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1 Motivation und Zielstellung

Moderne analytische Verfahren ermoglichen eine hochst effiziente Auftrennung und eine selek-
tive Detektion von Zielanalyten. Dies ist vor allem in der Medizin von Bedeutung, da eine
frithzeitige Diagnose von Krankheiten in den meisten Fillen zu einer wesentlich erfolgrei-
cheren Behandlung beitrigt. In unserer heutigen Industriegesellschaft werden daher hochsen-
sitive und effiziente Analysemethoden stéirker benttigt als je zuvor. Diverse Umweltgifte oder
gesundheitliche Schadstoffe gelangen vermehrt in Grundwasser und Umwelt. Eine Analyse ist
aufgrund der oft nur geringen Konzentrationen und der Komplexitét diverser Proben haufig
mit groflen Schwierigkeiten verbunden. Obwohl die Sensitivitdt und Effizienz zur Bestim-
mung von Krankheitsmarkern (biomarker) und Schadstoffen immer weiter zunimmt, stolen
selbst hochstsensitive Analysemethoden an ihre Grenzen. Gerade bei kleinsten Konzentra-
tionen an Zielanalyten oder bei komplexen Gemischen ist eine direkte Detektion ohne weitere
Vorbehandlung, wie Aufkonzentrierungen oder Markierungen, duflerst schwierig oder nicht
moglich. Eine Optimierung dieser Methoden, deren Automatisierung sowie sensitivere Detek-
torsysteme werden benétigt. Dariiber hinaus ist die Entwicklung von neuartigen, selekti-
veren mobilen und stationiren Phasen ein hochinteressantes und umfangreich untersuchtes
Forschungsgebiet.

Die Verwendung von hochselektiven Additiven, wie Cyclodextrinen, Kronenethern, Mizellen
und andere chirale Selektoren in der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC), Kapil-
larelektrophorese (CE)™ 2 oder in der Diinnschicht-Chromatographie (TLC)B! wurde bereits
umfangreich untersucht und etabliert. Hochfunktionalisierte Polymere als duflerst spezifische
Selektoren mit hoher Selektivitit stellen vielversprechende Materialien dar, die ebenfalls eine
Optimierung in der HPLC und CE erzielen.*? Der Einsatz von Polymeren in molekular
geprigten Matrizen (molecular imprinted polymers, MIP) oder in monolithischen Trennséulen
wird bereits duferst erfolgreich in der TLC, HPLC und CE genutzt.l” 1! Eine solch hochse-
lektive Sdulenmodifizierung bietet eine sehr gute Performance und hervorragende Trennleis-
tungen. Ein Nachteil dieser hochselektiven Modifizierung ist jedoch die Spezialisierung nur
auf das jeweilige Problem. Eine universelle Verwendung fiir komplexe Gemische und eine Fiille
von Analyten ist limitiert. Ein sehr vielversprechender Aspekt ist der Einsatz von Polymeren
als chirale Selektoren in der stationdren wie auch in der mobilen Phase. Die grofle Anzahl
an kommerziell erhéltlichen Trennséulen mit einer Polymermodifizierung und das sténdig
umfangreichere Angebot solcher Siaulen™ verdeutlichen diesen Trend und zeigen, dass die
Nutzung von polymeren Architekturen fiir eine weitere Optimierung diverse Moglichkeiten
bietet.

Hochverzweigte Polymere stellen unter den Polymeren vielversprechende Materialien dar,
die aufgrund ihrer Vorteile zu einer effektiven Optimierung beitragen kénnen.?! Die hohe
Anzahl an terminalen Gruppen ermdoglichen es, gut zugéngliche anwendungsorientierte Modi-

fizierungen durchzufithren, um gewiinschte Eigenschaften zu generieren. Durch die hohe
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Variabilitdt der Polymere selbst und der diversen Modifizierungsmoglichkeiten zeigen mafige-
schneiderte Polymere ein enormes Potential und die Moglichkeit hochselektive Wechselwir-
kungen mit Zielanalyten zu etablieren. Die Modifizierung mit einer Schale um den polymeren
Kern ermoglicht weitere Optimierungen fiir den Einsatz von Kern-Schale-Architekturen.
Beispiele hierfiir sind unter anderem die Vermittlung hoherer Loslichkeit durch eine Modifizie-
rung des hydrophilen/hydrophoben polymeren Kerns zur Etablierung einer &ufieren Schale.
Ebenso koénnen durch die Modifizierung gezielte Eigenschaften generiert werden, die eine
spezifische Interaktion mit Oberflichen oder Wirkstoffen erméglichen. Kern-Schale-Architek-
turen werden bereits intensiv fiir medizinische Anwendungen als Therapeutika und in der
Diagnostik untersucht™ und stellen hochgradig interessante Systeme dar. Aufgrund von
definierten Eigenschaften der Kern-Schale-Architekturen kénnen duflert selektive Wechsel-
wirkungen generiert werden, wodurch sie auch als chromatographische Selektoren hochrangig

interessant erscheinen.

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist die Synthese und die Untersuchung von Kern-Schale-
Architekturen als chromatographische Selektoren. Als polymerer Kern wird hochverzweigtes
Poly(ethylenimin) (PEI) verwendet, das mit einer Oligosaccharidschale modifiziert wird. Das
PEI wird mit den Kerngréoflen 5 und 25 kDa verwendet, wodurch eine Untersuchung des
Kerneinflusses moglich ist. Weiterhin wird die Dichte der Oligosaccharidschale eingestellt.
Dafiir wird eine dichte, moderate bis offene und eine sehr offene Oligosaccharidschale um den
polymeren Kern generiert. Infolge dessen kann der Einfluss der Schalendichte auf die Interak-
tion mit Beispielanalyten evaluiert werden. Fiir die Oligosaccharidschale (OS) werden dariiber
hinaus drei verschiedene Oligosaccharide (Maltose, Lactose und Maltotriose) verwendet, um
den Einfluss der Art der Schale zu priifen. Durch diese Variationen kénnen 15 unterschied-
liche PEI-OS Kern-Schale-Architekturen synthetisiert und untersucht werden. Weiterhin soll
der hydrophobe Anteil der Kern-Schale-Architekturen durch die Anbindung von unpolaren
Seitenketten an einen PEI-Kern erhoht werden. Auf diese Art und Weise konnen nicht-
kovalente Wechselwirkungen mit lipophilen Systemen untersucht werden.

Um polymere Kern-Schale-Architekturen moglichst effizient in der TLC, HPLC und CE
einsetzen zu konnen, ist es essentiell, ihre Eigenschaften und die Art und Weise der Wechsel-
wirkungen zu kennen, die sie mit méglichen Gastmolekiilen eingehen. Durch die Untersuchung
dieser Wechselwirkungen kénnen Informationen iiber deren Interaktionen und eine mdogliche
Manipulation bzw. Optimierung dieser erhalten werden. Ein zielgerichteter und effektiver

Einsatz mit diesen Kern-Schale Architekturen kann so vorbereitet werden.
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2 Grundlagen und Stand der Forschung

2.1 Einfiihrung von Kern-Schale-Architekturen in Bezug auf
Glykopolymere

2.1.1 Kern-Schale-Architekturen

Wiéhrend des letzten Jahrhunderts gewannen Polymere fiir unser alltdgliches Leben eine
immer wichtigere Rolle. Durch die Nutzung von polymeren Werk- und Hilfsstoffen wurde
eine Vielzahl von Anwendungen ermoéglicht und vereinfacht. Heutzutage ist die Polymer-
forschung ein sehr gut etabliertes Forschungsgebiet, mit dem sich eine Vielzahl an Arbeits-
gruppen in den unterschiedlichsten Spezialgebieten befassen. Neben den linearen gewinnen
die stark verzweigten Polymere nach den Pionierarbeiten von Vigtle et al.,'¥) Tomalia et
al.1 und Newkome et al.'9 eine immer groBere Bedeutung. Eine Unterklasse der stark
verzweigten Polymere sind die Dendrimere und die hochverzweigten Polymere. Eine sche-
matische Darstellung des prinzipiellen Aufbaus der perfekt verzweigten Dendrimere und der

starker unregelméflig hochverzweigten Polymeren ist in Abbildung 1 veranschaulicht.

Dendrimere Hochverzweigte Polymere

O . dendritische Einhei
@ O\ -C\) lineare Einheit

duBere Funktionalisierung

(7:) terminale Einheit

-~
Innere (J_‘—

&
Verzweigungen/ /
Generationen [

d _
—
o
perfekt kaskadenverzweigt, irregular verzweigt,
globular, regelméRig ungleichmaRig

Abbildung 1: Links ist die perfekte Kaskadenstruktur eines Dendrimers gezeigt, wohingegen
rechts die irregulédre Struktur eines hochverzweigten Polymers verdeutlicht
wird.

Dendrimere als perfekt kaskadenverzweigte Makromolekiile mit einer hohen Endgruppen-
funktionalitét stellen eine vielseitige Strukturklasse dar. Grofle, Architektur, Dichte, Anzahl
und Modifizierung der Endgruppen fiihren zu hochspezialisierten Polymeren.!!3] Die Anzahl
der Verzweigungspunkte, die vom zentralen Kern abgehen, werden Generationen eines Dendri-
mers genannt.!!”) Hochverzweigte Polymere weisen im Gegensatz zu den Dendrimeren keine

perfekte Verzweigung auf. Sie besitzen aber ebenfalls eine kompakte, globulédre Struktur, eine



4 2 Grundlagen und Stand der Forschung

grofle Anzahl an Endgruppen, unterschiedliche Dichteverteilungen in der verzweigten Poly-
merstruktur und die Fihigkeit zur Komplexierung. 18!

Generell kénnen sowohl in den Dendrimeren wie auch in den hochverzweigten Polymeren
drei Doménen unterschieden werden: der zentrale Kern, die von diesem abgehenden inneren
Verzweigungen und eine Funktionalisierung der Endgruppen.

Durch die Art und Weise der Funktionalisierung der Endgruppen kénnen die Polymer-
eigenschaften hoch effektiv auf ihre Anwendungen mafigeschneidert werden. Eine Moglichkeit
duflerst zielgerichtete Polymere zu erhalten, ist der Aufbau sogenannter Kern-Schale-Architek-
turen, bei denen der zentrale polymere Kern mit &ufleren funktionalen Gruppen modifiziert
wird. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl an Kern-Schale-Architekturen in Hinblick
auf ihr Potential als Wirkstofftransportsysteme bzw. als Wirt-Gast-Systeme synthetisiert und
umfangreich untersucht.!'® 2! Die Synthese von Kern-Schale-Architekturen kann durch eine
kaskadenartige Polymerisation hin zu héheren Generationen mit definierten Eigenschaften
durchgefiihrt werden. Dabei kann in einem finalen Schritt die &uflere Generation mit der
gewlinschten Funktionalitdt oder komplett funktionalisierte Polymerabschnitte angebunden
werden. Da mit steigender Generation eine komplette Umsetzung aller terminalen Gruppen
aufgrund von sterischen Hinderungen nicht mehr moglich ist und fehlerhaftes Wachstum
auftritt (Starburst-Limit-Effekt??)), ging man zu einer gezielten Modifizierung iiber. Bei
dieser Methode kann ein Kern mit spezifischen Eigenschaften aus einem groflen Spektrum an
moglichen Polymeren gewihlt werden. Zusétzlich kann eine Funktionalisierung der &ufleren
Sphére in Hinblick auf die gewiinschte Anwendung &uflerst gezielt durchgefiihrt werden.
Auf diese Art und Weise entstehen hochfunktionalisierte und mafligeschneiderte Kern-Schale-
Architekturen. Als Kernpolymere dienen sehr hiufig Poly(amidoamin) Dendrimere (PAMAM),
Poly(propylenamin) (POPAM oder auch systematisch korrekt Poly(propylenimin), PPI),
sowie das hochzweigte Poly(ethylenimin) (hb PEI) (siche Abbildung 2).

NH

HN, OxNH HN  NH
A~ 7:0 ; R ~NH, HaN HZ“LL p QJJNHZ NH,
N ) HaN N N HoN
. g/\ \ ,JNHZ HN WN N_/‘/NHZ NH; \L HoN
2 O NH )) KL 2
e A O RN N N /\/NH ™ 2/\,NH2
: )
H N N\/Yn\/\N “ N SN N~NHz HzN \L o ; s
N
HZ’N/\,Ng\/N’\/Np kH‘ R o Ni T \/\g NH. 2 \\‘ \%\/\/N WN(( /NHQ N\ N\/\NJ/
K ; NN \ / N HN, N~ J/ N\
N~N " '3‘\/\ N~~~ “NCNH,  HoN- I J/ N\ NH,
Fat R N—g }NH 9 QN2 NN Ty N N
u&AN\/‘szAN"j HNN)LNNNJ” H Nf y \L J/ Y A\ C N N\L
" H H H 2 J) N KL NH, NH, N SNH2
~ «é ;*NH S s Al e Y
H,N HN ° NH, /_/—N N\j \L 2 NH, '
. \/\Ng\/N T H NN % / N\ é N, 5
2 H HOE Fay N g NHyHe
HNSO ;t« HN  NH,
NH, PAMAM P POPAM (PPI) hb PEI

Abbildung 2: Uberblick einiger wichtiger Dendrimere, wie PAMAM oder POPAM, sowie
dem hochverzweigten PEI, die hdufig als polymere Kerne in Kern-Schale-
Architekturen verwendet werden.

Fiir eine biomedizinische Anwendung eignen sich diese Polymere aufgrund ihrer relativ
hohen Toxizitdt nur bedingt.% 24 In Folge von Protonierungen der Aminogruppen kommt
es in Abhéngigkeit des pH-Wertes zumeist zu positiven Ladungen unter physiologischen
Bedingungen. Diese zumeist positiv geladenen Polymere kénnen mit den negativ geladenen
Zelloberflichen interagieren und Zellschéiden verursachen.?®! Durch eine weitere Modifizie-

rung der Oberfliche kann die toxische Ionenladung des Polymerkerns abgeschirmt und eine
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hohere Biokompatibilitdt erzielt werden. Aufgrund der vielfaltigen Moglichkeiten einer spezi-
fischen Modifizierung ist eine Anwendung dieser hochfunktionalisierten Strukturklasse unter
anderem in der Biomedizin ebenfalls sehr gut moglich.['”) Unter anderem kénnen die so aufge-
bauten Kern-Schale-Architekturen fiir den gezielten Wirkstofftransport,2!: 2527 DNA /RNA
Transport2® oder in der Diagnostik!!3 eingesetzt werden. Weiterhin kénnen auch direkt
spezielle Liganden angebunden werden, wodurch neuartige, sterisch anspruchsvolle Kata-
lysatoren generiert werden kénnen.?9) Auch in elektronischen Anwendungen finden Kern-
Schale-Architekturen Verwendung. Beispielsweise als Licht-emittierende Systeme, optische

30, 31 Gezielte Proteinwechselwirkungen erméglichen weiterhin den

Sensoren oder Displays.
Einsatz von Kern-Schale-Architekturen in der Zellerkennung oder als Modellsysteme fiir
Zellinteraktionen.? Anhand einiger Beispiele soll das enorme Potential und die vielfiltigen
Verwendungen von spezialisierten Kern-Schale-Architekturen in Abbildung 3 verdeutlicht

werden. [18-21, 32-35]

&

Gentransport %y
"{)‘U:I )

Diagnostik Photosystem

Dendrimere/
hochverzweigte
Polymere in
Kern-Schale
Architekturen
Sensorik Katalyse

Abbildung 3: Verdeutlichung einiger Beispiele der vielfiltigen Anwendungsméglichkeiten
von hochverzweigten Polymeren bzw. Dendrimeren und deren Kern-Schale-
Architekturen.

Neben diesen vielfiltigen Einsatzmoglichkeiten ist die Nutzung von Kern-Schale-Architek-
turen in der Biomedizin ein umfassendes Forschungsgebiet.[® 24 Von grofem Interesse sind
die Komplexierung von Gastmolekiilen, deren gezielter Transport und Freisetzung sowie die
Nutzung von spezifischen Wechselwirkungen zwischen Kern-Schale-Architekturen und Gast-

molekiilen. [21; 25-27]

Derartige Wirkstofftransportsysteme sollten eine hohe Beladungskapazi-
tat, geringe Toxizitédt, hohe Biokompatibilitdt und die Moglichkeit fiir einen zielgerichteten
Transport und Freisetzung des Wirkstoffes aufweisen.28! Die definierte, globulire Struktur,

die Monodispersitiat und die Moglichkeit fiir diverse Modifizierungen der &ufleren Sphére
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lassen Dendrimere und hochverzweigte Polymere als Wirkstofftransportsysteme duflerst at-
traktiv erscheinen. Wirkstoffe kénnen dabei entweder mit dem Inneren oder mit der dufleren
Sphére der Kern-Schale-Architekturen iiber nicht-kovalente Wechselwirkungen, wie elektro-
statische oder Van-der-Waals-Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriickenbindungen, inter-
agieren.[26: 361 Eine kovalente Anbindung von spezifischen Rezeptormolekiilen ist ebenfalls
denkbar.[3" Mit Hilfe dieser umfangreichen Variationen sind eine Vielzahl an zielgerichteten

und spezifischen Wirkstofftransporten maglich.[20: 25-27, 37]

2.1.1.1 Dendrimer/Gast-Komplexe

Interagieren die Wirkstoffe bzw. Gastmolekiile mit dem Inneren der Kern-Schale-Architek-
turen wird im Allgemeinen von Dendrimer/Gast-Komplexen gesprochen (Abbildung 4).
Diese Komplexe treten beispielsweise bei der Interaktion von hydrophoben Gastmolekiilen
mit hydrophoben Polymerkernen auf. Hydrophile Gastmolekiile kénnen iiber Wasserstoff-
briickenbindungen, elektrostatische oder Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit der dufleren
Sphiéire interagieren und auf diese Weise komplexiert werden.

Die von Fréchet beschriebenen unimolekulare Mizellen!’®l finden unter diesem Aspekt
eine haufige Verwendung. Unimolekulare Mizellen bestehen aus einem amphiphilen Kern-
Schale-System, bei dem ein hydrophober dendritischer Kern mit einer hydrophilen &ufleren
Schale funktionalisiert wird.[*6: 38] Unimolekulare Mizellen, die nach der Methode von Fréchet
synthetisiert wurden, bestehen aus einem Poly (arylether) Dendrimer und einer dufleren Sphére
von Carboxylfunktionalitéiten.? Die Interaktion mit polaren Gastmolekiilen wie Pyren iiber
m-m-Wechselwirkungen ist mit diesen Kern-Schale- Architekturen sehr gut moglich und erhoht
die Loslichkeit des Pyrens deutlich.?% Ein Transport hydrophober, bioaktiver Gastmolekiile,
wie Steroide, ist mit diesen Dendrimer/Gast-Komplexen ebenfalls gut moglich.6) Weitere
interessante Systeme basierend auf unimolekulare Mizellen nutzen beispielsweise einen Poly-
(amidoamin)-Kern modifiziert mit hydrophilen Poly(ethylenglycol)-Ketten (PEG) als dufiere
Sphére. Eine Funktionalisierung der Kernoberfliche mit PEG-Ketten erhoht die Wasser-
15slichkeit und die Biokompatibilitét!!8) und fiihrt zu einer héheren Stabilitit und Komplex-
ierungsfihigkeit.l??) Die Interaktion derartiger unimolekularer Mizellen wurden unter anderem
mit Antitumormedikamenten, wie 5-Fluorouracil, 9! Methotrexat!: 42 und Doxorubicin/4!
erfolgreich getestet. Der Einfluss der unterschiedlichen Faktoren, wie die Gréfie des Polymer-
kerns oder die GroBle und Eigenschaften der angebundenen dufleren Schale, wurde in dieser

Hinsicht umfangreich auf ihre Wechselwirkungen mit Gastmolekiilen untersucht.[!3: 18-21, 43]

Dendritische Box Unimolekulare Mizelle

Abbildung 4: Verdeutlichung der dendritischen Box (links) und der unimolekularen Mizelle
(rechts).

Ein weiteres sehr bekanntes Beispiel fiir Dendrimer/Gast-Komplexe ist die von Meijer et
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al. beschriebene dendritische Box/44]

. Hierbei handelt es sich um ein Poly(propylenimin)-
Dendrimer als Kernmolekiile, das mit Boc-geschiitzten Phenylalanin-Einheiten modifiziert
wurde. Durch diese Modifizierung konnte eine dichte, sterisch anspruchsvolle, &uflere Sphére
generiert werden. Die Diffusion der Gastmolekiile aus dem Polymerkern kann durch die
Modifizierung der Endgruppen des PPI-Kerns mit Aminosidurederivaten deutlich gehindert
werden.[*4 46 In Abhingigkeit der GréBe der Gastmolekiile konnten bis zu vier Molekiile des
Farbstoffes Bengalrot und acht bis zehn kleinere Gastmolekiile (4-Nitrobenzoeséure) einge-
schlossen werden.!*6l Die MolekiilgroBe des Gastes sowie die GréBe des Polymerkerns und

dessen Komplexierungsfihigkeit beeinflussen somit maBgeblich die Effizienz der Interaktion.30l

Bei Dendrimer/Gast-Komplexen kann mit Hilfe von Ladungs- oder Gréfilenédnderungen
sowie durch eine teilweise oder komplette Entfernung der dufleren Sphire eine Freisetzung der
Castmolekiile erzielt werden.[?!! Dendrimer/Gast-Komplexe weisen die Vorteile auf, dass sie
die therapeutische Wirkung der Gastmolekiile erhalten und schiitzen, eine gute Verweilzeit
im Blutkreislauf aufweisen und relativ einfach durch Mischung der jeweiligen Komponenten
gebildet werden kénnen.26l Die Beladungseffizienz ist allerdings von diversen Parametern,
wie der Struktur, GroBle und Oberflichenfunktionalisierung der Dendrimere sowie dem mole-
kularen Gewicht der Gastmolekiile, abhéingig. Weiterhin iibt der pH-Wert, das Losungsmittel
und die Temperatur einen Einfluss auf die Interaktion aus.?® Eine Kontrolle der Interak-

tionen ist somit nicht trivial.

2.1.1.2 Dendrimer/Gast-Konjugate

Bei sogenannten Dendrimer/Gast-Konjugaten (Abbildung 5) werden Gastmolekiile ent-
weder direkt an die duBere Sphiire von Kern-Schale-Architekturen kovalent angebunden/37> 47)

oder interagieren iiber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit Oberflichenfunktionalitéiten,

48, 49]

wie beispielsweise Rezeptor-Molekiilen. Bei dieser Art der Interatkion resultiert eine

wesentlich hohere Kontrolle der Beladung und Freisetzung im Vergleich zu den Dendrimer/

261 Aufgrund der hohen Modifizierungsmoglichkeiten der Dendrimere mit

Gast-Komplexen.
spezifischen Rezeptoren kann eine selektive Interaktion gewéhrleistet und eine gezielte Frei-

setzung erhalten werden.

e ©
kovalent gebunden gebunden (ber nicht-kovalente
Wechselwirkungen

Abbildung 5: Verdeutlichung von Dendrimer/Gast-Konjugaten mit kovalent ange-
bunden Gastmolekiilen (links) oder mit Gastmolekiilen, die iiber nicht-
kovalente Wechselwirkungen mit Oberflichenfunktionalititen der Kern-
Schale-Architekturen interagieren (rechts).
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Fiir die Generierung von Dendrimer/Gast-Konjugaten wird ein Dendrimer oder hochver-
zweigtes Polymer in mehreren Syntheseschritten modifiziert, wodurch die Ausbeute niedrig
ausfallt und die Kosten ansteigen. Fiir die Anbindung der Gastmolekiile werden haufig Ester-,
Amid-, Imin-, Carbamat- oder Peptid-Bindungen genutzt, bei denen eine selektive Spaltung
moglich ist. Nachteilig wirkt sich die gezielte Freisetzung durch Anderung von bestimmten
Einfliissen (pH-Wert, Temperatur, Hydrolyse, Enzyme) aus. Sie ist in den meisten Fillen
problematisch und in vivo nach Transport in Blutkreislauf und Internalisierung in Organenen

und Zellen nicht iiberall kontrollierbar durchfiihrbar.

2.1.1.3 Kern-Schale-Architekturen basierend auf hochverzweigten Polymeren

Neben den perfekt verzweigten PAMAM und PPI Dendrimeren finden ebenso hochverzweigte
Polymere mit einem irreguléiren Aufbau Anwendung in Kern-Schale-Architekturen und Trans-

501 Sie bieten den Vorteil, dass die Synthese von Kern-Schale-Architekturen

portsystemen.
aufgrund der einfacheren Zugénglichkeit von hochverzweigten Polymeren kostengiinstiger ist
als die von dendritischen Systemen. Die Synthese von Kern-Schale-Architekturen mit hochver-
zweigten Polymeren und deren Anwendung als potentielle Transportsysteme ist ein umfang-
reiches und bereits gut untersuchtes Thema. 47> 50-54]

Das hochverzweigte Poly(ethylenimin) (PEI) wird vielfach als Polymerkern in Kern-Schale-
Architekturen genutzt. Dieses kationische Polymer besitzt eine sehr hohe positive Ladungs-
dichte und weist neben linearen und terminalen auch dendritische Aminogruppen auf. Die
hohe Anzahl an terminalen Aminogruppen kann eine sehr gute Pufferkapazitit und eine gute

501 Vor allem unter biologischen Aspekten, wie der

Interaktion mit DNA ermdglicht werden.
Gentherapie, ist der Einsatz von PEI als Transportsystem fiir RNA und DNA geldufig.5 56
Die hohe kationische Ladungsdichte aufgrund der Vielzahl an protonierbaren Amino-Stick-
stoffen bewirkt bei unmodifizierten PEI jedoch eine hohe Cytotoxizitédt und lédsst es als Wirk-
stofftransportsystem ungeeignet erscheinen. 23 24

In Kern-Schale-Architekturen wird Poly(ethylenimin) héufig als polarer Kern genutzt, der
mit hydrophilen Gastmolekiilen wechselwirken kann. Die Modifizierung mit einer hydro-
phoben Schale erhoht die Loslichkeit in apolaren Solventien. Als Beispiel hierfiir wurde 2009
ein PEI-Kern mit PEG-Ketten von der Arbeitsgruppe um Haag et al. modifiziert.[*3] Dieses
Kern-Schale-System wurde benutzt, um den Wirkstofftransport von verschiedenen Antitu-
mormedikamenten wie Doxorubicin und Methotrexat zu untersuchen.*3] Das Interaktions-
verhalten von hochverzweigten PEI, modifiziert mit 2-Dodecyloxymethyloxiranen, wurde mit
verschiedenen Beispielmolekiilen, wie Methylorange, Bengalrot oder Kongorot, von Wan et

al. untersucht. 7]

Anhand dieser Beispiele wird deutlich, dass eine Modifizierung der terminalen Polymer-
gruppen mit einer dufleren Schale die Eigenschaften mafigeblich verdndern kann. Die Synthese
von maflgeschneiderten dendritischen Polymeren mit spezifischen Eigenschaften und der Mog-
lichkeit, selektiv Gastmolekiile zu komplexieren, zeigt das enorme Potential und die viel-
faltigen Einsatzmoglichkeiten von dendritischen Polymeren, sowohl von perfekt als auch hoch-

verzweigten Polymeren.
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2.1.2 Glykopolymere und Glykodendrimere

Eine weitere Methode zur Modifizierung der Polymeroberfliche ist die Anbindung von biolo-
gisch bedeutsamen Kohlenhydrateinheiten. Kohlenhydrate iibernehmen essentielle Funktionen
bei einer Vielzahl an relevanten Prozessen, wie beispielsweise bei Zell-Zell-Interaktionen, bei
krankheitsbedingten Prozessen wie Entziindungen, Signaliibertragungen und bei der Interak-
tion mit Proteinen.®® % Die Modifizierung von polymeren Strukturen mit Kohlenhydraten
und die daraus resultierende Generierung von Glykopolymeren ist ein vielversprechendes
Forschungsgebiet, das in den letzten Jahren rapide weiterentwickelt wurde.l% 611 Aufgrund
der hohen Biokompatibilitéit, der hoheren Wasserloslichkeit und der moglichen spezifischen
Interaktionen mit Kohlenhydrat-Rezeptoren eignen sich Kohlenhydrat-modifizierte Polymere
fiir eine grofe Spannbreite an biomedizinischen Anwendungen.!%% 6264 In der biomedizini-
schen Forschung kénnen diese interessanten Kern-Schale-Architekturen sowohl in der thera-
peutischen Forschung, in Kombination mit Medikamenten!62 63 65 gder als Wirkstofftrans-
portsystemel!?: 60, 62, 63, 65, 66] oipgegetzt werden. Dariiber hinaus ist eine Verwendung von

62] sehr gut maglich. Hierfiir kann die selektive Interaktion

Glykopolymeren in der Biosensorik
von Kohlenhydraten mit Rezeptoren genutzt werden, um spezifische Wechselwirkungsreak-
tionen zu beobachten. Weiterhin kénnen Glykopolymere als Matrices fiir Zellwachstum und
Gewebeziichtung (tissue engineering)[m’ 68] oder als Modellsysteme fiir Glykoproteine, Zellre-
aktionen oder Glykolipide eingesetzt werden.%% 69 Die umfangreichen Synthesemaglichkeiten
von linearen und dendritischen Glykopolymeren®® 7 eréffnet eine groBe Vielfalt an hochspe-
zialisierten und zielgerichteten Verbindungen. Diese kénnen mit Hilfe von diversen Polymeri-
sationsmoglichkeiten mit milden Reaktionsbedingungen und einer schonenden Aufreinigung
mit dem gewiinschtem Molekulargewicht und Struktur hergestellt werden, ohne das die biolo-
gische Funktion des Kohlenhydrates veriindert wird.[62 70l

Generell kann zwischen einer Pre-Polymerisations- und Post-Polymerisations-Modifizierung
unterschieden werden. Bei der erstgenannten findet die Modifizierung mit Kohlenhydraten
schrittweise und selektiv mit Hilfe von weiterentwickelten kontrollierten radikalischen Polymer-
isierungsreaktionen, wie der radikalischen Polymerisation unter Atomtransfer (ATRP), rever-
siblen Additions-Fragmentierungs—Ketteniibertragungs—Polymerisation (RAFT), Nitroxid—
vermittelte Polymerisation (NMP) und der Ringsffnungsmetathese (ROMP), statt.[>9 62, 70-73]
Fiir die Herstellung von Glykopolymeren kénnen neben den radikalischen Polymerisationen
auch enzymatische Reaktionen genutzt werden. Diese sind &duflerst spezifisch mit einer hohen
Regio-, Chemo- und Stereoselektivitit.[™?

Bei der Post-Polymerisations-Modifizierung findet die Generierung glykopolymerer Struk-
turen in einem finalen Syntheseschritt statt, bei dem die Zuckerfunktionalitdten an bereits
vorliegende polymere Kerne angebunden werden. %% 62 Hierfiir werden zumeist einfache poly-
meranaloge Kupplungsreaktionen genutzt, bei denen die Saccharide in einer aktivierten Form

eingesetzt werden. [

Als weitere Spezifizierung der Glykopolymere finden haufig Glykodendrimere mit ihrer
hochverzweigten Struktur Anwendung in der biomedizinischen Forschung.[?)
Neben der globulédren Struktur der Glykodendrimere weisen sie gegeniiber Glykopolymeren

den Vorteil auf, dass sie eine hohe Anzahl an terminalen Gruppen aufweisen, die fiir eine Modi-
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fizierung genutzt werden kénnen. Weiterhin ist die finale Modifizierung eines bereits vorlie-
genden Dendrimers oder hochverzweigten Polymers oft kostengiinstiger und einfacher als die
schrittweise und mitunter teure Modifizierung von Glykopolymeren.[™ Grundsitzlich kénnen
Glykodendrimere in drei Klassen (Abbildung 6) unterteilt werden: 1.) Glykodendrimere mit
der Modifizierung der terminalen Funktionalitdten des Dendrimers und somit einer dufleren
Kohlenhydratschale, 2.) Glykodendrimere mit einem Kohlenhydrat als zentralen Kern und
3.) vollstindig auf Kohlenhydrat basierende Dendrimere. Fiir die vorliegende Arbeit ist die
Klasse der Glykodendrimere mit einer dufleren Kohlenhydrathiille von besonderem Interesse,

weshalb im Folgenden nur diese Klasse ndher betrachtet wird.

1) 2) 3)

Abbildung 6: Verdeutlichung der unterschiedlichen Strukturformen von Glykodendrimeren
mit 1.) der Modifizierung der terminalen Funktionalitéten des Dendrimers, 2.)

einem Kohlenhydrat als zentralen Kern und 3.) vollstdndig auf Kohlenhydrat
basierende Glykodendrimere.

Fiir die Synthese von definierten Glykodendrimeren aus kommerziell erhéltlichen Poly-
meren werden hiufig PAMAM oder PPI genutzt.[2 64 75 76] Diese Dendrimere weisen Amin-
basierte Polymerkerne auf, bei denen eine Modifizierung mit Kohlenhydraten sehr gut iiber
Harnstoff-, Thioharnstoff- oder Amidbindungen mit den priméren Aminogruppen durch-

[ Okada et al. beschrieben die Synthese und Eigenschaften sogenannter

gefithrt werden kann.
sugar balls, bei denen es sich um Poly(amidoamin)-Dendrimere modifiziert mit 48 Kohlenhy-
dratfunktionalitéiten handelt.["” Die Kupplung der Kohlenhydrate erfolgte durch eine Reak-
tion der terminalen Aminogruppen mit Lacton-Derivaten der Lactose und Maltose. Thre Inter-
aktionen mit Concanavalin A, das spezifisch mit Glykosyl- bzw. Mannosyl-Funktionalitdten
reagiert, wurden untersucht. Eine starke Wechselwirkung mit dem tetrameren Concanavalin
A konnte mit Hilfe einer Vernetzungsreaktion und der daraus resultierenden Ausfiallung des
reagierenden Concanavalins A mit den Glykopolymeren nachgewiesen werden.!””]

Beispiele fiir Glykodendrimere auf PPI-Basis und deren Nutzung in diversen Applikationen
wurden von Appelhans et al. verdffentlicht.["® 81 Unter anderem wurden Maltose modifizierte
Glykodendrimere fiir die Komplexierung, Stabilisierung und den Transport von Rhenium-
Komplexen genutzt.33 Weiterhin wurden diese Glykodendrimere fiir die kontrollierte Herstel-
lung von Gold-Nanopartikeln eingesetzt, bei denen das Metallion durch das Glykodendrimer
komplexiert und entweder chemisch oder durch das Glykopolymer selbst reduziert wurde.
Auf diese Art und Weise fungiert das Glykopolymer sowohl als Reduktionsmittel als auch
als Stabilisator.[™8! Ein weiteres Beispiel fiir die stabilisierende Wirkung dieser Glykodendri-
mere wurde bei der Synthese von CdSe-Partikeln nachgewiesen.l™ Dariiber hinaus wurde
eine medizinische Verwendung von dendritischen PPI-Kernen modifiziert mit Maltose oder

Maltotriose erfolgreich als anti-Prion-Wirkstoff getestet. 8]
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Neben diesen exemplarischen Anwendungsmoglichkeiten konnten Glykodendrimere im All-
gemeinen bereits in der Sensorik,® 84 in Kombination mit Medikamenten,%% 85 als Wirk-

stofftransportsysteme,[19’ 74, 86]

oder als Matrices fiir Zellwachstum und Gewebeziichtung
(tissue engineering),[87] genutzt werden. In Abbildung 7 sind einige Beispiele fiir die Verwen-

dung von unterschiedlichsten Glykodendrimeren verdeutlicht.

~J

1 Biosensorik

Wirkstofftransport Glyko- Gewebeziichtung
-systeme dendrimere (tissue engineering)

Chromatographie

Chirale Selektoren Affinitats-
chromatographie

Abbildung 7: Verdeutlichung der vielfiltigen Anwendungsmoglichkeiten von Glykodendri-
meren.

Analog zu diesen viel genutzten Dendrimeren, kénnen auch hochverzweigte Polymere als

Kernelement zum Aufbau von dendritischen Glykopolymeren genutzt werden.

2.1.3 Glykopolymere basierend auf einem hochverzweigten Poly(ethylenimin)
Kern

Im Gegensatz zu PAMAM- und PPI-Kernen eroffnet ein hochverzweigter Poly(ethylenimin)
Kern die Moglichkeit, dass neben den terminalen, priméren Aminogruppen auch sekundére
Aminogruppen reagieren und funktionalisiert werden kénnen. Durch die Modifizierung des
PEI-Kerns mit Kohlenhydratfunktionalititen kann die Biokompatibilitéit sowie die Loslichkeit
deutlich erhcht werden. Beispiele fiir die erfolgreiche Anwendung von kohlenhydratmodifi-
zierten PEI-Glykopolymeren in der Gentherapie sind bereits gut untersucht und literatur-
bekannt. 89 Wie bereits von Okada et al.’") bei der Synthese der sogenannten sugar balls
gezeigt, stellt die Anbindung von Zuckereinheiten mittels reduktiver Aminierung (Abbil-
dung 8) eine einfache und in Wasser durchfiihrbare Maglichkeit zur Synthese dar.[52

Mit Hilfe eines Boran-Pyridin-Komplexes als starkes Reduktionsmittel gelang es Appelhans
et al. die Generierung von hochverzweigten Glykopolymeren. Es konnten nicht nur ein Oligo-

saccharid (OS) an die priméren und sekundéiren Aminogruppen des PEIs angebunden werden,
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H
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Abbildung 8: Reaktionsschema der reduktiven Aminierung mit Maltose als Beispiel-
saccharid und Boran-Pyridin-Komplex als Reduktionsmittel.

sondern es gelang eine zweifache Umsetzung der primiren Aminogruppen hin zu funktionali-
sierten dendritischen Einheiten.l®?l Somit ist die Einstellung definierter Funktionalisierungs-
grade mit unterschiedlichen Dichten der Oligosaccharidschale moglich. Das Verhéltnis von
aktiviertem Oligosaccharid zu reagierender Aminogruppe entscheidet zwischen einer nahezu
vollstindigen Umsetzung aller reaktiven Aminogruppen oder nur einer teilweisen Umsetzung
(Abbildung 9).552 Drei verschiedene Dichten der Oligosaccharidschale kénnen unterschieden
werden. Reagieren nahezu alle terminalen und ein grofler Anteil der linearen Einheiten mit
einem Kohlehydrat kann eine sehr dichte Oligosaccharidschale generiert werden. Sie weist
einen Funktionalisierungsgrad von 75-95 % auf und hat hauptséchlich dendritische Einheiten
in ihrer Peripherie. Bei einer moderaten Oligosaccharidschalendichte reagieren die termi-
nalen Einheiten grofitenteils nur einmal. Es befinden sich iiberwiegend lineare Einheiten und
geringfiigig auch dendritische Einheiten in der Peripherie. Der Funktionalisierungsgrad liegt
bei 32 bis 48 %. Eine offene Oligosaccharidschale wird erhalten, wenn die Funktionalisie-
rung nur unvollstédndig ablduft. Sie besteht aus einer Mischung von terminalen und linearen

Einheiten mit einem Funktionalisierungsgrad von 16 bis 30 %.[52

HaNT\ H Hzl} /_/NHZ

_/NH
N
HzNﬁ/N '} (_NHZT NH
/_/ND\_ /—/NXNHz = @
y f’> NH,
HzN/_)\‘ NHy HN\_

T
Dichte Schale Moderate/ offene Schale Offene Schale

R = Oligosaccharid (Maltose, Lactose, Matlostriose, etc.)

Abbildung 9: Glykopolymerstrukturen, die von Appelhans et al. hergestellt und untersucht
wurden.®2 91 R stellt dabei die Funktionalisierung mit einem Oligosaccharid
dar (R= Maltose, Lactose, Maltotriose).

Verschiedene Glykopolymere mit unterschiedlichen PEI-Kerngréflen und diversen Oligosac-
chariden konnten hergestellt und umfangreich untersucht werden.[®2 76: 92, 93] PE[.OS Kern-
Schale-Architekturen liegen in Losung separiert als Einzelmolekiile vor und wurden umfang-
reich von Appelhans et al. mittels verschiedener Analysemethoden, wie NMR- und FTIR-

Spektroskopie, Elementaranalyse und Lichtstreuversuchen charakterisiert.®?
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Als Beispiel kann die Untersuchung der Biokompatibilitidt und Wirksamkeit von PEI-
DNA oder PEI-siRNA Komplexen von Aigner et al. genannt werden.®¥ PEI wurde mit
Maltose oder Maltotriose modifiziert und die DNA-/ siRNA-Komplexe in wvivo getestet.
Komplexe von PEI mit einem hoheren Kohlenhydratanteil zeigten dabei eine hohe Effizienz
fiir den Gentransport.®y Ebenso wurde die stabilisierende Wirkung von hochverzweigten
PEI-Glykopolymeren bei der Synthese von Metallnanopartikeln in Wasser getestet.[??] Hoch-
verzweigtes PEI modifiziert mit Maltose oder Maltotriose wurde weiterhin bei der Synthese
von Goldnanopartikeln genutzt, um diese bei der Synthese zum einen zu stabilisieren und
zum anderen zu reduzieren.[™ 96! Es konnte festgestellt werden, dass die sekundéren Amino-
gruppen des PEI-Kerns fiir die Reduzierung der Metallionen verantwortlich sind, wohingegen
die priméren Aminogruppen eine stabilisierende Funktion ausiiben. Die Oligosaccharidschale
beeinflusst die finale Gréfe und Form der Goldnanopartikel.[8: 96]

Weiterhin kénnen dendritische Glykopolymere basierend auf einem PEI-Kern fiir einen
gezielten Transport eingesetzt werden.[® 89 Die Interaktion von auf Zelloberflichen gebun-
denen Rezeptoren mit den Zuckerfunktionalitéiten der Glykopolmere kann hierfiir genutzt

werden.

Sie sind durch ihre Kohlenhydrathiille und den in Lésung kationisch geladenen Polymerkern
in der Lage, Wasserstoffbriickenbindungen und elektrostatische Wechselwirkungen einzugehen
und iiber diese mit Gastmolekiilen zu interagieren. Die Beispielmolekiile Adenosintriphosphat
(ATP) 52] yund der Farbstoff Bengalrot!®” wurden mit diesen hochverzweigten Glykopolymeren
auf ihre Komplexierungseigenschaften untersucht. Eine gute Aufnahme dieser Testanalyten in
die Kern-Schale-Architekturen wurde nachgewiesen.52 Die Ergebnisse fiir ATP zeigten, dass
die Komplexierungseigenschaften bei einem pH-Wert von 7 iiberwiegend durch elektrosta-
tische Wechselwirkungen zwischen dem negativ geladenen ATP und dem positiv geladenen
Polymerkern dominiert werden. Diese Wechselwirkungen konnen zusétzlich durch weitere
schwache, nicht-kovalente Wechselwirkungen (z.B. hydrophobe, 7-m- oder m-OH-Wechsel-
wirkungen) verstiirkt werden.®? Wie bereits bei ATP beobachtet wurde, fand die Interaktion
mit dem anionischen Bengalrot ebenfalls iiber elektrostatische Interaktionen mit dem katio-

nischen Polymerkern statt.[7)

Ausgehend von diesen spezifischen Interaktionen, die diese PEI-OS-Architekturen mit Gast-
molekiilen eingehen kénnen, wire ein Einsatz in chromatographischen Applikationen duflerst
interessant. Die Verwendung von Dendrimeren oder hochverzweigten Polymeren als Additive

in chromatographischen Applikationen wurde bereits in der Literatur beschrieben. 98100l

Ein Beispiel hierfiir ist die Ausnutzung der Interaktion von Proteinen, wie beispielsweise
Lektinen, mit Glykoproteinen. Die Anbindung von Lektin an Polymerbiirsten und deren Inter-
aktion mit Glykoproteinen wurde bereits von Qian et al. untersucht. Eine effektive Anreiche-
rung von Glykoproteinen mit Hilfe der modifizierten Polymer-Lectin-Biirsten konnte festge-
stellt werden.'®!) Ebenso wurde von Haddleton et al. die Interaktion von linearen Mannose-

modifizierten Glykopolymeren mit Glykoproteinen erfolgreich getestet.[192!

Die Verwendung von Glykopolymeren kénnte somit eine weitere interessante Optimierung

der Trennleistung und Sensitivitat von chromatographischer Applikationen darstellen. Glyko-
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polymere sowie Glykodendrimere kénnten eine effiziente Moglichkeit zur optimierten Auftren-
nung darstellen und eine frithzeitige Detektion von Krankheiten ermdoglichen.

Fiir die vorliegende Arbeit sind die hochverzweigten Glykopolymere mit einem PEI-Kern
und unterschiedlichen Oligosaccharidschalen von grofiem Interesse. Aufgrund der bereits
mehrfach nachgewiesenen selektiven Interaktionen von Glykopolymeren mit unterschiedlichen

Analyten, 52 97]

konnte die Ausnutzung dieser Wechselwirkungen in chromatographischen
Anwendungen zu einer verbesserten Auftrennung beitragen. Die Interaktion iiber elektrosta-
tische Wechselwirkungen mit dem kationischen Polymerkern sowie die Interaktion iiber nicht-
kovalente Wechselwirkungen in Verbindung mit der hohen Loslichkeit dieser Kern-Schale-
Architekturen lassen sie als Additive in der mobilen oder als Modifizierung der stationéren
Phase attraktiv erscheinen. Obwohl bereits erste Interaktionsstudien dieser Kern-Schale-
Architekturen mit kleineren Analyten durchgefiihrt wurden,® 971 fehlen Untersuchungen
iiber deren Potential als chromatographische Selektoren. Erste Erkenntnisse iiber Optimie-
rungsmoglichkeiten von Dendrimeren und hochverzweigte Polymere in chromatographischen
Anwendungsbereichen konnten in Voruntersuchungen untersucht werden.98-100]

Untersuchungen zum Einsatz von PEI-OS Kern-Schale-Architekturen als chromatographische

Seleketoren fehlen jedoch und sollen im Zuge dieser Arbeit niher untersucht werden.



2 Grundlagen und Stand der Forschung 15

2.2 Polymere als Selektoren

2.2.1 Diinnschicht-Chromatographie (TLC)

Die Diinnschicht-Chromatographie (thin layer chromatography, TLC) ist eine gut unter-
suchte und lang etablierte Analysemethode zur Auftrennung von Stoffgemischen. Durch die
Pionierarbeiten von Kirchner 103 und Stahl 194 gegen Ende der 1950iger Jahre konnte die
Diinnschicht-Chromatographie als angesehene Analysemethode etabliert werden. Sie 16ste die
zuvor genutzte, vergleichsweise einfache Papier-Chromatographie als Routineanalysemethode
ab. Aufgrund der von Kirchner und Stahl durchgefithrten Verbesserungen konnte die Methode
standardisiert und zu einer reproduzierbaren Methode entwickelt werden. Seit Beginn der
Diinnschicht-Chromatographie durchliuft diese Methode eine stetige Optimierung.[105-108]
Die Nutzung von verbesserten stationdren Phasen, effektive Additive, die optimierte Instru-
mentalisierung und die somit einhergehende Automatisierung, als auch immer bessere Detek-
toren ermoglichen eine Etablierung der TLC als eine einfache, schnelle und kostengiinstige
Analysemethode, die nahezu iiberall Anwendung findet. Die Moglichkeit einer parallelen
Probenuntersuchung macht die TLC in vielen unterschiedlichen Anwendungen zu einer effek-
tiven und viel genutzten Methode der Wahl. Wichtige Einsatzgebiete der TLC beispielsweise
die Qualitdtskontrolle oder Identitdts- und Reinheitspriifungen in der Pharmaindustrie. Auch
in klinischen Anwendungen, wie Metabolismusstudien, Drogenscrennings oder in Dopingnach-
weisen, wird die TLC eingesetzt. Neben der klinischen wird die TLC weiterhin in industri-
ellen Anwendungen verwendet, um beispielsweise Prozessentwicklungen und -optimierungen
zu kontrollieren. Ebenso spielt sie in der Lebensmittel- und Futtermittelchemie somit in der

Kosmetik und Naturheilkunde eine wichtige Rolle.

Bei der Diinnschicht-Chromatographie findet eine Auftrennung aufgrund von physikoche-
mischen Wechselwirkungen zwischen den Analyten und der mobilen und stationédren Phase
statt. Die stationdre Phase ist eine auf ein Triagermaterial aufgebrachte pordse Schicht, die
fest an ihrer Position verbleibt, wohingegen die mobile Phase aus einem Losungsmittel bzw.
einem Losungsmittelgemisch oder Gas besteht, das aufgrund von Kapillarkriiften entlang der
stationdren Phase entlangliuft. Aufgrund von unterschiedlich stark ausgeprigten Wechsel-
wirkungen der Analyten mit der stationidren Phase werden einzelne Analyten unterschied-
lich stark zuriickgehalten. Analyten, die kaum Wechselwirkungen mit der stationdren Phase
eingehen, werden kaum zuriickgehalten und laufen mit der mobilen Phase. Andersherum
laufen Analyten mit starken Wechselwirkungen mit der stationdren Phase nur gering oder
gar nicht mit der mobilen Phase. Man kann somit anhand der unterschiedlichen Wechsel-
wirkungen einzelne Komponenten eines Stoffgemisches aufgrund unterschiedlicher Laufh6hen
auftrennen. Ein Faktor, der dieses Verhalten in Bezug auf die Laufhthe der mobilen Phase
beschreibt, ist der Retentionsfaktor R;. Bei Komponenten, die nicht mit der mobilen Phase
mitlaufen betrigt er Null, bei Komponenten, die nur mit der mobilen Phase interagieren und
mit dieser mitlaufen, betrégt er Eins. Das Prinzip und die Definition des R-Wertes ist in
Abbildung 10 verdeutlicht.

Als mobile Phasen werden polare und unpolare Losungsmittel genutzt. Diese konnen durch
den Zusatz von weiteren Additiven (z.B. Ionenpaar- oder Ionenaustausch-Reagenzien, chirale

Selektoren usw.) optimiert und auf das jeweilige Problem angepasst werden.
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Abbildung 10: Prinzip der Diinnschicht-Chromatographie mit Definition des R -Wertes
(zs = Laufstrecke des Substratspots; zy = Laufstrecke des Laufmittels).

Stationére Phasen bestehen aus genau-definierten anorganischen oder organischen Materi-
alien. Ublicherweise werden Kieselgel bzw. Kieselgur, Aluminium, Zellulose oder deren Kombi-
nationen als Standard verwendet (Normalphase TLC). Bei diesen polaren stationéren Phasen
werden haufig unpolare Losungsmitteln verwendet. Die Wechselwirkungen der Analyten mit
diesen unpolaren Losungsmittel bestimmen die Laufhohe der einzelnen Komponenten. Eine
Variation dieser Normalphasen-Chromatographie ist die hydrophile Interaktionsfliissigkeits-
chromatographie (hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC), bei der polare Lo-
sungsmittel verwendet werden.'% In den letzten Jahrzehnten wurden vermehrt unpolare
Modifizierung der stationidren Phase untersucht. Hierfiir werden stationire Phasen mit hydro-
phoben Alkylketten oder Aromaten modifiziert. Polare Losungsmittel werden als mobile
Phasen verwendet. Bei dieser sogenannten Umkehr-Phasen TLC wird eine apolare bzw.
hydrphobe stationéire Phase genutzt und die Analyten aufgrund ihrer Polaritidt bzw. Hydro-
phobizitéit aufgetrennt.

Weiterhin wurden seit der Kommerzialisierung der TLC kleinere Partikelgrofien, diinnere
Schichten und feinere Poren fiir die stationére Phase verwendet. In den letzten Jahren entwi-
ckelte sich zudem die Hochleistungs-TLC (high-performance TLC, HPTLC), bei der Parti-
kelgréfien von 5 bis 12 pm genutzt werden. Durch die Nutzung kleinerer Partikel ist weniger
Probenvolumen erforderlich, die Auftrennung und Sensitivitét wird verbessert und die Analy-
senzeit kann verkiirzt werden.[110: 111]

Vorhandenen Kieselgelpartikel-Phasen kénnen dariiber hinaus weiter mit gewiinschten Ei-
genschaften funktionalisiert werden. Somit werden stationédre Phase erhalten, bei denen die
Interaktion und Auftrennung nicht an der Oberfliche des Kieselgels stattfindet, sondern
auf den auf das Kieselgel chemisch angebundenen Modifizierungen. Beispiele hierfiir sind
unter anderem die Anbindung von komplexierenden oder chiralen Selektoren (Komplexie-
rungschromatographie bzw. chirale Chromatographie), die sich besonders zur Auftrennung
von biologischen Stoffgemischen eignen.® 195 112l Hiufig finden Cyclodextrine und Kronen-

ether Verwendung als Modifizierung des Kieselgels zur Generierung von chiralen Phasen.!'13]
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Fiir diese duflerst selektiven chiralen Selektoren miissen die Analyten allerdings bestimmte
Anforderungen erfiillen, wie beispielsweise eine passende Grofle und Geometrie, sodass ein
Einschluss in das Innere eines Cyclodextrins oder Kronenethers stattfinden kann und nicht
aus sterischen Griinden verhindert wird. Faktoren wie der pH-Wert, die Temperatur oder die
Zusammensetzung der mobilen Phase beeinflussen dariiber hinaus die effektive Auftrennung
mit diesen chiralen Phasen.[3: 114-116]

Polymere werden in der Diinnschicht-Chromatographie als Ersatz fiir Kieselgel fiir die
stationédre Phase verwendet. Sie tragen hiufig zur Verbesserung der Selektivitéit einer statio-
néren Phase bei. Sie werden in Form von natiirlichen Polymeren, wie beispielsweise Zellu-
lose, hiaufig verwendet und eignen sich fiir die Auftrennung von Racematen. Aufgrund der
hohen Anzahl an Wasserstoffbriicken-Donoren und -Akzeptoren besteht eine gute Selektivitét
gegeniiber verschiedenen Analyten.[!17]

Haufig werden stationére Phasen aus molekular gepriagten Polymeren (molecular imprinted
polymer, MIP) genutzt. Hierbei wird nicht die Oberfliche von Kieselgelpartikeln modifiziert,
sondern ein Polymer in Gegenwart eines Templat-Molekiils, wie beispielsweise L-Phenylala-
ninamid oder D-Phenylalaninamid, aufgebaut und vernetzt. Nach vollendeter Polymerisation
und Vernetzung ist ein dreidimensionales Netzwerk aufgebaut. Das Templat wird entfernt
und hinterldsst duflerst selektive Bindungsstellen in der polymeren Matrix, wie in Abbil-
dung 11 verdeutlicht wird. Eine hochselektive Auftrennung von Gemischen ist mit dieser
duerst spezifischen stationdren Phase moglich. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass die
genutzten Template spezifisch auf das jeweilige Problem bzw. das jeweilige Racemat ange-

passt sind und eine universelle Nutzung eingeschriinkt ist.[118 119

Molekular gepragte Polymere
Vernetzbare polymere Matrix

//_// % / Polymerisierung Herauslosen
/ remplat D_// des Templats

= Monomer mit spezifischer
Bindungsstelle

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Prinzips des molekularen Priagens einer Poly-
mermatrix.

FEine Verwendung von neuartigen Polymeren, die eine hohe Selektivitdt aufweisen und
dennoch universell einsetzbar sind, kann eine weitere Optimierung der Diinnschicht-Chromato-
graphie gewahrleisten. Eine Modifizierung der stationéiren Phase mit beispielsweise Kern-
Schale Polymeren stellt eine kostengiinstige, einfache und effektive Alternative dar. Aufgrund
der vielfiltigen Kern-Schale Polymere kann eine hochst effektive und zielgerichtete Optimie-
rung bewirkt werden, die einen wesentlich grofleren Einsatzbereich als beispielsweise mole-
kular geprigte Polymere aufweisen. Ein Aufsprithen der polymeren Kern-Schale-Architek-
turen oder ein Eintauchen der stationdren Phase in eine Polymerlésung kann eine effektive
Modifizierung der Oberfléiche erzielen und stellt somit eine einfache Optimierungsmethode
dar. Glykopolymere als Kern-Schale-Architekturen eigenen sich aufgrund ihrer hohen Wasser-

l6slichkeit und vielfdltigen Moglichkeiten zur Interaktion mit Analyten sehr gut fiir einen
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Einsatz als chromatographische Selektoren in der Diinnschicht-Chromatographie. Wahrend

2, 119] 315 auch monolithisch, pordser

der Einsatz von sowohl molekular gepriagten Polymeren
Polymerel!20] als stationiire Phasen in der Diinnschicht-Chromatographie gut untersucht
ist,118] fehlt eine umfangreiche Untersuchung von Glykopolymeren als chromatographische

Selektoren.

2.2.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Eine effiziente Weiterentwicklung der Diinnschicht-Chromatographie stellt die Hochleistungs-
fliissigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC) dar. Diese kon-
tinuierlich optimierte Methode weist eine hohe Vielseitigkeit sowie hohe und schnelle Trenn-
leistungen auf. Die diversen Automatisierungsmoglichkeiten, wie beispielsweise die Probenin-
jektion mit Hilfe von Probensamplern oder komplette Auftrennungsprogramme, ermdoglichen
eine einfache und hoch reproduzierbare Messmethode. Sie wird als eine der am meist genutzten
Routinemethoden zur Analyse von komplexen Gemischen verwendet und findet Anwendung
sowohl in der Pharma- und klinischen Chemie als auch in der Lebensmittel- und Umweltana-
lytik.

Lésungsmittel/ (-\ Datenverarbeitung
mobile Phase Vor-
séule ]

iy !
- Mlﬁ"ﬁ
J

Entgaser
Detektor
/
Probeninjektion {
RI, MS,
UV/VIS usw.

Abbildung 12: Aufbau einer HPLC-Anlage mit einzelnen Modulen wie der Aufbereitung
der mobilen Phase, der Probeninjektion, der Vor- und Hauptsiule, dem
Detektor und der Computer.

Abbildung 12 zeigt die einzelnen Hauptkomponenten einer HPLC-Anlage. Die wich-
tigsten Module stellen die Pumpe (Foérderung der Eluenten durch die Anlage), der Injektor,
die Trennséule, der Detektor und ein Computer (Steuerung der Anlage und Datenverarbei-
tung) dar. Eine mobile Phase transportiert die Analyten nach der Injektion der Probe durch
die Trennsdule hin zum Detektor. In der Trennséule findet die Auftrennung durch unter-
schiedlich starke Wechselwirkungen mit der stationdren Phase statt. In Abhéngigkeit des zu
untersuchenden Stoffgemisches kommen Wechselwirkungen wie beispielsweise elektrostatische

Interaktionen bzw. Ionenaustausch, Adsorption durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen oder
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Komplexbildung mit der stationédren Phase in der Trennséule vor. Eine fortlaufende Optimie-
rung der Methode ist von vielen verschiedenen Faktoren abhéngig. Die Weiterentwicklung der
Automatisierung, mit beispielsweise besseren Pumpensystemen, genauerer Probeninjektion,
empfindlicheren Detektoren oder einer effektiveren Datenverarbeitung, steht dabei an erster
Stelle. Die Verbesserung der mobilen Phase mit Nutzung von Gradienten der Eluenten, Addi-
tiven, unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen sowie ein angepasster Druck werden
intensiv untersucht. Weiterhin kann die Optimierung der Trennleistung der stationédren Phase

(121, 122] Dhje Untersuchung von effektiveren Siulenmaterialien ist ein umfang-

verbessert werden.
reiches Thema. Einige ausgewéihlte Bespiele sollen im Folgenden kurz erldutert werden. Bei
der Nutzung der Normalphasenchromatographie besteht die stationdre Phase aus polaren
Partikeln, wie beispielsweise Kieselgel modifiziert mit polaren, nichtionischen funktionellen
Gruppen. Die mobile Phase besteht aus einem apolaren Solvens, wie Hexan, zu dem ein
polarer Vermittler, wie Methylenchlorid, zugegeben wird, um die Auftrennung und Selek-
tivitdt besser einstellen zu konnen. Da die Oberfliche einheitlich ist, werden mit dieser
Methode gute und definierte Peaksignale erhalten. Weitaus h&ufiger wird die Umkehrphasen-
chromatographie (reversed-phase) genutzt, bei der eine unpolare stationidre Phase und eine
polare mobile Phase genutzt werden. Hierbei wird Kieselgel an der Trennsadulenoberfliche
in der Regel mit Alkylkettensubstituenten modifiziert und so eine unpolare Siulenoberfliche
generiert. Fine Auftrennung des Stoffgemisches erfolgt aufgrund von hydrophoben Wech-
selwirkungen mit der unpolaren Séulenoberfliche. Als mobile Phase dienen Gemische von
Wasser und Methanol, Acetonitril oder Tetrahydrofuran (THF). Je hoher der Wasseranteil
der mobilen Phase, desto langsamer werden die Analyten eluiert. Mit zunehmendem Anteil
an Methanol, Acetonitril oder THF wird die Retentionszeit verringert und die Analyten
eluiert. Das Sdulenmaterial, das die Trennleistung einer Sdule mafigeblich bestimmt, muss
fiir eine effiziente Nutzung sowohl eine gute chemische Stabilitdt (pH und Temperatur stabil)
als auch mechanische Stabilitdt gegeniiber hohen Driicken aufweisen und die Partikel sollten
eine einheitliche GroBe besitzen.['22 Silika-Partikel erfiillen diese Kriterien sehr gut und ihre
Herstellung mit definierten und einheitlichen Partikelgrofien ist gut etabliert und kosten-
glinstig. Um eine Optimierung der Trennleistung zu erzielen, wurden in den letzten Jahr-
zehnten immer kleinere Partikel genutzt. Aus den anfanglichen Partikelgréfien von ca. 10 ym
in den 70iger Jahren entwickelten sich stationire Phasen mit Partikelgrofien unter 2 pm.
(121] Die Nutzung von immer kleineren Partikeln ermdglicht eine schnellere und effizientere
Auftrennung. Jedoch werden bei kleineren Partikeln hohere Driicke benttigt, um die mobile
Phase durch die Trennsdule zu pressen. Da eine weitere Verringerung der Partikelgréfien

[122] ist eine Modifizierung dieser dringend erforderlich. Die

¢[12, 121, 123]

keine weitere Optimierung bringt,
vielfiltigen Modifizierungsméglichkeiten sind in Ubersichtartikeln zusammengefass

und nur ausgewihlte Beispiele mit Polymermodifizierungen werden im Folgenden kurz erwahnt.

Polymere kénnen auf unterschiedliche Art und Weise auf den jeweiligen Sédulenmaterialien

[118] Sje verbinden die Stabilitit der Partikel als anorganische Matrix mit der

gebunden werden.
erhohten Selektivitdt und chemischen Stabilitdt von organischen Schichten. Die Selektivitéat
solcher Hybridmaterialien mit anorganischem Kern und polymerer Schale kann optimiert
und gegebenenfalls auf das jeweilige Stoffgemisch angepasst werden.'2% 125 Die vielfiltigen

Moglichkeiten durch zum Beispiel unterschiedliche Polymerkerne, spezifische Wechselwir-
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kungen oder die Generierung von gezielten Eigenschaften ermoglichen die Herstellung von
maflgeschneiderten stationdren Phasen mit verbesserter Sensitivitdt und Selektivitédt. Fiir die
Herstellung solcher Hybridmaterialien kann zwischen einer direkten Modifizierung der Parti-
keloberfliche oder einer Nutzung der Poren der Silika-Partikel unterschieden werden, von
denen jedoch nur die direkte Modifizierung fiir diese Arbeit relevant ist. Bei der direkten
Modifizierung der Partikeloberfliche kann ein polymerer Film mit Hilfe von diversen Adsorp-
tionsprozessen immobilisiert werden. Durch die Nutzung von unterschiedlichen Loslichkeits-
eigenschaften konnen beispielsweise unpolare Polymere auf der Oberfliche von Kieselgel
adsorbiert werden. Hierfiir wird das Polymer in einem unpolaren Losungsmittel gelost und
kann auf dem Kieselgel adsorbieren. Durch Verdampfen des Losungsmittels wird das Polymer
auf der Partikeloberflache fixiert. Da es in den genutzten polaren Lésungsmitteln nicht 16slich
ist, wird es bei der Auftrennung nicht abgelsst.!!'8 Eine weitaus stabilere Modifizierung stellt
die kovalente Anbindung von Polymeren {iber die Silanolgruppen des Kieselgels dar. Da die
Trennungsleistung und die Durchflussrate einer Sdule im Allgemeinen maflgeblich durch die
Figenschaften der Partikel definiert werden, sollten bei der Modifizierung mit Polymeren

Faktoren wie Partikelgrofie und Geometrie sowie Homogenitdt beachtet werden.

Wie bereits in den Kapitel 2.1 beschrieben, besitzen polymere Kern-Schale-Architekturen
einige Vorteile, die sie gerade in der Chromatographie interessant erscheinen lassen. Ihre hohe
Anzahl an funktionellen terminalen Gruppen sowie ihre moglichen Einschlusseigenschaften
ermoglichen Wechselwirkungen, die iiber die Interaktionen bei unmodifizierten Kieselgel-
partikeln mit Analyten hinausgehen. Eine hohere Selektivitét ist somit moglich und kann
anhand der vielfiltigen kommerziell erhéltlichen HPLC-S&ulen auf Polymerbasis verdeutlicht
werden. Ein weiterer Vorteil von HPLC-Saulen mit Polymer-Modifizierung ist die Moglichkeit
einer Vernetzung, wodurch sehr stabile Sdulenoberflichen generiert werden, die dennoch die

gewiinschte Selektivitit aufweisen.

Die Anwendung von Polymer-modifizierten stationéren Phasen in der HPLC ist umfang-
reich untersucht. Ausfiihrlichere Informationen iiber die vielfialtigen Modifizierungsmdoglich-

keiten hin zu chiralen stationéren Phasen sind in diversen guten Ubersichtartikeln zusammen-
gefasst.[118, 123, 125, 126]

Eine weitere Anwendung von Polymeren in der HPLC findet durch molekular gepréagte
Polymere (molecular imprinting) statt. Es handelt sich wie bereits im Kapitel 2.2.1 iiber die
TLC beschrieben, um stationire Phasen, die einen Templat-Effekt aufweisen. Auf diese Art
und Weise koénnen hoch effektive stationdre Phasen generiert werden, die eine hervorragende
Selektivitiit aufweisen. In den Ubersichtartikeln von Cheong et al. [2 127 werden sowohl das

Prinzip als auch einige Beispiele beschrieben und kommentiert.

Anhand vieler Beispiele kommerziell erhéltlicher Trennséulen (beispielsweise von Hamilton,
Shodex, Vydac und anderen) mit einer Polymermodifizierung kann verdeutlicht werden,
welches Potential derartige Trennséulen aufgrund ihrer vorteilhaften Eigenschaften aufweisen.
Der universelle Einsatz fiir die Auftrennung verschiedenster Analyten und die Stabilitéit in
einem breiten pH-Bereich sowie hohen Temperaturen und Driicken lassen Polymermodifi-
zierte Trennsdulen sehr attraktiv erscheinen. Weiterhin weisen sie hohe Selektivitdten und
Sensitvitdten auf. Die somit hohe Trennleistung und Stabilitét lassen Poylmere fiir weitere

Optimierung in der HPLC sehr interessant erscheinen.
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2.2.3 Kapillarelektrophorese (CE)

Die Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis, CE) ist neben der HPLC eine weitere
sehr effektive und haufig verwendete Analysemethode. Das Grundprinzip der Auftrennung
in der CE basiert auf dem Gesetz von Kohlrausch, nach dem geladene Teilchen in Lésung in
Abhéngigkeit von ihrer Art und Anzahl der Ladung und ihrer rdumlichen Grofie unter Einfluss
eines elektrischen Feldes mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten wandern. In den letzten
Jahrzehnten wurde die CE konsequent weiterentwickelt und erreicht heute sehr gute Auftren-
nungen von geladenen Analyten. Vor allem die Vielseitigkeit der unterschiedlichen Auftren-
nungsmoglichkeiten macht diese Methode bei einer Fiille von Anwendungen attraktiv.[128-130]
Als Beispiele fiir diese Anwendungsgebiete konnen die Isolierung und Aufreinigung von DNA,
RNA oder Proteine in der Molekularbiologie genannt werden.['28] Weiterhin findet die Kapil-
larelektrophorese hiufig Anwendung zur Kontrolle von Gehalt und Reinheit von Arzneistoffen
und Pflanzenextrakten.!'?8) Durch die Nutzung verschiedener physikalisch-chemischer Prin-
zipien ermdoglicht diese Methode nicht nur die Analyse von geladenen Molekiilen, sondern
auch ungeladene Komponenten koénnen mit Hilfe von Additiven aufgetrennt werden. Durch
die Variation der Separationskraft bzw. des Trennmediums kann die Kapillarelektrophorese

modifiziert und auf unterschiedliche Probleme angepasst werden. 30

Die meist genutzten
Varianten der Kapillarelektrophorese stellen die Kapillarzonenelektrophorese (capillary zone
electrophoresis, CZE), elektrokinetische Kapillarchromatographie (electrokinetic chromato-
graphy, EKC) und Kapillarelektrochromatographie (capillary electrochromatography, CEC)

dar.
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Abbildung 13: Schematischer Aufbau einer Kapillarelektrophorese-Apparatur mit einem
UV /Vis Detektor als Beispiel. Zur Auftrennung wird in diesem Beispiel
eine elektrische Spannung genutzt.

Obwohl sich die einzelnen Sonderformen der Kapillarelektrophorese klar von einander diffe-
renzieren, liegt den unterschiedlichen Methoden ein genereller apparativer Aufbau zugrunde,
der in Abbildung 13 verdeutlicht wird. Eine diinne Quarzkapillare verbindet zwei Pufferre-
servoire, die mit dem Trennelektrolyten gefiillt sind. Die Migration der Probe durch die Kapil-
lare findet aufgrund der elektrophoretischen Wanderung der einzelnen Komponenten mit dem

Trennelektrolyten statt. Dieser elektrophoretischen Wanderung wird von einem elektroosmo-
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tischen Fluss (electroosmotic flow, EOF) des Puffers iiberlagert, der aktiv an dem Trans-
port der Probe durch die Kapillare beteiligt ist. Die Auftrennung erfolgt allerdings auf dem
bereits erwéhnten Kohlrauschschen Gesetz fiir geladene Molekiile und ihren unterschiedlichen
Mobilitéten. Der elektroosmotische Fluss entsteht durch die Wechselwirkung des Puffers mit
den Kapillarinnenwénden. Die Kapillaren, die zumeist aus Quarzglas bestehen, weisen Sila-
nolgruppen an der Kapillaroberfliche auf, die bei einem pH-Wert gréfler zwei deprotoniert
sind und elektrostatisch mit den Pufferkationen wechselwirken kénnen. Als Resultat entsteht
eine Schicht aus stidrker und einigen leicht interagierenden Pufferkationen an der Kapillarin-
nenwand. Durch eine anliegende Spannung werden die schwécher gebundenen Pufferkationen
von der Kapillarwand abgelost und zur Kathode transportiert. Aufgrund dieser Bewegung
wird das Losungsmittel ebenfalls in Richtung der Elektrode transportiert und es entsteht ein
elektroosmotischer Fluss, dessen Prinzip in Abbildung 14 verdeutlicht ist.[131
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Abbildung 14: Schematische Verdeutlichung des elektroosmotischen Fluss im Inneren einer
Kapillare.

Die Detektion der Probenmolekiile erfolgt in den meisten Féllen direkt in der Trenn-
kapillare UV /Vis spektroskopisch oder iiber ihre Fluoreszenz. Kapillaren sollten chemisch und
mechanisch stabil und die Oberfliche im Inneren der Kapillare homogen sein. Sie besitzen
einen schmalen Innendurchmesser von circa 20-100 um. Synthetisch hergestellte Quarzglas-
kapillaren (fused silica), auen modifiziert mit einer Polyimidschicht, sind die am meisten
genutzten Kapillaren. Sie haben jedoch den Nachteil, dass sich Analyten héufig auf den Kapil-
larinnenwénden ablagern und so die Kapillare verstopfen. Als Optimierung wurden Kapillaren
auf Polymerbasis hergestellt oder die Kapillarinnenwinde modifiziert.[!3%: 132

Die einfachste Form der Kapillarelektrophorese ist die Kapillarzonenelektrophorese, die
1979 von Mikkers!'33] eingefithrt und 1981 von Jorgenson und Lucas optimiert wurde.!'34 Bei
dieser Sonderform werden die Analyten nur aufgrund ihrer elektrophoretischen Eigenschaften
aufgetrennt. Die Kapillare ist mit einem Trennelektrolyten gefiillt, der die gleiche Ladung

133] In Abhéngigkeit von der Ladung und

wie die aufzutrennenden Komponenten besitzt.!
Grofle der Analyten wandern die einzelnen Komponenten aufgrund einer angelegten elektri-
schen Spannung durch die Kapillare. Die Auftrennung erfolgt in Abhéingigkeit vom elektroos-
motischen Verhalten des Trennelektrolyten zur angelegten Spannung. Ungeladene Kompo-
nenten wandern mit dem elektroosmotischen Fluss und werden nicht aufgetrennt. Diese
Trennmethode eignet sich somit ausschlieflich fiir geladene Analyten, die in der jeweiligen

Pufferlésung dissoziiert vorliegen. 1311331 Die Auftrennung von ungeladenen Analyten stellt
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in der elektrophoretisch genutzten Kapillarelektrophorese ein grofies Problem dar. Damit
dennoch eine effektive Auftrennung erzielt werden kann, wurden Additive eingesetzt, die mit
den Probenmolekiilen unterschiedlich wechselwirken. Diese Sonderform der CE wird elektroki-
netische Kapillarchromatographie (elektrokinetic chromatography, EKC) bzw. als Sonderform
mit Mizellen als Additive mizellare elektrokinetische Chromatographie (micellar electrokinetic
chromatography, MEKC) genannt.[135°139 Die Probenkomponenten, die mit den Additiven
wechselwirken, wandern entsprechend der Mobilitét der Additive. Die Probenkomponenten,
die nicht mit den Additiven wechselwirken, wandern mit dem EOF. Bei der EKC erfolgt
eine Auftrennung folglich nicht nur aufgrund von Elektrophorese der freien, nicht wechselwir-
kenden Komponenten, sondern ebenfalls durch Elektroosmose derjenigen Komponenten, die
mit den Additiven wechselwirken, und der jeweiligen Verteilung zwischen diesen Phasen. Die
Additive bilden in dieser Sonderform der CE eine sogenannte pseudostationdre Phase, die
nicht fixiert ist wie herkémmliche stationdre Phasen, sondern durch die Kapillare migriert.
Probenmolekiile werden in Abhéngigkeit der vorliegenden Wechselwirkungen mit den Addi-
tiven unterschiedlich stark in der pseudostationédren und der mobilen Phase verteilt. Die
Wanderung der Probenmolekiile ist abhéingig von dieser Verteilungskonstante, die definiert
ist als der Quotient aus Konzentration des Analyten in der pseudostationidren Phase durch
Konzentration des Analyten in der mobilen Phase in einem differentiellen Volumensegment.
Die Auftrennung findet bei keiner elektrophoretischen Mobilitéit der Analyten ausschlielich
in Abh#ngigkeit der Verteilungskonstanten der einzelnen Komponenten statt. Bei einer elek-
trophoretischen Beweglichkeit werden die Analyten zusétzlich durch Elektrophorese getrennt,
wobei hier der Ubergang von der MEKC zur CE flieBend ist.

In den letzten Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von Additiven in der CE bzw. in der
EKC eingesetzt und ihr Potential in Bezug auf eine erhohte Selektivitit und Sensitivitét hin

untersucht,.[129; 135-143]

Der Einsatz von Mizellen als pseudostationdre Phase wurde erstmals von Terabe et al.
1984 beschrieben.4 Der elektroosmotische Fluss wirkt bei dieser Sonderform der CE als
eine Art mobile Phase, der die Analyten durch die Kapillare transportiert. Nachteil bei der
Verwendung von Mizellen besteht in der Notwendigkeit, oberhalb der kritischen Mizellbil-
dungskonzentration zu arbeiten, wodurch hohere Driicke benétigt werden und die Kapil-
lare verstopfen kann. Neben Mizellen kénnen ebenso Cyclodextrine,[143] Kronenether, Poly-
saccharide, Proteine oder Polymere als Additive hinzugegeben werden.!'?! Hochspezifische
Interaktionen der Analyten mit diesen chiralen Selektoren erméglichen hochst effiziente und

duflerst sensitive Trennergebnisse.

So kann beispielsweise eine sehr hohe Selektivitdt mit Proteinen als Additiven erzielt
werden. Aufgrund von Affinitdten zwischen Proteinen und Liganden kommt es zu einer
duferst effektiven Auftrennung von Probengemischen. Ein Nachteil beim Einsatz von Pro-
teinen als Additive ist jedoch deren hohe Affinitdt gegeniiber der Kapillarwand, wodurch
es zu Adsorptionen und Verstopfungen kommen kann. Weiterhin weisen Proteine eine hohe

UV-Absorption auf, wodurch die Detektion erheblich erschwert werden kann.[129; 145, 146]

Als weitere Optimierung kénnen auch Polymere als Additive eingesetzt werden.['30 Sie
bieten gegeniiber Mizellen den Vorteil, dass sie keine kritische Konzentration zur Aggregatbil-

dung benotigen und somit in unterschiedlichsten Konzentrationen eingesetzt werden kénnen.
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Dartiber hinaus sind die Bindungen zwischen den Monomereinheiten des Polymers kovalent

[130]' Sjgnale von

und somit stabiler gegeniiber herkémmlich zusammengelagerten Mizellen.
einzelnen Monomeren kénnen ebenfalls ausgeschlossen werden. 1291 Polymere bieten aufgrund
ihrer vielseitigen Eigenschaften und Modifizierungsmoglichkeiten viele Vorteile gegeniiber den
herkémmlich eingesetzten Mizellen in der elektrokinetischen Chromatographie. Der Einsatz
von Polymeren als pseudostationéire Phase ist ein interessanter und vielversprechender Ansatz
zur weiteren Optimierung der Kapillarelektrophorese.13% Ebenso werden auch dendritische
Polymerstrukturen untersucht und in der Kapillarelektrophorese als chirale, selektive statio-
nire Phase eingesetzt, wobei sie eine hohe Effizienz und Selektivitiit aufweisen.!'3% 1471 Obwohl
Polymere wie auch Dendrimere eine Vielzahl an Vorteilen aufweisen und effektiv zu einer
Optimierung beitragen kénnten, findet sich nur schwer eine kommerzielle Anwendung als

stationiire Phase in der Kapillarelektrophorese.[130; 148]

2.2.4 Polymerunterstiitzte Ultrafiltration (PEUF)

Die standardisierten Fliissigchromatographie-Methoden wie die HPLC oder die Kapillarelek-
trophorese erzielen effektive und sehr genaue Analyseergebnisse. Nachteile dieser Methoden
sind allerdings ihre relativ hohen Anschaffungskosten und geringen Analysevolumina. Neben
diesen Methoden werden vor allem auch in der Schmutzwasserbehandlung einige membran-
basierte Filtermethoden als Alternative genutzt. Unter diesen Membranfiltrations-Techniken
eignet sich die Filtration mit Hilfe von Komplexierungsmitteln (complexation enhanced ultra-
filtration, CEUF), wie beispielsweise Mizellen, 249 150] Enzymen['®! oder Polymeren!!52-157]
bzw. Dendrimeren, %% 159 hesonders gut. Bei dieser Sonderform wird zuniichst die zielgerich-
tete Bindung der aufzutrennenden Komponente an das Komplexierungsmittel genutzt und
in-situ eine Ultrafiltration zur Abtrennung durchgefiihrt. Die Ultrafiltration ist eine Filtrati-
onsmethode, bei der die Ausschlussgrenze in einem Bereich zwischen 2 und 10 nm liegt.
Obwohl die Ultrafiltration prinzipiell eine Auftrennung aufgrund der Grofie bewirkt, kann
die Filtration durch chemische, molekulare oder elektrostatische Eigenschaften der aufzutren-
nenden Komponenten beeinflusst werden. Wechselwirkungen mit der Membran bzw. Bildung
eines Filterkuchens erschweren die Filtration und verschlechtern eine selektive Auftrennung.
Die Nutzung von Membranen mit auf das jeweilige Problem geeigneten Porengréfien ist
essentiell fiir eine effektive Auftrennung. Obwohl viele verschiedene Filtrationsmembranen
kommerziell erhéltlich sind, stellen Polyethersulfon und regenerierte Zellulose die meist ge-
nutzten Membranmaterialien dar. Regenerierte Zellulose zeichnet sich vor allem durch ihre
hohe Bestéindigkeit und geringen Wechselwirkungen mit diversen Analyten (insbesondere
von Proteinen) aus.['% Die GroBenseparierung findet aufgrund der PorengréBe innerhalb der
Membran statt. Die Molmassenabtrennung (molecular weight cut-off, MWCO) gibt an, bis zu
welcher Molmasse 90% von sphirischen, ungeladenen Analyten zuriickgehalten werden.*57]
Aufgrund von Alterungsprozessen, Wechselwirkungen des Analyten mit der Membran oder
Bildung eines Filterkuchens (Konzentrations-Polarisation) kann es zu fehlerhaften GréBenauf-
trennungen wihrend der Filtration kommen. Um der Bildung von Filterkuchen vorzubeugen,
wird die aufzutrennende Losung zumeist geriihrt oder ein tangentialer Fluss iiber die Membran
genutzt. Man unterscheidet die Tangential-Fluss-Filtration, bei der die aufzutrennende Losung

tangential {iber die Membranoberfliche gepumpt wird, oder die Normal-Fluss-Filtration,
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bei der die Filtrationslosung vertikal zur Membran aufgetrennt wird. Diese Methode wird
auch Dead-End Methode genannt. Nachteil dieser Methode ist allerdings die unzureichende
Auftrennung von Analyten gleicher Grofle. Mit Hilfe von Komplexierungsmitteln kénnen
spezifische Wechselwirkungen genutzt und eine selektive Auftrennung erzielt werden.

Die Polymerunterstiitzte Ultrafiltration (polymer enhanced ultrafiltration, PEUF) bietet
aufgrund der Vielfaltigkeit an Polymeren bzw. Dendrimeren und deren spezifischen Modi-
fizierungsmoglichkeiten das Potential fiir eine selektive und hoch effiziente Filtrierung, was
vor allem fiir Metallionen bereits umfangreich untersucht wurde.[152 154, 156, 158] Bej dieser
Filtrationsmethode werden Stoffgemische durch eine semipermeable Membran mit definierter
Porengrofie gepresst. Als Separationskraft wird ein Vakuum oder Gasdruck verwendet. Grofiere
Komponenten, wie Polymere, werden zuriickgehalten. Kleine Komponenten, wie freie, nicht
wechselwirkende Analyten kénnen die Membran allerdings passieren. Analyten, die mit den
Polymeren wechselwirken, werden von der Membran jedoch zuriickgehalten und kénnen diese
solange sie interagieren nicht passieren. Im Eluat befinden sich somit nur freie, nicht wech-
selwirkende Analyten, die mit Hilfe von spektroskoptischen Untersuchungen (UV/Vis- oder
Fluoreszenzspektroskopie) detektiert werden kénnen. In Abbildung 15 ist das Prinzip der
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Abbildung 15: Verdeutlichung der Polymer unterstiitzten Ultrafiltration.

Idealerweise sollte das genutzte Polymer eine hohe Loslichkeit, selektive Wechselwirkungen
mit den gewiinschten Analyten und keine Wechselwirkungen mit der Filtrationsmembran
aufweisen.'?8] Verzweigte Polymere weisen eine geringe Tendenz zur Bildung eines Filterku-
chens und Verengung der Poren (fouling) auf. Weiterhin besitzen gegeniiber vergleichbaren
linearen Polymeren eine hohe Bindungskapazitiit zu Analyten.!*58]

Die Polymerunterstiitzte Ultrafiltration stellt eine effektive und kostengiinstige Analyseme-
thode zur Aufkonzentrierung bzw. Auftrennung von Analytgemischen dar.[152; 154, 156, 158, 159]
Vor allem in der Abtrennung von Schwermetallionen!'52: 1561 gder Farbstoffen['! aus beispiels-

weise Abwéssern findet sie hdufig Verwendung.
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3 Verwendete Methoden

3.1 UV/Vis-Spektroskopie

Bei der Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit Festkorpern, Fliissigkeiten
oder Gasen treten verschiedene Effekte auf, wie beispielsweise Absorption, Reflexion oder
Streuung. Die UV /Vis-Spektroskopie befasst sich mit den Wechselwirkungen von Strahlung
im ultravioletten und sichtbaren Bereich. Dabei werden Valenzelektronen von einem Grund-
zustand in einen energetisch angeregten Zustand versetzt, wodurch Energie einer bestimmten
Frequenz absorbiert wird.1!) Der restliche Teil der Strahlung wird von einem Detektor aufge-
fangen. Durchdringt folglich ein Lichtstrahl mit der Ausgangsintensitét Iy ein absorbierendes
Medium mit einer definierten Schichtdicke der Kiivette dy, wird der Lichtstrahl durch Absorp-
tionseigenschaften der Probe abgeschwécht und der Detektor fingt die Intensitét I des Licht-

strahles als Transmission T' der Probe auf.[*61]

T-1 1)

Die Extinktion (auch Absorbanz oder optische Dichte) einer Probe ist definiert als:

I
E = —logio T =1g 70 (2)

Je starker eine Probe somit mit dem Lichtstrahl interagiert, desto geringer wird die Intensitét
des Lichtstrahls I und desto grofler wird die Absorption. Diese Abschwichung ist propor-
tional zum durchlaufenden Weg des Lichtstrahls durch die Probe dj (Einheit cm) und zu
der Konzentration ¢s [mol/L]. Dieser Zusammenhang wird im Lambert-Beer schen Gesetz
beschrieben:

B=lg ™ =cy e dy (3)

Der wellenléngenabhingige molare Absorptionskoeffizient e (frither Extinktionskoeffizient)
dient als Proportionalitétsfaktor als Ausdruck fiir die Intensitéit einer Bande. 161 Die Messung
von UV/Vis-Spektren kann fiir eine qualitative als auch fiir eine quantitative Analyse ver-
wendet werden. Die qualitative Analyse wertet die Lage der Maxima, deren Intensitdt und
Form hinsichtlich der moglichen Struktur der Probe aus. Eine eindeutige Identifizierung
von unbekannten Substanzen vor allem in Gemischen ist allerdings nicht moéglich. Fiir die
Detektion von einzelnen Fraktionen beispielsweise in der HPLC oder CE kann ein UV /Vis-
Spektrum mit einem Literaturspektrum verglichen und somit die einzelnen Fraktionen zuge-

[161] Quantitative Bestimmungen werden zumeist bei festen Wellenlingen und

ordnet werden.
durch Nutzung des Lambert-Beer “schen Gesetzes durchgefiithrt. In Abhéngigkeit von der
Probe muss das Lambert-Beer “sche Gesetz auf seine Giiltigkeit hin mittels Kalibrierungsmes-

sungen iiberpriift werden. Bei diesen Kalibrierungsversuchen werden Proben mit bekannter
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Konzentration vermessen. Die Extinktionswerte werden als Ordinate gegen die zugehorige
Konzentration auf der Abszisse aufgetragen, wobei die Kalibrationskurve durch den Koordi-
natenursprung verlduft. Im linearen Bereich der Kalibrationskurve ist das Lambert-Beer “sche
Gesetz giiltig. Mit Hilfe dieser Kalibrationskurven kénnen Konzentration von Proben mit
unbekannter Konzentration aufgrund ihrer Extinktion berechnet werden, wie beispielsweise

bei Meijer et al. zur Berechnung der eingeschlossenen Bengalrot Molekiile. 4]

3.2 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) und
Diffusions-NMR-Spektroskopie (DOSY)

Die Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance spektroscopy, NMR) ist eine
der meist genutzten und wichtigsten Analysemethode in der heutigen Forschung. Aufgrund
von magnetischen Kernresonanz-Effekten kann die elektrische Umgebung einzelner Atome
und deren Wechselwirkungen mit deren Nachbaratomen untersucht werden. Die resonanten
Wechselwirkungen zwischen den magnetischen Momenten der Atomkerne der Probe in Bezug
auf ein hochfrequentes magnetisches Wechselfeld geben einen detaillierten Aufschluss iiber
die Struktur von Analyten. Die Informationen, die aus homo- oder heteronuklearen ein-
oder zwei-dimensionalen Experimenten gewonnen werden, tragen essentiell zur strukturellen
Aufschliisselung bei.

In den letzten Jahren gewann eine Sonderform der NMR-Spektroskopie zunehmend an
Bedeutung, da mit ihrer Hilfe die Untersuchung von intermolekularen Wechselwirkungen
ermoglicht wurde. Bei der Diffusions-NMR-Spektroskopie (diffusion ordered spectroscopy,
DOSY) konnen Diffusionskoeffizienten verschiedener Molekiile in einem Mehrkomponenten-
system bestimmt werden, wodurch Aussagen iiber intermolekulare Wechselwirkungen, Aggre-
gationsverhalten, Einschluss von Analyten (Komplexierungen) und weitere Effekte von ver-
schiedenen Komponenten in Losung getroffen werden kénnen.['%2l Der Diffusionskoeffizient ist
unter gegebenen Bedingungen (Losungsmittel, Druck, Temperatur) nur von dem effektiven
Molekulargewicht, der Gréfle und der Form der jeweiligen Komponenten abhéngig. Inter-
molekulare Wechselwirkungen haben einen direkten Einfluss auf diese Grofien, wodurch sich
der Diffusionskoeffizient #ndert.!'62 Bei dieser nicht invasiven Methode kénnen mittels einer
2D-Kopplung die chemischen Verschiebungen gegen die Diffusionskoeffizienten aufgetragen
werden (Abbildung 16).

In einem Mehrkomponentensystem, beispielsweise bei einem Polymer mit einem Analyten,
konnen im Idealfall die chemischen Verschiebungen der einzelnen Komponenten und die
einzelnen Diffusionskoeffizienten unterschieden werden. Bei Nutzung der Diffusions-NMR-
Spektroskopie auf diese Weise werden die einzelnen Komponenten spektroskopisch aufge-
trennt, wodurch sie auch NMR-Chromatographie genannt wird. Bei sphérischen Molekiilen

ist der Diffusionskoeffizient durch die Stokes-Einstein Gleichung gegeben als:

D kT’
6Ty

(4)

ky, ist die Boltzmann-Konstante (1,38 - 10723 J/K), T die Temperatur,  definiert die
Viskositdt und r, ist der (hydrodynamische) Radius des Molekiils. Die Wechselwirkung



28 3 Verwendete Methoden

I

9 - -10,5

schwere Komponenten

9 £ -10,0 Diffusions-
3 koeffizient
@ t 95 [log(m?/s)]
@ £ 9,0
leichtere Komponenten _
|""|""|-'8:5

L LA BN B BLELELNLE I LU UL BRI BN B rrrrTTeT
5,0 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0
chemische Verschiebung & [ppm]

Abbildung 16: Beispiel eines DOSY-Spektrums mit vier exemplarischen Signalen mit unter-
schiedlichen chemischen Verschiebungen ¢ [ppm| und variierenden Diffusi-
onskoeffizienten D [log(m?/s)].

von Wirt-Gast-Komplexen kann mit Hilfe von Diffusions-NMR-Messungen gut untersucht
werden.'%2) Unabhiingig von der GréBe und weiteren strukturellen Eigenschaften der einzelnen
Komponenten weisen diese im ungebundenen Zustand charakteristische Diffusionskoeffizi-
enten auf. Kommt es zur Bildung des Wirt-Gast-Komplexes, dndern sich die Diffusionskoef-
fizienten und ergeben im Idealfall nur einen resultierenden Diffusionskoeffizienten. Kommt es
zu einer unvollstindigen Komplexierung des Gastes durch den Wirt, dndern sich die jewei-
ligen Diffusionskoeffizienten kaum. Bei Gastmolekiilen mit einem sehr kleinen Molekularge-
wicht und Wirt-Molekiilen mit einem hohen Molekulargewicht passt sich der Diffusionskoef-
fizient des Gastmolekiils dem des Wirt-Molekiils an. Die Diffusions-NMR-Spektroskopie bietet

n.[162-164] Unter ande-

verschiedene Vorteile zur Untersuchung von Wirt-Gast-Wechselwirkunge
rem wird sie weniger von Verunreinigungen beeintrichtigt als vergleichbare Absorptionsun-
tersuchungen im UV- oder Fluoreszenzbereich. Komplexierungs-Reaktionen werden héaufig
anhand von verdnderten chemischen Verschiebungen zwischen gebundenen und ungebun-
denen Gastmolekiil untersucht. Diese Methode ist allerdings sehr anfillig fiir Fehlinterpreta-
tionen wenn Protonentransfer-Reaktionen, wie bei Sdure-Base-Reaktionen, auftreten. Diffusi-
onskoeffizienten werden von diesen Protonentranfer-Reaktionen deutlich weniger beeinflusst
und eignen sich somit hervorragend zur Untersuchung von Wirt-Gast-Komplexen, bei den
Protonentransfer-Reaktionen auftreten.['62-1641 Auch Wechselwirkungen von Gastmolekiilen
mit sogenannten molekularen Kapseln, bei denen diese in Hohlrdume eingekapselt werden,
konnen gut mit Diffusions-NMR-Experimenten untersucht werden. Da die Molekiilgrofien
der freien Gastmolekiile sehr viel kleiner sind als die der molekularen Kapseln, kommt es
zu einem deutlichen Unterschied zwischen den Diffusionskoeffizienten der freien und den
der eingeschlossenen Gastmolekiile. Die Diffusionskoeffizienten der eingeschlossenen Gast-
molekiile passen sich denen des Wirt-Molekiils an und diffundieren aufgrund eines lang-
samen Austauschs praktisch als ein Molekiil.l'621 Durch die Nutzung der Diffusions-NMR-

Spektroskopie kann somit das Komplexierungsverhalten und die Wechselwirkungen von Poly-
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meren bzw. Dendrimeren mit Analyten sehr effizient untersucht werden.

3.3 Ellipsometrie

Die Ellipsometrie ist eine effiziente Analysemethode zur Bestimmung von Schichtdicken und
Brechungsindices diinner Schichten. Diese nicht invasive Methode nutzt die Anderung der
Polarisation von eingestrahltem Licht durch Reflexion an einer Probe (Abbildung 17).

Hierzu wird ein linear polarisierter Laserstrahl, der unter einem bestimmten Winkel auf die

Oberfliche des Materials fillt, genutzt. Durch Reflexionseffekte kommt es zu einer Anderung
165, 166]

der Polarisation in der Amplitude und der Phase.!

linear polarisiert

s-Ebene
elliptisch polarisiert

Reflexion an der
Probenoberfldache

reflektierende Schicht

untere Schichten

Abbildung 17: Der einfallende, linear polarisierte Eingangsstrahl wird durch Interaktion
an der Oberfliche der Probe reflektiert, wobei eine elliptische Polarisa-
tion resultiert. Mit s und p sind die linearen Polarisationsebenen senkrecht
bzw. parallel zur Einfallsebene verdeutlicht. Der Einfallswinkel o und dessen
Reflexionen bzw. Brechungen a; und a9 sind im unteren Bild verdeutlicht.
Die Probe weist die Brechungsindices ng, n1 und ng auf, wobei die einzelnen
Schichten eine Dicke von d; und do besitzen.

Anderungen des reflektierten Strahls werden durch die Schichtdicke und den Brechungsindex
des Materials bestimmt. Sie konnen aus dem Winkel Psi (V) und Delta (A) berechnet werden.
Diese sind fiir jedes Material bzw. dessen Oberflichenstruktur charakteristisch, wodurch mit
Hilfe von Ellipsometrie-Messungen Informationen iiber die Filmdicke und den Brechungsindex
gewonnen werden.[16% 166 Der Winkel ¥ beschreibt die Anderung der Amplitude und A die
Phasenverschiebung des reflektierten Strahls in Bezug auf den eingestrahlten Lichtstrahl. Sie
sind definiert als:

tan(¢) - e4 = &y (5)
Ry

R, und R, beschreiben die Reflexionskoeffizienten in paralleler und senkrechter Rich-
tung des reflektierten Strahls relativ zur Einfallsebene. Bei gegebenem Einfallswinkel und
Wellenldnge des eingestrahlten Lichtstrahls kann fiir jedes System ein Modell zu Berech-

nung der Schichtdicke und Brechungsindexes erstellt werden. Mit Hilfe eines solchen Modells
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werden die Effekte durch Dispersion elektromagnetischer Wellen in Festkérpern iiber einen
bestimmten Wellenlédngenbereich beriicksichtigt. Mit Hilfe eines geeigneten Modells fiir das
jeweilige System konnen strukturelle Eigenschaften wie die Schichtdicke oder Brechungs-
index berechnet werden. Durch spezielle Sonderformen kénnen auch dynamische Prozesse
detektiert und untersucht werden.[*6% 1661 Mittels Ellipsometrie ist das Schwellverhalten von
diinnen Schichten ebenfalls messbar und kann in Zusammenhang mit verschiedenen Analyten

untersucht werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Vorstellung der verwendeten Polymer-Architekturen

4.1.1 Einleitung und Ubersicht der verwendeten Kern-Schale-Architekturen

Fiir die Synthese von Kern-Schale-Architekturen wurde als Polymerkern hochverzweigtes
Poly(ehtylenimin) (PEI) verwendet, das in verschiedenen Syntheseschritten weiter mit Oligo-
sacchariden modifiziert wurde (Abbildung 18). Aufgrund von unterschiedlichen Kerngrofien,
Funktionalisierungsdichten und diversen Oligosacchariden (OS) konnten unterschiedliche Polymer-
Architekturen hergestellt werden. Der Einfluss der einzelnen Faktoren auf die Interaktionen
mit bioaktiven Analyten konnte somit untersucht werden. Dariiber hinaus wurden weiter-
gehende Modifizierungen durch die Anbindung von Alkylketten durchgefiihrt. Auf diese Art
und Weise wurde der hydrophobe Anteil erhtht und Interaktionen mit lipophilen Analyten

konnten untersucht werden.

Poly(ethylenimin)-Oligosaccharid-Architekturen Kern-Schale Architekturen mit Alkylketten

Struktur A - Dichte Schale  ern-Komponente . PEI-Spacer-Architekturen

Hochverzweigtes Poly(ethylen-

imin) (PEl), mit einer
KerngroRe von 5 oder 25 kDa

Oligosaccharidschale = «ilil»
H

Struktur B — Moderate/ H }%\ H
o

Offi Schal HO
ene Schale R= ) OH
Maltose = Mal Hy ’-NH H
H },% H
H o
ﬁyH Il.  PEI-FA-Architekturen - =9 of oH
OH

OH
OH v, Maltose (Mal)

CHy

Lactose = Lac

H
H OH
OH

H 0 OH
R- \Hg,%g CON
Ho ©

Maltotriose = Mal-lIl

PEI-5k-Mal A, B, C

PEI-25k-Mal A, B, C H " e »
PEI-5k-Lac A, B, C l.) PEI-25k-(C11-NH,)-Mal-1 (Mal am PEI-Kern angebunden)
PEI-25k-Lac A, B, C PEI-5/ 25k-C11-Mal-1/ Mal-2 (Mal am Spacer Ende)
PEI-25k-Mal-Ill A, B, C Il.) PEI-25k-FA und PEI-25k-FA-Mal

Abbildung 18: links: Ubersicht der PEI-OS-Architekturen; rechts: Ubersicht der hydro-
phoben Kern-Schale-Architekturen mit I. PEI-Spacer-Architekturen und II.
PEI-FA-Architekturen.
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Insgesamt wurden 15 verschiedene Poly(ethylenimin)-Oligosaccharid-Architekturen herge-
stellt (Abbildung 18), die sich in ihrer KerngroéBe, dem Funktionalisierungsgrad und der
Oligosaccharidschale unterscheiden. Es wurde Poly(ethylenimin) mit 5 und 25 kDa verwendet.
Drei verschiedene Dichten der Olgiosaccharidschale wurden generiert. Es kann zwischen einer
dichten (Struktur A), moderaten/ offenen (Struktur B) und offenen Schale (Struktur C)
unterschieden werden. Weiterhin wurden als Oligosaccharide drei verschiedene Kohlenhy-
drate verwendet. Maltose und Lactose wurden als Disaccharide eingesetzt und Maltotriose
als Trisaccharid. Diese Architekturen werden im Folgenden zusammenfassend als PEI-OS-
Architekturen (Abbildung 18 links) bezeichnet.

Neben diesen hydrophilen PEI-OS-Architekturen wurden Strukturen hergestellt, die einen
hoheren hydrophoben Anteil aufweisen. Hierfiir wurden PEI-5kDa und PEI-25 kDa Poly-
merkerne genutzt, die mit Cl1-Alkylketten (Spacer) modifiziert und anschlieBend malto-
syliert wurden. In Abhéngigkeit des Zeitpunktes der Entschiitzung konnten zwei verschie-
dene Architekturtypen hergestellt werden, die sich aufgrund des Ortes der Maltosylierung
unterscheiden. Erfolgt die Entschiitzung der Spacer-Enden vor der Maltosylierung, bindet
die Maltose hauptséchlich an den Spacer-Enden und in geringen Mafle auch am Polymerkern
(Abbildung 18 I. rechts). Diese Architekturen wurden mit 5 und 25 kDa Poly(ethylenimin)
und mit zwei unterschiedlichen Funktionalisierungsgraden der Oligosaccharidschale herge-
stellt. Mit Mal-1 wird ein hoherer Funktionalisierungsgrad abgekiirzt, wohingegen Mal-2 fiir
einen niedrigeren Funktionalisierungsgrad steht. Diese Architekturen werden im Folgenden
mit PEI-5k/ 25k-C11-Mal-1/ Mal-2 bezeichnet. Weiterhin wurde die Maltose nur an den
Polymerkern gebunden (Abbildung 18 I. links). Architekturen mit dieser Modifizierung
wurden nur mit dem PEI 25 kDa Kern hergestellt. Sie werden im Folgenden als PEI-25k-
(C11-NHg)-Mal bezeichnet. Allgemein wird diese Gruppe mit PEI-Spacer-Architekturen
zusammengefasst. Um den Einfluss der Maltoseschale néher zu untersuchen, wurden ebenfalls
PEI-5k/ 25k-C11 Architekturen ohne Maltoseschale hergestellt und untersucht.

Um den hydrophoben Anteil weiter zu erh6hen wurden Fettséuren (FA) mit einem héheren
Funktionalisierungsgrad an einen 25 kDa Polymerkern angebunden. Der Kern wurde mit
20, 35 oder 50 Fettsdure-Einheiten (FA-Einheiten) modifiziert und somit deutlich hydro-
phobe Architekturen generiert (Abbildung 18 II.). Diese wurde zum einen mit und zum
anderen ohne Maltoseschale hergestellt und untersucht. Sie werden im Folgenden als PEI-
FA-Architekturen bezeichnet.

4.1.2 Poly(ethylenimin)-Oligosaccharid-Architekturen (PEI-OS)

Die Modifizierung des hochverzweigten Poly(ethylenimin)-Kerns mit einer Oligosaccharid-
schale ermdglicht die Bildung von Kern-Schale-Architekturen, wodurch die Wasserloslichkeit
erhoht und die Toxizitdt der Polymer-Struktur gegeniiber Zellen erheblich verringert wird.
Weiterhin werden durch die Anbindung von Zucker-Einheiten die Anzahl an Wasserstoft-
briicken-Akzeptoren und -Donoren deutlich erhoht. Fiir die Modifizierung wurden Maltose,
Lactose und Maltotriose genutzt. Die Synthese dieser PEI-Oligosaccharid Architekturen (Ab-

bildung 19) erfolgte analog zu der bereits in der Literatur beschriebenen reduktiven Aminie-
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52 Dafiir wurde das jeweilige Oligosaccharid im alkalischen Milieu

rung von Appelhans et al.
(Natriumboratpuffer) mit Poly(ethylenimin) in Losung gebracht. Als Reduktionsmittel wird
ein Boran-Pyridin Komplex eingesetzt, der mit bis zu drei Imin- bzw. Enamingruppen re-
agieren kann. Eine Temperatur von 50 °C und eine Reaktionsdauer von 7 Tagen begiinstigen

neben dem Arbeiten bei einem pH von 9,0 die Bildung der PEI-OS-Architekturen.
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Abbildung 19: Ubersicht von den hergestellten PEI-OS-Architekturen mit unterschied-
lichen Dichten der Oligosaccharidschale.

Durch unterschiedliche Verhiltnisse der reaktiven Gruppen des Polymers zu denen des
Oligosaccharids ist es moglich, verschiedene Substitutionsgrade zu erzielen (Abbildung 19).
Bei Struktur A wurde ein groBer Uberschuss an Oligosaccharid (PEL:OS = 1:3) zu den
reaktiven Aminogruppen des PEIs eingesetzt, um eine annadhernd vollstindige Umsetzung
aller priméren (terminale Einheiten) und sekundéren Aminogruppen (lineare Einheiten) zu
erhalten. Es wird eine sehr dichte OS-Schale mit iiberwiegend dendritischen Einheiten erhalten
(Struktur A). Bei Struktur B resultiert aus dem Unterschuss an Oligosaccharid (PEI:OS =
1:0,6) im Verhiiltnis zu den reaktiven Aminogruppen im PEI eine moderate/ offene Scha-
lendichte mit hauptsichlich linearen peripheren Gruppen. Auch bei dieser Struktur sind
nahezu alle terminalen Einheiten wenigstens einmal mit Maltose funktionalisiert. Im Fall von
Struktur C (PEL:OS = 1:0,3) wurde eine Mischung von priméren und sekundéren Amino-
gruppen an der Polymer-Zucker Grenzphase festgestellt. Es resultiert eine sehr offene Oligo-
saccharidschale.

Aufgrund unterschiedlicher Verhiltnisse des jeweiligen Oligosaccharids zu den tertifiren
Aminogruppen des PEIs konnten unterschiedliche Dichten der Oligosaccharidschalen erhalten
werden. Somit konnte der Einfluss der Schalendichte auf die Komplexierung verifiziert werden.

Um den Einfluss des Polymerkerns n&her untersuchen zu kénnen, wurden verschiedene
Kerngrofien des Poly(ethylenimin)s verwendet. Hierfiir wurde das PEI G100 (M= 5 kDa;
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M,,= 3 600 g/mol) und WF (M,,= 25 kDa; M,,= 9 600 g/mol) von der Firma BASF (Ludwigs-
hafen, Deutschland) verwendet.

Durch die Verwendung von unterschiedlichen Oligosacchariden, wie Maltose, Lactose und
Maltotriose, konnte deren Einfluss auf die Komplexierungsfahigkeit der PEI-OS-Architektur
untersucht werden. Es ergaben sich folglich drei Hauptfaktoren, die einen Einfluss auf eine
Interaktion mit Beispielanalyten nehmen konnten: die Oligosaccharidschale (Maltose, Lactose
oder Maltotriose), die Polymerkerngréfie (5 oder 25 kDa) und die Oligosaccharidschalendichte

(dichte, moderate/ offene oder sehr offene Schale).

4.1.2.1 Charakterisierung der PEI-OS-Architekturen

Die PEI-OS-Architekturen wurden umfangreich mittels NMR-Spektroskopie, Elementarana-
lyse, dynamischer Lichtstreuung (DLS) und Zetapotential Messungen charakterisiert. Mit
Hilfe von Protonen-NMR-Untersuchungen konnte zum einen die Anbindung des Oligosaccha-
rids an den polymeren Kern bestéitigt und zum anderen die Anwesenheit von nicht angebun-
denen Oligosaccharid ausgeschlossen werden. Die Signale des Protonen-NMRs der PEI-OS-
Architekturen (Abbildung 20) kann in drei charakteristische Protonengruppen unterteilt
werden: in einem Bereich von 2,4 bis 3,3 ppm werden die Signale der PEI Protonen und des
Protons der reduktiven Gruppe des Oligosaccharids gemessen. Von 3,3 bis 4,4 ppm treten die
Signale des Oligosaccharids auf. Das Signal des Protons des anomeren Kohlenstoffs der glyko-
sidischen Bindung erscheint bei 4,9 bis 5,3 ppm (im Beispiel Maltose mit 1” (Abbildung 20)).

Signale des

Oligo-
Signale von 1'

saccharids
(2, 2", 3, 3", & 4", &PEI-Protonen
5,5, 6 und 6”)
R=
1,
!
Signale
lll
Struktur C
Struktur B
Struktur A
55 50 45 40 35 30 2,5 20 15

chemische Verschiebung & [ppm]

Abbildung 20: Vergleich der 'H-NMR-Spektren von drei verschiedenen PEI-OS-Strukturen
mit unterschiedlicher Schalendichte.

Aufgrund der starken Verbreiterung und Uberlagerung der Protonensignale des PEI-Kerns
und der Oligosaccharid-Einheiten ist eine genauere Zuordnung nicht méglich. Dennoch kénnen
bei einem Vergleich der abgebildeten Spektren Unterschiede aufgrund der unterschiedlichen

Dichte der Oligosaccharidschale festgestellt werden. Der markanteste Unterschied findet sich
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bei den Protonen des PEI-Kerns und des Protons der reduktiven Einheit des Oligosaccharids
(2,4 - 3,3 ppm).
Genauere Erkenntnisse iiber das Molekulargewicht und die Anzahl an angebundenen Oligo-

saccharid-Einheiten liefert eine Auswertung der Elementaranalyse (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht der angebundenen Oligosaccharid-Einheiten a, dem Molekulargewicht
M,, und dem totalen Funktionalisierungsgrad (TDF) der PEI-OS-Architekturen.

PEI-OS Struktur a M, [g/mol] TDF [%)]

A 75 28130 67

PEI-5k-Mal B 37 15550 33
C 22 10760 20

A 177 67540 61

PEI-25k-Mal B 90 39130 31
C 61 29610 21

A 73 27560 66

PEI-5k-Lac B 37 15750 33
C 21 10320 18

A 180 68510 62

PEI-25k-Lac B 100 42440 34
C 33 20240 11

A 176 95830 60

PEI-25k-Mal-III B 86 51780 30
C 48 33130 16

Anmerkung: TDF basiert auf der Umsetzung aller Aminogruppen im PEI; folglich kénnen zwei terminale,
eine lineare und eine dendritische Einheit umgesetzt werden.

Der Anteil an terminalen, linearen und dendritischen Einheiten wurde mit Hilfe von NMR-Untersuchungen
bestimmt: 5 kDa: 27,2 T, 31,4 L, 25,4 D (Verzweigungsgrad (DP)= 83);) 25 kDa: 68,8 T, 91,1 L, 63,1 D
(Verzweigungsgrad (DP)= 223); DP = (T + D)/ (T + L + D)

Bei Struktur A findet bei einem Polymerkern von 5 kDa eine Anbindung von 73 bzw.
75 Zuckereinheiten statt. Bei dem grofieren PEI-Kern werden bei Struktur A zwischen 176
und 180 Oligosaccharid-Einheiten angebunden. Alle Strukturen A weisen unabhéngig von
der Kerngrofle und des verwendeten Oligosaccharids einen totalen Funktionalisierungsgrad
zwischen 60 und 70 % auf. Fiir die moderate/ offene Struktur B werden im Mittel 37 Zucker-
einheiten bei einem 5 kDa Kern und 86-100 Einheiten bei einem 25 kDa PEI-Kern ange-
bunden. Hierbei schwankt der Funktionaliserungsgrad zwischen 30 und 35 %. Bei Struktur
C werden 21 bzw. 22 Oligosaccharid-Einheiten bei einem kleinen Polymerkern und 33 bis 61
Einheiten bei einem groffem Polymerkern. Der Funktionalisungsgrad liegt zwischen 11 und
22 %.

Die PEI-OS-Architekturen wurden ebenfalls auf ihr Aggregationsverhalten hin untersucht.
Hierfiir wurden die hydrodynamischen Radien und die Verteilung der Architekturen in wéss-
rigen Losungen mit Hilfe der dynamischer Lichtstreuung bestimmt. Es konnte festgestellt
werden, dass die Polymer-Architekturen als isolierte, einzelne Molekiile vorliegen und es zu

keiner Aggregatbildung bei den verwendeten Konzentrationen kommt.
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4.1.3 PEI-Spacer-Architekturen

Neben den bereits beschriebenen hydrophilen Kern-Schale-Architekturen wurden ebenfalls
Architekturen mit einem hoheren hydrophoben Anteil hergestellt und untersucht. Die Erho-
hung des hydrophoben Anteils wurde durch die Anbindung von Alkylketten (Spacern) ermég-
licht. Deren Enden liegen zum einen maltosyliert vor oder tragen zum andren eine freie
Aminogruppe und ragen aus der Maltoseschale heraus. Mit Hilfe dieser Architekturen kénnen
zusitzlich hydrophobe Interaktionen mit lipophilen Analyten untersucht werden.

Als Kern wurde ebenfalls hochverzweigtes Poly(ethylenimin) benutzt und mit N-Boc-11-
aminoundecanséure modifiziert. Hierbei reagiert EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]-
carbodiimide) mit der Carboxyl-Gruppe des geschiitzten Spacers unter Bildung einer Amin-
reaktiven O-Acylisoharnstoff-Zwischenstufe, die sehr schnell mit einer Amino-Gruppe reagie-
ren kann. Bei diesem nukleophilen Angriff wird eine Amidbindung gebildet und ein Isoharn-
stoff als Nebenprodukt erhalten. Da die Zwischenstufe duflerst reaktiv ist und bereits mit
kleinen Wasserverunreinigungen reagieren kann, wird N-Hydroxysuccinimid (NHS) bzw. das
wasserlosliche N-Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS) zur Stabilisierung hinzugegeben. Mit
NHS bildet sich ein aktivierter Ester, der wesentlich stabiler als der O-Acylisoharnstoff ist
und eine effiziente Kupplung ermdoglicht. Dieser sogenannte Aktivester reagiert nukleophil mit
den priméren und sekundiren Aminogruppen des PEI-Kerns unter Ausbildung einer Peptid-
bindung und Riickbildung des Sulfo-NHS.

In Abhéngigkeit des Zeitpunktes der Entschiitzung konnten unterschiedliche Modifizierungen
mit Maltose erhalten werden (Abbildung 21).

Im Fall der PEI-5k-C11-Mal/ PEI-25k-C11-Mal Architekturen erfolgt nach der Anbin-
dung der Spacer-Einheiten an den PEI-Kern deren Entschiitzung mit Hilfe von Trifluores-
sigsdure (TFA). Im Anschluss wird eine reduktive Aminierung mit Maltose durchgefiihrt.
Es werden Architekturen erhalten, bei denen alle Spacer-Einheiten und auch teilweise der
PEI-Kern maltosyliert werden (Abbildung 21 links). Erfolgt nach der Anbindung der
Spacer-Einheiten die reduktive Aminierung und im Anschluss eine Entschiitzung der Spacer-
Enden, liegen die Spacer unmodifiziert vor. Die Maltose ist nur am PEI-Kern angebunden
(Abbildung 21 rechts).

4.1.3.1 Charakterisierung der PEI-Spacer-Architekturen

Die PEI-Spacer-Architekturen wurden mittels 'H-NMR auf ihre Reinheit untersucht (Ab-
bildung 22). Aufgrund der unterschiedlichen Syntheseschritte liegen die PEI-Spacer-Archi-
tekturen in unterschiedlichen Ladungszustidnden vor. Durch die spétere Entschiitzung mit
TFA befinden sich im Fall der PEI-25k-(C11-NHj)-Mal Architekturen Anionen der Séure im
positiv geladenen Polymerkern. Da diese Gegenionen eine elektrostatische Interaktion mit
Analyten behindern kénnten bzw. mit diesen in einer Konkurrenzreaktion stehen, miissen
sie entfernt werden. Dies gelang mittels Losen in Puffer und anschliefender Dialyse. Bei der
Syntheseroute der PEI-5k/ 25k-C11-Mal Architekturen werden die Anionen durch die spéter
durchgefiihrte reduktive Aminierung verdriangt und entfernt. Mit Hilfe der Verbreiterung
einiger Signale in den Protonenspektren der jeweiligen Verbindungen kann auf die unter-

schiedlichen Ladungen der Strukturen geschlossen werden. Befinden sich keine anionischen
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Abbildung 21: Ubersicht der verschiedenen PEI-Spacer-Architekturen. Links: Vor der
Maltosylierung erfolgt die Entschiitzung, daher befinden sich die Maltose-
Einheiten hauptsichlich an den Spacer-Enden und teilweise am PEI-Kern.
Rechts: Zunéchst erfolgt die reduktive Aminerung, sodass die Maltose nur
an den PEI-Kern gebunden ist, dann die Entschiitzung der Spacer.
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Abbildung 22: Protonen-NMR der PEI-Spacer-Architekturen mit unterschiedlichen
Ladungszustinde des Polymerkerns. Oben befinden sich keine TFA-
Anionen im Polymerkern. Unten befinden sich nach der Entschiitzung
TFA-Anionen im positiv geladenen Polymerkern.

Gegenionen in dem Polymerkern, kommt es zu leichten geringfiigigen Anderungen der Signale

bei 1,7 bzw. 5,2 ppm (Abbildung 22 gelb markierten Bereiche). Die Protonensignale der

unmodifizierten Spacer-Endgruppe (Abbildung 22 rot markierter Bereich) kann im Pro-

tonenspektrum zeigen, dass die Spacer-Endgruppen nicht maltosyliert vorliegen. Weiterhin

kann die Anwesenheit von TFA Anionen eindeutig durch Fluor-NMR-Untersuchungen nach-

gewiesen werden.

Genauere FErkenntnisse iiber die Anzahl an angebundenen Maltose-Einheiten a s, sowie Spacer-

Einheiten b, das Molekulargewicht M,, und den totalen Funktionalisierungsgrad liefert eine



4 Ergebnisse und Diskussion 39

Untersuchung mit Elementaranalyse (Tabelle 3). Bei einem kleinen PEI-Kern konnten 7
Spacer-Einheiten und bei dem 25 kDa Polymerkern 21 Spacer-Einheiten angebunden werden.
Die PEI-25k-(C11-NHgy)-Mal Struktur wies 26 Spacer-Einheiten auf.

Tabelle 3: Ubersicht der angebundenen Maltose-Einheiten ajs,der Anzahl der angebun-
denen Spacer-Einheiten b, dem Molekulargewicht M,, und dem totalen Funk-
tionalisierungsgrad (TDF) der PEI-Spacer-Architekturen.

PEI-Spacer ayy b M,y [g/mol] TDF [%]
PEI-5k-C11-Mal-1 55 7 23460 49
PEI-5k-C11-Mal-2 38 7 12580 35
PEI-25k-C11-Mal-1 150 21 58470 52
PEI-25k-C11-Mal-2 114 21 37410 40

PEI-25k-(C11-NH;3)-Mal 93 26 44850 41

Anmerkung: TDF basiert auf der Umsetzung aller Aminogruppen im PEI; folglich kénnen zwei terminale,
eine lineare und eine dendritische Einheit umgesetzt werden.

Der Anteil an terminalen, linearen und dendritischen Einheiten wurde mit Hilfe von NMR-Untersuchungen
bestimmt: 5 kDa: 27,2 T, 31,4 L, 25,4 D (Verzweigungsgrad (DP)= 83);) 25 kDa: 68,8 T, 91,1 L, 63,1 D
(Verzweigungsgrad (DP)= 223); DP = (T + D)/ (T + L + D)

Bei der Untersuchung des Losungsverhaltens der PEI-Spacer-Architekturern konnte beob-
achtet werden, dass sich bereits bei geringen Konzentrationen Aggregate bilden. Aufgrund
der Modifizierung mit Spacer-Einheiten entstehen hydrophobe Systeme. Wegen der Malto-
sylierung wird der hydrophile Anteil erhoht. Es entstehen amphiphile Systeme, die schwer
16slich sind. Bei &hnlichen Systemen wurde bei hoheren Konzentrationen ebenfalls ein solches
Aggregations-Verhalten beobachtet.®® 167 Dieses Verhalten kinnte fiir eine Anwendung dieser
Architekturen als pseudostationéire Phase bzw. nicht-kovalente Modifizierung der stationéren
Phase interessant sein. Analytmolekiile konnten mit den PEI-Spacer-Architekturen inter-
agieren und durch die Bildung von Aggregaten ein anders, besseres Auftrennungsverhalten
zeigen. Dariiber hinaus wére die Verwendung dieser PEI-Spacer-Architekturen als unpolare
Modifizierung einer Saulenoberfléche interessant. Diese konnte aufgrund der Kern-Schale-

Architektur selektivere Interaktionen mit hydrophoberen Analyten ermdoglichen.

4.1.4 PEI-FA-Architekturen

Deutlich hydrophobere Systeme wurden mit einer Modifizierung mit Fettsduren erhalten.
Diese sehr lipophilen PEI-FA-Architekturen sollten auf die Interaktion mit lipophilen Vita-
minen getestet werden. Die Art und Weise der Interaktionen mit Analyten sollte analog
zu einer Modifizierung von kommerziell erhéltlichen Trennsidulen mit Alkylketten sein. Bei
den PEI-FA-Architekturen kommt jedoch der Einfluss des PEI-Kerns hinzu, wodurch even-
tuell weitere Interaktionen mit hydrophileren Analytkomponenten erhalten werden kdnnten.
Um den Einfluss des hydrophoben Anteil besser untersuchen zu kénnen, wurden Struk-
turen mit unterschiedlichen Funktionalisierungsgraden hergestellt. Es wurde hochverzweigtes
Poly(ethylenimin) mit einer Kerngréfie von 25 kDa genutzt. Dieser Kern wurde im Mittel mit
20, 35 oder 50 Fettsdure-Einheiten modifiziert. Die PEI-FA-Architekturen (Abbildung 23)
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wurden zum einen nicht weiter funktionalisiert eingesetzt und zum anderen wurden die PEI-
FA-Architekturen weiter maltosyliert. Auf diese Art und Weise konnte der hydrophile Anteil
erhoht werden und der Einfluss auf die Interaktionen untersucht werden. Die Untersuchung
der Wechselwirkungen der PEI-FA mit und ohne Maltoseschale mit lipophilen Vitaminen

stand im Vordergrund der Untersuchungen.

H;C

3

Hj
PEI-25k-FA PEI-25k-FA-Mal

Abbildung 23: Schematische Ubersicht der PEI-FA-Architekturen ohne (links) und mit
(rechts) Maltoseschale.

Fiir die Modifizierung des PEI-25k-Kerns wurde Laurinsidure (C1;Ho3COOH) genutzt. Die
Anbindung an den Polymerkern erfolgt analog zu der Synthese mit den Spacer-Einheiten.
EDC reagiert mit der Carboxyl-Gruppe der Laurinsdure und bildet eine reaktive Zwischen-
stufe, die mit einer Amino-Gruppe reagieren kann. Zur Stabilisierung wird Sulfo-NHS hinzu-
gegeben, wodurch die reaktive Zwischenstufe stabilisiert wird und eine effektivere Kupplung
moglich ist. Unter Ausbildung einer Peptidbindung und Riickbildung des Sulfo-NHS erfolgt

die kovalente Anbindung der Laurinsiure an den Polymerkern.

4.1.4.1 Charakterisierung der PEI-FA-Architekturen

Aufgrund der hohen Anzahl an unpolaren Seitenketten wurde der hydrophobe Anteil deutlich
erhoht im Vergleich zu den PEI-OS- und PEI-Spacer-Architekturen. Eine Untersuchung mit
Hilfe von NMR-Spektroskopie konnte wegen einer unzulédnglichen Loslichkeit nicht durchge-
fithrt werden.

Mit Hilfe von Elementaranalyse-Ergebnissen kann die Anzahl an angebundener Maltose- a
bzw. Fettsdure-Einheiten b, sowie das Molekulargewicht M,, und der Funktionalisierungsgrad
berechnet werden (Tabelle 4).

Die PEI-FA-Architekturen neigen aufgrund des hohen hydrophoben Anteils sehr stark zu
Aggregatbildung. Die kommerziell erhéltlichen Sédulen mit C18-Ketten-Modifizierung sind in
der Chromatographie weit verbreitet und in der Umkehrphasen-Chromatographie sehr gut
etabliert. Ein Vergleich der PEI-FA-Architekturen in Bezug auf diese Standard-Saulen kénnte
sehr interessant sein. Aufgrund des Polymerkerns und der Kern-Schale-Architekturen kénnten

weitere Interaktionen auftreten, die eine bessere Auftrennung ermdoglichen.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Berechnungen der angebundenen Maltose a, der Fettsdure-
Einheiten pro PEI-Kern b, des Molekulargewichts M,, und des totalen Funk-
tionalisierungsgrades (TDF).

PEI-FA a b M, [g/mol] TDF [%)]
- 20 13620 8
PEI-25k-FA - 35 16190 13
- 50 18950 18
125 20 54680 44
PEI-25k-FA-Mal 98 35 48180 34
75 50 43650 26

Anmerkung: TDF basiert auf der Umsetzung aller Aminogruppen im PEI; folglich kénnen zwei terminale,
eine lineare und eine dendritische Einheit umgesetzt werden.

Der Anteil an terminalen, linearen und dendritischen Einheiten wurde mit Hilfe von NMR-Untersuchungen
bestimmt: 5 kDa: 27,2 T, 31,4 L, 25,4 D (Verzweigungsgrad (DP)= 83);) 25 kDa: 68,8 T, 91,1 L, 63,1 D
(Verzweigungsgrad (DP)= 223); DP = (T + D)/ (T + L 4+ D)
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4.2 Interaktionsstudien mit Beispielanalyten

Unterschiedliche Faktoren kénnen die Art und die Stérke der auftretenden Wechselwirkungen
zwischen den vorgestellten Kern-Schale-Architekturen und bioaktiven Molekiilen beeinflussen.
Um diese untersuchen zu koénnen, wurden Architekturen mit verschiedenen Eigenschaften
hergestellt und deren Interaktion mit Gastmolekiilen untersucht. Als Kern-Schale-Architek-
turen wurden die zuvor beschriebenen (Kapitel 4.1.2) PEI-OS-Architekturen mit einem
PEI-Kern von 5 und 25 kDa genutzt. Fiir die Untersuchung der Interaktion mit diversen Gast-
molekiilen wurden mit PEI-OS-Architekturen mit Oligosaccharidschalen aus Maltose, Lactose

und Maltotriose mit unterschiedlichen Funktionalisierungsgraden genutzt (Abbildung 24).

Polymerkerngroe

5 kDa

25 kDa

Struktur A (dicht) Struktur B (moderat/ offen)

Oligosaccharid

@ - HO HO on "o o
He /%éo'* Ho MOH 0 o’
H
OH ° HO o?-|

Maltose Lactose Maltotriose

Abbildung 24: Ubersicht der verwendeten PEI-OS-Architekturen, die fiir die Interaktions-
studien genutzt wurden. Es wurden unterschiedliche Kerngréfien, Funktio-
nalisierungsgrade und Oligosaccharide getestet.

Als Gastmolekiile dienten wasserlosliche Vitamine der B-Gruppe, wie Thiamin (Thiamin
Hydrochlorid, B;), Riboflavin (Bg2), Nikotinsédure (Niacin, Bs), Pyridoxin (Bg) und Cyano-
cobalamin (Bjz), und ein Derivat eines Estradiol-Steroids (Estradiol Glucuronid). Diese
wasserloslichen Gastmolekiile wurden ausgewahlt, da sie biologisch relevant sind und unter-
schiedliche Wechselwirkungen in wéssrigen Losungen ermdoglichen. Thiamin weist in Losung
beispielsweise eine leicht positive Ladung auf, wohin gegen Niacin, sowie das Estradiol-Derivat
unter den genutzten Versuchsbedingungen eine negative Ladung tragen. Pyridoxin liegt in
wissrigen Losungen iiberwiegend in einem zwitterionischen Zustand vor. Bei Riboflavin ist

eine hohe Anzahl an Wasserstoffbriicken- Akzeptoren und -Donoren gegeben und eine Interak-
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tion iiber nicht-kovalente, vergleichsweise schwache Wasserstoffbriicken denkbar. Das Vitamin
B1o weist im Vergleich zu den anderen genutzten Analyten eine grofie Struktur auf, wodurch
auch Unterschiede der AnalytgroBe untersucht werden konnen. Ein Uberblick der verwendeten

Analyten und deren Ladungszustédnde in wissrigen Losungen ist in Tabelle 5 dargestellt. Mit

Tabelle 5: Verwendete wasserlosliche Vitamine und ihr in wéssrigen Losungen vorliegender
Protonierungszustand.

Analyt pPK; Werte Dominante Spezies in Liisung

Thiamin (B) 4,8; 12,71168] YJ»

OH OH

Riboflavin (B;) 0,4; 9,8[169] ﬁJ

HN
O
(0]
Niacin (B3) 2,1; 4,8[170) NS
N/
OH
o
Pyridoxin (Bg) 5,0; 9,00171, 172] Ho NN
%/ CH,
H

Cyanocobalamin (B2) 3,30173]

Estradiol-Derivat 10,7174

Ausnahme von Thiamin wurden alle Analyten in Millipore-Wasser geltst. Fiir eine bessere
Stabilisierung des Thiamins wurde eine Phosphat-Pufferlésung mit pH 7,4 genutzt. Aufgrund
der diversen Eigenschaften der Analyten und den PEI-OS-Architekturen mit unterschied-
lichen Funktionalisierungen, Kerngroflen und Oligosaccharidschalen, ist eine umfangreiche

Untersuchung der Wechselwirkungen moglich.

4.2.1 Ultrafiltrationsexperimente mit wasserléslichen Vitaminen

Die Interaktionen wurden mit Hilfe von Ultrafiltrationsexperimenten untersucht. Die Ultra-
filtration (UF) ist eine Filtermethode, bei der durch Druck eine Losung durch eine semi-

permeable Membran gedriickt wird. Diese Membran hélt groflere Molekiile oberhalb einer
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bestimmten Grofle (MWCO) zuriick und kleinere Molekiile werden eluiert. Somit ist es
moglich, die PEI-OS-Architekturen in der Riihrzelle zuriickzuhalten und freie, nicht wech-
selwirkende Analyten mit dem Eluat abzutrennen. Als Separierungskraft wurde ein Stick-
stoffstrom mit einem Druck von 5 bar genutzt. Die genutzte Ultrafiltrationszelle besafl ein
Gesamtvolumen von 75 mL und eine Filtrationsfliche von 15 cm?. Fiir die Filtration wurden
Zellulosemembranen mit einem MWCO von 1 kDa genutzt, deren Porengrofie eine effektive
Abtrennung der freien Analyten von den Polymeren gewéhrleisten sollte.

Das Filtrat wurde UV /Vis-spektroskopisch untersucht. Eine Ubersicht der UV /Vis-Spektren
der Analyten ist in Abbildung 25 gezeigt.

— Thiamin (B,)
— Riboflavin (B,)
— Niacin (B,)
Pyridoxin (B,)
— Cyanocobalamin (B,,)
— Estradiol-Derivat

1,04

0,54

Extinktion [a.U.]

0,0 T T T T T T T 1
200 300 400 500 600
Wellenlange [nm]

Abbildung 25: UV /Vis-Spektren der verwendeten wasserloslichen Vitamine und des
Estradiol-Derivats.

4.2.1.1 Voruntersuchungen

Jeder Analyt wurde zunéchst auf mogliche Wechselwirkungen mit der Zellulosemembran
getestet. Dafiir wurde eine Analytlosung ultrafiltriert und das Eluat mittels UV /Vis unter-
sucht. Die wissrigen Losungen der Analyten sollten moglichst eine konstante Konzentra-
tion im Eluat aufweisen, die der Ausgangskonzentration entsprach. Somit sollte sicherge-
stellt werden, dass die Konzentration im Eluat nur durch mogliche Wechselwirkungen mit
den Polymeren vermindert ist und nicht durch ein Zuriickhalten des Analyten durch die
Membran. Im UV /Vis-Spektrum zeigte sich eine konstante Konzentration nach einer Filtra-
tion von 10-15 mL. Da in diesem Bereich eine Anderung nur auf eine Wechselwirkung mit
den Polymer Architekturen zuriickzufiihren ist, wurden alle folgenden UV /Vis-Proben nach
10-15 mL entnommen.

Aufgrund von Sdure-Base-Wechselwirkungen der Analyten in Wasser wurden deren Lo-
sungen mindestens 20 Stunden vor Beginn der Wechselwirkungsuntersuchung prépariert.
Anhand eines stabilen pH-Wertes der Analytlosung konnte daraus geschlossen werden, dass

sich das Gleichgewicht innerhalb dieser Zeit einstellt und die Losung fiir die Experimente
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verwendet werden kann. Die Vitamin-Stammlésungen wurden unter Lichtausschluss im Kiihl-
schrank gelagert, um moglichen Zersetzungsreaktionen vorzubeugen. Ein Zerfall der Analyten
wurde mittels UV /Vis-Untersuchungen gepriift.

Um die Konzentration des Analyten mittels UV /Vis bestimmen zu kénnen, waren Kalibrier-
ungsmessungen notwendig. Fiir die Berechnungen wurde jeweils ein Maximum der Extink-
tion des jeweiligen Analyten genutzt. Dieses sollte wiahrend der Ultrafiltration stabil sein und
keinen Shift zeigen. Hierfiir wurden Verdiinnungsreihen mit 10 bis 15 Verdiinnungsschritten
angefertigt und zu jeder Konzentration die entsprechende Extinktion gemessen. Diese Werte
wurden extrapoliert und eine Kalibrierungsgerade aufgestellt.

In der Tabelle 6 sind die Konzentrationen der Analytstammldsungen und optischen Eigen-
schaften der genutzten Analyten, wie beispielsweise das fiir die Auswertung genutzte Maximum

und die Kalibrierungsgerade, zusammengefasst.

Tabelle 6: Ubersicht der Konzentrationen der verwendeten wasserldslichen Vitamine, sowie
deren Extinktionsmaxima und die zur Berechnung der Analytkonzentration (c)
verwendete Kalibrierungsgeraden mit Bestimmungsmaf.

Vitamin Konzentration Extinktions- Kalibrierungs-  Bestimmtheitsmaf3
der Stammlosung maximum gerade
>\Maximum [nm]

Extinkti
Thiamin (B;) 8,3 mg/L 267 - w R? = 0,994
(1,1 - 10~ mol/L)
Extinkti
Riboflavin (B2) 14,3 mg/L 445 - W R2 = 1,000
(7,6 - 1075 mol/L)
Extinkti
Niacin (Bs) 9,5 mg/L 261 - % R? = 0,996
(3,1 - 10~* mol/L)
Extinkti
Pyridoxin (Bg) 11,7 mg/L 325 - % R? = 0,997
(2,8 - 10~ mol/L)
Extinkti
Cyanocobalamin (Bi3) 13,1 mg/L 361 = %6,21071 R? = 1,000
(3,8 - 10~ mol/L)
Extinkti
Estradiol- 11,0 mg/L 278 - % R? = 0,981
Derivat (9,3 - 107% mol/L)

Mit Hilfe der Kalibrierungsgeraden und der bekannten Ausgangskonzentration der Analyt-
16sung konnte durch die UV /Vis-Messung des Filtrats die Konzentration an Analyt bestimmt
werden. Somit konnte die Effizienz untersucht und die Menge an wechselwirkenden Analyten
berechnet werden.

Bei den Ultrafiltrationsexperimenten musste beriicksichtigt werden, dass die Interaktionen

der Analyten mit den PEI-OS-Architekturen unter Scherkréiften untersucht werden. Unter
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diesen Bedingungen sollten nur stabile Interaktionen beobachtbar sein. Schwache Wechsel-
wirkungen sollten zu labil sein, um unter Scherkriften festgestellt zu werden. Analyten, die
nur schwache Interaktionen eingehen sollten somit iiberwiegend eluiert werden und im Filtrat
detektiert werden. Diese Bedingungen wurden gewéhlt, da bei chromatographischen Auftren-
nungen ebenfalls hohe Driicke vorliegen.

Um die Stabilitat der Wechselwirkungen untersuchen zu kénnen, wurden Filtrationen nach
0, 3 und 20 Stunden durchgefiihrt. Hierfiir wurde insgesamt ein Volumen von 120 mL eines
PEI-OS- und Analyt-Gemisches hergestellt. Nach 0, 3 und 20 Stunden wurden je 40 mL
entnommen und ultrafiltriert. Die restliche Lésung wurde in der Zwischenzeit lichtgeschiitzt
geriihrt. Fiir die Interaktionsstudien wurde ein molares Verhéltnis von PEI-OS zu Analyt von
1:10 gewahlt. Dieses Verhiltnis wurde nicht fiir die Untersuchung einer maximalen Beladungs-

kapazitiat gewéhlt, sondern fiir eine generelle Untersuchung der auftretenden Interaktionen.

4.2.1.2 Untersuchung der Ladungszustdnde der PEI-OS-Architekturen und Analyten

Da vermutet werden kann, dass die Ladungszustdnde der einzelnen interagierenden Kompo-
nenten eine essentielle Rolle fiir die Ausbildung stabiler Wechselwirkungen spielen, wurden
diese fiir die einzelnen Analyten und die PEI-OS-Architekturen untersucht. Die pK,-Werte
der Analyten sind literaturbekannt und bereits in Tabelle 5 genannt. Fiir die PEI-OS-
Architekturen wurden pH-Titrationen durchgefithrt (Abbildung 26). Mit Hilfe dieser pH-
abhingigen Zetapotential-Messungen wurde der Ladungszustand der PEI-OS-Architekturen
untersucht und ihre isoelektrischen Punkte bestimmt (siche Anhang Tabelle 30). Fiir die
meisten PEI-OS-Architekturen befindet sich der Polymerkern in einem protonierten Zustand
und trégt positive Ladungen. Diese Ladungen kénnten iiber elektrostatische Interaktionen
mit den negativ geladenen Analyten wechselwirken. Es fillt weiterhin auf, dass eine dichte
Oligosaccharidschale den isoelektrischen Punkt der PEI-OS-Architekturen zu niedrigeren pH-
Werten verschiebt. Dies bedeutet, dass eine effektive Abschirmung des Polymerkerns bei den
Strukturen A vorliegt. Die auftretenden Unterschiede der jeweiligen isoelektrischen Punkte
sind auf die verschiedenen Verhiltnisse an terminalen, linearen oder dendritischen Amino-
gruppen in den unterschiedlichen PEI-OS-Architekturen zuriickzufithren. Struktur A mit
einer dichten Oligosaccharidschale tragt {iberwiegend dendritische Aminogruppen, wohin-
gegen Struktur B hauptsichlich lineare Aminogruppen in der Peripherie trégt. Die sehr
offene Struktur C weist vorwiegend terminale und lineare Aminogruppen in der Peripherie
auf.®? Aufgrund der unterschiedlichen Protonierbarkeit der terminalen, dendritischen und
linearen Aminogruppen'™! zeigen die PEI-OS-Architekturen mit Struktur A bis C verschie-
dene Protonierungseigenschaften. Struktur A wird somit zum einen besser durch die dichte
Oligosaccharidschale abgeschirmt und zum anderen wird ein niedrigerer pH-Wert benétigt,
um eine Protonierung der tertiiren Amine zu erreichen. Der isoelektrische Punkt der Struk-
turen A liegt aus diesem Grunde am Niedrigsten.

Mit Hilfe der Ergebnisse dieser Untersuchungen und der Messung der vorliegenden pH-
Werte wihrend der Interaktionsstudien (Tabelle 7) kénnen die auftretenden Interaktionen
besser erkléart werden.

Die hydrophilen Vitamine wurden in wissrigen Losungen ohne Pufferung gelost. Eine

Ausnahme stellt das Vitamin By dar, das aufgrund einer geringen Stabilitét in reinen wssrigen
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Abbildung 26: pH-Titrationen der PEI-OS-Architekturen mit Zetapotential-Messungen.

Losungen in einem Phosphat-Puffer bei einem pH-Wert von 7,4 verwendet wurde. Aus den
pH-Messungen der Ultrafiltrationsexperimente kann geschlossen werden, dass By (pKj 4,8;
12,7)1168] Jeicht positiv geladen vorliegt. B (pKy 0,4; 9,8)[199) ist unter den genutzten Filtrati-
onsbedingungen neutral bis leicht negativ. Die Vitamine B3 (pK; 2,1; 4,8)17 yund By, (pKs
3,3)173] sowie das Estradiol-Derivat (pK, ca. 10,7)!7 liegen negativ geladen vor. Vitamin
Bs (pKs 5,0; 9,0)[171’ 172] Jiegt in wiissrigen Losungen in einer zwitterionischen Form vor.
Wiéhrend der Ultrafiltrationsexperimente liegen die PEI-OS-Architekturen in den meisten
Fillen positiv geladen vor, sodass stabile Interaktionen mit negativ geladenen Analyten
auftreten konnen. Beispiele sind die Vitamine B3, B2 und das Estradiol-Derivat, bei denen
hohe Aufnahmeraten festgestellt werden konnten. Bei den nur wenig geladenen bzw. nicht
geladenen Vitaminen B; und Bs kann eine Interaktion nur iiber schwache nicht-kovalente
Interaktionen, wie Wasserstoffbriickenbindungen, Van-der-Waals- oder Dispersionswechsel-

wirkungen und andere stattfinden. Die Aufnahmeraten sind gering. Es finden keine stabilen
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Tabelle 7: Ubersicht der pH-Werte der einzelnen PEI-OS- und Vitamin-Lésungen sowie der
jeweiligen Ultrafiltrationsexperimente.

Polymer Struktur B: B B3 Bg Bj» Estra
74 6,1 46 44 7,6 8,1

PEL-WF 105 74 71 71 72 67 105
A 80 74 73 83 86 7.6 85

PEIL-5k-Mal B 85 74 76 80 84 85 88

C 87 74 82 89 82 7,7 84

A 65 74 72 75 83 7.3 88

PEI-25k-Mal B 72 74 75 77 79 76 84
C 74 74 80 T8 79 T8 82

A 72 74 78 80 81 81 86

PEL-5k-Lac B 88 74 82 85 83 84 82

C 70 74 80 69 79 82 81

A 84 74 80 71 86 84 86

PEI-25k-Lac B 87 74 7,7 81 87 83 86
C 92 74 80 84 89 83 87

A 68 74 78 81 82 7,9 81

PEI-25k-Mal-TIT B 76 74 75 81 82 79 80
C 75 T4 77 83 85 T8 85

Interaktionen statt. Das zwitterionische Bg kann sowohl iiber elektrostatische Wechselwir-
kungen mit dem Polymerkern, als auch iiber Wasserstoffbriickenbindungen interagieren. Den-
noch kommt es nur zu geringen bis moderaten Aufnahmeraten. Es kann vermutet werden,
dass bei einem Separationsdruck von 5 bar nur die stidrksten Wechselwirkungen Bestand
haben. Alle anderen Interaktionen sind zu schwach und die Vitamine werden eluiert. Es
resultieren niedrige Aufnahmeraten. Weiterhin wurden die Ultrafiltrationsexperimente zu drei
Zeitpunkten durchgefiihrt, um eine kinetische Untersuchung der Interaktionen zu ermoglichen.
Zum einen wurde direkt nach Zusammengabe der PEI-OS- und der Vitamin-Losung filtriert,
zum anderen nach 3 und 20 Stunden. Die Interaktionen der PEI-OS-Architekturen mit den
Vitaminen war in den meisten Fallen &uflerst stabil und &nderte sich nur geringfiigig. Einzig
das Vitamin Bis zeigte widhrend der Filtration eine deutliche Schwankung. Zu Beginn der
Filtration konnte eine sehr hohe Aufnahmerate festgestellt werden, die gegen Ende der Filtra-
tion deutlich abnahm. Aufgrund der hoheren Scherkriifte gegen FEnde der Filtration kann
vermutet werden, dass im Fall von Bis eine Interaktion an der Oberfliche der PEI-OS-
Architekturen stattfindet. Diese ist wihrend der Filtration zunéchst stabil. Bei Erhchung

der Scherkrifte aufgrund von geringeren Losungsmittelmengen wird das Bio jedoch eluiert.

4.2.1.3 Interaktion des PEI-WFs mit Analyten

Zunéchst wurden Vergleichsuntersuchungen mit dem unmodifizierten Poly(ethylenimin) (PEI-
WF) in wissrigen Losungen durchgefiihrt. Bei der Verwendung von wéssrigen Losungen des

PEI-WFs ohne Einstellung eines spezifischen pH-Wertes konnte festgestellt werden, dass
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aufgrund von Siure-Base-Wechselwirkungen zwischen den PEI-WF und den Analyten kein
stabiler Zustand erhalten wird. Dies wird an den stark schwankenden pH-Werten wéhrend der
Untersuchung deutlich (Tabelle 8). Der pH-Wert der PEI-WF-By Losung sinkt beispiels-
weise wihrend des UF-Experimentes von pH 9,4 auf pH 7,1 nach 20 Stunden. Die prozentualen
Aufnahmen sowie die Ergebnisse der Ultrafiltration nach 0 und 3 Stunden kénnen im Anhang
(Tabelle 31 bis 36) nachgelesen werden.

Tabelle 8: Ubersicht der pH-Werte der einzelnen Vitamin-Stammlésungen und der Vitamin-
PEI-WF Losungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

[(h] B, By Bg By

Vitamin- 20 6,1 4.6 4.4 7,6
Lésungen [aq]

PEI-WF- 0 936 802 38,02 38,78
Analyt Lésungen 0,5 9,10 7,87 7,95 8,05
1 788 7,25 744 6,95

2 787 7,51 7,86 7,22

3 752 722 740 6,82

20 7,12 7,09 7,19 6,71

Aufgrund des stark schwankenden pH-Wertes innerhalb der ersten Stunden, wird die Aufnah-
mekapazitét bei 20 Stunden ausgewertet und diskutiert (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht der aufgenommenen Analytmolekiile pro einem Molekiil PEI-WF.
Ultrafiltriert wurde nach 0, 3 und 20 Stunden. Molares Verhéltnis PEI-WF zu
Analyt betrug 1:10.

Zeit [h] B1 B2 B3 B6 B12 Estradiol-
Derivat

0 1£0 3+£0 3£0 00 5=+£0 8+0
3 10 3£0 3£0 1£+£0 6=£0 8§+1
20 1£0 2+0 3£0 1+£0 6=£0 5=x1

Die Vitamine By und Bg interagieren nur geringfiigig mit den PEI-WF und der Haupt-
teil der Analyten wird bei der Filtration eluiert. Bei den Vitaminen Bs und Bj findet eine
schwache bis moderate Interaktion statt, bei der bis zu drei Analytmolekiile pro PEI-Molekiil
zuriickgehalten werden. Bei dem sterisch sehr anspruchsvollen Vitamin Bis werden knapp
mehr als die Halfte der 10 moglichen Molekiile aufgenommen. Dies bedeutet, dass stabile
Interaktionen zwischen dem unmodifizierten PEI und dem Vitamin Bio auftreten, die auch
unter Scherkréiften eine hohe Stabilitéit zeigen. Bei dem Estradiol-Derivat treten ebenfalls
hohe Aufnahme-Raten auf. Diese fallen jedoch wihrend der Messzeit von 8 aufgenommen
Molekiilen (pro einem Molekiil PEI) bei 0 Stunden, auf 5 bei 20 Stunden ab. Das Estradiol-
Derivat scheint gut mit dem PEI wechselwirken zu kénnen. Allerdings sind diese Interaktionen

zeitlich nicht stabil und nehmen bei hoheren Reaktionszeiten deutlich ab.
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4.2.1.4 Interaktion der PEI-OS-Architekturen mit Analyten

Bei der Nutzung von PEI-OS-Glykopolymeren ergeben sich unterschiedliche Trends mit nur
wenig aufgenommen Gastmolekiilen bzw. mit zum Teil einer hohen Anzahl an aufgenom-
menen Analytmolekiilen. Die Interaktionsstudien wurden ebenfalls nach 0, 3 und 20 Stunden
durchgefiihrt. Im Folgenden werden die Ergebnisse nach 20 Stunden gezeigt und diskutiert.
Die Ergebnisse der Aufnahmeeffizienzen sowie die Ergebnisse nach 0 und 3 Stunden kénnen
im Anhang nachgelesen werden.

Die Vitamine Thiamin und Riboflavin, die unter den genutzten Versuchsbedingungen
positiv (B1) bzw. neutral bis leicht negativ geladenen (By) vorliegen, interagieren nur gering-
fiigig mit den PEI-OS-Architekturen (Abbildung 27). Mit diesen Analyten werden nur

verhéltnisméBig schwache Wechselwirkungen generiert.
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Abbildung 27: Zusammenfassung der Ergebnisse der Ultrafiltrationsexperimente mit By
und Bs und dem unmodifizierten Polymer PEI-WF sowie mit den PEI-OS-
Architekturen.

Im Fall des leicht positiv geladenen Thiamins tritt eine repulsive Abstolung aufgrund der
den genutzten Versuchbedingungen positiv geladenen Aminogruppen des Poly(ethylenimin)
Kerns auf. Im Vergleich zu dem unmodifizierten PEI-WF findet bei den PEI-OS-Architekturen
eine geringfiigig bessere Interaktion statt. Aufgrund der Modifizierung mit einer Zuckerschale
kommt es zu einer Anderung der vorliegenden Verhéltnisse an primiren, sekundiren und
tertiiren Aminen in der #uferen Peripherie der Kern-Schale-Architekturen. Diese Anderung
der Ladungszustéinde begiinstigt geringfiigig die Interaktion mit B;. Weiterhin ist eine Wech-
selwirkung iiber schwache nicht-kovalente Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbind-
ungen, Van-der-Waals oder Dispersions-Wechselwirkungen, mit der Zuckerschale moglich.
Durch diese zusétzlichen Interaktionen findet eine Steigerung der Aufnahme bei den PEI-
OS-Architekturen im Gegensatz zu dem unmodifizierten PEI-WF statt. Weiterhin kann kein
einheitlicher Trend beziiglich des Einflusses der Kerngrofle, der jeweiligen Oligosaccharide

oder der Dichte der Zuckerschale fiir Thiamin festgestellt werden.

Bei Riboflavin kommt es durch die Modifizierung mit einer Zuckerschale und den Aufbau
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von Kern-Schale-Architekturen zu einer Verschlechterung der Aufnahmeeffizienz (Abbil-
dung 27 unten). Wurden im Mittel 2-3 Molekiile By pro PEI-WF aufgenommen, interagieren
mit den PEI-OS-Architekturen nur 1-2 Molekiile. Obwohl das Riboflavin eine deutlich erhéhte
Anzahl an Wasserstoffbriicken-Akzeptoren und -Donoren aufweist, findet nach der Modi-
fizierung mit einer Oligosaccharidschale eine schlechtere Aufnahme statt. Dies iiberrascht,
da durch die Maltosylierung eine hohe Anzahl an Interaktionsmdoglichkeiten iiber Wasser-
stoffbriickenbindungen zur Verfiigung stehen. Die dennoch niedrigeren Aufnahmeraten legen
den Schluss nahe, dass Wasserstoftbriickenbindungen fiir die Interaktion nur eine untergeord-
nete Rolle spielen und nicht an der Ausbildung stabiler Wechselwirkungen beteiligt sind. Es
kann vermutet werden, dass der Separationsdruck von 5 bar bereits ausreicht, um in diesem

Fall die schwachen Interaktionen zu eliminieren.
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Abbildung 28: Zusammenfassung der Ergebnisse der Ultrafiltrationsexperimente mit Bg
und dem unmodifizierten Polymer PEI-WF sowie mit den PEI-OS-
Architekturen.

Im Fall des zwitterionischen Vitamin Bg werden niedrige Aufnahmeraten erzielt (Abbil-
dung 28). Die Interaktion durch die Generierung einer Kern-Schale-Architektur nimmt
geringfiigig zu. Aufgrund nahezu keiner Interaktion des Bg mit dem unmodifizierten PEI-WF
scheint die Modifizierung mit einer Oligosaccharidschale bei diesem Vitamin essentiell fiir
die Ausbildung von Wechselwirkungen zu sein. Die Aufnahmeraten bei der gréfleren Malto-
trioseschale sind hoher als fiir die Maltose- oder Lactosemodifizierung. Dariiber hinaus hat

die Dichte der Zuckerschale und die Kerngrofie kaum einen Einfluss auf die Aufnahmeeffizienz.

Die wasserloslichen Vitamine Bq, Bo und Bg scheinen nur sehr schwache Interaktionen mit
den PEI-OS-Architekturen einzugehen. Dies duflert sich in geringen Aufnahmeeffizienzen. Bei
dem negativ geladenen Vitamin B3 und dem Estradiol-Derivat werden hingegen nahezu alle
eingesetzten Analytmolekiile komplexiert.

Das negativ geladene Niacin interagiert bereits mit dem unmodifizierten Polymerkern deut-
lich besser als die nur leicht geladenen Vitamine B1, Bs oder Bg. Bei einer Modifizierung mit
einer Oligosaccharidschale kommt es zu einer Zunahme der Aufnahmeeffizienz im Vergleich
zum unmodifizierten Polymer (Abbildung 29). Dies kann durch eine bessere Zugénglichkeit

der positiven Ladungen der protonierten Aminogruppen begriindet werden. Der unmodifi-



52 4 Ergebnisse und Diskussion

10+ —
4 Niacin|

S

—
>
I
»
=
>
>
>

=l

pro Polymermolekdl
o, N ®w &2 0 ® ~ ® ©
R P S SR G S

Menge an interagierenden Analytmolekilen

T T T 1 T T T T T 1
A B C A B C A B C A B C A B C
PEI-WF PEI-5k-Mal PEI-25k-Mal PEI-5k-Lac PEI-25k-Lac  PEI-25k-Mal-Ill

Polymer

Abbildung 29: Zusammenfassung der Ergebnisse der Ultrafiltrationsexperimente mit Bg
und dem unmodifizierten Polymer PEI-WF sowie mit den PEI-OS-
Architekturen.

zierte PEI-Kern liegt in einem kollabierten Zustand vor, der fiir die Ausbildung von elek-
trostatischen Wechselwirkungen nur bedingt fahig ist. Durch die Modifizierung mit einer
Oligosaccharidschale findet eine Aufspannung der polymeren Struktur statt, wodurch die
Kernladung besser zugénglich ist. Negativ geladene Analyten konnen somit besser mit der

Kernladung interagieren und eine hohere Interaktionsrate resultiert.

Mit Ausnahme der Modifizierung mit Maltotriose zeigt sich eine Zunahme der aufgenom-
menen Vitamine von Struktur A hin zu Struktur C. Die sehr dichte Oligosaccharidschale
konnte die positive Ladung des PEI-Kerns zu stark abschirmen, wobei auch die geringere
kationische Ladung bei Struktur A dazu beitrigt, dass bei diesen dichten Strukturen nur
niedrigere Aufnahmeraten gefunden werden. Bei einer offenen Oligosaccharidschale wie bei
den Strukturen C koénnen elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem negativ geladenen
Niacin und den positiv geladenen Aminogruppen des PEI-Kerns verstirkt auftreten, wodurch
hohere Aufnahmeraten erzielt werden kénnen. Ein Einfluss der Kerngrofle auf das Interak-
tionsverhalten kann bei B3 nicht festgestellt werden. Die Interaktion findet fiir die PEI-OS-
Architekturen mit einem kleiner Polymerkern auf einem gleich Niveau wie bei dem gréfleren
PEI-Kern statt. Die niedrigere Aufnahme bei Struktur C mit einer Maltotrioseschale zeigt
eine deutliche Ausnahme der zuvor beobachteten Effekte. Mogliche Riickfaltungseffekte (back-
folding properties) der Maltotriose konnten fiir diese deutlich niedrigere Aufnahme verant-
wortlich sein. Als Folge konnte die Kernladung des Polymers zu stark abschirmt werden,

wodurch elektrostatische Wechselwirkungen deutlich abgeschwécht werden.

Obwohl das Estradiol-Derivat einen héheren hydrophoben Anteil als das Niacin aufweist
und sterisch anspruchsvoller ist, kann eine erneute Zunahme der Aufnahmeraten festgestellt
werden (Abbildung 30). Grundsétzlich kénnen #hnliche Beobachtungen wie mit Bs gemacht
werden. Der Einfluss der Zuckerschale ist auch fiir das Estradiol-Derivat vorhanden und kann
die Interaktion begiinstigen. Bei Struktur A werden stabile, elektrostatische Interaktionen
gehemmt. Dies kommt zum einen aufgrund der Abschirmung der kationischen Kernladung
durch die dichte Oligosaccharidschale. Zum anderen ist die positive Ladung dieser Strukturen

bei den verwendeten pH-Bereich niedriger als bei den offeneren Strukturen B und C (siche
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Abbildung 30: Zusammenfassung der Ergebnisse der Ultrafiltrationsexperimente mit dem
Estradiol-Derivat und den unmodifizierten Polymer, sowie mit den PEI-OS-
Architekturen.

IEP in Abbildung 26). Als Folge wird eine verringerte Aufnahme beobachtet. Bei dem
Estradiol-Derivat kann ein minimaler Unterschied der Interaktion von Maltose- zu Lactose-
modifizierten Polymeren erkannt werden. Besonders bei einer Maltosemodifizierung kénnen
deutlich bessere Aufnahmeraten mit der offenen Oligosaccharidschale (Struktur C) erzielt
werden. Aus den Interaktionen mit den Strukturen C resultiert somit die héchste Aufnahme-
rate fiir eine Maltosemodifizierung. Bei der Lactose- und ebenso bei der Maltotriosemodifi-
zierung kommt es zu einem Abfall der Aufnahmeeffizienz bei Struktur B, obwohl bei diesen
moderaten Schalendichten hohere Aufnahmeraten als bei Struktur A erwartet werden wiirden.
Dieses Absinken konnte auf eine Riickfaltung der Oligosaccharid-Einheiten hindeuten. Dies
kann vor allem fiir die Lactosemodifizierung beobachtet werden. Wie bei Niacin scheint die
Kerngrofle nur eine untergeordnete Rolle bei der Generierung stabiler Wechselwirkungen mit
dem Estradiol-Derivat zu spielen. Obwohl die Aufnahmeraten mit dem unmodifizierten PEI-
WF bereits in einem moderaten Bereich liegen, kann eine Abnahme der Aufnahmerate mit
der Zeit festgestellt werden. Die Aufnahme erscheint somit zunéchst sehr hoch, fillt jedoch
bei den Messungen nach 20 Stunden deutlich ab. Es kann vermutet werden, dass die Prozesse
und Interaktionen dynamische Gleichgewichtsreaktionen sind. Der hohe Separationsdruck von
5 bar muss unter diesem Aspekt ebenfalls beriicksichtigt werden. Weiterhin liegt das unmo-
difizierte PEI in einem kollabierten Zustand vor, der eine Interaktion iiber elektrostatische
Wechselwirkungen erschwert. Die Funktionalisierung mit einer Oligosaccharidschale bewirkt
eine Aufspannung der Polymers, wodurch die kationische Kernladung besser zuginglich ist.
Als Folge konnen elektrostatische Interaktionen besser ausgebildet werden und weisen eine
hohere Stabilitdt auf (Abbildung 31). Als Resultat kénnen bei den PEI-OS-Architekturen

hohere Aufnahmeraten detektiert werden, die auch zeitlich stabil sind.

Das Cyanocobalamin interagiert bereits mit dem unmodifizierten Polymer in einer mode-
raten Art und Weise (Abbildung 32). Es wird eine Aufnahme von bis zu 5 B12-Molekiilen pro
PEI-WF erzielt. Mit einer Zuckermodifizierung konnte die Aufnahme weiter erhéht und bis zu
9 interagierende Molekiile Bis pro einem Molekiil PEI-OS festgestellt werden. Zwar wurden

wihrend der Ultrafiltrationsexperimente mit PEI-OS gute Aufnahmeraten erzielt, was auf
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Abbildung 31:

Abbildung 32:
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Ultrafiltrationsexperimente mit Bqg
und den unmodifizierten Polymer sowie mit den PEI-OS-Architekturen.

eine gute Wechselwirkung hindeutet, jedoch war diese Interaktion nicht stabil. Aufgrund

der zunehmenden Scherkrifte gegen Ende der Filtration wurde das Cyanocobalamin wieder

ausgespiilt. Ein

beobachten ist,

stabiler Einschluss beispielsweise in den Polymerkern wie er bei Niacin zu

kann somit nicht angenommen werden. Stattdessen liegt vermutlich eine

oberfldchliche Interaktion des Bys mit den Polymer Architekturen vor, bei dem das Bis mit
steigender Einengung und erhohten Scherkréften wieder ausgespiilt wird. Ein zumeist sehr

geringer Abfall der Aufnahmeraten hin zu Struktur C verdeutlicht diese Vermutung.

4.2.1.5 Zusammenfassung der Interaktionsuntersuchungen mit Hilfe der Ultrafiltration

Mit Hilfe der Ergebnisse der Ultrafiltrationsuntersuchungen kénnen unterschiedliche Inter-

aktionsmechanismen der Analyten mit den PEI-OS-Architekturen angenommen werden. Die
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Wechselwirkungen werden von dem jeweiligen Analyten bzw. dessen Eigenschaften mafigeb-
lich bestimmt. Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass fiir stabile und starke
Wechselwirkungen mit den PEI-OS-Architekturen negativ geladene Analyten besonders ge-
eignet sind. Bei den negativ geladenen Analyten erzielt die dichteste Zuckerschale mit Struktur
A héufig die niedrigsten Aufnahmeraten. Von Struktur A hin zur offenen Zuckerschale bei
Struktur C ist eine Zunahme der Aufnahmeraten zu erkennen. Da bei Struktur A die positive
Kernladung durch die sehr dichte Oligosaccharidschale abgeschirmt ist, findet eine geringe
Interaktion mit den negativ geladenen Analyten statt. Bei einer offenen Oligosaccharidschale,
wie bei Struktur C, kann ein negativ geladener Analyt sehr gut mit dem positiv geladenen
Polymerkern interagieren, da nur eine geringe Abschirmung vorliegt. Die Ladungszusténde
der Analyten und der PEI-OS-Architekturen sind essentiell fiir die Ausbildung stabiler Inter-
aktionen. Zusammenfassend koénnen die Analyten gemifi ihren Eigenschaften und ihrem
Komplexierungsverhalten in verschiedene Gruppen aufgeteilt werden (Abbildung 33).

Physikalische Interaktion Stabile Interaktion
(schwache Wechselwirkungen) (starke Wechselwirkungen)

© = positive, neutrale o =negative Analyten . = grofe Analyten
schwach negative Analyten (B, Estradiol-Derivat) (By,)
(B4, B,, Bg)
2-3 eingeschlossene Vitamine 5-10 eingeschlossene
pro PEI-OS Molekiil Vitamine pro PEI-OS Molekiil

Abbildung 33: Ubersicht der auftretenden Interaktionen der Analyten mit den PEI-
OS-Architekturen. Links sind schwache Wechselwirkungen, wie Wasser-
stoffbriickenbindungen, Dipol-Dipol- oder hydrophil/hydrophobe Wech-
selwirkungen, dargestellt. Mittig sind elektrostatische Interaktionen der
negativ geladenen Analyten mit dem positiv geladenen Polymerkern
verdeutlicht. Rechts ist das sterisch sehr anspruchsvolle Bis als Sonder-
form illustriert, bei dem die Interaktion iiberwiegend an der Oberfléiche der
PEI-OS-Architekturen stattfindet.

Die Vitamine By, By und Bg konnen als schwach-interagierende Analyten beschrieben
werden, die hauptséchlich iiber schwache nicht-kovalente Wechselwirkungen, wie Wasser-
stoffbriickenbindungen, Van-der-Waals- oder Dispersionswechselwirkungen, gebunden werden.

Im Fall des zwitterionischen Bg scheinen nur schwache elektrostatische Interaktionen ausge-
bildet zu werden, die bei den genutzten Separationsbedingungen nicht stabil sind. Das Vitamin
B3 und das Estradiol-Derivat mit ausgepriagtem negativen Charakter, kénnen sehr gut mit
dem positiv geladenen Polymerkern interagieren und stabile elektrostatische Wechselwir-
kungen ausbilden. Vitamin B1o nimmt eine Sonderstellung ein. Es ist sterisch sehr anspruchs-
voll und interagiert hauptséchlich an der Oberfliche der PEI-OS-Architekturen. Diese Oberfléichen-
interaktion ist weniger stark ausgeprégt, als eine Interaktion mit dem polymeren Kern und

ist unter Scherkraften und hoherem Druck reversibel.
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4.2.2 NMR-Interaktionsuntersuchungen mit ausgewahlten Beispielanalyten

Neben den Ultrafiltrationsuntersuchungen wurden zusétzlich DOSY-Experimente durchge-
fithrt. Das Diffusionsverhalten von Bg wurde mit und ohne Interaktion mit den Polymeren
PEI-5k-Mal C und PEI-25k-Mal C untersucht. Das Vitamin lag in einem molaren Verhéltnis
von 10:1 gegeniiber dem Polymer vor. Als Referenz wurde deuteriertes Wasser genutzt. Alle
Experimente wurden bei 298 K und ohne Rotation durchgefithrt. Aufgrund von Uberlage-
rungen war eine Berechnung der Diffusionskoeffizienten erschwert. Es wird daher auf eine
Bestimmung dieser verzichtet und nur das reine Diffusionsverhalten betrachtet und disku-
tiert. Zunéchst wurde das Diffusionsverhalten der separaten Komponenten untersucht (Ab-
bildung 34).
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Abbildung 34: DOSY-Spektren (Ausschnitte) der einzelnen, separaten Polymere (PEI-5k-
Mal C, PEI-25k-Mal C) und von Vitamin Bg.

In den DOSY-Spektren werden die chemischen Verschiebungen [ppm]| auf der Abuzisse
und der logarithmische Diffusionskoeffizienz [log(m?/s)] auf der Ordinate gezeigt. Diese 2D-
Spektren bzw. eine Uberlagerung der Spektren der reinen, nicht interagierenden Kompo-
nenten (Abbildung 35 rot) mit denen der interagierenden Komponenten (Abbildung 35
blau), soll die Anderungen des Diffusionsverhaltens aufgrund von Interaktionen verdeut-

lichen.

(a)

75770765 60 55 50 45 40 35 3,0 25 "5 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1510
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Abbildung 35: Veranschaulichung der DOSY-Untersuchungen anhand von Uberlagerungen
der 2D-Spektren der reinen, nicht interagierenden (rot) und der inter-
agierenden Komponenten (blau). Die Anderungen des Diffusionsverhalten
aufgrund von Interaktion von PEI-5k-Mal C mit Bg (a) bzw. von PEI-25k-
Mal C mit Bg (b).
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Anhand der Uberlagerung der 2D-Spektren wird deutlich, dass sich das Diffusionsver-
halten von Bg aufgrund der Interaktion mit den PEI-OS-Architekturen dndert und kleinere
Diffusionskoeffizienten gemessen werden koénnen. Aufgrund der dynamischen Interaktions-
prozesse der PEI-OS-Architekturen mit den Analyten kénnen nur gemittelte Diffusionskoeffi-
zienten beobachtet werden. Diese liegen zwischen denen der freien Analyten und der PEI-OS-
Architekturen. Bei der Interaktion von Bg mit den Polymeren tritt ein interessanter Effekt
auf. In Folge der Wechselwirkung des Bg mit den PEI-OS-Architekturen ergeben die Protonen
1-4 des Bg s (Abbildung 36) nicht nur ein Signal, wie das freie, nicht interagierende Bg,
sondern pro Proton werden drei unterscheidbare Signale beobachtet (Abbildung 36 oben
blau).

Zusatzliche Signale aufgrund
von Interaktion

I

N~

),
)

Be

|

o A

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1,5 1,0

Chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 36: Ubersicht der "H-NMR-Spektren des freien, nicht interagierenden Bg (rot),
des freien, nicht interagierenden PEI-OS (griin) und Bg in Interaktion mit
PEI-OS (blau). Aufgrund der Interaktion mit PEI-OS ergeben sich fiir Bg
drei Signal je Proton. Freies Bg weist hingegen nur ein Signal pro Proton
auf.

Insbesondere die Signale ab 7,50 ppm sind interessant. Da hier keine Signale des PEI-OS
iiberlagern, konnen diese gut ausgewertet und integriert werden. Das Signal bei 7,65 ppm wird
durch freies Bg verursacht, das nicht mit den PEI-OS-Architekturen interagiert. Das nicht
veranderte Diffusionsverhalten bei den DOSY-Untersuchungen belegt diese Annahme. Das
Diffusionsverhalten der Signale mit einer chemischen Verschiebung iiber 7,70 ppm &ndert sich
wihrend der DOSY-Messungen deutlich. Das Signal mit der hichsten chemischen Verschie-
bung zeigt sogar ein vergleichbares Diffusionsverhalten wie das PEI-OS. Diese Signale werden
folglich durch die Interaktion mit dem Polymer verursacht. Aufgrund dieser unterscheidbaren
Signale ergibt sich die Moglichkeit, die Menge an interagierenden Vitamin mit Hilfe von 'H-
NMR-Titrations-Untersuchungen zu berechnen (Abbildung 37).

Fiir die Bestimmung der Menge an Bg, das mit den PEI-OS interagiert, wurde zu einer PEI-
OS-Losung Bg zugegeben, sodass ein molares Verhiiltnis von 1:10 (PEI-OS:Vitamin) vorlag.
Die Signale ab 7,50 ppm wurden integriert. Da die Signale ab 7,50 ppm nur einem Proton
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Molares Verhiltnis
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Abbildung 37: Ubersicht der NMR-Titrations-Versuche mit ansteigendem Bg-Gehalt am
Beispiel der Interaktion von PEI-25k-Mal C mit Bg,

zugeordnet werden koénnen, wird die Summe aller Signale ab diesem Bereich eins gesetzt.
Die Anteile an freien und interagierenden Bg konnen durch diese Vorgehensweise berechnet
werden und mit den Ultrafiltrationsergebnissen verglichen werden (Tabelle 10).

Im Gegensatz zu den Ultrafiltrationen konnen bei den 'H-NMR-Messungen wesentlich
groflere Mengen an interagierenden Bg festgestellt werden. Bei den Blindversuchen mit unmo-
difizierten PEI zeigten sich bei den Ultrafiltrationsexperimenten geringe Wechselwirkungen
mit Bg. Bei den NMR-Untersuchungen konnte jedoch nur das Signal des freien, nicht inter-
agierenden Bg nachgewiesen werden. Eine Interaktion kann nicht ausgeschlossen werden.
Der Austausch zwischen interagierenden und freien Bg ist allerdings derart schnell (auf der
NMR-Zeit-Skala), dass nur ein Signal beobachtet werden kann. Da es sich um sehr dyna-
mische Prozesse handelt, konnten schnelle Austauschprozesse nur bedingt mittels NMR beob-
achtet werden. Weiterhin scheint die Modifizierung mit einer Oligosaccharidschale essentiell
fiir beobachtbare Interaktionen mit Bg zu sein. Mit einer Oligosaccharidschale konnte eine
Diffusionsbarriere aufgebaut werden, wodurch Austauschprozesse verlangsamt werden. Die
Moglichkeit Interaktionen beobachten zu kénnen, wére somit begiinstigt und hohere Mengen
an interagierenden Analyten kénnten beobachtet werden. Wahrend bei den Ultrafiltrations-
experimenten maximal 2 Molekiile Bg pro einem Molekiil PEI zuriickgehalten werden und
auf Interaktion hindeuten, wechselwirken laut NMR bis zu 6 Molekiile Bg pro PEI-OS. Diese
deutlichen Unterschiede kénnten auf die relativ groffen Unterschiede zwischen beiden Mess-
methoden sowie den Messbedingungen zuriickzufithren sein. Wahrend bei der Ultrafiltration
die Separation einen Druck von 5 bar benétigt, ist eine Separation bei der NMR-Messung
nicht notwendig. Aufgrund der unterscheidbaren Signale von interagierenden und freiem Bg
muss keine Filtration durchgefithrt werden. Somit liegt ein ungestortes Gleichgewicht vor.
Fiir einen direkten Vergleich der Menge an aufgenommen Analyten eignen sich die Ultra-
filtration und die NMR-Messungen nur bedingt. Die Versuchsbedingungen sollten fiir beide

Untersuchungen nicht aufler Acht gelassen werden.
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Tabelle 10: Vergleich der Menge an interagierenden Molekiilen bestimmt mittels
Ultrafiltration- bzw. NMR-Experimente bei einem molaren Verhéltnis von 1:10.

Ultrafiltration NMR

PELWF 0,2 0,0
A 0,8 2,6
PEL-5k-Mal B 0,4 5,7
C 1,4 5,7
A 0,2 2,6
PEI-25k-Mal B 0,8 5,7
C 0,7 6,0
A 0,7 2.4
PEL-5k-Lac B 1.4 7.0
C 0,5 2
A 13 5,9
PEI-25k-Lac B 0,2 7.6
C 0,4 7.9
A 1,4 2,5
PEL-25k-Mal-1II B 2,0 5,8
C 2,1 6,4

Mit Hilfe von umfangreichen NMR-Untersuchungen (DOSY, Austauschuntersuchungen mit
Temperatureinfluss) konnen weitere Erkenntnisse iiber die Wechselwirkungen und die Inter-
aktionsorte des Bg mit den PEI-OS-Architekturen gewonnen werden. So kann vermutet
werden, dass das Signal des Bg mit der hochsten chemischen Verschiebung bei 7,9 ppm
durch die Interaktion mit dem Polymerkern verursacht wird. Zum einen wird dies durch
die DOSY-Experimente (Abbildung 35) belegt. Hier zeigt dieses Signal des interagierenden
Vitamins Bg ein dhnliches Diffusionsverhalten wie die PEI-OS-Architektur. Weiterhin wurde
bei Austauschexperimenten festgestellt, dass der Austausch nur langsam und bei hohen
Temperaturen stattfindet. Der Austausch des Signals bei 7,7 ppm tauscht im Vergleich bereits
bei Temperaturen von 70 °C aus mit freiem, nicht interagierenden Bg aus. Das Diffusions-
verhalten dieses Signals &ndert sich wiahrend der DOSY-Messungen nicht. Es kann somit
angenommen werden, dass dieses Signal von Bg verursacht wird, das schwach mit dem PEI-
OS-Architekturen interagiert.

Im Zuge einer genaueren Untersuchung dieser Vermutungen wurde unmodifiziertes PEI-WF
und ein vergleichbares Polysaccharid als Vergleichskomponenten ausgewé&hlt, um zu unter-
suchen, ob die Interaktion mit dem Polymerkern oder mit der Oligosaccharidschale statt-
findet. Hierfiir wurde unmodifiziertes PEI (Lupasol G100) unter gleichen Bedingungen mit
Bg untersucht (Abbildung 38). Es kann vermutet werden, dass aufgrund von Séure-Base-
Reaktionen und den somit vorliegenden Ladungen des Polymerkerns stabile Interaktionen
mit dem zwitterionischen Bg auftreten sollten.

Bei der Interaktion von unmodifiziertem PEI mit Bg kann lediglich ein Signal fiir das
freie Bg beobachtet werden. Es kann vermutet werden, dass die Wechselwirkung mit dem
Polymerkern ohne Oligosaccharidschale einen &uflerst dynamischen Prozess darstellt, bei
dem mittels NMR-Untersuchungen keine Einzelzustdnde des Bg-Molekiils detektiert werden

konnen. Angesichts der pH- und temperatursensitiven Interaktionen von Bg wurden weitere
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Unmodifiziertes PEI (G100)
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Abbildung 38: NMR-Untersuchungen der Interaktion von unmodifiziertem PEI (G100) und
Bg (b) im Vergleich zu dem Protonenspektrum von freiem Bg (a).

Studien in verschiedenen pH- und Temperatur-Bereichen durchgefiihrt (siche Anhang Abbil-
dung 101). Auch unter anderen Bedingungen kénnen keine Signale fiir das unmodifizierte
PEI gefunden werden, die auf eine Interaktion schlieflen lassen. Um zu untersuchen, ob die
Interaktion des Bg tiber beispielsweise Wasserstoffbriickenbindungen mit der Oligosaccha-
ridschale stattfindet, wurde ein Polysaccharid genutzt. Glykogen weist eine hochverzweigte
Struktur auf, die mit einem Polymer vergleichbar ist. Unter analogen Messbedingungen
wurde dieses Polysaccharid mit Bg umgesetzt und mittels NMR-Messungen untersucht (Ab-
bildung 39).

Glycogen
Nur 1 Signal des freies B 1 1.6 B'""“”g H, o
Keine Interaktion zu beobachten Hd §
H
(7 O
(c)
—
(b)
(@) 1 freies Bg
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemische Verschiebung

Abbildung 39: NMR-Untersuchungen der Interaktion (c) von Glykogen als ein hochver-
zeigtes Polysaccharid (b) und Bg (a).
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Auch mit dem hochverzweigten Polysaccharid kénnen keine zusétzlichen Signale gefunden
werden, die auf eine Interaktion hindeuten und die zuvor bei den PEI-OS-Architekturen
gefunden wurden. Wie bereits bei dem unmodifizierten Polymerkern beobachtet werden
konnte, ist der Austausch zwischen interagierenden und freiem Bg derart schnell, dass eine
Beobachtung mittels NMR nicht moglich ist. Fiir Wechselwirkungen, die mit NMR-Messungen
nachgewiesen werden konnen, scheint ein Zusammenspiel von geladenem Polymerkern und

einer Oligosaccharidschale als Diffusionsbarriere essentiell zu sein.
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4.3 Untersuchung der Kern-Schale-Architekturen in diinnen
Schichten

Um weitere Optimierung bei der chromatographischen Auftrennung zu erhalten, miissen
die Prozesse innerhalb einer modifizierten S#ule verstanden und entsprechend eingesetzt
werden kénnen. Da eine in-situ-Untersuchung der Prozesse innerhalb einer Chromatographie-
Séule nur schwer moglich ist, wurden Silizium-Wafer (mit einer Oxidschicht von im Mittel
30 nm) mit Kern-Schale Polymeren beschichtet und mittels Ellipsometrie untersucht. Auf
diese Art und Weise konnen Riickschliisse auf die Stabilitéit der Polymermodifikationen
gezogen werden. Mit Analyten kann das Interaktionsverhalten der Polymerschichten eben-
falls untersucht werden. Fiir die Herstellung von stabilen, diinnen Schichten miissen die Poly-
mere vernetzt werden. Hierfiir wurde Citronenséure ausgewihlt, die als Vernetzer in den

Arbeiten von Warenda et al.l92

umfangreich an vergleichbaren PEI-OS-Systemen getestet
wurde. Citronensdure bietet die Vorteile, dass eine Vernetzung mittels thermisch induzierter
Kondensation mit der Maltoseschale einfach zu erreichen ist und die Eigenschaften der PEI-
OS-Architekturen nicht wesentlich verdndert werden.

Abbildung 40 stellt eine Ubersicht der verwendeten Polymer-Architekturen dar. Aufgrund
des marginalen Einflusses der Polymerkerngréfie und der Dichte der Oligosaccharidschale bei
den Interaktionsuntersuchungen (Kapitel 4.2) wurde nur eine PEI-OS-Struktur (PEI-25k-
Mal B) als Beispielverbindung getestet. Viele kommerziell erhéltliche Trennsiulen werden
mit unpolaren Alkylketten modifiziert und in der Umkehrphasen-Chromatographie erfolgreich
verwendet. Die Verwendung der PEI-Spacer-Architekturen mit hydrophilen Polymerkern und
hydrophoben Spacer-Einheiten sowie Maltosemodifizierung stellen interessante Alternativen

zu einer Verwendung von einfachen unpolaren Ketten dar.

PEI-OS PEI-5k-2Cll-MaI—1 PEI-5kZ-C11-MaI-2 PEI-25k-(C11-NH,)-Mal

Abbildung 40: Ubersicht der verwendeten Strukturen fiir die Bildung von diinnen Schichten
mit I.) PEI-OS, II.) PEI-Spacer ( II.a PEI-5k-C11-Mal-1 und II.b PEI-5k-
C11-Mal-2) und III.) PEI-25k-(C11-NHz)-Mal.

Als Trégermaterial wurden gereinigte und aktivierte Silizium-Wafer (Si-Wafer) verwendet.
Um optimale Bedingungen fiir die Herstellung homogener Filme zu finden, wurden zunéchst
unterschiedliche Konzentration der Polymerlésung mit 0,5 - 1,5 w%ige Losung, verschie-
dene Rotationsgeschwindigkeiten und ein- bzw. mehrmaliges Spin-Coaten getestet. Die Poly-
merlosungen wurden mittels Spin-Coating auf die Si-Wafer aufgebracht. Fiir eine optimale
Vernetzung der Polymere und fiir die Herstellung von stabilen Schichten wurde Citronenséure

in einer Konzentration von 25 w% in Bezug auf das eingesetzte Polymer hinzugegeben. In
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Vitamin B, Vitamin B, Vitamin C Folsdure

o OH HO H2N
Vitamin B, Vitamin B, OH : Ho :/ N
N OH HO X HO \ o N o
CHs HO | | — —
<
N=< N N CHg3 N N

HO OH
HN—\ N HO——H \_/
HO H
HO H Estradiol-3- Adenosintriphosphat HN
N*:\ H H sulfat-Salz NH,
S N B
HC X HsC N /NYO Hgo oH OH O ¢ ]I\)\)N o
3
. A __NH HO-P-0-P-0-P-0__O__ N N Ho o
cl HsC N BT G
OH o) }
HO  OH CooH
o N CHs a-Tocopherol
Vitamin K; HO

CH CH CH
wCH3 H 3 H 8 3

o] CHj CHj CHj CHj CHj

Abbildung 41: Ubersicht der verwendeten Analyten bei den Diinnschicht-Experimenten wie
die hydrophilen Vitamine By, Bo, B3, Bg, Vitamin C und Folsdure sowie
Adenosintriphosphat (ATP) und Estradiol-3-Sulfat. Als lipohile Vitamine
dienten Vitamin K; und a-Tocopherol.

Voruntersuchungen konnten die optimalen Bedingungen (1,5 w% Polymer, 3500 rpm und
zweimaliges Auftragen und spin-coaten) fiir stabile Schichten mit einer Dicke von 10-20 nm
gefunden werden. Die Interaktion der hergestellten Polymerschichten wurde anhand von
gedinderten Schichtcharakteristika untersucht. Anderungen der Schichtdicke und des Brech-
ungsindexes wurden ndher untersucht und werden im Folgenden diskutiert. Die gemessenen
Delta- und Psi-Werte sind im Anhang dargestellt (Abbildung 102, 104, 105)

Als Analyten dienten fluoreszierende, bioaktive Analyten, wie hydrophile Vitamine (B,
Bs, B3, Bg, Vitamin C und Folsidure), Adenosintriphosphat (ATP) oder Estradiol-3-Sulfat
sowie 2 lipophile Vitamine (Vitamin K; und Tocopherol) (Abbildung 41).

Aufgrund der Fluoreszenzeigenschaften der Analyten kann eine mogliche Interaktion mit
der Polymeroberfliche zusétzlich mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert und nachgewiesen

werden.

4.3.1 Diinne Schichten mit Kern-Schale-Architekturen und deren
Quellverhalten in wassrigen Losungen

Bei den Schichten, die mit der PEI-OS-Struktur (PEI-25k-Mal B) hergestellt worden sind,
konnten Schichtdicken mit einem Mittelwert von 17 nm erhalten werden. Durch mehrmaliges,
mehrstiindiges Extrahieren konnte nachgewiesen werden, dass die Polymerschicht stabil auf
der Si-Waferoberfliche aufgebracht ist und es nur zu minimalen Anderungen der Schichtdicke
kommt. Neben der Untersuchung der PEI-OS-Struktur waren hauptséchlich die PEI-Spacer-
Architekturen interessant.

Die Schichten mit PEI-25k-(C11-NHy)-Mal wurden unter den bereits genannten Bedin-
gungen hergestellt (Kapitel 4.3). Es konnten stabile Schichten mit Dicken von 17 bis 23 nm

erhalten werden. Mit den Spacer-Architekturen, bei denen die Maltose zumeist an den Poly-
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merkern gebunden ist (PEI-5k-C11-Mal-1 und PEI-5k-C11-Mal-2), konnten ebenfalls stabile
Schichten erhalten werden. Auch nach mehrstiindiger Extraktion in Millipore-Wasser konnte
kein Ablosen von der Si-Waferoberfliche beobachtet werden. Die Schichtdicken fiir PEI-
5k-C11-Mal-1 liegen zwischen 10 und 18 nm und fiir PEI-5k-C11-Mal-2 zwischen 16 bis
21 nm. Es konnten somit mit allen Kern-Schale-Architekturen Polymerschichten auf die Si-

Waferoberfliche aufgebracht werden, die auch nach mehrstiindiger Extraktion stabil sind.

Bei einer moglichen Modifizierung einer Trennséule mit einem Kern-Schale-Polymer sollte
die Polymerschicht zum einen stabil sein und zum anderen kein extremes Quellverhalten
aufweisen, da es sonst zu Verstopfungen der Trennséule kommt. Hierfiir wurde das Quellver-

halten der Polymerschichten in wéssrigen Losungen untersucht (Abbildung 42).

(a) (b) ___
384 — 371 —— Schichtdicke |- 1,57
—— Schichtdicke ——n (632,8 nm)
371+ n bei 623,8 nm 36 -
364 145 11,56
% pr [ 35
— - c —_ c
E ., 5 E w [ %
‘o Quellverhalten PEI-25k-Mal B 2 ‘o Quellverhalten PEI-25k-(C11-NH,)-Mal °
2Bz ho At R < <P g 2 L 1,54 g
5 2 2 3 in H,0 2
£ 219 3 = 3
-E’ 20 G _::3 G
S 19 143 2 S 20 L 144 5
%) ia) n N 44 m
18
174—
16 T T T T T T T 1142 19 T T T T T T T T T T T 1143
0 120 240 360 480 600 720 0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
Messzeit [min] Messzeit [min]
c ichtdi d
(c) chgc;tglcke 42 (d) Schichtdicke
B n (632,8 nm) |1 156 1] n (632,8 nm)
25 -
/f\/x'v 1,54 40|
— c — c
o Quellverhalten PEI-5k-C11-Mal-1 g - 381 g
£ 2. in H,0 L150 & E Quellverhalten PEI-5k-C11-Mal-2 L156 5
i< g’ i< 22 in HZO %’
S 5 5 21] 5
% 15 143 © g o}
7%} fis) o 204 F1,42 5
194 |
[1,42
18 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1141
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
Messzeit [min] Messzeit [min]

Abbildung 42: Quellverhalten der diinnen Schichten bestehend aus (a) PEI-OS (PEI-25k-
Mal B), (b) PEI-25k-(C11-NH,)-Mal, (c) PEL5k-C11-Mal-1 und (d) PEL
5k-C11-Mal-2 in Millipore-Wasser als Losungsmittel.

Bei dieser Messung weist der modifizierte Si-Wafer eine PEI-25k-Mal B Polymerschicht-
dicke von 17,2 nm im trockenen Zustand auf. Die Polymerschicht quillt in wassriger Losung
(Millipore-Wasser) auf eine Schichtdicke von 36,2 nm (Abbildung 42 (a)). Es zeigt sich eine
duflerst schnelle Quellreaktion auf Wasser, bei der die Polymerschichtdicke bereits innerhalb
von Sekunden auf einen Wert von 35,0 nm ansteigt. Die weitere Zunahme der Schichtdicke
ist im Verlauf der néichsten 10 Stunden im Vergleich zu dem Anstieg innerhalb der ersten
Sekunden nur minimal. Das Quellverhalten der PEI-25k-Mal B Schicht kann als duflerst
schnell und stabil betrachtet werden. Die Zunahme der Schichtdicke ist relativ grof3.
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Das Quellverhalten zeigt fiir die PEI-25k-(C11-NHg)-Mal-Schicht eine schnelle Reaktion
(Abbildung 42 (b)). Von einer Schichtdicke im trockenen Zustand von 18,7 nm, quillt diese
auf fast 36,0 nm an. Der Quellprozess ist zu Beginn vergleichsweise schnell. Dieses Verhalten
flacht nach drei Stunden allerdings stark ab und ein langsames weiteres Quellen folgt, das
nach 11 Stunden noch nicht auf einem konstanten Niveau angelangt ist. Im Vergleich zu der
sehr viel hydrophileren PEI-OS-Schicht kommt es zu einem langsameren Quellprozess.

Ein dhnliches Verhalten kann fiir die Polymerschichten aus PEI-5k-C11-Mal-1 und PEI-
5k-C11-Mal-2 gefunden werden (Abbildung 42 (c) und (d)). Bei diesen Kern-Schale-
Architekturen ist die Maltose nicht direkt an den Polymerkern angebunden, sondern die
Aminogruppen der Spacer-Enden wurden hauptséchlich maltosyliert. Es wurden zwei unter-
schiedliche Architekturen hergestellt, die sich in der Modifizierungen mit Maltose unter-
scheiden. Bei PEI-5k-C11-Mal-1 wurde bei der Maltosylierung ein hoher Uberschuss an
Maltose zugegeben, sodass nahezu jede Spacer-Einheit maltosyliert wurde und teilweise der
PEI-Kern. Bei PEI-5k-C11-Mal-2 wurde bei der Maltosylierung weniger Maltose an die
Spacer-Enden und den PEI-Kern angebunden (55 Mal-Einheiten bei Mal-1 und 38 Mal-
Einheiten bei Mal-2). Bei einem Vergleich der Schichteigenschaften zeigt die Polymerschicht
mit PEI-5k-C11-Mal-2 eine groflere Schichtdicke von 18,8 nm in trockenem Zustand im
Vergleich zu 13,9 nm bei der PEI-5k-C11-Mal-1-Schicht. Weiterhin findet bei der PEI-5k-
C11-Mal-2-Schicht ein stiarkeres Quellverhalten auf 40,4 nm als bei der PEI-5k-C11-Mal-
1-Schicht statt, bei der die Schichtdicke der gequollen Polymerschicht bei 24,5 nm liegt.
Aufgrund des stattfindenden Quellprozesses in wéssriger Losung kann vermutet werden, dass
der Einfluss der hydrophoben Spacer-Einheiten gering ist. Eine Riickfaltung der Spacer-
Einheiten im hydrophilen genutzten Medium koénnte stattfinden, zeigt jedoch nur einen margi-

nalen Einfluss.

4.3.2 Quellverhalten in Analytlésungen

Neben der Untersuchung des Quellverhaltens in wéssrigen Losungen wurde ebenfalls das
Quellverhalten in Analytlosungen untersucht. Hierfiir wurden PEI-25k-(C11-NHj)-Mal Schich-
ten exemplarisch auf ihre Stabilitdt gegeniiber den jeweiligen Analytlosungen untersucht.
Nach einer Quellung in Millipore-Wasser wird dieses entnommen, die Analytlosung zugegeben
und die in-situ-Messung gestartet. Eine Messung des Quellverhaltens mit Analyt findet iiber
einen langeren Zeitraum bei 25 °C statt. Zum Abschluss wird der Si-Wafer mit der Poly-
merschicht mit Wasser extrahiert und erneut vermessen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Bei der Wechselwirkungsuntersuchung mit Bs kann eine deutliche Zunahme der Polymer-
schichtdicke von 17,8 nm auf durchschnittlich 55,6 nm beobachtet werden (Abbildung 43
(a)). Im Vergleich zu dem Quellverhalten in reinem Wasser (von 18,7 nm auf 36,0 nm),
scheint die Polymerschicht in Vitaminl6sung stirker zu quellen. Nach mehrmaliger Extrak-
tion in Millipore-Wasser wird die trockene Polymerschicht erneut vermessen und es kann eine
Schichtdicke von 17,2 nm ermittelt werden. Diese Dicke entspricht nahezu der urspriinglichen
Schichtdicke wie vor der Interaktion mit der Vitaminlésung.

Bei der Interaktionsstudie mit ATP kann durch die Zugabe von ATP zu einer vorge-
quollenen PEI-25k-(C11-NHg)-Mal-Schicht eine weitere Quellung beobachtet werden (Ab-
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Tabelle 11: Ubersicht der Schichtdicken der PEI-25k-(C11-NHz)-Mal-Schichten —in
trockenem Zustand, bei Interaktion mit Analytlosung und erneut in einem
trockenem Zustand nach der Interaktion und Extraktion.

Schichtdicke  Schichtdicke in  Schichtdicke nach

Analyt (trocken) [nm] Analyt- der Interaktion

16sung [nm] (trocken) [nm]
Ohne Analyt 18,7 36,0 18,6
Bo 17,8 55,6 17,2
ATP 20,5 42,8 19,1
Vitamin C 18,5 41,0 7,0

Folsiure 21,0 60,0 < 60,0*

Tocopherol 174 19,0 17,0
K 12,4 17,5 16,0

* inhomogene Schicht

bildung 43 (b)), wodurch die Polymerschichtdicke auf im Mittel 42,8 nm ansteigt. Die
Quellung in ATP-Losung lduft sehr schnell und stabil ab.

Die Quellung der Polymerschicht in einer Losung von Vitamin C (Abbildung 43 (c)) zeigt
zunéchst ein dhnliches Verhalten wie in reinem Millipore-Wasser. Die Polymerschicht erreicht
eine Maximaldicke von 41,0 nm. Ab 300 Minuten ist ein erneuter Anstieg der Schichtdicke
zu erkennen. Eine ldngere Interaktion mit Vitamin C scheint somit zu einer Destabilisierung
der Polymerschicht zu fithren. Nach dem Trocknen des Wafers wurde die Schichtdicke des
Polymerfilms erneut bestimmt. Diese hat einen Mittelwert von nur noch 7,0 nm im Vergleich
zu 18,5 nm vor der Interaktion mit Vitamin C. Nach einer erneuten Extraktion wird eine
weitere Abnahme der Polymerschichtdicke auf 4,6 nm gemessen. Diese deutliche Verringerung
der Schichtdicke zeigt, dass die Ascorbinsédure die Polymerschicht destabilisiert. Dieser Effekt
konnte durch die Aciditdt der Ascorbinsidure zuriickzufiihren sein, die in den verwendeten
wéssrigen Losungen einen pH-Wert von 3,5 aufweist. Dieser pH-Bereich scheint ausreichend
zu sein, um eine Esterspaltung zu bewirken. Die Vernetzung wird somit destabilisiert, was

einen Abbau der Polymerschicht zur Folge hat.

Bei der Interaktion mit Folsdure nimmt die Oberflichenrauigkeit deutlich zu, wobei es
zu einer Ablagerung der Folsdure auf dem Polymerfilm kommt. Die Polymerschicht weist im
trockenen Zustand eine Dicke von 21,0 nm auf und steigt in Folsdure-Losung auf iiber 60,0 nm
an (Abbildung 43 (d)). In Folge der Ablagerung der Folsiure erhoht sich die Inhomogenitét
der Schicht signifikant. Kurze Extraktionen mit Millipore-Wasser und Ethanol verédndern diese
Schichtdicke nicht und die Folsdure kann nicht abgewaschen werden. Es kénnen weiterhin
Schichtdicken von iiber 60,0 nm bei der trockenen Polymerschichten gemessen werden. Erst
eine liangere Extraktion in Millipore-Wasser (< 20 Stunden) 16st sich die Folsdure-Schicht

vollstdndig von der Polymerschicht ab.

Vorhergehende Versuche die Wechselwirkungen der Kern-Schale-Architekturen mit hydro-
phoben Vitaminen zu untersuchen, erwiesen sich als &uflerst schwierig. Mittels Ultrafiltration
konnten die Wechselwirkungen nicht untersucht werden, da bei der UV /Vis-Detektion eine

Anderung der Maxima zu erkennen war (Shift der Maxima). Die Versuchsbedingungen der
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Abbildung 43: Untersuchung des Quellverhaltens der PEI-25k-(C11-NHy)-Mal-Schicht in
wissrigen Losungen von Bs (a), ATP (b), Vitamin C (¢) und Folsdure
(d). Das Quellverhalten in Tocopherol- und K;-Losung mit Butanol als
Losungsmittel ist in (e) und (f) gezeigt.

Ultrafiltration mit einem Separationsdruck von 5 bar kénnten zu einem Zerfall der Vitamine
fithren. Eine Auswertung und Bestimmung der Konzentration im Filtrat mittels UV /Vis-
Spektroskopie ist aufgrund dieses Verhaltens nicht moglich. Das Interaktionsverhalten einiger
ausgewéhlter Beispiele mit den Polymerschichten soll jedoch im Folgenden mit Hilfe der Ellip-
sometrie und Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.

Wird Butanol als Losungsmittel eingesetzt, findet eine geringere Quellung als in wéssrigen
Losungen statt (Quellung in: Wasser= 35-40 nm; Butanol= 20 nm). Diese Quellung ist schnell
und reversibel. Eine Quellung mit Vitamin-Losung zeigt eine geringere Quellung der Poly-

merschicht im Vergleich zu reinem Butanol. Diese Quellung ist schnell auf einem konstanten
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Niveau. Als Analyten wurden Tocopherol und K; verwendet (sieche Abbildung 41).
Sowohl fiir Tocopherol als auch fiir K; findet eine geringe Quellung statt (Abbildung 43
(e) und (f)). Fiir Tocopherol steigt die Schichtdicke von 17,4 nm auf maximal 19,0 nm an.
Nach der Interaktion mit der Tocopherol-Losung besitzt die trockene Polymerschicht eine
Dicke von 17,0 nm. Bei Quellung in einer K;-Losung steigt die Schichtdicke von 12,4 nm in
einem trockenen Zustand auf 17,5 nm. Die extrahierte, trockene Schichtdicke betrigt nach
der Interaktion mit K; 16,0 nm. Dies deutet auf stabilere Interaktionen hin, die durch die

Extraktion nicht vollstdndig gelost wurden.

4.3.3 Interaktion der Polymerschichten mit Analytlosungen

Nachdem iiberpriift wurde, wie sich die Polymerschichten in reinem Millipore-Wasser und
in Analytlosungen verhalten, wurden Interaktionsuntersuchungen der Wechselwirkungen und

deren Einfluss auf die Schichtcharakteristika durchgefiihrt.

* Interaktion mit Analyt Extraktionsschritte
Schichtdicke n
Quellung in s L et g Quellung nach Inter-
Lésungsmittel Polymerschicht aktion und Extraktion
(gequollen)

(H,0, BuOH) in Losungsmittel

Polymerschicht Polymerschicht
(gequollen) (gequollen)

trocken siwafer | |siwafer |

Polymerschicht

L . . | w | V.

Abbildung 44: Schematischer Ablauf der Interaktionsuntersuchungen in Abhéngigkeit von
der Schichtdickenidnderung vor (I.), wéhrend der Quellung im Losungsmittel
(IL.), bei Zugabe des Analyten (III.), withrend der Extraktion (IV.) und nach
der Untersuchung in einem trockenen Zustand (V.).

Hierfiir werden die Schichtcharakteristika mit denen in einem trockenem Zustand (Ab-
bildung 44 I.) und wéhrend einer Quellung in Millipore-Wasser untersucht (Abbildung 44
I1.). Anschlieflend wird eine definierte Konzentration an Analytlosung in der Messzelle einge-
stellt und das Verhalten der Polymerschicht in-situ gemessen (Abbildung 44 III.). Nach
Einstellung stabiler Schichtcharakteristika (Delta- und Psi-Werte), wurde der Wafer mit
Wasser mehrmals gespiilt (Abbildung 44 IV.). Damit sollte untersucht werden, ob der
Analyt eine permanente Anderung der Schichteigenschaften bewirkt oder die Interaktionen
reversibel sind. Im Vergleich zu den vorhergehenden Untersuchungen bietet diese Vorgehens-
weise den Vorteil immer exakt den gleichen Messpunkt zu haben. Einfliissse durch Inhomo-
genitéiten innerhalb einer Schicht oder durch die Interaktion mit den Analyten kénnen somit
ausgeschlossen werden. In Tabelle 12 ist eine Ubersicht der Anderungen der Schichtdicken

gegeben.
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Tabelle 12: Ubersicht der Schichtdickenéinderungen der Polymerschichten vor, wihrend und
nach der in-situ-Messung mit Analytlosungen.

Polymermodi- Analyt trockene Schichtdicke  Schichtdicke Schichtdicke
fizierung des Polymerschicht- in HoO in Analyt-  nach Extraktion
Si-Wafers dicke [nm] [nm)] losung [nm] (in HoO) [nm]
B 20,2 41,6 48,0 43,5
B, 18,6 43,8 43,9 42,2
Bs 18,2 35,0 38,2 35,9
PEI-25k- Bg 18,3 38,2 43,6 41,0
Mal B Estradiol* 17,4 36,8 39,6 36,8
Vit. C 18,8 40,4 44,7 39,9
ATP 17,8 40,0 39,8 38,5
PEI-25k- ATP 20,5 29,6 31,3 30,2
(C11-NH,) Vit. C 18,5 30,8 34,5 31,0
-Mal B Tocopherol** 174 30,8 35,6 31,0
PEI-5k-C11- ATP 19,8 35,0 35,6 35,8
Mal-1 Vit. C 13,2 19,6 20,5 20,4
PEI-5k-C11- ATP 15,3 44,2 43,4 44,1
Mal-2 Vit. C 16,6 45,8 46,4 45,5

* Estradiol-3-Sulfat-Salz
** Butanol als Losungsmittel

4.3.3.1 Interaktionsuntersuchungen mit PEI-25k-Mal B Schichten und wasserl6slichen
Analyten

Die Anderung der Schichtdicke von 41,6 nm in wissriger Losung auf 48,0 nm nach Zugabe
des Thiamins zeigt eine Reaktion auf den Analyten (Abbildung 45 (a)). Die Interaktion
der Polymerschicht mit dem Thiamin bewirkt eine zeitlich konstante Anderung der Schicht-
dicke, die nach 5-maliger Extraktion mit Wasser nicht auf den Ursprungswert zuriickfallt.
Die Wechselwirkung der Schicht mit Thiamin ist somit auch nach mehrmaliger Extraktion
vorhanden, was auf stiirkere Interaktionen schlieBen lisst. Warenda et al.l®?) haben Zeta-
Potential Untersuchungen sowie XPS-Messungen von PEI-5k-Mal A Schichten durchgefiihrt,
bei denen im neutralen pH-Bereich eine negative Oberflichenladungen festgestellt werden
konnte. Diese durch die Citronensdure verursachte negative Ladung kann bei den genutzten
Versuchsbedingungen mit dem positiv geladenen Thiamin iiber elektrostatische Wechselwir-
kungen interagieren und die Anderung der Schichtcharakteristika verursachen.

Bei dem Vitamin Riboflavin, das in wéssriger Losung neutral bis schwach negativ geladen
vorliegt, konnte keine signifikante Reaktion der Polymerschicht auf die Zugabe des Analyten
festgestellt werden (Abbildung 45 (b)). Weder die Schichtdicke noch der Brechungsindex
dndern sich bedeutsam. Die Polymerschicht scheint somit keinerlei bzw. nur geringe Wech-
selwirkungen mit dem Vitamin einzugehen.

Durch Zugabe der Sdure Niacin wird der pH-Wert der wéssrigen Losung erniedrigt, wodurch
die Oberflachenladung der Polymerschicht leicht positiv wird. Das negativ geladene Niacin
sollte somit elektrostatisch mit der Polymerschicht interagieren kénnen und zu einer Anderung
der Schichtdicke sowie des Brechungsindexes fithren. Bei der Messung der Schichtcharakte-
ristika (Abbildung 45 (c)) kann eine solche Anderung schwach beobachtet werden. Durch
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die Zugabe von Niacin konnte eine geringfiigige Zunahme der mittleren Schichtdicke von
3 nm festgestellt werden. Die Werte fiir die Schichtdicke sowie fiir den Brechungsindex sind
wahrend der Messung nicht konstant und variieren zum Teil stark. Dies konnte auf dyna-
mische Oberflacheninteraktionen hindeuten, bei denen eine Interaktion mit der Polymer-
schicht stattfindet und unmittelbar wieder gelost wird. Nach mehrmaliger Extraktion konnte
die Ausgangsschichtdicke in wéssriger Losung wieder erhalten werden. Dies zeigt, dass die

Interaktion mit Niacin reversibel ist.

Die Untersuchung der PEI-25k-Mal B Schicht mit dem Vitamin Bg, zeigt ein &hnliches
Verhalten wie bereits bei B3 beobachtet wurde. Durch Zugabe des Pyridoxins kann eine
weitere durchschnittliche Schichtdickenzunahme um 5 nm beobachtet werden (Abbildung 45
(d)). Die Reaktion der Polymerschicht auf das Vitamin ist erneut sehr schnell und konstant.
Nach mehrmaliger Extraktion kann die Anfangsschichtdicke in wéssriger Losung nicht erreicht
werden. Die Interaktion mit dem zwitterionischen Bg scheint in diesem Fall stéirker zu sein als
die mit B3. Das Zusammenspiel von negativer und positiver Ladungen im Analyten scheinen

hier eine Interaktion zu begiinstigen, wodurch stérkere Wechselwirkungen resultieren.

Zusétzlich wurde ein weiteres Estradiol-Derivat getestet. Im Gegensatz zu dem sonst verwen-
deten Estradiol Glucuronid mit einer Carboxyl-Funktionalitdt, wurde fiir die Schichtver-
suche das Estradiol-3-Sulfat-Salz genutzt (Abbildung 45 e)). Aufgrund der Zugabe des
Estradiol-Derivates wird der pH-Wert heruntergesetzt und die Polymerschicht trégt eine posi-
tive Ladung. Mit dieser sollte die negative Ladung des Derivates gut interagieren kénnen. Bei
der Messung der Schichtdicke kann jedoch nur eine geringe Zunahme der Schichtdicke um im
Mittel 3 nm festgestellt werden (Abbildung 45 e)). Durch Extraktion kann eine Verringe-
rung der Schichtdicke beobachtet werden. Ein Teil des interagierenden Estradiol-Derivats wird
somit wieder abgeltst. Nach erneuter Extraktion kann eine weitere Verringerung der Schicht-
dicke festgestellt werden, allerdings ist dieses nicht so ausgeprégt, wie das Erste. Nach kurzer
Zeit kommt es zu einer erneuten Zunahme der Schichtdicke, was vermutlich durch erneut
interagierendes Estradiol resultiert. Eine Oberflichen-induzierte Interaktion des Estradiol-

Derivates mit der Polymerschicht kann vermutet werden.

Als weiterer Beispielanalyt wurde Vitamin C getestet, das in wéssrigen Losungen und unter
den gegebenen Bedingungen als Ascorbat-Anion vorliegt. Bei der in-situ-Untersuchung der
Schichtdicke und des Brechungsindexes kann eine Reaktion der Polymerschicht auf die Zugabe
der Ascorbinsiure beobachtet werden (Abbildung 45 (f)). Nach Zugabe der Ascorbinsiure
findet eine Zunahme der vorgequollenen Schichtdicke um 4 nm statt. Durch mehrmalige
Extraktion kann der urspriingliche Zustand der Polymerschicht in Millipore-Wasser wieder

erhalten werden. Die Interaktion mit der Ascorbinsiure ist somit schnell und reversibel.

Das unter den genutzten Bedingungen negativ geladene Adenosintriphosphat (ATP) sollte
ebenfalls iiber elektrostatische Wechselwirkungen mit der Polymerschicht interagieren. Nach
Zugabe des ATPs kommt es jedoch zu keiner signifikanten Anderung der Schichtdicke (Ab-
bildung 45 (g)). Ein geringer Abfall der Schichtdicke kann auf eine Interaktion des ATP
mit der Polymerschicht deuten. Diese Interaktion mit ATP fallt jedoch wesentlich geringer
aus wie die literaturbekannte Interaktion einer dhnlichen PEI-OS-Schicht, die jedoch mit
Poly (ethen-alt-maleinsédureanhydrid) (PEMA) vernetzt wurde und eine hohere Schichtdicke
aufweist.[170 Bei dieser PEI-OS-PEMA-Schicht findet eine Reduzierung der Schichtdicke von
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20 bis 40 nm nach Zugabe von ATP statt,[170 wohingegen bei der PEI-OS-Schicht vernetzt

mit Citronensiure nur eine Reduzierung der Schichtdicke von ca. 1 nm zu beobachten ist.
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Abbildung 45: In-situ-Messungen der PEI-25k-Mal B Schicht mit B; (a), B2 (b), B3 (c),
Bg (d), einem Estradiol-Derivat (e), Vitamin C (f) und ATP (g) in Wasser
mit Anderung der Schichtdicke und des Brechungsindexes.
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Zusammenfassend kann eine duflerst schnelle Reaktion der PEI-25k-Mal B Polymerfilme
auf wissrige Losungen mit und ohne Analyten festgestellt werden. Es liegt zumeist eine
Oberfldchen-induzierte Wechselwirkung mit wasserldslichen Analyten vor, bei der in den
meisten Fillen eine Zunahme der Schichtdicke um einige Nanometer verzeichnet werden
kann. Diese Interaktion ist bei mehrmaliger Extraktion reversibel ist. Die Interaktionen
mit der Polymerschicht werden {iberwiegend durch die vorliegenden Ladungsverhéltnisse
bestimmt. Die durch den Vernetzer verursachte leicht anionische Ladung der Schicht fiihrt
im Fall von kationisch geladenen Analyten wie Thiamin zu einer guten Interaktion. Bei
den verwendeten negativ geladenen Analyten, wie Bs oder Vitamin C, wird die Polymer-
schicht zum Teil durch die Zugabe der Analytlésungen protoniert. Eine starke Interaktion
mit einer grofen Anderung der Schichtcharakteristika ist jedoch nicht zu beobachten. Die
Interaktionen und die damit verbundenen Anderungen der Schichtcharakteristika werden
somit durch die Analyten und die Ladungen der Polymerschicht mafligeblich beeinflusst.
Dennoch zeigt die PEI-25k-Mal B Schicht in den in-situ-Versuchen Eigenschaften, die es als
Oberflichenmodifikation in einer Trennséule attraktiv erscheinen lassen. Die schnelle Reak-
tion der Schicht auf Analyten kénnten Vorteile fiir den Einsatz als Oberflichenmodifizierung
in Trennsédulen bieten. Dennoch sind die durchgefithrten Experimente ohne duflere Driicke
durchgefiihrt worden. Die Stabilitdt der Interaktionen in Anwesenheit von auch in Trennsaulen
iiblichen Driicken und Scherkréften sollte in weitergehenden Untersuchungen gekléirt werden.
Die Anderung der Brechungsindices der Polymerschichten durch Interaktion mit Analyten
konnte dariiber hinaus fiir eine zusétzliche in-situ-Detektion wihrend der Trennung genutzt

werden.

4.3.3.2 Interaktionsuntersuchungen mit Schichten der PEI-Spacer-Architekturen

Die Vorgehensweise bei den in-situ-Messungen ist analog zu den Messungen bei den PEI-OS-
Schichten. Bei den hydrophoberen Kern-Schale-Architekturen mit zum einen einer direkten
Maltosylierung des Polymerkerns PEI-25k-(C11-NHjz)-Mal und zum anderen einen hauptséch-
lichen Maltosylierung der Aminogruppen der Spacer-Enden (PEI-5k-C11-Mal-1 und PEI-5k-
C11-Mal-2) sollte der Einfluss der hydrophoben Alkylketten auf das Interaktionsverhalten
niher untersucht werden. Die Strukturen PEI-5k-C11-Mal-1 und PEI-5k-C11-Mal-2 unter-
scheiden sich dariiber hinaus im Grad ihrer Maltosylierung. Bei PEI-5k-C11-Mal-1 liegt ein
hoherer Gehalt von Maltose als bei PEI-5k-C11-Mal-2 vor. Somit konnte der Einfluss der
Maltose ndher untersucht werden.

Im Vergleich zu der in-situ-Messung mit den Si-Wafern mit einer PEI-25k-Mal B Schicht,
bei der die Schichtdicke nach Zugabe von ATP geringfiigig abnahm, kann bei der PEI-25k-
(C11-NHgz)-Mal Schicht eine Zunahme der Schichtdicke beobachtet werden (Abbildung 46
(a)). Diese fillt geringfiigig ab und erreicht einen stabilen Wert bei 31,0 nm. Durch mehrma-
lige Extraktion mit Millipore-Wasser kann die Ausgangsschichtdicke der gequollenen Schicht
nahezu wieder erreicht werden. Die Interaktion von ATP mit der Polymeroberflache ist somit
nicht sehr stark ausgepragt.

Die Polymerfilme der Strukturen PEI-5k-C11-Mal-1 und PEI-5k-C11-Mal-2 wurden eben-
falls mit ATP auf Interaktionen hin untersucht (Abbildung 46 (b) und (c)). Mit der
Polymerschicht aus PEI-5k-C11-Mal-1 kénnen dhnliche Beobachtungen gemacht werden, wie
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Abbildung 46: In-situ-Messungen der PEI-25k-(C11-NHjy)-Mal Schicht (a), PEI-5k-C11-
Mal-1 Schicht (b) und PEI-5k-C11-Mal-2 Schicht (¢) mit ATP mit Anderung
der Schichtdicke und des Brechungsindexes.

bereits bei der PEI-25k-(C11-NHs)-Mal Schicht erldutert wurden. Die Zunahme der Polymer-
schichtdicke durch die Zugabe von ATP ist jedoch nur sehr gering. Bei der Polymerschicht
mit PEI-5k-C11-Mal-2 findet nach Addition von ATP eine Abnahme der Schichtdicke statt
(Abbildung 46 (c)). Dieses Verhalten erinnert an die Beobachtungen bei der PEI-OS-
Schicht bei Interaktion mit ATP, bei der ebenfalls eine geringe Abnahme der Schichtdicke
gemessen werden konnte. Aufgrund von inter- und intramolekularen elektrostatischen Wech-
selwirkungen des negativ geladenen ATPs mit der Polymerschicht scheint es zu einer Kompen-
sierung von Ladungen zu kommen, wodurch ein geringfiigiges Schrumpfen bzw. Verringerung
der Schichtdicke zu beobachten ist. Interessant ist das unterschiedliche Quellverhalten der
Strukturen. Bei der Struktur mit einem hoéheren Maltosegehalt (PEI-5k-C11-Mal-1) fiihrt
die Interaktion mit ATP zu einer Zunahme der Schichtdicke. Bei der Struktur mit einem
niedrigeren Maltosegehalt (PEI-5k-C11-Mal-2) kann eine Abnahme der Schichtdicke durch
die Zugabe von ATP festgestellt werden. Ein Einfluss der Maltoseschalendichte kann somit
festgestellt werden. Es kann vermutet werden, dass die offenere Maltoseschale bei der PEI-5k-
C11-Mal-2 Schicht eine geringfiigig bessere Interaktion zuldsst. Bei der dichten Maltoseschale
der PEI-5k-C11-Mal-1 Schicht kann keine Interaktion mit dem Inneren der Schicht statt-
finden und nur eine Oberflichen-induzierte Wechselwirkung findet statt. Als Folge kann eine

minimale Zunahme der Schichtdicke festgestellt werden.
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Abbildung 47: In-situ-Messungen der PEI-25k-(C11-NHy)-Mal Schicht (a), PEI-5k-C11-
Mal-1 Schicht (b) und PEI-5k-C11-Mal-2 Schicht (c¢) mit Vitamin C mit
Anderung der Schichtdicke und des Brechungsindexes.

Vergleichbare Interaktionsstudien wurden ebenfalls mit Vitamin C durchgefiihrt. Bei den
zuvor durchgefithrten Quellversuchen in einer Losung von Vitamin C (Abbildung 43 (b))
konnte ein destabilisierender Effekt des Ascorbat-Anions beobachtet werden. Um einen Abbau
der Polymerschicht zu verhindern, wird fiir die in-situ-Messung der Interaktion der Polymer-
schichten mit Vitamin C eine kurzzeitig Exposition gewéhlt. Die Zunahme der Schichtdicke
durch Zugabe von Vitamin C zu den verschiedenen Schichten der PEI-Spacer-Architekturen
ist vergleichbar, wie bereits bei der PEI-25k-Mal B Schicht zu beobachten war (Abbildung 45
(f)). Ein Ablésen kann wihrend der vergleichsweise kurzen Messzeit nicht festgestellt werden.
Die Interaktion scheint mit den Polymerfilmen aus PEI-5k-C11-Mal-1 (Abbildung 47 (b))
und PEI-5k-C11-Mal-2 (Abbildung 47 (c)) geringfiigig stabiler zu sein, da nur bei der
PEI-25k-(C11-NHjy)-Mal Schicht eine kontinuierliche Abnahme der Schichtdicke zu beob-
achten ist (Abbildung 47 (a)). Durch mehrmalige Extraktion mit Millipore-Wasser kann

die urspriingliche Schichtdicke in reinem Wasser wieder erhalten werden.

Bei der Zugabe von Tocopherol zu einer in Butanol vorgequollenen Polymerschicht kann
zunéchst eine Zunahme der Schichtdicke um 5 nm gemessen werden (Abbildung 48). Diese
Zunahme ist jedoch nicht zeitlich stabil und fallt kurzer Zeit wieder auf eine vergleichbare
Schichtdicke wie in reinem Butanol. Die Polymerschicht interagiert somit nur schwach und
Oberflichen-induziert mit dem lipophilen Vitamin. Aufgrund der kaum stattfindenden Inter-
aktion der PEI-OS-Schicht mit Tocopherol (siche Anhang Abbildung 103) zeigt die Modifi-
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Abbildung 48: In-situ-Messungen der PEI-25k-(C11-NHy)-Mal Schicht mit Tocopherol mit
Anderung der Schichtdicke und des Brechungsindexes.

zierung mit Spacer-Einheiten die Wechselwirkung mit Tocopherol kurzzeitig zu begiinstigen.
Hydrophobe Interaktionen zwischen den Alkylketten der Spacer-Einheiten und den lipo-
philen Tocopherol stellen somit nur schwache, instabile Wechselwirkungen dar. Mehrmaliges
Waschen mit Butanol ergibt eine vergleichbare Schichtdicke wie die vorgeqollene Polymer-
schicht.

4.3.4 Untersuchungen der Interaktionen der Polymerfilme mit fluoreszierenden
Analyten mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie

Eine weitere Moglichkeit die Interaktion der Analyten mit der Polymeroberfliche zu unter-
suchen, stellt die konfokale Fluoreszenzmikroskopie dar. Zusétzlich zu den Ellipsometrie-
Untersuchungen wurden Fluoreszenzmessungen der Analyten auf der Oberfliche durchgefiihrt.
Aufgrund der Eigenfluoreszenz der Analyten konnten die Interaktionen der Analyten mit der
Polymerschicht visualisiert werden. Es wurde ein Vergleich zwischen der Eigenfluoreszenz der
Polymerschicht und der Fluoreszenz der Polymerschicht nach Interaktion mit den einzelnen
Analyten angestellt. Je stirker die Fluoreszenz der Polymer beschichteten Si-Wafer, die mit
Analyten interagiert haben, zunimmt, desto héher sollte die Wechselwirkung sein. Interagiert
die Polymerschicht nicht mit dem jeweiligen Analyten sollte die Fluoreszenz unveréndert
zur reinen Polymerschicht sein. Die modifizierten Si-Wafer wurden fiir die Untersuchungen
fiir 20 Stunden in die Analytenlosung gelegt. Dies stellt eine lingere Exposition dar, als bei
den Ellipsometrie-Untersuchungen, bei denen die Interaktionen zumeist {iber wenige Stunden
beobachtet wurden. Anschlieend wurden sie gespiilt und getrocknet, um nicht-spezifische
Bindungen ausschlieflen zu kénnen. Fiir die Analyten By, B3, Bg, das Estradiol-Derivat und
ATP wurden mit einer Konzentration von 3 mg/mL eingesetzt und B sowie Folsdure mit
1,5 mg/mL genutzt. Mit der Software LAS AF Lite ist eine Messung der Fluoreszenz anhand
der sogenannten gray values moglich. Diese Messung wurde immer in Bezug auf die jeweilige
Polymerschicht durchgefiihrt. Fiir die Berechnung der gray values als Indikator fiir die Fluo-
reszenz wurde immer eine einheitliche Messfliche gew#hlt. Eine quantitative Bestimmung der

Interaktion ist mit dieser Methode nicht moglich. Die Fluoreszenzmessungen stellen lediglich
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eine weitere Methode dar, die auftretenden Interaktionen optisch zu visualisieren.
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Abbildung 49: Ubersicht der Fluoreszenzmessungen der Polymerschichten (PEI-25k-Mal B
(a), PEI-25k-(C11-NHs)-Mal (b), PEI-5k-C11-Mal-1 (c¢) und PEI-5k-C11-
Mal-2 (d))mit fluoreszierenden Analyten.

Die Polymerschichten weisen bereits ohne Analyten eine geringe Eigenfluoreszenz auf. Unter
Beriicksichtigung dieser kann eine Interaktion mit der Polymerschicht mit den verschiedenen
Analyten verglichen werden. Im Vergleich zu der Eigenfluoreszenz der PEI-Spacer-Schichten
zeigt die PEI-25k-Mal B Schicht die stéirkste Eigenfluoreszenz.

Die Eigenfluoreszenz der Folsdure und des Vitamins By ist die stérkste unter den verwen-
deten Analyten. Eine Zunahme durch Interaktion mit diesen beiden Analyten sollte zu einer
gut sichtbaren Erhoéhung der Fluoreszenz fithren. Fiir die Folsdure kann bereits optisch
eine starke Anderung der Oberfliche beobachtet werden. Dementsprechend kann eine starke
Oberflachen-induzierte Interaktion vermutet werden, die auch die Fluoreszenz deutlich erhoht.
Mit Ausnahme der PEI-25k-Mal B Schicht kann eine solche Zunahme der Fluoreszenz gemes-
sen werden. Im Vergleich scheinen die Schichten der hydrophoberen PEI-Spacer-Architekturen
allerdings besser mit der Folséure zu interagieren und eine stérkere Zunahme der Fluoreszenz
kann beobachtet werden. Das Vitamin Bs interagiert mit allen Polymerschichten und es kann
eine Erhohung der Fluoreszenz detektiert werden. Ebenso ist die Fluoreszenz fiir Vitamin
K7 mit den meisten Polymerflichen erhoht. Da die Eigenfluoreszenz des Bs und auch des K;
starker ist im Vergleich zu den weiteren genutzten Analyten, bedeutetet die hohe Fluoreszenz
nicht zwangsldufig eine starke Interaktion mit den Polymerschichten. Dennoch kann anhand
dieser Messungen eine Interaktion visualisiert werden, die auch nach mehrfacher Extraktion
anhalt.

Fiir ATP, Vitamin C und Tocopherol kann bei der PEI-25k-Mal B Schicht keine signifikante
Anderung der Fluoreszenz festgestellt werden. Die Eigenfluoreszenz dieser Analyten ist jedoch
gering. Die gewihlte Methode ist demzufolge fiir diese Analyten nicht optimal und eine

deutliche Anderung kann aufgrund der nur schwachen Fluoreszenz nicht beobachtet werden.
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Die Zunahme der Fluoreszenz durch die Interaktion mit ATP ist vor allem bei den PEI-
Spacer-Architekturen deutlich. Mit Ausnahme der PEI-5k-C11-Mal-2 Schicht kann eine deut-
liche Zunahme der Fluoreszenz detektiert werden. Es kann vermutet werden, dass die ATP-
Losung den pH-Wert soweit erniedrigt, dass die durch den Vernetzer hervorgerufene leicht
negative Ladung der Polymerschicht kompensiert wird. Als Folge kann das negativ geladene
ATP mit der Oberfliche der Polymerschichten iiber elektrostatische Interaktionen wechsel-
wirken.

Weiterhin scheint die Interaktion von Vitamin C mit der PEI-25k-(C11-NHg)-Mal Schicht
ausgepragter zu sein, als die Wechselwirkung mit der PEI-25k-Mal B Schicht. Die Erhchung
des hydrophoben Anteils durch die Anbindung von Spacer-Einheiten scheint die Interaktion
mit Vitamin C zu begiinstigen.

Die Interaktion der lipophilen Vitamine Tocopherol und K; kann bei den hydrophoberen
Polymerschichten nicht verstidrkt nachgewiesen werden. Die Interaktion mit Tocopherol ist
fiir die PEI-Spacer-Architekturen nur gering. Bei der PEI-5k-C11-Mal-2 Schicht mit dem
stiarksten hydrophoben Charakter nimmt die Fluoreszenz kaum zu. Die Interaktion iiber nicht-
kovalente, schwache Wechselwirkungen, wie hydrophob/ hydrophobe Wechselwirkungen, er-

scheint somit nicht sehr ausgepréigt.

Zusammenfassend kann durch die Fluoreszenzmessungen eine Interaktion der Analyten mit
den Polymerschichten in fast allen Fillen beobachtet werden. Dennoch ist kein einheitlicher
Trend zu erkennen und es konnen sehr unterschiedliche Beobachtungen gemacht werden,
die iiberwiegend durch die Eigenschaften der Analyten und die Ladung der Polymerschicht
bestimmt werden. Die zuvor in den Ultrafiltrationsergebnissen festgestellten elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen negativ geladenen Analyten und den Kern-Schale-Architekturen
konnen in den Schichtexperimenten nur bedingt nachgewiesen werden. Die durch den Ver-
netzer hervorgerufene Ladungsénderung erschwert die Ausbildung stabiler, elektrostatischer

Interaktionen somit deutlich.

4.3.5 Zusammenfassung der Experimente mit Kern-Schale-Architekturen in
diinnen Schichten

Die Untersuchung der Polymere mit Analyten in diinnen Schichten zeigt zwar keine stark
ausgeprigten Anderungen der Schichteigenschaften, dennoch kann ein Einfluss der Analyten
auf die Polymerschichteigenschaften mittels Ellipsometrie- und Fluoreszenzmessungen nach-
gewiesen werden. Die meisten Interaktionen sind innerhalb der ersten Minuten etabliert.
Dariiber hinaus sind diese Interaktionen grofitenteils reversibel. Die Schichten zeigen ein
schnelles und deutliches Quellverhalten in wéssriger Losung, das bei einer moglichen Modifi-
zierung einer Trennsdule beriicksichtigt werden sollte, um ein Verstopfen zu verhindern.

Die auftretenden Interaktionen finden iiberwiegend an der Oberfliiche der Polymerschicht
statt (Abbildung 50 (a)). Eine Interaktion, bei der die Analyten in der Polymerschicht
eindringen und im Inneren der Polymerschicht interagieren, konnte nicht explizit nachge-
wiesen werden (Abbildung 50 (b)).

Bei Vitamin C, Folsdure und ATP sollten weitere Experimente ihre destabilisierende Wirk-

ung auf die Polymerschicht abkldren, um einen ungewollten Abbau in einer Trennsiule zu
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(a) °® Oberflachliche Interaktion (b) Tiefeninteraktion mit Polymerschicht

Abbildung 50: Verdeutlichung der auftretenden Wechselwirkungen mit der Polymerschicht,
die entweder mit der Oberfliche der Polymerschicht (a) oder in der Poly-
merschicht (b) stattfinden.

verhindern. Dieses Verhalten tritt jedoch meist erst nach mehreren Stunden auf, sodass es
bei kurzen Messzeiten nur einen marginalen Einfluss hat. Untersuchungen mit vielen Wieder-
holungen mit kurzzeitiger Exposition, wie sie bei einer Auftrennung von Analytgemischen
auftritt, sollten ndher getestet werden. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die unter-
suchten Polymerschichten interessante Eigenschaften, wie eine sehr schnelle Quellung bei
Interaktion mit diversen bioaktiven Analyten, zeigen. Weitere Untersuchungen in Puffer und
in anderen pH-Bereichen sollten folgen, um zum einen die Stabilitdt der Polymerschichten
abzukldren und die auftretenden Wechselwirkungen optimal nutzen zu koénnen.

Weiterhin sollte der Einfluss des Vernetzers (Citronenséure) bzw. der durch diesen hervor-
gerufenen Ladungszustand der Polymerschicht niher untersucht werden. Da die stabilsten
Interaktionen aufgrund auf elektrostatischen Interaktionen gebildet werden, sollte die Ladung
der Polymerschicht eindeutig gekléart werden. Mit diesem Wissen konnen Polymerfilme effek-
tiver eingesetzt und die Ausbildung von elektrostatische Wechselwirkungen besser ausgenutzt

werden.
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4.4 Anwendung der Kern-Schale-Architekturen in der
Chromatographie

4.4.1 Anwendung von Kern-Schale-Architekturen in der
Diinnschicht-Chromatographie

Aufgrund der simplen und kostengiinstigen Anwendung der Diinnschicht-Chromatographie
wurden die diversen PEI-OS-, PEI-Spacer- und PEI-FA-Architekturen (Abbildung 51) fiir

eine Modifizierung der stationdren Phase in der Diinnschicht-Chromatographie eingesetzt.

Abbildung 51: Ubersicht der verwendeten Kern-Schale-Architekturen mit denen TLC-
Platten modifiziert wurden. Abgebildet sind PEI-OS-, PEI-Spacer- und PEI-
FA-Architekturen (von links).

Als Analyten wurden zunéchst wasserlosliche Vitamine in wéssrigen Losungen mit Konzen-
trationen verwendet, in denen die mobile Phase nicht iiberladen ist und eine effektive Tren-
nung stattfinden kann (Tabelle 13). Weiterhin wurden die Konzentrationen so gewihlt,
dass nahezu ideale Spots fiir die Analyten auftreten und Peakverbreiterung (tailing) mini-
miert wird. Zudem wurden Konzentrationen verwendet, bei denen eine gute UV-Detektion

der Vitamine ermdglicht wurde.

Tabelle 13: Ubersicht der verwendeten Konzentration der Vitaminproben.

Einwaagen Analyten [mg/mLj]

B, B, B; Bg Bpy Vit. C
50 02 30 80 10 50

In spéteren Versuchen wurden zusétzlich lipophile Vitamine getestet (vgl. Kapitel 4.4.1.3).
Als Referenzwert wurde eine unmodifizierte, vergleichbare TLC-Platte unter gleichen Bedin-
gungen entwickelt und ausgewertet. Die Auswertung des R y-Wertes und der Effizienz in Form
der Anzahl an theoretischen Boden N fiir alle Analyten dienten als Vergleichsparameter.
Ausgewertet wurden die getrockneten Platten mittels einer Videodensitometer-Software der
Firma Sorbfil.

In der Sdulenchromatographie miissen alle Komponenten unabhéngig von ihren Retenti-
onszeiten die gleiche Distanz durch die Sdule zuriicklegen. Im Gegensatz dazu treten in der
TLC unterschiedliche Laufhchen auf. Die Trennleistung wird daher in Abhéngigkeit zu der
verwendeten mobilen Phase und deren Laufeigenschaften berechnet. Fiir einen symmetri-

schen, idealen Gauss-Peak kann die Trennleistung N (Anzahl der theoretischen Boden) mit
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der Formel 7 berechnet werden. Dieser Wert gibt einen theoretischen Schétzwert an, da die
Separation nicht an der Laufmittelfront des Losungsmittels stattfindet.
Fiir die Berechnung des R ;-Wertes und der Effizienz werden die Formeln 6 und 7 genutzt.

Die Verdeutlichung der jeweiligen Parameter ist in Abbildung 52 erklart.

Zs
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Software vermessen wurde. Sie ist von der zuriickgelegten Laufstrecke z; abhéngig. Je weiter
eine Komponente lduft und je grofler somit z; ist, desto grofler ist os. Der Wert wp gibt die

Peakbreite an der Basis an und ist definiert als 4o05.
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Abbildung 52: Verdeutlichung des R;-Wertes mit den Laufstrecken der Substanzen mit z
und der Laufmittelfront z;. Links ist ein idealer Spot abgebildet. Rechts ist
ein verbreiterter Spot gezeigt, der deutliches tailing aufweist.

Wie anhand von Formel 7 deutlich wird, hat die Laufstrecke des Analyten z; den gréfiten
Einfluss auf die Trennleistung (auch Anzahl an theoretischen Béden oder Trennleistung).
Je hoher dieser Wert ist, desto mehr Wechselwirkungen geht der Analyt mit der mobilen
Phase ein und wird weit transportiert. Je kleiner z; ist, desto stdrker interagiert er mit der
stationédren Phase und wird von dieser zuriickgehalten. Bei geringerer Effizienz N im Vergleich
zum Referenzwert der unmodifizierten Platte, findet eine stirkere Wechselwirkung mit dem
Polymer statt (siche Abbildung 53).

Dariiber hinaus hat die Substanzspot-Symmetrie einen erheblichen Einfluss auf die Trenn-
leistung N. Da die Berechnung der Effizienz definierte, kreisférmige Spots voraussetzt, fiihrt
jede Abweichung dieser idealen Form zu einer Verbreiterung des wp-Wertes und somit zu einer
niedrigeren Effizienz. Spotverbreiterungen bzw. tailing-Effekte verschlechtern die Trennleis-

tung rapide.
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Deutung der Effizienz-Werte N

N = 16z, Z%)

S (wp)?

Starke Interaktion mit stat. Phase Schlechte Effizienz
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——>
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Hohe Effizienz

Abbildung 53: Veranschaulichung der Interaktionen in Relation zur Trennleistung N.

Bei der Probenauftragung wurde fiir jeden Analyten ein Volumen von 10 ul verwendet.

Fiir die Detektion wurde eine UV-Lampe mit 265 und 364 nm benutzt.

4.4.1.1 Modifizierung der stationdren Phase mit PEI-OS-Architekturen

Kommerziell erhiltliche Sorbfil TLC-Platten (8-12 pm Partikelgrofie, 90-100 pm Schicht-

dicke) wurden durch Aufsprithen der wissrigen Losungen der PEI-OS-Architekturen modi-

fiziert. Die Polymere lagen in einer Konzentration von 1 mg/mL vor. Im Mittel wurde jede

Platte mit 3 mg Polymer modifiziert. Um ein Abwaschen zu minimieren und einen Gleichge-

wichtszustand zu erhalten, wurden die PEI-OS Architekturen ebenfalls in geringer Konzen-

tration in die mobile Phase gegeben (0,2 mg/mL). Die Ergebnisse der Experimente mit

wasserloslichen Vitaminen mit unmodifizierten und PEI-OS-modifizierten TLC-Platten sind

im Anhang (Tabelle 41-49) zusammengefasst. Zur Verdeutlichung werden die Ergebnisse

mit PEI-5k-Mal A, B und C in Abbildung 54 graphisch dargestellt.
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Abbildung 54: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-5k-Mal A, B und C modifizierten

TLC-Platten mit hydrophilen Vitaminen.

Es fallt auf, dass durch die Modifizierung der stationdren Phase mit PEI-OS-Architekturen



82 4 Ergebnisse und Diskussion

mit einen PEI 5 kDa-Kern keine signifikanten Unterschiede zu einer unmodifizierten, kommer-
ziell erhéltlichen TLC-Platte auftreten. Zusammenfassend kénnen nur geringfiigige Effekte

durch die Modifizierung beobachtet werden.

Vitamin B; zeigt eine geringfiigige Verschlechterung der Effizienz bei Modifizierung mit
den PEI-5k-Mal Strukturen. Da sich die Rj-Werte nicht wesentlich unterscheiden, kann
diese Verschlechterung hauptséichlich durch eine Verbreiterung der Substanzspots (tailing)
erklédrt werden. Fine Wechselwirkung zwischen der polymer-modifizierten stationéiren Phase
und dem Vitamin B; konnte eine mogliche Erkldarung fiir diese Spotverbreiterung sein. Da
die Effekte allerdings minimal sind, sollte dieser Effekt mit Vorsicht gedeutet werden. Bei
der Auftrennung des Vitamins By zeigt sich keine Anderung bei der Nutzung von modifi-
zierten Platten im Vergleich zu unmodifizierten Platten. Mit dem negativ geladenen Vitamin
B3 kommt es zu einer minimalen Erhéhung der Rj-Werte und einem Abfall der Effizienz.
Aufgrund der héheren R-Werte scheint eine Interaktion mit der mobile Phase bevorzugt
zu werden, obwohl B3 in den Voruntersuchungen starke elektrostatische Wechselwirkungen
mit den positiv geladenen PEI-OS eingegangen ist. Trotz der Steigerung des R;-Wertes,
sinkt die Effizienz bei den modifizierten Platten deutlich. Dies kann mit einer Substanzspot-
Verbreiterung erklédrt werden. Durch diese Verbreiterung kann dennoch auf Interaktionen des
Niacins mit den stationiren Phasen geschlossen werden. Die Steigerung der Trennleistung
von Struktur A, mit einer sehr dichten Maltoseschale, hin zu Struktur C, mit einer offenen
Schale, konnte fiir elektrostatische Interaktionen des Niacins mit den behandelten Platten
sprechen. Dabei wechselwirkt das negativ geladene Niacin mit der positiven Ladung des PEI-
Kerns. Wird diese jedoch von einer dichten Maltoseschale, wie bei Struktur A, abgeschirmt,
treten elektrostatische Effekte auf, die Interaktion mit der mobilen Phase und deren Transport
iiberwiegt jedoch. Es resultieren breite Substanzspots und grofiere wp-Werte. Bei der offenen
Struktur C kann das Niacin besser mit dem polymeren Kern interagieren und es werden
bessere Substanzspots erhalten. Diese Versuche zeigen deutlich, dass die Wechselwirkungen
unter diesen Analysebedingungen nicht sehr stark sind. Es kommt zu einem sehr dynamischen
Prozess, bei dem das Niacin zum Teil mit der stationdren Phase interagiert, aber dennoch
gut von der mobilen Phase transportiert wird. Fiir die Vitamine C und Bg kénnen &hnliche
Riickschliisse gezogen werden. Allerdings &ndern sich die R g-Werte fiir diese Vitamine nicht
wesentlich und ergeben gleiche Werte wie bei der Referenz-Auftrennung. Eine Verschlechte-
rung der Effizienz ist allerdings auch bei diesen Vitaminen zu beobachten, die ebenfalls durch
eine Verschlechterung des wp-Wertes begriindet werden kann. Bei dem Vitamin Bg kann
ein Abfall der Effizienz von Struktur A hin zu Struktur C beobachtet werden. Dies zeigt,
dass mit Struktur A definierte Spots erhalten werden, wiahrend mit Struktur C eine hdhere
Substanzspot-Verbreiterung auftritt. Bei dem Vitamin By, findet eine minimale Verbesserung
der Effizienz statt, die durch die geringfiigig besseren wp-Werte und geringere Spotverbrei-
terungen bei den behandelten Platten erkliart werden kann.

Um Riickschliisse auf den Einfluss der Polymerkerngréfle zu erhalten, wurden analoge Versuche
ebenfalls mit den PEI-OS-Architekturen mit einem 25k-PEI-Kern durchgefiihrt. Die Ergeb-

nisse der TLC-Experimente sind in Abbildung 55 zusammengefasst.

Auch bei den mit PEI-25k-Mal A bis C modifizierten Platten wird kein starker Effekt auf

die Trennleistung deutlich. Fiir die Vitamine B; und Bs zeigt sich kaum ein Unterschied
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Abbildung 55: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-25k-Mal A, B und C modifizierten
TLC-Platten mit hydrophilen Vitaminen.

zwischen den Werten der Referenz-Analyse und denen der behandelten Platten. Wie bereits
zuvor zu beobachten war, kommt es auch mit dem gréfleren PEI-Kern zu einer Erhchung der
Ry-Werte von B3. Eine Verschlechterung der Effizienz ist jedoch nicht zu detektieren und nur
eine geringfiigige Spotverbeiterung. Das gleiche Ergebnis erzielten die behandelten Platten
fiir das Vitamin Bg. Es hier kommt es zu einer geringfiigigen Erhohung der R j-Werte, jedoch
zu keiner Verbesserung der Effizienz. Fiir die Vitamine Bis und C findet eine Erhohung der
Ry-Werte und eine Verbesserung der Trennleistung statt. Geringere tailing-Effekte hin zu
definierten Spots iiben sich in diesen Féllen positiv auf die Trennleistung aus.

Der Einfluss der Kerngroéfie scheint, anhand eines Vergleiches der Resultate der mit PEI-5k-
Mal und PEI-25k-Mal modifizierten Platten, nur einen geringen Einfluss auszuiiben. Die beob-
achteten Effekte erscheinen jedoch bei den PEI-25k-Mal modifizierten Platten geringfiigig
schwicher aufzutreten als bei den PEI-5k-Mal behandelten Platten. Eine Untersuchung des
Einflusses der Zuckerschale hinsichtlich ihrer Dichte, zeigt keine ausgeprigten Effekte auf die
Trennleistung.

Neben diesen Parametern kann ebenfalls die Art und Grofle der Oligosaccharidschale unter-
sucht werden. Hierfiir werden die PEI-OS-Architekturen mit einer Maltotriose-Schale nidher

untersucht und Platten, analog wie bereits beschrieben, modifiziert (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-25k-Mal-IIT A, B und C modifi-
zierten TLC-Platten mit hydrophilen Vitaminen.

Bei der Verwendung der PEI-OS-Architekturen mit einem gréfleren Zucker, zeigen sich
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deutlichere Effekte auf die Auftrennung der einzelnen Vitamine. Bei dem Vitamin B; treten
mit den modifizierten Platten die gleichen Anderungen bei der Auftrennungsleistung und den
Ry-Werten auf wie bereits bei den Strukturen mit Maltoseschale beobachtet werden konnten.
Bei Riboflavin werden deutlich héhere Ry-Werte bei den modifizierten Platten gefunden.
Dennoch sinkt die Effizienz deutlich. Bei der Entwicklung der Platten findet fiir den Substanz-
spot von Bs bei den modifizierten Platten eine starke Spotverbreiterung statt. Die Auftren-
nungsleistung nimmt somit stark ab. Da dies mit den anderen PEI-OS-Architekturen nicht
aufgetreten ist, liegt der Schluss nahe, dass dieses Vitamin stédrker mit Maltotriose als mit
Maltose interagiert. Die Interaktion des Riboflavins mit der Zuckerschale erscheint anhand
dieser Ergebnisse einen Einfluss auf die Stérke der Wechselwirkungen zu haben. Jedoch fiihrt
diese Interaktion nicht zu einer Verbesserung der Trennleistung, sondern durch Verbreiterung

der Spots zu einer Verschlechterung der Effizienz.

Bei dem Vitamin B3 kann sowohl eine Erhohung der R -Werte, als auch eine verbesserte
Trennleistung fiir die modifizierten Platten festgestellt werden. Die Steigerung der Trennleis-
tung von Struktur A hin zu C konnte bereits bei den mit PEI-5k-Mal A-C behandelten Platten
beobachtet werden. Die auftretenden elektrostatischen Wechselwirkungen des Niacins mit den
behandelten Platten treten besonders stark bei der offenen Struktur C auf. Sie nehmen mit
zunehmender Dichte der Zuckerschale und somit mit steigender Abschirmung der positiven
Kernladung hin ab. Dennoch werden erneut héhere R-Werte als bei den unmodifizierten
Platten gefunden, was auf duflerst dynamische Effekte zwischen der stationédren und mobilen
Phase schlieflen ldsst. Bei Bg findet eine minimale Erhohung der R p-Werte statt, wodurch die

Trennleistung jedoch nicht verbessert wird.

Interessante Effekte treten bei der Verwendung der modifizierten Platten fiir die Auftren-
nung von Bip auf. Hier zeigen sich bei den behandelten Platten erhohte R p-Werte und
auch hohere Trennleistungen. Interessanterweise nehmen die Trennleistungen der behan-
delten Platten von Struktur A hin zu Struktur C ab. Bereits aus den Voruntersuchungen
wurde eine Interaktion des Bis mit den PEI-OS-Architekturen auf eine Wechselwirkung an
der Oberfliche angenommen. Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls fiir derartige Interaktionen
des Bj1s mit der Oberfliche bzw. mit der Zuckerschale. Je dichter diese ist und je grofler das
Zuckermolekiil, desto starker tritt dieser Effekt auf.

Bei Vitamin C kommt es zu nahezu gleichen R p-Werten, jedoch zu schlechteren Trennleis-
tungen. Aufgrund der negativen Ladung des Vitamins C sollte eine elektrostatische Inter-
aktion analog wie bei Vitamin Bj auftreten. Diese kann jedoch kaum beobachtet werden.
Vermutlich findet hier ebenfalls keine starke Interaktion mit der stationdren Phase statt.
Durch dynamische Prozesse wechselwirkt das Vitamin C zwar mit der stationdren Phase,
wird von der mobilen Phase jedoch stetig weitertransportiert. Als Resultat werden stark

verbreiterte Substanzspots erhalten, wodurch die Trennleistung minimiert wird.

Bei den Untersuchungen mit den hydrophilen Vitaminen mit den mit PEI-OS-Architekturen
behandelten TLC-Platten fillt eine hiufige Erhohung der R y-Werte auf. Aus den Voruntersu-
chungen mit den Vitaminen und den PEI-OS-Architekturen konnten fiir die negativ geladenen
Analyten und auch Bis moderate bis gute Wechselwirkung festgestellt werden. Aufgrund der

negativen Ladungen sollten diese Vitamine auch in den TLC-Experimenten iiber elektrosta-
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tischen Wechselwirkungen mit den Platten interagieren. Aufgrund dieser Wechselwirkungen
mit den PEI-OS-modifizierten Platten sollten somit theoretisch niedrigere R;-Werte resul-
tieren. Dennoch werden hohere Ry-Werte beobachtet. Wegen der nicht-kovalenten Anbin-
dung der PEI-OS-Architekturen an die TLC-Platten kénnten sich die polymeren Strukturen
ablosen und mit der wissrigen Phase transportiert werden. Durch die Addition der PEI-OS-
Architekturen in die mobile Phase soll ein Gleichgewichts-Zustand erzielt werden. Ein Ablésen
der polymeren Strukturen kann dennoch nicht ausgeschlossen werden. Die Vitamine kénnten
somit vermehrt mit den PEI-OS-Architekturen in der mobilen Phase interagieren und somit
weiter transportiert werden. Weiterhin ist denkbar, dass die positive Ladung der Polymer-
kerne mit den Silanolgruppen des Kieselgels an der Plattenoberfliche interagieren. Die fiir
die elektrostatischen Wechselwirkungen mit den Analyten erforderliche positive Ladung der

Polymere konnte somit abgeschwécht sein.

4.4.1.2 Modifizierung von TLC-Platten mit PEI-Spacer-Architekturen

Neben den PEI-OS-Architekturen wurden ebenfalls die Polymer-Architekturen mit Spacern
in der TLC getestet (Abbildung 57).

Abbildung 57: Ubersicht der fiir die TLC verwendeten PEI-Spacer-Architekturen ohne ((a)
PEI-5/25k-C11-NHs) und mit Maltoseschale ((b) PEI-5/25k-C11-Mal-1/-
2).

Durch die Anbindung der Spacer an den Polymerkern und der anschlieBenden Modifizierung
der Spacer-Enden mit Maltose wurden Systeme generiert, die aus einem geladenen Poly-
merkern, hydrophoben, gut zugéinglichen Spacern und hydrophilen Zuckerfunktionalitéiten
bestehen. Diese amiphilen Architekturen wurden mit einem 5 und 25 kDa grofien Poly-
merkern generiert. Die Modifizierung der Platten fand analog zu der bereits beschriebenen
Prozedur statt. Jede Platte wurde mit 3 mg Polymer modifiziert. Die Untersuchungen mit
den wasserloslichen Vitaminen wurden mit einer wéssrigen mobilen Phase durchgefiihrt, in
der ebenfalls die PEI-Spacer-Architekturen gelost waren (0,2 mg/mL). Zusétzlich zu den
sonst bereits verwendeten hydrophilen Vitaminen wurde das phosphorylierte By (B2-P), als
weiterer negativ geladener Analyt getestet.

Mit allen wasserloslichen Vitaminen kann eine Verschlechterung der Trennleistung bei den
modifizierten Platten festgestellt werden (Abbildung 58).

Im Fall von B; findet kaum eine Anderung der Ry-Werte oder Trennleistungen statt. Bei
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Abbildung 58: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-5k-C11-Mal modifizierten TLC-
Platten mit hydrophilen Vitaminen.

Riboflavin kénnen bei den modifizierten Platten geringfiigig kleinere R y-Werte vermessen
werden. Die Trennleistung sinkt jedoch stark. Diese Effekte und die Spotverbreiterungen
lassen auf eine Wechselwirkung des Riboflavins mit der stationéren Phase schlieflen. Aufgrund
der hoheren hydrophoben Anteile des Riboflavins kénnten diese zum Teil mit den unpo-
laren Spacern sowie iiber Wasserstoftbriickenbindungen mit der Maltose interagieren. Bei
dem negativ geladenen Vitamin Bo-P &ndern sich die Rjy-Werte nicht. Bei Bz kann ein
geringfiigiger Abfall bei den R-Werten der behandelten Platten beobachtet werden. Wie
bei Bo-P fiihrt auch bei B eine Spotverbreiterung zu einem Abfall der Effizienz. Da der
Polymerkern nur mit einer geringen Dichte an Spacer-Molekiilen funktionalisiert wurde,
kann es unter Umsténden zu einer geringen elektrostatischen Wechselwirkung der PEI-Kerne
mit den negativ geladenen Analyten kommen. Aufgrund von Abstoungseffekten kommt es
jedoch zu keiner starken Interaktion, sodass lediglich eine Spotverbreiterung auftritt. Bei
dem zwitterionischen Bg kommt es zu einer deutlichen Reduzierung der Effizienz. Aufgrund
der geringen Anderung bei den Rj-Werten fiir Bg kann angenommen werden, dass auch
Bg analog zu den negativ geladenen Vitaminen schwach ausgepréigte Interaktionen mit der
stationédren Phase eingeht. Die resultierende Verbreiterung der Substanzspot fithrt jedoch zu
einer Verschlechterung der Trennleistung. Bei Vitamin B kann eine deutliche Anderung
der Ry-Werte bei den modifizierten Platten beobachtet werden. Dies bedeutet, dass mit den
PEI-Spacer-Architekturen eine stirkere Interaktion festgestellt werden kann, als mit unbe-
handelten Platten. Aufgrund dieser Wechselwirkungen wird B stérker von der modifizierten
stationédren Phase zuriickgehalten. Diese Interaktion fithrt jedoch nicht zu einer Verbesserung
der Effizienz, sondern zu Spotverbreiterungen. Fiir Vitamin C kann eine dhnliche Beobach-
tung gemacht werden. Neben den Rjy-Werten sinkt auch die Trennleistung. Mit Vitamin C
konnten elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe
Wechselwirkungen mit den PEI-Spacer-Architekturen auftreten, wodurch diese stérker mit
Vitamin C interagieren als eine unbehandelte SiO2-Oberfliche. Da jedoch nur nicht-kovalente
Wechselwirkungen auftreten, scheint ein dynamisches Gleichgewicht aus Interaktion und
Ablssen vorzuliegen, das zu einer Spotverbreiterung fithrt und somit die Effizienz deutlich
herabsetzt.

Um den Einfluss des Polymerkernes néher zu untersuchen, wurden als Vergleich auch TLC-

Experimente mit PEI-25k-Spacer-Architekturen durchgefiihrt. Diese Ergebnisse mit einem
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groflem Polymerkern sind in Abbildung 59 zusammengefasst.
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Abbildung 59: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-25k-C11-Mal modifizierten TLC-
Platten mit hydrophilen Vitaminen.

Fiir die PEI-Spacer-Architekturen mit einem grofleren 25 kDa Polymerkern koénnen die
gleichen Effekte festgestellt werden, wie mit den PEI-5k-Spacer Architekturen. Es kommt
ebenfalls zu einer allgemeinen Verschlechterung der Trennleistung. Der Einfluss des Poly-
merkerns scheint bei der Auftrennung der wasserloslichen Vitamine nur eine untergeordnete
Relevanz zu besitzen. Einzig Vitamin Bs scheint mit dem gréfleren PEI-Kern besser inter-
agieren zu konnen. Im Gegensatz zu allen vorhergehenden Untersuchungen mit den PEI-
Spacer-Architekturen kommt es zu keinem Abfall der Effizienz im Vergleich zur unbehan-
delten Platte. Der groflere PEI-Kern mit einer hoheren Ladungsdichte konnte fiir diesen
Effekt verantwortlich sein.

Um den Einfluss der Zuckerschale zu untersuchen, wurden vergleichbare Experimente mit
nicht maltosylierten PEI-Spacer-Architekturen angefertigt. Die Ergebnisse mit kleinem und

grofen Polymerkern sind in Abbildung 60 zusammengefasst.
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Abbildung 60: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-5k-C11 (ohne Maltoseschale)
modifizierten TLC-Platten mit hydrophilen Vitaminen.

Die PEI-Spacer-Architekturen ohne Maltoseschale zeigen gleiche Auftrennungsergebnisse
wie zuvor die maltosylierten PEI-Spacer-Architekturen. Die Ergebnisse des phosphorylierten
Riboflavins und von Vitamin C fallen allerdings auf. Bei dem phosphorylierten Bs kommt es
mit dem kleineren Polymer-Kern zu einer deutlichen Steigerung des R j-Wertes und der Trenn-
leistung. Die Wechselwirkung mit der stationfiren Phase nimmt deutlich ab, wodurch auch

die Spotverbreiterung reduziert wird. Eine wesentlich bessere Trennleistung resultiert hieraus.
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Bei Vitamin C wird analog zu den maltosylierten Architekturen ein Abfall der Trennleistung
verzeichnet. Mit keiner anderen Struktur waren der Ry-Wert und die Trennleistung jedoch
so niedrig, wie mit PEI-5k-C11-NHs. Eine signifikant stédrkere Wechselwirkung des Vitamin
Cs mit der stationdren Phase kann beobachtet werden. Da die Funktionalisierung bei dem
kleineren PEI-Kern mit nur 8 Spacer-Einheiten niedrig ist, kann eine gute elektrostatische
Wechselwirkung mit den Polymerkern auftreten. Bei der Struktur PEI-25k-C11-NH, liegt
eine Funktionalisierung von im Mittel 21 Spacern pro PEI-Kern vor. Diese kdnnte eine effek-
tive Wechselwirkung des Vitamin Cs mit dem positiv geladenen PEI-Kern erschweren. Als
Resultat treten bei der geringeren Funktionalisierung eine deutlich stédrke Wechselwirkung
auf, die sich in Form eines deutlich niedrigeren R;-Wertes, verstidrkter Spotverbreiterung
und einem Abfall der Trennleistung duflert. Zusétzlich zu diesen Beobachtungen kommt es
bei By und Bg bei den kleineren PEI-5k-C11-NHy Strukturen zu vergleichbaren R ;-Werten
und Auftrennungsraten wie bei den unmodifizierten Platten. Bei keiner anderen Modifizie-
rung konnten diese Effekte beobachtete werden. Es kann vermutet werden, dass die geringere
Funktionalisierung mit nur 8 Spacer-Einheiten geringfiigig >bessere< Auftrennungsleistungen
erzielt. Eventuell tritt bei einer Modifizierung mit mehr Spacer-Einheiten sterische Hinde-

rungen auf, die eine Interaktion erschweren.

4.4.1.3 TLC-Experimente mit lipophilen Vitaminen

Neben den wasserloslichen Vitaminen wurden ebenfalls ausgew#hlte, lipophile Vitamine (Ab-

bildung 61) als Analyten fiir TLC-Experimente genutzt.

O
CH3
CHs HSCAO CHy
Ergocalciferol Cholecalciferol a-Tocopherol a-Tocopherol- Vit. Ky Vit. A
acetat Phyllochinon Retinylpalmitat

Abbildung 61: Ubersicht der lipophilen Vitamine, die als Testanalyten fiir die behandelten
TLC-Platten verwendet wurden.

Als mobile Phase wurde ein Losungsmittelgemisch aus Benzol/ Hexan im Verhéltnis 9:1
genutzt. Die lipophilen Vitamine wurden in Hexan gelost und in einem Probenvolumen
von 0,2 ul auf die Platten aufgetragen. Als Modifikation der stationéiren Phase dienten die
PEI-Spacer-Architekturen und die stark lipophilen PEI-FA-Architekturen mit Fettsiduren-
Funktionalisierung. Die Modifizierung fand ebenfalls durch Aufsprithen einer Polymerlosung
statt, bei der jede Platte im Mittel mit 3 mg Polymer modifiziert wurde. Die PEI-FA-

Architekturen wurden in Hexan gelost und auf die Platten gespriiht.



4 Ergebnisse und Diskussion 89

Die Ergebnisse der Modifizierung mit PEI-Spacer-Architekturen ist in Abbildung 62
zusammengefasst. Bei diesen Untersuchungen wurden nur Einfachmessungen durchgefiihrt,

wodurch keine Fehlerangabe gemacht werden kénnen.
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Abbildung 62: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-C11-Mal modifizierten TLC-
Platten mit lipophilen Vitaminen.

Wihrend die sterisch anspruchsvolleren Vitamine wie Ergocalciferol und Cholecalciferol
kaum eine Anderung bei der Auftrennung mit modifizierten Platten zeigen, nehmen bei den
restlichen Vitaminen die Trennleistungen geringfiigig zu. Obwohl bei keinem Vitamin eine
signifikante Anderung der Ry-Werte festgestellt werden kann, kommt es bei Retinylpalmitat
und K zu einer Verbesserung der Effizienz. Es wird vermutet, dass diese effektivere Trenn-
leistung durch hydophobe Wechselwirkungen zustande kommen. Im Fall von Retinylpalmitat
und Cholecalciferol sind die aliphatischen Seitenketten besser zugénglich, wodurch eine effek-
tivere Interaktion resultiert. Diese verbesserte Zugéinglichkeit und die daraus resultierenden
hydrophoben Interaktionen tragen somit zu einer Verbesserung der Effizienz bei, da sie ein

Tailing minimieren.

Die lipophilen Vitamine wurden ebenfalls mit den deutlich hydrophoberen PEI-FA-Archi-

tekturen untersucht. Um den Einfluss des hydrophoben Anteils zu untersuchen, wurden

HC Hs H3C Hy

Abbildung 63: Uberblick der PEI-FA-Architekturen (PEI-25k-FA 20, 35 und 50), mit denen
TLC-Platten modifiziert wurden.

unterschiedliche Funktionalisierungsgrade getestet. Es wurden Strukturen mit im Mittel 20,
35 und 50 Fettsduren pro PEI-Kern mit (Abbildung 63 (b)) und ohne Maltoseschale
(Abbildung 63 (a)) getestet. Die Versuchsdurchfithrung war analog zu den Bedingungen wie
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bei den PEI-Spacer-Architekturen mit den lipophilen Vitaminen. Fiir die PEI-FA-Architekturen

ohne eine Maltoseschale wurden die in Abbildung 64 gezeigten Trennergebnisse erzielt.
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Abbildung 64: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-FA (ohne Maltoseschale) modifi-
zierten TLC-Platten mit lipophilen Vitaminen.

Die Modifizierung der TLC-Platten mit den PEI-FA-Architekturen ohne Maltoseschale,
zeigt im Vergleich zu den Trennergebnissen der PEI-Spacer-Architekturen eine minimal bes-
sere Trennleistung fiir Retinylpalmitat. Die einzelnen PEI-FA Strukturen zeigen hinsichtlich
des Funktionalisierungsgrades mit 20, 35 und 50 Fettséduren keine signifikanten Unterschiede.
Obwohl sich auch bei diesen PEI-FA-Architekturen die R-Werte nicht wesentlich &ndern,
kann eine bessere Trennleistung vor allem fiir Retinylpalmitat erzielt werden. Die Modifizie-
rung mit PEI-FA-Architekturen verbessert somit die Substanzspot-Symmetrie dieses hydro-
phoben Vitamins, das eine gut zugéngliche aliphatische Seitenkette tréigt. Eine Verbreiterung
(tailing) der Spots kann minimiert werden, wodurch eine effektivere Auftrennung gelingt.
Eine Verbesserung der Trennleistung kann ebenfalls fiir die anderen lipophilen Vitamine fest-
gestellt werden. Diese Verbesserung ist allerdings geringer wie die bei Retinylpalmitat.

Im Vergleich zu diesen Versuchen wurden ebenfalls unter vergleichbaren Bedingungen PEI-
FA-Architekturen mit einer Maltoseschale untersucht (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-FA-Architekturen mit Maltose-
schale modifizierten TLC-Platten mit lipophilen Vitaminen.

Im Vergleich zu den nicht maltosylierten, stark hydrophoben PEI-FA-Architekturen zeigen
diese amphiphilen Architekturen schlechtere Trennleistungen bei den lipophilen Vitaminen.
Fiir die Vitamine Ergocalciferol, Cholecalciferol und Tocopherol tritt keine signifikante Ande-
rung im Vergleich zu den unmodifizierten Platten auf. Im Vergleich zu den PEI-FA-Architek-

turen ohne Maltoseschale kann jedoch ein deutlicher Abfall der Effizienz festgestellt werden.
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Die Maltoseschale ist somit hinderlich fiir eine bessere Auftrennung dieser Vitamine. Fiir das
Vitamin K; und das Tocopherolacetat findet nur eine geringe Verbesserung der Trennleis-
tung statt, die nicht mehr die Trennleistungen der vergleichbaren unmaltosylierten Architek-
turen erreicht. Dariiber hinaus ist bei diesen Vitaminen eine leichte Zunahme der R ;-Werte
erkennbar. Dies deutet auf eine verringerte Wechselwirkung mit der stationdren Phase hin.
Somit ist die Funktionalisierung mit Maltose bei Interaktionen dieser Vitamine eher hinder-
lich. Die Auftrennung von Retinylpalmitat zeigt eine leichte Zunahme der R-Werte fiir die
modifizierten Platten und eine deutlich schlechtere Trennleistung. Auch fiir dieses Vitamin
wirkt sich eine Maltosefunktionalisierung somit negativ aus. Die hydrophoben Wechselwir-
kungen der lipophilen Vitamine werden von der Maltosefunkionalisierung verhindert bzw.
erschwert, wodurch die Trennergebnisse fiir die PEI-FA-Architekturen mit Maltoseschale
abfallen. Die Ausbildung von hydrophoben Wechselwirkungen der lipophilen Vitamine mit
den Fettsduren bzw. Spacern ist somit die Triebkraft der Interaktion dieser Vitamine mit den

Polymer-Architekturen.

4.4.1.4 Zusammenfassung der TLC-Experimente mit Kern-Schale-Architekturen

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Modifizierung von TLC-Platten mit PEI-
OS-, PEI-Spacer- und PEI-FA-Architekturen teils nur geringe Effekte bewirkt. Eine generelle
Optimierung kann nicht erzielt werden. Dennoch sind eindeutig Effekte durch eine Modi-
fizierung sichtbar. Die Interaktion der einzelnen Analyten ist duferst komplex und fithrt in
vielen Fillen zu Spotverbreiterungen und somit zu einem Abfall der Effizienz. Die Interaktion
einer behandelten Platte mit den Analyten ist von den Eigenschaften und den funktionellen
Gruppe des jeweiligen Analyten abhéingig. Weitere Experimente in anderen pH-Bereichen,
bei denen stédrkere Ladungen vorliegen, erscheinen interessant und sollten getestet werden.
Die Modifizierung der TLC-Platten durch Aufspriihen einer Polymerlésung erscheint nicht
eine optimale und homogene Modifizierung zu erzielen. Es kommt zu Inhomogenitidten und
Ablosen der Polymerschicht. Eine kovalente Modifizierung der stationidren Phase wére inter-
essant. Die Herstellung von Silika-Partikeln mit polymeren Kern-Schale-Architekturen auf
der Oberfliche konnte eine Optimierung bringen. Die Bildung von stationédren Phasen aus
diesen funktionalisierten Partikeln konnte die genannten Probleme beheben und sollte in

zukiinftigen Versuchen ndher untersucht werden.
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4.4.2 Anwendung von PEI-OS-Architekturen in der HPLC

Hinsichtlich der unterschiedlichen Interaktionen der PEI-OS-Architekturen von nahezu keinen
Wechselwirkungen bis hin zu starken Wechselwirkungen mit den diversen Analyten sollte
ein unterschiedliches Retentionsverhalten erwartet werden. Aufgrund der Voruntersuchungen
der PEI-OS-Architekturen mit bioaktiven Analyten und deren Interaktionsverhalten wurden
diese als Additive in der HPLC getestet. Die Auftrennung von Analytgemischen bestehend
aus wasserloslichen Analyten wurde mit Hilfe von HPLC-Anlagen der Firma Shimadzu unter-
sucht. Die Versuche fanden im Rahmen eines Kooperationsaufenthaltes an der Staatlichen
Universitdt Sankt Petersburg in der Arbeitsgruppe von Prof. A. Kartsova statt. Die PEI-OS-
Architekturen wurden in einem Natriumphosphatpuffer (pH 2,7; 30 mM) gel6st und als Addi-
tive der mobilen Phase beigemischt. Als stationéire Phase diente eine kommerziell erhéltliche
Superlco Discovery C18 Saule (250 mm,@ 4 mm; 5 um Partikelgrofie) in einem Umkehrphasen
Modus.

Fiir eine bessere Vergleichbarkeit, auch bei unterschiedlichen S&ulenldngen, wird zumeist
die theoretische Bodenhohe als Maf fiir die Trennleistung einer Saule angegeben.

L

H= (5)

Aufgrund der Verwendung von nur einer Séulenléinge (250 mm) wird in dieser Arbeit darauf
verzichtet die theoretische Bodenhohe H anzugeben. Als Vergleichswerte wird die Anzahl
der theoretischen Boden sowie die Retentionszeiten der einzelnen Vitamine genutzt. Fiir ein
besseres Verstindnis wird der gesamte Trennprozess in einzelne Segmente, sogenannte theore-
tische Boden (number of theoretical plates, N) eingeteilt. Ein Boden ist ein hypothetischer Teil
einer Saule, in dem ein Verteilungsgleichgewicht zwischen der mobilen und der stationdren
Phase vorliegt. Eine effiziente Auftrennung kann mafigeblich von der Anzahl dieser theore-
tischen Abschnitte abhéngen und kann durch eine Erhohung der theoretischen Bodenzahl
optimiert werden. Eine hohe theoretische Bodenzahl erhoht somit die Effizienz des Separati-

onsprozesses. Die Bodenzahl ist definiert als:

_ tr ?
N =5,54- <FWHM> 9)

Die Bodenzahl ist somit von der Retentionszeit ¢z und von der Halbwertsbreite zur Basisbreite
(FW H M) abhéngig. Aufgrund des Einflusses der Halbwertsbreite spielen die Peaksymmetrie
und somit tailing-Effekte eine wichtige Rolle bei der Bestimmung der Anzahl der theoreti-
schen Boden. Weiterhin ist die chromatographische Auflosung R fiir eine Beurteilung der
Auftrennungsergebnisse von Interesse. Die Auflésung zweier Peaks beschreibt das Verhéltnis
zweier Peaks in Abhéngigkeit zu ihren Retentionszeiten und Halbwertsbreiten zur Basisbreite
(FWHM). Fiir einen Gaufischen Peak ist die chromatographische Auflésung R definiert als:

(10)

R:1,18-< tr2 — tR1 )

FWHM, + FW H M
Vor jeder Testreihe wurde ein Blind-Versuch durchgefiihrt, der kein Polymer in der mobilen
Phase enthielt und als Vergleichswert diente. Jede PEI-OS-Architektur wurde in verschie-

denen Konzentrationen getestet. Eine Beispielmessung ist anhand der Addition von PEI-5k-
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Mal A als Additiv in Abbildung 66 gegeben.
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Abbildung 66: Auftragung der HPLC-Ergebnisse mit unterschiedlichen Konzentrationen
an PEI-5k-Mal A als Additiv in der mobilen Phase im Vergleich zu Ergeb-
nissen einer mobilen Phase ohne Polymer.

Die Vitamine By und Bis weisen die hochsten Retentionszeiten auf. Der hydrophobe
Anteil des Vitamins By konnte mit den unpolaren Seitenketten der Siulenoberfliche inter-
agieren, wodurch die verzogerte Elution zu erklidren wére. Vitamin Bis ist der grofite Analyt
und aufgrund des sterischen Anspruches wird dieses Vitamin verzogert eluiert werden. Das
Vitamin Bg zeigt eine moderate Retentionszeit. Alle weiteren Analyten werden innerhalb sehr
kurzer Zeit euliert und weisen kleine Retentionszeiten auf. Bei der Addition von PEI-5k-Mal
A zeigt sich fiir nahezu alle Vitamine kein Effekt auf die Trenneffizienz. Ein Abfall der theo-
retischen Bdden bei hoheren Polymerkonzentration, wie er beispielsweise bei Bg beobachtet
werden kann, ist aufgrund der nahezu konstanten Retentionszeiten auf eine Peakverbreiterung
(tailing) zuriickzufiithren. Das Cyanocobalamin stellt eine Ausnahme dar. Bei diesem Vitamin
nimmt die Auflésung durch Zugabe an Polymer deutlich zu. Mit steigender Konzentration an
Polymer nimmt die Auflésung allerdings ab und sinkt bei einer Konzentration von 4 mg/mL
unter den Vergleichswert ohne Polymer. Bei der Verwendung von PEI-5k-Mal B mit einer
moderaten/ offenen Maltoseschale und Struktur C mit einer offenen Maltoseschale kénnen
dhnliche Beobachtungen wie bei Struktur A gemacht werden (sieche Anhang). Bei einer Poly-
merkonzentration von 2 mg/mL mit PEI-5k-Mal C ist jedoch eine Auftrennung der Peaks
fiir B; und Vitamin C nicht mehr moglich. Fiir Vitamin C findet eine deutliche Verschlech-
terung der Auflésung mit zunehmender Polymerkonzentration statt (siche Anhang). Fiir das
Cyanocobalamin wird eine verbesserte Auflosung gefunden, was bei konstanter Retentions-

zeit auf eine verkleinerte Halbwertsbreite zur Basisbreite deuten ldsst. Dariiber hinaus &ndern
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sich die Retentionszeiten fiir alle Vitamine kaum und bleiben auch bei einer Erh6hung der
Polymerkonzentration nahezu konstant. Da bei der Zugabe von PEI-5k-Mal A, B und C als
Additiv zu der mobilen Phase auch mit steigender Konzentration an Polymer keine signifi-
kante Anderung der Parameter zu erkennen ist, werden im Folgenden nur Ergebnisse einer

Konzentration gezeigt.

In Abbildung 67 ist ein Vergleich der unterschiedlichen PEI-5k-Mal Strukturen A bis C
bei einer Konzentration von 4 mg/mL gegeniiber einer mobilen Phase ohne Polymer gegeben.
Als Vergleichsparameter werden die Retentionszeiten, die Trennleistungen und die chroma-

tographische Auflosung fiir die wasserloslichen Analyten genutzt.
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Abbildung 67: Auftragung der HPLC-Ergebnisse mit PEI-5k-Mal als Additiv in der
mobilen Phase (4 mg/mL) im Vergleich zu Ergebnissen einer mobilen Phase
ohne Polymer.

FEin Vergleich der Effizienz der mobilen Phase mit und ohne Polymer zeigt keinen signifi-
kanten Einfluss durch die Polymerzugabe. Die Retentionszeit bleibt fiir alle wasserloslichen
Vitamine konstant und &ndert sich durch die Zugabe an Polymer nicht. Weiterhin kann kein
Unterschied der einzelnen Strukturen untereinander festgestellt werden. Bei den Vitaminen
B2 und Bi2 kann ein geringer Einfluss der Schalendichte beobachtet werden. Im Fall von Bg
kann ein geringer Anstieg der Anzahl der theoretischen Béden bei der Struktur B beobachtet
werden. Aufgrund der nahezu konstanten Retentionszeiten kann dieser Effekt jedoch auf die
Peak-Symmetrie zuriickzufiihren sein. Die Struktur B verbesserte diese im Fall von By somit
und fiithrt zu einer geringfiigig hoheren Anzahl der theoretischen Béden. Fiir das Vitamin
B2 liegt der umgekehrte Fall vor. Es kommt zu einem Abfall der Anzahl der theoretischen
Boden bei Struktur B. Die Peak-Symmetrie scheint somit bei Struktur B verbreitert. Generell
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bewirkt eine Zugabe der Polymere zur mobilen Phase nur geringe Anderungen der Anzahl
der theoretischen Boden. Allerdings zeigt die Zugabe des Polymers einen deutlichen Effekt
auf die chromatographische Auflésung von Vitamin Bys, wodurch der anfingliche Wert ohne

Polymer von 32,0 auf 58,4 mit Polymer ansteigt.

Vergleichbare Versuche wurden ebenfalls fiir alle anderen PEI-OS-Architekturen durchge-
fithrt. Aufgrund der nur geringen Effekte durch die Addition der PEI-OS-Architekturen in

die mobilen Phasen wird auf eine detaillierte Ausfithrung verzichtet.
Von Interesse war jedoch der Einfluss der Kerngrofie bei den PEI-OS-Architekturen. Dieser

soll anhand eines Vergleiches von PEI-5k und 25k-Lac B nidher untersucht werden (Ab-

bildung 68). Bei einem Vergleich der Retentionszeiten treten keine signifikanten Anderungen
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Abbildung 68: Ubersicht der Ergebnisse der HPLC-Auftrennung mit und ohne PEI-5k-Lac
bzw. PEI-25k-Lac (Konzentration mg/mL), um den Einfluss des Polymer-
kerns zu untersuchen.

durch die Zugabe des Polymers im Vergleich zur mobilen Phase ohne Polymer auf. Einzig
bei Vitamin Bg kann eine minimal reduzierte Retentionszeit bei PEI-25k-Lac B festgestellt
werden. Es kann angenommen werden, dass die Interaktion mit der mobilen Phase und somit
mit den Polymer in diesem Fall geringfiigig stérker ist als bei dem reinen PBS-Puffer. Bei
der Anzahl der theoretischen Béden fiihrt die Addition von PEI-OS zur mobilen Phase fiir
das Vitamin B; zu einer deutlichen Verschlechterung bei dem kleineren Polymerkern (N=
4041) im Vergleich zu dem grofleren Polymerkern (N= 406928). Fiir alle anderen Analyten
kann kein signifikanter Unterschied zwischen dem kleineren und groleren PEI-Kern festge-

stellt werden. Bei der chromatographischen Auflésung kann fiir das Vitamin B1s eine Verbes-
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serung fiir die Struktur mit dem kleineren Polymerkern festgestellt werden (R= 53). Bei
der Struktur PEI-25k-Lac B fillt die Auflssung deutlich ab (R= 35) und liegt noch unter
der Auflésung bei Verwendung des reinen PBS-Puffers als mobile Phase. Der Einfluss der
Polymerkerngréfie scheint nur einen marginalen Effekt auf die Trennleistung bei hydrophilen
Vitaminen auszuiiben.

Neben der Polymerkerngréfie kann auch die Schalendichte einen Einfluss auf die Trennleis-
tung haben. Die Effekte aufgrund von unterschiedlichen Schalendichten kénnten daher von
Interesse sein. Eine Untersuchung der Schalendichte mit den unterschiedlichen Strukturen A
bis C, mit der sehr dichten Schale bei Struktur A und der offenen Schale bei Struktur C, soll
anhand von PEI-25k-Mal-IIT A bis C verdeutlicht werden (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Gegeniiberstellung der HPLC-Ergebnisse mit und ohne PEI-25k-Mal-III in
der mobilen Phase. Bei einer Polymerkonzentration von 1 mg/mL.

Die Retentionszeiten fiir Bo, Bg und Bis sind fiir Struktur C minimiert. Diese Analyten
scheinen Interaktionen mit der offenen mit dem zugesetzten Polymer einzugehen. Eine Ander-
ung der Retentionszeiten fiir die negativ geladenen Analyten wie B3 oder das Vitamin C, kann
nicht festgestellt werden. Fiir die Vitamine Bg und Bio sinkt die Auflésung von Struktur A
nach C. In den vorhergehenden Untersuchungen konnte stets ein Anstieg der Auflésung mit
Vitamin By durch die Addition von Polymer erreicht werden. Die Addition der Strukturen
mit einer Maltotriosemodifizierung wirkt sich negativ auf die Auflésung von Vitamin Bis
aus. Dariiber hinaus kann eine schmale Peakbreite fiir diese Vitamine festgestellt werden.
In Kombination mit den verkiirzten Retentionszeiten resultiert ein Abfall der theoretischen
Boden fiir By, Bg und Bis. Fiir die Vitamine C und Bg kommt es von Struktur A hin zur
offenen Struktur C zu einem geringen Abfall der Trennleistung, was durch verschlechterte

Peak-Symmetrie verursacht wird.
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Fiir das Vitamin B; kann ein Anstieg der theoretischen Béden von Struktur A hin zu C
festgestellt werden. Jedoch liegen die Trennleistungen nach der Addition der Polymere unter-

halb derer ohne Polymerzugabe.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Addition von PEI-OS-Architekturen zu
der mobilen Phase in der HPLC kaum eine signifikante Anderung der Trenneffizienz bringt.
Die Verwendung der PEI-OS-Architekturen als Zusatz zu der mobilen Phase bringt somit
unter den genutzten Bedingungen keine signifikante Optimierung. Weitere Experimente in
anderen pH-Bereichen kénnten interessant sein und bessere Ergebnisse erzielen. Aufgrund
der bereits guten Auftrennung von Vitamingemischen, sollten weitere Analyten getestet
werden, bei denen eine Auftrennung problematischer ist. Hier wiren beispielsweise Steroid-
Derivate interessant. Das getestete Estradiol-Derivat zeigte bereits in den Ultrafiltrationsex-
perimenten elektrostatische Interaktionen mit den Kern-Schale-Polymeren. In Anbetracht der
zunechmenden Umweltbelastung durch Steroide konnte eine gezielte und effektive Detektion
dieser aus komplexen Gemischen duflerst interessant sein. Weitere HPLC-Experimente sind
daher interessant. Fiir zukiinftige Versuche sollte eine kovalente Modifizierung der HPLC-
Sédulenoberflache durchgefithrt und getestet werden. Hier konnten vor allem die PEI-Spacer-
Architekturen interessant sein. Diese konnten analog zu den héufig verwendeten HPLC-S&ulen

mit unpolaren Seitenketten in einem Umkehrphasen-Modus getestet werden.
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4.4.3 Addition von PEI-OS-Architekturen in der CE
4.4.3.1 CE Untersuchungen mit hydrophilen Vitaminen

Neben der TLC und HPLC wurden die PEI-OS-Architekturen als Additive zur mobilen Phase
in der Kapillarelektrophorese getestet. Fiir die Kapillarelektrophorese wurde das Capel-105M
System der Firma Lumex (Sankt Petersburg, Russland) mit einem UV /Vis Detektor genutzt.
Die Probeninjektion fand mittels einer Druckénderung statt, wohingegen die Auftrennung
mit Hilfe einer elektrischen Spannung von £20 kV erzielt wurde. Die Analyse fand bei einer
Temperatur von 20 °C statt. Nach der Probeninjektion wurde die Probe im Kapillar-Einlass
gesammelt und die Elektrode wieder in die Pufferlésung getaucht. Als Kapillare wurde eine
aktivierte 50 cm lange kommerziell erhéltliche Fused Silika Kapillare mit einer Polyimidbe-
schichtung verwendet. Nach 45 cm wurde ein Sichtfenster fiir den Detektor gebrannt, um die
Analyten zu detektieren. Fiir die Auswertung der Elektropherogramme wurde die Software
Elforun der Firma Lumix genutzt. Die PEI-OS-Architekturen wurden in den Elektrolyten
(background electrolyte buffer, BGE), in diesem Fall ein PBS-Puffer mit pH-Wert 7,0 (20 mM),
hinzugegeben. Als interner Standard fiir den elektroosmotischen Fluss wurde DMSO genutzt.
Vor jeder Messung wurde dieser in einem separaten Versuch bestimmt. Durch die Vorbehand-
lung der Kapillare lagen die Hydroxid-Gruppen an den Kapillarwénden deprotoniert vor.
Als PEI-OS-Architekturen wurden die Strukturen PEI-25k-Mal A und C, sowie PEI-25k-
Mal-TIT A und C ausgewihlt. Die bei pH 7,0 positiv geladenen Kern-Schale-Architekturen
interagieren mit den negativ geladenen Kapillarwidnden iiber elektrostatische Wechselwir-
kungen und lagern sich an den Kapillarwénden ab. Sie bilden eine nicht-kovalente, dyna-
mische Modifizierung der Kapillare. Eine Ausnahme stellt das PEI-25k-Mal A dar, das bei
einem pH-Wert von 7,0 neutral bis nur schwach kationisch geladen vorliegt. Unter diesen
Bedingungen liegt diese Struktur folglich als eine pseudostationire Phase in dem BGE vor.
Eine Adsorption an den Kapillarwénden kann nicht ausgeschlossen werden. Dennoch ist die
Modifizierung aufgrund der nur geringen bis keiner Ladung &uflerst schwach. Auf diese Art
und Weise ist es moglich, Unterschiede zwischen einer kationisch, dynamischen Modifizie-
rung der Kapillarwéinde und der Addition einer pseudostationdren Phase zu untersuchen.
Als Analyten dienen wasserloslichen Vitamine sowie Adenosin-Derivate, die aufgrund ihrer
Ladung entsprechend mit dem elektroosmotischen Fluss (electroosmotic flow, EOF) bzw. mit
den Kern-Schale-Architekturen interagieren und entweder mit oder gegen den EOF wandern.
Fiir die Detektion wird eine Wellenléinge von 220 nm fiir die wasserloslichen Vitamine und

260 nm fiir die Adenosin-Derivate genutzt.

Als Vergleichsmessung werden wasserloslichen Vitamine in reinem PBS-Puffer aufgetrennt.
Das Elektropherogramm (Abbildung 70) zeigt fiinf Signale fiir sechs wasserlésliche Vitamine
bei einer angelegten Spannung von 425 kV. Die Vitamine Bg und By ergeben ein gemein-

sames Signal, das nicht weiter aufgetrennt werden kann.

Die Vitamine werden in Abhéngigkeit ihrer Ladung mit dem BGE transportiert. Das
Vitamin By wird als leicht positiv geladener Analyt zuerst detektiert (2,7 Minuten). Es zeigt
einen deutlichen tailing-Effekt. Bs, als neutraler bis leicht negativ geladener Analyt, folgt
kurz darauf bei 3,9 Minuten und kann nahezu mit dem Signal des EOFs (3,7 Minuten) detek-

tiert werden. Nach dem Signal des EOFs wird zunéchst das gemeinsame Signal von Bg und
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Abbildung 70: Elektropherogramm von hydrophilen Vitaminen in PBS-Puffer bei ange-
legter Spannung von +25 kV.

Bi2 gemessen (4,1 Minuten). Nach einiger Zeit kann bei 12,7 Minuten das stérker negativ
geladene Vitamin C detektiert werden. Zuletzt wird das ebenfalls negativ geladene Vitamin
B3 nach einer Migrationszeit von 25,1 Minuten detektiert. Bei einer inversen Spannung von
-25 kV konnen keine Signale der Vitamine innerhalb einer Messzeit von 40 Minuten gemessen
werden.

Durch die Addition des Polymers PEI-25k-Mal A konnten nicht alle Vitamine mit einer
positiven Spannung von +25 kV durch die Kapillare transportiert werden (Abbildung 71).
Die Vitamine zeigen deutlich verdnderte Migrationszeiten im Vergleich zu reinem PBS-Puffer.
Es konnen lediglich die Signale fiir By nach 4,7 Minuten, By nach 10,6 Minuten und ein
gemeinsames Signal fiir B¢/ B12 nach 11,9 Minuten detektiert werden. Die Signale fiir B; und
Bg/ Bi2 sind verbreitert und zeigen einen tailing-Effekt. Der zuvor separat bestimmte EOF
ist ebenfalls deutlich verédndert und von 3,7 Minuten in PBS hin zu 11,1 Minuten nach Poly-
merzusatz verschoben. Es konnen somit deutliche Effekte durch die Addition des Polymers
als pseudostationdre Phase bzw. als schwache Modifizierung der Kapillarwinde festgestellt
werden. Die Anderung der Migrationszeit ist fiir die Vitamine By und Bg/ Bia besonders
deutlich. Es findet eine gut messbare Erh6hung der Migrationszeiten durch eine Interaktion
mit dem PEI-25k-Mal A statt. In negativer Richtung kénnen die Signale des Vitamins Bj
und C gemessen werden, die in reinem PBS-Puffer nur bei einer positiven Spannung detek-
tiert werden kénnen. Der EOF liegt bei einer Migrationszeit von 6,5 Minuten. Das Signal
fir B3 kann nach einer Migrationszeit von 7,8 Minuten und das Signal fiir das Vitamin C
nach 11,8 Minuten detektiert werden. Sie zeigen eine deutliche Verbreiterung (tailing). Der
Einfluss auf die Migrationszeiten der Analyten ist somit nach der Addition des Polymers
deutlich.

Bei der Verwendung von PEI-25k-Mal mit der offenen Struktur C kann nur B; bei positiver
Spannung mit einer Migrationszeit von 10,0 Minuten detektiert werden (Abbildung 72
oben).

Durch die Addition des Polymers findet eine kationische, dynamische Modifizierung der
Kapillarwand statt, wodurch ein deutlicher Einfluss auf das Migrationsverhalten der Analyten
zu beobachten ist. Ohne Polymer kénnen alle Analyten mit einer positiven Spannung durch
die Kapillare transportiert werden. Nach der Addition des Polymers und somit der Modifizie-
rung der Kapillarwinde ist dies nicht mehr moglich. In positiver Richtung ergibt sich nur fiir
B ein verbreitertes Signal. Es findet somit eine noch spétere Detektion wie bei Struktur A
statt. Im Vergleich zu reinem PBS-Puffer, in dem B bei einer Migrationszeit von 2,7 Minuten
detektiert werden konnte, ist mit PEI-25k-Mal eine deutliche Interaktion feststellbar.
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Abbildung 71: Elektropherogramm der hydrophilen Vitamine mit Addition von PEI-25k-
Mal A in den Elektrolytpuffer.
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Abbildung 72: Elektropherogramm der hydrophilen Vitamine mit Addition von PEI-25k-
Mal C in den Elektrolytpuffer.

Bei einer negativen Spannung ergeben die negativ geladenen Vitamine Bz und C scharfe
Signale bei einer Migrationszeit von 3,9 bzw. 4,7 Minuten. Die Auftrennung des gemein-
samen Signals von Bg/ Bi2 gelingt auch mit diesem Polymer nicht. Ein gemeinsames Signal
kann nach 13,7 Minuten nahe des EOFs gemessen werden. Das neutrale bis schwach negativ
geladene Vitamin By weist eine sehr langsame Migrationsgeschwindigkeit auf und wird in
negativer Richtung erst nach 35,2 Minuten detektiert.

Zusammenfassend konnen deutliche Unterschiede zwischen einer Addition der Polymere
PEI-25k-Mal A und C festgestellt werden. Bei der Addition von Struktur A findet aufgrund

der nicht sehr stark ausgeprigten positiven Ladung des Polymerkerns keine Adsorption an
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der Kapillarwand statt. Das PEI-25k-Mal A fungiert als ein Additiv bzw. als pseudostationére
Phase, die mit den BGE durch die Kapillare bewegt wird. Im Fall von PEI-25k-Mal C findet
aufgrund der hohen positiven Ladung des Polymerkerns eine Adsorption an der Kapillar-
wand statt. Diese kationische, dynamische Modifizierung ergibt deutlichere Effekte auf das
Migrationsverhalten der getesteten Analyten. Im Folgenden wird daher nur diese Art der

Modifizierung verwendet.
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Abbildung 73: Elektropherogramm der hydrophilen Vitamine mit Addition von PEI-25k-
Mal-III A in den Elektrolytpuffer.

Bei der Auftrennung der wasserloslichen Vitamine kénnen mit einer positiven Spannung
und PEI-25k-Mal-IIT Struktur A als Additiv drei Signale detektiert werden (Abbildung 73).
Das positiv geladene B; wird relativ schnell durch die Kapillare transportiert und weist eine
Migrationszeit von 4,0 Minuten auf. Jedoch wird ein sehr breites Signal erhalten, mit einer
geringen Effizienz. Das Signal des Vitamins Bs kann vor dem gemeinsamen Signal von Bg/
Bj2 in positiver Richtung bei 6,5 Minuten gemessen werden. Das Signal von Bg/ B1g kann bei
einer Migrationszeit von 6,8 Minuten detektiert werden. Es fallt auf, dass die Auftrennung
ghnlich zu dem Ergebnis nach Addition von PEI-25k-Mal A ist, obwohl eine unterschied-
liche Modifizierung der Kapillaren vorliegen sollte. Im Gegensatz zu PEI-25k-Mal A weist
die Maltotriosemodifizierung PEI-25k-Mal-IIT A eine deutliche positive Kernladung auf und
sollte mit den Kapillarwéinden interagieren und eine dynamische Modifizierung bewirken. Die
Restaurationszeiten sind in beiden Fillen deutlich unterschiedlich zu denen ohne Polymer-
addition. Bei der Addition von PEI-25k-Mal-III A verringern sich die Migrationszeiten im
Vergleich zu den Zeiten, die bei PEI-25k-Mal A erhalten wurden. Dennoch wére ein gréferer
Unterschied zu erwarten gewesen.

In negativer Richtung konnen die Vitamine B3 und C detektiert werden. Sie weisen Migra-
tionszeiten von 5,6 und 7,3 Minuten auf.

Anhand der vorhergehenden Versuche kann geschlossen werden, dass die offenere Struktur
C einen grofleren Einfluss auf die Auftrennung ausiibt als die geschlossene Oligosaccharid-

Struktur. Die Grofle des Oligosaccharids scheint eine marginale Rolle zu spielen. Um diese



102 4 Ergebnisse und Diskussion

+25 kV \_BL‘

\\N“

9 10
Migrationszeit [min]

(o)

-25kV

A

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Migrationszeit [min]

Abbildung 74: Elektropherogramm der hydrophilen Vitamine mit Addition von PEI-25k-
Mal-IIT C in den Elektrolytpuffer.

Vermutung zu untersuchen, wurden Versuche mit PEI-25k-Mal-IIT C durchgefiihrt (Ab-
bildung 74). Mit dieser offenen Maltotrioseschale kénnen &hnliche Beobachtungen gemacht
werden wie bei PEI-25k-Mal C. Mit einer positiven Spannung kann erneut nur Vitamin By mit
einer Migrationszeit von 8,5 Minuten detektiert werden. Mit einer negativen Spannung wird
zunéchst das Vitamin Bs bei 4,0 Minuten gemessen. Nach 5,1 Minuten kann das Vitamin C
detektiert werden. Mit einer erh6hten Migrationszeit und einem deutlich verbreiterten Signal
kann das gemeinsame Signal von Bg/ Bio detektiert werden (20,1 Minuten). Auffillig ist, dass
in negativer Richtung das Signal fiir Bo nicht mehr innerhalb der Messzeit von 40 Minuten
detektierbar ist. Die Mobilitédt dieses Vitamins wird vermutlich durch die Interaktion mit
dem Polymer derart verlangsamt, dass eine Detektion innerhalb der Messzeit nicht moglich

ist.

Die Effizienz der Auftrennung der einzelnen Analyten kann durch die Software Elforun
berechnet werden. Da jedoch die Analyten bei unterschiedlichen Spannungen (positive bzw.
negative Richtung) detektiert wurde, kann ein Vergleich nur mit Vorsicht und unter Beriick-
sichtigung dieser Tatsache vorgenommen werden. Es werden daher die Migrationszeiten der
einzelnen Vitamine néher betrachtet (Tabelle 14). Bei einem Vergleich der einzelnen Migra-
tionszeiten fillt auf, dass durch die Addition an Polymer die Migration der Analyten verlang-
samt wird. Dies lasst auf Interaktionen schlieflen. Diese sind umso stérker, je offener die Oligo-
saccharidschale vorliegt. Es wird deutlich, dass die Addition von PEI-OS-Architekturen deut-
liche Effekte auf die Auftrennung und das Migrationsverhalten der hydrophilen Vitaminen

ausiibt. Eine weitere Optimierung der Auftrennung kann jedoch nicht erzielt werden.
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Tabelle 14: Ubersicht der Migrationszeiten [min] der einzelnen Vitamine mit und ohne Addi-
tion des jeweiligen Polymers zu der mobilen Phase (PBS-Puffer, pH 7,0). Posi-
tives Vorzeichen bedeutet eine Spannung von 425 kV und negatives Vorzeichen

-25 kV.
Migrationszeiten [min]
PEI-25k-Mal PEI-25k-Mal-IIT

Vitamin PBS A C A C

B, 27 47 100 40 8.5

B, 39 106 -352 65 -

B3 25,1 -78 -39 -56 -4,0
Bs/ Bia 41 -138 -147 68  -20,1
Vit. C 127 -11,8 47 -7.3 -5,1

4.4.3.2 CE Untersuchungen mit Adenosin-Derivaten

Neben den wasserloslichen Vitaminen wurden Adensonin-Derivate als Analyten getestet (Ab-
bildung 75).
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Abbildung 75: Ubersicht der verwendeten Adenosin-Derivate mit Adenosinmonophosphat
(AMP), Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosintriphosphat (ATP).

Mit reinem Phosphatpuffer als mobile Phase weisen die Adenosin-Derivate eine duflerst
geringe Mobilitdt auf und konnen weder mit positiver noch negativer Spannung innerhalb
der Messzeit von 40 Minuten detektiert werden.

Nach der Addition der Polymere kénnen Signale fiir die Adenosin-Derivate innerhalb kurzer
Messzeiten erhalten werden. Alle Adenosin-Derivate wurden mit den PEI-OS-Architekturen
in negativer Richtung bei 260 nm gemessen. Ein Vergleich der einzelnen PEI-OS-Architekturen
zeigt, das die Addition von PEI-OS in den Elektrolytpuffer deutliche Auswirkungen auf die
Mobilitét der Adenosin-Derivate und deren Migrationszeiten hat. Ohne Polymer weisen die
Adenosin-Derivate eine so geringe Mobilitdt auf, dass sie nicht detektiert werden koénnen.
Nach einer Addition der Kern-Schale-Architekturen kénnen die Adenosin-Derivate innerhalb
von 15 Minuten detektiert werden (Tabelle 15).

Bei einer negativ angelegten Spannung sollten die am stirksten negativ geladenen Analyten
die hochste Migration aufweisen und somit zuerst detektiert werden. Die angenommene
Reihenfolge der Migration der Adenosin-Derivate wére: ATP, ADP und schliellich AMP. Bei

den Strukturen mit einer sehr dichten Oligosaccharidschale kann dieses zu erwartende Migra-
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Tabelle 15: Ubersicht der Migrationszeiten [min] der einzelnen Adenosin-Derivate mit und
ohne Addition des jeweiligen Polymer zu der mobilen Phase (PBS-Puffer, pH
7,0). Die Detektion der Signale fand bei Spannung von -25 kV statt (negatives

Vorzeichen).
Migrationszeiten [min]
PEI-25k-Mal PEI-25k-Mal-I11
Vitamin PBS A C A C
ATP .48 - 70 =50
ADP - 62 96 T4 76
AMP - 65 44 -112 45

tionsverhalten nachgewiesen werden. Uberraschenderweise kann jedoch bei den offenen Struk-
turen C ein nahezu inverses Migrationsverhalten der Analyten festgestellt werden. Sowohl bei
PEI-25k-Mal C als auch bei PEI-25k-Mal-III C wird das weniger stark geladene Adenosin-
monophosphat (AMP) vor den Derivaten mit einer hoheren Ladung detektiert. Im Fall von
PEI-25k-Mal C ist eine Detektion des am stirksten negativ geladenen ATP sogar nicht mehr
innerhalb der Messzeit von 40 Minuten moglich. Es kénnen in diesem Fall deutliche elektrosta-
tische Interaktionen der negativ geladenen Analyten mit den positiv geladenen Polymerkernen
nachgewiesen werden. Da bei der offenen Struktur C die positive Kernladung weniger durch
die Oligosaccharidschale abgeschwiicht wird, kénnen verstéirkt elektrostatische Interaktionen
beobachtet werden. Diese sind umso stéirker, je stidrker der Analyt geladen ist. In diesem
Fall bedeutet dies, dass die Interaktion mit ATP die stérkste darstellt und somit der Analyt
derart von den PEI-OS-Architekturen mit einer offenen Oligosaccharidschale zuriickgehalten

wird, dass er ein stark verlangsamtes Migrationsverhalten aufweist.

Wie bereits bei den wasserloslichen Vitaminen ist der Einfluss der PEI-OS-Architekturen
auf das Migrationsverhalten bei den offenen Strukturen C am grofiten. Der Einfluss der
jeweiligen Oligosaccharide ist bei den durchgefiihrten Experimenten nur marginal und es
koénnen #hnliche Effekte fiir Maltose und Maltotriose gefunden werden. Der Einfluss der

Oligosaccharidschale ist jedoch deutlich sichtbar.

Die Signale der Adenosin-Derivate weisen starke Verbreiterungen auf. Eine optimierte
Auftrennung kann somit auch bei Zusatz der PEI-OS-Architekturen nur bedingt erhalten
werden. Die auftretenden Interaktionen und die daraus resultierenden Migrationszeiten zeigen
jedoch, dass die PEI-OS-Architekturen deutliche Effekte bewirken. Aufgrund der Moglichkeit
alle Adenosin-Derivate bei einer negativen Spannung zu detektieren, kénnen mit der Software
Elforun die Effizienz der Auftrennung der einzelnen Analyten berechnet werden. Somit ist
es moglich die Effizienz der Auftrennung der einzelnen PEI-OS-Architekturen untereinander

vergleichen zu kénnen (Abbildung 76).
Obwohl bereits positive Effekte durch die Addition von PEI-OS-Architekturen bei der

Auftrennung von Proteinen erzielt worden sind,[8 kann im Fall der hydrophilen Vitamine
keine Verbesserung der Trennleistung erzielt werden. Aufgrund von deutlichen Anderungen
des Migrationsverhaltens der Analyten ist ein Einfluss der PEI-OS-Architekturen jedoch sehr
gut zu beobachten. Weitere Experimente in anderen pH-Bereichen, bei denen die Analyten

stéarker dissoziiert vorliegen, konnten interessant sein.



4 Ergebnisse und Diskussion

105

= PEI|-25k-Mal A
80000| e PEI-25k-Mal C
60000

200004

Effizienz N [theoretische Béden/ m]

AMP AIZ')P
Analyt

?
ATP

Effizienz N [theoretische Béden/ m]

400000

= PEI-25k-Mal-Ill A
e PEI-25k-Mal-Ill C

200000 -| [}

8000
6000

4000 '
2000 | .
o
0 - * T
AMP ADP ATP
Analyt

Abbildung 76: Vergleich der Effizienzen der Auftrennung der Adenosin-Derivate nach Addi-
tion der PEI-OS-Architekturen in den Elektrolytpuffer (PBS-Puffer, pH

7.0).

Bei der Auftrennung von Adenosin-Derivaten ist durch die Addition der PEI-OS-Architek-

turen eine Detektion moglich, die mit reinem Puffer als Elektrolyten nicht erzielt werden

kann. Da die Signale jedoch starke Verbreiterungen aufweisen, sollten weitergehende Versuche

bei zum Beispiel unterschiedlichen Polymerkonzentrationen oder pH-Werten durchgefiihrt

werden, um bessere Auftrennungsbedingungen zu finden. Die starken Interaktionen, die deut-

lich verdnderte Migrationszeiten der Analyten verursachen, erscheinen sehr interessant und

konnten fiir weitere Optimierungen genutzt werden.
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4.5 Modifizierung von Silika-Partikeln mit PEI-OS-Architekturen

4.5.1 Synthese und Charakterisierung modifizierter Silika-Partikel

Um eine effektivere Optimierung der Trennleistung fiir die TLC, HPLC und CE zu erzielen,
sollten die polymeren Architekturen nicht nur als Additive hinzugegeben werden, sondern
in Form von modifizierten Partikeln als neuartige stationire bzw. pseudostationéire Phase
genutzt werden. Hierfiir wurden Silika-Nanopartikel ausgewéhlt, deren Synthese in der Lite-
ratur bereits gut etabliert und kostengiinstig ist.17”) Eine hiufig genutzte bottom-up Synthese
fiir Silika-Nanopartikel ist die Stéber-Methode.178) Bei dieser Methode werden Alkylsili-
kate in ammoniakhaltigen, alkoholischen Lésungen hydrolysiert. In saurem Milieu bilden sich
wéhrend der Hydrolyse kettenférmige und verzweigte Silika-Oligomere, wohingegen im alka-
lischen Bereich kugelformige Partikel gebildet werden. Die Synthese von Partikeln einheit-
licher GroBe und sphérischer Form ist somit moglich.178) Bei einer direkten Verwendung
von unmodifizierten Silika-Partikeln als pseudostationdre Phasen in der Chromatographie
konnen Schwierigkeiten aufgrund fehlender Oberflichenladungen auftreten. Weiterhin kann
es in Folge von unzureichender Suspendierung der Partikel in der mobilen Phase zu einem
Verstopfen der Séaule bzw. Kapillare kommen. Um diese Probleme zu 16sen und effektivere
stationédre bzw. pseudostationire Phasen generieren zu koénnen, kann die Oberfliche der

179, 180] Beispiele hierfiir sind Edelme-

Partikel mit diversen Additiven modifiziert werden.!
talle, Metalloxide und kohlenstoffbasierende Nanomaterialien, wie Fullerene oder Kohlenstoff-
nanorshren oder auch Polymere. Die Anbindung der Polymere an die Oberfliche der Partikel
kann zum einen durch Physisorption oder durch stérkere kovalente Bindungen erzielt werden.
Es kann zwischen einer sogenannten grafting-to Methode und einer grafting-from Methode
unterschieden werden. Bei der erst genannten wird ein bereits fertig vorliegendes Polymer auf
die Oberfliche angebunden. Bei der grafting-from Methode findet eine Polymerisation direkt
auf der Partikeloberfliche statt. Ein Problem bei der Anbindung von Polymeren auf die Parti-
keloberflache stellt die sterische Hinderung und Abstoflung der Polymere untereinander dar,
wodurch nur eine geringe Modifizierung der Oberflache auftreten kann. Um diese Probleme
zu umgehen, werden die Polymere hiufig nicht direkt an die Partikeloberfliche angebunden,
sondern iiber Abstandshalter bzw. Spacer kovalent gebunden. Zumeist werden Organosilane

mit funktionellen Gruppen genutzt, an die das Polymer angebunden werden kann.

Die bereits vorgestellten PEI-OS-Kern-Schale- Architekturen sowie die PEI-Spacer-Architek-
turen bieten aufgrund ihrer Eigenschaften diverse Vorteile fiir die Modifizierung von Parti-
keloberflichen. Aufgrund der positiven Kernladung des PEIs in Losung liegen keine neutralen
stationédren bzw. pseudostationdren Phasen vor. Elektrostatische Wechselwirkungen mit den
Analyten konnen generiert und fiir eine verbesserte Auftrennung genutzt werden. Weitere
nicht-kovalente Wechselwirkungen kénnen durch die Modifizierung mit Kern-Schale Archi-
tekturen ermoglicht und genutzt werden. Denkbar wiren nicht-kovalente Interaktionen wie
Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophil/hydrophobe-, Dispersions- oder Dipol-Dipol-Wech-
selwirkungen. Diese kénnten mafigeblich die Selektivitdt durch ein unterschiedlich starkes
Zuriickhalten der Analyten erhthen. Weiterhin sollten die modifizierten PEI-OS-Partikel
aufgrund der Zuckerfunktionalititen eine verbesserte Suspendierbarkeit als unmodifizierte

Partikel aufweisen.
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Die Synthese der funktionalisierten Nanopartikel wurde im Rahmen der Bachlor-Arbeit von
Florian Gruber aus dem Arbeitskreis Appelhans durchgefiihrt. Die Synthese von nicht porésen
Silika-Nanopartikel und deren Funktionalisierung mit (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan
(GPS) wurden umfangreich und vollsténdig charakterisiert. Die erfolgreiche Synthese von
monomodalen Silika-Partikeln und deren Funktionalisierung mit GPS konnte von Florian
Gruber nachgewiesen werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen konnten weitere Funktio-
nalisierungen mit Kern-Schale-Architekturen durchgefiihrt werden. Die weitere Optimierung
der Synthesen wurde im Zuge dieser Dissertation durchgefithrt und die Charakterisierung
vervollsténdigt.

Die finale Funktionalisierung der Nanopartikel mit Kern-Schale-Architekturen wurde mit
Hilfe von dynamischer Lichtstreuung (DLS), Rasterelektronenmikroskopie (REM), Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM) sowie gekoppelt mit energiedispersiver Rontgenspek-
troskopie (TEM-EDX), Rasterkraftmikroskopie (AFM), diffuser Reflexions-Fouriertransfor-
mationsinfrarotspektroskopie (DRIFTS), Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS), ther-
mogravimetrischer Analyse (TGA) und Massenspektrometrie-Pyrolyse-Gaschromatographie
(Pyrolyse-GC-MS) untersucht und deren Erfolg bestétigt.

Aufgrund von abweichenden Syntheseparametern (Temperatur und geringfiigige Ungenau-
igkeit bei der Zugabe der Reaktanden), sind die Radien verschiedener Chargen bei der
Synthese der unmodifizierten Silika-Partikel nicht einheitlich. Eine einheitliche Gréflenver-
teilung ist fiir eine Anwendung der Partikel in chromatographischen Apparaturen jedoch
essentiell. Ohne eine einheitliche Grofie der Partikel kommt es zu Peak-Verbreiterungen und
somit zu einer Verschlechterung der Auflésung.['8!) Auch wenn unterschiedliche Chargen der
unmodifizierten Silika-Partikel verschiedene Gréflen aufweisen, konnte innerhalb einer Charge
eine einheitliche Grofle festgestellt werden. Partikel einer Charge erfiillen somit die Voraus-

setzung einer monomodalen Verteilung.

4.5.1.1 Synthese und Charakterisierung von PEI-Spacer-modifizierten Partikeln

Da héufig eine Umkehrphasen-Modifizierung mit unpolaren Seitenketten in kommerziell er-
héltlichen Chromatographie-Saulen vorliegt, wurden zunéchst Nanopartikel mit PEI-Spacer-
Architekturen modifiziert und charakterisiert. Die PEI-Spacer-Architekturen wurden mittels
einer grafting-to-Modifizierung auf die Partikeloberfliche aufgebracht. Ein schematischer Ab-
lauf der Modifizierung ist in Abbildung 77 gezeigt.

Die Silika-Partikel (I.) werden mittels GPS mit einer Epoxid-Gruppe funktionalisiert (II.).
Die gut zugéngliche Amino-Funktionalitat der Spacer, die aus der Maltoseschale herausragt,
reagiert mit der Epoxid-Gruppe unter Ring6ffnung. Somit kann eine kovalente Anbindung der
PEI-Spacer-Architekturen (PEI-5k-(C11-NHs)-Mal und PEI-25k-(C11-NHy)-Mal ) an Silika-
Partikel mit Hilfe des GPS erhalten werden (III.).

Diese Partikel wurden umfangreich charakterisiert. Mit Hilfe von DLS-Messungen konnte
im Mittel eine Grofle von 450 nm fiir die PEI-Spacer-modifizierten Partikel festgestellt werden.
Die Durchmesser der Partikel konnen ebenfalls anhand von TEM- bzw. REM-Aufnahmen
vermessen werden. Hierbei ergeben sich wesentlich kleinere Radien als im Vergleich zu den

hydrodynamischen Radien, die bei der DLS in Anwesenheit einer Solvathiille gemessen wurden.
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Abbildung 77: Ubersicht der Modifizierung der Partikeloberfliche mit
PEI-Spacer-Architekturen. Die SiO9-NP wurden mit (3-
Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan  (GPS) modifiziert. Die Epoxid-
funktionalisierten Nanopartikel wurden mit den PEI-Spacer-Architekturen
mit einer mittleren Schalendichte und verschiedenen Kerngréfien funktio-
nalisiert.

Die Modifizierung der Partikeloberfliche der SiO2-NP kann mit Rasterelektronenmikrosko-
pie-Untersuchungen verdeutlicht werden. In Abbildung 78 sind die unmodifizierten Silika-
Partikel (SiO2-NP) zu sehen. Sie weisen eine homogene, glatte Oberfliche ohne Poren auf.

Weiterhin wird eine einheitliche GroBenverteilung ebenfalls deutlich.

Abbildung 78: REM-Aufnahmen der unmodifizierten Silika-Partikel (SiO2-NP, I.).

Abbildung 79 (a) zeigt die silanisierten Silika-Nanopartikel mit der Epoxid-Funktionalitét
(Si-GPS (I1.)). Im Vergleich zu den unmodifizierten Partikeln nimmt die Oberflichenrauigkeit
zu (Abbildung 79 (b)). Die Modifizierung mit der PEI-25k-Spacer-Architekturen zeigt eine

deutliche Anderung der Partikeloberfliche, sowohl in Bezug auf deren Rauigkeit als auch
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Abbildung 79: REM-Aufnahmen der GPS-modifizierten Silika-Partikel (a) und der
mit PEI-25k-Spacer funktionalisierten Partikel (b) mit einer deutlichen
Anderung der Oberfliche.

Struktur (Vergleich Abbildung 78 mit Abbildung 79 (b)). REM-Untersuchungen der
PEI-5k-Spacer (REM-Aufnahme siehe Anhang Abbildung 106) zeigen eine Aggregatbildung
der modifizierten Partikel. Derart zusammen gelagerte Partikel wéren fiir eine Anwendung als
chromatographische Phase ungeeignet. Der Hauptfokus wurde daher auf die PEI-25k-Spacer
modifizierten Silika-Partikel gelegt, bei denen isolierte Partikel beobachtet werden konnten.

Gleiche Beobachtungen in Bezug auf die PEI-Spacer-modifizierten Partikel kénnen auch
bei TEM-Untersuchungen gemacht werden (Abbildung 80). Auch mit dieser Methode wird
eine Anderung der Oberflichenstruktur, insbesondere fiir die Modifizierung mit den PEI-25k-
Spacer-Architekturen deutlich.

DRIFTS-Untersuchungen bestéitigen ebenso eine erfolgreiche Modifizierung der Nanopar-
tikel mit PEI-25k-Spacer-Architekturen. Eine Anbindung von PEI-25k-Spacer-Architekturen
auf die Partikeloberfliche kann zusétzlich durch XPS-Untersuchungen unterstiitzt werden
(Abbildung 81 (a)-(d)). Untersuchungen der GPS-funktionalisierten Partikel ((a) und (b))
und der Partikel mit angebundenen PEI-Spacer-Architekturen ((c) und (d)) zeigen einen
deutlichen Anstieg der Intensitdt der Stickstoff- und Kohlenstoffpeaks bei den PEI-Spacer-
modifizierten Partikeln.

Der Kohlenstoffpeak kann in fiinf verschiedene Komponentenpeaks (A-E) unterteilt werden.
Der grofite Komponentenpeak A kann gesittigten Kohlenwasserstoffen (C,H,) zugeordnet
werden. Der Komponentenpeak B zeigt bei den PEI-25k-Spacer-funktionalisierten Partikeln
eine hohe Intensitdt und wird von vorzugsweise a-stdndigen Kohlenstoffatomen von stark

elektronegativen funktionellen Gruppen verursacht (Bsp.: C-C[O]O-R, C-N, usw.). Im Fall
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Abbildung 80: Vergleich der TEM Aufnahmen von unmodifizierten Silika-Partikeln (links)
und mit PEI-25k-Spacer-Architekturen modifizierten Partikeln mit deutli-
cher Anderung der Oberfliche.

———200 nir

der GPS-funktionalisierten Partikel ist dieser Peak durch Verunreinigungen wéhrend der
Synthese zu erkliaren. Der Komponentenpeak C wird von Kohlenstoffatomen in Alkohol- (C—
OH) oder Ethergruppen (C-O-C) sowie alkoholseitigen Kohlenstoffatomen von Carbonséure-
estergruppen (O=C-0O-C) hervorgerufen. Bei den funktionalisierten Partikeln kann eine ge-
ringfiigige Steigerung der Intensitéit des Komponentenpeaks C festgestellt werden. Dieser wird
von den C-O-Bindungen der Maltose verursacht. Der Komponentenpeak D ist fiir die GPS-
funktionalisierten Partikel von besonderem Interesse, da er durch die Epoxidfunktionalitét
verursacht wird. Der Komponentenpeak D’ bei den PEI-Spacer-funktionalisierten Partikeln
zeigt im Vergleich zum Komponentenpeak D verringerte Bindungsenergien. Dieser Peak
kann zum Teil den Kohlenstoffen der Halbacetalgruppen (O—-C-0O) der Maltose zugeordnet
werden. Aufgrund der hohen Intensitdt haben jedoch auch Kohlenstoffatome von Verunrei-
nigungen einen Anteil an diesem Peak. Der Komponentenpeak E wird von Kohlenstoffen in
Carbonsduren bzw. Carbonséureestern hervorgerufen. Dieser Peak kénnte durch eine Oxida-
tion des GPS und einer Alterung der PEI-OS-Architekturen zu erklidren sein. Da der Peak
bereits bei den unmodifizierten Partikeln auftaucht, ist er vermutlich auf Verunreinigungen
wéahrend der Synthese bzw. Aufreinigung zuriickzufiihren.

Im Vergleich zu dem XPS-Spektrum der GPS-modifizierten Partikel lidsst sich nach der
Reaktion mit der PEI-25k-Spacer Architektur eine deutliche Erhchung der Intensitdt der
Stickstoffpeaks N 1s erkennen (Abbildung 81 (d)). Dieser muss aufgrund von Tailing auf der
hoher-energetischen Seite in drei separate Komponentenpeaks zerlegt werden. Die Komponen-
tenpeaks K und K’ zeigen C-N Bindungen des PEI-Kerns. Das Protonierungsgleichgewicht
der Aminogruppen des PEIs (C-NRy + H30 = C-NH'Ry) verursacht den Komponenten-
peak L und steht somit fiir die protonierte Spezies C-NHTRs.

Mit Hilfe dieser Charakterisierungsmethoden kann eine Anbindung der PEI-25k-Spacer-
Architekturen an die Partikeloberfliche bestétigt werden.
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Abbildung 81: Vergleich der XPS-Spektren der GPS- ((a) und (b)) und der PEI-25k-
Spacer-funktionalisierten Partikeln ((c¢) und (d)). Die Intensitéit der Kompo-
nentenpeaks B und C nimmt aufgrund von C-N Bindungen des PEI-Kerns
und C-0O Bindungen in der Maltose deutlich zu. In dem Stickstoffspektrum
N 1s (d) kann eine deutliche Zunahme der Intensitét des Stickstoffpeaks
nach Modifizierung mit PEI-25k-Spacer festgestellt werden.
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4.5.1.2 Modifizierung der Partikeloberfliche mit PEI-OS-Architekturen

Neben der Anbindung der PEI-Spacer-Architekturen wurden verschiedene PEI-OS-Architek-
turen fiir eine Modifizierung der Partikeloberfliche ausgewihlt (Abbildung 82). Eine Anbin-
dung von PEI-OS-Architekturen findet iiber eine weitere Funktionalisierung der Nanopar-
tikel mit einem Borons#dure-Derivat statt (IV.). Die Nanopartikel werden hierfiir mit 3-
Aminophenylboronsiure im alkalischen Milieu funktionalisiert, wobei die Aminogruppe des
Boronsédure-Derivats (3-Aminophenylboronsiure, APBS) mit der Epoxidgruppe reagiert. Mit
Hilfe der Reaktion der Hydroxy-Funktionalitdten der Oligosaccharide zu Boronsdureestern
konnen die PEI-OS-Architekturen an die Nanopartikel angebunden werden (V.). Fiir die
Modifizierung wurden insgesamt 6 verschiedene PEI-OS-Strukturen verwendet, die sich in
der Grofle des Polymerkerns (PEI-5k und PEI-25k), sowie in der Dichte der Maltoseschale

(Struktur A, B und C mit dichter, moderater und offener Zuckerschale) unterscheiden.
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Abbildung 82: Ubersicht der Funktionalisierung der Partikeloberfliche mit PEI-
OS-Architekturen. Die silanisierten Nanopartikel wurden mit 3-
Aminophenylboronsédure (APBS) umgesetzt (IV.) und anschlieend
mit PEIOS Architekturen funktionalisiert (V.).

Die mit PEI-OS-Architekturen funktionalisierten Partikel wurden mit Hilfe von DRIFTS-,
SEM-, TEM-, TEM-EDX, AFM-, XPS- und TGA-Untersuchungen charakterisiert.

Durch die weitere Modifizierung der GPS-funktionalisierten Partikel (II.) (Abbildung 83
(a)) mit einem Boronsdure-Derivat (IV.) (Abbildung 83 (b)) und anschlieflend mit den
Polymeren (V.) kann eine Anderung der Oberflichenrauigkeit anhand von REM-Aufnahmen
festgestellt werden. Durch die Anbindung von PEI-OS-Architekturen (in diesem Fall PEI-5k-
Mal B) ist eine erneute Zunahme der Oberflichenrauigkeit in Abbildung 83 (c) zu sehen.

Ebenso kann eine verdnderte Oberflachenstruktur erkannt werden.



4 Ergebnisse und Diskussion 113

Abbildung 83: Ubersicht von REM-Aufnahmen der GPS-funktionalisierten (a), APBS-
funktionalisierten (b) und der mit PEI-5k-Mal B modifizierten Partikel (c).

Untersuchungen mittels TEM zeigen, dass die Modifizierung mit PEI-OS-Architekturen
eine deutliche Anderung der Oberfliche bewirkt. Die zunichst glatte und einheitliche Ober-
fliche der reinen Silika-Partikel in Abbildung 84 (oberste Reihe) wirkt nach der Polymer-
modifizierung (2. und 3. Reihe) rauer. Weitere Unterschiede zwischen den einzelnen funk-
tionalisierten Partikeln mit einem Unterschied aufgrund der verschiedenen Kerngréfien und
Schalendichten sind nicht zu erkennen.

Dennoch kénnen bei den TEM-Untersuchungen auch Partikel ohne Polymer auf der Ober-
fldche festgestellt werden. Eine vollstéandige Modifizierung kann somit nicht bestétigt werden.

Bei TEM-Untersuchungen gekoppelt mit energiedispersiver Rontgenspektroskopie (energy
dispersive X-ray spectroscopy, EDX), werden Atome in einer Probe durch Elektronenstrahl-
bombardement angeregt. Diese angeregten Atome senden Rontgenstrahlen aus, die fiir das

jeweilige Atom charakteristisch sind. Mit Hilfe dieser Untersuchung kann die Oberfliche der
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Abbildung 84: Ubersicht der TEM-Aufnahmen von (a) unmodifizierten Partikeln und (b)
bis (g) mit PEI-OS-modifizierte Partikel ((b) PEI-5k-Mal A, (c¢) PEI-5k-Mal
B, (d) PEL-5k-Mal C, (¢) PEL-25k-Mal A, (f) PEL-25k-Mal B, (g) PEL-25k-
Mal C).

modifizierten Partikel auf Kohlenstoff hin untersucht werden und ein Vergleich zwischen
den reinen Silika-Partikeln (Abbildung 85 links) und der modifizierten Oberfliche (Ab-
bildung 85 rechts) gezogen werden.

Abbildung 85: Vergleich von TEM-EDX-Aufnahmen von un- (links) und modifizierten
Partikeln (rechts), bei denen die Kohlenstoffdichte insbesondere an den
Réndern hoher ist.
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Aufgrund von Verunreinigungen wéhrend der Synthese kann Kohlenstoff auch auf den
unmodifizierten Silika-Partikeln nachgewiesen werden. Ein Vergleich der beiden EDX-Auf-
nahmen zeigt bei den modifizierten Partikeln am Rand eine hohere Kohlenstoffdichte. Diese
EDX-Untersuchungen mit Bestimmungen der Kohlenstoffdichte auf der Partikeloberfliche
belegen die erfolgreiche Modifizierung der Partikel mit PEI-OS-Architekturen.

Ergéinzend wurden ebenfalls AFM-Aufnahmen der Partikel angefertigt (Abbildung 86).

Abbildung 86: AFM-Aufnahmen der unmodifizierten Partikel (oberste Reihe), mit GPS-
funktionalisierte Partikel (mittlere Reihe) und mit PEI-5k-Mal A modifi-
zierte Partikel (unterste Reihe). Die 3D-Abbildungen setzen sich aus einer
Hohenmessung und dem Phasenkontrast zusammen.

Eine Anderung der Oberflichenstruktur und eine Zunahme der Oberflichenrauigkeit kann
deutlich erkannt werden. Im Hohenprofil (Abbildung 86 rechts) wird deutlich, wie sich
die Oberflichenrauigkeit aufgrund der Modifizierung mit PEI-Mal deutlich veréndert. Die
unfunktionalisierten Silika-Partikel besitzen einen R,-Wert von 0,39 nm. Fiir die GPS-funk-
tionalisierten Partikel erhoht sich die Oberflichenrauigkeit auf R, = 0,41 nm. Eine deut-
liche Zunahme der Rauigkeit kann schliellich durch die Modifizierung mit dem Kern-Schale

Polymer erhalten werden, bei denen der R,-Wert auf 0,60 nm ansteigt.

Berechnungen aufgrund von XPS-Untersuchungen (Abbildung 87) zeigen, dass keine voll-

standige Reaktion aller Epoxidgruppen mit dem Boronsdure-Derivat abgelaufen ist. Als Folge
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kann nach der Kopplung des APBS ein intensiver Komponentenpeak D im C 1s Spektrum
beobachtet werden (Abbildung 87 (a)). Nur etwa jede vierte Epoxidgruppe wurde mit einer
Boronséure modifiziert. Dennoch kann aufgrund der Intensitdtszunahme des Stickstoffpeaks
im N 1s und Anderungen im B 1s Spektrum, die zum Teil erfolgreiche Modifizierung mit der
Boronsédure-Funktionalitdt nachgewiesen werden. Die Komponentenpeak-Zuordnung erfolgt

analog wie fiir die PEI-Spacer-Architekturen.
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Abbildung 87: Vergleich der XPS-Spektren der APBS- (obere Reihe) und der PEI-OS-
(PEI-25k-Mal A, untere Reihe) funktionalisierten Partikel. Die Intensitét
der Komponentenpeaks B und C nimmt zu. In den Stickstoffspektren N 1s
(b) kann eine deutliche Zunahme der Intensitét von Stickstoff nach Modifi-
zierung mit PEI-OS festgestellt werden.

Eine deutliche Zunahme der Intensititen der Kohlenstoff-Komponentenpeaks B und C ist
in dem C 1s Spektrum der PEI-OS-modifizierten Partikeln zu erkennen (Abbildung 87
(c)). Diese Intensitdtszunahme wird durch die Einbringung von erheblichen Anteilen an
C-N Bindungen durch den PEI-Kern (Komponentenpeak B) und C-O Bindungen durch
die Maltose (Komponentenpeak C) verursacht. Die Zuordnung der Komponentenpeaks D’
(Halbacetalgruppen (O-C-O) der Maltose) und E (Kohlenstoffen in Carbonsduren bzw.
Carbonséureestern) ist analog wie bei den PEI-25k-Spacer-funktionalisierten Partikeln.

Wie bereits bei den Partikeln mit PEI-Spacer-Modifizierung ist auch bei den PEI-OS-

funktionalisierten Partikeln ein deutlicher Anstieg der Intensitét der Stickstoff-Komponenten-



4 Ergebnisse und Diskussion 117

peaks zu erkennen (Abbildung 87 (d)). Die Zuordnung erfolgt analog der Auswertung
bei den PEI-Spacer-modifizierten Partikeln. Die Untersuchung des Borpeaks zeigt zum einen
eine Intensitétsabnahme und zum anderen eine Verschiebung der Bindungsenergie zu héheren
Energien. Dies wird durch die chemische Veréinderung der Boronsdure hin zu Boronséureester

verursacht.

Thermogravimetrische Analysen der Partikel ohne und mit PEI-OS-Architekturen zeigen
im Vergleich zu den nur mit dem Boronsdure-Derivat funktionalisierten Partikeln einen
zusétzlichen Masseverlust (Abbildung 88 fiir PEI-5k-Mal A-C; Abbildung 108 fiir PEI-
25k-Mal A-C) in einem Bereich zwischen 200 und 400 °C. Dieser liegt in einem Temperatur-
bereich, in dem die Zersetzung der reinen PEI-OS-Architekturen stattfindet. Die Anbindung
kann somit auch mit dieser Methode bestéitigt werden. Anhand der TGA-Untersuchungen
kann die angebundene Stoffmenge der PEI-OS-Architekturen auf der Partikeloberfliche be-
rechnet werden. Es kann festgestellt werden, dass die modifizierte Partikeloberfliche eine
Stoffmenge von 0,3 pmol/ g von PEI-5k-Mal A, 0,8 pumol/ g von PEI-5k-Mal B und 0,9
pmol/ g von PEI-5k-Mal C aufweist. Die Anbindung mit der offenen Struktur C ist somit

effizienter als die mit der sterisch sehr anspruchsvollen dichten Struktur A.
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Abbildung 88: Auswertung der TGA-Untersuchung der un- und modifizierten Partikel.
Im Fall der PEI-OS-modifizierten Partikel (PEI-5k-Mal A-C) kann ein
zusétzlicher Massenverlust zwischen 230 - 450 °C gemessen werden. Der
absolute Masseverlust ist bei den PEI-OS-modifizierten Partikeln deutlich
hoher, wie anhand der Masseabnahme [%] gesehen werden kann.

Zusammenfassend kann anhand der vielfédltigen Charakterisierungsuntersuchungen eine
erfolgreiche Modifizierung der Partikeloberfliche mit Kern-Schale-Architekturen nachgewiesen

werden.
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4.5.2 Untersuchungen zum Interaktionsverhalten von modifizierten
Silika-Partikeln

Vor einer moglichen Verwendung der modifizierten PEI-OS-Partikel unter chromatographi-
schen Aspekten wurde das Interaktionsverhalten der modifizierten Partikel untersucht. Ultra-
filtrationsexperimente wurden mit den Beispielvitaminen B3 und Bg direkt nach Zusam-
mengabe der Partikelsuspension mit der Vitaminlosung durchgefiihrt. Fiir die Experimente
wurden Partikel-Suspensionen mit einer Konzentration von 1 mg/mL verwendet. Eine genaue
Berechnung des molaren Verhéltnisses von PEI-OS zu eingesetzten Vitamin ist bei den modi-
fizierten Partikeln nicht moglich, da nicht genau bestimmt werden, kann wie viel und in
welchem Umfang PEI-OS auf der Oberflache der Partikel gebunden ist. Fiir die Experimente
wurden 25 mL der Partikel-Suspension mit 75 mL Vitamin-Stammltsung vermischt. Diese
Suspension wurde direkt im Anschluss ultrafiltriert. Die Ergebnisse der Aufnahmeeffizienz

der einzelnen Partikel mit PEI-OS-Modifizierung ist in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tabelle 16: Ubersicht der Ultrafiltrationsergebnisse der modifizierten Partikel mit den
Vitaminen Bz und Bg. Angegeben ist die Aufnahmeeffizienz in [ %)].

Aufnahmeeffizienz [%)]

B; Bg
NP-PEL-5k-Mal A 25,6 5,7
NP-PEL-25k-Mal A 19,7 2,0

Obwohl diese Methode in Bezug auf die Partikel mit einem hohen Fehler behaftet ist,
kann festgestellt werden, dass die Wechselwirkungen mit den negativ geladenen Bs stérker
sind als die Interaktionen zu Bg. Weiterhin kann aufgrund der auftretenden Wechselwir-
kungen mit B3 geschlossen werden, dass eine Modifizierung erfolgreich war. Anderenfalls
wiirde es zu Repulsion zwischen der negativ geladenen Partikeloberfliche und dem negativ
geladenen Niacin kommen. Aufgrund der deutlich abgeschwichten Aufnahme im Vergleich zu
reinem PEI-Mal A mit Bs (Vergleichswert 56 % (5 kDa) und 62 % (25 kDa)) kann vermutet
werden, dass ein erheblicher Anteil der vorliegenden Kernladung durch die Oberflichenladung
der Partikel kompensiert ist. Auf der anderen Seite kann diese niedrige Aufnahme auch auf
eine unvollstindige Modifizierung der Partikeloberfliche hindeuten. Diese kann aufgrund von
TEM-Untersuchungen belegt werden, bei denen auch nicht bzw. kaum modifizierte Partikel
gefunden werden konnten. Im Vergleich zu Niacin wechselwirkt das zwitterionische Pyridoxin
nur in einem sehr geringen Ausmafl mit den Partikeln. Dies kann durch die generell schwachen
Wechselwirkungen des Pyridoxins mit den PEI-OS-Architekturen erkléirt werden. Obwohl die
Suspensionen wahrend der Ultrafiltration permanent gerithrt wurden, kénnte sich ein Filter-
kuchen bilden. Dariiber hinaus kénnen die Partikel die Membranporen verstopfen und so eine
effektive Separation behindern. Aufgrund dieser Nachteile der Ultrafiltration wurden keine
weiteren Experimente mit dieser Methode durchgefiihrt.

Stattdessen wurden Batchversuche mit den Partikeln durchgefiihrt, die mittels Zentrifuge
und anschlieender Filtration abgetrennt wurden. Das Filtrat ohne modifizierte Partikel
konnte UV /Vis-spektroskopisch untersucht werden und die Konzentration mit Hilfe von
Kalibrierungsgeraden berechnet werden. Somit war eine Riickrechnung auf die Konzentra-

tion des interagierenden Anteils moglich und eine Aufnahme konnte ermittelt werden. Fiir
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die Experimente wurden 5 mg/mL der Partikel in Millipore-Wasser gelost. Zu 6 mL der
Vitamin-Stammlésung wurde 1 mL der Partikelsuspension gegeben. Diese Suspension wurde
direkt nach Zusammengabe, nach 3 und 20 Stunden abgetrennt und das Filtrat UV /Vis-
spektroskopisch untersucht.

Anhand der Aufnahmen [%] kann gesehen werden, dass eine Wechselwirkung aller Analyten
mit den mit PEI-OS-modifizierten Partikeln zeitlich nicht stabil ist (Abbildung 89).
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Abbildung 89: Ubersicht der Aufnahmeeffizienz der modifizierten Partikel gegeniiber
wasserloslichen Vitaminen. Zeitabhéngige Untersuchungen zeigen instabile
Wechselwirkungen, die nur fiir kurze Zeit stabil sind.

Direkt nach Zusammengabe der Partikelsuspension und der Vitaminlosung liegt fiir alle
Analyten eine hohe Aufnahme der Vitamine bzw. des Estradiol-Derivates vor. Nach 3 bzw.

20 Stunden ist bei den meisten Analyten keinerlei Aufnahme mehr erkennbar. Als mogliche
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stationire Phase wiirde sich dieses Verhalten positiv auswirken. Die Analyten wechselwirken
zunédchst sehr gut mit den modifizierten Partikeln und eine effektive Auftrennung resul-
tiert. Im Anschluss kann bereits nach kurzer Zeit keine bzw. nur geringe Wechselwirkung
der Analyten mit der stationéiren Phase festgestellt werden, wodurch diese auch nicht durch
nicht eluierte Analyten verstopfen kann. Eine sehr effektive und schnelle Regenerierung der
stationdren Phase mit gereinigtem Wasser wére somit sehr gut denkbar. Falls dieser Wasch-
prozess nicht ausreichen sollte, kann mit Puffer gespiilt werden, wodurch noch nicht eluierte
Analyten ausgelost und die Séule wieder regeneriert werden sollte. Weiterhin ist ein Einfluss
der Maltoseschalendichte deutlich. Bei negativ geladenen Analyten, wie Niacin, Cyanocob-
alamin und dem Estradiol-Derivat (Estradiol Glucuronid), ist ein Abfall der Aufnahmeef-
fizienz von Struktur A zu Struktur C zu erkennen. Aufgrund der geringeren Abschirmung
der Kernladung durch eine offenere Maltoseschale wie bei Struktur C, sollte theoretisch eine
hohere Aufnahmeeffizienz bei Struktur C gefunden werden. Dieser Trend ist unerwartet.
Aufgrund der Abschirmung und der geringeren Ladung der PEI-OS Struktur A kann eine
schwiichere Wechselwirkung vermutet werden. Ahnlich wie bei den Ultrafiltrationsergeb-
nissen sollten die negativ geladenen Analyten besser mit der offenen deutlich kationisch gela-
denen Struktur C interagieren. Der jedoch beobachtete Trend und die Ergebnisse der TGA-
Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass die Anbindung an die Partikeloberfliche
mit Struktur A wesentlich besser ablduft, als mit Struktur C. Bei Struktur C sind somit
weniger PEI-OS-Molekiile auf der Partikeloberfliche angebunden. Es kommt zu deutlich
weniger Interaktionen und somit geringeren Aufnahmeraten. Weiterhin kénnen aufgrund der
unvollstindigen Modifizierung der Partikeloberfliche Repulsionskrifte zwischen den Partikeln
und den Analyten auftreten. Im Fall des leicht positiv geladenen Thiamins ist eine umge-
kehrte Aufnahmeeffizienz zu erkennen. Bei Struktur A, mit einer sehr dichten Zuckerschale,
wird weit weniger Thiamin aufgenommen als mit der offeneren Zuckerschale von Struktur
C. Dieses Verhalten kann aufgrund der positiven Ladung des Thiamin und elektrostatischer
Interaktion mit der negativ geladenen Partikeloberfliche erkléirt werden. Dariiber hinaus ist
die Aufnahmeeffizienz fiir Thiamin nach 3 und 20 Stunden weiterhin in einem moderaten
Verhéltnis stabil. Fiir Riboflavin wird nach der Vermischung der NP-PEI-OS-Suspension mit
der Vitaminlosung eine moderate Aufnahmekapazitéit gefunden. Diese Aufnahmekapazitét
ist jedoch fiir alle Schalendichten relativ gleich und nimmt nur im Fall von Struktur C
geringfiigig ab. Da Riboflavin nicht geladen vorliegt und dariiber hinaus einen héheren steri-
schen Anspruch hat, kann eine Wechselwirkung mit dem PEI-OS auf der Partikeloberfliche
gehemmt sein. Der Abfall bei Struktur C kann auch in diesem Fall mit der geringen Modifi-
zierung der Partikel und der auftretenden Repulsion erklart werden. Fiir das Vitamin Pyri-
doxin, das in wéssrigen LOsungen zumeist in einer zwitterionischen Form vorliegt, kann fiir
Struktur A und C eine hohe Aufnahme bzw. eine starke Wechselwirkung detektiert werden.
Es kann vermutet werden, dass im Fall von Struktur A eine gute Wechselwirkung mit dem
auf der Partikeloberfliche angebundenen PEI-OS stattfindet, wohingegen bei Struktur C der
Einfluss der Partikeloberfliche selbst entscheidend ist. Da sich dieser Trend jedoch nicht bei
den Folgemessungen bei 3 und 20 Stunden wiederholt, wird davon ausgegangen, dass die hohe

Aufnahme bei Struktur C vernachléssigt werden kann.



4 Ergebnisse und Diskussion 121

4.5.3 Einsatz von modifizierten Silika-Partikeln in der TLC

Angesichts der interessanten und vielversprechenden Ergebnisse der Voruntersuchungen der
Wechselwirkungen der modifizierten Partikel mit wasserloslichen Analyten, wurden die modi-
fizierten Partikel als neuartige stationdre Phase in der Diinnschicht-Chromatographie getestet.
Hierfiir wurde eine konzentrierte Suspension der modifizierten Partikel hergestellt und auf
Glasobjekttréger aufgebracht. Diese Vorgehensweise wurde bereits von Stahl et al. etabliert14
und wird auch in dem Ubersichtsartikel von Gocan et al. kurz erliutert.'®2 Die Herstellung
von TLC-Platten ist jedoch nicht trivial. Aufgrund von Inhomogenitit kann es zu starken
Schwankungen innerhalb der Schicht und somit zu grofien Fehlern kommen. Die Herstel-
lung von TLC-Platten ist aufgrund dieser und diverser anderer Probleme nicht ohne spezi-
elle Vorkenntnisse und Apparaturen mdoglich. Bei der Herstellung von diinnen Schichten der
modifizierten Nanopartikel auf einen Glastriger, wurde ein Abstandshalter verwendet, um
eine homogene Schichthche zu erhalten. Nach Verdampfen des Losungsmittels wurde eine
TLC-Platte erhalten, deren Schichtdicke oberhalb der herkémmlichen Schichtdicken einer
TLC-Platte lagen. Das Aufbringen einer Probe auf dieser selbst hergestellten Platte gestal-
tete sich als &uflerst schwierig, da die Schicht sehr weich war. Da die Probenauftragung fiir den
Erfolg der Auftrennung essentiell ist und diese nur unzureichend bewéltigt werden konnte,
konnen die Nanopartikel nicht auf diese Art und Weise untersucht werden. Weiterhin ergab
sich ein Problem mit der Stabilitéit der stationdren Phase und es fand bei der Entwicklung der
Platten mit dem Laufmittel (Millipore-Wasser) ein teilweises Ablosen der stationdren Phase
von dem Tragermaterial statt.

Aufgrund dieser Probleme wurden im Folgenden kommerziell erhéltliche TLC-Platten
genutzt und mit einer Partikel-PEI-OS-Loésung mehrmals bespriiht und die stationére Phase
somit modifiziert. Die Modifizierung der Platten fand analog zu der Modifizierung mit den
PEI-OS-Architekturen wie in Kapitel 4.4.1 statt. Als Analyten wurden wasserlosliche Vita-
mine genutzt und die Effizienz der Auftrennung an diesen Beispiel-Analyten getestet. Die
Konzentrationen der Stammldsungen der Analyten entsprechen den Konzentrationen, die
bereits zuvor verwendet wurden. Als mobile Phase wurde Millipore-Wasser genutzt. Um ein
Gleichgewicht zwischen Ablosung und wieder Abscheidung herzustellen, wurde in die mobile
Phase ebenfalls ein geringer Anteil an Nanopartikel hinzugefiigt. Bei den Experimenten der
modifizierten Partikel mit PEI-5k und Maltoseschale, konnte im Vergleich zu einer unmodifi-
zierten TLC-Platte teilweise nur ein geringer Einfluss durch die Partikel festgestellt werden.
Die Ergebnisse dieser Experimente sind in der Tabelle 17 zusammengefasst.

Fiir die Vitamin By, Bs und Bg, die mit den PEI-OS nur iiber schwache Wechselwir-
kungen interagieren, kommt es zu kaum einer Anderung der Ry-Werte bzw. bei der Tren-
neffizienz/ Trennleistung N. Fiir das phosphorylierte Riboflavin, das in Lsung eine negative
Ladung trigt, kann mit den modifizierten Platten eine wesentlich bessere Trenneffizienz erzielt
werden. Dabei verringert sich der R y-Wert fiir Struktur A und B nur minimal, fiir Struktur
C jedoch deutlich. Dies bedeutet, dass die Wechselwirkungen mit der mobilen Phase von
Struktur A zu C schwicher werden und dass das phosphorylierte Riboflavin von Struktur
C am stédrksten zuriickgehalten wird. Fiir andere negativ geladene Analyten, wie Vitamin
B; und C, kommt es zu keiner signifikanten Anderung des Laufverhaltens. Dieses Verhalten

iiberrascht, da zum einen diese Vitamine starke elektrostatische Wechselwirkungen mit den
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Tabelle 17: Ubersicht der Ry-Werte und Trenneffizienz N der wasserloslichen Vitamine bei

unmodifizierten und mit NP-PEI-5k-OS modifizierten TLC-Platten.

B Bo B.-P B3
Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,02 33 0,35 79 0,89 170 0,84 2853
modifiziert =+ 0,01 + 19 + 0,00 +1 + 0,09 + 65 + 0,03 + 619
PEI-5k- 0,03 27 0,33 80 0,84 1589 0,88 2226
Mal A + 0,01 3= 2 +001 +£15 0,00 +362 40,01 + 66
PEI-5k- 0,02 28 0,35 83 0,82 2342 0,92 2382
Mal B + 0,01 +9 + 0,01 +0 + 0,00 4+ 120 £0,02 + 314
PEI-5k- 0,03 38 0,34 70 0,58 997 0,89 1829
Mal C + 0,00 +4 + 0,01 + 2 + 0,03 +398 + 0,01 + 16
R R e N
Bg Bi2 Vit. C
Ry N Ry N Ry N
Un- 0,70 622 0,26 236 0,90 1416
modifiziert £+ 0,03 £299 +0,03 +42 £ 0,01 se 27
PEI-5k- 0,66 648 0,23 309 0,93 776
Mal A + 0,01 + 85 +0,01 +£29 =+ 0,00 + 64
PEI-5k- 0,70 546 0,25 291 0,96 1421
Mal B + 0,02 + 31 + 0,01 +£61 +0,02 = 420
PEI-5k- 0,67 602 0,23 355 0,95 1815
Mal C + 0,01 + 84 + 0,00 +£25 £0,01 4 928
L5 Lt

PEI-OS-Architekturen eingehen und zum anderen durch die Batch-Versuche gezeigt wurde,
dass eine hohere Wechselwirkung stattfindet. Obwohl angenommen werden sollte, dass diese
Analyten stéarker mit der stationéren Phase bzw. den positiv geladenen Polymerkernen wech-
selwirken sollten, erhéhen sich die Ry-Werte fiir B3 und Vitamin C minimal. Die Trennef-
fizienz nimmt bei beiden Vitaminen jedoch ab. Dies bedeutet, dass die Wechselwirkungen
mit der stationédren Phase schwicher werden und die Interaktion mit der mobilen Phase
zunimmt. Im Fall von Vitamin C ist die Auftrennung mit Struktur C wesentlich effizienter als
mit Struktur A. Die Modifizierung der Partikeloberfliche mit PEI-5k-Mal A fiihrt in diesem
Fall zu einer Verschlechterung der Peaksymmetrie und es treten tailing-FEffekte auf. Diese
verschlechtern das Auftrennungsergebnis. Aufgrund der grofien Standardabweichung, kann
keine genaue Auswertung vorgenommen werden. Die Werte werden als Richtwerte gedeutet,

die einen Trend anzeigen kénnen.

Ein &hnliches Verhalten zeigen auch die Partikel, die mit den PEI-25k-Mal Strukturen
modifiziert wurden (Tabelle 18).

Die Vitamine By, By und Bg zeigen erneut kaum eine Anderung durch die Modifizierung
der stationéren Phase. B3 und Vitamin C zeigen minimal héhere R j-Werte bei den behan-
delten TLC-Platten. Bei B3 findet eine Verschlechterung der Trenneffizienz aufgrund einer
Verschlechterung der Peaksymmetrie und tailing-Effekte statt. Fiir Vitamin C kann eine

geringe Besserung der Auftrennung bei den Strukturen B und C beobachtet werden. Da bei
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Tabelle 18: Ubersicht der Ry-Werte und Trennleistungen N der wasserloslichen Vitamine

bei unmodifizierten und mit NP-PEI-25k-OS modifizierten TLC-Platten.

B; B2 Bqo-P B3
Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,02 33 0,35 79 0,89 170 0,84 2853
modifiziert =+ 0,01 + 19 + 0,00 +1 + 0,09 + 65 + 0,03 + 619
PEI-25k- 0,02 41 0,34 7 0,86 1876 0,93 2600
Mal A + 0,00 +0 + 0,03 +1 + 0,02 + 75 + 0,00 4+ 496
PEI-25k- 0,01 18 0,32 65 0,90 1384 0,90 1704
Mal B + 0,00 +0 + 0,03 +9 + 0,01 4493 +£0,01 £ 137
PEI-25k- 0,02 29 0,36 78 0,73 1548 0,93 2368
Mal C + 0,00 + 3 + 0,00 +1 + 0,00 +7 + 0,01 +5
- - - - ! 1 1 !
Bs Bi2 Vit C
Ry N Ry N Ry N
Un- 0,70 622 0,26 236 0,90 1416
modifiziert + 0,03 +299 +0,03 +42 +0,01 + 22
PEI-25k- 0,71 648 0,24 240 0,92 1126
Mal A + 0,01 eI + 0,00 +1 + 0,02 + 83
PEI-25k- 0,63 649 0,19 166 0,93 1915
Mal B + 0,00 3= 2 + 0,00 4+ 10 =+ 0,00 +4
PEI-25k- 0,70 795 0,25 264 0,95 1703
Mal C + 0,01 +9 + 0,01 +6 + 0,01 + 346
— — A — T 1T

diesen Strukturen die Maltoseschalendichte geringer ist, konnte das negativ geladene Vitamin
C somit besser mit dem positiv geladenen PEI-Kern wechselwirken. Da jedoch der R ;-Wert
fiir Struktur B und insbesondere fiir Struktur C leicht erhoht ist, sollte dieser Einfluss nur

gering ausfallen und auf eine verbesserte Peaksymmetrie zuriickzufiihren sein.

Neben den wasserloslichen Vitaminen wurden ebenfalls lipophile Vitamine als Analyten
getestet. Die Modifizierung der TLC-Platten fand ebenfalls durch Aufspriihen der Partikel-
suspension statt. Anstelle einer wissrigen mobilen Phase wurde ein Losungsmittelgemisch von
Benzol: Hexan (9:1) genutzt. Die Ergebnisse der Diinnschicht-Chromatographie Versuche sind
in Tabelle 19 und 20 zusammengefasst.

Die sehr hydrophoben Analyten Ergocalciferol, Cholecalciferol, a-Tocopherol und das Toco-
pherolacetat zeigen bei den modifizierten Platten geringfiigig verringerte R r-Werte. Obwohl
diese Analyten sehr hydrophob sind, scheinen sie mit den modifizierten TLC-Platten gering-
fiigig starker wechselzuwirken als mit den herk6mmlich, unmodifizierten Platten. Schwache
Wechselwirkungen wie hydrophobe-hydrophobe oder andere nicht-kovalente Wechselwirkungen
konnten dieses Verhalten erkldren. Auf die Auftrennung hat dies jedoch einen negativen Effekt
und es kommt fiir diese Analyten zu einem Abfall in der Trenneffizienz. Im Fall des Toco-
pherolacetats konnten auch weitere Wechselwirkungen eine Rolle spielen. Die geringfiigig

bessere Auftrennung fiir Retinolpalmitat iiberrascht, da gerade bei diesem Analyt der hydro-
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Tabelle 19: Ubersicht der Ry-Werte und Trennleistungen N der lipophilen Vitamine bei
unmodifizierten und modifizierten TLC-Platten

Ergo- Chole- K1
calciferol calciferol
Ry N Ry N Ry N
Unmodifiziert 0,11 220 0,13 222 0,68 1357
+0,00 14 +0,01 +1 + 0,00 &£ 155
PEI-5k-Mal A 0,10 155 0,10 167 0,71 1333
+ 0,01 +5 + 0,00 +1 + 0,02 £ 128
PEI-5k-Mal B 0,09 135 0,09 126 0,68 1246
+ 0,01 +5 + 0,01 +5 + 0,01 +8
PEL-5k-Mal C 0,09 159 0,09 144 0,67 1334
+ 0,00 +43 0,01 + 10 + 0,01 £ 114
d d { 4 — —
a-Tocopherol «a-Tocopherol- Retinyl-
acetat palmitat
Ry N Ry N Ry N
Unmodifiziert 0,46 669 0,50 907 0,73 1207
+002 +40 +003 +6 +002 432
PEI-5k-Mal A 0,46 642 0,53 696 0,74 1402
+0,02 24 +0,02 + 24 + 0,01 £ 129
PEI-5k-Mal B 0,43 548 0,48 773 0,74 1374
+ 0,00 £127 +£0,00 4102 £0,02 £ 199
PEI-5k-Mal C 0,42 470 0,48 744 0,73 1145
+ 0,01 +£181 40,01 +0 + 0,01 +6
{ { 1 \ - T

phobe Anteil iiberwiegt. Dieser Effekt ist bei Struktur A am deutlichsten erkennbar, wodurch

vermutet werden kann, dass das Retinolpalmitat mit der Zuckerschale interagiert. Aufgrund

der kaum geéinderten Ry-Werte fiir diesen Analyten ist eine Verbesserung der Auftrennung

jedoch nur minimal. Die Auftrennung des Vitamins K; zeigt kaum einen Unterschied zwischen

einer unmodifizierten und einer modifizierten TLC-Platte.

Wie bereits bei den wasserloslichen Analyten zeigen die Partikel, die mit den PEI-OS-

Architekturen mit dem gréfleren Kern modifiziert wurden, ein dhnliches Verhalten wie die
PEI-OS-Architekturen mit kleinerem PEI-Kern. Lediglich bei K; findet eine geringfiigige
Erhéhung der Trennleistung statt.
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Tabelle 20: Ubersicht der Ry-Werte und Trennleistungen N der lipophilen Vitamine bei
unmodifizierten und mit PEI-25k-OS funktionalisierten Partikeln modifizierten
TLC-Platten.

Ergo- Chole- K1
calciferol calciferol
Ry N Ry N Ry N
Unmodifiziert 0,11 220 0,13 222 0,68 1357

+£000 +£14 4001 +£1  +000 =£155

PEI-25k-Mal A 0,09 128 0,90 145 0,71 1478
+ 0,01 +9 + 0,01 + 20 + 0,01 + 18

PEI-25k-Mal B 0,10 191 0,10 166 0,66 1666
+ 0,01 +9 + 0,01 + 7 + 0,01 +8

PEI-25k-Mal C 0,09 165 0,09 144 0,65 1525
+0,00 £23 +£0,01 + 20 + 0,02 £ 233

— ' ' ’ ' 1
a-Tocopherol a-Tocopherol- Retinyl-
acetat palmitat
Ry N Ry N Ry N
Unmodifiziert 0,46 669 0,50 907 0,73 1207

+ 0,02 +40 =+ 0,03 +6 + 0,02 £ 320

PEI-25k-Mal A 0,43 485 0,50 633 0,74 792
+ 0,00 +40 +0,01 + 64 + 0,01 =+ 217

PEL25k-Mal B 0,41 464 0,48 655 0,73 1475
+002 +£36 +£001 +70 +001 =+ 208

PEI-25k-Mal C 0,41 576 0,43 629 0,72 1572
+0,02 +43 +£0,02 £133 £0,02 =£216

4 { 1 4 - T

Zusammenfassend sind die Ergebnisse der modifizierten Partikel in der TLC eher erniich-
ternd. Die verwendete Methode bzw. die Modifizierung der stationéiren Phase erzielte keine
signifikante Verbesserung bei der Auftrennung. Bei der Modifizierung durch Aufspriithen
treten gerade bei Suspensionen Inhomogenitéten, wie Inselbildung oder auch Bereiche geringer
oder keiner Modifizierung, auf. Dies kann zu Fehlern und einer Verschlechterung der Auftren-
nung fithren. Weitere Experimente zur Optimierung der Aufbringung und der Herstellung
kompletter neuartiger stationédrer Phasen wéren ratsam. Auf diese Art und Weise kdnnten
die modifizierten Partikel besser untersucht und Fehler durch Inhomogenitéiten ausgeschlossen

werden.
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4.5.4 Verwendung von modifizierten Silika-Partikel in der Festphasenextraktion

Weitere Untersuchungen der Partikel in der TLC wurden aufgrund der beschriebenen Pro-
bleme nicht durchgefiihrt. Stattdessen wurden die modifizierten Partikel in der Festphasenex-
traktion (solid phase extraction, SPE) in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Monika Méder am
Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung in Leipzig im Rahmen einer Kooperation getestet.

Im Gegensatz zu klassischen Fliissig-Fliissig Extraktionen bietet die Festphasenextraktion
den Vorteil einfach durchfithrbar zu sein. Der Losungsmittelverbrauch sowie die Analysenzeit
sind deutlich verringert im Vergleich zu anderen Fliissig- Analysemethoden. Weiterhin besteht
die Moglichkeit zur Automatisierung. Aufgrund der Vielfaltigkeit an verschiedenen Adsorber-
materialien konnen spezifische Wechselwirkungen ausgenutzt werden und eine duflerst effek-
tive Auftrennung erhalten werden. Adsorbermaterialien mit hydrophilen oder hydrophoben
Eigenschaften konnen hierfiir eingesetzt werden. Dariiber hinaus kénnen ebenfalls spezifi-
sche Wechselwirkungen fiir eine effektive Auftrennung ausgenutzt werden, wie beispielsweise
Affinitéiten oder ionische Wechselwirkungen. Komponenten eines Gemisches kénnen spezifisch
mit der Adsorberphase interagieren und zuriickgehalten werden, wahrend andere Kompo-
nenten eluiert werden. Durch Anderung des Losungsmittels kénnen die zuriickgehaltenen
Komponenten ausgewaschen werden. Die Methode lésst sich somit schnell auf das jeweilige
Problem anpassen und bietet unter minimalen Aufwand gute Ergebnisse.

Die Auftrennung von Analyten mit Hilfe von Festphasenextraktion findet zwischen einer
festen Adsoberphase und einer fliissigen Phase der Analyten statt. Als Adsorbermaterialien
kommen h#ufig die aus der HPLC bekannten stationdren Phasen zum Einsatz. Diese Adsor-

bermaterialien befinden sich zwischen zwei Fritten in einer Kartusche (Abbildung 90).

SPE-
Kartusche

Adsorber

Fritte

=

Abbildung 90: Schematischer Prozessablauf bei der Festphasenextraktion.

Fiir die Versuche wurden SPE-Siulen zum einen nur mit den modifizierten Partikeln (PEI-
25k-Mal A-C) und zum andern mit gemischten Phasen aus kommerziell erhéltlichen Proben-
extraktionsmaterialien und den modifizierten Partikeln gefiillt. Hierfiir wurden als Materialien
Oasis HLB und Chromabond HR-X verwendet. Oasis HLB ist ein Umkehrphasenmaterial mit
hydrophiler-lipohiler Balance. Bei diesem Material wird ein Polymer mit einem hydrophilen
und lipophilen Bereich genutzt. Somit ist dieser Adsorber auf eine Vielzahl von Anwen-
dungen optimiert und weist hervorragende Eigenschaften in Bezug auf Reproduzierbarkeit,
Stabilitdt und Retentionsfidhigkeit auf. Chromabond HR-X ist ein hydrophobes Polystyren-



4 Ergebnisse und Diskussion 127

Divinylbenzol-Copolymer mit sphérischen Partikeln. Es weist ebenfalls eine hohe Reprodu-
zierbarkeit auf und eignet sich fiir die Aufkonzentrierung von pharmazeutisch, aktiven Verbin-

dungen.

Die Nanopartikel wurden fiir die Untersuchungen bei gemischten Extraktionsphasen in
einem 1:10 (mit Oasis HLB) bzw. 1:20 (bei Gemischen mit beiden Adsorbermaterialien)
genutzt. Fiir die Versuche wurden Analytgemische mit unterschiedlichen umweltrelevanten
Verbindungen verwendet, die in wéssriger Phase bei einem pH-Wert von 7,0 vorlagen. Als
Elutionsmittel wurde Methanol verwendet. Das Eluat wurde im Anschluss eingeengt und
mit Hilfe von HPLC-MS-MS analysiert. Als Vergleichswert dienen analog durchgefiihrte
Untersuchungen mit einer reinen Oasis HLLB Extraktionsphase. Die Ergebnisse sind in Form
der Wiederfindungsraten [%] der einzelnen Analyten in Tabelle 21 zusammengefasst. Die
Wiederfindungsrate gibt an, wie gut der Analyt eluiert werden konnte. Sie bezieht sich auf
die Menge des Analyten, die zur Probe genutzt wurde, im Vergleich zu der Menge, die im

Eluat detektiert werden konnte.

Die Anzahl der Analyten ist mit den reinen modifizierten Nanopartikelphasen sowie bei
den gemischten Adsorbergemischen im Vergleich zu der Referenzmessung mit einer kommer-
ziellen Adsorberphase deutlich erhoht. Das Standard-Adsorbermaterial Oasis HLB erreicht
hier nur eine geringe Wiederfindungsrate, wohingegen die mit Nanopartikeln modifizierten

Adsorberphasen die getesteten Verbindungen mit hohen Wiederfindungsraten extrahiert.

Die einzelnen Analyten koénnen aufgrund ihrer funktionellen Gruppen unterteilt werden.
Diese Einteilung kann eine grobe Einschétzung der Interaktion der Analyten mit der Adsor-

berphase geben.

Wie anhand der Ergebnisse zu erkennen ist, liegen die Wiederfindungsraten bei den SPE-
Untersuchungen mit den modifizierten Nanopartikel im Durchschnitt geringfiigig hinter denen
der kommerziell erhéltlichen Oasis HLB Phase. Bei den kommerziellen Kartuschen wurden
jedoch grofliere Sorbentsmengen von 200 mg genutzt im Vergleich zu lediglich 20 mg der modi-
fizierten Nanopartikel. Trotz der geringeren Sorbentmenge bei den Partikelphasen kann der
sehr gut wasserlosliche, stickstoffreiche antidiabetische Arzneistoff Metformin etwas extra-
hiert werden (7 %), was mit Oasis HLB kaum mdoglich war (0-2 % Wiederfindung). Bei den
Analyten Saccharin und Bentazon mit einer Sulfongruppe fillt eine deutliche Abnahme der
Wiederfindung bei den modifizierten Partikeln auf. Beide Analyten weisen einen héheren
sterischen Anspruch und einen hohen lipophilen Anteil auf. Bei den weiteren Pflanzenschutz-
mitteln mit Phosphatfunktionalitéit und Chlorsubstituenten kann in den meisten Fillen keine
verbesserte Wiederfindung erhalten werden. Einzig bei Chlorphenvinphos, Thiacloprid und

Alachlor kann eine verbesserte Wiederfindung gefunden werden.

Allgemein zeigen die Adorberphasen aus modifizierten Nanopartikeln dennoch eine gute
Selektivitit bei der Extraktion. Amide wie Carbofuran, Metazachlor oder DEET werden
mit Wiederfindungen von je 57 %, und 58 % extrahiert. Die Extraktion von N-Heterozyklen
wie Triazin-basierende Pflanzenschutzmittel (Simazin und Atrazin mit 44 % und 52 %) und
Koffein (54 %) erfolgt dhnlich effektiv. Diese Analyten kénnen iiber Wasserstoffbriickenbin-
dungen und andere nicht-kovalente Wechselwirkungen gut mit dem polymeren Kern sowie mit
der Zuckerschale wechselwirken. Diese Wechselwirkungen sind reversibel und die Analyten

werden gut eluiert. Eine erhohte Selektivitdt wird erreicht. Weitere Analyten mit einem
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Tabelle 21: Ubersicht der Wiederfindungsraten [%] ausgewihlter Substanzen, die in den
SPE-Untersuchungen eingesetzt wurden.

Gemischte Phasen
verwendet  funkt. NP-PEI-25k-Mal Schicht Mix Referenz

als Gruppen A B C Hokk Hokok Hokkx
Analyten 21 38 38 27 37 8
gesamt
g
Naproxen ~N SM COOH 41 nd. n.d. 23 14 72
HCS o
cHs
OH
Ibuprofen CHy SM COOH 42 nd. n.d. 24 19 64
HyC °
9 CHs
Ketoprofen O O N sMm COOH  209** 2 2 43 26 80
[¢]

Cl

Diclofenac & SM COOH 50 nd. nd. 23 11 75
O.

Gemfibrozil VR LR COOH 65 1 1 14 9 74

¢ H3C  CH,
Clofibrinsdure 0 LR COOH 15 nd. n.d. 23 27 75

OH
Aspartam . i o S COOH 17 nd  nd 43 22 66
0
F
| OH NH
Ciprofloxacin l/\N N AB CObH 1 nd. nd. n.d. n.d. 0

PSM Amid 57 nd. n.d. 43 35 57

Carbamazepin AE Amid 51 2 2 58 29 122

Carbofuran

Metformin ”SC\NJ\H)kM AB NH, 7 2 nd 3 12 2
&
HsG cHy O
NH.
Metribuzin Hac)ﬂl)l\)w\/ : PSM NH, 53 nd. nd. 53 31 61
N\N/ 'SCH;,
x
Simazin )Nl\\)N\ PSM Triazin 44 1 1 42 21 61
H3C/\H N/ H/\CH3

Atrazin NG PSM Triazin 52 1 2 54 27 63
A
/I\H A
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Gemischte Phasen

verwendet  funkt. NP-PEI-25k-Mal  Schicht Mix Referenz
als Gruppen A B C Hokok Hokok Hokkk
o]
H3C. -
DEET 3 \©/N\”/\°”3 I Al 5 6 6 62 26 67
k amid
CHs
Cl
Metaza- cmkfO N= Chlor-
hlon Nvé} PSM  alkyl 57 2 2 46 25 72
amid
CHs
o
Saccharin i S ;%2’ 2 nd  nd 8 23 12
N
S
Bentazon Voo PSM S0y, 9 nd n.d. 22 23 80
_S=0 NH
N Y%
N
OQN/[N»\CHg NO
Metronidazol H AB OH2’ 4  nd. n.d. 44 24 62
OH
[0} N CH.
Propranolol ‘/K\H ’ BB OH 63 9 6 n.d. 27 40
OH
HO )
HN
I )
Topromid Q KM OH 40 n.d. n.d. 61 40 52
|
AB OH 91 19 15 5 14 1
o]
T
Metalaxyl H NJ\/O PSM Ester 19 3 2 40 2 81
HeC. CHs
HsG,
o Thio-
Dimethoat Q s SFho PSM phosphat- 40 1 1 31 16 78
CH3_>—NH COO-R
[¢)
cl ~C al
_ | A\ O _CH s
Chrl;gs N . PSM  Alkyl- 46 nd.  nd n.d. n.d. 59
by o\ phosphat




130 4 Ergebnisse und Diskussion

Gemischte Phasen
verwendet  funkt. NP-PEI-25k-Mal Schicht Mix Referenz

als Gruppen A B C Hokok Fokok Hokk ok
CH,
i
Chlor- X O\FI’/OW ql,
fenvin- a & PSM Alkyl- 89 nd.  nd 16 13 74
phos phosphat
Cl
N
N\
\N
Thiacloprid N N I PSM Cl, CN 88 n.d. n.d. 57 44 75
lJ W
o N
HC
CH; OCH,
)@ .
Metolachlor e PSM ) 53 nd.  nd 35 20 62
o OMe
CHs
cl CHs
° cl
C 2l
Alachlor Hy \o—/N PSM OMe 72 nd n.d. 27 17 58
CHs
o CH;
Hac\N N N-
Koffein ] ) hetero- 54 13 13 87 54 85
o= N zyklus
CHs
LR Lipidregulator * Anzahl der Analyten < 50 % Wiederfindung (max. 38)
AB Antibiotikum ** hoher blank
S SiiBstoff *#* NP-PEI-25k-Mal A/HR-X/HLB
AE Antiepileptikum *H*X Oasis HLB, pH 7,0
BB Betablocker
KM Kontrastmittel
I Insektizid
PSM Pflanzenschutzmittel

erhohten Wasserstoffbriickenakzeptoren- und -donorenanteil, wie Iopromid oder Erythro-
mycin, zeigen zum Teil deutliche Verbesserungen der Wiederfindung im Vergleich zu der
kommerziellen Adsorberphase. Besonders bei Erythromycin kann mit den Nanopartikeln eine
hohe Wiederfindungsrate von 91 % erzielt werden. Diese Optimierung ist bei den modifizierten
Partikeln mit Struktur A besonders stark und zeigt in diesem Fall, dass die erhéhte Oligosac-
charidschalendichte einen positiven Einfluss auf die Auftrennung besitzt. Das kommerzielle

Oasis HLB konnte eine Anreicherung dieses zyklischen Antibiotikums kaum erzielen.

Einige Analyten liegen bei den genutzten Extraktionsbedingungen (pH-Wert 7,0) teil-
weise dissoziiert vor und kénnen iiber starke elektrostatische Wechselwirkungen interagieren.

Beispiele solcher Analyten sind die Pharmaka Ibuprofen (pK, 4,5-4,6)183

, Ketoprofen (pKs
4,2)["%4 yund Diclofenac (pK, 4,1)['%%]. Als Folge kénnen bei diesen Analyten erhohte Wieder-
findungen von 42 %, 63 % und 50 % erhalten werden. Verbindungen mit COOH-, OH- und
NH-Funktionalitdten scheinen somit effektiv mit den modifizierten Partikel interagieren zu
konnen, wobei neben COOH- bzw. OH-OH-Wechselwirkungen vor allem OH-NH-Interaktion-
en die Extraktionsausbeute beeinflussen. Besonders deutlich ist eine Verbesserung bei der
Extraktion von Propranolol mit den modifizierten Partikeln. Im Vergleich dazu wird dieser

Analyt mit dem Oasis HLB Standardkartuschen signifikant schlechter extrahiert (40 % Wieder-
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findung). Im Fall des Siiistoffs Aspartam und des Lipidregulators Clofibrinsiure, fillt eine
deutliche Abnahme der Wiederfindung im Vergleich zu den Oasis HLB Werten auf. Aufgrund
der eher kleineren Molekiilgrofle und der im Vergleich zu den anderen benutzten Analyten
mit Carboxylfunktionalitéit, weisen beide Analyten einen geringeren hydrophoberen Anteil
auf. Aufgrund dieser beiden Eigenschaften scheinen diese beiden Analyten stidrker mit der
Adsorberphase wechselzuwirken, wodurch jedoch die Wiederfindung verschlechtert wird.

Bei den Adsorbergemischen fillt auf, dass bei den gemischten Phasen im Mix deutlich
bessere Ergebnisse erzielt werden als bei der Verwendung von separaten Schichten. Ausnahmen
stellen die Analyten Metronidazol, Metformin, Saccharin und Bentazon dar. Hier kann bei
der Verwendung von Adsorbergemischen eine Verbesserung der Wiederfindung im Vergleich
zu den Adsorberphasen aus ausschliefilich modifizierten Partikeln festgestellt werden. Diese
erhohten Wiederfindungsraten sind zum Teil auf die Addition der kommerziell erhéltlichen

Adsorberphasen zuriickzufiihren, die bereits in der Referenzmessung hohe Raten aufweisen.

Zusammenfassend kann fiir die Festphasenextraktion festgehalten werden, dass die Adsor-
berphasen aus Nanopartikeln zum Teil gute Ergebnisse fiir nahezu alle Analyten erzielen. Die
Wiederfindung der einzelnen Analyten ist stark von dem jeweiligen Analyten abhéngig. Zum
Teil kann durch die Nutzung oder den Zusatz von modifizierten Partikeln eine hohere Wieder-
findung erhalten werden. Dies gilt vor allem fiir zum Teil dissoziierte Analyten und solche
mit einem erhchten Stickstoffgehalt. Fiir eine gute Extraktion sind somit Ladungen sowie die
Moglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen essentiell. Die Performance
des hochentwickelten kommerziell erhéltlichen Oasis HLB Adsorbers kénnen die Partikel nur
bedingt erreichen. Dennoch wird deutlich, dass die modifizierten Partikel bzw. die Poly-
mere an deren Oberfliche grofies Potential aufweisen. Weitere Untersuchungen in anderen
pH-Bereichen, bei denen deutlich mehr Analyten dissoziiert vorliegen, konnten weitere Opti-
mierungen bringen.

Die Partikel mit der PEI-OS-Modifizierung mit einer sehr dichten Maltoseschale erzielen
bessere Ergebnisse als die vergleichbaren Partikel mit den Strukturen B und C auf der
Oberfldche. Der hohere Oligosaccharidschalen-Anteil scheint somit eine positive Wirkung auf
die Auftrennung zu haben. Allerdings war die Anbindung der Struktur A geringfiigig besser als
die Anbindung der anderen Strukturen. Der hhere Modifizierungsgrad der Partikeloberfldche
konnte somit ebenfalls zu einer besseren Interaktion mit den Analyten fithren und die Opti-
mierungen fiir Struktur A bewirken.

Obwohl bei der Herstellung der Partikel eine erfolgreiche Modifizierung nachgewiesen werden
konnte, ist diese zum Teil nicht vollsténdig. Durch eine Verbesserung der Préparation der
Partikel und einer erhohten Anbindung der polymeren Kern-Schale-Architekturen kénnten
weitere Optimierungen vorgenommen werden. Weiterhin werden sowohl in der HPLC als
auch in SPE héufig unpolare Alkylketten fiir einen Umkehrmodus verwendet. Eine Untersu-
chung der Partikel mit den PEI-Spacer-Architekturen auf der Oberfliche wére somit hoch
interessant. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die mit PEI-OS-Architekturen modi-
fizierten Partikel Potential als Adsorberphase in der Festphasenextraktion aufweisen. Weiter-
fithrende Untersuchungen und Optimierungen sind allerdings notwendig, um hochselektive

und sensitive Adsorber bzw. chromatographische Selektoren zu erhalten.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Fiir die Verwendung von Kern-Schale-Architekturen als chromatographische Selektoren in
modernen Trennmethoden ist ein Verstédndnis der auftretenden Wechselwirkungen mit mog-
lichen Analyten essentiell fiir einen zielgerichteten und effektiven Einsatz. Hoch spezifische
und sensitive Analytikmethoden sind in der heutigen Zeit mit Volkskrankheiten wie Krebs
oder Autoimmunerkrankungen wichtiger denn je. Im Zuge dieser Arbeit wurden verschie-
dene Kern-Schale-Architekturen hergestellt und charakterisiert. Die Wechselwirkungen mit
biologisch relevanten Beispielmolekiilen wurden umfangreich mit Hilfe verschiedenster Tech-
niken untersucht und evaluiert. Hierfiir wurden Kern-Schale-Architekturen hergestellt, die als

zentralen polymeren Kern das hochverzweigte Poly(ethylenimin) aufweisen.

Polymerkerngrée Oligosaccharid Schalendichte

& Struktur A

- = HO. X
; Z: (dicht)
\)

HO,

- ﬁ,ﬁou
w0 Lro gk OF

o OH
Maltose (Mal)

PEI-5kDa

HO o .

wo, 927 poue
\Hg,ﬁo?‘ on oM > A @ Struktur B
HO y | '« (moderat/

Lactose (Lac) offen)

PEI-25kDa Maltotriose (Mal-lll) Struktur C

(offen)

Abbildung 91: Ubersicht der einzelnen Einflussfaktoren wie Kerngrée, Oligosaccharid oder
Schalendichte bei den PEI-OS-Architekturen.

Dieser Kern wurde mit Oligosacchariden modifiziert. Um Einflussfaktoren auf die Interak-
tionen ermitteln zu konnen, wurden unterschiedliche Parameter und somit die Eigenschaften
der Kern-Schale-Architekturen (Abbildung 91) geéndert. Infolgedessen wurden zwei Poly-
merkerngrofien verwendet (Poly(ethylenimin) mit 5 und 25 kDa), sodass der Kerneinfluss
untersucht werden konnte. Weiterhin konnte der Funktionalisierungsgrad des Oligosaccharids
durch variierende Synthesebedingungen eingestellt werden. Es wurden drei unterscheidbare
Oligosaccharidschalendichten erhalten: eine sehr dichte Schale (Struktur A), eine moderate bis
offene Schale (Struktur B) und eine offene Schale (Struktur C). Als Oligosaccharide wurden
drei verschiedene Kohlenhydrate verwendet. Maltose und Lactose wurden als Disaccharide
eingesetzt und Maltotriose als Trisaccharid.

Neben diesen hydrophilen Poly(ethylenimin)-Oligosaccharid-Architekturen (PEI-OS-Archi-

tekturen) wurden Strukturen hergestellt, die einen héheren hydrophoben Anteil aufweisen
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(Abbildung 92). Hierfiir wurden PEI-5 kDa und PEI-25 kDa Polymerkerne genutzt, die

- Hydrophobie

’ 1)

HoN

{H, <&@ - Maltose Hy

PEI-5k-C11-Mal-1 PEI-25k-(C11-NH,)-Mal PEI-25k-FA 20-Mal PEI-25k-FA 20
PEI-5k-C11-Mal-2 PEI-25k-FA 35-Mal PEI-25k-FA 35
PEI-25k-FA 50-Mal PEI-25k-FA 50

PEI-25k-C11-Mal-1
PEI-25k-C11-Mal-2

Abbildung 92: Ubersicht der Kern-Schale-Architekturen mit einem héheren hydrophoben
Anteil mit den PEI-Spacer-Architkturen (I und II) und den PEI-FA-
Architekturen (IIT und IV).

mit C11-Alkylketten (Spacer) modifiziert und anschlieBend maltosyliert wurden (PEI-Spacer-
Architekturen; PEI-5k/ 25k-C11-Mal-1/ Mal-2). In Abhéngigkeit des Zeitpunktes der Ent-
schiitzung konnten 2 verschiedene Architekturtypen hergestellt werden, die sich aufgrund
des Ortes der Maltosylierung unterscheiden. Bei den PEI-C11-Mal- Architekturen bindet die
Maltose hauptsichlich an den Spacer-Enden und in geringen Mafle auch am Polymerkern
(Abbildung 91 I)). Diese Architekturen wurden mit 5 und 25 kDa Poly(ethylenimin) und
mit zwei unterschiedlichen Funktionalisierungsgraden der Oligosaccharidschale hergestellt.
Mit Mal-1 wird ein hoherer Funktionalisierungsgrad abgekiirzt, wohingegen Mal-2 fiir einen
niedrigeren Funktionalisierungsgrad steht. Weiterhin wurde die Maltose nur an den Polymer-
kern gebunden (Abbildung 91 II)). Architekturen mit dieser Modifizierung wurden nur mit
dem PEI 25 kDa Kern hergestellt (PEI-25k-(C11-NHg)-Mal). Um den hydrophoben Anteil
weiter zu erhohen, wurden Fettsduren (FA) mit einem hoheren Funktionalisierungsgrad an
einen 25 kDa Polymerkern angebunden (PEI-FA-Architekturen). Der Kern wurde mit 20, 35
oder 50 Fettsdure-Einheiten (FA-Einheiten) modifiziert und somit deutlich hydrophobe Archi-
tekturen generiert. Diese wurde zum einen mit (Abbildung 91 IIT)) und zum anderen ohne
Maltoseschale (Abbildung 91 IV)) hergestellt und untersucht. Sie werden im Folgenden als
PEI-FA-Architekturen bezeichnet.

5.1 Interaktionsuntersuchung der PEI-OS-Architekturen mit Hilfe
von Ultrafiltrationsexperimenten
Mit Hilfe von Ultrafiltrationsuntersuchungen konnten unterschiedliche Interaktionsmecha-

nismen der Analyten mit den PEI-OS-Architekturen festgestellt werden. Unterschiedliche

Faktoren kénnen die Art und die Stdrke der auftretenden Wechselwirkungen zwischen den
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vorgestellten Kern-Schale-Architekturen und bioaktiven Molekiilen beeinflussen. Als Gast-
molekiile dienten wasserlosliche Vitamine der B-Gruppe und ein Steroid-Derivat. Diese Gast-
molekiile wurden ausgewéhlt, da sie biologisch relevant sind und unterschiedliche Wechselwir-
kungen ermoglichen. Thiamin (B;) weist in Losung eine leicht positive Ladung auf, wohin-
gegen Niacin (B3) sowie ein Estradiol-Derivat (Estradiol Glucuronid) unter den genutzten
Versuchsbedingungen eine negative Ladung tragen. Pyridoxin (Bg) liegt in wiissrigen Losungen
iiberwiegend in einem zwitterionischen Zustand vor. Bei Riboflavin (Bg) ist eine hohe Anzahl
an Wasserstoffbriicken-Akzeptoren und -Donoren gegeben und eine Interaktion iiber nicht-
kovalente, vergleichsweise schwache Wasserstoffbriicken denkbar. Cyanocobalamin (B12) weist
im Vergleich zu den anderen Analyten eine grofle Struktur auf, wodurch auch Unterschiede
der Analytgrofie untersucht werden konnen. Diese Analyten konnen geméfl ihren Eigen-

schaften und ihrem Komplexierungsverhalten in verschiedene Gruppen aufgeteilt werden
(Abbildung 93).

Physikalische Interaktion Stabile Interaktion
(schwache Wechselwirkungen) (starke Wechselwirkungen)

iKY

© = positive, neutrale o = negative Analyten . = groBe Analyten
schwach negative Analyten (B, Estradiol-Derivat) 12
(Bll BZ ’ BG)
2-3 eingeschlossene Vitamine 5-10 eingeschlossene
pro PEI-OS Molekiil Vitamine pro PEI-OS Molekiil

Abbildung 93: Ubersicht der auftretenden Interaktionen der Analyten mit den PEI-OS-
Architekturen. Links: schwache Wechselwirkungen; mittig: starke elektrosta-
tische Interaktionen der negativ geladenen Analyten mit dem positiv gela-
denen Polymerkern; rechts: Oberflichen-induzierte Interaktion mit sterisch
sehr anspruchsvollen Analyten.

Die Vitamine By, By und Bg kénnen als leicht-interagierende Analyten beschrieben werden,
die hauptséchlich {iber schwache nicht-kovalente Wechselwirkungen, wie Wasserstoftbriicken-
bindungen, Van-der-Waals- oder Dispersionswechselwirkungen, gebunden werden. Im Fall
des zwitterionischen Bg scheinen nur schwache elektrostatische Interaktionen ausgebildet zu
werden, die bei den genutzten Separationsbedingungen nicht stabil sind. Das Vitamin Bg
und das Estradiol-Derivat mit ausgeprigtem negativen Charakter, interagieren sehr gut mit
dem positiv geladenen Polymerkern und stabile elektrostatische Wechselwirkungen werden
ausgebildet. Das sterisch sehr anspruchsvolle Vitamin Bio interagiert hauptséchlich an der
Oberfliche der PEI-OS-Architekturen. Diese Wechselwirkung ist weniger stark ausgeprigt,
als eine Interaktion mit dem polymeren Kern und ist unter Scherkréften und héherem Druck
reversibel. Dies konnte anhand einer zunehmenden Konzentration an By2 im Eluat gegen Ende
einer Ultrafiltration bei erhthten Scherkréiften beobachtet werden. Anhand der Ergebnisse
der Ultrafiltrationsexperimente kann geschlussfolgert werden, dass die Wechselwirkungen
von dem jeweiligen Analyten bzw. dessen Eigenschaften mafigeblich bestimmt werden. Fiir
stabile und starke Wechselwirkungen mit den PEI-OS-Architekturen sind negativ geladene

Analyten besonders geeignet, da diese iiber elektrostatische Wechselwirkungen mit der posi-
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tiven Ladung des Polymerkerns interagieren konnen. Bei den negativ geladenen Analyten
erzielte die dichteste Zuckerschale mit Struktur A haufig die niedrigsten Aufnahmeraten. Von
Struktur A hin zur offenen Zuckerschale war eine Zunahme der Aufnahmeraten zu erkennen.
Hierbei spielen die unterschiedlichen Verhéltnisse an terminalen, linearen oder dendritischen
Aminogruppen in den PEI-OS-Architekturen eine wesentliche Rolle und beeinflussen mafigeb-
lich deren Protonierung und Ladungszustand. Struktur A mit einer dichten Oligosaccharid-
schale tragt iiberwiegend dendritische Aminogruppen, wohingegen Struktur B hauptséchlich
lineare Aminogruppen in der Peripherie tragt. Die sehr offene Struktur C weist vorwiegend
terminale und lineare Aminogruppen in der Peripherie auf.’ Struktur A wird somit zum
einen besser durch die dichte Oligosaccharidschale abgeschirmt und zum anderen wird ein
niedrigerer pH-Wert bendétigt, um eine Protonierung der tertifiren Amine zu erreichen. Der
isoelektrische Punkt der Strukturen A liegt aus diesem Grunde am Niedrigsten. Bei den
Versuchsbedingungen der Ultrafiltrationsexperimenten mit einem pH-Wert zwischen 8 und 9,
liegt die Struktur A zumeist in einen leicht negativ geladenen Zustand vor. Eine Interaktion
mit negativ geladenen Analyten ist somit deutlich erschwert im Vergleich zu den positiv gela-
denen Polymerkernen bei den Strukturen B und C. Bei einer offenen Oligosaccharidschale wie
bei Struktur C, kann ein negativ geladener Analyt sehr gut mit dem positiv geladenen Poly-
merkern interagieren, da weiterhin nur eine geringe Abschirmung vorliegt. Fiir die Ausbildung
von stabilen Wechselwirkungen sind Ladungen folglich duflerst wichtig. Die Ladungszustédnde
der Analyten und der PEI-OS-Architekturen sind somit essentiell.

5.2 NMR-Untersuchungen der Interaktionen von By mit den
PEI-OS-Architekturen

Neben den Ultrafiltrationsuntersuchungen wurden NMR-Messungen durchgefiihrt, die weitere
Einblicke in die Interaktion der PEI-OS-Architekturen speziell mit Vitamin Bg ermdglichen.
Dies wurde durch zusétzliche Signale des Bg in Folge der Wechselwirkung mit den PEI-
OS-Architekturen erméglicht. Tritt Bg in Wechselwirkung mit den Polymeren kénnen fiir die
Protonen 1-4 nicht nur ein Signal, sondern pro Proton drei unterscheidbare Signale beobachtet
werden (Abbildung 94). Insbesondere die Signale ab 7,50 ppm sind interessant. Da hier keine
Signale des PEI-OS iiberlagern, kénnen diese gut ausgewertet und integriert werden.

Mit Hilfe von DOSY-Untersuchungen konnte das Signal bei 7,65 ppm dem freiem Bg zuge-
ordnet werden, das nicht mit den PEI-OS-Architekturen interagiert. Das Diffusionsverhalten
der Signale mit einer chemischen Verschiebung iiber 7,70 ppm &ndert sich wahrend der DOSY-
Messungen deutlich. Das Signal mit der hochsten chemischen Verschiebung zeigt sogar ein
vergleichbares Diffusionsverhalten wie das PEI-OS. Diese Signale werden folglich durch die
Interaktion mit dem Polymer verursacht. Bei der Interaktion von unmodifiziertem PEI ohne
eine Oligosaccharidschale mit Bg kann lediglich ein Signal fiir das freie Bg beobachtet werden.
Es kann vermutet werden, dass die Wechselwirkung mit dem Polymerkern ohne Oligosaccha-
ridschale einen &duflerst dynamischen Prozess darstellt, der mit NMR-~Untersuchungen nicht
beobachtbar ist. Auch unter anderen Bedingungen kénnen keine Signale fiir eine Interaktion
des unmodifizierten PEIs mit Bg gefunden werden. Um zu untersuchen, ob die Interaktion

des Bg iiber beispielsweise Wasserstoftbriickenbindungen mit der Oligosaccharidschale statt-
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Zusétzliche Signale aufgrund
von Interaktion
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Abbildung 94: Ubersicht der "H-NMR-Spektren des freien, nicht interagierenden Bg (rot),
des freien, nicht interagierenden PEI-OS (griin) und Bg in Interaktion mit
PEI-OS (blau). Aufgrund der Interaktion mit PEI-OS ergeben sich fiir Bg
3 Signale je Proton. Freies Bg weist hingegen nur 1 Signal pro Proton auf.

findet, wurde ein Polysaccharid genutzt. Glykogen weist eine hochverzweigte Struktur auf,
die mit einem Polymer vergleichbar ist. Unter analogen Messbedingungen wurde die Inter-
aktion dieses Polysaccharids mit Bg mittels NMR-Messungen untersucht. Auch mit dem
hochverzweigten Polysaccharid kénnen keine Signale gefunden werden, die auf eine Inter-
aktion hindeuten. Fiir stabile Interaktionen, die mit NMR-~-Messungen nachgewiesen werden
konnen, scheint ein Zusammenspiel von geladenem Polymerkern und einer Oligosaccharid-

schale als Diffusionsbarriere (Abbildung 95) essentiell zu sein.

’/ﬁ,\"

. . = Analyt
Austausch kann Austausch durch Oligosaccharid-
ungehindert stattfinden schale gehemmt

-> Stabile Interaktionen

Abbildung 95: Verdeutlichung der dynamischen Prozesse wéihrend der Interaktion der
Analyten mit den Polymeren. Links: unmodifiziertes PEI-WF ohne
Oligosaccharidschale. Analytmolekiile konnen mit dem positiv geladenen
Kern interagieren, werden aber wieder freigesetzt. Rechts: Kern-Schale-
Architekturen mit interagierenden Analytmolekiilen. Diese sind durch
die Oligosaccharidschale gehemmt. Die Interaktionen erscheinen zeitlich
stabiler.
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5.3 Interaktionsuntersuchungen an diinnen Schichten

Neben den auftretenden Interaktionen miissen ebenfalls die Prozesse innerhalb einer modi-
fizierten Sdule verstanden und entsprechend eingesetzt werden koénnen. Da in-situ-Unter-
suchungen innerhalb einer Chromatographie-Saule nur schwer moglich sind, wurden Silizium-
Wafer mit Kern-Schale Polymeren beschichtet und mittels Ellipsometrie- und Fluoreszenz-
Messungen untersucht. Auf diese Art und Weise konnten Riickschliisse auf die Stabilitédt der
Polymermodifikationen gezogen werden und das Interaktionsverhalten der Polymerschichten
mit Analyten untersucht werden. Als Polymere diente eine Beispielstruktur der PEI-OS-
Architekturen (PEI-25k-Mal B). Angesichts der sehr héufig verwendeten Umkehrphasen-
Chromatographie mit unpolaren Seitenketten als Oberflichenmodifizierung wurden eben-
falls PEI-Spacer-Architekturen getestet. Fiir die Herstellung von stabilen, diinnen Schichten
wurden die Polymere thermisch mit Citronensiure vernetzt. Die Schichten zeigen ein schnelles
und deutliches Quellverhalten in wéssriger Losung. Dieses ausgeprigte Quellverhalten sollte
bei einer moglichen Modifizierung einer Trennsdule beriicksichtigt werden, um mogliche Eng-
pésse oder Verstopfungen einer Sdule zu vermeiden. Die Untersuchung der Polymere mit
Analyten in diinnen Schichten zeigt zwar keine stark ausgeprigten Anderungen der Schich-
teigenschaften, dennoch kann ein Einfluss der Analyten auf die Polymerschichteigenschaften
mittels Ellipsometrie- und Fluoreszenzmessungen nachgewiesen werden. Die meisten Interak-
tionen mit der Polymerschicht fanden innerhalb der ersten Minuten statt und verénderten die
Schichtcharakteristika. Dariiber hinaus waren diese Interaktionen gréfitenteils reversibel und
die urspriinglichen Schichtcharakterisitika konnten zuriickerhalten werden. Die auftretenden
Interaktionen finden iiberwiegend an der Oberfléiche der Polymerschicht statt (Abbildung 96
(a)). Eine Interaktion, bei der die Analyten in der Polymerschicht eindringen und im Inneren

der Polymerschicht interagieren, konnte nicht explizit nachgewiesen werden (Abbildung 96
(b)).

(a) ° Oberflachliche Interaktion (b) Tiefeninteraktion mit Polymerschicht

4545

P AP N O :e;k B ,

t(gequolle a" | [ Polymerschicht (gequollel

Abbildung 96: Verdeutlichung der auftretenden Wechselwirkungen mit der Polymerschicht,
die entweder mit der Oberfliche der Polymerschicht (a) oder in der Poly-

merschicht (b) stattfinden.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die untersuchten Polymerschichten interessante
Eigenschaften, wie eine sehr schnelle Quellung bei Interaktion mit diversen bioaktiven Ana-
lyten, zeigen. Weitere Untersuchungen in Puffer und in anderen pH-Bereichen sollten folgen,
um zum einen die Stabilitéit der Polymerschichten abzukléren und die auftretenden Wechsel-
wirkungen optimal nutzen zu kénnen.

Bei Vitamin C, Folsdure und ATP sollten weitere Experimente ihre destabilisierende Wirk-
ung auf die Polymerschicht abklidren, um einen ungewollten Abbau in einer Trennsiule zu
verhindern. Dieses Verhalten tritt jedoch meist erst nach mehreren Stunden auf, sodass es

bei kurzen Messzeiten nur einen marginalen Einfluss hat. Untersuchungen mit vielen Wieder-
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holungen mit kurzzeitiger Exposition, wie sie bei einer Auftrennung von Analytgemischen
auftritt, sollten ndher getestet werden. Weiterhin sollte der Einfluss des Vernetzers bzw. der
durch diesen hervorgerufenen Ladungszustand der Polymerschicht ndher untersucht werden.
Da die stabilsten Interaktionen aufgrund auf elektrostatischen Interaktionen gebildet werden,
sollte die Ladung der Polymerschicht eindeutig geklirt werden. Mit diesem Wissen kdnnen
Polymerfilme effektiver eingesetzt und die Ausbildung von elektrostatische Wechselwirkungen

besser ausgenutzt werden.

5.4 Anwendung der PEI-OS-Architekturen in der
Chromatographie

5.4.1 Ergebnisse der Diinnschicht-Chromatographie-Experimente

Die Modifizierung von TLC-Platten mit PEI-OS-, PEI-Spacer- und PEI-FA-Architekturen
bewirkte teils nur geringe Effekte. Eine generelle Optimierung konnte nicht erzielt werden.
Die Interaktion der einzelnen Analyten war &duflerst komplex und fithrte in vielen Fillen
zu Spotverbreiterungen und somit zu einem Abfall der Effizienz. Die Interaktion einer mit
Polymeren behandelten Platte mit Analyten ist von den Eigenschaften und den funktio-
nellen Gruppe des jeweiligen Analyten abhéngig. Wahrend der Entwicklung der TLC-Platte
kam es zu Inhomogenitéiten und zum Ablésen der Polymerschicht. Die Modifizierung der
TLC-Platten durch Aufspriihen einer Polymerlosung erscheint somit nicht eine optimale und
homogene Modifizierung zu erzielen. Eine kovalente Modifizierung der stationédren Phase wire
interessant. Die Herstellung von Silika-Partikeln mit polymeren Kern-Schale-Architekturen
auf der Oberfliche konnte eine Optimierung bringen. Die Bildung von stationéiren Phasen
aus diesen funktionalisierten Partikeln kénnte die genannten Probleme beheben und sollte in

zukiinftigen Versuchen ndher untersucht werden.

5.4.2 Ergebnisse der HPLC-Experimente

Die Addition von PEI-OS-Architekturen zu der mobilen Phase in der HPLC hatte kaum einen
signifikanten Effekt auf die Trenneffizienz von wasserloslichen Vitaminen. Die Verwendung
der PEI-OS-Architekturen als pseudostationéire Phase bringt somit keine relevante Optimie-
rung. Fiir zukiinftige Versuche sollte eine kovalente Modifizierung der HPLC-S&ulenoberfldche
durchgefiihrt und getestet werden. Hier kénnten vor allem die PEI-Spacer-Architekturen
interessant sein. Diese konnten analog zu den haufig verwendeten HPLC-Séulen mit unpo-

laren Seitenketten in einem Umkehrphasen-Modus getestet werden.

5.4.3 Ergebnisse der Kapillarelektrophorese-Experimente

In der Kapillarelektrophorese wurden PEI-OS-Architekturen als Additive zu einem Phosphat-
Puffer als Trennelektrolyten (pH 7,0, 20 mM) hinzugegeben und die Auftrennung von wasser-
16slichen Vitaminen und Adenosin-Derivaten untersucht. Als PEI-OS-Architekturen wurden
die Strukturen PEI-25k-Mal A und C, sowie PEI-25k-Mal-IIT A und C ausgewihlt. Die bei

pH 7,0 positiv geladenen Kern-Schale-Architekturen interagierten mit den negativ geladenen
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Kapillarwénden {iiber elektrostatische Wechselwirkungen und lagerten sich an den Kapil-
larwénden ab. Sie bildeten eine nicht-kovalente, dynamische Modifizierung der Kapillare.
Eine Ausnahme stellte das PEI-25k-Mal A dar, das bei einem pH-Wert von 7,0 neutral bis
nur schwach anionisch geladene vorlag. Unter diesen Bedingungen lag diese Struktur aufgrund
von repulsiven Kréften mit der negativ geladenen Kapillaroberfliche folglich als eine pseu-
dostationdre Phase in dem Trennelektrolyten vor. Aufgrund dieser Unterschiede in der Poly-
merladung war es moglich Unterschiede zwischen einer kationisch, dynamischen Modifizie-
rung der Kapillarwdnde und der Addition einer pseudostationédren Phase zu untersuchen.
Bei der Auftrennung von wasserloslichen Vitaminen (Bj, Bg, B3, Bg, B12 und Vitamin C)
konnte eine deutliche Anderung des Migrationsverhalten durch die Addition der Kern-Schale-
Polymere beobachtet werden. Ohne Polymeraddition und mit dem PBS-Puffer als Trennelek-
trolyt migrierten alle Vitamine bei einer positiven Spannung durch die Kapillare. Nach der
Addition der Polymere konnten nicht alle Vitamine mit einer positiven Spannung transpor-
tiert werden. Vor allem die negativ geladenen Analyten, wie Bz und Vitamin C, migrierten
iiberwiegend nur mit einer negativen Trennspannung. Dariiber hinaus konnten deutliche
Unterschiede zwischen einer Addition der Polymere PEI-25k-Mal A und C festgestellt werden.
Bei dem nur schwach geladenen PEI-25k-Mal A findet im Gegensatz zu PEI-25k-Mal C nur
eine duflerst geringe bis keine Adsorption an der Kapillarwand statt. Die Effekte auf das
Migrationsverhalten der getesteten Analyten bei einer pseudostationéire Phase bzw. bei nur
einer geringen Modifizierung der Kapillarwéinde waren geringer als die bei einer kationischen,
dynamischen Modifizierung. Fiir die Untersuchungen mit Adenosin-Derivaten (Adenosintri-
phosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP) wurde
daher nur eine dynamische Modifizierung genutzt. Das Migrationsverhalten der Adenosin-
Derivate dndert sich nach Addition der Polymere drastisch. Wiahrend ohne Polymerzusatz
eine Detektion aufgrund von zu geringer Migration nicht moéglich war, konnten die Adenosin-
Derivate nach Polymeraddition mit einer kurzen Messzeit detektiert werden. Auch bei diesen
Analyten konnten deutliche Unterschiede zwischen den Strukturen mit einer dichten und einer
offenen Oligosaccharidschale festgestellt werden. Bei den Strukturen mit einer sehr dichten
Oligosaccharidschale konnte das zu erwartende Migrationsverhalten (bei negativer Spannung
zuerst die Analyten mit der hochsten negativen Ladung: ATP, ADP, AMP) nachgewiesen
werden. Uberraschenderweise konnte bei den offenen Strukturen C ein nahezu inverses Migra-
tionsverhalten der Analyten erhalten werden. Sowohl bei PEI-25k-Mal C als auch bei PEI-
25k-Mal-IIT C wird das weniger stark geladene AMP vor den Derivaten mit einer hcheren
Ladung detektiert (Abbildung 97).

Im Fall von PEI-25k-Mal C ist eine Detektion des am stéirksten negativ geladenen ATP
sogar nicht mehr innerhalb der Messzeit von 40 Minuten moglich. Aufgrund der geringeren
Abschirmung der positiven Kernladung bei der offenen Struktur C konnten verstérkt elektro-
statische Interaktionen auftreten. Diese sind umso stérker, je stirker der Analyt geladen ist.
In diesem Fall bedeutet dies, dass die Interaktion mit ATP die stirkste ist. Der Analyt wurde
derart von den PEI-OS-Architekturen mit einer offenen Oligosaccharidschale zuriickgehalten,
dass er ein stark verlangsamtes Migrationsverhalten aufwies. Starke elektrostatische Interak-
tionen der negativ geladenen Analyten mit den positiv geladenen Polymerkernen konnten

somit nachgewiesen werden. Diese starken Interaktionen, die deutlich verdnderte Migrati-
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onszeiten der Analyten verursachen, erscheinen sehr interessant und konnten fiir weitere

Optimierungen genutzt werden.
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Abbildung 97: Veranschaulichung der CE-Ergebnisse mit den Adenosin-Derivaten und
unterschiedlichen PEI-OS-Strukturen. Oben: Modifizierung mit einer
Struktur mit sehr dichter Oligosaccharidschale (Struktur A). Unten: Modi-
fizierung mit einer Struktur mit offener Oligosaccharidschale (Struktur C).

5.5 Synthese und Charakterisierung von modifizierten

Nanopartikeln

Um eine effektivere Optimierung der Trennleistung fiir die TLC, HPLC und CE zu erzielen,
sollten die polymeren Architekturen nicht nur als Additive hinzugegeben werden, sondern
in Form von modifizierten Partikel als neuartige stationére Phase bzw. pseudostationére
Phase genutzt werden. Bei einer direkten Verwendung von unmodifizierten Silika-Partikeln
als stationdre oder pseudostationére Phasen in der Chromatographie treten Schwierigkeiten
aufgrund fehlender Oberflichenladungen auf. Weiterhin kann es in Folge von unzureichender
Suspendierung der Partikel in der mobilen Phase zu einem Verstopfen der Saule bzw. Kapillare
kommen. Um diese Probleme zu beheben, wurden Silika-Partikel mit PEI-OS-Kern-Schale-
Architekturen sowie mit PEI-Spacer-Architekturen modifiziert. Eine erfolgreiche Anbindung
der Kern-Schale-Architekturen auf die Partikeloberfliche konnte mit Hilfe diverser Analysen

nachgewiesen werden.

5.5.1 Interaktionsuntersuchungen der modifizierten Partikel mit
Beispielanalyten

Interaktionsuntersuchungen der modifizierten Partikel mit wasserlslichen Vitaminen und
einem Estradiol-Derivat (Estradiol Glucuronid) zeigten fiir alle Analyten eine hohe Aufnahme
und eine gute Wechselwirkung in Batch-Versuchen. Nach einer Interaktionszeit von 3 bzw.
20 Stunden war bei den meisten Analyten keinerlei Aufnahme mehr erkennbar. Als mégliche
stationéire Phase wiirde sich dieses Verhalten positiv auswirken. Die Analyten wechselwirkten
zunéchst sehr gut mit den modifizierten Partikeln und eine effektive Auftrennung resultierte.

Im Anschluss konnte bereits nach kurzer Zeit keine bzw. nur geringe Wechselwirkung der
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Analyten mit der stationiren Phase festgestellt werden. Dies bedeutet, dass eine derart modi-
fizierte Trennséule nicht durch zu stark interagierende und nicht eluierte Analyten verstopfen
sollte. Eine sehr effektive und schnelle Regenerierung der stationédren Phase mit gereinigtem
Wasser wére somit sehr gut denkbar. Weiterhin war ein Einfluss der Maltoseschalendichte
deutlich. Bei negativ geladenen Analyten, wie Niacin, Cyanocobalamin und dem Estradiol-
Derivat, war ein Abfall der Aufnahmeeffizienz von Struktur A zu Struktur C zu erkennen.
Aufgrund der geringeren Abschirmung der Kernladung durch eine offenere Maltoseschale wie
bei Struktur C, sollte theoretisch eine hohere Aufnahmeeffizienz bei Struktur C gefunden
werden. Der nachgewiesene inverse Trend legt die Vermutung nahe, dass die Anbindung an
die Partikeloberfliche mit Struktur A wesentlich besser ablief als mit Struktur C. Bei Struktur
C waren somit weniger PEI-OS-Molekiile auf der Partikeloberfliche angebunden. Weiterhin
konnten aufgrund der unvollstdndigen Modifizierung der Partikeloberfliche Repulsionskréfte
zwischen den Partikeln und den Analyten auftreten. Im Fall des leicht positiv geladenen
Thiamins war eine umgekehrte Aufnahmeeffizienz zu erkennen. Bei Struktur A, mit einer
sehr dichten Zuckerschale, wurde weit weniger Thiamin aufgenommen als mit der offeneren
Zuckerschale von Struktur C. Dieses Verhalten kann aufgrund der positiven Ladung des Thia-
mins und elektrostatischer Interaktion mit der negativ geladenen Partikeloberfliche erklért
werden, wofiir die zeitlich stabile Aufnahmeeffizienz fiir Thiamin sprechen wiirde. Fiir Ribo-
flavin wurde eine moderate Aufnahmekapazitit gefunden. Diese Aufnahmekapazitit war fiir
alle Schalendichten relativ gleich. Da Riboflavin nicht geladen vorliegt und dariiber hinaus
einen hoheren sterischen Anspruch hat, kann eine Wechselwirkung mit dem PEI-OS auf
der Partikeloberfliche gehemmt sein. Fiir das zwitterionische Vitamin Pyridoxin konnte fiir
Struktur A und C eine hohe Aufnahme bzw. eine starke Wechselwirkung detektiert werden.
Es kann vermutet werden, dass im Fall von Struktur A eine gute Wechselwirkung mit dem
auf der Partikeloberfliche angebundenen PEI-OS stattfand, wohingegen bei Struktur C der

Einfluss der Partikeloberflache selbst entscheidend war.

5.5.2 Anwendung der modifizierten Partikel in der
Diinnschicht-Chromatographie

Fiir die Vitamine B, By und Bg, die mit den PEI-OS nur iiber schwache Wechselwirkungen
interagieren, trat kaum eine Anderung der R r-Werte bzw. der Trenneffizienz auf. Zusammen-
fassend waren die Ergebnisse der modifizierten Partikel in der TLC eher erniichternd. Die
verwendete Methode bzw. die Modifizierung der stationdren Phase erzielte keine signifikante
Verbesserung bei der Auftrennung. Bei der Modifizierung durch Aufspriihen traten gerade
bei Suspensionen Inhomogenitéiten, wie Inselbildung oder auch Bereiche geringer oder keiner
Modifizierung, auf. Dies fithrte zu Fehlern und zur Verschlechterung der Auftrennung. Weitere
Experimente zur Optimierung der Aufbringung und der Herstellung kompletter neuartiger
stationdrer Phasen wéren ratsam. Auf diese Art und Weise konnten die modifizierten Partikel

besser untersucht und Fehler durch Inhomogenititen ausgeschlossen werden.

5.5.3 Untersuchung der modifizierten Partikel in der Festphasenextraktion

Weiterhin wurden die modifizierten Partikel als Adsorber in der Festphasenextraktion getestet.

Hierfiir wurden zum einen reine Phasen der Partikel genutzt und zum anderen gemischte
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Phasen mit kommerziell erhéltlichen Adsorberphasen. Fiir die Versuche wurden Analytgemi-
sche mit unterschiedlichen umweltrelevanten Verbindungen, wie beispielsweise Schmerzmittel,
Pflanzenschutzmittel, Insektizide und andere verwendet.

Zum Teil kann durch die Nutzung oder den Zusatz von modifizierten Partikeln eine héhere
Wiederfindung erhalten werden. Dies gilt vor allem fiir zum Teil dissoziierte Analyten und
solche mit einem erhchten Stickstoffgehalt. Fiir eine gute Extraktion waren somit Ladungen
sowie die Moglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen essentiell. Die Wieder-
findung der einzelnen Analyten ist stark von dem jeweiligen Analyten abhéingig. Die Partikel
mit der PEI-OS-Modifizierung mit einer sehr dichten Maltoseschale erzielen bessere Ergeb-
nisse als die vergleichbaren Partikel mit den Strukturen B und C auf der Oberfliche. Der
hohere Oligosaccharidschalen- Anteil scheint somit eine positive Wirkung auf die Auftrennung
zu erzielen. Allerdings war die Anbindung der Struktur A geringfiigig besser als die Anbin-
dung der anderen Strukturen. Der hohere Modifizierungsgrad der Partikeloberfliche und eine
dichtere Oligosaccharidschale fithren somit zu besseren Interaktionen mit den Analyten. Die
Performance des hochentwickelten kommerziell erhéltlichen Oasis HLB Adsorbers kénnen
die Partikel nur bedingt erreichen. Dennoch wird deutlich, dass die modifizierten Partikel
bzw. die Polymere an deren Oberfléiche grofies Potential aufweisen. Weitere Untersuchungen
in anderen pH-Bereichen, bei denen deutlich mehr Analyten dissoziiert vorliegen, konnten
weitere Optimierungen bringen. Obwohl bei der Herstellung der Partikel eine erfolgreiche
Modifizierung nachgewiesen werden konnte, ist diese zum Teil nicht vollstédndig. Durch eine
Optimierung der Préparation der Partikel und einer erhthten Anbindung der polymeren
Kern-Schale-Architekturen kénnten weitere Optimierungen vorgenommen werden. Weiterhin
werden sowohl in der HPLC als auch in SPE haufig unpolare Alkylketten fiir einen Umkehr-
modus verwendet. Eine Untersuchung der Partikel mit den PEI-Spacer-Architekturen auf der

Oberflache wiare somit hoch interessant.

5.6 AbschlieBendes Resiimee

Zusammenfassend konnte im Zuge dieser Arbeit ein selektives Interaktionsverhalten der
hergestellten Kern-Schale-Architekturen mit unterschiedlichsten Analytmolekiilen nachge-
wiesen werden. Die Voruntersuchungen zum generellen Verstdndnis der auftretenden Inter-
aktionen der Kern-Schale-Architekturen mit biologisch relevanten Beispielanalyten sollten
zunéchst Einsicht in den Einfluss verschiedener Parameter geben. Der Einfluss der Poly-
merkerngrofie, der Oligosaccharidschalendichte und des Oligosaccharids sowie der Ladungs-
zustinde wurde evaluiert. Es konnte festgestellt werden, dass fiir stabile Interaktionen die
Moglichkeiten zur Ausbildung von elektrostatischen Interaktionen und Wasserstoffbriicken-
bindungen essentiell sind. Unterschiedliche Interaktionen der untersuchten Kern-Schale-Archi-
tekturen mit bioaktiven Molekiilen konnten beobachtet werden. Diverse Faktoren, wie pH-
Wert, Ladungen, Temperatur etc., beeinflussen diese Interaktionen. Einige dieser Faktoren
konnten untersucht werden. Fiir weitere Optimierungen sollten jedoch weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden, die speziell die essentielle Rolle der Ladungszusténde nédher abkléren.
Anhand von NMR-Untersuchungen konnte die essentielle Rolle der Modifizierung des poly-

meren Kerns mit einer Oligosaccharidschale fiir die Ausbildung von nachweisbaren, stabilen
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Interaktionen verifiziert werden. Die Oligosaccharidschale fungiert als eine Art Diffusionsbar-
riere, die die auftretenden dynamischen Interaktionsprozesse verlangsamt und einen schnellen
Austausch hemmt. Dadurch wurden interessante Moglichkeiten zur Beobachtung der Inter-
aktionen mit Bg mit PEI-OS-Architekturen ermoglicht.

Der Anwendungsbereich dieser interessanten Kern-Schale-Polymere ist vielfiltig und unter
geeigneten Bedingungen vielversprechend. Dennoch konnte ein allgemeiner Einsatz dieser
Kern-Schale-Architekturen in verschiedenen analytischen Methoden nicht in jedem Fall zu

einer Optimierung beitragen.

Bei der Modifizierung von TLC-Platten durch Aufsprithen der Kern-Schale-Architekturen
konnten nur minimale Effekte beobachtet werden. Die Art und Weise der Generierung neuar-
tiger stationdrer Phasen durch Aufspriithen einer Polymerlosung scheint keine stabile Modi-
fizierung zu gewiéhrleisten. Eine Modifizierung der stationiren Phase mit einer kovalenten
Anbindung der Kern-Schale-Architekturen kénnte eine weitere Optimierung erlauben und

sollte in weiterfithrenden Experimenten getestet werden.

Ebenso erzielte eine Nutzung von Kern-Schale-Architekturen als Additive in der mobilen
Phase in der HPLC keine weitere Optimierung. Eine kovalente Modifizierung der Trennséulen-
oberfliche wire ein sehr interessanter Punkt, der sowohl fiir die PEI-OS- wie auch die PEI-
Spacer-Architekturen interessant erscheint. In Folge der kovalenten Anbindung der Kern-
Schale-Architekturen konnten die unterschiedlichen Interaktionen, die mit den Voruntersu-

chungen beobachtete werden konnten, effizienter ausgenutzt werden.

Bei der Nutzung der Kern-Schale-Architekturen in der Kapillarelektrophorese als nicht-
kovalente Modifizierung der Kapillaroberfliche konnte mit wasserloslichen Vitaminen keine
Optimierung der Trennleistung erzielt werden. Bei der Nutzung einer derartigen Modifizie-
rung zur Auftrennung von Adenosin-Derivaten konnte jedoch eine deutliche Verbesserung
beobachtet werden. Ohne eine dynamische Modifizierung der Kapillaroberfliche mit PEI-
OS-Architekturen ist eine Detektion der negativ geladenen Adenosin-Derivate nicht innerhalb
einer Messzeit von 40 Minuten méglich. Mit der Modifizierung durch PEI-OS-Architekturen
ist eine Detektion innerhalb weniger Minuten moglich. Weiterhin kann ein deutlicher Einfluss
der Schalendichte bzw. des Protonierungszustandes der PEI-OS-Architekturen nachgewiesen

werden.

Bei der Nutzung von PEI-OS modifizierten Partikeln als Adsorbermaterial in der Fest-
phasenextraktion konnte ein positiver Effekt auf die Wiederfindungsraten einiger Analyten
gefunden werden. Bei der Untersuchung mit diversen umweltrelevanten Analyten konnte fiir
einige eine deutliche Verbesserung durch die Nutzung von PEI-OS-modifizierten Partikeln als
Adsorberphase festgestellt werden. Bei Analyten mit einem grofieren sterischen Anspruch und
erhohten lipophilen Anteil wurde bei der Nutzung von modifizierten Partikeln eine Verschlech-
terung gegeniiber den hoch effektiven, kommerziellen Adsorberphasen gefunden. Analyten,
die in der Lage sind Wasserstoffbriickenbindungen und/ oder elektrostatische Interaktionen
auszubilden, interagieren mit den modifizierten Partikeln jedoch sehr gut und erhchen die

Wiederfindungsraten.

Da bereits bei den Ultrafiltrationsexperimenten und den NMR-Untersuchungen festge-
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stellt werden konnte, dass Parameter, wie pH-Wert und somit der Ladungszustand sowie die
Temperatur, einen Einfluss auf die Interaktionen der Kern-Schale- Architekturen mit Analyten
besitzen, sollten weitergehende Untersuchungen durchgefiihrt werden, um optimale Analyse-
bedingungen fiir die jeweilige Trennmethode zu bestimmen. Obwohl die genutzten Versuchs-
bedingungen bereits teilweise zu einer Optimierung gefithrt haben, sollten weitere Untersu-
chungen bei variierenden pH-Werten, Temperaturen und Lésungsmitteln durchgefiihrt werden,
um eine effektivere Trennleistung zu erhalten.

Zusammenfassend konnen somit unterschiedliche Interaktionen mit diversen biologisch-
und umweltrelevanten Analyten festgestellt werden. Durch die Ausnutzung optimaler Ver-
suchsbedingungen kénnten die untersuchten Kern-Schale-Architekturen grofies Potential als
chromatographische Selektoren aufweisen. Aufgrund der besseren Ergebnisse bei Nutzung
der Kern-Schale-Architekturen als stationdre Phasen (beispielsweise in der CE), wire eine
Nutzung als solche in der Diagnostik sehr interessant. Erste vielversprechende Untersu-
chungen mit vergleichbaren PEI-OS-Architekturen als Modifizierung in der CE konnten bei
der Detektion und Aufkonzentrierung von Humanalbumin in verdiinnten, humanen Proben
erzielt werden.'®6) Weiterhin wiire eine Verwendung dieser Kern-Schale-Architekturen als
Wirkstofftransportsysteme aufgrund der selektiven und stabilen Interaktionen vielverspre-
chend.
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6 Methoden und Experimentalteil

6.1 Methoden

Aufreinigung durch Dialyse

Fiir die Aufreinigung der hergestellten Kern-Schale-Architekturen wurde eine mehrtéigige
Dialyse durchgefiihrt. Als Dialysemembrane wurden regenerierte Zellulosemembrane Spectra/
Por 7 (2000 MWCO; 45 mm) der Firma Spectrum Laboratories Inc. (Rancho Dominguez,
USA) verwendet. Dialysiert wurde gegen destilliertes Wasser mit einem mehrmaligen Wasser-

wechsel téaglich.

Diinnschicht-Chromatographie (TLC)

Fiir die Diinnschicht-Experimente wurden kommerziell erhéltliche Sorbfil TLC-Platten (8-
12 pm Partikelgroe, 90-100 pm Schichtdicke; OOO IMID, Krasnodar, Russland) verwendet.
Eine Modifizierung der stationdren Phase fand durch Aufsprithen der wéassrigen Polymer-
losungen statt. Die Polymere lagen in einer Konzentration von 1 mg/mL vor. Im Mittel
wurde jede Platte mit 3 mg Polymer modifiziert. Um ein Abwaschen zu minimieren und
einen Gleichgewichtszustand zu erhalten, wurden die Polymere ebenfalls in geringer Konzen-
tration in die mobile Phase gegeben (0,2 mg/mL). Die getrockneten Platten wurden mittels
einer Videodensitometer-Software der Firma Sorbfil (TLC Quantitative Evaluation, OOO
IMID, Krasnodar, Russland; Version 2.3.0.2994) ausgewertet. Die Analyten wurden bei einer
Wellenlédnge von 254 nm bzw. 365 nm detektiert. Fiir die Herstellung der wéssrigen Losungen

der Polymere und Analyten wurde Millipore-Wasser verwendet.

Dynamische Lichtstreuung (DLS) und Zetapotential-Messung

Die Lichtstreuspektren und Zetapotential-Messungen wurden an einem Zetasizer Nano ZS
der Firma Malvern Instruments Ltd. (Worcestershire, England) aufgenommen. Fiir die Mes-
sungen wurde ein Helium-Neon-Laser (4 mW, 632,8 nm, bewegliches Objektiv) als Strahlungs-
quelle eingesetzt. Als Messtechnik wurde die NIBS-Methode (Non-Invasive Back-scatter) mit
einem Riickstreuwinkel von 173° verwendet. Fiir die DLS Untersuchungen wurden Konzen-
trationen von 1 mg/mL genutzt. Vor jeder Messung wurde die Probe 20 s auf 25 °C temperiert
und mit einem 0,45 pm Nylonfilter von Staubpartikeln und weiteren groben Verunreinigungen
befreit. Fiir jede Probe wurden 20 Durchlidufe zu je 20 s durchgefiihrt. Fiir die Zetapotential-
Messungen wurde ein zusitzlicher Autotitrator von Malvern Instruments Ltd. (Worcester-
shire, England) verwendet. Zur Einstellung des pH-Wertes wurde HCl und KOH genutzt.

Elementaranalyse (EA)
Die Messung der Elementarzusammensetzung wurde mit einem vario MICRO cube der Firma

Elementar Analysensysteme GmbH (Hanau, Deutschland) durchgefiihrt. Fiir eine moglichst
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genaue Bestimmung wurden die Proben iiber Nacht in einem Vakuumtrockenschrank bei
40 °C getrocknet. Die Messung erfolgte simultan mit dem CHNS-Modus, wodurch der Gehalt
an Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff und gegebenenfalls Schwefel ermittelt wurde.

Ellipsometrie

Fiir die Schichtmessungen wurden Silizium-Wafer mit einer Oxidschicht genutzt. Die Oxid-
schichtdicke wurde vor jeder weiteren Modifizierung mit der Polymerschicht vermessen und
ein Mittelwert bestimmt. Im Mittel lag die Oxidschichtdicke bei 30 nm. Die Wafer wurden
zunéchst in Ethanol in einem Ultraschallbad gereinigt. Anschlieflend wurden sie mit Millipore-
Wasser abgespiilt und in eine Lésung aus Ammoniak (konz.) : 30% H2O4 : Millipore-Wasser
im Verhéltnis 1:1:5 fiir 40 Minuten bei 65 °C geriihrt. Nach dieser Zeit wurden die Wafer mit
Millipore-Wasser abgespiilt und in einem Stickstoffstrom getrocknet. Die gereinigten Wafer

wurden umgehend mit den Polymerlosungen gespin-coatet.

Fiir alle Schichten wurden 300 mg (1,5 w%) des Polymers mit 75 mg Citronensiure
(25 w%) in 25 mL Millipore-Wasser gelost. Aufgrund des hoheren hydrophoben Anteils bei
den PEI-5k-C11-Mal-1 und -Mal-2 Architekturen wurde die Citronenséiure mit 35 w% hinzu-
gegeben. Alle Losungen wurden vor dem Spin-Coaten mit einem 0,45 um Nylonspritzen-
filter von groben Verunreinigungen befreit. Da die PEI-Spacer- bzw. PEI-FA-Architekturen
in wéssrigen Losungen zu Mizellenbildung neigen und groflere Aggregate entstehen, soll eine
vorhergehende Filtration auch die Homogenitét der Polymerschicht verbessern. Nach einem
zweimaligen Aufbringung von 150 pl Polymer-Crosslinker-Losung wurde mit einer Rotations-
geschwindigkeit von 3500 rpm fiir 30 Sekunden beschichtet. Anschliefend wurden die Wafer
fiir zwei Stunden bei 170 ° in einem Vakuum-Trockenschrank getrocknet und die Schichten
thermisch vernetzt. Durch mehrmalige Extraktion in Millipore-Wasser wurde die Stabilitét
der Schichten iiberpriift.

Die Ellipsometrie-Messungen wurden an einem Alpha-SE der Firma J.A Woollam Co., Inc.
(Lincoln, USA) durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurde ein entsprechendes Cauchy-Modell
verwendet. Die Schichtdicken wurden in einem spektralen Bereich von 380 bis 900 nm mit
einem Einfallswinkel von 70°gemessen. Die Brechungsindices der jeweiligen Vitaminlésung
wurde fiir die in-situ-Messungen bestimmt und im dem Modell beriicksichtigt. Fiir die in-situ-
Messungen wurden Quarzkiivetten der Firma Hellma verwendet. Sie weisen einen Einfalls-
winkel von 70°, analog zu dem Einfallswinkel des Ellipsometers. Mit einem Teflon Abstand-
halter wurden die Wafer fiir die Messungen fixiert. Fiir die in-situ-Messungen wurde die
Schichtdicke der trockenen Polymerschicht in der Kiivette gemessen. Anschliefend wurden
2,5 mL Millipore-Wasser hinzugegen und die in-situ-Messung gestartet. Nach einer Vorquel-
lung im wéssrigen Milieu wurde nach FErreichen einer stabilen Schichtdicke 0,5 mL des
Analyten hinzugegeben. Nach Erreichen einer stabilen Schichtdicke in dem Analyt-Wasser
Gemisch wurden 0,5 mL entnommen und mit Millipore-Wasser wieder aufgefiillt. Dieser
Waschschritt wurde mehrfach wiederholt. Wihrend der gesamten Messung wurden die Delta-
und Psi-Werte bestimmt. Mit Hilfe des angepassten Cauchy-Modells mit den zuvor be-
stimmten jeweiligen Brechungsindices der Analytlosungen konnte die Schichtdicken und Bre-

chungsindices der Polymerschichten bestimmt werden.
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Festphasenextraktion (SPE)

Fiir die Préaparation der SPE-Kartuschen mit den reinen PEI-25k-Mal A, B oder C modifi-
zierten Partikeln als Adsorberphase wurde eine Glaskartusche mit einer Teflonfritte bestiickt.
Anschlieflend wurden 20 mg der Partikel in die Kartusche gegeben und abschlieflend eine
weitere Teflonfritte. Bei den gemischten Adsorberphasen wurde eine kommerziell erhiltliche
Oasis HLB-Glaskartusche (200 mg Sorbens) genutzt. Bei der gemischten Adsorberphase mit
einem Schichtaufbau wurde eine Teflonfritte genutzt und anschliefend zunéchst 200 mg
Chromabond HR-X hinzugegeben. Diese Schicht wurde mit einer Teflonfritte und einem Glas-
faserfilter von einer weiteren Schicht von 20 mg der PEI-25k-Mal A modifizierten Partikel
abgetrennt. Bei der gemischten Phase in einem Mix-Verhéltnis wurde eine Oasis HLB-Glas-
kartusche mit einer Teflonfritte und einem Glasfaserfilter genutzt. Anschliefflend wurde eine
Schicht von 200 mg Chromabond HR-X mit 20 mg PEI-25k-Mal A modifizierten Partikeln
vermischt und in die Kartusche gefiillt. Dies wurde mit einer Teflonfritte verschlossen. Fiir
die Untersuchungen mit den Adsorberphasen mit ausschlieflich PEI-OS-modifizierten Parti-
keln wurden 20 uL eines 38er Mixes (0,1 ng/uL) mit 20 g Millipore-Wasser versetzen. Dies
entspricht 2 ng jeder Substanz absolut. Fiir die gemischten Adsorberphasen wurden 20 plL
eines 38er Mixes (0,1 ng/uL) mit 100 g Millipore-Wasser versetzt. Dies entspricht 2 ng
jeder Substanz absolut. Die Festphasenextraktion wurde mit einer Konditionierung begonnen.
Dafiir wurden 2-5 mL: Methanol und anschliefend 2-5 mL Millipore-Wasser genutzt. Anschlie-
Bend wurde die Kartusche mit der Probe beladen und 5 Minuten getrocknet. Die Elution
wurde mit ca. 4 mL bei den Adsorberphasen mit ausschliellich PEI-OS-modifizierten Parti-
keln und ca. 10 mL Methanol bei den gemischten Phasen erzielt. Das Filtrat wurde bei 30-
40 °C unter Gasstrom auf ca. 200 pL eingeengt und in ein LC-Vail iiberfiihrt. Im Anschluss
wurden die Proben mittels HPLC analysiert. Die Detektion fand an einem HPLC-QTrap AP
5500 Massenspektrometer (ABSciex) statt, der mit einer Elektrosprayionisation arbeitet. Als
Trennsdule wurde eine Ascentis Express C18 Sdule (10 cm x 3 mm, 2,7 pm Partikelgrofle,
SUPELCO) genutzt. Eluiert wurde mit einem Gradienten aus Millipore-Wasser und Methanol
(je 0,1 % Essigsdure).

Fluoreszenz
Die Fluoreszenzmessungen wurden an einem Laser Scanning Mikroskop TCS SP5 II von Leica
durchgefiihrt. Die Aufnahmen wurden mit dem Objektiv HCX PL APO CS 10.0-0.40 IMM

UV angefertigt. Fiir die Anregung wurde eine Laserwellenldnge von 405 nm genutzt.

Gefriertrocknung

Zur Entfernung des Losungsmittels wurde die Gefriertrocknung genutzt. Hierfiir wurde die
dialysierte Reaktionslosung der Polymeransitze in Kolben zu je maximal 100 mL gefiillt,
eingefroren und iiber 20 Stunden gefriergetrocknet. Fiir diesen Prozess wurde eine Alpha
1-2 LD plus der Firma Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH (Osterode am Harz,
Deutschland) mit einer RZ-6 Drehschieberpumpe der Firma Vacuubrand (Wertheim, Deutsch-
land) genutzt. Bei einem Druck von 0,035 mbar und einer Temperatur von -52 °C wurden die

Polymere als Feststoffe gewonnen.
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Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

Die Analysen fanden auf einer HPLC LC-20 Prominence Anlage der Firma Shimadzu (Kyoto,
Japan) statt. Fiir die Detektion der Analyten wurde ein UV /Vis Detektor (SPD-M20A Shim-
dazu, Japan) bei den Wellenléingen 260 und 280 nm genutzt. Als Trennsdule fungierte eine
Supelco C18 Saule (Supelco, USA), mit einer Partikelgrofie von 5 pm und einer Abmessung
von 250 x 4,6 mm. Als Vorsiule diente eine Festphasenextraktionssdule mit XAD2 Amberlite
(Supelco, USA) als Adsorber. Ausgewertet wurde mit der LCsolution Software der Firma
Shimadzu. Fiir die Herstellung der wissrigen Losungen wurde Millipore-Wasser genutzt. Als
Losungsmittel wurde Acetonitril mit hoher Reinheit (Kriokhrom, Russland) genutzt. Fiir die
Herstellung des Phosphatpuffers wurde Natriumdihydrogenposphat und Phosphorsédure von
der Firma Vekton (Russland) verwendet. Die Auftrennung wurde mit Hilfe einer Gradienten-
trennungen optimiert. Die Durchflussrate betrug 1 mL/min. Eine Mischung der im Phosphat-
puffer (pH 2,7; 30 mM) gelosten Vitamine mit Acetronitril wurden hierfiir verwendet. Fiir die
Gradiententrennung wurde folgendes Programm genutzt: In den ersten 15 Minuten wurde der
reine Phosphatpuffer als mobile Phase genutzt. Ab der 15. Minuten wurde 25% Acetonitril
zugegen. Ab der 19. Minuten wurde erneut nur der reine Phosphapuffer als mobile Phase
genutzt. Die PEI-OS-Architekturen wurden in einer Konzentration von 0,5 bis 4 mg/mL
in den Phosphatpuffer gelost. Jede Konzentration wurde separat untersucht. Alle Losungen
wurden vor der Verwendung filtriert, um die mobile Phase von Verunreinigungen zu befreien.
Die hydrophilen Vitamine wurden in Millipore-Wasser gelost. Die Analytgemische wurden
téglich neu hergestellt. Fiir die Analytmischungen wurden Vitamin-Stammldsungen mit einer
Konzentration von 1 mg/mL hergestellt. Diese wurden lichtgeschiitzt und gekiihlt gelagert.
10 pl der einzelnen Vitaminlosungen (Bg, B3, Bg, B12 und Vit. C) und 20 pL By wurden mit
930 pL Millipore-Wasser aufgefiillt. Dieses Analytengemisch wurde fiir die HPLC Untersu-

chungen genutzt.

Infrarotspektroskopie (IR-Spektroskopie)

Zur Aufnahme der IR-Spektren der Polymerproben wurden die Spektrometer des Typs 80v
und Tensor27 der Firma Bruker Optics Inc. (Billerica, USA) mit einer Golden Gate Diamant
ATR Einheit (SPECAC) und einem MCT-Detektor verwendet. Durchgefiihrt wurden 100
Scans pro Messung in einem Wellenlingenbereich von 4000 bis 600 cm™' und bei einer
Auflssung von 4 cm™!. Die DRIFTS-Messungen der Partikel wurden mit einem Equinox 55
FTIR-Spektrometer mit MCT-Detektor der Firma Bruker (Fillanden, Schweiz) durchgefiihrt.
Fiir jede Messung wurden 20 mg der Probe mit 500 mg Kaliumbromidpulver gemischt, dass
als Referenz genutzt wurde. Dies wurde zu einem Pressling geformt. Es wurden 200 Scans
im Bereich von 4000 bis 600 cm™! mit einer Auflésung von 2 cm™! fiir jedes Spektrum

durchgefiihrt. Alle Proben wurden vor der Messung fiir 20 h bei 50 °C im Vakuum getrocknet.

Kapillarelektrophorese (CE)

Die Kapillarelektrophorese wurde an einer Capel-105M der Firma Lumex (Sankt Petersburg,
Russland) durchgefiihrt. Fiir die Detektion der Analyten wurde ein UV /Vis Detektor genutzt.
Die wasserloslichen Vitamine wurden bei einer Wellenldnge von 220 nm detektiert und die
Adenosin-Derivate bei 260 nm. Als Kapillare wurden eine aktivierte 50 cm lange kommerziell

erhéltliche Fused Silika Kapillare mit einer Polyimidbeschichtung verwendet. Nach 45 cm
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wurde ein Sichtfenster fir den Detektor gebrannt. Als Elektrolyt (BGE) wurde ein Phos-
phatpuffer (PBS, pH 7,0, 20 mM) genutzt. Als interner Standard fiir den EOF wurde DMSO
genutzt. Die Vitamine wurden in einer Konzentration von 1 mg/mL PBS-Puffer genutzt.
Fiir die Auftrennung wurde eine Spannung von £20 kV genutzt. Die Analyse fand bei einer
Temperatur von 20 °C statt. Nach der Probeninjektion wurde die Probe im Kapillar-Einlass
gesammelt und die Elektrode wieder in die Pufferlésung getaucht. Fiir die Auswertung der

Elektropherogramme wurde die Software Elforun der Firma Lumix genutzt.

Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)

Fiir die NMR-Messungen wurde ein Bruker DRX 500 Spektrometer (Billerica, USA) ver-
wendet. Die 'H-Spektren wurden bei einer Frequenz von 500,13 MHz und die '*C-NMR-
Spektren bei 125,75 MHz aufgenommen. Die Proben wurden in DO vermessen. Als interner
Standard wurde das Natriumsalz der 2,2,3,3-d4-3-(Trimethylsilyl)propionsiure (§(*H)= 0 ppm,
5(13C)= 0 ppm) genutzt. Alle DOSY-Experimente wurden mit einem Bruker Avance 500
Spektrometer aufgenommen. Dieses ist ausgestattet mit einer gepulsten Feldgradienten-Einheit.
Dieser generiert magnetische Felder in Z-Richtung (56 G/cm). Als interner Standard diente
das Signal des D2O. Die Messtemperatur wurde mittels eines Luftstroms von 535 L/h konstant
bei 298 K (25 °C) gehalten. Mogliche Temperatureinfliisse hervorgerufen durch den magne-
tischen Feldgradienten kénnen somit ausgeschlossen werden. Weiterhin wurden alle Proben
ohne Rotation gemessen. Die Fouriertransformation, Phasen- und Basislinienkorrektur sowie

die Diffusionsdimension wurden mit der Software Bruker Topspin 2.1 durchgefiihrt.

Pyrolyse-GC-MS

Fiir die Pyrolyse-GC-MS-Messungen wurde ein Pyrolysator Pyroprobe 5000 von CDS Analy-
tical Inc. (Oxford, USA) mit Platinfilament und einem CDS1500 Interface verwendet. Die
Pyrolysetemperatur betrug 550 °C und die Pyrolysezeit 15 s. Als Gaschromatograph wurde
ein GC7890A von Agilent Technologies eingesetzt. Die Inlet-Temperatur lag bei 280 °C und
als Triagergas wurde Helium verwendet. Als Sdule wurde eine unpolare HP-5MS Saule (30 m
x 250 pum) mit 0,25 pm Schichtdicke gewéhlt. Das GC ist an einen massenselektiven Detektor
(5975C inert XL EI/CI) gekoppelt. Die Ionisation erfolgte bei 70 eV.

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die REM-Aufnahmen der Partikel wurden mit einem Zeiss Ultra 55 Gemini (Carl Zeiss NTS,
Oberkochen, Deutschland) aufgenommen. Die Partikel wurden mit einer Konzentration von
0,25 mg/mL in Millipore-Wasser gelost und fiir 10 min im Ultraschallbad behandelt. Von
dieser Losung wurde ein Tropfen auf einen gereinigten Siliziumwafer gegeben und im Stick-
stoffstrom getrocknet. Vor der Messung wurden die Proben mit 3 nm Platin besputtert.
Die Aufnahmen wurden bei einer Spannung von 3 kV im Sekundérelektronen-Modus aufge-

nommen.

Rasterkraftmikroskopie (AFM)
Die AFM Untersuchungen wurden an einem Dimension ICON (Bruker-Nano, USA) in einem
intermittierenden Modus (tapping mode) durchgefiihrt. Als Sensor (Cantilever) wurde ein

Silizium-SPM-Sensor Multi 75 (BudgetSensors, Bulgaria) mit einer Federkonstante von ca.
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4 N/m und einer Resonanzfrequenz von ca. 75 kHz verwendet. Der Spitzenradius betrug
weniger als 10 nm. Hohenbilder (Topographie) wurden simultan mit den Phasenbildern
aufgenommen. In Bezug auf Magonov et al.'®" wurden die Scanbedingungen (freie Ampli-
tude > 100 nm, Sollwert des Amplitudenverhéltnisses 0,5) so gewihlt, dass die Steifheit der
Oberfliche bzw. deren Kontrast in den Phasenbildern erhalten werden kann. Dies bedeutet,

dass die helleren Gebiete in den Phasenbildern harter sind als die dunkleren Gebiete.

Reinstwasserbereitstellung (Millipore-Wasser)

Fiir die Herstellung von Stammlésungen und im Falle von Wasser als Losungsmittel wurde
stets Reinstwasser (Millipore-Wasser) verwendet. Dieses wurde durch eine weitere Aufrei-
nigung von destilliertem Wasser durch eine Simplicity 185 Wasseraufbereitungsanlage der

Firma Millipore Corporation (Billerica, USA) erhalten.

Rontgenphotonenspektroskopie (XPS)

Mit Hilfe von XPS-Untersuchungen wurde der Erfolg der Modifizierung der Nanopartikel
kontrolliert. Die Messungen erfolgten mit dem Spektrometer AXIS ULTRA der Firma Kratos
Analytical (Manchester, England). Dieses ist mit einer monochromatisierten Al Koy 2 Rontgen-
rohre, mit einer Aufnahmeleistung von 300 W bei 20 mA, ausgestattet. Die Bestimmung
der kinetischen Energie der Photoelektronen erfolgte mit einem hemisphérischen Analy-
sator, bei dem eine konstante Pafienergie von 160 eV fiir Ubersichtsspektren bzw. 20 eV
fiir aufgeloste Spektren vorgegeben wurde. Eine Uberkompensation der positiven Aufla-
dung der Probe erfolgte durch eine Niederenergie-Elektronenquelle (Filament) in Verbindung
mit einer magnetischen Immersionslinse in der Extraktions-Elektronenoptik. Alle Bindungs-
energien wurden auf den Cls Peak fiir gesédttigte Kohlenwasserstoffe mit BE = 285 eV

188] Die Quantifizierung der Spektren erfolgte nach einem Untergrundabzug nach

bezogen.|
Shirley et al.l'89) durch Integration der Peakflichen (Raw Area CPS) typischer Element-
peaks. Aus den Peakflichen wurden unter Beriicksichtigung der experimentell bestimmten
Empfindlichkeitsfaktoren und der Spektrometer-Transmissionsfunktion die Atombriiche und
die Massenbriiche berechnet. Die energieaufgelosten Spektren wurden mittels Software-Routi-
nen (Kratos Analytical, England) in strukturtypische Komponentenpeaks zerlegt. Freie Para-
meter des Fittings waren die Bindungsenergie, die Hohe, die Halbwertsbreite und das Gauss-

Lorentz-Verhéltnis der Komponentenpeaks.

Thermogravitmetrische Messung (TGA)

Die TGA-Messungen wurden mit einem Q5000IR-TGA-Gerét der Firma TA Instruments
(New Castle, USA) durchgefiihrt. Die Proben wurden unter trockener Stickstoffatmosphére
von Raumtemperatur auf 800 °C erhitzt. Die Auftheizrate betrug 10 K/ min. Vor der Messung
wurden alle Proben fiir 20 h bei 50 °C im Vakuum getrocknet.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die TEM-Aufnahmen wurden mit einem Elektronenmikroskop Libra 120 der Carl Zeiss
Microscopy GmbH (Carl Zeiss NTS, Oberkochen, Germany) mit integrierten Omega-Typ
Energiefilter aufgenommen. Die Proben wurden mit einer Konzentration von 0,25 mg/mL

in Millipore-Wasser gelost und fiir 10 min im Ultraschallbad behandelt. Von dieser Losung
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wurden 3 pL auf ein amorphes Kohlenstoff beschichteten Kupfer-Grid (300 Mesh, Plano
GmbH, Wetzlar, Deutschland) aufgebracht und bei Raumtemperatur getrocknet. Die TEM-
EDX Aufnahmen wurden mit der sogenannten three-window power law-Methode aufgenommen.
Eine Energie-gefilterte Aufnahme wurde oberhalb der Elementabsorption aufgenommen und
als elementspezifische Aufnahme und Referenzbild (Hintergrund) genutzt. Dieser Hintergrund

wurde aus zwei Aufnahmen unterhalb der Absorptionsgrenze extrapoliert.

Ultrafiltration (UF)

Eine 16sungsmittelresistente Riihrzelle der Firma Millipore Corporation (Billerica, USA) mit
einem Fassungsvermoégen von 75 mL (Durchmesser 47 mm) wurde fiir Ultrafiltrationen bei
5 bar verwendet. Als Filtrationsmembrane wurden Ultracel Membrane aus regenerierter
Zellulose (Ultracel, regenerierte Zellulose, PLAC; @ 47 mm; Millipore, USA) verwendet.
Voruntersuchungen zeigten, dass die verwendeten Kern-Schale-Architekturen effektiv von den
Membranen zuriickgehalten werden. Vor jeder Filtration wurden die Membrane in wassriger
Losung vorgequollen. Die Membrane wurden fiir drei Filtrationen verwendet. Vor jeder Filtra-
tion wurden die Membrane mit Millipore-Wasser gespiilt, um abgelagerte Riickstdnde zu
entfernen. Fiir jeden Analyten wurde eine mogliche Interaktion mit der Membran untersucht.
Hierfiir wurden Losungen der reinen PEI-OS-Architekturen und der Analyten filtriert und
die Konzentration im Filtrat bestimmt. Es wurde festgestellt, dass die Konzentration nach
10 bis 15 mL stabil ist. Infolge dessen wurden alle Proben fiir die UV /Vis Untersuchungen
nach einem Durchlauf von 10-15 mL entnommen.

Fiir die Bestimmung der Konzentration wurden Kalibirierungsgeraden fiir jeden Analyten
angefertigt. Dafiir wurden Losungen mit bekannter Konzentration vermessen. Es fanden
Verdiinnungsreihen mit bis zu 15 Schritten statt, bei denen das Extinktionsverhalten gemessen
wurde. Mit Hilfe der Kalibirierungsgeraden kénnen anhand der Extinktion die Konzentration
berechnet werden. Mit einer gegeben Anfangskonzentration sind somit Riickschliisse auf die

aufgenommene Analytenkonzentration moglich.

UV/Vis-Spektroskopie (UV/Vis)

Im Rahmen der Aufnahme-Untersuchungen wurde die Konzentration des Analyten im Filtrat
mittels UV /Vis-Spektroskopie ermittelt. Es wurde ein Cary 100 der Firma Varian und ein
Specord 210 Plus von Jena Analytik verwendet. Fiir die Messungen wurden UV-transparente
Einmalkiivetten der Firma Plastibrand mit einer Schichtdicke von 10 mm genutzt. In einem
Wellenlangenscan von 220 bis 600 nm wurden die Maxima der jeweiligen Analyten bestimmt.

Die Messungen fanden bei Raumtemperatur mit einer Schrittweite von 0,5 nm statt.
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6.2 Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel

Tabelle 22: Verwendete Chemikalien.

Substanz Abkiirzung Reinheit Lieferant
Lupasol G100 PEI-5 kDa BASF
Lupasol WF PEI-25 kDa BASF
D(+)-Maltose-Monohydrat Mal > 99 % Sigma Aldrich
D-Lactose Monohydrat Lac > 98 % Sigma Aldrich
Maltotriose Hydrat Mal-III 95% Sigma Aldrich
Natriumtetraborat > 995 % Sigma Aldrich
Boran-Pyridin-Komplex BHj3- Py 8M Sigma Aldrich
N-(1 Butowycarbonyl)-11- Boc-11-Aun-OH > 99 % Tris Biotech
LGt oo
ggg?’fg;’gj“lfosuccmimid' Sulfo-NHS > 98,5 % Sigma Aldrich
Laurinsiure FA > 99 % Merck
Tetraethylorthosilicat TEOS >99 % Acros Organics
(3-Glycidyloxypropyl) trimethoxysilan ~ GPS > 98 % Sigma Aldrich
3-Aminophenylboronsiure APBS 98% Sigma Aldrich
Thiamin Hydrochlorid B, >99 % Sigma Aldrich
Riboflavin B, > 98 % Sigma Aldrich
Niacin Bs > 98 % Sigma Aldrich
Pyridoxin Bg > 98 % Sigma Aldrich
Cyanocobalamin Bi2 > 98 % Sigma Aldrich
Vitamin C Vit. C >99 % Sigma Aldrich
Folséure 97 % Sigma Aldrich
Adenosintriphosphat ATP >99 % Sigma Aldrich
Adenosindiphosphat ADP > 95 % Sigma Aldrich
Adenosinmonophosphat AMP >99 % Sigma Aldrich
f;r]::)ssatlrzadiol 17-(B-D-glucuronid) Natri- gsetr?i:iol— Sigma Aldrich
[B-Estradiol 3-sulfat Natriumsalz >93 % Sigma Aldrich
Ergocalciferol > 98 % Sigma Aldrich
Cholecalcoferol > 98 % Sigma Aldrich
Phyllochinon K, >99 % Sigma Aldrich
a-Tocopherol > 96 % Sigma Aldrich
DL-a-Tocopherolacetat > 96 % Sigma Aldrich

Retinylpalmitat

1,6-1,8 -10% USP
Einheiten per g

Sigma Aldrich
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Tabelle 23: Verwendete Losungsmittel.

Substanz Abkiirzung Reinheit Lieferant
Tetrahydrofuran THF Absolut, 99,5 %  Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid DMSO Absolut, 99,5 %  Sigma Aldrich
Ethanol EtOH Absolut, 100 %  VWR

1-Butanol BuOH >98 % Merck

Toluol >99.7 % Sigma Aldrich
Iso-Propanol >99,5 % Acros Organics
Acetronitril Eg((l);{ hrom  (Russ-
Natriumdihydrogenposphat Vekton (Russland)
Phosphorsiure Vekton (Russland)
Natriumhydrogencarbonat 99,5 % Acros Organics
Salzsdure HCI 37-38 % Merck
Natriumhydroxid-Losung NaOH 28-30 w% Acros Organics
Ammoniumhydroxid-Losung 28 % Acros Organics
Triethylamin EtsN 99 % Acros Organics
Trifluoressigsiure TFA > 99,5 % Fluka

6.3 Experimentalteil

6.3.1 Synthese der PEI-OS-Architekturen

Die Synthese der PEI-OS-Architekturen wurde analog zu der literaturbekannten Vorschrift
nach Appelhans et al.l’¥ durchgefiihrt.

Fiir die Synthesen wird 1,0 g (23,3 mmol reaktive NH Gruppen) des jeweiligen Poly (ethylen-
imins) (PEI; Lupasol G100: M,,= 5 kDa bzw. Lupasol WF: M,,= 25 kDa) mit dem Oligosac-
charid (Maltose, Lactose oder Maltotriose) in einen Natriumborat-Puffer bei pH 9,0 (0,1 M
in Millipore-Wasser) fiir eine Stunde geriihrt. Das Oligosaccharid wird entsprechend der
gewiinschten Struktur in einem molaren Verhéltnis von 1:3 fiir Struktur A, 1:0,6 fiir Struktur
B oder 1:0,3 fiir Struktur C in Bezug auf die reaktiven NH-Gruppen des PEIs eingesetzt.
Mit Maltose wiirde dies fiir Struktur A 35,7 g (99,0 mmol), 4,2 g (11,7 mmol) fiir Struktur
B oder 1,7 g (4,7 mmol) fiir Struktur C entsprechen. Nach einer Stunde Riihren bei Raum-
temperatur wird der Boran-Pyridin-Komplex in dem gleichen molaren Verhé&ltnis vorsichtig
hinzugegeben. Dies entspricht fiir Struktur A 14,6 mL (99,03 mmol), 1,5 mL (11,7 mmol)
fiir Struktur B oder 0,6 mL (4,67 mmol) fiir Struktur C. Die Reaktionslosung wird unter
Riickfluss fiir 7 Tage bei einer Temperatur von 50°C geriihrt.

Nach dieser Reaktionszeit werden nicht angebundenes Oligosaccharid sowie weitere nicht
umgesetzte Edukte mit Hilfe einer fiinftdgigen Dialyse gegen destilliertes Wasser entfernt.
Hierfiir wird eine Dialysemembran aus regenerierter Zellulose mit Cut-Off von 2 kDa und
einem Durchmesser von 45 mm genutzt. Ein Wasserwechsel findet innerhalb des ersten Tages
stiindlich statt und im Anschluss dreimal téglich. Die PEI-OS-Architekturen werden ab-

schlieBend mittels Gefriertrocknung als weifle Feststoffe erhalten. Die Ausbeuten liegen bei
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10,0 g (Struktur A) bzw. 6,5 g (Struktur B und C).

Die Zusammensetzungen konnte mit Hilfe der Elementaranalyse bestimmt werden zu (Tabelle 24):

Tabelle 24: Berechnungen der Zusammensetzungen der PEI-OS-Architekturen anhand von
Elementaranalysen. a gibt die Anzahl an gebundenen Oligosacchariden an. Das
Molekulargewicht berechnet sich nach: M,, = (CoH5N) - DP* + a - (C12Ha3010).
Der Funktionalisierungsgrad DF ist definiert als DF = a/ (2 - terminale Gruppen
+ lineare Gruppen). Der totale Funktionalisierungsgrad berechnet sich nach
TDF = a/ (2 - terminale Gruppen + lineare Gruppen + dendritische Gruppen).

Gehalt[%]
C H N C/N a M, DF TDF
PEI-5k-Mal A 428 71 39 109 75 28133 87,3 674
PEI-5k-Mal B 431 74 7.0 6,2 36 15552 425 32,8
PEL5k-Mal C 445 78 101 44 22 10760 255 196

PEI-25k-Mal A 405 74 41 9,9 177 67542 774 60,7

PEIL-25k-Mal B 426 77 73 59 90 39125 395 30,9
PEIL-25k-Mal C 415 77 91 45 61 29610 26,8 21,0
PEL-5k-Lac A 425 68 40 10,7 73 27560 85,3 65,8
PEL5k-Lac B 425 72 68 63 37 15746 432 33,3
PEL5k-Lac C 41,7 82 99 42 20 10316 23,9 18,4
PEL-25k-Lac A 402 7,2 40 10,0 180 68514 787 61,7
PEL-25k-Lac B 435 7,3 68 63 100 42438 43,9 34,4
PEIL-25k-Lac C 443 86 138 32 33 20236 14,2 11,2

PEI-25k-Mal-ITIT A 41,9 6,6 3,0 13,9 176 95834 77,1 60,4
PEI-25k-Mal-IIT B 42,3 6,8 5,5 7,7 86 51782 37,7 29,5
PEI-25k-Mal-TITC 43,8 7,3 8,7 5,0 48 33130 21,0 16,5

* DP= Polymerisierungsgrad mit DP = M,,/M(CHCHyNH) ) = M,,/43 g/mol
entspricht fiir PEI 5kDa = 84 und PEI 25kDa = 223

6.3.2 Synthese PEI-Spacer-Architekturen
6.3.2.1 Synthese von PEI-5k-CO(CH3);0NHBoc und PEI-25k-CO(CH3);0NHBoc

Fiir die Herstellung der PEI-Spacer-Architekturen wird das jeweilige Poly(ethylenimin) (Lupa-
sol G100: M,,= 5 kDa bzw. Lupasol WF: M,,= 25 kDa) von Wasserverunreinigungen befreit
und im Vakuum getrocknet. Unter Argon-Schutzgasatmosphire werden N-(tert-Butoxycar-
bonyl)-11-aminoundecanséure (Boc-11-Aun-OH) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)car-
bodiimid (EDC; 120 mmol bzw. 8,4 mmol) in trockenem DMSO und trockenem THF geldst.
Bei dem kleineren Polymerkern sollen 10 Spacer-Einheiten pro PEI-Molekiil angebunden
werden. Entsprechend werden 3,6 g Boc-11-Aun-OH (120 mmol; 10 eq.) und 2,3 g EDC
(120 mmol) gelost. Bei dem grofieren Polymerkern sollen 25 Spacer-Einheiten an einen PEI-
Kern angebunden werden. Somit werden 2,5 g Boc-11-Aun-OH (8,4 mmol; 25 eq.) mit 1,6 g
EDC (8,4 mmol) in Losung gebracht. Bei Raumtemperatur wird diese Reaktionslésung unter
Schutzgasatmosphére eine Stunde geriihrt. Im Anschluss wird 1,4 bzw. 1,0 g N-Hydroxysulfo-
succinimid (Sulfo-NHS) hinzugegeben und die Reaktionslosung fiir weitere zwei Stunden
geriihrt. 4,3 g PEI G100 (1,2 mmol) bzw. 3,2 g PEI WF (0,3 mmol) werden wéhrenddessen in
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einen separaten Schlenk-Kolben in 5 mL trockenem DMSO und 5 mL trockenen THF unter
Schutzgas gelst und mit 1 mL Triethylamin (EtsN) versetzt. Diese Losung wird zur akti-
vierten Carbonséure gegeben und bei Raumtemperatur fiir 20 Stunden geriihrt. Die Aufreini-
gung erfolgt durch dreitégige Dialyse mit einer Dialysmembran (MWCO 2 kDa, Durchmesser
45 mm) gegen destilliertes Wasser. Mittels Gefriertrocknung werden 5,6 g eines schwachgelben
Feststoff erhalten.

6.3.2.2 Synthese der PEI-5k/25k-C11-Mal-1 und PEI-5k/25k-C11-Mal-2 Architekturen

Fiir die Synthese der PEI-5k/ 25k-C11-Mal-1/-2 Architekturen mit einer Maltosylierung der
Spacer-Enden wird zunéchst eine Entschiitzung der Spacer durchgefithrt und anschlieend
eine reduktive Aminierung. Fiir die Entschiitzung der Spacer-Enden wird Trifluoressigsidure
(TFA) genutzt. Hier werden das PEI-5k/25k- CO(CHz)10NHBoc in TFA und Millipore-
Wasser im Verhéltnis 4:5 gelost und fiir 8 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Aufreini-
gungen finden durch viertdgige Dialyse statt. Fiir eine Neutralisierung der TFA wird am ersten
Tag gegen 0,1 M Natriumhydrogencarbonatlosung dialysiert mit einem dreimaligen Wechsel
am Tag. Ab dem zweiten Tag wird gegen destilliertes Wasser dialysiert. Das Produkt PEI-
5k/25k- CO(CHzg)190NHy wird mit Hilfe der Gefriertrocknung als weiler Feststoff gewonnen.

Die Anzahl der angebundenen Spacer-Einheiten (b) kann mit Hilfe der Elementaranalyse
berechnet werden (Tabelle 25).

Tabelle 25: Berechnungen der Zusammensetzungen von PEI-5k/25k-CO(CHg)10NH,
anhand von Elementaranalysen. Die Anzahl der angebundenen Spacer-
Einheiten ist mit b angegeben.

Gehalt[%]
C H N C/N b M, DF TDF

PEL-5k-CO(CH,);oNH, 457 7.8 173 26 7 5599 32 25
PEL-25k-CO(CH)1oNH, 41,5 6,7 151 27 21 15510 9,5 7.2

Dieses Zwischenprodukt wird mit Maltose im entsprechenden Verhiltnis maltosyliert. Die
reduktive Aminierung findet analog zu der beschriebenen reduktiven Aminierung wie bei den
PEI-OS-Architekturen statt. Es werden 2,0 g PEI-5k- CO(CHg)19NHy bzw. 1,5 g PEI-25k-
CO(CH3)10NHs mit 25,1 bzw. 18,0 g Maltose umgesetzt (0,02 mmol; 2 eq.) um die Struktur
Mal-1 zu erhalten. Fiir die Struktur Mal-2 werden 2,5 g PEI-5k- CO(CH3)19NHs bzw. 2,0 g
PEI-25k- CO(CHz)19NHy mit 7,7 bzw. 6,0 g Maltose (0,02 mmol; 0,5 eq.) umgesetzt. Dies
wird in einem Natriumborat-Puffer bei pH 9,0 (0,1 M) fiir eine Stunde geriihrt. Anschliefend
werden fiir Struktur Mal-1 7,0 bzw. 5,0 mL des Boran-Pyridin Komplex hinzugegeben. Fiir
Struktur Mal-2 wird entsprechend 2,1 bzw. 1,7 mL des Pyridin-Komplexes hinzugegeben.
Diese Reaktionslosung wird 7 Tage bei 50°C unter Riickfluss geriihrt. Die anschlielende
Aufreinigung findet durch Dialyse statt. Die Gewinnung des Produktes ist analog zu dem
Vorgehen bei den PEI-OS-Architekturen. Das Produkt kann mit einer Ausbeute von bis zu
6,0 g gewonnen werden.

Mit Hilfe der Elementaranalyse werden die angegebenen Maltose-Einheiten (a) bestimmt
(Tabelle 26).
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Tabelle 26: Berechnungen der Zusammensetzungen von PEI-5k/25k-C11-Mal-1/ Mal-
2 anhand von Elementaranalysen. Die Anzahl der angebundenen Spacer-
Einheiten ist mit b angegeben, a gibt die Anzahl an gebundenen Oligosaccha-
riden an.

Gehalt[%]
C H N C/N a b M, DF TDF

PEI-5k-C11-Mal-1 448 7,6 5,3 8,5 55 7 23456 63,6 49,1
PEI-5k-C11-Mal-2 45,1 7,7 6,8 6,7 38 7 12584 44,8 34,6

PEI-25k-C11-Mal-1 432 7,3 50 87 150 21 58467 67,8 51,9
PEL-25k-C11-Mal-2 444 7,6 6,2 7,2 114 21 37413 51,8 39,7

6.3.2.3 Synthese der PEI-25k-(C11-NH;)-Mal Architekturen

Bei der PEI-25k-(C11-NHj)-Mal Struktur findet eine Maltosylierung nicht an den Spacer-
Enden statt, sondern am PEI-Kern. Die Spacer-Einheiten tragen somit eine Aminofunktio-
nalitit an ihren Enden. Die einzelnen Syntheseschritte entsprechen denen fiir die Synthese
der PEI-25k-C11-Mal-1/ Mal-2 Architekturen. Jedoch unterscheidet sich die Reihenfolge.
Zunichst wird eine reduktive Aminierung der PEI-25k- CO(CHz)10NHBoc Struktur durch-
gefithrt und erst nach dieser die Entschiitzung der Spacer-Enden.

Die Strukturen wurden mittels Elementaranalyse charakterisiert (Tabelle 27).

Tabelle 27: Berechnungen der Zusammensetzungen der PEI-5k/25k- CO(CHsz)10NHBoc
und PEI-5k/ 25k-(C11-NHj)-Mal anhand von Elementaranalysen. Die Anzahl
der angebundenen Spacer-Einheiten ist mit b angegeben. a gibt die Anzahl an
gebundenen Oligosacchariden an.

Gehalt[%]
C H N C/N a b M, DF TDF

PEL5k- CO(CH,);o0NHBoc 56,4 10,0 202 28 - & 5955 37 29
PEL-5k-(C11-NH,)-Mal 449 77 78 58 93 8 47428 423 324
PEL-25k- CO(CH,);0NHBoc 57,8 10,1 195 30 - 26 16887 11,7 89
PEL-25k-(C11-NH,)-Mal 452 76 66 68 93 26 47428 423 324

6.3.3 Synthese PEI-25k-FA Architekturen
6.3.3.1 Synthese der PEI-25k-FA Strukturen

Die Synthese der PEI-FA-Architekturen ist vergleichbar mit der Synthese der PEI-5k/25k-
C11-Mal-1/-2 Architekturen. In Abhéngigkeit wie viele Alkylketten angebunden werden sollen,
wird Laurinsidure in einem equimolaren Verhiltnis von 1:30 (1,25 g; 6,3 mmol), 1:40 (1,7 g;
8,3 mmol) oder 1:60 (2,5 g; 12,5 mmol) eingesetzt. Im gleichen equimolaren Verhéltnis zur
Laurinséure wird EDC (1:30= 1,2 g, 6,3 mmol; 1:40= 1,6 g, 8,3 mmol; 1:60= 2,4 g, 12,5 mmol)
hinzugegeben. Beides wird unter Argon-Schutzgasatmosphiéire in 5 mL trockenem DMSO und
5 mL trockenem THEF geltst und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss
wird N-Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS) (1:30= 0,7 g, 6,3 mmol; 1:40= 1,0 g, 8,3 mmol;
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1:60= 1,4 g, 12,5 mmol) hinzugegeben und die Reaktionslosung fiir weitere zwei Stunden
geriihrt. 2,0 g PEI WF (0,3 mmol) wird wihrenddessen in einen separaten Schlenk-Kolben
in 5 mL trockenem DMSO und 5 mL trockenen THF unter Schutzgas gelést und mit 1 mL
Triethylamin (EtsN) versetzt. Diese Losung wird zur aktivierten Carbonsiure gegeben und
bei Raumtemperatur fiir 20 Stunden geriihrt.

Die anschlieende Aufreinigung findet durch Dialyse statt. Die Gewinnung des Produktes
ist analog zu dem Vorgehen bei den PEI-OS-Architekturen und wird mit Hilfe der Gefrier-
trocknung durchgefiihrt. Das Produkt kann mit einer Ausbeute von 3,5 bis 4,0 g gewonnen
werden.

Die Charakterisierung der PEI-FA-Architekturen mit Berechnung der angebundenen Alkyl-
ketten fand mittels Elementaranalyse statt (Tabelle 28).

Tabelle 28: Berechnungen der Zusammensetzungen von PEI-25k-FA Strukturen anhand von
Elementaranalysen. Die Anzahl der angebundenen Alkylketten (FA) ist mit ¢
angegeben.

Gehalt[%]
C H N C/N ¢ M, DF TDF

PEL-25k-FA 20 56,9 10,6 20,8 2,7 22 13618 10,0 7.6
PEL-25k-FA 35 59,8 10,0 17,7 34 36 16194 164 12,6
PEL-25k-FA 50 59,3 10,1 14,5 4,1 51 18955 23,3 17.8

Aufgrund von eventuellen Fehlern bei der Bestimmung der angebundenen FA-Einheiten
mittels Elementaranalyse werden gemittelte Werte fiir die angebundenen FA-Einheiten ge-

nutzt.

6.3.3.2 Synthese PEI-25k-FA-Mal Architekturen

Die PEI-25k-FA Architekturen werden mittels reduktiver Aminierung, analog zu der beschrie-
benen reduktiven Aminierung bei den PEI-OS-Architekturen, funktionalisiert. Es werden
0,3 g PEI-25k-FA mit einen equimolaren Verhéltnis 1:3 mit Maltose umgesetzten. Dies ent-
spricht bei der PEI-FA 20 Struktur 36 g (0,1 mol), bei der PEI-FA 35 Struktur 5,5 g
(0,1 mol) und der PEI-FA 50 Struktur 0,5 g (0,1 mol) an Maltose. Die PEI-FA Struk-
turen und die Maltose werden in einem Natriumborat-Puffer bei pH 9,0 (0,1 M) fiir eine
Stunde geriihrt. Anschlieflend werden zu PEI-25k-FA 20 10,0 mL (0,1 mol), bei PEI-25k-FA
35 1,2 mL (0,1 mol) und bei PEI-25k-FA 50 0,1 mL (0,1 mol) des Boran-Pyridin Komplexes
hinzugegeben. Diese Reaktionslosung wird 7 Tage bei 50 °C unter Riickfluss geriihrt. Durch
fiinftdgige Dialyse findet die Aufreinigung statt. Fiir die Gewinnung des Produktes wird die
Gefriertrocknung genutzt. Das jeweilige Produkt kann mit einer Ausbeute von 0,3 bis 1,0 g
gewonnen werden

Die Charakterisierung der PEI-FA-Architekturen mit Berechnung der angebundenen Alkyl-
ketten (b) und Maltose-Einheiten (a) fand mittels Elementaranalyse statt (Tabelle 29).
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Tabelle 29: Berechnungen der Zusammensetzungen von PEI-25k-FA-Mal Strukturen
anhand von Elementaranalysen. Die Anzahl der angebundenen Alkylketten
(FA) ist mit ¢ angegeben, a gibt die Anzahl an gebundenen Oligosacchariden
an.

Gehalt[%]
C H N C/N a c M, DF TDF

PEI-25k-FA 20-Mal 41,7 6,9 49 85 125 22 54676 56,9 43,5
PEI-25k-FA 35-Mal 42,1 75 53 79 98 36 48182 44,3 339
PEI-25k-FA 50-Mal 42,0 7,3 55 76 75 51 43649 34,2 26,2

6.3.4 Synthese der modifizierten Nanopartikel
6.3.4.1 Synthese der Nanopartikel

Die Silika-Nanopartikel werden nach einer modifizierten Stéber-Methode hergestellt.!78 Ein
Losungsmittelgemisch aus 156 mL iso-Propanol, 13,7 mL Ammoniumhydroxid (28%ige Lo-
sung) und 13,2 mL Millipore-Wasser wird auf 40 °C erwéirmt. Zu diesem Gemisch werden
schnell 13 mL Tetraethylorthosilicat zugegeben und 90 Minuten bei 40 °C geriihrt. Die Reak-
tion wird abgebrochen, indem die gebildeten Partikel durch fiinfminiitige Zentrifugation bei
6000 rpm abgetrennt werden. Die Aufreinigung der Nanopartikel erfolgt durch sechsmaliges
Dispergieren (2 Minuten Ultraschallbad) und Abtrennen der Partikel in Millipore-Wasser. Die
Partikel werden mittels Gefriertrocknung als weifles Pulver gewonnen. Die Durchschnittliche
Produktmenge liegt bei 3,0 bis 3,3 g.

6.3.4.2 Silanisierung der Nanopartikeln

Die Silanisierung erfolgt nach der Versuchsvorschrift von Ottenbrite et. al.1%%) Die Partikel
werden fiir 2 Stunden im Vakuumofen bei 60 °C von restlichen Wasserverunreinigungen
befreit. Fiir die weiteren Schritte werden die Partikel ent- und mit Argon begast. 3 g der
Partikel werden in 150 mL trockenem Toluol und 0,75 mL Triethylamin gel6st und 30 Minuten
in einem Ultraschallbad dispergiert. Im Anschluss wird die Reaktionslésung auf 110 °C ge-
bracht und unter Schutzgasatmosphére werden 4,5 mL (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan
(GPS) hinzugegeben. Die weifle Suspension wird unter Riickfluss 20 Stunden bei 110 °C ge-
rithrt. Nach dieser Reaktionszeit werden die silanisierten Partikel durch fiinfmintiitige Zentri-
fugation (6000 rpm) abgetrennt. Die Aufreinigung erfolgt durch sechsmaliges Dispergieren
(2 Minuten Ultraschallbad) in Toluol und erneuter Zentrifugation. Die Partikel werden an-
schlieflend fiir 20 Stunden im Vakuumtrockenschrank bei 50 °C getrocknet. Die silanisierten

Partikel konnen als weifles Pulver mit einer Ausbeute von 2,5 bis 2,7 g gewonnen werden.

6.3.4.3 Synthese der mit PEI-Spacer-modifizierten Nanopartikel

Die Partikeloberfliche wurden mit PEI-5k/25k-(NHy)-Mal Strukturen modifiziert. Hierfiir
werden 50 mg des PEI-5k/25k-(C11-NHy)-Mal in 25 mL Natriumhydrogencarbonat-Lésung
(0,5 M; pH 8,5) gelost. Zu dieser Losung werden 200 mg der silanisierten Partikel hinzuge-
geben und fiir 30 Minuten im Ultraschallbad dispergiert. Die Reaktionslésung wird bei Raum-

temperatur fiir weitere 20 Stunden geriihrt. Nach dieser Reaktionszeit werden die funktiona-
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lisierten Partikel durch fiinfminiitige Zentrifugation (6000 rpm) abgetrennt. Die Aufreinigung
findet durch sechsmaliges Dispergieren (2 Minuten Ultraschallbad) in Millipore-Wasser und
erneuter Abtrennung statt. Die funktionalisierten Partikel werden mittels Gefriertrocknung

als weifles Pulver mit einer Ausbeute von 185 mg gewonnen.

6.3.4.4 Synthese der mit PEI-OS-modifizierten Nanopartikel

Die Anbindung der PEI-OS-Architekturen an die Partikeloberfliche erfolgt iiber die Bildung
eines Boronsdureesters. Hierfiir muss zunéchst eine Boronsdure auf die Partikeloberfliche
angebunden werden. Diese Aminierung erfolgt nach Hansson et. al.l'9l]

300 mg der 3-Aminophenylboronsiure (1,9 mmol) werden in 25 mL Natriumhydrogen-
carbonat-Losung (0,5 M; pH 8,5) gelost und die Reaktionslosung 10 Minuten im Ultra-
schallbad dispergiert. Im Anschluss wird 1,0 g der silanisierten Partikel hinzugegeben und fiir
weitere 30 Minuten dispergiert. Danach wird die Reaktionslosung bei Raumtemperatur fiir
20 Stunden geriihrt. Nach dieser Reaktionszeit werden die funktionalisierten Partikel durch
filnfminiitige Zentrifugation (6000 rpm) abgetrennt. Die Aufreinigung findet durch sechsma-
liges Dispergieren (2 Minuten Ultraschallbad) und erneuter Abtrennung statt. Die Partikel
werden zunéichst zweimal in Salzsdure (0,01 M) dispergiert und abgetrennt und anschlieend
viermal mit Millipore-Wasser gewaschen. Mit Hilfe der Gefriertrocknung werden die funktio-
nalisierten Partikel als weifles Pulver mit einer Ausbeute von 0,8 bis 1,0 g gewonnen.

1,0 g dieser Boronsédure-funktionalisierten Partikel werden mit 250 mg der jeweiligen PEI-
OS-Architektur in 250 mL Millipore-Wasser gelost. Mit Natriumhydroxidlésung (0,1 M) wird
die Losung auf einen pH-Wert von 9,0 gebracht. Im Anschluss wird die Reaktionslésung
fir 30 Minuten im Ultraschallbad dispergiert und weiter 20 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Die PEI-OS-funktionalisierten Partikel werden nach dieser Reaktionszeit durch Zentri-
fugation (5 Minuten bei 6000 rpm) abgetrennt. Die Aufreinigung findet durch sechsma-
liges dispergieren und abtrennen mit Millipore-Wasser statt. Mit Hilfe der Gefriertrocknung
werden die PEI-OS-funktionalisierten Partikel als weifles Pulver mit einer Ausbeute von 0,9

bis 1,2 g gewonnen.



160 7 Anhang

7 Anhang

PEI-OS-Architekturen

Tabelle 30: Ubersicht der isoelektrischen Punkte (IEP) der PEI-OS-Architekturen.

Polymer Struktur IEP Polymer Struktur IEP

A 7,2 A 7,6

PEI-5k-Mal B 8,6 PEI-25k-Mal B 8,9

C 9,0 C 9,3

A 8,3 A 8,1

PEI-5k-Lac B 8,6 PEI-25k-Lac B 8,8

C 9,5 C 9,5
A 8,7
PEI-25k-Mal-III B 8,8
C 9,1

Die PEI-OS-Architekturen altern mit der Zeit. Sie sind bei lichtgeschiitzter, kiithler Lage-
rung 10 bis 12 Monate stabil. Nach dieser Zeit findet eine Zersetzung der Maltose statt,
in deren Folge es zu einer Bildung von Harnstoffgruppen kommt. Diese Harnstoffgruppen
kénnen mittel '*C-NMR- (Abbildung 98) und IR-Spektroskopie (Abbildung 99) nachge-

wiesen werden.

3 3" 5 5 4" Hl 5 ﬁ
N~NH
1/
NH,

L 13C-NMR PEI-25k-Mal C

(jl?‘C-NMR PEI-5k-Mal C A L h
- , wwlin v
1

180

60 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 98: 3C-NMR-Spektren der gealterten PEI-5k- und PEI-25k-Mal C Architek-
turen. Ein zusétzliches Signal bei 163 ppm tritt auf, das von einem Kohlen-
stoff einer Harnstoffgruppe verursacht wird.
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Abbildung 99: IR-Spektren der gealterten PEI-5k-Mal Struktur A-C. Fiir die Bildung einer
Harnstoffgruppe sprechen die charakteristischen Valenzschwingungen der
Amid I- und Amid II-Bindung.

Interaktionsstudien mit Beispielmolekiilen

Tabelle 31: Aufnahmeeffizienz der PEI-OS-Architekturen [%)] direkt nach Zusammengabe
der PEI-OS- und der Analytlosung bei einem molaren Verhéltnis von 1:10.

B * Bo B3 Bg B2 Estradiol-
Derivat

PEI WF 20,5+ 0,1 31,54+00 373+£1,6 0,0 &+ 0,1 50,0 £ 2,8 82,7 + 0,7
A 236+25 164 +25 558+£84 12,1 +03 87,6+ 1,5 74,4 + 2.4

PEI-5k-Mal B 26,74+40 236+36 72,0+54 1,0 £ 0,1 88,4 £ 1,1 74,5 £ 2,1
C 225 +2]1 11,1 £ 2,1 833+ 1,3 8,3 + 2,6 88,5 + 2,3 80,4 £+ 2,3

A 238435 134+0,8 62,1+ 7,5 41+ 1,7 89,2 £ 1,8 79,1 £ 2,5

PEI-25k-Mal B 232435 149+0,7 838+ 1,3 7,4+ 04 85,0 £+ 2,3 82,3 £ 2,1
C 24,7+0,2 8,0+ 2,1 90,3 £ 0,2 10,1 £1,0 81,5+0,9 90,6 + 1,6

A 108+25 19,6 +22 84,3+ 0,6 7,1+ 1,7 89,3 £ 1,6 86,7 + 2,1

PEI-5k-Lac B 132+33 19,1 +30 755+36 199+1,7 91,5420 88,7 + 2,5
Cc 109+39 180+37 90,1+04 79+ 1,1 84,9 £+ 2,0 90,3 £ 1,4

A 242409 136+03 712+£33 173+1,7 873+1,2 88,4 + 2,5

PEI-25k-Lac B 21,3 +£0,7 24+ 0,5 78,3 £ 2,2 8,5+ 22 87,0 £ 1,7 81,3 + 3,8
C 10,5 £ 0,4 1,0 + 1,0 81,9+ 23 10,6 +2,0 87,0+ 1,7 77,0 £ 2,0

A 2694+09 126+05 782+03 12,7+0,5 87,7+ 14 79,2 £+ 3,1

PEI-25k-Mal-III B 19,3 + 0,8 9,7+ 0,7 785 +08 198+ 16 87,7+ 19 77,6 £ 2,1
C 170+ 1,6 9,0 £ 1,2 86,9 £0,3 20,1 +1,1 90,6+ 1,6 85,8 &+ 1,3

* Phosphat-Puffer pH 7,4
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Tabelle 32: Aufnahmeeffizienz der PEI-OS-Architekturen [%] 3 Stunden nach der Zusam-
mengabe der PEI-OS-Losung und der Analytlosung bei einem molaren

Verhaltnis von 1:10.

B * Bo B3 Bg B2 Estradiol-
Derivat

PEI WE** 23,5 +0,1 281+00 386+0,1 5,2 + 0,8 60,3 £+ 2,6 81,0 £ 9,0
A 2454+35 144 4+05 72, 7+£6,2 13,1 £0,5 90,6+ 1,4 73,0 £ 2,6

PEI-5k-Mal B 240+£39 245+35 735+25 6,1 +24 88,2 £ 1,3 76,6 + 1,4
C 238+35 9,2 + 0,3 78,5+ 15 143+0,1 89,6+ 1,6 82,5 + 2,6

A 27T+ 1,7 9,6 + 1,7 75,0 £ 1,1 1,2 + 2,0 88,4 + 1,2 83,7 £ 2,9

PEI-25k-Mal B 277+£22 159+28 839+15 7,5+ 0,3 86,4 £ 0,7 88,2+ 1,4
C 294 +0,9 9,5+ 0,4 86,1 £ 0,2 8,1 + 0,8 82,2 £ 1,0 94,5 £+ 0,5

A 1154+35 187421 744 +26 7,8 £0,3 87,2 £ 2,2 90,9 £ 14

PEI-5k-Lac B 12,5+ 2,7 166 £2,7 80,6 £2,7 1724+ 1,3 88,9 £ 2,0 88,6 + 1,6
C 6,8 + 2,0 21,2 +£23 90,1 £0,9 51+ 12 84,8 £ 1,7 90,4 + 1,2

A  32,0£0,1 24+ 1,1 72,56 £26 183 +14 88,1+1,0 91,2 + 3,5

PEI-25k-Lac B 284408 136 +1,1 76,7+ 1,3 7,5+ 1,3 86,7 £ 1,4 82,3 +£ 2,2
C 243+£06 11,1 +£14 858+ 1,2 84+ 14 85,9 £ 1,5 82,2 £ 1,7

A 302+08 11,6+ 1,1 799 +£0,7 156 +0,3 884+ 1,4 85,2 + 24

PEI-25k-Mal-III B 23,9 £+ 0,1 4,1 £+ 0,5 92,0 £ 0,5 21,7+13 837+14 80,9 + 2,9
C 23,1+0,4 7,6 £ 0,8 742+ 1,3 21,5+0,7 89,7+ 1,7 95,7 £ 2,5

* Phosphat-Puffer pH 7,4

Tabelle 33: Aufnahmeeffizienz der PEI-OS-Architekturen [%] 20 Stunden
mengabe der PEI-OS-Losung und der Analytlésung bei

Verhaltnis von 1:10.

nach der Zusam-
einem molaren

By * Bo B3 Bg B2 Estradiol-
Derivat

PEI WE** 22,1 £0,0 256+0,0 31,6+ 0,7 6,6 + 0,8 55,8 £ 2,7 46,8 £ 11,8
A 241+24 160+03 634+6,3 138+ 1,6 88,6+ 2,1 63,2 £ 1,5

PEI-5k-Mal B 200+£19 23,1+£00 719+22 6,2 + 25 90,3 £ 1,5 74,2 £ 0,5
cC 21,1+£32 130+£05 759+20 140+1,2 87,7429 82,7+ 1,1

A 19,0 £0,1 99 + 1,1 71,7 £ 0,7 1,7+ 0,4 88,1 £ 2,0 73,9 £ 5,3

PEI-25k-Mal B 224+ 18 2,6 0,1 88,8 + 0,4 8,2+ 0,5 85,1 £ 2,1 84,5 + 1,2
C 247+0,7 130+£0,5 90,4+ 0,3 7,6 £ 1,3 76,5 £ 1,3 91,9 +£ 1,0

A 11,1+4+24 16,2+0,0 581+ 3,1 7,4+ 0,5 88,4 £ 1,2 82,3 +£ 2,3

PEI-5k-Lac B 14,1 + 2,4 0,2 +0,1 65,1 £ 04 13,7+ 1,2 88,9 + 2,2 82,6 &+ 3,8
C 3,7+ 21 21,7+ 2,3 86,6 £ 0,5 5,1 4+1,2 85,0 £ 2,3 90,9 + 1,2

A 278+ 1,2 2,5+ 0,2 66,9 40 119+18 882+1,6 84,1 £ 4,4

PEI-25k-Lac B 248405 123+15 729+ 1,0 1,5+ 0,3 89,7 £ 1,7 73,0 £ 5,1
C 136 +£09 100+£0,5 76,7+ 20 41+1,9 85,5 £ 2,2 85,8 + 1,2

A 283+1,1 130+15 70,1+15 1354+1,0 883+1,3 81,5 &+ 3,2

PEI-25k-Mal-III B 55+12 11,3+09 879+06 19,7+ 1,7 889+1,9 81,9+ 1,5
C 147+£10 114+1,1 657+07 205+1,2 89,7+1,7 93,2 £ 0,5

* Phosphat-Puffer pH 7,4
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Tabelle 34: Anzahl der aufgenommenen Molekiile des Analyten pro einem Molekiil der PEI-
OS-Architekturen direkt nach der Zusammengabe der PEI-OS-Lésung und der
Analytlésung bei einem molaren Verhéltnis von 1:10.

B * B- B3 Bg B2 Estradiol-

Derivat

PEI WE** 0,7+ 0,0 3,1 £0,0 3,1 £0,1 0,0 £ 0,0 5,0=£0,0 8,2+ 0,1
A 23+02 16+0,3 5,9 + 0,9 0,7+ 0,0 8,7+£0,1 7,3+ 0,2

PEI-5k-Mal B 26+04 23+0,3 7,2 + 0,5 0,1 +£00 8,5+0,1 7,7+ 0,2
CcC 22+4+02 1,1+0,2 8,2 + 0,1 09+0,3 88+0,2 8,2 4+ 0,2

A 23+04 1,3+£0,1 6,0 + 0,7 04 4+02 894+0,2 7,9 +£ 0,3

PEI-25k-Mal B 24+04 1,5+£0,1 8,1 £0,1 0,7+ 0,0 8,6 +£0,2 8,2 + 0,2
Cc 26+00 08+0,2 9,2 + 0,0 1,0 £ 0,1 8,0+0,1 8,9 +£ 0,2

A 11+£02 19+4+02 82+0,1, 07+£02 89+0,2 8,6 + 0,2

PEI-5k-Lac B 13+03 19+0,3 7,5 +£04 20+0,2 92+0,2 8,56 + 0,2
¢ 1,1+04 18+04 9,0 £ 0,0 0,8+ 0,1 82+0,2 9,1 +0,1

A 23+01 1340,0 7,1 + 0,3 1,9+0,2 8,6+0,1 8,9 + 0,3

PEI-25k-Lac B 21+01 02+£0,0 7,5 + 0,2 094+0,2 854+0,2 8,3+ 04
Cc 1,000 0,1+£0,1 8,1 £ 0,2 1,1 £0,2 8,5+0,2 7,8 + 0,2

A 26+£0,1 1,2 £+ 0,0 7,7+ 0,0 1,3+£0,0 9,0+0,1 7,9 + 0,3

PEI-25k-Mal-IIT B 1,94+ 0,1 1,0+ 0,1 7,6 £ 0,1 20+0,2 8,7+0,2 7,5+ 0,2
Cc 1,7+02 09=+0,1 8,7 + 0,0 20+£0,1 94 +0,2 7,8 £ 0,1

* Phosphat-Puffer pH 7,4

Tabelle 35: Anzahl der aufgenommenen Molekiile des Analyten pro einem Molekiil der PEI-
OS-Architekturen 3 Stunden nach der Zusammengabe der PEI-OS-Losung und
der Analytlosung bei einem molaren Verhéltnis von 1:10.

B, * Bo B3 Bg Bi2 Estradiol-

Derivat

PEI WE** 09+00 27400 324+00 08&+0,1 6,0=£0,0 8,0 &£ 0,9
A 24+£03 14+00 7,74+07 08+00 9,0+£0,1 7,2 4+ 0,3

PEI-5k-Mal B 23+04 24+03 74+03 044+02 85%+0,1 79 + 0,1
¢ 23+03 09+00 7,7+£0,1 1,5 £0,0 8,9 4+0,2 8,4 + 0,3

A 27+02 09+02 73+01 0,1+02 88=£0,1 8,4 + 0,3

PEI-25k-Mal B 29+02 16+03 81+0,1 084+00 8_8=40,1 8,8 £ 0,1
¢ 31+01 10+£00 88+£00 08401 81=+0,1 9,3 + 0,0

A 11+03 19402 73+03 08+00 87+0,2 9,0 £ 0,1

PEI-5k-Lac B 12+03 16+03 80%£03 1,74+0,1 9,0+ 0,2 8,5+ 0,2
¢ 07+02 21+£02 90+£0,1 05401 82=+0,2 9,1 £ 0,1

A 3000 02#+0,1 734+03 20+0,2 87+£0,1 9,2 + 0,3

PEI-25k-Lac B 28+01 14+01 74+£01 08401 85=*0,1 8,4 + 0,2
Cc 23+0,1 1,1+01 85+01 08+0,1 83=£0,1 8,3 +£0,2

A 29+0,1 1,1+0,1 79+0,1 1,6 £0,0 9,1 +0,1 8,5 4+ 0,2

PEI-25k-Mal-III' B 24+00 04+01 89+00 22+0,1 88=+0,1 7,8 +£ 0,3
¢ 23+00 o08+01 74+£01 22401 93=+0,2 8,7+ 0,2

* Phosphat-Puffer pH 7,4
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Tabelle 36: Anzahl der aufgenommenen Molekiile des Analyten pro einem Molekiil der PEI-
OS-Architekturen 20 Stunden nach der Zusammengabe der PEI-OS-Lésung und
der Analytlosung bei einem molaren Verhéltnis von 1:10.

B * Bo B3 Bg B2 Estradiol-
Derivat
PEI WE** 08+00 25+00 27+01 08401 5,6=+0,0 4,6 + 1,2
A 24402 164+00 6,7+07 08+01 88+0,2 6,2 + 0,2
PEI-5k-Mal B 20+02 23+£00 72+02 04402 8,7+0,1 7,7 £ 0,1
C 21403 13400 74+02 14+0 87+03 84401
A 18+00 104+0,1 70#£01 02+£00 87=+0,2 7,4 £ 0,5
PEI-25k-Mal B 23+02 03+00 86+00 08400 8,6+0,2 8,4 + 0,1
cC 26+01 14+£01 92+00 07401 7,5=%0,1 9,0 £ 0,1
A 11+02 16+00 57+03 07+£00 88=%0,1 8,2 £ 0,2
PEL-5k-Lac B 14402 00400 65+00 14+01 90+02 7,94+04
cC 044+02 22+£02 87+£00 05+0,1 83=+0,2 9,2 £ 0,1
A 26+01 02400 67+04 13+0,2 87+0,2 8,4 + 0,4
PEI-25k-Lac B 25+01 12#£01 70+£0,1 02+0,0 88=+0,2 7,4 £ 0,5
¢ 134+01 10+00 76+02 04402 83=+0,2 8,7 £ 0,1
A 27+£0,1 1,2+0,1 6,9+0,1 1,4+0,1 9,1+0,1 8,2 4+ 0,3
PEI-25k-Mal-1II' B 15+0,1 1,14+0,1 85+0,1 20+0,2 88=+0,2 7,9 £ 0,1
C 15401 11401 65+01 21+01 93+02 85400
* Phosphat-Puffer pH 7,4

Der Einfluss des pH-Wertes wurde mit Hilfe von analogen Ultrafiltrationsexperimenten
untersucht. Der pH-Wert wurde mittels Saure (HCl) bzw. Base (NaOH) eingestellt oder es

wurden Ultrafiltrationsexperimente mit Puffer als Losungsmittel durchgefiihrt. Die Ergeb-

nisse sind in den Tabellen 37, 38, 39 und 40 zusammengefasst.

Tabelle 37: Aufnahmeeffizienz
wasserloslichen Analyten bei einem molaren Verhéltnis von 1:10. Die wéssrigen
Losungen wurden mit HCl bzw. NaOH auf einen pH-Wert von 8,0 gebracht.

der

PEI-OS-Architekturen

(%] fir die jeweiligen

Zeit [h] Bo B3 Bg B2
0 - 11,1+ 0,8 851 +1,3 874+04
PEI WF 3 - 3344+06 84,3+£38 882+04
20 - 30,9 £ 24 85,0+£0,5 zersetzt
0 10,3 £ 0,8 6,3 £ 1,0 83,2+20 338+14
PEI-25k-Mal A 3 1355+ 0,9 13,0+0,9 83,624 33,7+3,2
20 8,5+ 25 6,4+ 1,1 83,3 £ 2,7 zersetzt
0 6,8 £ 0,8 7,9+ 1,0 83,6 £2,0 828 +1,8
PEI-25k-Mal B 3 89 + 1,0 135+12 853+£10 83,9+1,7
20 6,1 +£ 1,0 57+ 15 85,4 £ 24 zersetzt
0 6,4 + 0,8 73+ 14 85,019 833+16
PEI-25k-Mal C 3 9,2+ 0,9 9,8 + 1,0 86,0 + 2,5 84,3 + ,15
20 46 £+ 1,6 69+ 14 84,0 £ 2,1 zersetzt
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Tabelle 38: Anzahl der aufgenommenen Molekiile des Analyten pro einem Molekiil der
PEI-OS-Architekturen bei einem molaren Verhéltnis von 1:10. Die wéssrigen
Losungen wurden mit HCl bzw. NaOH auf einen pH-Wert von 8,0 gebracht.

Zeit [h] B2 B3 Bg Bi2
0 - 1,1+0,1 85401 87=£0,0
PEI WF 3 - 33+£01 84+04 88=%0,0
20 - 3,1+0,2 85=+0,1 zersetzt
0 1.0+01 06+01 83+£02 34=+0,1
PEI-25k-Mal A 3 144+01 134+01 84+02 34+0,3

20 0,8+03 06+01 83=£0,3 zersetzt

0 0,7+0,1 08+01 84+02 83=+0,2
PEI-25k-Mal B 3 09+01 14+01 85+0,1 84+40,2
20 06 +01 06+01 85=£0,2 zersetzt

0 06 +0,1 07+01 85+02 83+4+0,2
PEI-25k-Mal C 3 09+01 10+£01 86+02 84=+0,1
20 0,5+02 074+01 84402 zersetzt

Tabelle 39: Aufnahmeeffizienz der PEI-OS-Architekturen [%] (a) und Anzahl der aufgenom-
menen Molekiile von Bg pro einem Molekiil der PEI-OS-Architekturen (b) bei
einem molaren Verhéltnis von 1:10. Als Lésungsmittel wurde ein Phosphatpuffer
mit pH 3,8 genutzt.

(a)
Zeit [h] PEI-5k-Mal A PEI-5k-Mal B PEI-25k-Mal A PEI-25k-Mal B

0 2,7 £ 0,6 53 +0,5 0,0 £ 0,2 0,0 £ 0,3
3 6,4 £ 0,3 7,0 £0,4 0,8 + 0,7 0,0 & 0,4
20 2,1 41,2 5,5 £ 0,6 0,0 £ 0,6 0,0 £ 0,3

(b)
Zeit [h] PEI-5k-Mal A PEI-5k-Mal B PEI-25k-Mal A  PEI-25k-Mal B

0 0,3+ 0,1 0,5+ 0,1 0,0 £ 0,0 0,0 + 0,0
3 0,6 &+ 0,0 0,7 £ 0,0 0,1 £0,1 0,0 + 0,0
20 0,2+ 0,1 0,5 +0,1 0,0 + 0,1 0,0 + 0,0

Tabelle 40: Aufnahmeeffizienz der PEI-OS-Architekturen [%] (a) und Anzahl der aufgenom-
menen Molekiile von B3 pro einem Molekiil der PEI-OS-Architekturen (b) bei
einem molaren Verhéltnis von 1:10. Als Losungsmittel wurde ein Phosphatpuffer
mit pH 3,0 genutzt.

(a)
Zeit [h] PEL5k-Mal A PEL5k-Mal B PEL-25k-Mal-IIl A PEL-25k-Mal-III B

0 0,0+ 0,4 0,0 £0,7 0,0 + 0,3 0,0 + 0,8
3 0,0 + 0,2 0,0 £ 0,2 0,0 + 0,2 0,0 + 0,3
20 0,9 + 0,3 0,0 £ 0,1 1,4+ 0,3 3,4+ 0,2

Zeit [h] PEI-5k-Mal A PEI-5k-Mal B PEI-25k-Mal-III A  PEI-25k-Mal-III B

0 0,0 & 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0
3 0,0 & 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 &£ 0,0 0,0 & 0,0
20 0,0 & 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0
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Neben dem Puffereinfluss wurde ebenfalls die Beladungsgrenze getestet, um eine Ubersittigung

bei moglichen chromatographischen Anwendungen ausschliefen zu kénnen.
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Abbildung 100: Beladungskapazitit von PEI-5k-Mal B und PEI-25k-Mal B gegeniiber Bs.

NMR-Untersuchungen mit unmodifiziertem PEI

Nur 1 Signal des freies B
Keine Interaktion zu beobachten
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Chemische Verschiebung

Abbildung 101: NMR-Untersuchung der Wechselwirkung von unmodifiziertem PEI
(Lupasol G100) und Bg bei verschiedenen pH-Werten.
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Zusiatzliche Informationen zu den Diinnschicht-Experimente
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Abbildung 102: Psi- und Delta-Werte der Untersuchungen bei PEI-OS Schichten (PEI-25k-

Mal B).



168 7 Anhang

—— Schichtdicke
30+ |- 1,50 11,04 112,0
——n (632,8 nm)
105 1115
28 =7
-111,0
B x 10.0 L1105
L. 26 1,48 © ’
—_— -
(] c «
X 7] — 9,54 1100 =
o o » [}
5 24 £ L1095
= [} 9,0
@ @ L1090
25 ] b 1,46 854
108,5
20 T T T T T 8,0 T T T T T 108,0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Messzeit [min] Zeit [min]

Abbildung 103: Interaktion der PEI-OS-Schicht (PEI-25k-Mal B) mit Tocopherol in

Butanol.
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Abbildung 104: Psi- und Delta-Werte der Untersuchungen bei PEI-25k-(C11-NHs)-Mal-

Schichten.
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Abbildung 105: Psi- und Delta-Werte der Untersuchungen bei PEI-5k-C11-Mal-1 (a) und
PEI-5k-C11-Mal-2 (b) Schichten.

Ergebnisse der TLC-Untersuchungen

Tabelle 41: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-5k-Mal A,B und C modifizierten TLC-
Platten mit hydrophilen Vitaminen.

B, Bo Bs Bg B2 Vit. C

Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,06 165 0,36 69 0,86 4830 0,71 947 0,31 440 0,97 3893
modifiziert £ 0,02 +55 +£0,01 +£10 =£ 0,01 + 323 + 0,02 + 12 + 0,02 + 66 + 0,01 £ 322
PEI-5k- 0,07 97 0,37 51 0,91 3242 0,69 380 0,32 517 0,95 1480
Mal A + 0,00 +41 40,04 + 8 + 0,01 + 386 + 0,02 + 56 + 0,03 + 88 + 0,00 + 433
PEI-5k- 0,07 159 0,38 69 0,92 3950 0,65 215 0,35 614 0,94 1107
Mal B + 0,01 +£50 +0,04 +1 + 0,056 4+ 1110 +£0,04 +£123 +£0,04 +135 +£0,02 =415
PEI-5k- 0,03 64 0,38 57 0,95 4487 0,7 149 0,33 436 0,96 1907
Mal C +002 +26 +004 +14 +£0,01 + 197 + 0,02 + 50 + 0,00 + 64 + 0,00 4+ 358

— I — — T 1 — 1 — T — A

Mittelwerte zweier Untersuchungen
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Tabelle 42: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-25k-Mal

TLC-Platten mit hydrophilen Vitaminen.

A.B und C modifizierten

B Bo B3 Bg B2 Vit. C

Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,02 37 0,35 7 0,87 3444 0,70 793 0,26 319 0,90 1347
modifiziert +£0,01 +18 +£0,03 +£1 =+ 0,04 + 679 + 0,02 + 24 + 0,02 +£148 +£0,01 =+ 336
PEI-25k- 0,02 34 0,40 87 0,93 3340 0,74 856 0,32 431 0,92 1679
Mal A + 0,00 +4 +0,00 +£0 40,01 + 749 + 0,01 + 19 + 0,01 + 15 + 0,03 + 33
PEI-25k- 0,03 40 0,38 67 0,94 2575 0,74 489 0,31 489 0,95 2011
Mal B + 0,00 3= 2 +001 +9 £000 £1366 +0,01 +136 +£0,00 £136 +£0,01 =+ 161
PEI-25k- 0,03 40 0,39 79 0,94 3436 0,73 946 0,32 541 0,96 1740
Mal C +001 +£13 +£001 +6 40,03 + 589 + 0,03 4+ 107 4+ 0,03 + 68 + 0,01 + 226

I R R R S T T N

Mittelwerte zweier Untersuchungen

Tabelle 43: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-25k-Mal-IIT A,B und C modifizierten

TLC-Platten mit hydrophilen Vitaminen.

B Bo B3 Bg Bis Vit. C
Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,02 50 0,17 134 0,84 1154 0,67 791 0,27 277 0,96 2928
modifiziert £ 0,01 +£15 +£0,02 +£45 4+ 0,03 + 598 + 0,01 4+ 105 #£ 0,01 + 4 + 0,03 4+ 1760
PEI-25k- 0,02 41 0,41 93 0,93 1561 0,73 710 0,31 728 0,93 913
Mal-ITT A + 0,01 + 4 + 0,00 +9 + 0,00 + 543 + 0,01 + 78 + 0,00 +£179 + 0,00 + 116
PEI-25k- 0,02 37 0,38 70 0,96 2405 0,73 840 0,31 492 0,95 2154
Mal-III B + 0,00 +9 + 0,00 + 2 + 0,01 4+ 1302 +£ 0,00 + 12 + 0,00 + 33 + 0,01 + 210
PEI-25k- 0,02 33 0,39 79 0,93 2853 0,7 622 0,3 236 0,93 1416
Mal-IIT C + 0,01 +19 + 0,00 +1 + 0,03 + 619 + 0,02 4299 4+ 0,00 + 42 + 0,02 + 22
R 1 I R '

Mittelwerte zweier Untersuchungen
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Tabelle 44: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-5k-C11-Mal modifizierten

Platten mit hydrophilen Vitaminen.

B, B B2-P
Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,03 32 0,69 411 0,02 34 0,75 703
modifiziert + 0,00 + 3 + 0,01 + 23 + 0,00 +9 + 0,02 + 71
PEI-5k-C11- 0,03 21 0,61 153 0,02 16 0,71 585
Mal-1 + 0,01 3= B + 0,03 + 34 + 0,01 3= 3 + 0,01 + 33
— { { 1 - 4 1 1
PEI-5k-C11- 0,03 20 0,66 279 0,02 22 0,70 769
Mal-2 + 0,01 s= % + 0,01 =+ 195 4 0,01 +6 + 0,06 £ 211
— d 4 4 — 4 S —
Bg Bis Vit. C
Ry N Ry N Ry N
Un- 0,72 721 0,32 282 0,72 1487
modifiziert + 0,02 + 114 + 0,01 + 16 + 0,01 =+ 160
PEI-5k-C11- 0,71 328 0,26 262 0,68 892
Mal-1 + 0,02 + 53 + 0,01 + 52 + 0,03 + 271
- 4 { - 1 4
PEI-5k-C11- 0,70 467 0,22 180 0,65 541
Mal-2 + 0,02 + 52 + 0,02 + 12 + 0,02 + 47
- dL { 1 J g

Mittelwerte zweier Untersuchungen

TLC-
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Tabelle 45: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-25k-C11-Mal modifizierten TLC-
Platten mit hydrophilen Vitaminen.

B, B Bs-P B3
Ry N Ry N Ry N Ry N
0,03 32 0,69 411 0,02 34 0,75 703
+ 0,00 2= 3 + 0,01 +23 4+ 0,00 +9 +0,02 +71
PEI-25k-C11- 0,03 24 0,58 94 0,02 19 0,69 784
+ 0,00 +0 +0,056 +£15 40,01 +1 + 0,03 + 38
— 4 4 4 — 4 + —
PEI-25k-C11- 0,03 28 0,65 187 0,02 21 0,72 696
+ 0,01 +4 +0,01 +£18 40,01 +1 + 0,01 £ 126
— 1 1 1 — I — —
Bg B2 Vit. C
Ry N Ry N Ry N
0,72 721 0,32 282 0,72 1487
+0,02 +£114 +£0,01 +16 +£0,01 =+ 160
PEI-25k-C11- 0,75 403 0,22 164 0,63 526
+ 0,01 2e 1l + 0,03 +9 + 0,06 374
4 1 1 1 2 4
PEI-25k-C11- 0,75 444 0,24 199 0,65 604
+ 0,02 +40 +0,00 +44 +£0,04 + 297
) v 1 1 J 3

Mittelwerte zweier Untersuchungen
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Tabelle 46: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-5k-C11 (ohne Maltoseschale) modifi-
zierten TLC-Platten mit hydrophilen Vitaminen.

B1 B2 Bo-P Bs
Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,03 32 0,69 411 0,02 34 0,75 703
modifiziert + 0,00 + 3 + 0,01 +£23 +£0,00 +9 + 0,02 + 71
PEI-5k-C11-NHo 0,06 32 0,69 487 0,69 645 0,68 510
+ 0,01 + 6 +001 +51 +£0,01 +127 +£0,02 =+ 204
T - - - T T ' D
PEI-25k-C11-NHo 0,04 27 0,63 139 0,01 16 0,70 345
+001 +£7 4+002 +5 +£000 +0 £001 +093
— - { 4 - 4 { 1
Beg Bi2 Vit. C
Ry N Ry N Ry N
Un- 0,72 721 0,32 282 0,72 1487
modifiziert +0,02 +£114 +£001 £+£16 +0,01 =+ 160
PEI-5k-C11-NHo 0,77 705 0,29 231 0,39 99
+ 0,01 + 13 + 0,01 + 42 + 0,07 + 43
1 - - - ! !
PEI-25k-C11-NH, 0,71 605 0,24 176 0,48 338
+ 0,00 3£ B +000 +£12 +0,09 = 203
= 4 4 4 4 d

Mittelwerte zweier Untersuchungen

Tabelle 47: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-C11-Mal modifizierten TLC-Platten

mit lipophilen Vitaminen.

Ergo- Chole- Ky a-Tocopherol a-Tocopherol- Retinyl-
calciferol calciferol acetat palmitat
Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,11 220 0,13 222 0,68 1357 0,46 669 0,50 907 0,73 1207
modifiziert +000 +14 4+001 +£1 +£000 +£155 +£0,02 +40 +£0,03 +6 +0,02 £ 320
PEI-5k-C11-Mal-1 0,11 207 0,12 261 0,66 1481 0,45 753 0,53 1016 0,72 1389
PEI-25k-C11-Mal-1 0,10 237 0,10 202 0,65 1515 0,43 731 0,48 960 0,70 1638
PEI-5k-C11-Mal-2 0,09 262 0,10 204 0,64 1795 0,42 854 0,49 992 0,71 1689
PEI-25k-C11-Mal-2 0,11 207 0,12 261 0,66 1481 0,45 753 0,53 1016 0,72 1389
- B 1 1 1 1

Einfachmessungen, daher keine Angabe von Fehlerwerten
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Tabelle 48: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-FA (ohne Maltoseschale) modifi-
zierten TLC-Platten mit lipophilen Vitaminen.
Ergo- Chole- Ki a-Tocopherol a-Tocopherol- Retinyl-
calciferol calciferol acetat palmitat
Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,11 220 0,13 222 0,68 1357 0,46 669 0,50 907 0,73 1207
modifiziert £ 0,00 4+ 14 =+ 0,01 +1 + 0,00 £155 +£0,02 +£40 =+ 0,03 +6 + 0,02 £ 320
PEI-25k- 0,10 273 0,11 296 0,70 2117 0,46 841 0,54 1058 0,74 1765
FA 20 + 0,01 + 4 + 0,00 +1 + 0,03 +£192 £0,03 £23 =+ 0,03 + 94 + 0,02 + 4
PEI-25k- 0,11 321 0,12 338 0,70 2087 0,46 852 0,53 1280 0,71 1624
FA 35 +0,00 £32 £000 £26 =£0,01 + 51 +0,01 £19 40,01 + 36 + 0,01 £ 254
PEI-25k- 0,11 255 0,12 282 0,70 2364 0,46 745 0,55 1064 0,73 1605
FA 50 + 0,01 + 8 +0,01 £10 40,01 + 14 +0,01 +£47 £0,02 +£143 +£0,00 =+ 189
= l — i T 1l — T T T — T

Mittelwerte zweier Untersuchungen

Tabelle 49: Ubersicht der TLC-Experimente mit PEI-FA-Architekturen mit Maltoseschale
modifizierten TLC-Platten mit lipophilen Vitaminen.

Ergo- Chole- K1 a-Tocopherol a-Tocopherol- Retinyl-
calciferol calciferol acetat palmitat
Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N Ry N
Un- 0,11 220 0,13 222 0,68 1357 0,46 669 0,50 907 0,73 1207
modifiziert £ 0,00 + 14 + 0,01 +1 +£000 +£155 £0,02 40 £ 0,03 +6 + 0,02 £ 320
PEI-25k- 0,11 209 0,11 195 0,74 1546 0,49 486 0,56 930 0,78 1159
FA 20 Mal +£0,00 +£34 +0,00 £14 40,03 =£155 =+ 0,03 +3 +0,04 £49 +£0,02 £ 449
PEI-25k- 0,10 210 0,11 180 0,70 1673 0,47 778 0,54 919 0,77 380
FA3 Mal +£000 £6 +0,00 £11 40,01 +42 £0,00 +18 +£0,01 +£100 =+ 0,01 + 42
PEI-25k- 0,12 196 0,12 183 0,76 1703 0,52 489 0,59 1045 0,82 488
FA 50 Mal +£0,01 +36 +000 £23 4+£002 +9 +0,02 +50 +0,03 =£107 =+0,03 +26
> 5 =] 0 1 1 ! 0 0 0 !

Mittelwerte zweier Untersuchungen
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Nanopartikel modifiziert mit Kern-Schale-Architekturen

A Al

Abbildung 107: Vergleich der TEM-Aufnahmen von unmodifizierten Silika-Partikeln

(links) und mit PEI-5k-C11 Mal B modifizierte Silika-Partikeln mit deut-
licher Anderung der Oberfliche.
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Abbildung 108: Auswertung der TGA-Untersuchung der un- und modifizierten Partikel.
Im Fall der PEI-OS-modifizierten Partikel (PEI-25k-Mal A-C) kann ein
zusétzlicher Massenverlust zwischen 230 - 450 °C gemessen werden. Der
absolute Masseverlust ist bei den PEI-OS-modifizierten Partikeln deutlich
hoher, wie anhand der Masseabnahme [%] gesehen werden kann.
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Tabelle 50: Ubersicht der Ergebnisse der Batch-Versuche mit modifizierten Partikeln und
wasserloslichen Vitaminen.

NP-PEI-OS* Zeit [h} B: Bo Bs Bg Bi2 Estradiol
Derivat
0 11,3 £ 0,1 68,2+ 0,0 93,8+0,0 932+00 91,2+0,0 98,6+ 0,0
Struktur A 3 0,0 + 0,1 3,24+ 0,0 10,1 £+ 0,1 14,7 + 0,3 3,3+ 0,0 6,7 + 0,1
20 0,0 £ 0,1 1,2 £ 0,0 14,1 + 0,1 0,0 + 0,6 0,0 + 0,1 0,9 £ 0,1
0 43,0+ 0,0 69,8+ 0,0 74,0£0,0 61,5+£00 66,0+00 96,6+ 0,0
Struktur B 3 24,7 £ 0,0 3,3 +£ 0,0 10,6 + 0,1 0,6 + 0,3 3,6 = 0,0 6,0 £ 0,1
20 9,9 £+ 0,0 0,0 + 0,0 12,1 £ 0,1 0,0 + 0,2 0,4 + 0,1 0,0 £ 0,0
0 63,4 £ 0,1 50,1 £ 0,0 50,2+0,0 &89,4+0,0 56,7+00 42,1+0,1
Struktur C 3 24,6 £ 0,1 3,5+ 0,1 10,3 + 0,1 0,6 + 0,4 2,5+ 0,1 18,5 + 0,0

20 237+01 33+01 96+£00 00+02 02+00 91+0,1

*5 kDa Kern und Maltose Schale
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