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2. Grundlagen

2.1. Poly-(ethylenoxid)

Abbildung 2.1 zeigt die am haufigsten verwendete Form eines linearen Poly-
(ethylenoxid) (PEO) mit Hydroxylgruppen an den Kettenenden.
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Abbildung 2.1 Strukturformel von PEO.

In Lésung verhalt sich PEO so, als ob es ein 5- bis 10-mal groéReres
Molekulargewicht besal3e. Dieses Verhalten wird durch die hohe Flexibilitat der
PEO-Ketten und die Eigenschaft des PEO, in Losung 2 bis 3 Molekile Wasser
pro Ethylenoxid-Einheit zu binden, verursacht.* Dies wird auch als Grund dafiir
angesehen, dass PEO Proteine ausfallt?, es an Oberflachen die Adsorption von
Proteinen und Zellen verhindert®, die Immunogenitat und Antigenitat verringern
kann® und Peptide vor einem enzymatischen Abbau schiitzt.”

Die Adsorption von Proteinen auf mit PEO beschichteten Oberflachen ist vom
Molekulargewicht des verwendeten PEO abhangig. Bei Partikeln aus Polymilch-
saure (PLA) mit einer Gro3e von 160 bis 200 nm wurde die geringste Protein-
adsorption auf Partikeln gefunden, die mit PEO M,, = 5000 g mol™ beschichtet
worden waren.® Eine Erhthung des Molekulargewichts der PEO-Ketten bis auf
20.000 g mol™* hatte keine weitere signifikante Verringerung der Proteinadsorp-
tion zur Folge. Dagegen zeigten Partikel mit einer Beschichtung aus PEO
My = 2000 g mol™ eine deutlich gréRere Proteinadsorption. Auch an Ober-
flachen aus Poly-(ethylenterephthalat) (PET) sinkt die Proteinadsorption mit zu-
nehmender Lange der PEO-Ketten bis zu einem Molekulargewicht des PEO
von 3.500 g mol™.” Eine weitere Erhéhung des Molekulargewichts fiihrte auch
hier nicht zu einer weiteren Verringerung der Proteinadsorption.

PEO ist sowohl in Wasser und als auch in vielen organischen Lésungsmitteln
gut l6slich und wird als toxikologisch unbedenklich eingestuft. Bis zu einem
Molekulargewicht von 20 kg mol™ wird das unveranderte PEO schnell tiber die
Niere eliminiert.'® Dieses Verhalten steht in Ubereinstimmung mit der oberen
Grenze fur die freie glomerulare Filtration in der Niere von Substanzen aus dem
Blut, die bei ca. 15 kg mol™* bzw. einer GréRe der zu filtrierenden Substanzen
von 2 nm bis 4 nm liegt.’
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PEO findet Verwendung in Arzneimitteln, Lebensmitteln und Kosmetika.
Ortliche Reizerscheinungen an normaler und ungeschadigter Schleimhaut
wurden bisher nicht beobachtet.*

2.2. Peptide

Peptide sind Polymere, die aus Aminosauren bestehen. Es gibt 20 unter-
schiedliche Aminoséauren, die in allen lebenden Organismen vorkommen. Mit
Ausnahme des achiralen Glycins liegen diese Aminosauren in ihrer
L-Konfiguration vor. Nur in einigen wenigen durch Bakterien produzierten
Peptiden kommen auch D-Aminosauren vor.** Die Aminosauren sind durch eine
Peptidbindung zwischen dem a-Carbonyl-Kohlenstoff einer Aminosaure und der
a-Aminogruppe der néchsten Aminosaure miteinander verknupft. Diese
Peptidbindung besitzt mit 132 pm einen kurzen Bindungsabstand und ist durch
Resonanzstrukturen in der Rotationsmdglichkeit sehr beschrankt und nahezu
planar.

Die Aminosauresequenz stellt die Primarstruktur eines Peptids dar und
bestimmt die Bildung weiterer Uberstrukturen durch Wechselwirkungen
zwischen den einzelnen Aminosauren. Die sekundare Struktur ist die Kon-
formation der Peptidkette, die durch Wasserstoffbriicken stabilisiert wird. Es
kann zwischen Helix-, Faltblatt- und Kné&uel-Konformation unterschieden
werden. Die helikale Struktur, die in der Natur am haufigsten vorkommt, ist die
rechtsgangige a-Helix. Zwischen jeder vierten Aminosaure bilden sich
Wasserstoffbriicken so aus, dass eine Windung der a-Helix aus 3.6 Amino-
sauren gebildet wird. Die Ganghohe dieser Helix betragt 0.35 bis 0.5 nm, je
nach Wechselwirkung zwischen den Ubereinander liegenden Aminosauren. Fur
die Ausbildung einer a-Helix muss eine Mindestanzahl von 20 Aminosauren
vorhanden sein.***® Die weitere Faltung der Peptid-Kette filhrt zur Ausbildung
der tertidren Struktur, die durch Wechselwirkungen zwischen weit voneinander
entfernten Aminosauren stabilisiert wird. Die raumliche Anordnung der Proteine
untereinander ist als quartare Struktur klassifiziert.

Durch die Zerstorung ihrer Wasserstoffbriickenbindungen wandelt sich die
sekundéare Struktur der Peptide von einer a-Helix reversibel zur Knéuel-
Konformation um. Dies ist kann entweder durch Temperaturerhbhung, stark
saure Losungsmittel (Dichloressigsaure, Trifluoressigsaure) oder bei ionischen
Polypeptiden durch eine Erh6hung des lonisierungsgrades der Seitengruppen
geschehen. Bei ionischen Polypeptiden sind es die abstoRenden
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Aminoséauren, die die
Wasserstoffbriicken und damit die sekundare Struktur destabilisieren und die
Umwandlung in die Knauel-Konformation bewirken.
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2.3. Poly-(glutaminsaure) und Poly-(asparaginsaure)

L-Glutaminsédure und L-Asparaginsdure sind als in Proteinen vorkommende
nichtessentielle Aminosauren weit in der Natur verbreitet. L-Glutaminséure
spielt im Korper bei dessen Entgiftung von Ammoniak und der Saureelimination
durch die Nieren eine wichtige Rolle.** Im Nervensystem sind L-Glutamins&ure
und L-Asparaginsaure als erregende Neurotransmitter an der chemisch-
synaptischen Signaliibertragung beteiligt.”> Abbildung 2.2 zeigt die Struktur-
formeln von L-Glutaminsdure und L-Asparaginsaure.
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Abbildung 2.2 Strukturformeln von L-Glutaminsaure (links) und L-Asparaginsaure (rechts).

Die aus L-Glutaminsédure und L-Asparaginsaure bestehenden Homopolymere
Poly-(L-glutaminsdure) und Poly-(L-asparaginsaure) sind bioabbaubar,
biokompatibel und wasserldslich und kdnnen durch ihre freien Carbonsaure-
Gruppen Arzneistoffe komplexieren. Die beim Abbau der Homopolymere
entstehenden Monomere (L-Glutaminsaure und L-Asparaginsaure) sind
ebenfalls toxikologisch unbedenklich und biokompatibel.*®

I
I

Abbildung 2.3 Strukturformeln von Homopolymeren aus Glutaminsdure (griin) und Asparagin-
saure (orange). A Poly-(glutaminsdure) und B Poly-(asparaginsdure) mit n-Butylamin (schwarz)
als Initiator der Polymerisationsreaktion.

Poly-(asparaginsaure) findet zum Beispiel Anwendung in Dialysemembranen,
orthopadischen Implantaten, kiinstlicher Haut und als Zusatzstoff in Wasch- und
Reinigungsmitteln.’” Die Eignung von Poly-(glutaminsaure) als biologischer
Klebstoff und zum drug delivery wird zurzeit intensiv untersucht, ein Uberblick
dazu findet sich bei Richard®® und Shih™. Es hat sich gezeigt, dass die Bindung
von Poly-(glutaminsdure) an ein Zytostatikum bei gleich bleibender oder
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verstarkter Antitumorwirkung die Toxizitat des Arzneistoffs verringert. Dieser
Effekt konnte im Tier fir die Zytostatika Taxol,?°> Campthotecin,?® und
Doxorubicin® an verschiedenen Tumormodellen gezeigt werden.

Die Sekundarstruktur von Poly-(L-glutaminsaure) und Poly-(L-asparaginsaure)
lasst sich leicht durch die Anderung des pH-Wertes beeinflussen. In
Abhéangigkeit vom pH-Wert kommt es zu einem Knauel-Helix-Ubergang. Liegen
die Seitenketten bei pH 4 ungeladen vor, bildet sich eine a-Helix aus, sind sie
dagegen bei pH 8 geladen, eine Knauel-Konformation.?®

Synthetisch kénnen Poly-(L-glutaminsaure) und Poly-(L-asparaginséure) durch
die ringoffnende Polymerisation der N-carboxyanhydride (NCA) der
entsprechenden Aminosduren hergestellt werden. Die Synthese der NCA
erfolgt Giber eine Phosgenierung der Benzylester der Aminosauren.?* Uberblicke
zur Synthese und Polymerisation von Poly-(aminosauren) geben Kricheldorf*
und Deming.?®

2.4. Blockcopolymere aus Poly-(ethylenoxid), Poly-
(glutaminsaure) und Poly-(asparaginsaure)

Blockcopolymere sind  Makromolekile, die aus mindestens zwei
unterschiedlichen kovalent verknipften Homopolymer-Blocken bestehen.
Blockcopolymere konnen systematisch nach Anzahl der unterschiedlichen
Homopolymer-Blocke (Di-, Tri-, Multiblockcopolymere) oder nach der Art der
Verknipfung der Blécke (linear, sternformig, gepfropft) unterschieden werden
(Abbildung  2.4). Die chemisch-physikalischen  Eigenschaften  von
Blockcopolymeren lassen sich durch die Eigenschaften der Monomere, die
Anzahl und Lange der Blocksegmente und deren Verknipfung gezielt
variieren.?’

Ein Sonderfall sind Blockcopolymere, bei denen beide verwendete Blocke
wasserléslich sind. Diese doppelthydrophilen Blockcopolymere kénnen zum
Beispiel aus einem Poly-(ethylenoxid)-Block (PEO) und einem Poly-(glutamin-
saure)-Block aufgebaut sein, wobei der Poly-(glutaminsaure)-Block mit
Oberflachen und Arzneistoffen interagieren kann, wahrend das PEO fir eine
Stabilisierung der gebildeten Strukturen sorgt. Zusétzlich bieten doppelt-
hydrophile Blockcopolymere die Madoglichkeit, durch Veranderungen der
lonenstarke, Temperatur oder des pH-Wertes einen der beiden Blécke gezielt
zu beeinflussen, so dass aus dem zuvor hydrophilen Block ein hydrophober
Block entsteht. Die hydrophoben Eigenschaften bleiben dabei so lange
bestehen, bis durch eine erneute Verdnderung der lonenstarke, Temperatur
oder des pH-Wertes beide Blocke wieder hydrophilen Charakter aufweisen.?®
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Abbildung 2.4 Schematische Darstellung verschiedener Polymere. A Zwei Homopolymere aus
unterschiedlichen Monomeren (grin und blau). B Diblockcopolymer mit der Struktur A-B.
C Diblockcopolymer der Struktur A-B-A. D Triblockcopolymer der Struktur A-B-C. E Pfropfco-
polymer (Graftcopolymer) mit 3 gepfropften Ketten (blau).

Blockcopolymere aus PEO und einer Poly-(aminosaure) sind fur die
Anwendung in der Medizin besonders interessant, da sie aus toxikologisch
unbedenklichen Bausteinen (PEO und natirliche Aminoséuren) bestehen und
die Auswahl der jeweiligen Aminosauren eine Funktionalisierung der Blockco-
polymere erlaubt. Die Aminosduren Asparaginsaure und Glutaminsaure bieten
durch ihre zusatzlichen Carbonsaure-Funktionen in der Seitenkette die
Moglichkeit, andere Substanzen (Arzneistoffe) zu komplexieren und Uber die
Anzahl der Aminosauremolekile im Polymer und den pH-Wert Oberflachen-
ladungen gezielt einzustellen.

In der Literatur finden sich bislang keine Untersuchungen zur Stabilisierung von
Eisenoxid-Nanopartikeln mit Block- oder Pfropfcopolymeren aus PEO und Poly-
(asparaginsaure)- bzw. (glutaminsaure)-Blocken. Es gibt Untersuchungen zu
linearen Blockcopolymeren aus PEO und einem Poly-(asparaginsaure)-Block
(PEO-b-Asp), die zum drug delivery fur Zytostatika, zum Schutz von Enzymen
oder zum Gentransfer verwendet wurden. Doxorubicin (Adriamycin) wurde
kovalent an die Asparaginsaure-Einheiten von PEO-b-Asp gebunden. Dieses
Polymer bildet Mizellen und hat in vivo eine hohe Aktivitat gegen verschiedene
solide Tumoren und P388-Leukamie gezeigt.>**® Das Zytostatikum Cisplatin
komplexiert mit den Asparaginsaure-Einheiten des PEO-b-Asp und bildet mit
diesem zusammen Mizellen.®® Aus dem kationischen Enzym Lysozym und
PEO-b-Asp bilden sich Mizellen, in deren Inneren das Lysozym eingeschlossen
wird.*? Als Vektoren fiir den nicht-viralen Gentransfer entwickelten Kataoka et
al. Nanopatrtikel, die aus PEO-b-Asp beschichteten Calciumphosphat-Partikeln
bestehen und in deren Kern sich RNA oder Oligodesoxyribonukleotide be-
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finden.*® Diese Partikel zeigten eine verstarkte intrazellulare Aufnahme und
Expression der RNA im Luciferase-Test. AufRerdem wurde das Kom-
plexierungsverhalten von PEO-b-Asp mit PEO-b-poly-(lysin)®* und Poly-(lysin)*®
untersucht. Sowohl PEO-b-poly-(lysin) als auch Poly-(lysin) bilden mit
PEO-b-Asp Polyionenkomplex-Mizellen mit einer 1:1-Stochiometrie der beiden
beteiligten Aminosauren.

Das Blockcopolymer PEO-b-poly-(glutaminsaure) (PEO-b-Glu) bildet mit dem
schlecht  wasserloslichen  Cisplatin-Analogon  DACHPt  (Dichloro(1,2-
diaminocyclohexan)platin(ll)) 40 nm gro3e Mizellen, die bei in-vitro-Tests an
C-26 Kolonkarzinomzellen von Mausen eine geringere Toxizitat aufwiesen als
das freie DACHPt.*® Die kovalente Bindung eines Antikorpers gegen
Rezeptoren des epidermalen Wachstumsfaktors (epidermal growth factor, EGF)
an das Polymer-Arzneistoffkonjugat PEO-b-Glu-Doxorubicin fihrte zu einem
rezeptorvermitteltem drug delivery des Zytostatikums mit einer verstarkten
Wirkung auf humane Epidermoidzellen A 431 im Vergleich zu freiem
Doxorubicin.>* Boulmedais et al. entwickelten antimikrobielle Polyelektrolyt-
Beschichtungen aus Poly-(lysin) und dem Pfropfcopolymer Poly-(glutamin-
saure)-g-PEO.*® Es konnte gezeigt werden, dass diese Beschichtung Ober-
flachen vor der Adhasion von Bakterien schiitzen kann.

Die Synthese von Blockcopolymeren kann lber eine kovalente Verknipfung
von fertigen Homopolymersegmenten, durch sequentielle Polymerisation
unterschiedlicher Monomere oder durch die Initierung der Polymerisation
mittels polymerer Makroinitiatoren erfolgen.

2.5. Eisenoxid-Nanopartikel

Eisenoxide kommen in der Natur in vielen verschiedenen Zusammensetzungen
und mit unterschiedlichen magnetischen Eigenschaften vor. Fur die
medizinische Anwendung sind besonders die ferromagnetischen Eisenoxide
Magnetit (FesO4) und Maghemit (y-Fe,Os) interessant. Sie besitzen &hnliche
physikalische Eigenschaften und Kristallstrukturen und kristallisieren als inverse
Spinelle.*

Beim Magnetit besetzen die Eisenionen die Haélfte der vorhandenen Oktaeder-
luicken und ein Achtel der vorhandenen Tetraederliicken. Die Aufteilung der
zwei- und dreiwertigen lonen erfolgt nach dem Muster des inversen Spinells.
Eine Halfte der dreiwertigen Eisenionen besetzt die Tetraederlicken und die
andere Halfte besetzt zusammen mit den zweiwertigen Eisenionen die
Oktaederlicken (Abbildung 2.5).
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Abbildung 2.5 Kristallstruktur von Magnetit.*°

Maghemit leitet sich von der Struktur des Magnetits ab, im Unterschied zum
Magnetit sind aber alle vorkommenden Eisenionen dreiwertig. Zum Ladungs-
ausgleich existieren beim Maghemit deshalb Leerstellen auf den Oktaeder-
platzen.®

Bei der Herstellung von Maghemit- bzw. Magnetit-Partikeln entstehen leicht
Gemische beider Eisenoxide, wenn die Reinheit und richtige Stéchiometrie der
Reagenzien nicht gewabhrleistet ist. Bei hoheren Temperaturen (200-300°C)
oxidieren Magnetit und Maghemit zum thermodynamisch stabilen Hamatit
(a-Fe304), das nur sehr schwach ferromagnetisch ist. Bei vorsichtiger Oxidation
und niedrigeren Temperaturen entsteht aus Magnetit aber nicht Hamatit,
sondern das metastabile Maghemit, das nur eine etwas geringere Magnetisier-
barkeit als Magnetit besitzt.

In wassrigen Systemen reagieren die oberflachlichen Eisen-lonen des
Magnetits oder Maghemits mit Wasser-Molekilen und bilden eine mit Hydroxyl-
Gruppen funktionalisierte Eisenoxid-Oberflache aus.*

pH 1 pH 14
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Abbildung 2.6 Anderung der Oberflachenladung von Maghemit-Partikeln bei einer Veranderung
des pH-Werts.

Die Eisenoxid-Partikel weisen durch die amphoteren Hydroxyl-Gruppen ab-
hangig vom pH-Wert eine positive, negative oder neutrale Oberflachenladung
auf. Die Oberflachenladung ist im sauren pH-Bereich positiv und wird zu
basischen pH-Werten hin immer negativer. Der isoelektrische Punkt wird bei
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einem pH-Wert von 4 bis 6 durchlaufen. Um ein unter physiologischen
Bedingungen stabiles Ferrofluid zu erhalten, missen die Maghemit- oder
Magnetit-Partikel stabilisiert werden. Dies kann durch eine elektrostatische
Stabilisierung, zum Beispiel mit Citrat, oder durch eine sterische Stabilisierung
mit Polymeren erreicht werden. Die elektrostatische Stabilisierung ist
pH-sensitiv und besonders bei Anwendung der Partikel unter physiologischen
Bedingungen nur begrenzt verwendbar.

Ferromagnetische Substanzen werden superparamagnetisch, wenn die
einzelnen Partikel eine kritische Grol3e unterschreiten. Bei Magnetit und
Maghemit ist die kritische Grol3e bei Raumtemperatur ca. 20 nm, das heif3t, die
Partikel mussen kleiner 20 nm sein, damit Superparamagnetismus auftritt. Die
kritische KristallgroRRe ist dabei abhangig von der Temperatur.

Bei einer Reduktion der Partikelgré3e nimmt die Anzahl der Weil3schen Bezirke
in einem ferromagnetischen Partikel ab (Abbildung 2.7). WeilRsche Bezirke sind
die magnetisierten Domanen in den Kristallen eines ferromagnetischen
Materials. Die magnetischen Momente der Atome sind innerhalb dieser Bezirke
parallel ausgerichtet. Unterhalb einer kritischen Grol3e stellt jedes Teilchen
eines Ferrofluids eine eigene Domane dar, das heil3t, alle magnetischen
Momente dieses einen Partikels sind parallel angeordnet. Eine stabile Aus-
richtung der magnetischen Momente aller Partikel in einem Ferrofluid ist dann
nicht mehr mdglich, da die thermische Energie ausreicht, um die Ausrichtung
der magnetischen Momente zu verhindern. Die magnetischen Momente der
einzelnen Partikel im Ferrofluid heben sich nach aul3en auf.

A B.
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Abbildung 2.7 A. Ferromagnetisches Partikel, bestehend aus 5 Weil3schen Bezirken. B. Flnf
superparamagnetische Partikel.

In einem Magnetfeld richten sich die magnetischen Doménen, das heil3t, die
einzelnen superparamagnetischen Partikel, in Feldrichtung aus. Das Ferrofluid
verhalt sich paramagnetisch (Abbildung 2.8). Dieses Verhalten der Partikel bei
einem angelegten Feld entspricht dem paramagnetischen Verhalten von
Molekulen, die ein permanentes Dipolmoment besitzen. Wird das externe
Magnetfeld entfernt, so verliert das Ferrofluid durch die erneute zufallige



Grundlagen 19

Ausrichtung der Partikel sein magnetisches Gesamtmoment und ist nach aul3en
nicht mehr magnetisch.

A B. A C.
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Abbildung 2.8 Verhalten superparamagnetischer Partikel in einem Ferrofluid ohne Magnetfeld
(A), in einem dulReren Magnetfeld (B) und nach Entfernung des Magnetfeldes (C).

Superparamagnetische Eisenoxid-Partikel werden in der Medizin zur Kontrast-
verstarkung bei Untersuchungen mit Hilfe der MRT verwendet. Sie fuhren zu
einer Abschwachung der Signalintensitdt und damit im MRT-Bild zu einer
Verdunklung der Gewebe, in denen sich die Partikel befinden.

2.6. Diminazen

Diminazen ist ein aromatisches Diamidin aus zwei Amidinophenyl-Strukturen,
die Uber eine Triazenbricke verbunden sind (Abbildung 2.9). Diminazen ist ein
geruchloses, gelbes Pulver, das relativ gut wasserloslich, in organischen
Lésungsmitteln aber schlecht 16slich ist.**

NH»

HoN HN

N—/—N NH
HN

Abbildung 2.9 Strukturformel von Diminazen.

Diminazen wird als Antiprotozoikum zur Behandlung eines Trypanosomen-
befalls verwendet. Trypanosomen ldsen bei Menschen und Tieren die Schlaf-
krankheit (Trypanosomiasis) aus, die unbehandelt todlich verlauft. Diminazen
wird hauptsachlich zur Behandlung der Trypanosomiasis von Rindern ver-
wendet.

Der exakte Wirkungsmechanismus und das Verhalten von Diminazen in vivo
sind noch nicht bekannt.*? In-vitro-Versuche zeigten, dass sich Diminazen mit
hoher Affinitdt an die Desoxyribonukleinsaure (DNS) bindet und damit die DNS-
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Replikation hemmt. Auch eine Hemmung der mitochondrialen Typ-ll-Topo-
isomerase wird diskutiert.**** Trypanosomen, die Diminazen ausgesetzt
werden, zeigen unter anderem folgende Veradnderungen: Aggregation und
Verlust der Ribosomen, Modifikation der Lysosomen und der zytoplasmatischen
Membran, Hemmung des Aminoséauretransportes und eine Hemmung der DNA-
und RNA-Polymerasen.*® Auf diesem Weg wird das Wachstum der sich schnell
teilenden Trypanosomen nachhaltig blockiert.** Diminazen wirkt in vitro in einer
Konzentration von 0.5 pg mi™ trypanozid.*

2.7. Charakterisierungsmethoden

2.7.1. Dynamische Lichtstreuung

Eine verbreitete Methode zur Charakterisierung kolloidaler Systeme ist die
dynamische Lichtstreuung (DLS). Dabei wird eine kolloidale Dispersion mit
Laserlicht bestrahlt und die Schwankung der Intensitat des gestreuten Lichtes
detektiert. Die Intensitdtsschwankungen werden durch die Brownsche
Molekularbewegung der Partikel verursacht. Die Geschwindigkeit, mit der die
Partikel ungerichtet durch das Dispersionsmedium diffundieren, bestimmt die
Schwankung der Streulichtintensitat. Je groRer die Partikel sind, desto lang-
samer bewegen sie sich im Dispersionsmedium und desto geringer wird die
Schwankung der Streulichtintensitéat. Tritt zuséatzlich zur Diffusion eine Sedimen-
tation der Partikel auf, ist die obere Messgrenze der DLS erreicht, da durch die
gerichtete Bewegung der Sedimentation das Messergebnis verfalscht wird. Im
wassrigen Medium eignet sich die DLS zur GroRenbestimmung von Partikeln
zwischen 5 nm und ca. 5 pm.*®

Aus den zeitlichen Schwankungen der Streulichtintensitat wird mit Hilfe eines
Korrelators eine Autokorrelationsfunktion erstellt und an diese gemessene Auto-
korrelationsfunktion eine theoretische Korrelationsfunktion g(z) angepasst:

_ _-2DK?r
g(T) =€ Gleichung 2.1

mit v Verzdgerungszeit
D  Diffusionskoeffizient
K  Betrag des Streulichtvektors

Aus dem mit Hilfe der theoretischen Korrelationsfunktion g(z) bestimmten
Diffusionskoeffizienten D wird Uber die Stokes-Einstein-Gleichung die Partikel-
groRe berechnet. Uber die Stokes-Einstein-Gleichung ist der Zusammenhang
zwischen der Partikelgrof3e r und der Diffusionskonstante D beschrieben:
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. kT
671D Gleichung 2.2
mit r Partikelradius
k Boltzmann-Konstante
T absolute Temperatur
D Diffusionskoeffizient
n dynamische Viskositat

Bei Anpassung einer exponentiellen Korrelationsfunktion an die gemessene
Autokorrelationsfunktion liefert die DLS als Ergebnis den mittleren intensitats-
gewichteten Partikeldurchmesser (z-average) und den Polydispersitatsindex
(PDI). Der PDI beschreibt mathematisch den Unterschied der gemessenen
Autokorrelationsfunktion zur angepassten Korrelationsfunktion und ist ein Mal3
fur die Breite der Verteilung (Cumulanten Analyse, 1SO 13321). Um eine
Partikelgro3enverteilung zu erhalten, werden mehrfach Exponentialfunktionen
an die Autokorrelationsfunktion angepasst (Methode nach CONTIN).

Bei der Messung nicht-sphérischer Partikel muss beachtet werden, dass der
durch die DLS berechnete hydrodynamische Durchmesser, der Durchmesser
eines sphéarischen Partikels ist, das den gleichen Diffusionskoeffizienten besitzt
wie das vermessene Partikel.

2.7.2. 'H-NMR

Eine wichtige Methode zur Bestimmung des zahlenmittleren Molekulargewichts
M, von Blockcopolymeren ist die Kernresonanzspektroskopie (*H-NMR). Aus
dem Flachenverhaltnis charakteristischer Signale zweier Monomereinheiten A
und B konnen die Zusammensetzung des Blockcopolymers und damit die
entsprechenden Molenbriiche der beiden Blocke berechnet werden. Ist das
Molekulargewicht des einen Blocks bekannt, kann M, des Blockcopolymers
berechnet werden

M. = (14_ MB—fB] ‘M ri’recursor
M

n
arTa Gleichung 2.3

mit Molmasse der Monomereinheiten A

>

< <Z

Molmasse der Monomereinheiten B

@

Molenbruch des Monomers A

>

—  —h
©

Molenbruch des Monomers B
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2.7.3. Rontgendiffraktometrie

Bei der Rontgendiffraktometrie treten Rontgenstrahlen mit den Elektronenhillen
von Festkorperatomen in Wechselwirkung. Besitzt der Festkorper eine
periodische Atomanordnung, treten charakteristische Interferenzmuster als
Folge dieser Wechselwirkungen auf.

Geeignete Beugungsgitter fur Rontgenstrahlen sind die regelméRigen Gitter-
strukturen von Kristallen, da hier die Gitterkonstante der Kristalle und die
Wellenlange der Rontgenstrahlung von &hnlicher GrolRenordnung sind
(Wellenlange A = 0,1 pm bis 10 nm).

Im elektromagnetischen Feld der einfallenden Rontgenstrahlung werden die
Elektronen der Atome zu erzwungenen Schwingungen angeregt und strahlen
nun selbst Rontgenstrahlen gleicher Frequenz ab. Die konstruktive und
destruktive Interferenz der von den Atomen abgestrahlten Rontgenstrahlung
erzeugt die Beugungserscheinungen.

Bei der Kristallstrukturanalyse werden Rdntgenstrahlen an Kristallen gebeugt
und daraus die rdumliche Anordnung der Atome im Kristall abgeleitet. Die
Bragg-Gleichung ist die zugrunde liegende mathematische Beziehung

2d 'Sin(e) =n-4 Gleichung 2.4
mit A Wellenlange
d Netzebenenabstand
n Ordnung des Beugungsmaximums
0 Winkel des einfallenden Rontgenstrahls

Die zu untersuchende Substanz wird mit einem monochromatischen Rontgen-
strahl bestrahlt. Bei einem Netzebenenabstand d wird dieser Strahl um 26
abgelenkt, wenn der einfallende Strahl in einem Winkel von 6 eingefallen ist.
Aus den GroBen n, A und 6 wird der gesuchte Netzebenenabstand d
berechnet. Hkl bezeichnet die Gesamtzahl aller parallelen Netzebenen mit den
Millerschen Indizes. Aus dem Netzebenenabstand dng lassen sich die
Gitterkonstanten der Elementarzelle ableiten.

2.7.4. MOssbauer-Spektroskopie

Bei der Mossbauer-Spektroskopie untersucht man mit Hilfe von y-Strahlung
Ubergange zwischen unterschiedlichen Kern-Energieniveaus. Das am
haufigsten verwendete Isotop ist °'Fe, das durch radioaktiven Zerfall von >’Co
entsteht.
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Die von der Strahlungsquelle ausgesandten y-Quanten durchdringen die Probe,
die ebenfalls *'Fe enthalt, und erreichen dann einen Detektor. Gemessen
werden bei der Mossbauer-Spektroskopie kleine Unterschiede der Ubergangs-
energien zwischen der Quelle und der Probe. Diese Unterschiede kommen
durch Hypereinwechselwirkungen zwischen den Kernen und ihrer Umgebung
zustande und geben Informationen Uber die Umgebung der absorbierenden
Kerne.

Bei Aufnahme der Mossbauer-Spektren macht man sich neben dem Moss-
bauer-Effekt den Doppler-Effekt zu nutze. Eine hyperfeine Modulation eines
Gammastrahlers wird erzeugt, indem man ihn wahrend der Messung
mechanisch bewegt. So lassen sich in einem Hyperfeinspektrum y-Quanten mit
verschiedenen Energiepotentialen erzeugen.

Die Mdssbauer-Spektroskopie gibt unter anderem Informationen tber den Oxi-
dationszustand, Bindungseigenschaften und die magnetischen Eigenschaften
der untersuchten Substanz.

2.7.5. Circulardichroismus-Spektroskopie

Unter Circulardichroismus (CD) versteht man die unterschiedliche Absorption
von rechts- und linkszirkular polarisiertem Licht im UV-VIS-Bereich durch
optisch aktive Molekiile.*®

Proteine eignen sich besonders gut fur Untersuchungen mit Hilfe der
CD-Spektroskopie in wassriger Losung. Alle in der Natur vorkommenden
Aminosauren, mit Ausnahme des Glycins, besitzen ein asymmetrisch
substituiertes a-Kohlenstoffatom und absorbieren zirkular polarisiertes Licht.
Zusatzlich zur intrinsischen optischen Aktivitdt der Aminoséuren tragt auch die
Ausbildung der individuellen Konformation eines Peptids zur Form des CD-
Spektrums bei. CD-Spektren von Proteinen sind deshalb ebenso spezifisch wie
die Faltung einer Peptidkette.

Die Extinktionskoeffizienten g und & fir links- bzw. rechtspolarisiertes Licht
unterscheiden sich fur optisch aktive Substanzen. Die Differenz

Ae=¢ —é&q Gleichung 2.5

kann negativ oder positiv sein, das heil3t, der links- oder rechtszirkular
polarisierte Strahl kann starker absorbiert werden. Die Differenz Ae ist die
eigentliche Messgrol3e in der CD-Spektroskopie.

In der praktischen CD-Spektroskopie wird die Elliptizitait @, gemessen, die
definiert ist als
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I, =1
tan®, =2t
I +1,

Gleichung 2.6

mit |, Intensitat des rechtszirkular polarisierten Lichts nach dem

Absorptionsvorgang
I Intensitat des linkszirkular polarisierten Lichts nach dem

Absorptionsvorgang

Uber das Lambert-Beersche Gesetz

_ . —¢-cd
I=1,-10 Gleichung 2.7
mit I, Intensitat des Lichts vor dem Absorptionsvorgang
| Intensitat des Lichts nach dem Absorptionsvorgang
g Extinktionskoeffizient
c Konzentration

d Schichtdicke

ist die Intensitat des Lichtes mit dem Extinktionskoeffizienten ¢ verknupft. Man
erhalt daraus naherungsweise fir die Elliptizitat ©,

D% (e~ ea) 00

©®, =In10-
4r Gleichung 2.8

Durch Normierung auf die Konzentration ¢ und die Schichtdicke d erhalt man
die spezifische Elliptizitat [©],

®
el = =2
[ L c-d Gleichung 2.9

Bei Polymeren und Proteinen ist es auch (blich, die molare Elliptizitat [©,, ],

anzugeben, die sich auf die mittlere Molmasse der optisch aktiven
Monomereinheiten bezieht

ou] =M
100 Gleichung 2.10

mit M mittlere Molmasse der optisch aktiven Monomere
O, Elliptizitat

Der Faktor 100 entspringt historischen Konventionen.
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Die CD-Spektren von Proteinen geben Aufschluss Uber deren Sekundar-
strukturen (a-Helix, p-Faltblatt, Knauel-Konformation) und lassen sich in zwei
charakteristische spektrale Bereiche aufteilen. Der Peptidbereich bei 160 nm
bis 230 nm ist empfindlich fir die Detektion von Sekundarstrukturen und wird
verwendet, um Anderungen in der Konformation der Peptidkette zu verfolgen.
Zum Beispiel liegen die Chromophore bei einer a-Helix in einer chiralen Umge-
bung eng beisammen und es kommt zu einer Verstarkung der Signalintensitat.
Dadurch geben a-Helices sehr gute Signale bei einer Wellenlange 4 =222 nm.
In einem Wellenlangenbereich oberhalb von 230 nm (230 nm bis 300 nm)
absorbieren vor allem die aromatischen Aminosauren.

Die wenigsten Proteine haben nur ein Sekundarstrukturelement, meist liegen
mehrere Sekundarstrukturen gleichzeitig in einem Protein vor, so dass das
gemessene CD-Spektrum sich aus einer Uberlagerung der einzelnen Struk-
turen ergibt.

Eine einfache Methode zur Ermittlung des Anteils einer Konformation an der
Sekundarstruktur eines Polypeptids geht von einem halbempirischen Ansatz
aus, bei dem sich das CD-Spektrum einer Verbindung additiv aus den
Beitragen der einzelnen Strukturelemente zusammensetzt. Grundlage der
Berechnungen sind die molaren Elliptizititen [®,,], bei Wellenlangen, die fir

die jeweiligen reinen Konformationen charakteristisch sind. Zur Abschatzung
des a-helikalen Anteils an der Sekundarstruktur eines Peptids konnen die
molaren Elliptizitaten [@M ];, bei einer Wellenlange A4 =222 nm herangezogen

werden. Bei dieser Wellenlange sind die Beitrdage des [B-Faltblatts und der
Knauel-Konformation zur Gesamtelliptizitdt am geringsten.

2.7.6. Zetapotential

Das Zetapotential ¢ ist ein Mal3 fur die Oberflachenladung von Partikeln und
kann durch Messung der elektrophoretischen Mobilitdt bestimmt werden. Eine
ausfiihrliche Darstellung der Theorie findet sich bei Miiller.*’

Geladene Partikel sind in Losung von einer ladungskompensierenden Schicht
umgeben. An der Oberflache geladener Partikel bildet sich durch Adsorption
von Gegenionen eine relativ fest mit den Teilchen verbundene elektrische
Doppelschicht (Stern-Schicht). Diese wird umgeben von der beweglichen
diffusen Gouy-Chapman-Schicht. Diese diffuse Schicht geht dann in das
elektrisch neutrale Lésungsmittel Uber. Somit nimmt das elektrische Potential
innerhalb der diffusen Schicht mit zunehmendem Abstand von der Partikel-
oberflache exponentiell ab. Die rdumliche Ausdehnung der diffusen Schicht
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hangt unter anderem von der Oberflachenladung und der lonenkonzentration in
der L6sung ab.

Wird ein elektrisches Feld angelegt, so bewegen sich die Partikel und ihre
Gegenionen jeweils in entgegengesetzte Richtungen. Durch die Bewegung der
Teilchen im elektrischen Feld wird ein Teil der diffusen Doppelschicht
abgestreift und es bildet sich eine Scherebene. Die Potentialdifferenz an der
Scherebene wird als Zetapotential ¢ bezeichnet und ist bei maximaler
Abstreifung der diffusen Schicht gleich dem Stern-Potential. Ein Abstreifen der
Stern-Schicht ist nicht moéglich, da die lonen in der Stern-Schicht fest adsorbiert
sind.

Die Bewegungsrichtung und Geschwindigkeit der Partikel werden bei der
Messung des Zetapotentials durch Lichtstreuverfahren gemessen. Bei einer
gegebenen Salzkonzentration und einem definierten angelegten elektrischen
Feld ist das Zetapotential proportional zur elektrophoretischen Mobilitat der
Partikel. Aus der Partikelgeschwindigkeit und der angelegten Feldstarke wird
die elektrophoretische Mobilitdt der Partikel berechnet und kann mit Hilfe
verschiedener Gleichungen (Helmholtz-Smoluchowski-, Henry-, Debye-Htickel-
Gleichung) in das Zetapotential umgerechnet werden.

2.7.7. Groflenausschlusschromatographie

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) oder GroRenausschlusschromato-
graphie (size exclusion chromatographie, SEC) ist eine Methode zur Bestim-
mung von Molekulargewichten und -verteilungen von Polymeren.

Im Gegensatz zur AffinitAitschromatographie erfolgt die Trennung nicht durch
eine Adsorption der Molekile an die stationare Phase sondern durch Gréf3en-
ausschluss in den Poren des S&aulenmaterials. Die Polymere werden dabei
nach ihrem hydrodynamischen Volumen aufgetrennt. Zuerst eluieren Polymere,
deren hydrodynamisches Volumen das Volumen der Poren ubersteigt.
Polymere, die in die Poren des Saulenmaterials hinein diffundieren kénnen,
werden spéater eluiert. Entscheidend fur eine gute Trennung ist bei der GPC,
dass nur entropische und keine enthalpischen Wechselwirkungen zwischen den
Polymermolekilen und dem S&ulenmaterial auftreten. Die GPC ist eine
Relativmethode, daher ist fur die Bestimmung des Molekulargewichts eine
geeignete Kalibrierung erforderlich.

Als Ergebnis der Messung erhalt man in einem Elugramm die Konzentration der
Polymerfraktion ci in Abhangigkeit vom Elutionsvolumen Ve. Mit Hilfe einer
Eichkurve aus gleichartigen eng verteilten Standardpolymeren mit bekannter
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Molmasse konnen den Elutionsvolumina entsprechende Molmassen zuge-
ordnet werden.

Fur die Detektion der Polymerfraktionen werden meist RI- und UV-Detektoren
eingesetzt. RI-Detektoren liefern ein zur Masse des gelosten Stoffes
proportionales Signal. Fur die UV-Detektion gibt es zwei unterschiedliche Modi:
Ist die Wellenlange auf das Absorptionsmaximum der Monomereinheit
eingestellt, erhalt man die gleiche Information wie beim RI-Detektor. Misst man
beim Absorptionsmaximum chromophorer Endgruppen, erhalt man ein zur
Anzahl der Polymer-Ketten proportionales Signal. Zusatzlich kénnen mol-
massenspezifische Detektoren wie beispielsweise Lichtstreu- und Viskositats-
Detektoren verwendet werden, die die Bestimmung absoluter Molekular-
gewichte und -verteilungen erméglichen.>® >*

2.7.8. UV-VIS-Spektroskopie

Die UV-VIS-Spektroskopie gehdrt zu den Elektronenanregungs-Methoden.
Dabei werden Wellenlangenbereiche von 190 nm bis ca. 700 nm verwendet,
um Elektronen aus besetzten n- oder 1-Orbitalen in ein unbesetztes Orbital
anzuheben. Atomgruppen eines Molekls, die Licht des UV-VIS-Wellenlangen-
bereichs absorbieren kdnnen, sind zum Beispiel ungeséttigte Gruppen, wie
Doppelbindungen und aromatische Systeme.

Gemessen wird das Absorptionsspektrum einer Substanz, das heil3t, die Inten-
sitat des nicht absorbierten Lichtes in Abhangigkeit von der Wellenlange A. Das
aus der Lichtquelle tretende Licht wird dabei im Monochromator nach Wellen-
langen zerlegt und danach in zwei gleiche Lichtstrahlen geteilt. Diese
durchlaufen jeweils eine Mess- und eine Vergleichskivette. Der Absorptions-
unterschied wird im Detektor registriert und danach als wellenlangen-
abhangiges Spektrum aufgezeichnet. Charakteristisch in einem Absorptions-
spektrum einer Substanz sind die Absorptionsmaxima und die Wellenlangen,
bei der die Maxima auftreten.

Die Absorption erfolgt fur verdinnte Losungen und monochromatisches Licht
nach dem Lambert-Beerschen Gesetz.
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2.7.9. Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektroskopie liefert &ahnlich wie die Infrarot-Spektroskopie
Informationen Uber Schwingungs- und Rotationszustande von Molekulen. Die
physikalischen Grundlagen und die Anregung der Probe sind jedoch
unterschiedlich.

Bei der Raman-Spektroskopie werden die Wellenlangen und Intensitaten von
gestreutem Licht unter Ausnutzung des Raman-Effekts gemessen. Der Raman-
Effekt entsteht durch die Wechselwirkung der elektromagnetischen Strahlung
mit der Elektronenhulle der Molekile. Zur Anregung der Moleklle wird eine
intensive monochromatische Laser-Strahlung auf die Probe gerichtet. Der
grol3te Teil des Laserlichtes durchstrahlt die Probe, ein sehr kleiner Anteil wird
von der Substanz in alle Raumrichtungen gestreut (Rayleigh-Streuung, gleiche
Frequenz wie der Laser). Ein noch viel geringerer Anteil des eingestrahlten
Lichts wird mit einer Frequenzverschiebung gestreut (Raman-Streuung). Ver-
antwortlich dafir ist die Deformierbarkeit der Elektronenhulle (Polarisierbarkeit)
des Molekuls wahrend des Schwingungsvorgangs. Der Raman-Effekt tritt nur
auf, wenn sich die Polarisierbarkeit des Molekils im Verlauf der Kern-
schwingung &ndert. Wenig polare Bindungen oder Moleklile mit leicht
deformierbaren Elektronenhillen (zum Beispiel S-H, C=C) sind stark Raman-
aktiv.

Die Wellenzahldifferenz zwischen der Raman-Streustrahlung und der einge-
strahlten Anregungsstrahlung wird in einem Raman-Spektrum den angeregten
Molektlschwingungen zugeordnet.
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