBere Partikel mit héheren
Wellenldngen zu verwenden, allerdings ist die pH-abhingige bathochrome Verschiebung deutlich
geringer. Dieser Umstand fithrt beim dargestellten Ubetlapp zu einem groen Anteil bereits bei
hohen pH-Werten, der die pH-Sensitivitit eines FRET-Systems im Vergleich zum Uberlapp bei
AFG (b) deutlich herabsetzt. Auch bei Verwendung von Partikeln, die eine Emission bei héheren
Wellenlingen aufweisen, kann mit AFG (d) kein vergleichbar grof3er pH-abhingiger, schaltbarer

spektraler Uberlapp erzeugt werden.
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= Emission QDQRs — Absorption Azofatbstoff (sauer/basisch)

spektraler Ubetlapp ( pH-Wert abhingiger Anteil)
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Abbildung 6.21: Spektraler Ubetlapp der Emission (schwarz) von QDQRs, mit einem Emissionsmaximum bei
541 nm und einer Halbwertsbreite von <40 nm, mit der Extinktion der Azofarbstoffe (a-d), die mit Anthranilsdure
und Anthranilsiurederivaten am PI--PEO aufgebauten wurden. Die roten Flichen unter den griinen
Extinktionssbanden (basisches Milieu) beschreiben den spektralen Uberlapp der bereits bei hohen pH-Werten
vorliegt und die blauen Flichen unter den roten Banden (saures Milieu) den pH-abhingig schaltbaren Anteil.

Die mit heterocyclischen Diazoniumsalz-Losungen dargestellten PI-/-PEOs mit AFG zeigen in
einem Untersuchungsbereich von pH 1 — 13 keine pH-abhingige Verinderung der Extinktion
und kommen daher fiir den hier angestrebten Einsatz in pH-responsiven FRET-Sensoren fir
physiologische Anwendungen nicht in Frage. Die normierten Extinktionen dieser beiden
PI-/-PEOs werden in Abbildung 6.22 gezeigt. Sie besitzen Extinktionsmaxima bei 645 nm (e)
und 575 nm (f). Diese starke bathochrome Verschiebung, im Vergleich zum Methylrot, kann
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durch ein Zusammenspiel der als Auxochrome (farbvertiefend durch +M-Effekt) wirkenden

Stickstoff- und Schwefelatome mit den antiauxochromen (-M-Effekt) Nitrogruppen erklart

werden, was zu einer verstirkten Delokalisation der Elektronen fiihr
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Abbildung 6.22: Extinktion der mittels heterocyclischen Diazoniumsalz-Loésungen dargestellten PI-5-PEOs mit

AFG. Die Extinktionsmaxima liegen bei 645 nm (e) und 575 nm (f).

Die Diskussion des spektralen Uberlapps (Abbildung 6.21) zeigt eine besondere Eignung der
Iod-substituierten AFG (b) als FRET-Akzeptor fiir die designierten Donor-QDQRs, die bereits

(Abbildung 6.20) vorgestellt wurden. In Abbildung 6.23 wird die schrittweise halochrome

Verschiebung der Extinktion in unterschiedlichen Phosphatpufferlésungen dieser AFG gezeigt.

Des Weiteren wird die Boltzmann-Anpassungsfunktion der Extinktionswerte fiir unterschied-

liche pH-Werte bei 541 nm dargestellt, die ihren Wendepunkt bei pH 7,10 verzeichnet, was dem

Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt) entspricht. Damit ist potentiell eine vergleichbar gute

pH-Sensitivitit im physiologischen Milieu gegeben, wie sie zuvor fir die Methylrot-AFG

(pH 7,04, bei 525 nm) diskutiert wurde.
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Boltzmann-Anpassung
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Abbildung 6.23: Schrittweise pH-abhingige Verschiebung der Extinktion des PI-/-PEOs mit Iod-substituierter
AFG (b). Gemessen wurde in 50 mM Phosphatpufferlésungen. Der Umschlagspunkt wurde durch Boltzmann-An-
passung der Extinktionswerte fiir unterschiedliche pH-Werte bei 541 nm bestimmt. Der Wendepunkt der
Anpassungsfunktion ergibt den pH-Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt) bei pH 7,10.

Um ein FRET-System aus QDQR und AFG zu charakterisieren, also wichtige Kenngroflen wie
Uberlappungsintegral J (Gl. 4.9) und Forster-Radius Ry (Gl. 4.10) ermitteln zu kénnen (—4.1.5),
muss der molare Extinktionskoeffizient &, des Akzeptors bekannt sein. Dieser kann durch
lineare Regression der optischen Dichten unterschiedlicher (molarer) Konzentrationen im

Extinktionsmaximum der sauren Form A bestimmt werden. Die Steigung ergibt dann den

max(s)
gesuchten Parameter €. Dabei muss der mittels NMR bestimmte Farbstofffunktionalisierungs-
grad der Polymere bertcksichtigt werden, um die tatsichlichen molaren Konzentrationen an
Farbstoff in den gelosten PI-6-PEO-AFG-Proben abschitzen zu kénnen. In Tabelle 6.1 sind die
Extinktionskoeffizienten der in dieser Arbeit dargestellten PI-,-PEOs mit AFG (a-f), die
zugehorigen Extinktionsmaxima und die erhaltenen Bestimmtheitsmal3e der linearen Regres-
sionen aufgefuhrt. Es wurde jeweils eine Bestimmung iber vier unterschiedliche Konzentra-
tionspunkte vorgenommen, wobei die Konzentration von Punkt zu Punkt verdoppelt wurde. Die
Ergebnisse liegen im Rahmen der Erwartungen, da bei dhnlichen Azoverbindungen in der
Literatur vergleichbare Extinktionskoeffizienten ermittelt wurden.”>” Aufgrund eines per NMR
nicht exakt bestimmbaren Funktionalisierungsgrads, ist folglich auch die jeweilige genaue
Konzentration an AFGs nicht bekannt. In der Arbeit von Habercorn™ wird ein der AFG (b)
dhnlicher Iod-substituierter Azofarbstoff mit € = 42000L - mol™* - cm™! angegeben, weshalb der

1

hier ermittelte Wert von € =45300L - mol™! - cm™! eine realistische GroB3e darstellt und den

angenommenen Funktionalisierungsgrad indirekt bestitigt.
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Tabelle 6.1: Extinktionskoeffizienten simtlicher PI-5-PEOs mit AFG (a-f), die mittels linearer Regtession in einer
4-Punkt-Bestimmung tber die jeweilige Steigung erhalten wurden. Es kamen vier verschiedene molare
Konzentrationen zum Einsatz, die von Punkt zu Punkt jeweils verdoppelt wurden. Die optischen Dichten im
Extinktionsmaximum der sauren Form Amaxs) wurden zur linearen Regression herangezogen.

PI-6-PEO-AFG & [L - mol! - cm!] Amax [DM] Bestimmtheitsmald

a 38,4 - 10° 496 0,99997
b 453 - 10° 504 0,99993
c 27,6+ 10° 417 0,99996
d 514 - 10° 527 0,99997
e 53,6 - 10° 645 0,99995
f 44,0 - 10° 575 0,99995

Die Summe der Eigenschaften: bathochrome Verschiebung der Extinktion und damit spektraler
Uberlapp auch mit QDs bzw. QDQRs mit Emission bei hoherer Wellenlinge (im Vergleich zu
AFG (a)), relativ groBler halochromer Effekt (im Vergleich zu den AFGs ¢, d) und sehr
geeigneter Umschlagspunkt (pH 7,10) fur die Anwendung im physiologischen Milieu verbunden
mit einem im Vergleich zu AFG (a) relativ hohen Extinktionskoeffizienten, ldsst die Wahl des
geeignetsten FRET-Akzeptors auf das PI-5-PEO mit Iod-substituierter AFG (IAFG) (b) fallen.
Ein hoher Extinktionskoeffizient des Akzeptors wirkt sich proportional auf das Uberlappungs-

integral | in einem FRET-System auswirkt.

Das Uberlappungsintegral der gewihlten QDQR-Donor- und IAFG-Akzeptor-Komponenten
berechnet sich mit der normierten Fluoreszenzintensitit Fp fiir den Wellenlingenbereich von
480 — 620 nm nach Gl. 6.1 (—4.1.5) und wurde mittels ale - UV-Vis-IR Spectral Software V2.2

von fluortools bestimmt. Es resultiert aus dem gesamten spektralen [jberlapp der Emission der

QDQRs und der sauren Form der IAFG (Abbildung 6.21 (b)).

620 . nm4-

L
] = Fp(Dey(DA*dA = 2,84 - 1015 ——— Gl 6.1
480 mol - cm
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L-nm*

Mit dem fir das Uberlappungsintegral bestimmten Wert von | = 2,84 - 10%° mol-cm

kann im

nichsten Schritt der Forster-Radius Ry des QDQR - IAFG Donor-Akzeptor-Paares nach Gl 6.2
(—4.1.5) berechnet werden. Der Brechungsindex (1,59) des Mediums zwischen Donor und
Akzeptor entspricht dabei dem einer Polystyrolmatrix””, da im letzten Schritt der FRET-Sen-
soren-Darstellung eine dichte Styrol-DVB-Copolymerkapsel durch Emulsionspolymerisation im
hydrophoben Mizellkern erzeugt wird. Die Quantenausbeute der QDQRs wird mit 60 % (0,6)
angenommen, was einem Literaturwert”” derart verkapselter Partikel entspricht. Bei dem hier
angestrebten FRET-System liegt, durch Abmischung von IAFG-funktionalisiertem und
unfunktionalisiertem PI-/-PEO, nach Phasentransfer eine statistische Verteilung der Akzep-

tor-IAFGs um den Donor-QDQR in der Mizelle vor (Ausbildung von sphirischen Mizellen
—06.1.5), weshalb der Wert fiir den Orientierungsfaktor auf g gesetzt wird, was freien Teilchen in

Losung entspricht.

1
9000 - (In10) -%-0,6 —

L-nm .
-2,84-10"*———| =500A=500nm  GL62

R, =
0 12875 - N, - 1,594 mol - cm

Der berechnete Forster-Radius Ry = 5,00 nm bei dem die Transfereffizienz 50 % betrigt, lisst
fir das angestrebte Donor-Akzeptor-Paar (QDQR — IAFG) vor allem bei einer PI-Blockgrofie
von My, = 1300 g/mol (Linge wesentlich kleiner als 5 nm, —siche Anfang des Abschnitts)
cinen deutlichen FRET erwarten. Die finale Darstellung des pH-responsiven FRET-Systems aus
QDQRs und PI-4-PEO mit IAFG wird im nichsten Abschnitt erldutert.

6.1.5 PHASENTRANSFER VON QDs miT PI-B-PEO - IAFG UND EMULSIONSPOLYMERISATION

Die Gestalt der Uberstrukturen von amphiphilen Diblockcopolymeren ist neben den Grund-
voraussetzungen wie selektive Losungsmittel (hier Wasser) und kritische Mizellkonzentration von
einer ganzen Reihe unterschiedlicher Faktoren abhingig (—4.2.3). Zu diesen zihlen beispiels-
weise der Volumenbedarf des hydrophoben Blocks, die Konturlinge des hydrophoben Bereichs
und der Grenzflichenbedarf zwischen hydrophobem und hydrophilem Block, welche in den von
Israclachvili®” propagierten Packungsparameter einflieBen. In dieser Arbeit wird die Ausbildung
von sphirischen (Kugel-)Mizellen beim Phasentransfer der QDQRs mit PI-4-PEO angestrebt,
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um neben einer Schutzfunktion vor Quenchern eine statistische Verteilung von AFGs um den
QDQR bei gleichzeitig moglichst einheitlichem FRET-Abstand zu erreichen. Dabei sind be-
sonders die Blockmassenverhiltnisse zu beachten, da diese einen wichtigen Einfluss auf die resul-
tierende Gestalt der Uberstruktur/Mizelle austiben.”*! Die hier dargestellten PI-4-PEOs besit-
zen PEO-Molmassenanteile von 76 % (M, = 5400 g/mol) und 69 % (My,r = 8400 g/mol),
womit das PI zu PEO Blockmassenverhaltnis etwa 1:3 (=5400 g/mol) und 1:2 (=8400 g/mol)
betriagt. Am Beispiel des PB-4-PEOs, welches dem PI-4-PEO strukturell sehr dhnlich ist, konnte
bei derartigen Verhiltnissen eine stark begiinstigte Ausbildung von sphirischen Mizellen in
Wasser beobachtet werden, ™™ was folglich auch fiir die hier dargestellten PI-4-PEOs
angenommen werden kann. Des Weiteren konnten Ostermann ef a/. die sphirische Form
verkapselter QD-Systeme mit einer PI-4-PEO-Hille gleicher Groflenordnung per TEM nach-

weisen.”!

Der Phasentransfer der QDQRs (—8.4.10.2, —4.2.4) wurde durch Verwendung von THF
bewerkstelligt, da dieses sowohl ein Losungsmittel fiir beide Blocke des PI-4-PEOs und die
QDQRs als auch unbegrenzt mit Wasser mischbar ist. In Abbildung 6.24 wird der Phasentransfer
schematisch dargestellt. Durch Einspritzen einer im ersten Schritt (1.) erstellten THF-Losung
von QDQRs und PI-»-PEO(-IAFG) in Wasser (2.) bilden sich sphirische (Kugel-)Mizellen aus.
Die hydrophoben Kerne (innerhalb gestrichelter Linie) sind mit den QDQRs beladen, da diese
aufgrund ihrer Syntheseliganden ebenfalls hydrophobe Eigenschaften besitzen. In der Literatur
werden Aggregationszahlen derartiger amphiphiler Diblockcopolymere von circa 100 bis 300
Polymerstringen pro Mizelle bei Phasentransfer dhnlich groBer Nanopartikel beschrieben.!""”
Um Mizellen zu erhalten die méglichst nur mit einem QDQR beladen sind, wurden grof3e
Uberschiisse von etwa 2000 Aquivalenten PI-»-PEO pro QDQR verwendet. Dabei kamen
unterschiedliche Abmischungen von PI-4-PEO mit und ohne IAFG zum Einsatz (Abbildung
6.24 schematisches Beispiel 50:50; Auflistung simtlicher Abmischungen am Ende dieses
Abschnitts in Tabelle 6.2). Fir das Einspritzen der QDQR-Polymer-THF-Losung in Wasser
wurde ein in der Arbeitsgruppe Weller (Department Chemie - Universitit Hamburg) etabliertes
Verfahren angewendet, welches ein hohes Mall an Reproduzierbarkeit fir solche
Phasentransferprozesse erlaubt, wie sie in dieser Arbeit beschrieben werden. Bei dem Verfahren
wird die QDQR-Polymer-THF-Losung tber einen lamellaren Mikromischer mit einer Kanal-
breite von 45 um mit computergesteuerten Spritzenpumpen bei hohen Flussgeschwindigkeiten
von 16 mL/min (14,4 mL/min H,O, 1,6 mL/min QDQR-Polymer-THF-Losung) mit Wasser

gemischt.
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FNf s> PI-/-PEO M PI-/-PEO mit Iod-substituierter AFG

. QDQR « QDQR-Ligand - - - - Phasengrenze

Abbildung 6.24: Schematische Darstellung des Phasentransfers von QDQRs mit einer 50:50 Abmischung von
PI-4-PEO mit und ohne IAFG. Im ersten Schritt (1.) werden die QDQRs zusammen mit dem PI-4-PEO(-IAFG) in
THF gel6st und anschlieBend unter Ausbildung von Mizellen in Wasser eingespritzt (2.). Die QDQRs besitzen
aufgrund ihrer Syntheseliganden hydrophobe Eigenschaften und sind im Inneren des sphirischen (Kugel-)Mizell-
kerns (gestrichelte Linie) ,,gel6st™.

Nach erfolgtem Phasentransfer wurde das THF durch Erwirmen und Einleiten von Stickstoff
entfernt. Im Hinblick auf eine Anwendung im physiologischen Milieu bzw. unter physiologischen
Quencherkonzentrationen sollten im Inneren der Mizellkerne dichte Styrol-DVB-Copolymer-
kapseln erzeugt werden, um eine ausreichende Abschirmung der QDQRs zu gewihrleisten.
Hierzu wurde eine Emulsionspolymerisation (—8.4.10.3, —4.2.4) mit den Monomeren Styrol
und DVB durchgefiihrt, wobei der Anteil des DVBs am gesamten Monomer etwa 7 % betrug
und dieses als Quervernetzer des Copolymers fungierte. Die gezielte Darstellung der
Polyisoprene mit iiberwiegender 3,4- und 1,2-Verknipfung und den damit verbundenen nach
auflen stehenden Doppelbindungen begiinstigt an dieser Stelle eine Vernetzung mit den Mizell-
kern-bildenden PI-Blécken.” Dadurch wird das Ausdiffundieren von Polymerstringen aus dem
Mizellverband unterbunden, was eine Grundvoraussetzung fir eine hohe Verdiinnungsstabilitit
solcher Konstrukte ist. Schmidtke ef o/ konnten zeigen, dass bereits die alleinige Beigabe eines
Radikalstarters wie AIBN schon zu einer Quervernetzung der PI-Blécke und damit verbunden zu

stabileren optischen Eigenschaften mizellar verkapselter QDs fiihrt."™

Die durchgefithrte Emul-
sionspolymerisation wird in Abbildung 6.25 schematisch dargestellt. Zunichst wurden DVB und
Styrol zur wissrigen QDQR-Mizelllosung gegeben und unter Erwidrmen geriihrt, um zum einen
die Mizellen mit Monomer anzureichern und zum anderen eine feinere Verteilung von

Monomertrépfchen in der gesamten Probe zu erreichen. Als Nichstes wurde wasserloslicher
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Initiator zugesetzt und die Probe mehrere Stunden geriihrt. Durch eine Restloslichkeit des
Monomers mit Wasser wird die radikalische Emulsionspolymerisation auflerhalb der Mizellen
initiiert. Die entstehenden radikalischen Oligomere diffundieren aufgrund einer weiter
herabgesetzten Loslichkeit schlieBlich in die hydrophoben Mizellkerne und polymerisieren dort
zu den Styrol-DVB-Copolymerkapseln aus, wobei die mikroskopischen Monomertrépfchen in
der umliegenden Lésung zunehmend schwinden, da das Monomer durch die Polymerisation in

den Mizellen aufgebraucht wird.

N o~ PI-/-PEO g~ PL-H-PEO mit Tod-substituierter AFG

. Monomer
DQR-Ligand .
. QDQR ~ QDQR-Ligan (Styrol/DVB)

Abbildung 6.25: Schematische Darstellung der durchgefithrten Emulsionspolymerisation. Als Beispiel dient hier ein
QDQR nach Phasentransfer mit einem 50:50 Gemisch aus PI-5-PEO mit und ohne IAFG. Das Einbringen der
Monomere in die wissrige QDQR-Mizelllésung mit zeitlichem Abstand zur Initiation der EP fihrt zum Anreichern
dieser im Mizellkern (links). Durch Zugabe eines wasserlslichen Initiators wird Monomer aulerhalb der Mizelle
initiiert, welches dann als radikalisches Oligomer durch weiter herabgesetzte Loslichkeit in die Mizellkerne
diffundiert und dort in Form einer Styrol-DVB-Copolymerkapsel auspolymerisiert (rechts). Dabei wird eine
Quervernetzung durch Einsatz von DVB erreicht. Die PI-Blocke werden ebenso vernetzt, was eine hohe
Verdinnungsstabilitit bedingt.

Die nach Emulsionspolymerisation erhaltenen verkapselten QDQRs mit einem bestimmten
Anteil an PI-5-PEO-IAFG stellen die angestrebten pH-responsiven FRET-Sensoren dar. Durch
den groBen Uberschuss an PI-5-PEO bezogen auf die QDQRs beim Phasentransfer ist allerdings
von einer groflen Anzahl unbeladener Mizellen in der Losung auszugehen, die ebenfalls
PI-5-PEO-IAFG beinhalten und damit einen stérenden Einfluss auf die spektroskopische
Untersuchung haben kénnen. Dariiber hinaus ist fiir eine physiologische Anwendung eine
minimale Konzentration solcher nanoskopischer Konstrukte gewtnscht, um einen mdglichst

geringen invasiven Effekt auf zellulire Prozesse auszuliben. Im letzten Schritt wurde daher eine
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sogenannte Dichtegradientenzentrifugation durchgefihrt (—8.4.10.4), wobei hier drei Sucro-
selosungen mit abnehmender Konzentration (60 %, 10 %, 5 %) tbereinander geschichtet
wurden. AbschlieBend wurde die wissrige Losung der QDQR-beladenen und -unbeladenen
PI-5-PEO-Styrol-DVB-Konstrukte als letzte Schicht aufgetragen. Durch Zentrifugation (hier bei
50000 rcf) erreichen beladene Konstrukte eine deutlich hohere Eindringtiefe, was den Antrieb
dieser Trennungsmethode darstellt. Die nach Waschen und Filtrieren jeweils final erhaltene
wissrige Losung verkapselter QDQRs wurde ohne weitere Behandlung direkt analysiert und fiir

optische Folgeexperimente (—0.2) eingesetzt.

Die QDQR-PI-/-PEO-Styrol-DVB-Konstrukte wurden hinsichtlich ihrer Gestalt und Groé3e
mittels TEM und dynamischer Lichtstreuung (DLS) untersucht. Die TEM-Aufnahme in
Abbildung 6.26 (links) zeigt ein Beispiel, bei dem verkapselte QDQRs, deren Phasentransfer mit
PI-5-PEO 5400 g/mol durchgefithrt wurde, zu sehen sind, welche hauptsichlich einzeln ver-
kapselt vorliegen. Die schattigen Bereiche um die Partikel lassen die Kapseln aus Styrol-DVB-Co-
polymer schwach erahnen. Dariiber hinaus scheinen kaum leere Kapseln und damit verbunden
Mizellen vorzuliegen, was die Wirksamkeit der Dichtegradientenzentrifugation belegt. Die
Durchmesser der schemenhaft erkennbaren Kapseln belaufen sich auf etwa 20 nm und liegen
damit in einem GroéBenbereich, wie er bei derartig verkapselten Nanopartikeln auch in der
Literatur zu finden ist.”” Die durch DLS bestimmten intensititsgemittelten Partikeldurchmesser
verkapselter QDQRs (Abbildung 6.26 rechts), ergaben, je nach zum Phasentransfer eingesetztem
PI-»-PEO, 65 nm (blaue Kutve, 5400 g/mol) oder 82 nm (rote Kurve, 8400 g/mol). Die dazu
erhaltenen Polydispersititsindizes (PDIs) von 0,17 (5400 g/mol) und 0,22 (8400 g/mol) deuten,
wie zu erwarten, auf eine geringe GroBenverteilung der Konstrukte hin. Bei den intensitits-
gemittelten Partikeldurchmessern handelt es sich hier um hydrodynamische Durchmesser, welche
aus einer Solvathtlle resultieren und damit im Vergleich zu den tatsichlichen
Konstruktdurchmessern grundsitzlich hohere Werte annehmen. Die erhaltenen DLS-Ergebnisse
entsprechen damit, auch im Vergleich mit dhnlichen Verkapselungen in der Literatur, den

Erwartungen.""”
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Abbildung 6.26: Die TEM-Aufnahme (links) stammt von verkapselten QDQRs, bei denen zum Phasentransfer
PI-»-PEO 5400 g/mol eingesetzt wurde. Es liegen hauptsichlich einzeln vetkapselte Pattikel vot, wobei die Sty-
rol-DVB-Copolymer-Kapseln mit einem Durchmesser von etwa 20 nm als schattige Bereiche um die Partikel
schwach zu erkennen sind. Dariiber hinaus sind kaum leere Kapseln zu erkennen. Die mittels DLS erhaltene
Auftragung der normierten Intensitit gegen die hydrodynamischen Durchmesser verkapselter QDQRs ergab
intensititsgemittelte Partikeldurchmesser von 65 nm bei Verwendung des PI--PEO 5400 g/mol (blaue Kurve) und
82 nm bei Verwendung des PI-»-PEO 8400 g/mol (rote Kurve) fiir den Phasentransfer. Die PDIs deuten mit
0,17 (5400 g/mol) und 0,22 (8400 g/mol) auf eine niedrige GréBenverteilung der Konstrukte hin.

In Tabelle 6.2 werden die Anteile an IAFG-funktionalisiertem PI-4-PEO, die beim anfinglich in
diesem Abschnitt diskutierten Phasentransfer zum Einsatz kamen, aufgelistet. Es wurden drei
Experimente durchgeftihrt, bei denen jeweils 4 (A), 3 (B) und 6 (C) QDQR-Proben verkapselt

wurden.

Tabelle 6.2: Auflistung der zum Phasentransfer variierten Anteile an IAFG-funktionalisiertem PI-4-PEO sowie
GroBe der jeweils verwendeten Polymere bei den Experimenten A-C.

Experiment  Anteil von PI-5-PEO mit IAFG [%] PI-5-PEO [g/mol]

A 100; 50; 25; 0 5400
B 35; 25; 0 5400
C 50; 30; 0 5400; 8400

Im folgenden Abschnitt 6.2 werden die optischen Eigenschaften der erhaltenen wissrigen

Losungen verkapselter QDQRs in Abhingigkeit vom pH-Wert besprochen.
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6.2 UNTERSUCHUNGEN AN DEN DARGESTELLTEN QDQR-FRET-SENSOREN

Im Hinblick auf eine physiologische Anwendung sollten die im vorangegangenen Abschnitt 6.1
beschriebenen FRET-Systeme aus QDQR-Donoren und (PI-0-PEO-)IAFG-Akzeptoren zur
spektroskopischen Untersuchung in ein Milieu mit physiologischen Ionenkonzentrationen!"!
tberfiihrt werden. Dazu wurden die dargestellten Losungen verkapselter QDQRs in 50 mM
wissrige Phosphat-Pufferlosungen (—8.4.11) mit unterschiedlichen pH-Werten eingespritzt.
Durch die pH-abhingige Extinktion des Akzeptors wurde ein variabler FRET erwartet. Die
pH-Werte der erhaltenen Proben wurden zunichst mittels pH-Meter bestatigt. Direkt im

Anschluss folgte jeweils eine Untersuchung der Extinktion, Fluoreszenz und Fluoreszenz-

abklingzeit.

In Experiment A (Tabelle 6.2) wurde der generelle FRET-Nachweis gefithrt, und der Anteil von
PI-»-PEO mit IAFG in einer grolen Spannbreite variiert, um im Anschluss eine geeignete
Akzeptorenkonzentration fur einen effizienten FRET abschitzen zu konnen. Das Folge-
experiment B diente aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse zum priziseren Einstellen des
Anteils an PI-)-PEO mit IAFG und zur detaillierteren optischen Charakterisierung des
FRET-Systems. Die Variation des FRET-Abstands durch den FEinsatz eines PI-/-PEOs mit
groBBerem PI-Block sollte durch Experiment C gezeigt werden. Dariiber hinaus wurden die aus C
erhaltenen Partikel fir einen zn-vitro-Versuch eingesetzt, bei dem mittels FLIM-Messungen die

Aufnahme und Wirkung der dargestellten FRET-Sensoren in Zellen gezeigt werden sollte.

6.2.1 EXPERIMENT A — FRET-NACHWEIS UND VARIATION DER AKZEPTORENKONZENTRATION

In der ersten Reihe von Verkapselungen (Experiment A, —06.1.5, Tabelle 6.2) wurden vier
verschiedene Abmischungen an PI-»-PEO (5400 g/mol) mit und ohne IAFG fir die
Phasentransfers verwendet. Dabei betrugen die Anteile an PI--PEO-IAFG jeweils 0 %, 25 %,
50 % und 100 %. Die aus den QDQR-Verkapselungsprozessen abschlieBend erhaltenen
Losungen wurden in diesem Experiment jeweils nur in funf wissrige Phosphat-Pufferlésungen
verschiedener pH-Werte eingespritzt, um zundchst generell einen FRET des konstruierten
Systems zu belegen. Dabei wurden die pH-Werte um den Umschlagspunkt von PI-/-PEO-IAFG
bei pH 7,04 (—6.1.4) gewihlt. AbschlieBend sollte ein geeigneter Akzeptoren-Anteil fir die

Darstellung effizienterer FRET-Systeme in Folgeexperimenten abgeleitet werden.

In Abbildung 6.27 werden sowohl die normierte Extinktion (links) als auch die Emission (rechts)

der Blindprobe (0% PI-»-PEO-IAFG) fir die untersuchten pH-Werte dargestellt. Das erste
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Absorptionsmaximum der verwendeten QDQRs ist bei etwa 518 nm gut zu erkennen. Dartiber
hinaus zeigt die Extinktion wie zu erwarten keine signifikante pH-Abhingigkeit, da keine AFGs
bzw. pH-Indikatorfarbstoffe in der Polymerhiille vorliegen. Fiir die Emission ist hier lediglich
eine relativ geringe Abnahme der Intensitit bei den beiden niedrigsten und dem hdéchsten
pH-Wert(en) zu erkennen, was fiir eine intakte Hille der QDQRs mit einem guten Schutz vor

Quenchern spricht.
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. ——pH 6,10
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Abbildung 6.27: Normierte Extinktion (links) und Emission (rechts) der Blindprobe (0 % PI-5-PEO-IAFG) in
unterschiedlichen pH-Pufferldsungen. Die Extinktion zeigt keine signifikante pH-Abhingigkeit. Bei ca. 518 nm ist
das erste Absorptionsmaximum der QDQRs zu erkennen. Die Abnahme der Emission bei den beiden niedrigsten
und dem héchsten pH-Wert(en) ist minimal und deutet auf eine besonders dichte Polymerhdlle hin.

Die auf die hochste Intensitit normierten Integrale der Emission in Abbildung 6.28 (links)
stitzen die Vermutung einer starken Abschirmung der QDQRs gegen Léschprozesse durch die
PI-»-PEOs und die Styrol-DVB-Copolymerkapseln. Der Vergleich der Integrale zeigt eine
maximale Abnahme von etwa 10 % beim niedrigsten pH-Wert von 5,13 und insgesamt eine
leichte pH-Abhingigkeit, die auf Quenchingprozesse durch defekte Polymerhiillen zurtckgefithrt
werden kann. Die Fluoreszenzabklingkurven Kurven (rechts) zeigen einen nahezu identischen

Verlauf, weshalb hier keine pH-Abhingigkeit des Abklingverhaltens zu beobachten ist.
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Abbildung 6.28: Die normierten Integrale der Emission (links) der Blindprobe zeigen beim niedrigsten pH-Wert
von 5,13 lediglich eine Abnahme von ca. 10 %, was erneut ein Beleg fiir einen sehr guten Schutz der QDQRs durch
die Polymerhiille vor Lo&schprozessen ist. Die Fluoreszenzabklingkutven (rechts) zeigen annihernd gleiches
Abklingverhalten, weshalb hier keine Abhingigkeit von den pH-Werten festzustellen ist.

Die aus den Fluoreszenzzerfallszeit-Untersuchungen in dieser Arbeit gewonnenen Abklingkurven
der verkapselten QDQRs ergaben generell eine gute Ubereinstimmung mit einer biexponentiellen

Anpassung”"!, wie sie durch die folgende Beziehung (Gl. 6.3) beschrieben wird.

t t
A(t):Al'e 14+ A,-e T2 Gl 6.3

Die mittlere Fluoreszenzabklingzeit T kann durch die folgende Gleichung (Gl 6.4) aus den

anfinglichen Amplituden A; und den zugehorigen Zerfallszeiten 7; bestimmt werden.

CXAT AT+ A
YA AT+ AT,

T Gl. 6.4

Bei simtlichen in dieser Arbeit angegebenen Fluoreszenzabklingzeiten handelt es sich daher,
unter Annahme eines biexponentiellen Zerfalls (Gl 6.3), um mittlere amplitudengewichtete

Fluoreszenzabklingzeiten.
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Die aus den Zerfallskurven der Blindprobe in Abbildung 6.28 (rechts) bestimmten Fluores-
zenzabklingzeiten zeigen in Abbildung 6.29 keine nennenswerte pH-Abhingigkeit und ergeben
bei linearer Anpassung eine zu vernachlissigende Steigung von -0,07 ns/pH. Derart marginale
Abweichungen koénnen auch auf Priparations- und Messfehler zurtickgefithrt werden, weshalb
hier im Gegensatz zur Emissionsintensitit bzw. den normierten Integralen der Emission
(Abbildung 6.27, Abbildung 6.28) keine pH-Abhingigkeit belegbar ist und von konstanten

Fluoreszenzabklingzeiten ausgegangen wird.

Lineare Anpassung
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Abbildung 6.29: Fluoreszenzabklingzeiten der Blindprobe (0 % PI-4-PEO-IAFG) mit linearer Anpassung. Die
Steigung betrdgt mit -0,07 ns/pH annihernd 0, weshalb die Fluoreszenzabklingzeiten als konstant und somit
pH-unabhingig betrachtet werden kénnen.

Der Forster-Resonanzenergietransfer kann als dynamischer Quenchingprozess angenommen
werden (—4.1.5). Da fir die Blindprobe durch Abwesenheit des IAFG-Akzeptors keine pH-ab-
hingige Anderung der Extinktion vorliegt, entsprechen die relativ stabile Emission und
insbesondere die als konstant anzunehmenden Fluoreszenzabklingzeiten bei unterschiedlichen

pH-Werten den Erwartungen fiir verkapselte QDQR-Konstrukte, die keinen FRET aufweisen.

In Abbildung 6.30 zeichnet sich fur die verkapselten Partikel mit PI-4-PEO-IAFG-Anteilen von
25 %, 50 % und 100 % ein anderes Bild ab. Fir alle drei Proben ist eine pH-abhingige
Verinderung der Extinktion (normiert, obere Reihe), also ein halochromer Effekt zu beobachten,
der erwartungsgemail3 am deutlichsten bei den Konstrukten ausfillt, bei denen ausschlieflich
PI-5-PEO-IAFG zur Darstellung verwendet wurde (100 %). Da die Konzentrationen der nach
den Verkapselungsprozessen erhaltenen wissrigen Partikellésungen sehr dhnlich sind, kann die
Emission der QDQRs (mittlere Reihe) an dieser Stelle direkt verglichen werden. Dabei zeigt sich
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eine ausgeprigte Korrelation zwischen Emission und Anteil des verwendeten PI-/-PEO-IAFGs.
Mit zunehmender IAFG-Konzentration ist hier die Fluoreszenz allgemein verringert. Unter
Annahme vergleichbar dichter Polymerhiillen, wie sie bereits fiir die Blindprobe diskutiert

wurden, kann hier ein erster Beleg fiir einen vorliegenden FRET abgeleitet werden.
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Abbildung 6.30: Die normierten Extinktionen (obere Reihe) zeigen eine pH-Abhingigkeit (halochromer Effekt)
simtlicher Konstrukte mit PI-)-PEO-IAFG-Anteil. Die allgemeine massive Abnahme der Emission mit
zunehmender IAFG-Akzeptorenanzahl (mittlere Reihe, von links nach rechts), kann durch den auch bei hohen
pH-Werten auftretenden geringen spektralen Uberlapp mit dem QDQR-Donor und damit verbunden mit einem
deutlichen FRET erklirt werden. Dartiber hinaus ist eine erhebliche pH-Abhingigkeit der Emission zu beobachten,
die durch die normierten Integrale der Emission (untere Reihe) verdeutlicht wird und auf die Zunahme des
spektralen Uberlapps des FRET-Systems zuriickgefiihrt werden kann.
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Das allgemeine Absinken der Emission bei zunehmender IAFG-Konzentration (mittlere Reihe,
von links nach rechts) ist auf den auch bei hohen pH-Werten auftretenden geringen spektralen
Uberlapp (—6.1.4, Abbildung 6.21 (b), rot) zwischen dem Donor-QDQR und den Akzepto-
ren-IAFGs zurlckzufiihren. Bei den Konstrukten, fur die ausschlieBlich PI-/-PEO-IAFG
verwendet wurde (100 %), ist die Akzeptoren-Anzahl so hoch, dass die Fluoreszenz fast
vollstindig durch den FRET unterdriickt wird. Zusitzlich zeigt sich besonders durch die
normierten Integrale der Emission (untere Reihe), dass die Fluoreszenz mit sinkenden pH-Wer-
ten bei allen Proben gravierend abnimmt, da der spektrale Ubetlapp des FRET-Systems durch
den halochromen Effekt der IAFG-Gruppe ansteigt (—06.1.4, Abbildung 6.21 (b), blau). Es ist
allerdings auch im basischen Bereich eine gewisse Abnahme der Emission zu beobachten, wobei
Quenchingprozesse durch defekte Polymerhillen eine mégliche Erklirung darstellen. Daher ist
die pH-Abhingigkeit der Emission der Proben mit PI-/-PEO-IAFG-Anteilen zwar insgesamt in
einem grofleren Mal3 auf den FRET zurtickzufiihren, jedoch nicht ausschlieBlich.

Die Fluoreszenzabklingkurven in Abbildung 6.31 zeigen ein deutlich beschleunigtes Abkling-
verhalten der QDQRs bei Erhéhung der Konzentration von PI-6-PEO-IAFG (von links nach
rechts), was auch hier auf die zunehmende Anzahl von FRET-Akzeptoren und den stets
vorliegenden geringen spektralen Uberlapp bereits bei hohen pH-Werten zuriickzufithren ist.
Erwartungsgemal3 ist das Zerfallsverhalten auch pH-responsiv, da der schaltbare Anteil der
Extinktion bei sinkenden pH-Werten zu einem gréBeren spektralen Ubetlapp und damit zu

einem erhohten FRET fuhrt.
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Abbildung 6.31: Aus den Fluoreszenzabklingkurven ist allgemein ein deutlich beschleunigtes Abklingverhalten der
QDQRs bei Erhohung der Akzeptorenanzahl bzw. Steigerung der Anteile an PI-4-PEO-IAFG (von links nach
rechts) zu erkennen. Aullerdem zeigt sich jeweils eine pH-abhingige Beschleunigung des Abklingverhaltens, da der
spektrale Uberlapp mit sinkenden pH-Werten zunimmt und dadurch der FRET erhéht wird.
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In Abbildung 6.32 werden die aus den Zerfallskurven (Abbildung 6.31) gewonnenen Fluores-
zenzabklingzeiten mit denen der Blindprobe verglichen. Wihrend sich bei der Blindprobe mit
PI-5-PEO-Mizellen ohne AFG (0 %) keine pH-Abhingigkeit im Zerfalls- bzw. Abklingverhalten
der QDQRs duBlert (lineare Anpassung, Steigung =<0), kann bei den Konstrukten mit
PI-/-PEO-IAFG-Anteilen von 25 %, 50 % und 100 % eine deutliche Korrelation zwischen
pH-Werten und Fluoreszenzabklingzeiten festgestellt werden, die kein lineares Verhalten zeigen,
sondern dem typischen Verlauf einer Titrationskurve folgen (hier Gber Boltzmann-Anpassung
der Abklingzeiten verdeutlicht). Der allgemeine Trend kurzerer Fluoreszenzabklingzeiten mit
zunehmender IAFG-Akzeptorenanzahl wird hier nochmal besonders deutlich. Der aus dem
geringen spektralen Uberlapp bei hohen pH-Werten resultierende FRET fiihrt bei pH 8,54
bereits zu einer Verkirzung der Fluoreszenzabklingzeiten der QDQRs von etwa 10 ns (0 %) auf
5,9 ns (25 %), 4,3 ns (50 %) und 1,5 ns (100 %). Im sauren Milieu bei pH 5,13 addiert sich der
pH-schaltbare Anteil des spektralen Uberlapps und fithrt zu einer Erhéhung des FRETSs und
damit verbunden zu Fluoreszenzabklingzeiten von 2,9 ns (25 %), 1,9 ns (50 %) und 0,55 ns

(100 %).
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Abbildung 6.32: Die Blindprobe (0 %) zeigt kein pH-abhingiges Abklingverhalten der QDQRs (lineare Anpassung,
Steigung =0 ns/pH). Fur die Konstrukte mit PI--PEO-IAFG-Anteilen (25 %, 50 %, 100 %) hingegen kann eine
deutliche Korrelation der Fluoreszenzabklingzeiten zur Verinderung des pH-Werts beobachtet werden, welche auf
den schaltbaren spektralen Uberlapp durch die IAFG und damit auf einen verindetlichen FRET zuriickgefiithrt
werden kann. Die Fluoreszenzabklingzeiten bei verschiedenen pH-Werten folgen dadurch dem typischen Verlauf
einer Titrationskurve (durch Boltzmann-Anpassung der Abklingzeiten verdeutlicht). Des Weiteren fihrt eine
steigende Akzeptoren-Anzahl durch Erhéhung der PI-4-PEO-IAFG-Anteile allgemein zu kiirzeren Abklingzeiten,
aufgrund des geringen spektralen Uberlapps von QDQR-Donor und TAFG-Akzeptor bereits bei hohen pH-Werten.
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Die Konstrukte, die mit 25 % und 50 % PI-6-PEO-IAFG hergestellt wurden, zeigen mit 3,0 ns
und 2,4 ns den groBten pH-schaltbaren Anteil der Fluoreszenzabklingzeiten und damit den
deutlichsten pH-responsiven FRET. Durch das Experiment im folgenden Abschnitt sollte eine
Verbesserung der Konstrukte hinsichtlich des pH-schaltbaren Anteils des FRETs mittels einer

geeigneteren PI-/-PEO-IAFG-Konzentration erreicht werden.

Im Gegensatz zur den normierten Integralen der Emission (Abbildung 6.30) ist in Abbildung
6.32 ausschlieBlich eine auf die Zunahme des spektralen Uberlapps zwischen QDQR-Donor und
IAFG-Akzeptor zurtiickzufiihrende pH-abhingige Verinderung des Abklingverhaltens zu beob-
achten. Eine Auswirkung der erhohten Quencherkonzentration bei hohen und niedrigen
pH-Werten ldsst sich nicht ablesen. Auch aus dem Vergleich der normierten Integrale der
Emission (Abbildung 6.28) und der Fluoreszenzabklingzeiten (Abbildung 6.29) der Blindprobe
wird dieser Unterschied deutlich. Fir die Detektion des FRETs scheint daher das
Abklingverhalten eine verldsslichere Aussagekraft zu besitzen. Die der Abnahme der Emission
sowie der Fluoreszenzabklingzeit zugrunde liegenden Loschprozesse durch den FRET und die

Quencher werden im Zuge der detaillierteren Untersuchung im niachsten Abschnitt erldutert.

6.2.2 EXPERIMENT B — DETAILLIERTE BETRACHTUNG UND LOSCHPROZESSE

Im vorangegangenen Abschnitt zeigten die QDQR-FRET-Sensoren mit 25 % (3 ns) und 50 %
(2,4 ns) PI--PEO-IAFG-Anteilen im Vergleich zu den Konstrukten mit 100 % (1 ns) einen
deutlich grofleren absoluten Betrag des pH-responsiven Abklingverhaltens. Um eine bessere
Aussage iiber einen geeigneten PI-s-PEO-IAFG-Anteil treffen zu kénnen, wurden in der zweiten
Verkapselungsreihe (Experiment B, —06.1.5, Tabelle 6.2) neben einer 0 % Blindprobe Anteile
von 25 % und 35 % gewihlt. Die 25 % PI-s-PEO-IAFG-Anteile wurden dabei aufgrund des
groBen absoluten pH-schaltbaren Anteils der Fluoreszenzabklingzeiten als Fixpunkt aus dem
vorangegangenen Experiment A abgeleitet. Nach erfolgreicher Darstellung wurden die hier
erhaltenen QDQR-PI-/-PEO-(IAFG)-Konstrukte zunichst erneut auf diese Verkirzung der
Fluoreszenzabklingzeiten durch einen pH-responsiven FRET hin untersucht. In Abbildung 6.33
sind die erhaltenen Abklingzeiten gegen die PI--PEO-IAFG-Anteile aufgetragen. Wie erwartet
kann die Blindprobe (0 %) erneut als konstant und somit nicht pH-abhingig angenommen
werden. In diesem Fall zeigt sich allerdings bei einem Anteil von 35 % PI-/-PEO-IAFG mit
3,7 ns die grofite absolute Verkurzung des Abklingverhaltens. Die mit einem Anteil von 25 %
PI-6-PEO-IAFG verkapselten QDQRs weisen hier nur noch eine pH-responsive Verinderung
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der Fluoreszenzabklingzeiten von 2,4 ns auf. Fir die erweiterten optischen Untersuchungen
wurde daher neben der Blindprobe das QDQR-FRET-System mit 35 % PI-)-PEO-IAFG-Anteil
gewihlt. Allgemein zeigt sich erneut bereits im Basischen eine deutliche Verkirzung der Fluo-
reszenzabklingzeiten aufgrund des FRETSs durch den auch im basischen auftretenden geringen

spektralen Ubetlapp.

<----% Verkirzung durch pH-responsiven FRET
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Abbildung 6.33: Fluoreszenzabklingverhalten von QDQR-PI-,-PEO-(IAFG)-Konstrukten im sauren (pH 5.13)
und basischen (pH 8,02) Milieu. Die Blindprobe, welche ausschlieBlich mit PI-s-PEO ohne IAFG-Funktion
verkapselt wurde, zeigt konstante Fluoreszenzabklingzeiten. Die Konstrukte mit 25 % und 35 % PI-0-PEO-IAFG
zeigen bereits im basischen (geringer spektraler Uberlapp) und deutlicher im sauren Milieu (pH-schaltbarer spektraler
Ubetlapp) eine auf einen FRET zuriickzufiihrende Verkiirzung der Fluoreszenzabklingzeiten. Den mit 3,7 ns absolut
groBten pH-schaltbaren Anteil des Abklingverhaltens zeigt die Probe mit 35 % PI-4-PEO-IAFG-Anteil.

Um die Unterschiede der Fluoreszenzabklingzeiten, bezichungsweise des pH-schaltbaren Anteils
(3,0 ns (A) zu 2,4 ns (B)) zwischen den QDQR-FRET-Systemen mit einem Anteil von jeweils
25 % PI-6-PEO-IAFG aus den Experimenten A und B erkliren zu kénnen, miissen mehrere
Aspekte bertcksichtigt werden. Zunichst sei an dieser Stelle auf die unterschiedlichen Puf-
fer-Losungen (pH 8,02 B anstatt pH 8,54 A) hingewiesen, wobei in diesem pH-Bereich jedoch
keine Anderung des spektralen Uberlapps mehr zu erwarten ist (siche Abbildung 6.34 rechts).
Andere Uberlegungen betreffen eher eine allgemeine Vergleichbarkeit der erhaltenen Fluo-
reszenzabklingzeiten. Eine mogliche Erklarung fiir Abweichungen zwischen Partikelldsungen, die
aus der gleichen QDQR-Stammlosung hergestellt wurden, koénnen aus dem Phasen-
transferprozess resultierende abweichende optische Eigenschaften sein. Allgemein koénnen die
Fluoreszenzquantenausbeute und insbesondere die Fluoreszenzlebenszeit durch die in dieser

Arbeit angewandte Verkapselungsmethode zwar gut aufrechterhalten werden, dennoch kommt es
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hier 2zu geringen Variationen zwischen den verkapselten QDQR-Chargen bzw.
Verkapselungsrethen. Diesen Variationen liegt vermutlich THF-basiertes Quenching der Partikel
und eine geringe jedoch schwankende Anzahl von Partikelclustern, bei denen mehrere QDQRs
in einer Mizelle verkapselt sind, zugrunde, die einen Einfluss auf die mittlere Abklingzeit des
gesamten Partikelensembles haben kénnen. Die Untersuchung des Fluoreszenzabklingverhaltens
verschiedener verkapselter QDQR-Chargen kann daher teils etwas abweichende Fluoreszenz-
abklingzeiten liefern. Solche Abweichungen werden nicht bei wiederholten Messungen von ein
und derselben Partikell6sung innerhalb weniger Stunden beobachtet, was ein weiteres Indiz dafir

ist, die Hauptursache hier dem Verkapselungsprozess zuzuschreiben.

Die folgende Abbildung 6.34 zeigt die normierte Extinktion sowohl der Blindprobe (0 %, links)
als auch des QDQR-FRET-Systems mit 35 % PI-/-PEO-IAFG-Anteil (rechts). Aus dem Spek-
trum der Blindprobe ist das erste Absorptionsmaximum der QDQRs bei etwa 518 nm analog zu
Experiment A (—06.2.1, Abbildung 6.27, links) erneut gut zu erkennen. Ansonsten ist dem
Spektrum kein pH-abhingiges Verhalten der Extinktion zu entnehmen. Im Gegensatz dazu
zeigen sich beim Spektrum der Konstrukte mit 35 % PI-/-PEO-IAFG-Anteil eine klare pH-Ab-
hingigkeit der Extinktion und deutlich differenzierbare Absorptionsbanden auch bei kleineren

pH-Verinderungen.
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Abbildung 6.34: Normierte Extinktion der Blindprobe (0 %, links) und des QDQR-FRET-Systems mit 35 %
PI--PEO-IAFG-Anteil (rechts). Aus dem Spektrum der Blindprobe ist das erste Absorptionsmaximum der QDQRs
bei circa 518 nm zu entnehmen und ansonsten keine pH-Abhingigkeit der Extinktion zu beobachten. Das Spektrum
des QDQR-FRET-Systems zeigt unverkennbar eine pH-abhingige Extinktion mit gut differenzierbaren Absorp-
tionsbanden auch bei kleineren pH-Schritten.
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Aus der Auftragung der normierten Extinktionen der FRET-Konstrukte bei 541 nm (Emissions-
maximum der QDQRs, Abbildung 6.35) wird hier iiber den Wendepunkt einer Boltzmann-
Anpassung ein Umschlagspunkt von pH 5,50 erhalten, der deutlich vom Wert (pH 7,10,
Abbildung 6.23) des aus den leeren Mizellen bestimmten Umschlagspunkts abweicht. Daher sind
auch fir das pH-abhingige Quenching der Emission als auch der Fluoreszenzabklingzeiten durch
den FRET bzw. das Anwachsen des spektralen Uberlapps zwischen QDQR-Donor und IAFG-

Akzeptor niedrigere Umschlagspunkte zu erwarten.

— Boltzmann-Anpassung
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Abbildung 6.35: Auftragung der normierten Extinktion der FRET-Konstrukte mit 35 % PI-4-PEO-IAFG-Anteil
gegen die jeweiligen pH-Werte der verwendeten Pufferlésungen. Aus dem Wendepunkt einer Boltzmann-Anpassung
kann hier der Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt) bei pH 5,50 bestimmt werden.

Die Untersuchung der Emission in Abbildung 6.36 zeigt fir die Blindprobe (0 %, oben links) ein
etwas stirker pH-anhingiges Verhalten als es fir das Pendant aus Experiment A (—06.2.1,
Abbildung 6.27, rechts) gemessen wurde, was auf einen geringeren Schutz vor Quenchern durch
die Polymerhiille zurtickzufithren ist. Wie bereits in diesem Abschnitt beschrieben, kann es durch
den Phasentransferprozess zu Variationen bei den optischen Figenschaften kommen. FEin
moglicher Erklirungsansatz kénnten hier Ablagerungen in der lamellaren Mischstruktur sein,
welche keine absolute Reproduzierbarkeit des Misch- bzw. Einspritzvorgangs erlauben und damit
zu einer schwankenden Anzahl intakter QDQR-beladener Mizellen fithren wirden. Aus der
Emulsionspolymerisation wiirden somit final Konstrukte mit einer abweichenden Hillendichte

resultieren. Die normierten Integrale der Emission (unten links) verdeutlichen das Quenching,
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was anscheinend einem linearen Zusammenhang zwischen pH-Wert und Emission folgt und

welches hier stirker ausfillt als in Experiment A (—6.2.1, Abbildung 6.28, links).
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Abbildung 6.36: Emission (a.u.) der Blindprobe (0 %, oben links) und der FRET-Konstrukte (oben rechts) mit
35 % PI-s-PEO-IAFG-Anteilen sowie die normierten Integrale der Emission dieser beiden Proben (unten). Die
Blindprobe zeigt bereits eine pH-Abhingigkeit der Extinktion, welche jedoch geringer ausfillt als die des
FRET-Systems und bei genauerer Betrachtung durch die normierten Integrale der Emission niherungsweise einer
linearen Anpassung folgt (unten links). Dies belegt eine bestimmte Durchlissigkeit der Polymerhulle fir Quencher.
Bei den FRET-Konstrukten kann allgemein eine deutliche Abnahme der Emission im Vergleich zur Blindprobe
durch den bereits im Basischen vorliegenden geringen spektralen Uberlapp beobachtet werden. Zudem ist auch ein
sehr viel stirker pH-responsives Verhalten besonders durch die normierten Integrale der Emission (unten rechts) zu
beobachten. Die gemessenen Werte folgen hier einer Boltzmann-Anpassung, wobei ein Umschlagspunkt von
pH 6,62 aus dem Wendepunkt erhalten wird.

Die Emission des QDQR-FRET-Systems mit 35 % PI-5-PEO-IAFG Anteil (oben rechts) zeigt
ein dhnliches Verhalten wie die Konstrukte aus Experiment A (—6.2.1, Abbildung 6.30, mittlere

Reihe). Zum einen ist erneut eine allgemein starke Abnahme der Emission gegeniiber der
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Blindprobe durch den bereits im Basischen vorliegenden geringen spektralen Uberlapp zwischen
QDQR-Donor und IAFG-Akzeptor zu beobachten und zum anderen zeigt sich eine stark
ausgeprigte pH-Abhingigkeit. Diese wird durch die normierten Integrale der Emissionsspektren
(unten rechts) besonders hervorgehoben, wobei hier im Gegensatz zur Blindprobe die
gemessenen Werte einer Boltzmann-Anpassung folgen und die Emissionen bei den jeweiligen
pH-Werten besser voneinander zu unterscheiden sind. Das deutlich pH-responsivere Verhalten
der Emission ist hier auf den zunehmenden FRET mit sinkenden pH-Werten durch den
anwachsenden spektralen Uberlapp zuriickzufithren. Dieser und sonstige Quenchingprozesse
werden im vorliegenden Abschnitt spiter ausfihrlicher diskutiert (Abbildung 6.39, Abbildung
6.40). Aus dem Wendepunkt der Boltzmann-Anpassung ergibt sich ein Umschlagspunkt bei
pH 6,62. Dieser weicht zwar vom ermittelten Wert (pH 7,10, Abbildung 6.23) fur die leeren
Mizellen ab, zeigt jedoch eine signifikante Verschiebung in Richtung des physiologisch relevanten
Bereichs (=pH 7-7,4) gegeniiber dem aus der Extinktion bei 541 nm bestimmten Wert (pH 5,50,
Abbildung 6.35).

Das QDQR-FRET-System mit 35 % PI-/-PEO-IAFG-Anteil wurde auch hinsichtlich seiner
Fluoreszenzstabilitit untersucht, wobei die Emission der Proben aus Abbildung 6.36 rechts nach
2h erneut gemessen wurde. In Abbildung 6.37 werden die (nicht-normierten) Integrale der
Emission der beiden Messreihen in einem Spektrum dargestellt. Dabei zeigt sich, dass die
Emissionen der Proben direkt nach Injektion (blau) und nach 2 h (rot) fiir simtliche pH-Werte
nahezu identisch sind. Es lassen sich lediglich marginale Abweichungen beobachten, welche
jedoch zu gering ausfallen, um eine Diskussionsgrundlage zu bieten. Allgemein kann hier von
zeitlich stabiler Fluoreszenz der Proben ausgegangen werden, weshalb sich die Léschprozesse
unmittelbar bei der Injektion zu ereignen scheinen. Neben der Fluoreszenzloschung durch den
FRET, wodurch die Auftragung der Integrale der Emission gegen den pH-Wert erneut einer
Boltzmann-Anpassung folgen, wirkt sich daher der Einfluss einer erhéhten Quencher-
konzentration anscheinend ebenfalls direkt bei Injektion auf die Konstrukte aus. Die fiir
Abbildung 6.36 diskutierte abweichende Hillendichte der Konstrukte kann hier erneut eine
mogliche Erklirung liefern. Durch Injektion der verkapselten QDQRs in die jeweilige pH-Puf-
ferlosung geraten die Partikel in ein Umfeld mit schlagartig ansteigender Protonenkonzentration,
wodurch die Fluoreszenz gerade solcher Konstrukte mit einer erhShten Durchlissigkeit der
Polymerhulle pH-abhingig direkt geloscht wird. Daher sind nach 2h keine weiteren
Verinderungen der Emission zu beobachten. Aus den Boltzmann-Anpassungen ergeben sich

Umschlagspunkte von pH 6,60 (nach Injektion) und pH 6,62 (nach 2 h), welche aufgrund von

82



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Messfehlern als gleich angesehen werden kénnen und somit ebenfalls fiir die Fluoreszenzstabilitdt

des Systems sprechen.

Boltzmann-Anpassung (nach Injektion, nach 2 h)

6
10 pH 6,60/pH 6,62)

4x10°1
3x10%
3x10°

B nach Injektion

Integrale der Emission [a.u. x nm]

6
2x101 : nach 2 h
2x10"; :
1x10°1 E
5x107 :
0 L
5 6 7 8 9

pH-Wert

Abbildung 6.37: Integrale der Emission des QDQR-FRET-Systems mit 35 % PI-/-PEO-IAFG-Anteil unmittelbar
nach Injektion in die jeweiligen Pufferlésungen (blau) und nach 2h (rot). Es sind nur marginale Abweichungen
zwischen den Messreihen zu erkennen, weshalb die Emission hier als stabil angenommen werden kann. Sowohl das
Quenching durch den pH-abhingigen FRET als auch durch die erhdhte Protonenkonzentration bei sinkenden
pH-Werten scheinen sich daher direkt nach Injektion zu ereignen.

Die aus den Zerfallskurven gewonnenen Fluoreszenzabklingzeiten der Blindprobe (0 %) sowie
der Konstrukte mit 35 % PI-4-PEO-IAFG-Anteil werden in Abbildung 6.38 gegen unter-
schiedliche pH-Werte aufgetragen. Dabei werden zusitzlich die Abklingzeiten der zweiten
Messreihe die zwei Stunden nach Injektion durchgefithrt wurde dargestellt. Allgemein zeigen sich
hier etwas lingere Fluoreszenzabklingzeiten, als im Vorversuch zu Beginn dieses Abschnitts
(Abbildung 6.33) oder beim vorangegangenen Experiment A (—06.2.1, Abbildung 6.32). Der
wesentliche experimentelle Unterschied waren hier die lingeren Detektionszeiten, wodurch
jeweils eine groBere Anzahl von Ereignissen detektiert wurde. Dies hat neben den zu Beginn
dieses Abschnitts diskutierten Ursachen fiir abweichende Abklingzeiten einen Einfluss auf die
resultierenden Zerfallskurven und kann damit eine Auswirkung auf die biexponentiellen Anpas-
sungen haben.

Die Blindprobe zeigt analog zu Experiment A (—6.2.1, Abbildung 6.32) bei beiden Messreihen
stabile Fluoreszenzabklingzeiten die jeweils einer linearen Anpassung folgen, welche mit
0,1 ns/pH nach Injektion und -0,07 ns/pH nach 2 h zu vernachlissigende Steigungen besitzen.
Somit ist kein Loschvorgang der Fluoreszenzabklingzeiten der Blindprobe durch Erhéhung

der Quencher- bzw. Protonenkonzentration nachzuweisen. Der direkte Vergleich der beiden
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Blindproben-Messreihen zeigt auch untereinander keine signifikanten Andetungen des Abkling-

verhaltens.

Lineare Anpassung — Boltzmann-Anpassung

nach Injektion nach 2 h

pH 4,68

[ ]
[ ]
12|02 oo—eogte >3 *° o pH 504 12]0—8"0fe8ey o o ©
_ ..0% e pH531 _ m
& 107 ® pH 556 210 .
g gl ® pH59 T gl
‘20 pH 6,44 ® pHG,10 E‘O pH 6,56
= | e pHG28 = g :
R : ® pHG4AT S !
g 4 | m ® pHGG6T & 4 | m
: EX0 I : : (35%)
5 2 5 24
! ® pH3B02 I
0 CH— 04— — L : :
5 6 7 8 9 @ pHB854 5 6 7 8 9
pH-Wert pH-Wert

Abbildung 6.38: Die Fluoreszenzabklingzeiten der Blindprobe (0 %) zeigen weder direkt nach Injektion noch nach
2h eine pH-Abhingigkeit, wobei die Steigung der jeweiligen linearen Anpassung marginal ist und als =0 ns/pH
angenommen werden kann. Des Weiteren sind keine signifikanten Unterschiede der Fluoreszenzabklingzeiten nach
Injektion und nach 2h zu beobachten. Fiir die FRET-Konstrukte mit 35 % PI-»-PEO-IAFG-Anteil zeigt sich
grundsitzlich eine starke Verkirzung der Fluoreszenzabklingzeiten gegeniiber der Blindprobe, welche auf den
geringen spektralen Uberlapp zwischen QDQR-Donor und IAFG-Akzeptor bei hohen pH-Werten und dem daraus
resultierenden FRET zurtickzufihren ist. Darlber hinaus kann eine deutliche pH-responsive Verkiirzung der
Fluoreszenzabklingzeiten, die jeweils einer Boltzmann-Anpassung folgen, durch den pH-schaltbaren spektralen
Uberlapp und der daraus resultierenden erhéhten FRET-Effizienz beobachtet werden. Der Vergleich der
Abklingzeiten unmittelbar nach Injektion und nach 2 h zeigt auch fiir die FRET-Konstrukte keine signifikanten
Unterschiede, was durch die Umschlagspunkte aus den Wendepunkten der Boltzmann-Anpassung mit pH 6,44
(nach Injektion) und pH 6,56 (nach 2 h) bestitigt wird.

Fir die Konstrukte mit 35 % PI-4-PEO-IAFG-Anteil wird hier allgemein eine starke Verkirzung
der Fluoreszenzabklingzeiten gegeniiber der Blindprobe durch den bereits im Basischen
vorliegenden spektralen Uberlapp zwischen QDQR-Donor und IAFG-Akzeptor beobachtet
(—6.1.4, Abbildung 6.21 (b), rot). Dartber hinaus bewirkt der halochrome Effekt der IAFG
erneut eine ausgeprigte pH-Responsivitit des FRETSs, was sich in deutlich verkiirzten
Abklingzeiten bei héheren Protonenkonzentrationen widerspiegelt und bereits in Experiment A
(—6.2.1, Abbildung 6.32) und auch am Anfang dieses Abschnitts beobachtet wurde (Abbildung
6.33). Die Fluoreszenzabklingzeiten in Abhingigkeit vom pH-Wert folgen dabei einer
Boltzmann-Anpassung und zeigen auch hier keine Anderung nach 2 h. Dies lisst darauf
schlieBen, dass der Loschprozess durch den pH-schaltbaren FRET aufgrund des anwachsenden
spektralen Uberlapps (—6.1.4, Abbildung 6.21 (b), blau) bei erhohter Protonenkonzentration
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direkt nach Injektion stattfindet. Die aus den Boltzmann-Anpassungen erhaltenen Umschlags-
punkte bekriftigen diese Annahme. Hier wurden fiir die Messreithen direkt nach Injektion und
nach 2h Umschlagspunkte von pH 6,44 und pH 6,56 ermittelt, welche unter Berticksichtigung
gewisser Messfehler als nahezu gleich angesehen werden kénnen. Des Weiteren decken sich die
Umschlagspunkte gut mit dem aus den Integralen der Emission bestimmten Wert von pH 6,62
(Abbildung 6.36, unten rechts) und zeigen damit eine vergleichbare Verschiebung Richtung
physiologisch relevanten Bereich gegentber dem anfinglich aus der Extinktion bei 541 nm

bestimmten Wert von pH 5,50 (Abbildung 6.35).

Um Loschprozesse zu differenzieren, kénnen Stern-Vollmer-Auftragungen der Fluoreszenz
(Emission) und der Fluoreszenzabklingzeit herangezogen werden. Diese erlauben eine Aussage
tber den jeweils vorliegenden Quenchingvorgang (—4.1.4). In Abbildung 6.39 wird solch eine
Auftragung fur die Blindprobe (0 %) dargestellt. Die Fluoreszenz (Integrale der Emission) bei der
geringsten Quencher- bzw. Protonenkonzentration (héchster pH-Wert) wird dabei als Fyy gesetzt,
durch die Fluoreszenz F bei den jeweiligen pH-Werten geteilt und der erhaltene Quotient
(aquamarin) gegen die Protonenkonzentration cy+ aufgetragen. Zusitzlich wird die Fluoreszenz-
abklingzeit beim héchsten pH-Wert und damit verbunden geringsten spektralen Uberlapp als T
angenommen und wiederum durch die Fluoreszenzabklingzeit T bei den jeweiligen pH-Werten
geteilt. Der resultierende Quotient (rot) wird ebenfalls gegen cy+ aufgetragen. Die Quencher-
konzentrationen cy+ werden durch die pH-Werte der Pufferlésungen reprisentiert, weshalb hier
eine logarithmische (dekadisch) Skalierung der Protonenkonzentration gewahlt wurde, im
Gegensatz zu der fiir eine Stern-Vollmer-Auftragung tblichen linearen Quencher-Skala. Bereits

die Auftragung der normierten Integrale der Emission gegen den pH-Wert (Abbildung 6.36,
unten links) zeigte fir die Blindprobe eine lineare Abhingigkeit. In diesem Fall kann fur % gegen

die logarithmische Protonenkonzentration erneut ein Quenchingverhalten beobachtet werden,
welches einer linearen Anpassung (aquamarin) mit positiver Steigung folgt. Die Fluoreszenz-

abklingzeiten der Blindprobe konnten in Abbildung 6.38 bereits als konstant angesehen werden,

weshalb die Auftragung von ?0 gegen die logarithmische Quencherkonzentration hier wie zu

~

erwarten einer linearen Anpassung (rot) folgt, deren Steigung als = 0 L - mol' angenommen
werden kann. Insgesamt zeigt die Blindprobe damit nach Stern-Vollmer statisches Quenching
(—4.1.4, Abbildung 4.8), welches auf Komplexierung bzw. dauerhaftes Loschen der Fluoreszenz
eines bestimmten Teils des QDQR-Gesamtensembles zuriickzuftihren ist. Die Fluo-
reszenzabklingzeit bleibt, wie auch hier zu beobachten, bei statischem Quenching unverindert, da

keine dynamischen Léschprozesse stattfinden.

85



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Lineare Anpassung

1,51

>

1,41

>

To
T

/

1,31

121

11

o]t ATE TR

1E-8 1E7 1E-6 1E-5
¢, [mol/1]

Abbildung 6.39: Stern-Vollmer-Auftragung fiir die Blindprobe mit 0 % PI-6-PEO-IAFG-Anteil mit logarithmischer
Skalierung der Quencherkonzentration €y+. Fir das Loschverhalten der Fluoreszenz (Integrale der Emission) kann

F Ly . . .
durch Auftragung von 70 gegen Cy+ (aquamarin) ein Anstieg beobachtet werden, der einer linearen Anpassung

(aquamarin) folgt. Die Auftragung von 170 gegen Cy+ (rot) zeigt fir die Fluoreszenzabklingzeit keine signifikante

Anderung bei verschiedenen Quencherkonzentrationen, weshalb die Quotienten einer lineare Anpassung (rot)
folgen, deren Steigung als = 0 L - mol! angenommen werden kann. Insgesamt entsprechen die Auftragungen damit
dem Loéschverhalten von statischem Quenching.

In Abbildung 6.40 werden Stern-Vollmer-Auftragungen fiir das QDQR-FRET-System mit 35 %
PI-5-PEO-IAFG-Anteil dargestellt. Dabei werden auf der linken Seite % und TTO analog zur

vorangegangenen Diskussion des Loschverhaltens der Blindprobe gegen die Quencherkonzen-
tration cy+ mit logarithmischer (dekadisch) Skalierung aufgetragen. Ab einer Protonenkonzen-
tration von 8,91 - 10° mol/L (pH 7,05) lisst sich hier eine deutliche Steigerung des Lésch-
verhaltens sowohl der Fluoreszenz als auch der Fluoreszenzabklingzeit beobachten. Die Ursache
hierfiir ist der pH-schaltbare Anteil des spektralen Ubetlapps zwischen QDQR-Donor und
TAFG-Akzeptor und die daraus resultierende Zunahme der FRET-Effizienz. Aus Abbildung 6.34
(rechts) geht hervor, dass gerade ab pH 7,05 eine signifikante Zunahme der Extinktion der
FRET-Konstrukte mit sinkenden pH-Werten beginnt. Etwa in diesem Bereich kann hier fiir die
Fluoreszenz eine exponentielle und fiir die Fluoreszenzabklingzeit eine lineare Zunahme des
Loschverhaltens beobachtet werden, was nach Stern-Vollmer auf gemischtes Quenching
(—4.1.4, Abbildung 4.9) hinweist. Da es sich beim Forster-Resonanzenergietransfer um einen
dynamischen Quenchingprozess (—4.1.4, Abbildung 4.7, —4.1.5) handelt und hier wie bei der

Blindprobe zusitzlich von statischem Quenching ausgegangen werden muss, entspricht das
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beobachtete Loschverhalten den Erwartungen. Die Auftragung von % und T?O gegen die optische

Dichte (OD) bei 504 nm (A, von PI--PEO-IAFG) auf der rechten Seite unterstiitzt diese

max(s)
Annahme. Dabei zeigt das Loschverhalten der Fluoreszenzintensitit eine exponentielle Zunahme
wihrend fur die Fluoreszenzabklingzeiten ein linearer Trend erkennbar ist. Die Zunahme der
OD basiert einzig auf dem halochromen Effekt der IAFG, weshalb sich Datenpunkte fiir
basische pH-Werte iberlagern, da hier noch keine bathochrome Verschiebung auftritt
(Abbildung 6.34, rechts, pH-Werte: 8,54; 8,02; 7,44), die zu einem FRET-basierten Quenching

fuhrt.

Exponentielle Anpassung

Lineare Anpassung
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Abbildung 6.40: Stern-Vollmer-Auftragungen fir das QDQR-FRET-System mit 35 % PI-4-PEO-IAFG-Anteil
gegen die Quencherkonzentration ¢y+ (links, logarithmische Skalierung) und die optische Dichte bei 504 nm (rechts,
504 nm = Amax) von PI-0-PEO-IAFG). Die Auftragung von FFO und T?o gegen Cy+ zeigt ab 8,91 - 108 mol/L
(pH 7,05) einen deutlichen Anstieg des Léschverhaltens sowohl der Fluoreszenz als auch der Fluoreszenzabklingzeit.
Durch zunehmende Protonenkonzentration und damit einhergehend den halochromen Effekt der IAFG erfihrt der
spektrale Uberlapp zwischen QDQR-Donor und TAFG-Akzeptor einen Zuwachs, welcher die FRET-Effizienz
steigert. Da beim FRET ein dynamischer Quenchingprozess vorliegt, ergibt sich mit dem statischen Quenching,
welches fiir die Blindprobe gezeigt wurde und hier ebenfalls angenommen werden kann, insgesamt ein gemischtes

. . Fo To . . s . .
Quenching. Die Auftragung von F und - gegen die OD bei 504 nm bekriftigt diese Vermutung, da hier das

Loschverhalten der Fluoreszenz einer exponentiellen Anpassung folgt und die Fluoreszenzabklingzeit eine gute
Ubereinstimmung mit einer linearen Anpassung zeigt.

In diesem Abschnitt konnten aus Experiment B (—6.1.5, Tabelle 6.2) durch direkten Vergleich
von Konstrukten mit 25 % und 35 % PI-s-PEO-IAFG-Anteil (Abbildung 6.33) nochmals
effizientere QDQR-FRET-Sensoren als im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden. Der

deutlich groéBere pH-schaltbare Anteil der Fluoreszenzabklingzeit der Konstrukte mit 35 %
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(3,7 ns) im Vergleich zu den Konstrukten mit 25 % PI-4-PEO-IAFG-Anteil (2,4 ns) ermoglicht
eine bessere Differenzierung von dicht beieinander liegenden pH-Werten. Diese effizienteren
FRET-Sensoren wurden anschlieBend detaillierter auf ihre optischen Eigenschaften hin unter-
sucht. Die abschlieSende Aufklirung des Loschverhaltens durch die Stern-Vollmer-Auftragungen
konnte wie erwartet statisches Quenching fir die Blindprobe und gemischtes Quenching fir die
QDQR-FRET-Konstrukte zeigen. Damit konnte hier nochmals verdeutlicht werden, dass die
Beschreibung des FRETs tber die Fluoreszenzabklingzeiten priziser ist, da sich statisches
Quenching, welches stets zu einem gewissen Teil vorliegt, nur auf die Fluoreszenzintensitit

(Emission) jedoch nicht auf das Abklingverhalten auswirkt.

Der FRET-Abstand der votliegenden Konstrukte wird hauptsichlich von der BlockgréBe/-linge
des hydrophoben PI-Blocks bestimmt (—06.1.4, Abbildung 6.18), welche somit einen
empfindlichen Einfluss auf die Energietransfereffizienz (—4.1.5, Abbildung 4.10) des FRET-Sys-
tems besitzen kann. Im folgenden Abschnitt wird dieser Einfluss nidher untersucht. Dariiber
hinaus werden die Ergebnisse eines ersten physiologischen in vitro Zellexperiments unter Ver-

wendung der QDQR-FRET-Sensoren diskutiert.

6.2.3 EXPERIMENT C — ABSTANDSVARIATION UND /N-VITRO-ZELLAUFNAHME

In Experiment C (—06.1.5, Tabelle 6.2) wurden fiir den Phasentransfer der QDQRs zwei
unterschiedlich groB3e PI--PEO-IAFG)s eingesetzt. Dabei wurde neben dem bereits fir die
Experimente A und B gewihlten PI-»-PEO-TAFG) mit 5400 g/mol das erheblich groBere
PI-»-PEO-(IAFG) mit 8400 g/mol verwendet. Grundsitzlich wird nach Phasentransfer der
maligebliche Anteil des Forster-Radius zwischen QDQR-Donor und IAFG-Akzeptor aus der
Konturlinge (—06.1.4, Abbildung 6.18) des PI-Blocks im Mizellverband gebildet. Aufgrund des
gravierenden Einflusses des Forster-Radius auf die Energietransfereffizienz (—4.1.5, Abbildung
4.10) wurde daher bei einer Verdopplung der BlockgroBe/-linge des PI-Blocks von 1300 g/mol
auf 2600 g/mol ein drastisch abgeschwichtes dynamisches Quenching durch den FRET und
damit verbunden ein deutlich geringerer FEinfluss auf das Abklingverhalten erwartet. In
Abbildung 6.41 werden die aus den Zerfallskurven gewonnenen Fluoreszenzabklingzeiten gegen
die jeweiligen pH-Werte der Proben aufgetragen. Allgemein zeigt sich eine stirkere Streuung der
Messwerte im Vergleich zu den Auftragungen der Experimente A und B (Abbildung 6.32,
Abbildung 6.38), wobei hier Priparationsfehler eine mogliche Erklirung wiren. Davon abge-
sechen, kann erneut eine generelle Abnahme der Fluoreszenzabklingzeiten gegeniiber der

Blindprobe (0 %) mit steigendem Anteil an PI-5-PEO-IAFG (30 %, 50 %) fir beide PI-5-PEOs
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(5400 g/mol (rot) & 8400 g/mol (schwarz)) beobachtet werden, welche auf den beteits im
Basischen vorliegenden geringen spektralen Uberlapp und dem daraus resultierenden FRET
zurickzufthren ist. Des Weiteren ist ebenfalls ein pH-schaltbares Abklingverhalten durch den
halochromen Effekt der IAFG und der damit verbundenen Erhéhung des FRETSs fiir beide
Polymere bei PI-4-PEO-IAFG-Anteilen von 30 % und 50 % zu erkennen, wobei diese pH-Res-
ponsivitit fur das PI-s-PEO-IAFG) mit 8400 g/mol geringer ausfillt.
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Abbildung 6.41: Fluoreszenzabklingzeiten der Konstrukte aus Experiment C mit PI-»-PEO 5400 g/mol und
8400 g/mol und PI-4-PEO-IAFG-Anteilen von 0 %, 30 % und 50 %. Insgesamt kann ein deutlich verkirztes
Abklingverhalten mit steigenden PI-s-PEO-IAFG-Anteilen gegeniiber der Blindprobe beobachtet werde, welches
auf einen geringen spektralen Uberlapp bzw. FRET bereits im Basischen zuriickzufithren ist. Dariiber hinaus ist ein
pH-schaltbarer Anteil der Fluoreszenzabklingzeiten fir die Konstrukte mit PI-»-PEO-IAFG-Anteilen zu
beobachten, welcher aus dem halochromen Effekt der IAFG und damit verbunden dem gréBeren FRET bei
héheren Protonenkonzentrationen hervorgeht. Dieses pH-responsive Verhalten fillt beim PI-5-PEO mit
8400 g/mol schwicher aus. Die Konstrukte mit dem gréBeren PI-6-PEO-IAFG) (8400 g/mol) zeigen allgemein
keine gravierende Verinderung im Abklingverhalten, obwohl hier eine Verdoppelung der hydrophoben PI-Blécke
vorliegt, welche einen deutlichen Einfluss auf den Forster-Radius haben kénnten und dadurch zu einem erheblich
abgeschwichten FRET fiihren wiirden.

Wie eingangs erwihnt, liegt das Hauptaugenmerk dieser Untersuchung auf der Variation des
Forster-Radius durch die PI-Blocklinge und damit verbunden mit einer deutlichen Abschwich-
ung des FRETSs. Diese deutliche Abnahme kann hier jedoch nicht beobachtet werden, auch wenn
der Auftragung eine gewisse Tendenz hin zu kiirzeren Fluoreszenzabklingzeiten beim kleineren
PI-»-PEO-(IAFG) (5400 g/mol, 30 %, 50 %) entnommen werden kann. Ein denkbarer
Erklirungsansatz fir dieses im ersten Moment unerwartete Phinomen wire ein deutlich

gesteigertes Kontraktionsverhalten der PI-Blocke bei zunehmender GréBe. Kirzlich konnten
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Koll ¢z al™ zeigen, dass selbst erheblich gréBere PB-Blocke beim amphiphilen PB-4-PEO nicht
zu einer signifikanten Vergroflerung des aus einem Phasentransfer in Wasser resultierenden
hydrophoben Mizellkerns fithren. Die Molmassen der in dieser Studie verwendeten PB-/-PEOs
sind mit denen der PI-4-PEOs in der vorliegenden Arbeit vergleichbar. Da PB-4-PEO dartiber
hinaus dem hier verwendeten PI-5-PEO strukturell sehr dhnlich ist, kann von vergleichbarem
Aggregationsverhalten und von dhnlichen Uberstrukturen ausgegangen werden. Daher fiihrt die
Verdoppelung der PI-BlockgroBle hier vermutlich ebenfalls nicht zu signifikant gro3eren
hydrophoben Mizellkernen. Aus konstanten oder nur marginal verinderten MizellkerngréBen
von PI-4-PEO folgt somit auch keine deutliche Verdnderung des Forster-Radius zwischen dem

QDQR-Donor und dem an der Oberfliche des Mizellkerns lokalisierten IAFG-Akzeptor.

Um eine erste in vitro Anwendung der in dieser Arbeit dargestellten QDQR-FRET-Sensoren zu
demonstrieren, wurden die Konstrukte mit dem kleineren PI-s-PEO-(IAFG) (5400 g/mol,
Experiment C) gewihlt. Dazu wurden Ba/F3 Suspensionszellen mit den Partikellosungen mit
unterschiedlichen Anteilen an PI-0-PEO-IAFG (0 %, 30 %, 50 %) inkubiert (—8.4.12), wobei
hier von einer unspezifischen Aufnahme (Endozytose) der Konstrukte ausgegangen werden
kann. Nach Fixieren mit Formalin wurden die Zellen mittels konfokaler Fluoreszenzlebens-
dauermikroskopie untersucht. Bei den Messungen wird der Fokus so variiert, dass schrittweise
Aufnahmen vom Substrat bis zum hochstgelegenen Punkt der Zelle bzw. Zelloberfliche erhalten
werden. Die in Abbildung 6.42 dargestellten Aufnahmen reprisentieren einen Fokus von 60 %
(Hohe) in der vertikalen Achse und somit das Fluoreszenzabklingverhalten aus dem Inneren der
Zellen. Die mittleren Fluoreszenzabklingzeiten wurden nach einem anderen Verfahren bestimmt,
was jeweils die Halfte der Flichen unter den Zerfallskurven als Fixpunkt ansetzt und daher nicht
direkt mit den in dieser Arbeit ermittelten Abklingzeiten vergleichbar ist.” Dariiber hinaus wurde
die Farbgebung anschlieBend angepasst, um einen moglichst hohen Kontrast zwischen der
Autofluoreszenz der Zelle und den Nanopartikeln zu erreichen. Dadurch kénnen Unterschiede

im Abklingverhalten der dargestellten Zellaufnahmen verdeutlicht werden.

Die roten Bereiche mit etwa 3 ns Fluoreszenzabklingzeit ergeben sich aus der Autofluoreszenz
der Zelle (links, Zelle ohne Partikel) und simtliche tibrigen farbigen Bereiche (gelb bis griin) aus
der Fluoreszenz der QDQRs. Allgemein kann eine Aufnahme der QDQR-Konstrukte in die
Zellen gezeigt werden, wobei fiir die Konstrukte ohne IAFG (0 %) eine breite Verteilung tber
die Zellkompartimente zu beobachten ist. Im Gegensatz dazu sind bei den Zellen mit QDQR-
FRET-Sensoren (30 %, 50 %) nur in bestimmten Kompartimenten gelbe bis gelb-griine

Firbungen zu erkennen, die auf QDQRs mit entsprechend lingeren Abklingzeiten als die
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Autofluoreszenz der Zelle zuriickzufihren sind. Diese Beobachtung konnte auf den
pH-schaltbaren FRET in bestimmten ,sauren” oder Protonen-reicheren Zellkompartimenten
hinweisen, wie etwa im Inneren der Endosomen, wobei die Konstrukte unter Verkirzung der
Abklingzeiten zur Rotfirbung beitragen wiirden. Damit wire prinzipiell der Beleg einer
physiologischen Anwendbarkeit der in dieser Arbeit dargestellten QDQR-FRET-Sensoren
erbracht. Allerdings muss hier auch die Uberlagerung der Abklingzeiten aus der Autofluoreszenz
mit dem verkiirzten Abklingverhalten der QDQRs durch den bereits im Basischen wirkenden
FRET berticksichtigt werden. Dadurch kann die Fluoreszenz bzw. das Fluoreszenzabkling-
verhalten in Kompartimenten mit geringerer Partikelkonzentration von der Autofluoreszenz der
Zelle ,uberdeckt” werden. In Anbetracht simtlicher Aspekte ist eine eindeutige Aussage tiber die
Wirksamkeit der FRET-Sensoren an dieser Stelle somit nicht méglich, da die Firbungen in
bestimmten Zellkompartimenten hier auch durch erhéhte Partikelkonzentrationen erklirt werden

konnen.

Fluoreszenzabklingzeit [ns]

3 4 5 6 7 8 9 10
1000 ' ' ' '
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Abbildung 6.42: Fluoreszenzabklingverhalten von Suspensionszellen ohne Partikel und nach Aufnahme von
QDQR-FRET-Sensoren mit PI-»-PEO 5400 g/mol und PI-s-PEO-IAFG-Anteilen von 0 %, 30 % und 50 %. Der
Fokus ist in der z-Achse auf 60 % zwischen Substrat und etwa hochstem Punkt der Zelle eingestellt, weshalb hier das
Abklingverhalten aus dem Inneren der Zellen gezeigt wird. Die Farbgebung ist auf einen méglichst hohen Kontrast
der Abklingzeiten aus der Autofluoreszenz der Zelle (rot) und der Fluoreszenz der QDQRs (gelb bis grin)
eingestellt, weshalb hier keine direkte Vergleichbarkeit mit zuvor in dieser Arbeit ermittelten Fluoreszenz-
abklingzeiten gegeben ist. Fiir alle Konstrukte kann eine Aufnahme in die Zellen beobachtet werden. Die Aufnahme
mit den Partikeln ohne TAFG zeigt im Gegensatz zu den QDQR-FRET-Sensoren eine breite Verteilung der QDQRs
tber die Zellkompartimente. Dass die FRET-Konstrukte nur in bestimmten Teilen der Zelle zu erkennen sind,
konnte auf das Quenching in den tibrigen Kompartimenten durch eine saurere Umgebung hindeuten. Allerdings ist
diese Annahme nicht eindeutig belegbar, da es aufgrund des geringen spektralen Uberlapps zwischen QDQR-Donor
und IAFG-Akzeptor bereits bei hohen pH-Werten zu einer drastischen Verkiirzung der Abklingzeiten durch einen
FRET kommt und hier einfach Bereiche mit geringeren Partikelkonzentrationen vorliegen koénnten, deren
Fluoreszenz (Fluoreszenzabklingzeit) durch die Uberlagerung mit der Autofluoreszenz der Zelle zu einer Rotfirbung
fihren wiirde. Die gelb bis gelb-griinen Zellkompattimente wiirden in diesem Fall lediglich Bereiche mit héheren
Partikelkonzentrationen widerspiegeln.
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7 AUSBLICK

Das in der vorliegenden Arbeit erfolgreich dargestellte pH-responsive FRET-System auf Basis
von Quantum Dots in Quantum Rods (Donor) und Farbstoff-funktionalisiertem PI-/-PEO
(Akzeptor) konnte durch diverse Modifikationen effizienter und fiir ein breiteres Spektrum von

Applikationen nutzbar gemacht werden.

Um bei der Untersuchung von Zellen mittels Fluoreszenzlebensdauermikroskopie eine schirfere
Abgrenzung der FRET-Konstrukte vom Abklingverhalten der Zelle aufgrund der Autofluo-
reszenz zu gewahrleisten, wire der FEinsatz von QDQR-Donoren mit erheblich lingeren
Fluoreszenzabklingzeiten sinnvoll. Ein anderer Ansatz kénnte die Verwendung von Donor-Par-

€l ,wischen

tikeln (mit entsprechenden Akzeptoren) mit Emissionsmaxima im optischen Fenster
700 - 900 nm sein. Da in diesem Wellenlingenbereich Absorption und Streuung durch Zellen
bzw. organisches Gewebe stark gemindert sind, ergibt sich eine deutlich abgeschwichte und

somit weniger storende Autofluoreszenz.

Eine naheliegende Modifikation der Akzeptoren wire der Aufbau von Triphenylmethan-
farbstoffen an dem PI-/-PEO mit Phenolfunktion, das im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich
synthetisiert werden konnte (—06.1.2.2, Abbildung 6.12). Die bekannten Triphenylmethan-
farbstoffe decken einen groBen Bereich mit unterschiedlichen Absorptionswellenlingen ab und
besitzen dazu noch hochst unterschiedliche pH-Umschlagspunkte, weshalb sie in FRET-Sys-
temen auch prinzipiell ein Multiplexing erlauben wiirden. Des Weiteren konnte beispielsweise
durch Verwendung einer Phenolphthalein-Akzeptorgruppe der unerwiinschte geringe spektrale
Uberlapp zum QDQR-Donor bei hohen pH-Werten vollstindig unterbunden werden, da dieser
Triphenylmethanfarbstoff je nach pH-Wert eine farblose Form besitzt. Neben den pH-Werten
gibt es eine Menge anderer medizinisch-physiologisch relevanter KenngréBen, zu denen bei-
spielsweise auch die Glucosekonzentration zihlt. Um diese zu detektieren, waren Saccharid-res-
ponsive FRET-Sensoren denkbar, die beispielsweise durch Azofarbstoffautbau mit bestimmten

092 ethalten werden konnen. Dartiber hinaus wire das Einbringen

Phenylboronsdurederivaten
etwa von Poly-N-Isopropylacrylamid'” (PNIPAM) beim Aufbau der Polymere fiir den
Phasentransfer der QDQRs denkbar, um spiter Konstrukte mit thermoresponsiven
Eigenschaften zu erhalten. Durch den Aufbau von Azofarbstoffen mit nicht-stimuli-responsiver

konstanter Absorption (—06.1.4, Abbildung 6.22) an derartigen Polymeren kénnte ein FRET

einzig durch die thermoresponsive Variation des Forster-Radius erzeugt werden.

93



94



EXPERIMENTELLER TEIL

8 EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 CHEMIKALIEN

Die in dieser Arbeit verwendeten Ausgangschemikalien wurden nach Moglichkeit in hoher
Reinheit (>98 %) erworben. Notwendige Weiterbehandlungen einiger Chemikalien werden im

nichsten Abschnitt (—8.2) erldutert.

Tabelle 8.1: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung Lieferant angegebene Reinheit
Acetonitril Sigma-Aldrich 99,8 %
2-Allylphenol Sigma-Aldrich 98 %
2-Amino-3,5-dinitrothiophen Sigma-Aldrich 95 %
3-Amino-zso-nicotinsiure Sigma-Aldrich 95 %
2-Amino-5-nitrothiazol Sigma-Aldrich 97 %
Anthranilsiure Alfa Aesar 298.,0 %
Argon 6.0 Praxair 99,9999 %
Benzophenon Sigma-Aldrich 99 %
#Butanol Sigma-Aldrich 299,5 %

n-Butyllithium Sigma-Aldrich 1,6 M in #n-Hexan
s-Butyllithium Sigma-Aldrich 1,4 M in Cyclohexan
Calciumhydrid Sigma-Aldrich >90 %
CANdot Serie A plus Partikel CdSe/CdS, Fraunhofer CAN, Quantenausbeute >70 %
in 7-Hexan Hamburg
Chlotoform VR 299 %, Ethanol stabilisiert

(0,4 — 1,0 %)
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Eurisotop
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>99.5 % D, <0,01 % H,0,

Silber stabilisiert

Di-z-butylmagnesium

Sigma-Aldrich

1 M in #-Heptan

3,5-Dichlor-anthranilsdure

Sigma-Aldrich

97 %

min. 99 %, Ethanol

Dichlormethan VWR stabilisiert (1000 ppm)
~00 o e
Dicthylether VR 299 %, BHT stabilisiert (4
— 10 ppm)
Dimethylsulfoxid Merck 299,0 % (GC)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck 299,5 %
Diphenylmethan Sigma-Aldrich 99 %
60 — 65 %,
p-Divinylbenzol Merck Isomerengemisch, BHT
stabilisiert (200 ppm)
EDTA Tetranatriumsalz Dihydrat Sigma-Aldrich 299,0 %
(3)-Epichlorhydrin Sigma-Aldrich purum, 299 % (GC)
Essigsdure Merck 296,0 %
Ethanol VWR min. 99,8 %
Westfalen 99,5 Vol.-%

Ethylenoxid 2.5

Ethylvinylether

Sigma-Aldrich

99 %, KOH stabilisiert
(0,1 %)

237,0 %, wiissrig,

Formaldehyd-Losung (Formalin) Carl Roth Methanol stabil. (<10 %)
n-Hexan VWR min. 95 0/goé’155(())/r0nere min.

5-Iod-anthranilsdure Sigma-Aldrich 97 %
Isopren Sigma-Aldrich 99 %, p-tert-Butylcatechol
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Kalium Sigma-Aldrich 98 %
Kaliumcarbonat Sigma-Aldrich 299,0 %
Methanol VWR min. 99,5 %
Methylanilin Sigma-Aldrich purum, =98 % (GC)
Naphthalin Sigma-Aldrich 299,0 % (GC)
Natrium Sigma-Aldrich 99,9 %
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Merck 298,0 %
Natriumhydrogencarbonat Merck =99.0 %
Natriumhydroxid (Plitzchen) Merck 100 %
Natriumnitrit Fluka >98 %
Natriumsulfat Griissing 99,5 %, wasserfrei
5-Nitro-anthranilsiure Sigma-Aldrich 95 %
PBS-Pufferlsung (ster) Carl Roth 287‘:;(;? ;nf?;’r;/ ke,
Propionsiure Sigma-Aldrich 299,5 % (GC)
D(+)-Saccharose Carl Roth =995 %, Rfizitse/DNase—
Salzsiure VWR 37 %
Schwefelsiure Th. Geyer min. 97,0 %
Styrol Merck =99 %EZ%I(—){EPSE)bihsiert
Tetrahydrofuran VR min. 99 %, BHT stabilisiert
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p-Toluol-sulfonsdure, Monohydrat Merck 299,0 %
2,2,2-Trifluoracetophenon Sigma-Aldrich 99 %
VA-044 Fujifilm Wako KA.
Chemicals
Wasserstoffperoxid-Losung Fisher Chemical 30 — 32 %, wissrig

Eine Ubersichtstabelle simtlicher Chemikalien mit den zugehorigen Schlisseln fiir Sicherheits-

und Gefahrenhinweise befindet sich im Anhang (—12.1).

8.2 TROCKNEN, FALLEN UND BEARBEITEN SPEZIELLER CHEMIKALIEN

8.2.1 ISOPREN

Zunichst wurden je ca. 3 mL einer Dibutylmagnesium-Losung (1,0 M in #-Heptan) unter
Inertbedingungen vorgelegt und anschlieBend im Hochvakuum (10 mbar) das Losungsmittel
n-Heptan entfernt. Zu dem trockenen Dibutylmagnesium wurde anschlieBend unter Schutzgas
und bei 0 °C die jeweils benotigte Menge Isopren hinzugegeben und fiir etwa 1 h unter weiterem

Kiihlen geriihrt.

8.2.2 ETHYLENOXID

Beim Umgang mit Ethylenoxid ist auf spezielle Sicherheitsaspekte zu achten (— 8.4.2). Im ersten
Schritt wurde unter Inertbedingungen eine Messampulle mit etwa 10 Gewichtsprozent
Calciumhydrid bezogen auf die gewtnschte Menge an Ethylenoxid vorbereitet. Anschlieend
wurde das Ethylenoxid per Kryodestillation zu dem Calciumhydrid kondensiert. Hierbei, und in
den beiden folgenden Kryodestillationen, diente flissiger Stickstoff als Kaltebad. Danach wurde
unter Kihlen bei 0 °C (Eisbad) fur ca. 1 h gerithrt. Im zweiten Trocknungsschritt wurde das
Ethylenoxid erneut per Kryodestillation in einen Kolben mit direkt zuvor erzeugtem
Natriumspiegel kondensiert und fir 1h bei 0 °C geriihrt. Fir den letzten Trocknungsschritt
wurden zunichst 1,5 mL einer #-Butyllithium-Losung (1,6 M in #-Hexan) in eine Messampulle

gegeben, das Losungsmittel #-Hexan im Hochvakuum (10 mbar) entfernt und abschlieBend das
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Ethylenoxid abermals per Kryodestillation in die Messampulle kondensiert und fir 30 min bei

0 °C gerthrt.

8.2.3 FALLEN DER POLYMERE
8.2.3.1 FALLEN VON POLYISOPREN

Das synthetisierte und gewaschene PI wurde aus Methanol gefillt. Hierzu wurde eine
konzentrierte Dichlormethan-Lésung des Polymers in kaltes (-10 °C) Methanol gegossen und
anschlieBend bei -10°C fir 20 min bei 10000 rcf zentrifugiert. Danach wurde das
Dichlormethan-Methanol-Gemisch dekantiert und der resultierende Niederschlag erneut in wenig

Dichlormethan gel6st. Dieser Fillungsprozess wurde mehrere Male wiederholt.

8.2.3.2 FALLEN VON POLYISOPREN-BLOCK-POLYETHYLENOXID

Im Anschluss an die Synthese und Aufarbeitung durch mehrmaliges Waschen wurde das
PI-5-PEO aus Diethylether gefallt. Dabei wurde eine konzentrierte Dichlormethan-Losung des
Polymers in kalten (-10 °C) Diethylether gegossen und direkt danach fir 10 min bei 10000 rcf
und -10 °C zentrifugiert. Als Nichstes wurde das Dichlormethan-Diethylethergemisch dekantiert
und der erhaltene Niederschlag abermals in wenig Dichlormethan gelést. Der Fillungsprozess

wurde noch mehrmals wiederholt.

8.2.4 POLYMERE

Nach erfolgreicher Synthese und Aufarbeitung wurden simtliche Polymere jeweils fiir mind. 12 h
im Hochvakuum (10* mbar) getrocknet. Dadurch sollten Wasser- und Lésungsmittelreste
moglichst vollstindig entfernt werden, um storende Einflisse auf Folgesynthesen zu begrenzen.
Simtliche Diblockcopolymere wurden anschlieBend in demin. Wasser gelost, die Losung mit
einem Kiltebad aus flussigem Stickstoff eingefroren wund abschlieBend lyophilisiert

(gefriergetrocknet).
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8.2.5 TETRAHYDROFURAN

Es wurde kommerziell erhiltliches wasserfreies Tetrahydrofuran (Butylhydroxytoluol stabilisiert)
mit ca. 200 g Molsieb 4 A versehen und fiir etwa 3 Wochen gelagert. AnschlieBend wurde dem
Tetrahydrofuran unter Schutzgasatmosphire eine Natrium-Kalium-Legierung (fliissig bei
Raumtemperatur) beigefiigt und das Gemisch fur mind. 3 Tage gertihrt. Die Zugabe von
Benzophenon zeigte abschlielend die Abwesenheit von Wasser an (tiefviolette Farbung). Fiir die
Polymersynthesen wurde das trockene THF mittels Kryodestillation in einen ausgeheizten

Kolben unter Vakuum uberfihrt.

8.2.6 METHYLANILIN

Das Methylanilin wurde vor Verwendung frisch destilliert, da es vom Hersteller bereits mit ersten
Anzeichen von Oxidation und Verharzung geliefert wurde, was an einer tiefbraunen Féirbung“m]

zu erkennen wat.

8.2.7 STYROL UND DIVINYLBENZOL

Vor ihrer Verwendung wurden Styrol und DVB jeweils destilliert, um den Stabilisator Butyl-
hydroxytoluol (BHT) zu entfernen. Dieser besitzt einen storenden Einfluss auf die angestrebte

radikalische Emulsionspolymerisation.

8.3 VERWENDETE GERATE

Simtliche verwendeten Gerite wurden nach gegenwirtigem Kenntnisstand im Originalzustand

belassen.

8.3.1 KERNSPINRESONANZSPEKTROSKOPIE

Die Proben zur NMR-spektroskopischen Untersuchung wurden ausschlief3lich in deuteriertem
Chloroform gel6st. Die Messungen erfolgten an folgenden NMR-Spektrometern der Firma
Bruker, wobei Tetramethylsilan (TMS) als interner Standard diente: Avance 1 400 (400 MHz 'H -
Resonanzfrequenz), Avance III HD 400 (400 MHz 'H - Resonanzfrequenz), Avance I 500
(500 MHz 'H - Resonanzfrequenz), Avance 111 HD 600 (600 MHz 'H - Resonanzfrequenz). Die
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erhaltenen Rohdaten wurden mit der MestReNova 7.0.1 Analysesoftware von Mestrelab
Research S.L. ausgewertet, wobei das Signal des deuterierten Chloroforms bei 7,26 ppm stets als

Referenz diente.

8.3.2 GELPERMEATIONSCHROMATOGRAPHIE

Zunichst wurden die Polymerproben in THF gelost (c = 1 mg/mL) und anschlieBend mit einem

PTFE-Spritzenfilter filtriert.

Die Polymergrofienverteilung wurde tber Gelpermeationschromatogramme bestimmt, die mit
einem EcoSEC HLC-8320 GPC Gerit von Tosoh aufgenommen wurden. Zur Kalibrierung
wurden PEO-Standards des Herstellers PSS verwendet. Bei dem verwendeten GPC System
wurde mit drei Trennsiulen mit Porendurchmessern zwischen 50 und 1000 A bei einer

Flussgeschwindigkeit von 1 mL/min und einer Temperatur von 35 °C gearbeitet.

Im Laufe der Arbeit musste aus technischen Griinden auf ein GPC-Ersatzgerit zugegriffen
werden. Dabei handelte es sich um ein PSS Agilent Technologies 1260 Infinity System. Bei
diesem Gerit wurden allerdings PI-Standards des Herstellers PSS zur Kalibrierung verwendet. Es

wurde bei Flussgeschwindigkeiten von 1 mL/min und einer Temperatur von 35 °C gearbeitet.

8.3.3 ABSORPTIONSSPEKTROSKOPIE

Zur Bestimmung der Extinktion wurde ein Cary50 Absorptionsspektrometer des Herstellers
Varian verwendet. Hierbei lag der untersuchte Spektralbereich zwischen 300 - 700 nm. Simtliche
Proben wurden mit einer Kuvette der Schichtdicke 10 mm gemessen, die aus Quarzglas oder
Polymethylmethacrylat (PMMA) bestand. Im untersuchten Spektralbereich konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Absorption der beiden unterschiedlichen Kivettenmaterialien

festgestellt werden.

8.3.4 EMISSIONSSPEKTROSKOPIE

Die Emission der Proben wurde jeweils mit einem FluoroMax 4 Spektrometer von Hotriba/
JobinYvon bestimmt. Als Standard wurde Rhodamin 6G verwendet. Die Schichtdicke der

Quarzglas- oder PMMA-Kivetten lag bei 10 mm.
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8.3.5 DYNAMISCHE LICHTSTREUUNG

Die Messungen der dynamischen Lichtstreuung erfolgten unter Verwendung eines Malvern
Zetasizers ZS und die Bestimmung der hydrodynamischen Durchmesser unter Verwendung von
Dispersion Technology 5.10 (Malvern). Die fiir die Proben verwendeten Kiivetten aus Quarzglas

oder PMMA besal3en eine Schichtdicke von 10 mm.

8.3.6 FLUORESZENZLEBENSDAUERSPEKTROSKOPIE

Fir die Untersuchung der Fluoreszenzabklingzeiten der Proben der Experimente A und B
(—06.1.5, Tabelle 6.2) wurde ein gepulster Diodenlaser des Firma PicoQuant mit einer
Pulsfrequenz von 31,25 Hz bei einer Wellenlinge von 438 nm zur Anregung verwendet. Des
Weiteren kam ein PMA.M 185 Photomultiplier von PicoQunat mit einer Zeitauflésung von
250 ps als Detektor zum Finsatz. Zur Aufbereitung des detektierten Signals wurde ein Con-
stant-Fraction 200 MHz Discriminator und ein Time-to-Amplitude Converter von EG&G Ortec

benutzt. Die Proben wurden in Kiivetten aus Quarzglas oder PMMA gemessen.

Die Fluoreszenzabklingzeiten der Proben des Experiments C (—6.1.5, Tabelle 6.2) wurden an
einem FluoTime 300 Fluoreszenzlebensdauerspektrometer mit PMA-Hybrid Photonenzihler der
Firma PicoQuant gemessen. Dabei diente ein SuperK Fianium Supercontinuum Laser der Firma
NKT Photonics als Anregungsquelle. Des Weiteren kam ein LLTF-High-Contrast
Bandbreitenfilter der Firma NKT zum FEinsatz. Die Anregungswellenlinge lag bei 438 nm. Fur
die Proben wurden Kivetten aus Quarzglas oder PMMA verwendet, die eine Schichtdicke von
10 mm besaBlen. Die Zerfallskurven wurden mit der Software EasyTau2 und mit Origin8.5G

bearbeitet, wobei ein biexponentieller Zerfall jeweils die beste Ubereinstimmung ergab.

8.3.7 FLUORESZENZLEBENSDAUERMIKROSKOPIE

Die Untersuchungen von Zellen mittels Fluoreszenzlebensdauermikroskopie wurden unter
Verwendung einer 405 nm Laserdiode sowie eines 430 Longpass Filters durchgefiihrt. Hierbei
wurde mit einer Repetierrate von 2,5 MHz, einer Leistung von 80 nW und einer Auflésung von

128 ps gemessen.
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8.3.8 PH-METRIE

Die pH-Werte der wissrigen Proben wurden mit einem FiveEasy pH-Meter von Mettler-Toledo
gemessen. Um die Messung direkt in den Probenkiivetten durchfihren zu kénnen, wurde eine
InLab Micro pH-Elektrode mit 3 M Kaliumchlorid als Elektrolyt verwendet, die besonders diinn

ist.

8.3.9 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE

Die TEM-Aufnahmen wurden bei einer Beschleunigungsspannung von 100 kV mit einem Jeol
JEM-1011 erstellt. Als Probentriger dienten Kupfergrids mit einer amorphen Kohlenstoft-
beschichtung.

8.4 SYNTHESEN UND AUFREINIGUNGEN

8.4.1 STANDARDREAKTIONSBEDINGUNGEN

Die Reaktionen wurden, soweit nicht anders erwihnt, in einem unter Vakuum ausgeheizten
(konditionierten) Glaskolben (Borosilikatglas 3.3) unter einer Argon-Atmosphire durchgefihrt.

Zugaben erfolgten dabei stets im Argon-Gegenstrom.

8.4.2 SICHERER UMGANG MIT ETHYLENOXID

Bei den Sicherheitsvorkehrungen wurde ein besonderes Augenmerk auf den Umgang mit
Ethylenoxid gelegt. Da es sich bei EO um ein toxisches Gas handelt, bei dessen Handhabung
héchste Vorsicht geboten ist, muss die Laborausstattung auch Notfallgasmasken enthalten. Bei
ciner geplanten Kondensation ist im Vorfeld ausreichend fur Kithlung zu sorgen, da es bei
Erwirmung von EO in geschlossenen Apparaturen ansonsten zu extrem hohen Driicken bis hin
zum Bersten von Reaktionsgefiflen kommen kann. Beim Loésen von EO in THF ist die

temperaturabhingige Loslichkeit zu beachten.
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8.4.3 SYNTHESE DES ABBRUCHREAGENZES N-GLYCIDYL-N-METHYLANILIN (GMA)

Es wurde nicht unter Schutzgasatmosphire und nicht mit konditionierten Kolben nach den
Standardreaktionsbedingungen (—8.4.1) gearbeitet. Die Synthese des Abbruchreagenz N-Gly-
cidyl-N-methylanilin erfolgte nach Eisleb™ mit Modifikation nach Davies und Savige™, welche

lediglich die Zugabe von Wasser im ersten Syntheseschritt umfassen.

Als Erstes wurden 40,0 mIL (432 mmol) Epichlorhydrin, 40,0 mL (373 mmol) frisch destilliertes
N-Methylanilin (—8.2.6), 48 mL. Ethanol und 32 ml. demin. Wasser in eine Ruckflussapparatur
gegeben. Danach wurde das Reaktionsgemisch erhitzt und zunichst fiir 1,5 h bei 110 °C und
anschlieBend noch weitere 30 min bei 120 °C unter Ruckfluss geriihrt. Nachdem das
Reaktionsgemisch abgekiihlt war, wurden unter Ruihren weitere 32 ml demin. Wasser
hinzugetropft. Als Nichstes wurde das Zwischenprodukt zweimal mit je 70 mL Diethylether
extrahiert und danach tber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Der Ether wurde im
Anschluss am Rotationsverdampfer (45 mbar, 50 °C) entfernt. Dem farblosen 6ligen
Zwischenprodukt wurden 60 mL einer kalten wissrigen 50 %igen Natriumhydroxid-Losung
langsam hinzugetropft. Es bildete sich ein weiles hochviskoses Gemisch, das fir 2 h geriihrt
wurde. Um das Rohprodukt zu extrahieren wurden dem Gemisch zunidchst 150 mL. Wasser
beigefiigt und die wissrige Losung danach viermal mit 125 ml Diethylether extrahiert. Die
vereinigten Etherphasen wurden iber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel dann am Rotationsverdampfer (14 mbar, 40 °C) entfernt. Das Produkt konnte
abschlieBend durch Destillation des Rohprodukts bei 89 °C (0,1 mbar) erhalten werden. Der
Destillationssumpf wurde auf bis zu 135 °C erhitzt. Das N-Glycidyl-IN-methylanilin (GMA)
wurde unter Argon-Atmosphire, tber Molsieb 4 A, kithl und unter Ausschluss von Licht

gelagert.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,24 — 7,18 (m, 2 H, H-6), 6,71 — 6,61 (m, 2
H, H-5; 1 H, H-7), 3,59 — 3,50 (dd, ] = 15,6 Hz, 3,2 Hz, 1 H, H-3), 3,34 — 325 (dd, 15,6 Hz,
4,8 Hz, 1 H, H-39, 3,10 — 3,01 (m, 1 H, H-2), 2,90 (s, 3 H, H-4), 2,73 — 2,63 (dd, ] = 4,8 Hz, 4
Hz, 1 H, H-1), 2,51 — 2,41 (dd, ] = 4,8 Hz, 2,8 Hz, 2 H, H-19).

TUPAC-Bezeichnung: N-Methyl-IN-(2-oxiranylmethyl)anilin

CAS-Nummer: 14236-04-5

8.4.4 SYNTHESE DES ABBRUCHREAGENZES 2-(2-(1-ETHOXYETHOXY)BENZYL)OXIRAN (EEBO)

Bei dieser Synthese wurde nicht nach den Standardreaktionsbedingungen (—8.4.1) gearbeitet. Im
ersten Schritt wurden 52,0 mL (398 mmol) 2-Allylphenol mit 150 mL (1,57 mol) Ethylvinylether
in einem Reaktionskolben vorgelegt und auf -30 °C abgekihlt. Als Nichstes wurden langsam
portionsweise 62,0 mg (326 umol) p-Toluol-sulfonsdure-Monohydrat zugegeben. Die Reaktions-
l6sung wurde dann durch Entfernen der Kihlung auf RT erwirmt und fir 90 min gerthrt.
Danach wurde mit 150 mL #-Hexan verdinnt und die Losung zunichst dreimal mit 10 mL ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und anschlieBend zweimal mit 10 mL. demin. Wasser
gewaschen. Im Anschluss wurde die Losung tber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer (<15 mbar) entfernt. AbschlieBend wurde das
Rohprodukt bei 3,5 10° mbar und 60— 65 °C destilliert (Destillationssumpf 140 °C). Das

farblose klare Zwischenprodukt wurde charakterisiert und weiter umgesetzt.

'H-NMR (400 MHz, CDCL,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,20 — 7,14 (m, 1 H, H-4; 1 H, H-2), 7,03 (d,
J=84Hz 1H, H-1), 695 (t, J=72Hz, 1H, H-3), 606 — 594 (m, 1 H, H-6), 542 (q,
J=52Hz 1 H, H-8),5,11 5,02 (m, 2 H, H-7), 3,82 — 3,72 (m, 1 H, H-10), 3,60 — 3,50 (m, 1 H,

105



EXPERIMENTELLER TEIL

H-10°, 343 (d, J= 6,8 Hz, 2 H, H5), 1,52 (d, J = 5,6 Hz, 3 H, H9), 1,22 (t, ] = 7,2 Hz, 3 H,
H-11).

TUPAC-Bezeichnung: 1-Allyl-2-(1-ethoxyethoxy)benzen

Die Synthese des Produkts wurde nach Limnios et al.*’

(—8.4.1) durchgefihrt. Als Erstes wurden 67,0 mL (325 mmol) des als Zwischenprodukt

und nicht unter Standardbedingungen

erhaltenen 1-Allyl-2-(1-ethoxyethoxy)benzen mit 120 mlL #Butanol, 120 mI. Acetonitril, 4,36 mL
(25 mmol) 2,2,2-Trifluoracetophenon und 120 mL einer wissrigen Kaliumcarbonat-EDTA-
Pufferlésung (0,6 M Kaliumcarbonat, 40 uM EDTA) im Reaktionskolben vorgelegt und gekiihlt
(=10 °C). Danach wurden 134 mL 30 %ige (1,31 mol) Wasserstoffperoxid-Losung (kalt, =10 °C)
dazugegeben und die Reaktionslosung fur 10 min unter weiterem Kihlen geriihrt. AnschlieBend
wurde die Kihlung entfernt und die Losung fir weitere 16 h bei RT gertihrt. Als Nachstes wurde
die wissrige Reaktionslosung fiinfmal mit Diethylether extrahiert und die etherische Phase
anschliefend zweimal mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und zweimal mit demin.
Wasser gewaschen. Die etherische Losung wurde dann iiber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und der Diethylether anschlieBend am Rotationsverdampfer (20 mbar, 60 °C
Wasserbad) — weitestgehend — entfernt. Das  Rohprodukt wurde bei 97 °C  (155°C
Destillationssumpf) und 4,8 - 10° mbar destilliert. Das farblose 6lige 2-(2-(1-Ethoxy-
ethoxy)benzyl)oxiran wurde unter Argon-Atmosphire, iiber Molsieb 4 A, kithl und unter

Ausschluss von Licht gelagert.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,25 — 7,17 (m, 1 H, H-4; 1 H, H-2), 7,04
(dd, J=52Hz, 8,4Hz, 1 H, H-1), 6,95 (dt, ] = 1,2 Hz, 7,2 Hz, 1 H, H-3), 5,45 (q, ] = 5,2 Hz,
1 H, H-8), 3,80 — 3,70 (m, 1 H, H-10), 3,60 — 3,49 (m, 1 H, H-10°), 3,24 — 3,17 (m, 1 H, H-6),
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3,04 — 291 (m, 1 H, H-5), 2,88 — 2,75 (m, 1 H, H-7; 1 H, H-59, 2,61 — 2,55 (m, 1 H, H-79, 1,52
(dd, J = 2,4 Hz, 52 Hz, 3 H, H-9), 1,21 (dt, ] = 2,4 Hz, 6,8 Hz, 3 H, H-11).

TUPAC-Bezeichnung: 2-(2-(1-Ethoxyethoxy)benzyl)oxiran

8.4.5 SYNTHESE DES AKTIVIERUNGSREAGENZES DIPHENYLMETHYLKALIUM (DPMK)

Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur (RT) unter Standardbedingungen (—8.4.1)
durchgefiihrt. Zu 4,00 g (102 mmol) Kalium wurden 103 mL trockenes THF (getrocknet tiber
Molsieb 4 A) gegeben. Als Nichstes wurden 13,5 g (105 mmol) Naphthalin hinzugefiigt. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 66 h gertihrt und entwickelte eine dunkelgrine Firbung. Im letzten
Schritt wurden der Naphtylkalium-Losung 18,0 mIL (107 mmol) Diphenylmethan beigefiigt. Es
wurde abschlieBend fiir 66 h gerithrt und eine tiefrote Produktlésung erhalten. Die etwa 1 molare
Diphenylmethylkalium-Losung (DPMK-Losung) wurde direkt zur Aktivierung von PI

verwendet. Es wurde keine Aufreinigung oder Analyse durchgefiihrt.

8.4.6 POLYISOPREN MIT SPEZIFISCHEN FUNKTIONELLEN GRUPPEN
8.4.6.1 SYNTHESE EINES PIs (2600 G/moL) MIT MEETHYLANILIN- UND HYDROXYFUNKTION

Unter Standardbedingungen (—8.4.1) wurden zunichst etwa 300 mL trockenes THF (—8.2.5)
per Kryodestillation im Reaktionskolben vorgelegt. AnschlieBend wurden 40,0 mL (400 mmol)
trockenes Isopren (—8.2.1) ebenfalls per Kryodestillation zum THF kondensiert. Die Losung
wurde mit einem Kiltebad aus flissigem Stickstoff auf -80 °C abgekuhlt. Als Nichstes wurden
sehr rasch 10,8 mL des Initiators s-Butyllithium (15,1 mmol, 1,4 M in Cyclohexan) hinzugespritzt.
Die zuvor klare farblose Losung zeigte hierbei schlagartig eine orange-rétliche Farbung auf. Das
Reaktionsgemisch wurde bei -40 °C (Ethanolkiltebad) fur 8 h geriihrt, wobei sich mit der Zeit
eine gelbe Firbung einstellte. Als Abbruchreagenz dienten danach 2,70 mL (16,6 mmol, etwa 1,1
Aquivalente) GMA (—8.4.3), die rasch in die Reaktionslésung eingespritzt wurden und die
Farbung von gelb zunichst zu grin dnderten, bevor die Lésung nach etwa 2 min farblos wurde.
Im Anschluss wurde die Losung noch weitere 12 h gerithrt und danach das THF am
Rotationsverdampfer weitestgehend entfernt. Der hochviskose Riickstand wurde hinterher in
etwa 400 mL Dichlormethan aufgenommen und viermal mit ca. 50 mL. demin. Wasser
gewaschen. Danach wurde die Losung tber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das

Dichlormethan bis auf etwa 50 mL. am Rotationsverdampfer entfernt. Das Polymer wurde
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danach dreimal aus 600 mL kaltem (-10 °C) Methanol gefillt (—8.2.3.1). Als Letztes wurde das
Produkt fiir 12 h im Hochvakuum (10 mbar) getrocknet (—8.2.4).

6
7 _OH
n
8 N/9
10 10
11 1
12

'H-NMR (500 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,57 — 7,10 (m, 2 H, H-11), 7,00 — 6,63 (m,
2 H, H-10; 1 H, H-12), 5,98 — 5,58 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,19 — 4,48 (m, 2 H je 1,2-
Einheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 4,07 — 3,78 (m, 1 H, H-7), 3,44 —
2,87 (m, 2 H, H-8; 3 H, H-9), 2,32 — 0,88 (m, 6 H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7
H je 1,4-Einheit, H-2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2) 0,88 — 0,75 (m, 6 H, H-1).

My = 2600 g/mol bezogen auf Butylprotonen des Initiators (H-1).

GPC: (PI-Standard) M, = 3960 g/mol M, = 3556 g/mol  M,/M, = 1,114.

8.4.6.2 SYNTHESE EINES PIs (<1300 G/moL) MiT METHYLANILIN- UND HYDROXYFUNKTION

Es wurde ein weiteres PI nach gleicher Vorschrift (—8.4.6.1) synthetisiert, wobei lediglich das
Lésungsmittelvolumen (THF), die Volumina (Stoffmengen) und vor allem Verhiltnisse der

Reagenzien angepasst wurden, um eine kiirzere Kettenlinge (kleinere Molmasse) zu erhalten.

Angepasste Volumina: 250 mL. trockenes THF, 30,0 mLL (300 mmol) trockenes Isopren,
13,4 mL (18,6 mmol, 1,4 M in Cyclohexan) s-Butyllithium, 3,40 mL (20,8 mmol) GMA.

108



EXPERIMENTELLER TEIL

7/OH

8 ~9

10 = 10

11X 11
12

'H-NMR (500 MHz, CDCl, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,39 — 7,19 (m, 2 H, H-11), 6,98 — 6,65 (m,
2 H, H-10; 1 H, H-12), 5,98 — 5,58 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,18 — 4,51 (m, 2 H je 1,2-
Einheit, H-3; 2 H je 34-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 3,98 — 3,75 (m, 1 H, H-7), 3,38 —
2,86 (m, 2 H, H-8; 3 H, H-9), 2,31 — 0,91 (m, 6 H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Finheit, H-2; 7
H je 1,4-Einheit, H-2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2) 0,91 — 0,75 (m, 6 H, H-1).

My = 1300 g/mol bezogen auf Butylprotonen des Initiators (H-1).

GPC: (PEO-Standard) M, = 1414 g/mol M, = 1314 g/mol  M,/M, = 1,076.

8.4.6.3 SYNTHESE EINES PIs (<1300 G/moL) MiT HYDROXY- UND GESCHUTZTER PHENOLFUNKTION

Die Synthese eines PIs mit Hydroxy- und geschiitzter Phenolgruppe erfolgte nach gleicher
Vorschrift (—8.4.6.1) wie zuvor. Es wurden Volumina (Stoffmengen) und Verhiltnisse der
Reagenzien angepasst, um ein Polymer mit kurzerer Kettenlinge zu synthetisieren. Des Weiteren

wurde GMA durch EEBO (—8.4.4) als Abbruchreagenz ersetzt.

Angepasste Volumina und Abbruchreagenz: 300 mL trockenes THF, 30,0 mL (300 mmol)
trockenes Isopren, 13,4 mL. (18,6 mmol, 1,4 M in Cyclohexan) sButyllithium, 4,50 mL
(20,2 mmol) EEBO.
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'H-NMR (400 MHz, CDCL,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,22 — 7,11 (m, 1 H, H-9; 1 H, H-12), 7,08 —
7,01 (m, 1 H, H-10), 6,98 — 6,89 (m, 1 H, H-11), 6,00 — 5,58 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,48 —
5,40 (m, 1 H, H-13), 5,17 — 4,48 (m, 2 H je 1,2-Finheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-
Einheit, H-5), 3,92 — 3,67 (m, 1 H, H-15; 1 H, H-7), 3,59 — 3,47 (m, 1 H, H-15Y, 2,98 — 2,53 (m,
2 H, H-8), 2,33 — 0,85 (m, 6 H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Finheit, H-
2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2; 3 H, H-14; 3 H, H-16) 0,85 — 0,71 (m, 6 H, H-1).

Myr = 1300 g/mol bezogen auf Butylprotonen des Initiators (H-1).

8.4.7 POLYISOPREN-BLOCK-POLYETHYLENOXID MIT SPEZIFISCHEN FUNKTIONELLEN GRUPPEN
8.4.7.1 SYNTHESE EINES Pl-B-PEOS (=8400 G/MoL) MIT METHYLANILINFUNKTION

Die Synthese des PI-4-PEOs bzw. des PEO-Blocks erfolgte nach den Standardbedingungen
(—8.4.1), wobei ein besonderes Augenmerk auf Sicherheitsaspekte im Umgang mit Ethylenoxid

gelegt wurde (—8.4.2).

Im ersten Schritt wurden 26,0 g (10,0 mmol) des zuvor synthetisierten PIs mit Methylanilin- und
endstindiger Hydroxyfunktion (—8.4.6.1) fiir 2h bei 50 °C (Wasserbad) intensiv im
Hochvakuum (10 bar) unter Riihren getrocknet. Als Nichstes wurden zu dem PI 400 mlL
trockenes THF (—8.2.5) durch Kryodestillation kondensiert und auf RT erwirmt um das
Polymer zu I6sen. Die gelbliche Polymerlésung wurde anschlieBend mit 12 mL (12 mmol) einer
1 M DPMK-Lésung titriert bis sich eine leichte rot-braune Firbung einstellte. Im Anschluss
wurde die aktivierte Polymerlésung mit einem Kailtebad aus fliissigem Stickstoff 2 h eingefroren
und dabei im Hochvakuum (10 mbar) entgast. Nach Auftauen der Lésung wurden bei -80 °C
(Ethanolkiltebad) 59,0 mL. (1,19 mol) trockenes EO (—8.2.2) per Kryodestillation zu dem

aktivierten Polymer kondensiert, wobei die Losung eine gelbe Firbung annahm. Danach wurde
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die Kihlung entfernt und das Reaktionsgemisch bei RT fir 88 h gerithrt. Die Losung verfirbte
sich im Verlauf mehrerer Stunden dunkelgriin. Der Abbruch erfolgte durch Zugabe von 1 mL
demin. Wasser, wobei sich die Reaktionslosung schlagartig entfirbte. Zur Aufreinigung wurde
zunichst das THEF am Rotationsverdampfer entfernt und das Polymer anschlieSend in 500 mlL
Dichlormethan gel6st. Zunachst wurde die Losung dann dreimal mit je 50 ml. demin. Wasser
gewaschen und danach Gber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das Dichlormethan wurde,
bis auf etwa 100 mL. Gesamtvolumen der Losung, am Rotationsverdampfer entfernt. Im
Anschluss wurde das Polymer aus je 1000 mL -10 °C kaltem Diethylether viermal gefallt
(—8.2.3.2). AbschlieBend wurde das Produkt getrocknet (—8.2.4).

13

'H-NMR (400 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,87 — 7,08 (m, 2 H, H-11; 2 H, H-12; 1 H,
H-13), 5,97 — 5,50 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,10 — 4,47 (m, 2 H je 1,2-Einheit, H-3; 2 H je
3,4-Finheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 3,84 — 3,11 (m, 1 H, H-7; 4 H je Einheit, H-8; 2 H, H-
9; 3 H, H-10), 2,36 — 0,85 (m, 6 H je 3,4-Finheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Einheit,
H-2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2) 0,85 — 0,71 (m, 6 H, H-1).

Die Signale der Methylanilingruppe weisen im Vergleich zu den Signalen in der folgenden
Synthese (—8.4.7.2) cine tiefere Verschiebung auf, was auf eine Protonierung des Stickstoffs

zurtickgefithrt wurde.
Myyr = 8400 g/mol bezogen auf Butylprotonen des Initiators (H-1).

GPC: (PI-Standard) M, = 10510 g/mol M, = 9681 g/mol  M,/M, = 1,086.
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8.4.7.2 SYNTHESE EINES Pl-B-PEOS (<5400 G/MoL) MIT METHYLANILINFUNKTION

Bei dieser Synthese wurde nach gleicher Vorschrift (—8.4.7.1) ein weiteres PI-6-PEO
synthetisiert. Es wurden lediglich das Loésungsmittelvolumen des THFs und die Volumina
(Stoffmengen) und Verhiltnisse der Reagenzien angepasst, um eine kiirzere Kettenlinge (kleinere
Molmasse) zu erhalten. Als Ausgangspolymer diente ein PI (—8.4.6.2) kiirzerer Kettenlinge, dass

ebenfalls eine Methylanilin- und Hydroxyfunktion besal3.

Angepasste Volumina und Einwaage: 300 mL trockenes THF, 18 g (14 mmol) trockenes PI,
15 mL (15 mmol) 1M DPMK-Lé6sung, 43,0 mL (866 mmol) trockenes Ethylenoxid.

13

"H-NMR (400 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,24 — 7,10 (m, 2 H, H-12), 6,71 — 6,58 (m,
1 H, H-13; 2 H, H-11), 594 — 5,54 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,13 — 4,46 (m, 2 H je 1,2-
Einheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 3,85 — 3,24 (m, 1 H, H-7; 4 H je
Einheit, H-8), 3,00 — 2,88 (m, 3 H, H-10; 1 H, H-9°), 2,68 — 2,60 (m, 1 H, H-9), 2,36 — 0,86 (m, 6
H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-2; 2 H, H-6; 3 H
Butylgruppe, H-2), 0,86 — 0,71 (m, 6 H, H-1).

Myr = 5400 g/mol bezogen auf Butylprotonen des Initiators (H-1).

GPC: (PEO-Standard) M, = 5397 g¢/mol M, =5025g/mol  M,/M, = 1,074.

8.4.7.3 SYNTHESE EINES Pl-B-PEOS (<5400 G/MoOL) MIT PHENOLFUNKTION

Die Synthese wurde abermals nach obiger Vorschrift (—8.4.7.1) durchgefiihrt. Erneut wurden
Losungsmittelvolumen sowie die Volumina (Stoffmengen) und Verhiltnisse der Reagenzien

angepasst, um ein Polymer kleinerer Kettenlinge zu erhalten. Das Ausgangspolymer war in
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diesem Fall ein PI (—8.4.6.3) kiirzerer Kettenlinge mit Hydroxy- und geschiitzter

Phenolfunktion.

Angepasste Volumina und Einwaage: 300 mL trockenes THF, 12,8 g (9,85 mmol) trockenes
PI, 11 mL (11 mmol) 1M DPMK-Lé6sung, 27,5 mL (554 mmol) trockenes Ethylenoxid.

'H-NMR (500 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,18 — 7,02 (m, 1 H, H-10; 1 H, H-13), 7,02
~ 6,90 (m, 1 H, H-11), 6,90 — 6,80 (m, 1 H, H-12), 5,96 — 5,52 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4),
5,46 — 5,31 (m, 1 H, H-14), 5,13 — 4,47 (m, 2 H je 1,2-Einheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H
ie 1,4-Einheit, H-5), 3,87 — 3,30 (m, 2 H, H-16; 1 H, H-7; 4 H je Finheit, H-8;) 2,94 — 2,59 (m,
2 H, H-9), 2,28 — 0,85 (m, 6 H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-
2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2; 3 H, H-15; 3 H, H-17) 0,85 — 0,71 (m, 6 H, H-1).

My = 5400 g/mol bezogen auf Butylprotonen des Initiators (H-1).

GPC: (PI-Standard) M, = 5446 g/mol M, =4951 g/mol  M,/M, = 1,100.

Das synthetisierte PI-4-PEO wurde nach erfolgter Synthese und Charakterisierung zunichst in
150 mL THF gel6st und anschlieBend mit 150 mL 4 M Salzsiure versetzt. Das tribe Gemisch
wurde fiir 3h bei 90 °C (Olbad) unter Refluxieren gerithrt. Danach wurde das THF am
Rotationsverdampfer weitgehend entfernt und die saure Polymerlosung dreimal mit je 100 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden fiinfmal mit je 30 mL
demin. Wasser gewaschen und im Anschluss tber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das
Dichlormethan wurde dann am Rotationsverdampfer bis auf ca. 60 mL entfernt. AbschlieSend
wurde das Polymer dreimal aus je 800 mL kaltem Diethylether gefillt (—8.2.3.2) und danach

getrocknet (—8.2.4).
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'H-NMR (500 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 7,12 — 7,05 (m, 1 H, H-10), 7,01 — 6,90 (m,
1 H, H-13), 6,88 — 6,81 (m, 1 H, H-11), 6,80 — 6,72 (m, 1 H, H-12), 5,95 — 5,54 (m, 1 H je 1,2-
Einheit, H-4), 5,13 — 4,47 (m, 2 H je 1,2-Einheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit,
H-5), 3,95 - 3,25 (m, 1 H, H-7; 4 H je Einheit, H-8;), 2,95 — 2,59 (m, 2 H, H-9) 2,28 — 0,85 (m, 6
H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-2; 2 H, H-6; 3 H
Butylgruppe, H-2), 0,85 — 0,71 (m, 6 H, H-1).

8.4.8 AZzZOFARBSTOFFAUFBAU AM PI-B-PEO MIT ANTHRANILSAUREDERIVATEN

8.4.8.1 AZOFARBSTOFFAUFBAU MIT 5-10D-ANTHRANILSAURE AN PI-B-PEO (8400 G/mot)

Die Synthese wurde nicht nach den Standardreaktionsbedingungen (—8.4.1) durchgefthrt.
Zunichst wurden 5 mL Dimethylsulfoxid und 5 mL Ethanol im Reaktionskolben vorgelegt,
984 ul. (11,8 mmol) konzentrierte Salzsdure eingetropft und die Losung dann im Eisbad (<5 °C)
gekiihlt. Anschlieend wurden 1,59 g (6,05 mmol) 5-lod-antranilsdure hinzugegeben, die sich
vollstindig 16ste. Unter weiterem Kiihlen (<5 °C) wurden 415 mg (6,02 mmol) Natriumnitrit zu
der Anthranilsdure-Losung gegeben, worauthin sich eine rote Firbung der Losung einstellte.
Nach etwa 30 s fing die Losung an sich einzutriiben und rétlich-beige zu firben. Die entstandene
Diazoniumsalz-Lésung wurde 30 min unter weiterem Kithlen (<5 °C) geriihrt. In einem anderen
Reaktionskolben wurden 1,20 g (143 pmol) PI-4-PEO (8400 g/mol) mit Methylanilinfunktion
(—8.4.7.1) in 80 mL Ethanol gel6st und anschlieBend im Eisbad gekuhlt (<5 °C), wobei Teile des
PI-/-PEOs als feiner farbloser Niederschlag ausfielen. Die gesamte Diazoniumsalz-Lésung wurde
zur Polymerl6sung gegeben und zunichst unter weiterem Kihlen (<5 °C) fiir 42 h und danach
fir weitere 12h bei RT weitergerihrt. Die Reaktionslésung firbte sich dabei tiefrot. Im
Anschluss wurde das FEthanol am Rotationsverdampfer weitestgehend entfernt und das

Rohprodukt in 20 mL Dichlormethan aufgenommen. Die tiefrote Dichlormethan-Lésung wurde
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zunichst dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und anschlieBend noch einmal mit
demin. Wasser gewaschen. Das Dichlormethan wurde bis auf etwa 3mlL am
Rotationsverdampfer entfernt. Hiernach wurde das Polymer aus jeweils 50 mL kaltem (-10 °C)
Diethylether viermal gefillt (—8.2.3.2). Im letzten Schritt wurde das tiefrote Produkt getrocknet

(—8.2.4).

'H-NMR (400 MHz, CDCL,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 8,69 (s, 1 H, H-15), 7,91 (d, ] = 8,8 Hz, 1 H,
H-14), 7,83 — 7,74 (m, 2 H, H-12), 7,71 (d, ] = 8,4 Hz, 1 H, H-13), 7,00 — 6,87 (m, 2 H, H-11),
5,98 — 554 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,17 — 4,40 (m, 2 H je 1,2-Einheit, H-3; 2 H je 34-
Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 3,97 — 3,22 (m, 1 H, H-7; 4 H je Einheit, H-8; 2 H, H-9; 3
H, H-10), 2,34 — 0,51 (m, 6 H je 34-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-
2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2; 6 H, H-1).

Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt): pH 6,78 (504 nm); pH 7,10 (541 nm)

UV/VIS: A,

‘max(s

)2504nm'k )2436nm

> “max(b

Extinktionskoeffizient (A, = 504 nm): ¢ = 45,3 - 10°L - mol" - cm™

‘max(s
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8.4.8.2 AZOFARBSTOFFAUFBAU MIT 5-10D-ANTHRANILSAURE AN PI-B-PEO (=5400 G/moL)

Die zuvor beschriebene Synthese (—8.4.8.1) wurde analog, also mit gleichen Stoffmengen-
verhiltnissen, erneut durchgefiihrt, wobei hier ein kleineres (kiirzeres) PI-5-PEO mit Methyl-

anilinfunktion (—8.4.7.2) verwendet wurde.

'H-NMR (400 MHz, CDCL,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 8,63 (s, 1 H, H-15), 7,91 (d, ] = 8,4 Hz, 1 H,
H-14), 7,83 — 7,74 (m, 2 H, H-12), 7,71 (d, ] = 8,8 Hz, 1 H, H-13), 7,00 — 6,86 (m, 2 H, H-11),
5,96 — 5,55 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,18 — 4,41 (m, 2 H je 1,2-Einheit, H-3; 2 H je 34-
Finheit, H-3; 1 H je 1,4-Finheit, H-5), 3,85 — 3,22 (m, 1 H, H-7; 4 H je Einheit, H-8; 2 H, H-9; 3
H, H-10), 2,33 — 0,54 (m, 6 H je 34-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-
2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2; 6 H, H-1).

Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt): pH 6,78 (504 nm); pH 7,10 (541 nm)

UV/VIS: Ao = 504 nm; A, ) = 436 nm

‘max(s

Extinktionskoeffizient (A, = 504 nm): ¢ = 45,3 - 10°L - mol" - cm™

'max(s

8.4.8.3 AZOFARBSTOFFAUFBAU MIT ANTHRANILSAURE

Unter Verwendung von Anthranilsiure wurde nach der oben beschriebenen Anleitung

(—8.4.8.1) mit einem PI-»-PEO mit Methylanilinfunktion (5400 g/mol, —8.4.7.2) ecine

116



EXPERIMENTELLER TEIL

Methylrotgruppe aufgebaut. Dabei wurde exakt nach gleicher Durchfiihrung und gleichen

Stoffmengenverhiltnissen gearbeitet.

15

"H-NMR (400 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 8,35 (d, ] = 8,0 Hz, 1 H, H-16), 7,99 (d, ] =
11 Hz, 1 H, H-13), 7,82 — 7,72 (m, 2 H, H-12), 7,61 (t, ] = 7,2 Hz, 1 H, H-15), 7,50 (t, ] = 7,6 Hz
1 H, H-14), 6,84 — 6,73 (m, 2 H, H-11), 5,96 — 5,55 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,16 — 4,48 (m, 2
H je 1,2-Einheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 4,00 — 3,27 (m, 1 H, H-7;
4 H je Einheit, H-8; 1 H, H-9), 3,23 — 3,10 (m, 1 H, H-9; 3 H, H-10), 2,33 — 0,72 (m, 6 H je 3,4-
Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe; H-2, 6
H, H-1).

Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt): pH 6,90 (496 nm); 7,04 (525 nm)

UV/VIS: Ay = 496 nm; A, ) = 417 nm

max

Extinktionskoeffizient (A, = 496 nm): ¢ = 38,4 - 10’ L. - mol” - cm

‘max(s)

8.4.8.4 AZOFARBSTOFFAUFBAU MIT 3,5-DICHLOR-ANTHRANILSAURE

Die Azofarbstoff-Funktionalisierung von PI-»-PEO mit Methylanilinfunktion (5400 g/mol,
—8.4.7.2) mit 3,5-Dichloranthranilsiure wurde ebenfalls nach der oben beschriebenen Vorschrift

(—8.4.8.1) durchgefiihrt ohne die Stoffmengenverhiltnisse zu dndern.
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Cl

'H-NMR (400 MHz, CDClL,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 8,11 — 7,45 (m, 1 H, H-14; 1 H, H-13; 2 H,
H-12), 6,90 — 6,76 (m, 2 H, H-11), 5,98 — 5,56 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,17 — 4,49 (m, 2 H je
1,2-Einheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 4,07 — 3,06 (m, 1 H, H-7; 4 H
je Einheit, H-8; 2 H, H-9; 3 H, H-10), 2,35 — 0,62 (m, 6 H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit,
H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2; 6 H, H-1).

Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt): pH 6,10 (483 nm)

UV/VIS: kg = 417 nm; A ) = 410 nm

max(s

Extinktionskoeffizient (A =417 nm): ¢ = 27,6 - 10’ L - mol” - cm’'

'max(s)

8.4.8.5 AZOFARBSTOFFAUFBAU MIT 5-NITRO-ANTHRANILSAURE

Beim Azofatbstoff-Aufbau an PI-s-PEO mit Methylanilinfunktion (5400 g/mol, —8.4.7.2) mit
5-Nitro-anthranilsdure wurde erneut nach der oben beschriebenen Durchfithrung (—8.4.8.1)

gearbeitet. Die Stoffmengenverhiltnisse wurden abermals tibernommen.
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'H-NMR (500 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 9,20 — 9,14 (m, 1 H, H-15), 8,43 — 8,37 (m,
1H, H-14), 8,17 — 8,03 (m, 1 H, H-13), 7,88 — 7,76 (m, 2 H, H-12), 6,93 — 6,81 (m, 2 H, H-11),
5,96 — 5,56 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,17 — 4,50 (m, 2 H je 1,2-Einheit, H-3; 2 H je 3 4-
Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Finheit, H-5), 3,91 — 3,21 (m, 1 H, H-7; 4 H je Einheit, H-8; 2 H, H-9; 3
H, H-10), 2,33 — 0,65 (m, 6 H je 3,4-Finheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit, H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-
2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2; 6 H, H-1).

Umschlagspunkt (Aquivalenzpunkt): pH 6,53 (570 nm)

UV/VIS: kg = 527 nm; Ay = 485 nm

max(s

Extinktionskoeffizient (A, = 527 nm): ¢ = 51,4 - 10’ L - mol" * cm

max

8.4.9 AZzZOFARBSTOFFAUFBAU AM PI-8-PEO MIT HETEROCYCLEN MIT AMINOFUNKTION

8.4.9.1 AZOFARBSTOFFAUFBAU MIT 2-AMINO-3,5-DINITROTHIOPHEN

Die Reaktionsfilhrung erfolgte nicht nach den Standardbedingungen (—8.4.1.) Zu Beginn
wurden 86,3 mg (1,25 mmol) Natriumnitrit in 1,00 mL (18,2 mmol) konz. Schwefelsiure gelést
und fir 1h bei 65 °C gerthrt. Danach wurde die Nitrosylschwefelsdure-Losung im Eisbad
gekthlt (<5°C). Als Nichstes wurden 236 mg (1,25 mmol) 2-Amino-3,5-dinitrothiophen
portionsweise in einem Gemisch aus 2,5 mL Propionsiure und 2,5 mL Essigsdure gel6st und im
Eisbad gekihlt (<5 °C). Das Gemisch zeigte eine griinliche Firbung. AnschlieBend wurde die

gekthlte Nitrosylschwefelsdure-Losung unter weiterem Kihlen (<5°C) zu der sauren
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2-Amino-3,5-dinitrothiophen-Lésung getropft, wobei sich die Losung dunkel rot-braun firbte.
Die Diazoniumsalz-Losung wurde fir 30 min gekthlt (<5°C) gerithrt. Es wurden 500 mg
(92,6 pmol) eines PI--PEO (5400 g/mol) mit Methylanilinfunktion (—8.4.7.2) in einem
Gemisch aus 5 mL Essigsdure und 5 mL Propionsdure gel6st und im Eisbad (<5 °C) gekiihlt. Als
Nichstes wurde die kalte Diazoniumsalz-Losung zur Polymerlosung getropft, wobei sofort eine
dunkelgrine Firbung sichtbar war. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 20 h gertihrt und weiter
gekthlt (<5 °C). Danach wurde die Reaktionslésung dreimal mit je 20 mL Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten Dichlormethan-Extrakte wurden zunichst zweimal mit je 5 mL einer
0,1 M Salzsiure (wissrig) und anschlieBend zweimal mit demin. Wasser gewaschen. Danach
wurde die Dichlormethan-Losung tiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und im Anschluss
auf etwa 2 mL am Rotationsverdampfer eingeengt. Als Nachstes wurde das Polymer aus je 15 mL
kaltem (-10 °C) Diethylether viermal gefillt (—8.2.3.2). Das dunkelgriine Produkt wurde
anschlieSend getrocknet (—8.2.4).

1 1
12 12
Ns
N
02N 7 S
13_
NO,

'H-NMR (500 MHz, CDCL,, 27 °C, TMS): 8[ppm] = 8,34 (s, 1 H, H-13), 7,99 — 7,86 (m, 2 H,
H-12), 6,88 — 6,76 (m, 2 H, H-11), 5,96 — 5,54 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,19 — 4,43 (m, 2 H je
1,2-Einheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 3,87 — 3,05 (m, 1 H, H-7; 4 H
e Einheit, H-8; 2 H, H-9; 3 H, H-10), 2,29 — 0,67 (m, 6 H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit,
H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe, H-2; 6 H, H-1).

pH-Umschlagspunkt: nicht vorhanden

Extinktionskoeffizient (A, = 645 nm): ¢ = 53,6 - 10’ L. - mol" * cm

max
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8.4.9.2 AZOFARBSTOFFAUFBAU MIT 2-AMINO-5-NITROTHIAZOL

Der Aufbau ecines weiteren Azofarbstoffs mit Heterocylus an einem PI-4-PEO mit
Methylanilinfunktion (5400 g/mol, —8.4.7.2) wurde nach der zuvor beschriebenen Vorschrift
(—8.4.9.1) ohne Verinderung der Stoffmengenverhiltnisse durchgefithrt. Zur Darstellung der
Diazoniumsalz-Losung wurde 2-Amino-5-nitrothiazol verwendet, wobei diese hier eine hellrote
Farbung aufwies. Nach Zutropfen der Diazoniumsalz-Losung zur Polymerlosung konnte eine

dunkelblaue Firbung beobachtet werden.

"H-NMR (500 MHz, CDCl,, 27 °C, TMS): d[ppm]| = 8,59 (s, 1 H, H-13), 7,97 — 7,86 (m, 2 H,
H-12), 6,85 - 6,75 (m, 2 H, H-11), 5,97 — 5,54 (m, 1 H je 1,2-Einheit, H-4), 5,17 — 4,45 (m, 2 H je
1,2-Einheit, H-3; 2 H je 3,4-Einheit, H-3; 1 H je 1,4-Einheit, H-5), 3,91 — 3,05 (m, 1 H, H-7; 4 H
je Einheit, H-8; 2 H, H-9; 3 H, H-10), 2,29 — 0,69 (m, 6 H je 3,4-Einheit, H-2; 5 H je 1,2-Einheit,
H-2; 7 H je 1,4-Einheit, H-2; 2 H, H-6; 3 H Butylgruppe; H-2, 6 H, H-1).

pH-Umschlagspunkt: nicht vorhanden

=575 nm): ¢ = 44,0 - 10°L - mol” - cm

Extinktionskoeffizient (A

max
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8.4.10 HERSTELLUNG VON QUANTUM-DOT-FRET-SENSOREN

Die hier ausfithrlich beschriebene Herstellung der Quantum-Dot-FRET-Sensoren, war das letzte
und eines von drei Verkapselungsexperimenten dieser Arbeit. Die Verkapselungsexperimente
werden im Ergebnisteil in A, B, C unterteilt (—6.1.5, Tabelle 6.2). Die FRET-Sensoren wurden
stets unter gleichen (reproduzierbaren) Verhiltnissen der eingesetzten Komponenten dargestellt,
wobei lediglich der Anteil des PI-4-PEO mit IAFG variiert wurde. Eines der ersten Experimente
sollte eine geeignete Akzeptorenkonzentration, sprich Anteil des Farbstoff-funktionalisierten
PI-»-PEOs zeigen. Hierfir wurden jeweils Anteile von: 100 %, 50 %, 25 % und 0 % des
PI-s-PEO mit IAFG (5400 g/mol) gewihlt. AnschlieBend folgte durch die gewonnenen
Erkenntnisse ein Verkapselungsexperiment mit: 35 %, 25 % und 0 % Anteil an PI--PEO mit
TAFG (5400 g/mol). AbschlieBend wutde ein Verkapselungsexperiment mit den beiden
PI-»-PEOs mit IAFG 5400 g/mol und 8400 g/mol durchgefithrt, was im Folgenden

exemplarisch beschrieben wird.

8.4.10.1 KoMPONENTEN DER QD-FRET-SYSTEME

Zur Herstellung der Quantum-Dot-FRET-Sensoren wurden elongierte Kern/Schale-Partikel
(Cadmiumselenid/Cadmiumsulfid) der CANdot Setie A plus (QDQR) mit einem Emissions-
maximum bei 541 nm, einer Halbwertsbreite von <40 nm und einem Aspektverhiltnis von etwa
1,5-2,5 verwendet. Es kamen 6 Polymere mit unterschiedlicher Zusammensetzung zum
Phasentransfer von je 20 nmol der Partikel zum Einsatz. Dabei wurden je drei Polymere bzw.
Polymergemische mit derselben Kettenlinge aber unterschiedlichem Anteil an Azofarbstoff-
funktionalisiertem Polymer verwendet. Es wurden je 40 umol Polymer, was 2000 Aquivalenten
bezogen auf die Quantum Dots (QDQRs) entspricht, eingesetzt. Im Anschluss an jeden

Phasentransfer wurde jeweils eine Saat-Emulsionspolymerisation durchgefiihrt.

Zunichst wurden die Polymere bzw. Polymergemische mit und ohne Azofarbstoffgruppe (AFG)
bereitgestellt. Dazu wurden PI-4-PEOs mit 8400 g/mol (—8.4.7.1 ohne AFG; —8.4.8.1 mit
AFG) und mit 5400 g/mol (—8.4.7.2 ohne AFG, —8.4.8.2 mit AFG) verwendet. Hierbei
wurden jeweils nur PI-4-PEOs gleicher Kettenlinge gemischt. Bei der AFG handelte es sich

jeweils um ein lod-substituiertes Methylrotderivat IAFG).
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Abbildung 8.1: Beim Phasentransfer von Quantum Dots verwendetes PI--PEO mit Iod-substituiertem
Methylrotderivat IAFG).

Die genauen Zusammensetzungen der PI-4-PEOs fiir die einzelnen Verkapselungen kénnen der

folgenden Tabelle entnommen werden.

Tabelle 8.2: Zusammensetzung der Polymere zur Verkapselung der Quantum Dots.

PI-5-PEO [g/mol] PI-5-PEO ohne AFG [mg] PI-5-PEO mit IAFG [mg] PI-5-PEO mit IAFG [%]

5400 216 0 0
5400 151 65 30
5400 108 108 50
8400 344 0 0
8400 241 103 30
8400 172 172 50

Im Folgenden werden die jeweilige Verkapselung, nachgeschaltete Emulsionspolymerisation und

anschlieende Aufreinigung durch Dichtegradientenzentrifugation beschrieben.

8.4.10.2 VERKAPSELUNG DER CANDOT PARTIKEL

Im ersten Schritt wurde das #»-Hexan von 200puL (20,0 nmol) Partikellésung im
Stickstoffgegenstrom abgedampft. AnschlieBend wurden die Partikel in 200 ul. Chloroform
aufgenommen, aus 200 ul. Methanol gefillt und far 20 min bei 10000 rcf zentrifugiert. Als
Nichstes wurde das Chloroform-Methanol-Gemisch dekantiert und der Partikelniederschlag in

4 mL. THF gel6st und zu 40 umol Polymer (Tabelle 8.2) gegeben. Die Losung wurde mit einem
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200 um PTFE-Filter filtriert und tber eine lamellare Mischstruktur mit einer Kanalbreite von
45 um mit Hilfe von computergesteuerten Spritzenpumpen mit 36 ml. Wasser gemischt.
AnschlieBend wurde die Partikelldsung auf 65 °C erwirmt und fiir 45 min Stickstoff unter

Riihren eingeleitet.

8.4.10.3 EMULSIONSPOLYMERISATION MIT VERKAPSELTEN CANDOTS

Im nachsten Schritt wurden 140 uL (1,22 mmol) Styrol und 14 uL (98 umol) DVB, welche zuvor
destilliert wurden (—8.2.7), zur Partikellésung gegeben und diese dann fiir 20 min bei 65 °C und
unter weiterem Einleiten von Stickstoff gertihrt. Hiernach wurden 4,0 mg (12 pmol)
2,2'-Azobis|2-(2-imidazolin-2-yl)propan]dihydrochlorid (VA-044), gelost in 500 pl.  demin.

entgastem Wasser, hinzugegeben und fiir 8 h bei 65 °C geriihrt.

8.4.10.4 DICHTEGRADIENTENZENTRIFUGATION DER VERKAPSELTEN/UMHULLTEN CANDOTS

Zuniachst wurden 6 mlL einer 60 %igen wissrigen D(+)-Saccharose-Lésung in  einen
Polycarbonat-Tube gegeben. Die 60 %ige Losung wurde anschlieBend mit 8 mL 10 %iger und
diese wiederum mit 16 mL 5 %iger D(+)-Saccharose-Losung vorsichtig iiberschichtet. Dabei
wurde darauf geachtet, dass es nicht zu einer Durchmischung der Schichten kam. Die nach der
Emulsionspolymerisation erhaltene Partikellosung wurde unter Verwendung von Vivaspin®
Ultrafiltrationseinheiten von Sartorius (100 kDa) auf ein Volumen von etwa 5 mL konzentriert.
Im nichsten Schritt wurde die Partikellosung auf die 5 %ige D(+)-Saccharose-Lésung
aufgetragen, wobei ebenfalls darauf geachtet wurde, dass sich beide Schichten nicht
durchmischten. AnschlieBend wurden die geschichteten Losungen fir 16 h bei 15 °C und
50000 rcf zentrifugiert. Der Bereich, der Mizellen mit Quantum Dots enthilt, wurde unter
UV-Licht identifiziert, entnommen und mit Vivaspin® Ultrafiltrationseinheiten von Sartorius
(100 kDa) durch funfmaliges Waschen mit demin. Wasser von der D(+)-Saccharose befreit und
auf ein Volumen von etwa 5 mL konzentriert. Die erhaltene Losung verkapselter Quantum Dots
(QDQRs) wurde ohne weitere Behandlung fiir optische Untersuchungen bei unterschiedlichen

pH-Werten verwendet.
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8.4.11 PH-PUFFER-LOSUNGEN, PRAPARATION DER IMESSPROBEN UND IVIESSUNGEN

Es wurden 50 mM pH-Pufferlésungen aus Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat und Natrium-
dihydrogenphosphat-Dihydrat hergestellt. Die pH-Werte wurden um den Umschlagspunkt der
IAFG der verwendeten PI-5-PEOs (—8.4.8.1; —8.4.8.2) gewihlt, der auch den Bereich physio-
logischer pH-Werte beinhaltet (Tabelle 8.3).

Tabelle 8.3: pH-Werte der priparierten Pufferlosungen

pH |4,68|4,83|5,04|5,13|5,31|5,56(5,75|5,95|6,10|6,28|6,47|6,67|6,87|7,05|7,25|7,44|7,63|7,80

8,02 ‘ 8,54

Es wurde jeweils 1900 uL. vom pH-Puffer des gewiinschten pH-Werts in einer PMMA- oder
Quarzkiivette vorgelegt und mit 100 uL. der verkapselten und gereinigten Quantum-Dot-Losung
(—8.4.10.4) versetzt und geschittelt. AnschlieBend wurden sofort die Fluoreszenzabklingzeit
(—8.3.6), Absorption (—8.3.3) und Emission (—8.3.4) der Probe bestimmt. Der pH-Wert der

jeweiligen Probe in den Kivetten wurde abschlieBend nochmals kontrolliert.

8.4.12 PROBENPRAPARATION ZUR FLIM-UNTERSUCHUNG

Im ersten Schritt wurden Ba/F3 Zellen dreimal mit sterilem PBS (engl. ,,phosphate buffered saline”,
phosphatgepufferte Salzlosung) gewaschen. Danach wurden jeweils 10 uL einer Losung
verkapselter Quantum Dots (5400 g/mol, 0 %, 30 %, 50 % PI-»-PEO-IAFG; Tabelle 8.2) zu
500k Zellen gegeben. Als Nichstes wurde fiir 30 min bei 37 °C und 5% CO, inkubiert.
AbschlieBend wurden die Zellen erneut dreimal mit sterilem PBS gewaschen und mit Formalin

fixiert.
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12.1 VERWENDETE CHEMIKALIEN MIT H&P — SCHLUSSELN

ANHANG

Tabelle 12.1: Verwendete Chemikalien mit zugehorigen Gefahrenpictogrammen (Symbole) und Schlisseln der
Gefahren- und Sicherheitshinweise (H&P-Sitze).

Bezeichnung Symbole H-Sitze P-Sitze
Acetonitril H225, 1332, H302,  p210, P305, P351,
H312, H319 P338, P403, P235
P280, P301+P310
+ ’ >
2-Allylphenol ENCSE H3OL + H31L - p305p3s1+p338,
H314
P310
2-Amino-3,5-dinitro- P261,
thiophen @ H315, H319, H335 1354 p3sipass
3-Amino-iso-nicotin- P261,
siure @ H315, H319, H335 1354 p3sipass
2-Amino-5-nitro- H302, H315, H319, P261,
thiazol H335 P305+P351+P338
Anthranilsiure @ H319 P305+P351+P338
Argon 6.0 @ F1280 P403
Benzophenon @ @ H410 P273
P210, P261,
Butanol H225, 319, H332, P305+P351+P338,
~butano H335, H336 P370+P378,
P403+P235
D i o
n-Butyllithium ’ . * P231+P232, P261,
H361f, H373,
a1 P273, P422
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H225, H250, H260,
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P210, P222, P223,

s-Butyllithium H304, H314, H332, P231+P232,
H336, H410 P370+P378, P422
. . P223, P231+P232,
Calciumhydrid H260 P370+P378, P422
CANdot Serie A plus
Partikel CdSe/CdS, in Nicht vollstindig geprifter Stoff.
n-Hexan
P201, P202, P260,
P264, P280,
H302, H315, H350,  L201+P312,
Chloroform P302+P352,
H373 P308+P313, P321,
P332+P313, P362,
P405, P501
P260, P280,
deuteriort H302, H315, H319, P301+P312+P330,
cilll ir Errf; % H331, H351, P304+P340,
OToto H361d, H372  P305+P351+P338,
P403+P233

Di-#-butylmagnesium

OO

H225, H250, H260,
H304, H314, H336,
H410

P210, P231+P232,
P280,
P305+P351+P338,
P370+P378, P422

3,5-Dichlot- Kein gefihrlicher Stoff oder gefihrliches Gemisch gemal3 der
anthranilsdure Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
Dichlormethan H315, H319, H335, P261,
chiotmetha H336, H351, H373  P305+P351+P338
P210, P233, P240,
P241, P242, P243,
: H224, H302, H330, P264, P280,
Diethylether BULO019. EULO0GG P301+P312,
’ P303+P361+P353,
P330, P370+P378,
P403+P235, P501
Dimethylsulfoxid Kein gefihrlicher Stoff oder gefihrliches Gemisch gemal3 der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
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Dinatriumhydrogen- Kein gefihrlicher Stoff oder gefihrliches Gemisch gemal3 der
phosphat-Dihydrat Verordnung (EG) Nr. 1272 /2008.
Diphenylmethan - H302 -
P280,
Diviavlbenzol H302, H315, H317, P301+P312+P330,
p-Divinylbenzo H318, H335, H412  P305+P351+P338
+P310
. P280,
EDTA Tetranatrium- H302+H332, H318  P305+P351+P338,
salz-Dihydrat
P310
H226, P201, P261, P280,
. . 2@? H301+H311+H33 P301+P310
+ _ b
(£)-Epichlorhydrin @ ‘ @ 1, H314, H317,  P305+P351+P338,
H350 P310
P280,
Essigsiure H226, H314 P305+P351+P338,
P310
P210, P233, P240),
P241, P242, P243,
P280,
Ethanol H225 P303+P3614P353,
P370+P378,

P403+P235, P501

Ethylenoxid 2.5

ONa
2

H220, H280, H315,
H319, H331, H335,
H340, H350

P201, P210, P261,
P305+P351+P338,
P311, P410+P403

Feblvindoth H225, H315, H319, P210, P261,

ytvinylether H335 P305+P351+P338
H301+H311+H33 P260, P28V,

) P303+P361+P353,
Formaldehyd-Losung é% 1, H314, H317, P304+ P340
(Formalin) H335, H341, H350, ’

370 P305+P351+P338,
P308+P311

P201, P202, P210,

P233, P240, P241,

H225, H304, H315, D242, P243, P260,

#-Hexan H336, H361f, D204 P273, P280,
P302+P352,

P303+P361+P353,

11T

P308+P313, P321,



ANHANG

P331, P332+P313,

P370+P378, P391,

P403+P235, P405,
P501

5-Tod-anthranilsdure

H315, H319, H335

P261,
P305+P351+P338

H224, H341, H350,

P201, P210, P273,

Isopren @ H412 P308+P313
P223, P231+P232,
. P280,
Kalium @ H260, 314 ooy i3 b
P370+P378, P422
. P302+P352,
Kaliumcarbonat H315, H319, H335 P3054P351 +P338
P210, P240, P241,
P242, P243, P260,
P264, P280,
P301+310,
P302+P352,
2; 2? H225, H301, H311, P303+P361+P353,
Methanol ‘ @ H331, H370 P304+P340,
P307+P311, P321,
P330, P370+P378,
P403+P233,
P403+P235, P405,
P501
P261, P273, P280,
Methylanilin %) H301, H311, H331, - 5y 4 b3y, p311,
H373, H410
P501
<:> < : > ‘gé’ P210, P280,
Naphthalin H228, gig%)’ H351, P301+P312+P330,
@ P370+P378
P223, P231+P232,
. P280,
Natrium @ H260, H314 oo e bass,
P370+P378, P422
Natriumdihydrogen- Dieser Stoff erfillt nicht die Kriterien fir die Einstufung gemal3 der
phosphat-Dihydrat Verordnung Nr. 1272/2008/EG.
Natriumhydrogen- Kein gefihrlicher Stoff oder gefihrliches Gemisch gemal3 der
carbonat Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
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P260, P280,
Natriumhydroxid P303+P361+P353,
(Plitzchen) @ H290, 314 p3n44p340+P310,
P305+P351+P338

P220, P273,

Nattiumnitrit @ H272, gi%%)’ H319, pagr+p3i0,
P305+P351+P338

Natriumsulfat Kein gefihrlicher Stoff oder gefihrliches Gemisch gemal3 der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

5-Nitro-anthranilsdure H315, H319, H335

P261,
P305+P351+P338

PBS-Pufferlosung

(steril) (EG) Nr. 1272/2008 [CLP].

Das Gemisch ist als nicht gefahrlich eingestuft im Sinne der Verordnung

Propionsiure

H226, H314, H335

<

P210, P260, P280,

P303+P361+P353,

P305+P351+P338,
P370+P378

Kein gefihrlicher Stoff oder gefiahrliches Gemisch gemaiss der

D(+)-Saccharose

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Dieser Stoff ist gemiB3 Richtlinie 67/548/EWG nicht als gefihrlich

eingestuft.

Salzsiure

H290, H314, H335

&

P261, P280,
P305+P351+P338,
P310

Schwefelsaure H290, H314

>

P260, P280,

P303+P361+P353,
P304+P340+P310,
P305+P351+ P338

H226, H315, H319,
H332, H361d,
H372

Styrol

2

P201, P210, P261,
P280, P304+P340,
P312, P308+P313

H225, H319, H335,

Tetrahydrofuran EUHO019

P210, P240, P241,
P242, P243, P261,
P264, P280,
P303+P361+P353,
P304+P340,
P305+P351+P338,
P312, P337+P313,
P370+P378,
P403+P233,
P403+P235, P405,
P501
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Toluol-sulfonsiure P280,
p-towol-sulfonsaure, H302, H314, H317  P305+P351+P338,
Monohydrat
P310
2,2,2-Tti- H226, H315, H319, P261,
fluoracetophenon H335 P305+P351+P338
P280, P261, P272,
VA-044 H317 P363, P302+P352,
P333+P313, P501
Wasserstoffper- P280,
oxid-Lésung H318, H412 P305+P351+P338
+P310
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12.2 SICHERHEITS- UND GEFAHRENHINWEISE (H&P — SATZE)

12.2.1

H220
H224
H225
H226
H228
H250
H260

H261
H272
H280
H290
H301
H302
H304
H311
H312
H314
H315
H317
H318
H319
H331
H332
H335
H336
H340

H341

GEFAHRENHINWEISE (H-SATZE) DER VERWENDETEN CHEMIKALIEN

Extrem entztindbares Gas.

Flissigkeit und Dampf extrem entziindbar.

Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar.

Flissigkeit und Dampf entziindbar.

Entzindbarer Feststoff.

Entziindet sich in Bertihrung mit Luft von selbst.

In Berithrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase, die sich spontan entziinden
kénnen.

In Berithrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase.

Kann Brand verstirken; Oxidationsmittel.

Enthilt Gas unter Druck; kann bei Erwirmung explodieren.

Kann gegentiber Metallen korrosiv sein.

Giftig bei Verschlucken.

Gesundheitsschidlich bei Verschlucken.

Kann bei Verschlucken und Eindringen in die Atemwege todlich sein.

Giftig bei Hautkontakt.

Gesundheitsschidlich bei Hautkontakt.

Verursacht schwere Veritzungen der Haut und schwere Augenschiden.
Verursacht Hautreizungen.

Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

Verursacht schwere Augenschiaden.

Verursacht schwere Augenreizung.

Giftig bei Einatmen.

Gesundheitsschidlich bei Einatmen.

Kann die Atemwege reizen.

Kann Schlifrigkeit und Benommenheit verursachen.

Kann genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig
belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann vermutlich genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern

schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
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H350 Kann Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese
Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist,
dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H361d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schidigen

H361f Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrichtigen.

H370 Schidigt die Organe (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt)
(Expositionsweg angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht).

H372 Schidigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen) bei lingerer oder wiederholter
Exposition (Expositionsweg angeben, wenn schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei
keinem anderen Expositionsweg besteht).

H373 Kann die Organe schidigen (alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt) bei
lingerer oder wiederholter Exposition (Expositionsweg angeben, wenn schliissig belegt
ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H301+H311 Giftig bei Verschlucken oder Hautkontakt.

H301+H311+H331  Giftig bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.

H400 Sehr giftig fir Wasserorganismen.

H410 Sehr giftig fiir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

H411 Giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

H412 Schidlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Erginzende Gefahrenmerkmale
EUHO019 Kann explosionsfihige Peroxide bilden.
EUHO066 Wiederholter Kontakt kann zu spréder oder rissiger Haut fithren.

12.2.2 SICHERHEITSHINWEISE (P-SATZE) DER VERWENDETEN CHEMIKALIEN

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P202  Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

P210 Von Hitze / Funken / offener Flamme / hei3en Oberflichen fernhalten. Nicht
rauchen.

P220  Von Kleidung und anderen brennbaren Materialien fernhalten.

P222 Kontakt mit Luft nicht zulassen.
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P223  Kontakt mit Wasser wegen heftiger Reaktion und moglichem Aufflammen unbedingt
verhindern.
P233  Behilter dicht verschlossen halten.
P235 Kiihl halten.
P240  Behilter und zu befiillende Anlage erden.
P241 Explosionsgeschiitzte elektrische Betriebsmittel / Liftungsanlagen / Beleuchtung /...
verwenden.
P242  Nur funkenfreies Werkzeug verwenden.
P243  Malinahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen.
P260  Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen.
P261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.
P264 Nach Gebrauch . . . grindlich waschen.
P272  Kontaminierte Arbeitskleidung nicht aulerhalb des Arbeitsplatzes tragen.
P273  Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P280  Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.
P231+P232  Unter inertem Gas handhaben. Vor Feuchtigkeit schutzen.
P3014+P310  Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum / Arzt / ... anrufen.
P301+P312  Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum / Arzt / ... anrufen.
P305+P351+P338  Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
spulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit entfernen.
Weiter spiilen.
P310 Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P311 Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P312  Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P321 Besondere Behandlung (siche ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).
P330 Mund aussptlen.
P331 Kein Erbrechen herbeiftihren.
P338 Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter aussptilen.
P351 Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen.
P361  Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.
P363 Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.
P391  Verschittete Mengen aufnehmen.
P301+P310  Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P301+P312  Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P302+P352  Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife waschen.
IX
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P303+P361+P353 Bei Kontakt mit der Haut (oder dem Haar): Alle beschmutzten,
getrinkten Kleidungsstiicke sofort ausziechen. Haut mit Wasser
abwaschen/duschen.

P304+P340  Bei Einatmen: An die frische Luft bringen und in einer Position ruhigstellen,

die das Atmen erleichtert.

P304+P340  Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und fiir ungehinderte

Atmung sorgen.

P305+P351+P338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
spilen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
spilen.

P307+P311  Bei Exposition: Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P308+P313  Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen / irztliche Hilfe

hinzuziehen.

P332+P313  Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / irztliche Hilfe hinzuziehen.

P333+P313  Bei Hautreizung oder —ausschlag: Arztlichen Rat einholen / irztliche Hilfe

hinzuziehen.

P337+P313  Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe

hinzuziehen.

P370+P378  Bei Brand: . .. zum Loschen verwenden.

P403  An einem gut belifteten Ort aufbewahren.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P422 Inhaltin / unter ... aufbewahren

P403+P233  Behilter dicht verschlossen an einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P403+P235  Kihl an einem gut beliifteten Ort autbewahren.

P501 Inhalt / Behilter ... zufithren.









