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1 Einleitung und Motivation 1

1. Einleitung und Motivation

Interaktionen von Molekiilen iiber reversible Wechselwirkungen stehen im Mittelpunkt des
Lebens. Sie ermoglichen die exakte Replikation der DNS, die Faltung von Proteinen in
dreidimensionale Strukturen, die spezifische Erkennung von Substraten durch Enzyme und
die Bindung von Botenstoffen''!. Hierfir ~dienen vor allem elektrostatische
Wechselwirkungen, Wasserstoftbriickenbindungen, van-der-Waals-Krifte sowie
entropiegetriebene, hydrophobe Wechselwirkungen. Groflere Molekiilensembles werden
durch Kombination dieser nichtkovalenten, schwachen Wechselwirkungen modular aus
Untereinheiten zusammen gesetzt. So konnen hochdefinierte, perfekt auf die jeweilige
Funktion angepasste Strukturen aus einem beschrinkten Bausatz an Einzelmolekiilen
aufgebaut werden.

Eine wichtige Stoffklasse sind Proteine und Peptide, die unter anderem einen wesentlichen
Einfluss auf die Strukturbildung in vielen biologischen Materialien ausiiben. Es entstehen
sowohl Konstruktionsmaterialien aus reinen Proteinstrukturen'” aber auch Komposite in
Verbindung mit anorganischen Stoffen, deren aufBlergewohnlichen Materialeigenschaften
Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen Biomaterialien und synthetischen Materialien besteht
dabei in der Art der Konstruktionsprinzipien. Synthetische Kompositmaterialien werden
bisher meist in top-down-Ansitzen hergestellt’®), die auf der stufenweisen Miniaturisierung
groBerer Strukturen beruhen. Kontrdr dazu folgt der Aufbau der Naturkomposite
Selbstorganisationsprinzipien[4]. Diese Strategie wird als bottom-up-Ansatz bezeichnet. In den
supramolekularen Verbdnden verleihen die genutzten schwachen Wechselwirkungen dem
Ensemble einen hohen Grad an Flexibilitit und Stabilitit. Zielstrukturen kdnnen so bei
Vorhandensein von kooperativen Effekten mit einer hohen Prézision entstehen. Die
Materialeigenschaften stehen aufgrund dessen im direkten Zusammenhang mit dem inneren
Aufbau der Strukturen. In den kommenden Jahren konnten neue Technologien, die
molekulare Selbstorganisation als wesentlichen Konstruktionsprozess einsetzen (bottom-up-
Strategien), enorm wichtig werden!™.

Viele grundlegende Organisationsprinzipien wurden schon erfolgreich von der Natur
abgeschaut'®. Weitere Forschungsbemiihungen gehen in die Richtung auch die komplexen
Struktur-Funktions-Beziehungen hinter hoheren hierarchischen Ordnungen zu entschliisseln

und zu nutzen. In diesen Kontext ist die vorliegende Arbeit einzuordnen.
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Ein vielversprechendes Forschungsgebiet befasst sich mit der Anwendung der in der Natur
geltenden Aggregationsprinzipien in der Polymerchemie. Mit der Synthese von
makromolekularen Chimédren, die auf der Verkniipfung von Peptid- mit Polymerstringen
beruhen, gelingt es die Strukturbildungsfihigkeiten der Peptide auf synthetische Polymere zu
iibertragen'”. Ein Konzept basiert auf der Verkniipfung von Polymeren mit Peptidsequenzen,
die eine hohe Tendenz zur Ausbildung einer P-Faltblatt Sekundirstruktur haben!®!,
B-Faltblattmotive haben einige Vorziige gegeniiber anderen Sekundirstrukturen, so gelingt es
z.B. schon mit kurzen Peptidstringen stabile Aggregate zu bilden. Des Weiteren ordnen sich
natlirliche und synthetische Peptidketten, die p-Faltblattstrukturen einnehmen, oft in
fibrilliren Systemen mit Dimensionen im pm- bis nm-Bereich an"’.

In vorangestellten Arbeiten konnte demonstriert werden, dass Polymer-Peptid-Konjugate,
deren Peptidstringe durch Anbindung an ein Templatmolekiil vororganisiert werden,
definierte, stabchenformiger Aggregate mit einheitlichen Hohen und Breiten ausbilden!'® ',
Diese Polyethylenoxid(PEO)-Peptid-Nanobénder zeichnen sich durch die Existenz eines
B-Faltblatt Peptidkerns und einer PEO-Hiille aus. Entlang des Peptidkerns entstehen
funktionale Oberflichen, die die Seitenkettenfunktionalititen der eingebauten Aminosduren
prasentieren.

Das Ziel dieser Arbeit sollte sein, solche Bandstrukturen gezielt zu verkniipfen und in
hierarchisch organisierten, supramolekularen Strukturen anzuordnen. Hierfiir kénnen die
Bandbreite der Funktionalitdten, mit denen die 20 natiirlich vorkommenden Aminosauren
ausgestattet sind, genutzt oder andere gewiinschte Funktionen iiber synthetische Aminosduren
in die Nanofasern eingebaut werden.

Eine Strategie zur Verkniipfung der PEO-Peptid-Nanobénder bestand in der Verwendung
dieser als Analoga zu Silika Morphogeneseproteinen in einer bioinspirierten Silifizierungs-
reaktion. Die Biosilifizierungsstrategien von Meeresorganismen wurden als Moglichkeit zur
Synthese komplexer Kompositsysteme auf Silikabasis erkannt. In der Natur kontrollieren und
leiten fibrillire Proteine oder andere Biomakromolekiile (Peptide, Polysaccharide) die
Kondensationsreaktion der Silikavorldufermolekiile in hierarchisch organisierte Strukturen.
Silikatische Kompositfasern auf nanoskopischer Ebene konnten z.B. mit ihren anisotropen

Dimensionen und gerichteten Eigenschaften sehr interessant fiir bottom-up-Ansétze sein.
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Die von den Nanobédndern zur Verfiigung gestellten Oberflichenfunktionen sind nachweislich

[12-131 " Auch die stibchenartige

wichtig fiir die Wechselwirkung mit Kieselsduremolekiilen
Struktur, ein Resultat der Abschirmung des planaren Peptidkerns durch die PEO-Ketten,
unterstiitzt in Analogie zu biologischen Proteinfilamenten die Bildung anisotroper
Silikastrukturen.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob die PEO-Peptid-Nanobinder die
Féhigkeit zur Anreicherung von Kieselsdure besitzen, in wie weit eine Vernetzung der
Nanobédnder stattfindet und ob die Synthese eines bioorganisch-anorganischen
Kompositmaterials mdglich ist, welches den Silikanadeln von Kieselschwdammen
nachempfunden ist.

Neben der Verwendung von anorganischen Matrixmaterialien als Verbindungskomponente
zwischen den Nanobdndern sollten auch organische oder metallorganische
Kompositmaterialien dargestellt werden. Hierfiir bieten sich u.a. ionische Wechselwirkungen
oder koordinative, metallorganische Bindungen an. Durch Anderungen in der
Aminosduresequenz  der  vororganisierten = PEO-Peptid-Konjugate  konnen  prézise
funktionalisierte Peptidkerne erzeugt werden. Interessant dabei ist, welche Kriterien bei der
Wahl der Aminosiuresequenz eingehalten werden miissen, um weiterhin die Aggregation zu
Nanobandstrukturen zu gewéhrleisten. Ein weiteres Zeil dieser Arbeit war demnach die
Synthese von imidazol- und spiropyranfunktionalisierten PEO-Peptid-Konjugaten, sowie die
Untersuchung ihres Aggregations- und Komplexierungsverhaltens. Als Vorbild aus der Natur
dienen im ersten Fall metallkoordinierende Aminosduren aus den katalytisch aktiven Zentren
von Enzymen!" z.B. Zinkfingerproteinen, Himoglobin oder Superoxid-Dismutasen. Im
zweiten Fall sollte die Dimerisierungstendenz photochromer Molekiile genutzt werden.
PEO-Peptid-Nanobandstrukturen sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit als funktionale
Geriiststrukturen fiir Kompositmaterialien eingesetzt werden. Induzierte Sekundiarwechsel-
wirkungen zwischen den Nanobdndern oder mit Co-Materialien sollten zur Organisation der
Nanostrukturen und zum Aufbau hierarchischer Ensembles fithren. Die gezielte Variation der
Nanobandoberflichenfunktionen erlaubt dabei eine genaue Analyse der Struktur-

Wechselwirkungs-Beziehungen.
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2. Grundlagen

2.1. Hierarchischer Aufbau natiirlicher Kompositmaterialien

In der Natur vorkommende biologische Stoffe {ibernehmen eine Vielzahl an Funktionen, u.a.
kommen Materialien zum Einsatz, die den Korper stabilisieren und vor dufleren Einfliissen
schiitzen. Viele dieser Konstruktionsmaterialien sind faserverstirkte oder fasergeleitete
Komposite mit einer hierarchischen Struktur, die sich durch exzellente Materialeigenschaften

auszeichnen!'™,

Dabei besteht ein direkter Zusammenhang zwischen den bendétigten
Materialeigenschaften und dem Aufbau der Strukturen in allen Hierarchieebenen. Die meisten
natiirlichen Konstruktionsmaterialien bestehen aus organischen (Polymer-Polymer) oder
organisch-anorganischen (Polymer-Keramik) Kompositen.

Das Verstindnis iiber die Struktur-Eigenschaftsbeziehungen dieser Materialien konnte zur
Entwicklung neuer synthetischer Konstruktionsmaterialien fiihren'. Daher soll im
Folgenden der Aufbau solch komplexer Materialien anhand zweier ausgewéhlter Beispiele
verdeutlicht werden. Zum einen wird das Zusammenspiel der Einzelkomponenten im
Knochen erldutert. Dieses Kompositmaterial besteht je rund zur Hélfte aus organischem

(17

Polymer und anorganischen Mineralpartikeln'”. Zum anderen wird die Geriiststruktur eines

Glasschwamms erklart, die zum groBen Teil aus Silikapartikeln besteht!™.

2.1.1. Zusammensetzung, Aufbau und Materialeigenschaften von Knochen

Anhand ihrer Eigenschaften lassen sich zwei Hauptarten von Knochentypen im Skelett
unterscheiden. Kompakte Knochen zeichnen sich durch eine geringe Porositédt (~10%) und
eine groe Harte aus. Diese Knochenart wird in den duBleren Schichten der Knochen oder in
den Gelenkansitzen gefunden und erzeugt die hohe Stabilitit. Trabekuldre Knochen sind
dagegen weniger fest, besitzen eine hohe Porositét (50-90%) und eine geringe Dichte. Daher
kommt dieser Typ z.B. im Inneren von langen Knochen oder in den Wirbelkdrpern vor.
Arterien und Venen verlaufen ebenfalls durch diesen Knochentyp. Trabekuldre Knochen sind
schwammartig aufgebaut und weisen Verstrebungen (Trabekeln) in unterschiedlichen
GroBenordnungen auf. Die Ubertragung dieser charakteristischen Eigenschaften auf

t!"1 Es konnten auf

synthetische Werkstoffe wire flir die Materialwissenschaft hochinteressan
spezifische Anforderungen angepasst Materialien gestaltet werden, die sehr leicht an

mechanisch unbedeutenden Stellen sowie steif und fest an hoch belasteten Stellen sind.
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Knochengewebe kann durch gezielten Knochenabbau (durch die Osteoklasten) und
Knochenaufbau (durch die Osteoplasten) auf mechanische Belastungen reagieren und die
Knochenstruktur an stark beanspruchten Stellen verstirken (Wolff-Roux-Gesetz). Dies wiirde
bei synthetischen Konstruktionsmaterialien eine dynamische Anpassung der Struktur auf die
mechanische Belastung bedeuten. Die Knochenmatrix besteht bei allen Knochentypen zu
65-70% aus carbonathaltigem Hydroxyapatit, dem mineralischen Anteil. Der organische
Anteil setzt sich aus spezialisierten Proteinen sowie Glykoproteinen zusammen, welche
30-35% ausmachen. Wéhrend die Glykoproteine fiir die Komplexierung von Calciumionen
verantwortlich sind und die Nukleation des Hydroxyapatits kontrollieren, iiben die
Proteinfasern in Form von Collagen (Typ I) die Funktion der strukturgebenden Komponente
aus.

Collagen existiert in Form von drei Peptidketten, die sich zu einer rechtsgéngigen Triplehelix
verdrillen (Abb. 2.1 a). In der Primérstruktur tritt als haufig wiederholtes Motiv eine Sequenz

X-Y-Glycin, mit X und Y gleich Prolin und Hydroxyprolin, auf®®”’.

(c)

Collagen-Triplehelix

Hydroxyapatit-
Kristallite
1 67nm
Collagen- Collagenfibrillen Mineralisierte
Triplehelix Collagenfibrillen

Abb. 2.1. Bauelemente der Knochenstruktur, schematische Darstellung der Collagen-
Triplehelix mit einer Lange von ~300 nm (a); SEM-Aufnahme von Collagenfibrillen (b);

schematische Darstellung der mineralisierten Collagenmolekiile (c); entnommen aus Lit.!*!],

Das dicht gepackte Ensemble der Triplehelix wird durch Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisiert. Zusétzlich ist jede dritte Aminosdure in der Sequenz ein Glycin, deren sterisch

unanspruchsvolle Seitenkette (Wasserstoffatom) sich im Inneren der Helix befindet.
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Diese helikalen Collagenmolekiile mit einer Liange von ~300 nm lagern sich weiter zu
Collagenfibrillen (Abb. 2.1 b) zusammen, in denen sie parallel entlang der Fibrillenachse
ausgerichtet sind und Absténde von 67 nm einnehmen. Die Vernetzung der Collagenmolekiile
wird durch Reaktionen von Lysin- mit Histidinseitenketten bewirkt, ausgeldst durch eine

21 Die starre Triplehelix-

enzymatische, oxidative Deaminierung einer Lysinaminogruppe
Struktur ist verantwortlich fiir die sehr hohe Zugfestigkeit der Collagenfibrillen. Diese eignen
sich deshalb hervorragend als strukturgebende Elemente in Knocheninneren. Die
Mineralisierung der Collagenfibrillen (Abb. 2.1 c) fiihrt zu Objekten mit Durchmessern von

(21 Primér gebildete

~100 nm, die als Grundbausteine des Knochenaufbaus angesehen werden
Hydroxyapatitpartikel sind mit einer Héhe von 2-4 nm sehr diinne Objekte (Abb. 2.1 c). Es
gibt Hinweise darauf, dass die Kristallisation bevorzugt in den Liicken zwischen den
Collagenfibrillen beginnt. Die Wachstumsrichtung der Mineralpartikel wird dabei von den
organischen Fasern vorgegeben und verlduft parallel zur Lingsachse der Fibrille. Diese
Orientierung und die Ausrichtung der Kristalle bedingen primédr die anisotropen
Eigenschaften der Knochenstruktur. Das gut angepasste Hochleistungsmaterial Knochen ist
allerdings weit komplexer, da die mechanischen Eigenschaften aus einer hierarchischen
Anordnung der Protoelemente resultieren. Die Komplexitit des Knochenaufbaus ist

schematisch in Abbildung 2.2. dargestellt.

~0.1-10 mm ~100nm/—~1—2nm ~2-4nm

—>i le—

extrafibrillar 4 99
mineral
particles

=E
I

_j!__
=

r

Mineralpléattchen Collagenmatrix

=
extrafibrillar matrix

=

Abb. 2.2. Vereinfachte schematische Darstellung des modularen Knochenautbaus, Fibrillen
mit in die Collagenmatrix eingelagerten Mineralplittchen ordnen sich parallel ausgerichtet in

einer extrafibrilliren Matrix an; entnommen aus Lit.*?,



2 Grundlagen 7

Mineralisierte Collagenfibrillen ordnen sich ausgerichtet innerhalb einer extrafibrilliren
Matrix an, die als elastischer Kleber zwischen den Kompositstrukturen wirkt. Die
Grenzflachen werden durch extrafibrillire Mineralpartikel zusétzlich optimiert. Auftretende
Zugbelastungen werden durch diesen Aufbau gut kompensiert, indem die Belastung auf die
einzelnen Hierarchieebenen iibertragen wird. So leiten die starren Mineralpartikel
Zugbelastung iiber Scherkrifte auf die Collagenmatrix weiter' >,

In Hinblick auf medizinische oder materialwissenschaftliche Anwendungen wire die
Moglichkeit der Synthese von kiinstlichem Knochengewebe oder analogen Hydroxyapatit-
Kompositen wiinschenswert. Hier gibt es Ansdtze unter Verwendung biologisch aktiver
Glasarten. Dieses sogenannte Bioglas besteht aus SiO,, Na,O, CaO und P,0Os, besitzt ein
amorphes 2D-Netzwerk, ein dhnliches Elastizitdtsmodul im Vergleich zu kortikalen Knochen
und fordert die Mineralisation von Hydroxyapatit'*®). Des Weiteren wurde die Mineralisation

4 und

von Hydroxyapatit auf elektrogesponnenen Poly(L-Milchsdure)-Nanofasern
amphiphilen Peptidnanofasern®’ untersucht. Zwar konnen die priméren Strukturelemente
(Faser-Kristall-Komposite) erzeugt werden, allerdings ist die Bildung von hierarchischen

Strukturen weiterhin problematisch.

2.1.2. Silikaskelette von Meeresorganismen

Ein sehr elegantes Beispiel fiir natiirliche, faserverstiarkte Komposite sind die Kafigstrukturen
von Meeresorganismen (Glasschwimme und Kieselalgen (Diatomeen)). Das Haupt-
konstruktionsmaterial dieser Strukturen ist Glas, wobei die Organismen evolutionér effektive
Wege entwickelten, die Sprodigkeit des Materials durch strukturierte Kompositmaterialien zu
iiberwinden. Es konnte gezeigt werden, dass Bioglasfasern im Vergleich zu technischen
Glasfasern gleicher Dimension sehr flexibel und zéh sind*®!. Diese Silikanadeln sind das

27 Alle zusitzlich

[18]

Grundstrukturelement im Aufbau des Skeletts der Glasschwdmme
auftretenden Hierarchieebenen sollen exemplarisch fiir den Schwamm Euplectella sp.
anhand von Abbildung 2.3. erldutert werden.

Der Aufbau der Kifigstruktur beginnt mit einem zentralen Proteinfilament (Silikateine),
welches konzentrisch mit verfestigten, hydratisierten Silikananopartikeln (50-200 nm)
umgeben ist (Abb. 2.3 A). Silikapartikel und Proteine werden anschlieBend schichtweise um
die primiér silifizierten Proteinfilamente herum aufgebaut. Die entstehenden Silikanadeln

konnen deswegen als Schichtkomposite betrachtet werden (Abb. 2.3 B).
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Abb. 2.3. Kifigstruktur des Glasschwammes Euplectella sp., schematische Zeichnungen und

SEM-Aufnahmen verdeutlichen den hierarchischen Aufbau; entnommen aus Lit.'% 27,

Die organische Komponente verhindert aufgrund ihrer Elastizitit, dass Risse und Briiche sich
von einer Silikaschicht auf andere fortsetzen, was essenziell zur Stabilitit der Glasfasern
beitrdgt. Dickere innere Schichten verbessern die mechanische Steifigkeit, wéhrend die
duleren diinnen Schichten effektiv das Ausbreiten von tiefen Briichen verhindern. Daher wird
eine Abnahme der Silikaschichtdicke von innen nach auflen beobachtet. Die Silikanadeln
haben Durchmesser von 5-50 um. Die nidchste Hierarchieebene entsteht durch eine parallele
Biindelung der Glasnadeln (Abb. 2.3 C). Diese Faserbiindel organisieren sich horizontal und
vertikal in einer quadratischen Gitterstruktur, die durch diagonale Faserbiindel verstarkt wird
(Abb. 2.3 D). Zusitzliche Verstirkung erfihrt die Kafigstruktur durch zwei weitere
Hierarchieebenen. Alle Silikafaserbiindel werden in eine Matrix aus hydratisiertem, wenig
vernetztem und daher elastischem Silika gebettet (Abb. 2.3 E). Besonders die Knotenpunkte
der individuellen Biindel werden verstdrkt. AbschlieBend wird der Kifig von helikalen
Silikafasern umgeben, die mit der Silikamatrix verbunden sind und eine ovale Verformung
der Struktur verhindern (Abb. 2.3 F).

Neben den Glasschwdmmen produzieren auch Diatomeen und Protozoan komplexe
Exoskelette zum Schutz ihrer Kérper. Die Acanthoecaceae aus der Familie der Protozoan!*®
bildet z.B. innerhalb weniger Minuten eine komplexe, kédfigartige Struktur aus hohlen
Silikastédbchen. Diatomeen silifizieren ihre Zellwédnde, in dem sie spezialisierte intrazelluldre
Regionen (silica deposition vesicle, SDV) nutzen®. Dort wird die Silikakondensation, sowie
die Bildung einer hexagonalen Anordnung der entstehenden Silikastrukturen kontrolliert. Die
spezielle Struktur ermdglicht den Diatomeen einer mechanischen Kraft von 100-700 t/m? zu

widerstehen"?!,
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2.2.  Silikamaterialien

Der beschriebene komplexe Aufbau der Kieselskelette von Diatomeen und
Meeresschwiammen stellt die Bedeutung selbstorganisierter Prozesse zur Darstellung
hochgeordneter Materialien heraus. Auf dem Gebiet technischer Silikamaterialien liegt der
Fokus seit einigen Jahren auf der Synthese funktionaler Silikate. Hierfiir ist die Kontrolle {iber
den hierarchischen Aufbau der Nano- und Mikrostrukturen, die Porositiat, Chiralitit oder
Oberflichenfunktionen unbedingt notwendig.

Zeolithe®" zeichnen sich durch eine geordnete Struktur aus gleichformigen Poren und
Kanilen aus. Diese Alumosilikate setzen sich aus einer mikropordsen Gerliststruktur aus
AlO4- und SiOg4-Tetraedern zusammen. Solche Materialien besitzen demnach eine grofB3e
spezifische Oberfliche mit iiber 1.000 m?g. Zeolithe werden als Ionenaustauscher,
Molekularsiebe™ bzw. Absorbentien und insbesondere in modifizierten Varianten als

Katalysatoren"”

fiir die Funktionalisierung und Aufbereitung von Kohlenwasserstoffen
eingesetzt.

Mit den ersten Arbeiten zu synthetisch hergestellten pordsen Silikaten, welche geordnete
Porenstrukturen in einem GroBenbereich von >1.5 nm enthielten, wurde die Begrenzung der
Porenweiten der Zeolithe durchbrochen™". Es wurde darin die Synthese eines geordneten
mesopordsen Molekularsiebs beschrieben und damit der Grundstein fiir ein ganzes
Forschungsgebiet gelegt. Zwar wurden katalytische Aktivititen, wie sie die Zeolithe
aufweisen nie erreicht, dennoch gibt es vielversprechende Anwendungsmoglichkeiten fiir
pordse Silikamaterialien in Bereichen der Katalyse™, Nanoreaktoren®®, Optik®”,
Elektrochemie®®, Sensorik*”! und Separation[4o].

Das Grundprinzip zur Darstellung mesopordser Silikate ist unabhéngig von gewiinschter
Porenstruktur und —gréf8e und beruht auf einem Sol-Gel-Prozess. Dabei werden 16sliche
Vorldufermolekiile zu einem anorganischen Netzwerk umgesetzt. Die meistgenutzten
Precursoren sind Metall- und Halbmetallalkoxide, im Fall von silikatischen Netzwerken
Tetramethoxysilan (TMOS) und Tetracthoxysilan (TEOS). Seltener werden statt
Alkoxysilanen andere Silikavorldufer ~wie Natriumsilikat*!  (Wasserglas) oder
Siliciumcatecholatsalze (M;[Si(C¢H40,)3]-xH,O, M = Li, Na, K)[42] eingesetzt. Unter sauren

oder basischen Bedingungen folgt die Vernetzungsreaktion der Tetraalkoxysilane einem

Hydrolyse-Kondensations-Mechanismus.
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Im ersten Schritt, der Hydrolysereaktion (Abb. 2.4 a), werden die Alkoxygruppen durch
Hydroxylgruppen substituiert. Im darauffolgenden Schritt (Abb. 2.4 b) findet unter
Abspaltung von Wasser die Kondensation zum SiO,-Netzwerk statt. Die Geschwindigkeiten
der Hydrolyse- und Kondensationsreaktion werden von verschiedenen Parametern beeinflusst.
Neben Art und sterischem Anspruch der Alkoxygruppen, Temperatur und Losungsmittel ist
vor allem der pH-Wert entscheidend.

a) Hydrolyse

(RO)5-Si-OR + H,0 — (RO);-Si-OH + ROH

(RO);-Si-OH + 3 H,0 — (HO);-Si-OH + 3 ROH

b) Kondensation

(R‘0);-Si-OH + HO-Si-(ORf); — (R'0)5-Si-O-Si-(OR")5 + H,0

(R'O)5-Si-OR + HO-Si-(ORf); — (R'0)5-Si-O-Si-(OR"); + ROH
Abb. 2.4. Sol-Gel-Prozess — Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen von

Tetraalkoxysilanen, die zur Ausbildung eines SiO,-Netzwerkes filhren (R = Alkyl;
R = Alkyl, H, SiO,-Netzwerk).

Bei pH-Werten < 5 ist die Hydrolyse wesentlich schneller als die Kondensation, so dass
hauptsichlich Si(OH)s;-Monomere, neben wenig niedermolekularen Oligomeren, entstehen.
Dieser Verlauf fiihrt zur Bildung von 3D-Netzwerken aus kleinen SiOz—Partikeln[43]. Mit
Erhohung des pH-Wertes auf > 5 ist die Kondensationsreaktion der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Dadurch bilden sich groBe Silikapartikel, die nur
langsam in 3D-Netzwerke iibergehen(*".

Ausgehend von diesem grundlegenden Mechanismus wurde durch Kombination des Sol-Gel-
Prozesses mit Selbstorganisationsprozessen eine Strukturkontrolle fiir Silikamaterialien
geschaffen. Die Templatierung strukturdirigierender Agenzien erlaubt die Synthese
strukturierter Hybridmaterialien und daraus durch Calcinieren erhiltlicher, mesopordser
Silikate. Im Laufe der Entwicklungsarbeit auf diesem Gebiet wurden zahlreiche organische

B34 amphiphile Blockcopolymere!*,

Templatmolekiile, darunter niedermolekulare Tenside
Farbstoffe*), Biomolekiile!*”! und Latexpartikel'™!, eingesetzt. Es kommen prinzipiell alle
Molekiille in Frage deren Grenzflichenenergie klein zur Precursorphase ist, um
Makrophasenentmischungen zu vermeiden. Am hiufigsten werden supramolekulare
Aggregate von Amphiphilen, ionische Tenside oder Blockcopolymere, die eine Stabilisierung

in der wissrigen Phase erfahren, verwendet.
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In den ersten Arbeiten zu mesostrukturierten Silikaten wurde auf ionische Tenside!*”

, wie
Alkyltrimethylammoniumsalze (z.B. Cetyltrimethylammoniumbromid, CTAB),
Alkylsulfonate oder Alkylphosphonate, zuriickgegriffen. MCM-41, eines der bekanntesten
mesopordsen Silikamaterialien, wurde mit CTAB als Templat synthetisiert und zeichnet sich
durch einheitliche, 2D-hexagonal gepackte, zylindrische Poren aus. Die Porendurchmesser

konnen in Abhidngigkeit vom verwendeten Tensid zwischen 2 und 10 nm kontrolliert

eingestellt werden.

( a) lyotrope LC-Phase Komposit: anorganisch mesopordses Material
(hier: zweidimensional- mesostrukturierter Festkorper/Tensid (hier MCM-41)
hexagonal)

ppu—

v

spharische
Micelle

i

Stébchen-Micelle

Entfernen
des Tensids

Abb. 2.5. Grafische Darstellung des Templatierungsprozesses eines Tensidmolekiils mit
TEOS (a); Phasenverhalten der Tensid/Silikamischungen und Porenstruktur von mesopordsen

Silikaten (MCM-41 (b), MCM-48 (c), MCM-50 (d)), entnommen aus Lit.”".

In der Regel wurden die MCM-41-Synthesen mit Tensidkonzentrationen durchgefiihrt, die
weit unterhalb der kritischen Mizellenkonzentration (critical micellar concentration, CMC)
lagen. Das Auftreten der geordneten Porenstruktur kann somit nur {iber einen synergistischen
Effekt zwischen Tensid und Silikamolekiilen erklirt werden (Abb. 2.5 a)’'l. Es wird
angenommen, dass die kationische Kopfgruppe des Tensids Wechselwirkungen mit den
negativ geladenen Silikaclustern eingeht™. Die Strukturbildung des Tensids vollzieht sich
nur in Gegenwart des Silikaprecursors wéhrend der Kondensation. Neben der
2D-hexagonalen MCM-41-Phase (Raumgruppe p6mm) (Abb. 2.5 b) lassen sich durch
Erhohung der Templatkonzentrationen auch das kubische MCM-48 (Raumgruppe la3d)
(Abb. 2.5 ¢) und MCM-50, welches eine lamellare Struktur (Raumgruppe p2) (Abb. 2.5 d)

besitzt, erhalten** >/,
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Als zweite Methode zur Darstellung mesoporoser Silikate wird der Fliissigkristall-Templat-
Ansatz (true liquid crystal templating, TLCT) angewendet”*!. Hierbei wird von hohen
Tensidkonzentrationen ausgegangen, so dass sich unter den gegebenen Bedingungen eine
lyotrope fliissigkristalline Phase schon ohne die Gegenwart des Silikaprecursors bildet. Nach
der Kondensation wird eine Porenstruktur beobachtet, die ein genauer negativer Abdruck der
Templatphase ist. Dies wurde durch Réntgen- und TEM-Messungen bestitigt™. Da dieser
Ansatz den Abdruck einer organischen Templatphase bis in den Nanometerbereich erlaubt,
wird auch von Nanocasting gesprochen!>>’.

Es existieren zwei Hauptbeschrinkungen bei der Synthese pordser Silikate mit

Tensidtemplaten'®”

. Zum ersten konnten die typischen Wanddicken von 0.8-1.3 nm zu
Stabilitdtsproblemen in katalytischen Verfahren fiihren. Zum zweiten sind Porengréflen
> 10 nm nur unter erschwerten Bedingungen zugénglich. Daher wurden sowohl Fillungs- als
auch TLCT-Ansédtze auf den Einsatz von amphiphilen Blockcopolymeren {ibertragen.

Pimavaia et alP®

benutzten als erste Alkyl-Polyethylenoxid- und Polyethylen-
Polypropylenoxid-Blockcopolymere  in  Templatierungsreaktionen  unter  neutralen
Bedingungen. Es wurden einige Verbesserungen wie groflere Wanddicken (1.5-4.0 nm), eine
verbesserte thermische Stabilitdt, einfacheres FEinstellen der PorengroBen und leichteres
Entfernen des  Losungsmittels  festgestellt. Unter Verwendung  verschiedener
Triblockcopolymere Poly(EO),(PO)n(EO), [P123] wurden von der Arbeitsgruppe um Stucky
et al. hochorganisierte Silikate mit Porengroflen von 4.5-30.0 nm und Wanddicken von bis zu
7.0 nm synthetisiert””). Das 2D-hexagonale SBA-15 wird als groBporiges Aquivalent zu
MCM-41 betrachtet®™. Die Synthese wurde mit TEOS als Silikaprecursor bei 35-60 °C unter
sauren Bedingungen durchgefiihrt.

Der TLCT-Ansatz wurde von der Arbeitsgruppe um Antonietti er al.®® auf eine groBe
Bandbreite an anorganischen Netzwerken und Blockcopolymeren ausgeweitet. So kamen
PI-b-PEO, P(EO-b-butylen)-b-PEO (KLE)®”, PS-PEO!" oder ionische Polymere!® zum
Einsatz.

Die templatierenden Substanzen werden anschlieBend durch Calcinieren entfernt, um die
mesopordse Porenstruktur zu erhalten. Unter Verwendung des Sol-Gel-Prozesses kénnen im
Gegensatz dazu auch anorganisch-organische Polymerkomposite dargestellt werden'® *. Das
Hauptproblem bei deren Herstellung sind hiufig komplementire Polarititen der Polymere und
Silikaprecursoren, die ohne geeignete Zusitze zur Entmischung der Komponenten und damit

zum Verlust der besonderen Materialeigenschaften fiihren.
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An diesem Beispiel wird deutlich, wie wichtig die Kontrolle der Grenzflachen zwischen den
Komponenten ist. Die Natur hat hierzu einzigartige Methoden entwickelt, und auch die
Technik versucht das Zusammenwirken der Komponenten durch die Ausbildung von
Wechselwirkungen an den Grenzflichen zu optimieren. In Abhéngigkeit von der Art der
Wechselwirkungen zwischen anorganischer und organischer Phase werden drei
Materialklassen unterschieden!®: Bei Typ-I-Kompositen handelt es sich um interpenetrierte
Netzwerke (IPN) eines Polymers in der anorganischen Matrix. Es existieren keine attraktiven
Wechselwirkungen zwischen den Phasen, eine Entmischung kann aber aus physikalischen
Griinden (z.B. durch die Vernetzung des Polymers) nicht stattfinden. Es wird jedoch eine
Phasenseparation auf molekularer Ebene beobachtet. Typ-II-Komposite sind solche
Polymerkomposite, bei denen der Phasenkontakt iiber intermolekulare Wechselwirkungen
(van-der-Waals-Krifte, Wasserstoffbriicken, elektrostatische und ionische
Wechselwirkungen) vermittelt wird. In die meist nicht vernetzte Polymerphase wird das
anorganische Material als Nanopartikel dispergiert. In Typ-III-Kompositen sind organische
und anorganische Komponenten iiber kovalente Bindungen miteinander verkniipft. Dafiir
werden unter anderem spezielle Alkoxysilane eingesetzt, die polymerisierbare Gruppen
tragen. Polymerkomposite weisen eine grofle strukturelle Vielfalt auf. Dies wird durch die
Diversitit der einsetzbaren Edukte, durch die Wechselwirkungsmdéglichkeiten der
Komponenten und die Synthesestrategien bewirkt.

In biologischen Systemen dirigieren vor allem Proteinmolekiile die strukturellen
Eigenschaften komplexer Kompositmaterialien. Daher wird in der letzen Zeit intensiv auf
dem Gebiet geforscht, Biomakromolekiile (DNA, Zucker, Proteine) fiir die Synthese
anorganischer Komposite und mesopordser Systeme einzusetzen. Der Fokus liegt hierbei
einerseits auf der Aufkldrung der Mechanismen biologischer Silifizierungsreaktionen,
andererseits auf der Entwicklung einfacher Zugéinge zu hochstrukturierten, hierarchisch
aufgebauten Silikastrukturen. Bei der Nachahmung von Biosilifizierungsreaktionen werden
zwel Wege beschritten. Zum ersten werden die spezifischen Silika Morphogeneseproteine aus
den Meeresorganismen extrahiert und deren Sequenz analysiert!' ®!. Zum zweiten werden
die Struktur und die Funktion dieser Proteine durch den Einsatz anderer Makromolekiile
imitiert®” ®. Deming ef al. schufen Grundlagen auf diesem Gebiet mit dem Gebrauch von
Poly(Cystein-b-Lysin)copeptiden'®, die die Funktionen von Silikateinen nachahmen. Dabei
organisiert sich das Blockcopeptid in strukturierte Aggregate und katalysiert die Bildung von
definierten Silikamorphologien.
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2.3. Biologische Makromolekiile

Biologische Organisationsprinzipien bieten die Moglichkeit eine enorme strukturelle Vielfalt
aus einfachen Grundbausteinen aufzubauen. Besonders Proteine und Polypeptide zeichnen
sich durch ein breites Spektrum an Eigenschaften und Funktionen aus. Molekulare Grundlage
hierfiir ist der monodisperse Aufbau der Makromolekiile, der eine prézise Kontrolle {iber das
Aggregationsverhalten erlaubt. Entlang der Peptidkette werden iiber die Aminosdure-
seitenketten spezifische Wechselwirkungspunkte, durch Wasserstoftbriickenbindungen,
hydrophobe,  ionische @ und  Coulomb-Wechselwirkungen,  programmiert.  Das
Zusammenwirken dieser weichen Wechselwirkungen ermdglicht die Ubersetzung des
linearen Aminosdurecodes in ein supramolekulares Ensemble mit hochfunktionellen

Oberflichen.

2.3.1. Peptidsekundirstruktur — das p-Faltblattmotiv

Die primire Organisation von Peptiden wird durch Ausbildung eines Grundstrukturmotivs,
der Sekundérstruktur, ausgelost. Es konnen drei Hauptmotive, die a-Helix, das p-Faltblatt
sowie verschiedene PB-Schleifen unterschieden werden. In biologischen Fasern dominieren
sowohl helikale Anordnungen (Collagen, Keratin) als auch p-Faltblattstrukturen
(Spinnenseide). Die Spinnenseidenstruktur verdeutlicht anschaulich, dass das B-Faltblattmotiv
gerade fiir materialwissenschaftliche Anwendungen interessante Eigenschaften aufweist'®. In
Spinnenseiden wurden semikristalline Bereiche mit hohen [B-Faltblattanteilen (alaninreiche
Abschnitte) nachgewiesen, die in amorphe Bereiche (glycinreiche Abschnitte) eingebettet
sind. Diese Anordnung aus kristallinen und amorphen Bereichen verleiht der Spinnenseide
eine hohe Zugkraft bei gleichzeitig groer Dehnbarkeit. Hierbei sind die B-Faltblattstrukturen
fiir die Festigkeit, die ungeordneten Bereiche fiir Flexibilitdt und Dehnbarkeit verantwortlich.
Ein analoges Prinzip wird bei der technischen Herstellung physikalisch vernetzter,
thermoplastischer Elastomere verwendet. Die Verarbeitung des Materials hat in beiden
Systemen einen groflen Einfluss auf die Materialeigenschaften. Spinnenseide wird als
fliissigkristalline, wissrige Losung unter milden Bedingungen versponnen!’”. Die
Proteinmolekiile werden in der fliissigkristallinen Phase vororientiert und so ausgerichtet, dass
die B-Faltblattbereiche parallel zur Richtung des Fadens angeordnet sind. Dies verhindert die
unkontrollierte Reorientierung der Molekiile, verursacht wenige Defektstellen und ermdglicht

einen Spinnprozess, der mit wenig Kraftaufwand betrieben werden kann.
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Im Rahmen der Arbeit werden zur gezielten Organisation von Polymer-Peptid-Konjugaten
B-Faltblattmotive eingesetzt. Daher sollen im Folgenden kurz die molekularen Grundlagen
dieser Sekundirstruktur erldutert werden. Die genaue Strukturaufklirung des
B-Faltblattmotivs gelang Pauling und Corey 1951 mittels Rontgenstreuungsexperimenten an
kristallinen Proteinenl’"). Ein wesentliches Merkmal von Peptidstringen ist die eingeschrinkte
Rotation um die Amidbindungen, da diese partiellen (~40 %) Doppelbindungscharakter
besitzen (Abb. 2.6 a). Aminosdurereste in antiparallelen B-Faltblattmotiven nehmen zwischen
den starren Peptidbindungseinheiten Torsionswinkel von y = -139° und ¢ = 135° ein. Dies
resultiert in einer zickzack-artigen Anordnung eines P-Stranges, in der die Seitenketten der

Aminoséduren jeweils alternierend oberhalb und unterhalb der Faltblattebene (Abb. 2.6 b)

liegen!™.
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Abb. 2.6. Anordnung der Aminosduren in einem [B-Strang, mit Verdeutlichung der starren
Amidbindung und den um die Torsionswinkel y und ¢ frei drehbaren Bindungen!™' (a),
Aufbau eines antiparallelen B-Faltblattes durch Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen

zwischen zwei B-Stringen (b); entnommen aus Lit.["¥,

Mehrere B-Strange lagern sich durch Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen zwischen
den amidischen Carbonylgruppen (H-Akzeptor) und Aminogruppen (H-Donor) zu einem
stabilen p-Faltblatt zusammen (Abb. 2.6 b). Die Wechselwirkungen koénnen dabei
intermolekular oder bei riickgefalteten Stringen intramolekular stattfinden. Je nach
Aminoséuresequenz erfolgt die Anordnung der B-Stringe dabei parallel oder antiparallel
beziiglich der Amin- und Carboxytermini, wobei antiparallele B-Faltblattstrukturen als stabiler
gelten. Mit einer Bindungsenergie von 20 kJ/mol ist eine einzelne
Wasserstoftbriickenbindung im Vergleich zu kovalenten Bindungen (200-400 kJ/mol) relativ

schwach.
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Die Stabilitdt der gebildeten Sekundirstrukturen wird durch das Vorhandensein vieler
Wasserstoffbriicken gewéhrleistet. Diese kooperativen Effekte werden hiufig in
supramolekularen Ensembles genutzt, da sie eine hohe strukturelle Stabilitdt mit flexibler
Selbstorganisation und selbstkontrolliertem Aufbau verbinden.

In o-Helices und B-Faltblittern treten einige Aminosiuren hiufiger auf als andere!””!. Dies
hidngt mit den elektronischen und sterischen Eigenschaften der Seitenketten zusammen.
Sterisch anspruchsvolle Reste, z.B. verzweigte Kohlenwasserstoffe wie Valin, tragen zur
Streckung des Peptidstranges bei und begiinstigen p-Faltblattmotive. Vor allem beeinflusst
aber die Periodizitdt unpolarer und polarer Aminosiduren in der Kette die gebildete

(76 Bei einer alternierend auftretenden Reihenfolge aus unpolaren und

Sekundérstruktur
polaren Seitenketten steigt das Vermdgen, p-Faltblattstrukturen zu bilden, erheblich”. Auf
diese Weise entstehen Faltblattmotive mit einer polaren und einer unpolaren Seite (faziale
Amphiphilie).

Dem ersten Aggregationsschritt folgen abhéngig von der Konzentration der [B-Faltblatt

[9]

bildenden Peptide weitere Assoziationsprozesse. Agelli et al. schlagen in diesem

Zusammenhang den folgenden in Abbildung 2.7. veranschaulichten Mechanismus vor.

(a) h, ) h, BT, Panit " = S0
/9 v /f/»

monomer tape ribbon fibril fibre

Abb. 2.7. Grafische Darstellung des Aggregationsverhaltens von B-Faltblattstrukturen unter

Ausbildung definierter Peptidfibrillen und —fasern; entnommen aus Lit.”).

Uber die chemisch unterschiedlichen Seiten eines B-Faltblatt-Tapes kann es zu attraktiven
Wechselwirkungen zwischen zwei Tapes und zur Bildung von Doppel-Tapes (Badndern)
kommen (Abb. 2.7 b, tape — ribbon). Eine weitere Stapelung der Bénder fiihrt {iber Fibrillen
zu Peptidfasern (Abb. 2.7 b, ribbon — fibril — fibre).
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Dabei werden Fibrillen und Fasern mit definierten Breiten gebildet. Die Hauptursache fiir
diesen Umstand liegt in der Verdrillung der B-Tapes (Abb. 2.7 a). Diese verfiigen {iber einen
Twist mit Winkeln zwischen 0 und 30°. Durch die Verdrillung muss bei der Aggregation
elastische Energie aufgebracht werden, da einzelne Biander ihren Verdrillungswinkel an den
threr Nachbarn anpassen miissen. Diese Energie sollte durch die anziehenden
Wechselwirkungen kompensiert werden. Mit groBer werdenden Stapeln an B-Tapes nimmt
die elastische Energie zu. Es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen attraktiven,
intermolekularen Band-Wechselwirkungen und der zur Faserbildung aufzubringenden

elastischen Energie ein, welches die Faserdurchmesser bestimmt.

2.3.2. Peptidsynthese

Um die dargelegten Strukturbildungs- und Faltungseigenschaften von Peptiden und Proteinen
zu analysieren, war es wichtig sich effiziente Syntheserouten fiir Peptide zueigen zu machen.
Auf dem Gebiet der Peptidsynthese wurden in den letzten Jahrzehnten viele Errungenschaften
erzielt, so dass heutzutage effektive Syntheserouten zugénglich sind. Diese Synthesestrategien
sollen aufgezeigt werden, da sie auf die Synthese der in der Arbeit verwendeten Polymer-
Peptid-Konjugate iibertragen wurden.

Der Grundstein fiir die Peptidsynthese wurde 1901 mit der Synthese eines Dipeptides durch
Emil Fischer gelegt’”). Mit Einfiihrung der ersten tempordren Schutzgruppe, der
Benzyloxycarbonylgruppe fiir Aminofunktionen, konnten bis Anfang der 60-iger Jahre
zahlreiche kleine Peptide, wie Glutathion und Carnosin, erfolgreich synthetisiert werden.
Aufgrund der schlechten Loslichkeit von geschiitzten Peptiden in organischen und wéssrigen
Losungsmitteln war die Synthese langkettiger Peptide schwierig.

Den Durchbruch schaffte 1963 R.B. Merrifield mit der Einfiihrung der festphasengebundenen
Synthese!’®). Im Gegensatz zur Peptidsynthese in Losung, bei der das entstehende Peptid nach
jedem Schritt isoliert und gereinigt werden muss, ist das Peptid bei der Festphasensynthese an
einen unldslichen, quellbaren, polymeren Trager (Harz) gebunden. Nacheinander werden sich
wiederholende Reaktionsabfolgen aus Entschiitzung, Aktivierung und Kupplung
durchgefiihrt.

Zu Beginn der Synthese wird die erste Aminosdure kovalent an eine reversibel spaltbare
Ankergruppe (Linker) eines Polystyrolharzes gebunden. Dies kann in Abhéngigkeit vom

eingesetzten Linker spezielle Reaktionsbedingungen erfordern.
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In der Regel wird die Carboxylfunktion der N-geschiitzten-Aminosaure in-situ durch Zugabe
eines Aktivierungsreagenzes (z.B. PyBOP) in einen Aktivester {iberfiihrt. Die
Kupplungszeiten variieren zwischen wenigen Minuten und einigen Stunden. Nach
Beendigung der Kupplungszeit kann der vollstindige Reaktionsumsatz durch eine
Farbreaktion auf freie Amine (Kaiser-Test) iiberpriift werden. Um trotz Farbdetektion
Fehlsequenzen durch unvollstindige Kupplung einzelner Aminoséuren zu vermeiden, werden
nach der Kupplung eventuell vorhandene Aminogruppen acetyliert (gecappt), so dass ein

Weiterwachsen dieses Stranges verhindert wird.

&Llnker—N

NHFmoc

Entschltzen der oc—Aminofunktion\

@Llnker—N \
(e}

Aktivierung der
NHFmoc  Carboxylatfunktion NHFmoc
-~ HO
R7Y™”
&Llnker—N \
AéfNHFmoc

YR R’,R"” = Amiposéureseitenkeﬁen

YY" = semipermanente Schutzgruppen
X = Aktivester oder Anhydrid
erneutes Entschiutzen,

Aktivieren,

Kuppeln

O Wiederholung bis zur
gewinschten Sequenz

Abspalten der semipermanenten
Schtuzgruppen

Abspalten des Peptides vom Harz
Aufarbeiten

Peptid

Abb. 2.8. Sequenzielle  Synthese eines  Peptides nach der  Standard

Fmoc- Festphasensynthese!™".

Nach erfolgreicher Kupplung konnen iiberschiissige Reagenzien durch einen Waschschritt
und Filtration leicht separiert werden. AnschlieBend wird durch Zugabe von Piperidin die
basenlabile Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Schutzgruppe abgespalten. Das sich bildende
Dibenzofulven-Piperidin-Addukt kann durch UV-Absorption bei 254 nm detektiert und

quantifiziert werden.
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Nach erneutem Waschen wird die zweite Aminosdure aktiviert und an die nun ungeschiitzte
Aminogruppe der harzgebundenen ersten Aminosdure gekuppelt. In iterativen Schritten
konnen so sequenziell Peptide mit bis zu 100 Aminosduren vom C- zum N-Terminus

aufgebaut werden.

Schutzgruppenstrategien

Aminosduren als Monomerbausteine sind mit o-Carboxylat- und o-Aminofunktion
mindestens bifunktionale Molekiile und tragen meist weitere funktionelle Seitenketten. Eine
selektive, sequenzielle Peptidsynthese unter Vermeidung von Polymerisationsreaktionen ist
daher nur mit einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie™ maoglich. Wihrend der
Kondensation der Aminosdure an die Festphase ist die a-Aminofunktion der zu kuppelnden
Aminosédure geschiitzt. Als temporare Schutzgruppen konnten sich
tert-Butyloxycarbonyl(Boc) und 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc) etablieren. Diese
temporiren Schutzgruppen werden nach der Kupplung und den Waschschritten entfernt, um
eine freie N-terminale Aminofunktion am Harz zu erzeugen und die Kupplung der nichsten
N-geschiitzten Aminosiure zu ermdglichen. Bei Verwendung der Boc-Strategie™'! konnen die
Seitenkettenreste der Aminoséduren durch die Benzyloxycarbonyl-(Z)-Schutzgruppe wéhrend
der gesamten Synthese geschiitzt werden. Das Prinzip der Schutzgruppenabspaltung basiert
hierbei auf der unterschiedlichen Séurelabilitit beider Gruppen. Es muss daher gewihrleistet
werden, dass die semipermanenten Seitenkettenschutzgruppen bis zum Ende der Synthese
erhalten bleiben. Sie miissen wihrend der Kupplungs- und der Abspaltreaktionen der
o-Aminoschutzgruppe stabil sein, um Nebenreaktionen zu vermeiden. Die zweite
Schutzgruppenstrategie, die 1970 von L.A. Carpino und Y. Han eingefiihrt wurde, nutzt die
Fmoc-Schutzgruppe®!. In der modernen Peptidsynthese wird, vor allem bei automatisierten
Synthesen, meist auf die Fmoc-Strategie zuriickgegriffen. Als  orthogonale
Seitenkettenschutzgruppen werden in diesem Fall sdurelabile Schutzgruppen eingesetzt. Dafiir
bieten sich fiir Carboxylatgruppen (Asparaginsdure, Glutaminsiure) terz-Butylester, fiir
Hydroxylgruppen (Serin, Threonin, Tyrosin) tert-Butylether und fiir Amine (Lysin, Histidin)
die Boc- oder die Tritylschutzgruppe an.
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Aktivierung der Carboxylgruppe

Die Peptidbindungskniipfungen sollten mit Ausbeuten >99% verlaufen. Da sich
Synthesefehler durch unvollstindige Kupplungen bei solchen mehrstufigen Synthesen
aufaddieren, wiirde die Ausbeute des gewiinschten Peptides drastisch gesenkt. Bei Ausbeuten
von 95% pro Einzelkupplung wiirde nach zehn Reaktionsschritten die Gesamtausbeute eines
Decapeptides bei nur 60% liegen. Aullerdem lassen sich vorhandene Nebenprodukte nur
schwer abtrennen. Fehlt eine Aminoséure in einer ldngeren Kette, beeinflusst dies die Masse
und die Polaritdt bzw. das Loslichkeitsverhalten nur unwesentlich, die Faltungseigenschaften
des Peptides konnen aber dramatisch gestort werden.

Aus diesem Grund wird hiufig mit groBen Uberschiissen an Aminosiure gearbeitet und die
Carboxylatgruppe durch Uberfiihrung in symmetrische Anhydride oder Aktivester aktiviert,
um eine quantitative Reaktion zu erreichen!”. Zu Beginn der Entwicklung der Peptidsynthese
wurde zur Aktivierung der Carboxylatfunktion Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) (Abb. 2.9)
eingesetzt. Dies brachte aber einige Nachteile mit sich: so ist z.B. die Reaktivitit so hoch,
dass eine Racemisierung der Aminosdure auftreten kann. Fiir spezielle Kupplungen wird
weiterhin die Aktivierung tiber modifizierte Carbodiimide (DIC, EDAC) oder
Pentafluorphenylester verwendet.

Ri—N=C=N—R;
DCC, R; =R, = Cyclohexyl

DIC, R; =R, = Isopropyl
EDAC, R; = Ethyl, R, = 3-Dimethylaminopropy!l

N
| N AN | N
Z TN ‘ N Z N
X P4 X \ N
Y X N \ o/
OH \ 0
o) N AN
\e{ PFe | D
PFg N
N
/ \
HBTU, X=CH, Y =H
HOBT,X=CH  HATU X=N,Y=H PyBOP, X = CH
HOAT,X =N HCTU, X=CH, Y =CI PyAOP, X =N

TBTU, X = CH, PFs = BF,

r

Br B
ShC RO
N N
/N < 7
BrOP PyBrOP

Abb. 2.9. Gingige Aktivierungsreagenzien fiir die Peptidsynthese, die rot hervorgehobenen
Verbindungen HOBT, HBTU und PyBOP werden am hdufigsten eingesetzt.
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Das Hauptaugenmerk liegt aber auf der Gruppe der sogenannten Phosphonium-Reagenzien
(Abb. 2.9). Dazu gehort das sehr gebrduchliche Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino-
phosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP). PyBOP reagiert nicht mit ungeschiitzten
a-Aminogruppen und kann in groBem Uberschuss (iiblich sind bis zu 10 Aq.) eingesetzt
werden.

Eine weitere wichtige Gruppe stellen Guanidinium- und Uronium-Reagenzien dar (Abb. 2.9).
In der automatisierten festphasengebundenen Synthese wird meist 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-

83 Dies sollte sich

1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU) verwende
immer in leichtem Unterschuss zur Fmoc-Aminosdure im Reaktionsgemisch befinden, da
Terminierungsreaktionen mit dem Aminoende der Peptidkette eintreten konnen. Sowohl bei
PyBOP- als auch bei HBTU-Kupplungen wird HOBT®™!' zur Beschleunigung der
Reaktionsgeschwindigkeit und Verringerung der Racemisierungsnebenreaktion beigefiigt.
Des Weiterem wird dem Reaktionsgemisch als nicht nukleophile Base Diisopropylethylamin
(DIPEA) zur Aktivierung der Carboxylfunktion hinzugefiigt. Die Entwicklung auf dem
Gebiet der Aktivierungsreagenzien geht kontinuierlich weiter, so dass heute eine Vielzahl an
Phosphoniumsalzen, darunter PyAOP, PyBrOP, BrOP, sowie Guanidinium-/Uroniumsalzen
wie HATU, HCTU, TBTU in Peptidsynthesen genutzt werden. Fiir routinemafige,
automatisierte Synthesen werden meist kostengiinstigere Standardverfahren verwendet,

wihrend bei schwierigen, langen Sequenzen auch auf die teureren, aber effektiveren

Aktivierungsmittel zuriickgegriffen wird.

Polymere Triger

Die Festphasen (Harze) sollten fiir den Einsatz in der Peptidsynthese einige wichtige Kriterien
erfiilllen: Unloslichkeit in den verwendeten Losungsmitteln, Resistenz gegen Zersetzung und
mechanische Stabilitit sind Grundvoraussetzungen. Auflerdem ist eine gute Quellbarkeit
wiinschenswert, da eine schnelle Diffusion der Reagenzien zum Reaktionszentrum begiinstigt
wird. In der Regel werden Polystyrol-Mikrogele!® eingesetzt, die einen Vernetzungsgrad von
~1% mit m-Divinylbenzol (DVB) aufweisen. Die Funktionalisierung erfolgt vorwiegend tliber
eine Chloromethylierung. Zwischen der ersten gekuppelten Aminosdure und dem polymeren
Trager wird ein Linkermolekiil eingefiihrt. An dieses ist die wachsende Peptidkette wihrend
der sequenziellen Synthese kovalent gebunden. Das Linkermolekiil ermdglicht nicht nur den
notwendigen Abstand des Peptides vom polymeren Triager, sondern auch die Freisetzung des

Peptides nach beendeter Synthese durch eine selektive Abspaltung.
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Verschiedene Linkermolekiile erlauben spezifische Abspaltungsbedingungen und die
Variation der C-terminalen Endgruppe des Peptides. Im Rahmen der Fmoc-Synthesestrategie
werden bevorzugt Wang-, Rink-Amid- und Chlorotrityl-Harze verwendet. Wang- sowie
Trityl-Linker  erlauben die Synthese  von  Peptiden  mit C-terminalen
Carbonsdurefunktionalititen, wihrend die Rink-Amid-Linker die Darstellung C-terminaler
Amide erlauben. Die Abspaltung des Peptides vom Harz erfolgt meist unter sauren
Bedingungen mit Trifluoressigsdure (TFA) in Dichlormethan. Dabei findet gleichzeitig die
Entschiitzung aller Seitenkettenschutzgruppen, die ebenfalls sdurelabil sind, statt. Es besteht
weiterhin die Moglichkeit das Peptid mit allen semipermanenten Seitenkettenschutzgruppen
vollgeschiitzt zu isolieren. Hierbei konnen sdurelabile Ankergruppen wie der
2-Chlorotrityl-Linker, das photochemisch spaltbare Nitrobenzyl-Linkersystem oder der
reduktiv spaltbare Allyl-Linker eingesetzt werden. Vollgeschiitzte Peptide kdnnen z.B.
problemlos in Fragmentkupplungsreaktionen verwendet werden.

Fiir die nachfolgend beschriebenen PEO-Peptid-Konjugate bietet sich ein einfacher Zugang
{iber einen Syntheseansatz mit Tentagel® PAP-Harzen an. Diese mit PEO
vorfunktionalisierten Harze erlauben den direkten Zugang zu PEO-Peptid-Konjugaten, da
nach der Synthese Peptid und kovalent gebundene PEO-Kette zusammen vom Harz
abgespalten werden.

Diese effektiven Peptidsynthesestrategien erlauben eine absolute Sequenzkontrolle und
ermOglichen die Darstellung einer Vielzahl von Peptiden und Proteinen fiir die
Strukturbestdtigung natiirlicher Proteine, als bioaktive Wirkstoffe, zur Herstellung von

Peptidpharmaka und Anwendungen in der Impfstoffentwicklung.

2.4. Polymer-Peptid-Konjugate

Von den einfachen biologischen Konzepten inspiriert wurde in den letzten Jahren erfolgreich
versucht, die naturbedingten Organisationsprinzipien auf synthetische Polymere zu
iibertragen. Dafiir wurden sequenzdefinierte Peptidsegmente mit Polymerblocken konjugiert,
um die selbstorganisierenden FEigenschaften der Peptide zum Aufbau strukturierter
Polymeraggregate auszunutzen'.

In den meisten Fillen verfiigen synthetische Blockcopolymere iiber keine spezifischen
Wechselwirkungen, die Aggregationsprozesse unterstiitzen. Die Strukturbildung wird von
Block-Block-Wechselwirkungen ausgelost, die auf der selektiven Loslichkeit der Blocke in

bestimmten Losungsmitteln beruhen™ *%),
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Im kommenden Abschnitt soll auf Konjugate eingegangen werden, in denen B-Faltblatt
bildende Peptide mit synthetischen Polymeren vereint wurden und deren supramolekulare
Aggregation allein auf spezifische Wechselwirkungen zwischen den Peptidstringen
zuriickzufiihren ist. Das Potenzial peptidgelenkter Organisation durch das B-Faltblattmotiv
wurde intensiv untersucht, weil der Zugang zu anisotropen, fibrilldren oder faserartigen
Nanostrukturen moglich wird™”’.

Nanofaserelemente sind wie bereits beschrieben die Grundbausteine in vielen natiirlichen
Konstruktionsmaterialien. Auch synthetische Nanofasern bieten sich als zugfeste

I'an und kénnten des Weiteren als leitende

[89]

Komponenten in neuartigen Kompositmaterialien'®®

Elemente in der Mikroelektronik oder fiir medizinische Anwendungen eingesetzt werden

Ausbildung des
— > B-Faltblattmotivs

Polymer-Peptid-Konjugate peptid-gelenkte Strukturbildung —
nanoskopische Faseraggregate

Abb. 2.10. Grundprinzip der Organisation B-Faltblatt bildender Polymer-Peptid-Konjugate in
bandartige Aggregate.

Fir die Darstellung von Polymer-Peptid-Konjugaten wurden neue Synthesestrategien
entwickelt, die eine selektive Anbindung des Peptidblockes an die Polymerkette
gewihrleisten'. Es wird vornehmlich zwischen Polymerisations- und Kupplungsansitzen
unterschieden. Die Polymerisationsstrategie umfasst die Synthese des Polymerblocks in
Gegenwart eines Peptidblocks. Nach dem Aufbau des Peptidsegments wird dieses z.B. mit
einem Initiator oder einem Kettenlibertragungsreagenz versehen. Die resultierenden
Peptidmakroinitiatoren oder -makrotransferreagenzien sind mit allen drei Varianten von
kontrollierten, radikalischen Polymerisationen (ATRPP" *2) RAFTP?, NMPP*) kompatibel.
Hierbei erfolgt in Losung der schrittweise Aufbau des Polymers am Peptidblock. Bei den
Kupplungsstrategien werden beide Blocke durch geeignete Techniken separat synthetisiert
und analysiert. Beide Blocke miissen mit komplementiren Endgruppenfunktionalititen

versehen werden, die anschlieend eine spezifische Kupplungsreaktion erlauben’® %),
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Erste Arbeiten zur Anbindung von [-Faltblattpeptiden an Polyethylenoxid-(PEO)-Ketten
wurden von Lynn et al.””** berichtet (Abb. 2.11 a). Es wurde eine Peptidsequenz aus den 26
zentralen Aminosduren des B-Amyloidpeptides, welches im Zusammenhang mit Alzheimer
untersucht wird, verwendet. Das PEO-Peptid-Konjugat aggregierte zu kurzen, loslichen
Fasern, deren Bildung durch Konzentration, Ionenstirke und pH-Wert beeinflusst werden
konnte. Die in Faserrichtung wachsenden B-Faltblatter verdrillen sich und bilden Stapel mit
bis zu sechs Schichten aus, die von den PEO-Ketten umgeben sind.

Weitere Konjugate aus einer amphiphilen B-Sequenz und PEO wurden von der Arbeitsgruppe
um Klok et al.®” 1% synthetisiert. AB-Diblock- und ABA-Triblockcopolymere (Abb. 2.11 b)
(A = PEO, B = B-Peptid) bilden lamellare Uberstrukturen, in denen sich PEO-Schichten mit

antiparallelen B-Faltblattbereichen abwechseln.
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Abb. 2.11. Ubersicht iiber einige der bisher synthetisierten Polymer-Peptid-Konjugate,

welche die Variationsvielfalt dieses Strukturbildungsansatzes verdeutlicht; entnommen aus
Lit [98. 101-104]
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ABA-Triblockcopolymere wurden ebenfalls von van Hest ef al.l'% vorgestellt (Abb. 2.11 d).
Hierfiir wurden lidngere Peptidsequenzen ([Ala-Gly]s;-Glu-Gly), (n = 10, 20) gewéhlt, die dem
Aufbau von Spinnenseiden nachempfunden wurden. N- und C-Terminus wurden mit
Cysteinresten versehen, wodurch die Anbindung von maleinsdureimidfunktionalisierten PEO
moglich war. Auch diese Konjugate erzeugen Fasern mit mehreren Mikrometern Lange. Die
antiparallelen B-Faltblattstrukturen bilden sich intramolekular aus, so dass die Wasserstoff-
briickenbindungen senkrecht zur Faserrichtung liegen. Unter Verwendung dieser
Konjugatmolekiile findet das Léngenwachstum der Fasern durch eine Stapelung der
B-Faltblatter statt.

Bei allen Systemen sind Peptidsequenzen mit einer hohen Tendenz zur Bildung stabiler
B-Faltblattstrukturen notwendig. Die Handhabung, Synthese und Analyse vor allem lédngerer
Peptidstrange ist allerdings mit Schwierigkeiten verbunden. Haufig kommt es schon wihrend
der Synthese an der Festphase zu irreversiblen Aggregationen, was unvollstindige
Kupplungen und damit Fehlsequenzen verursachen kann. Kiirzlich wurde zur Vermeidung

1051 Indem gezielt

dieses Problems eine neuartige Synthesestrategie vorgeschlagen
Defektstellen in den Peptidstrang eingebaut werden, wird die gestreckte B-Strang Anordnung
gestort. Eine Moglichkeit hierfiir sind Verkniipfungen innerhalb der Kette durch
O-Acylierung von Threoninresten. Mit Erhohung des pH-Wertes wird ein intramolekularer
O-N-Acyltransfer ausgeldst, der das native Peptidriickgrat wiederherstellt.

Diese ,,switch“-Segmente konnen gezielt zur Mikrostrukturbildung herangezogen werden.
Borner et al. synthetisierten hochgestorte PEO-Peptid-Konjugate, deren Peptidsequenz fiinf
Wiederholungseinheiten ~ Valin-Threonin  mit  vier integrierten ,,switch“-Defekten

beinhaltete!'*,

Eine gezielte Anschaltung der ,switch“-Segmente initiiert die
Aggregationstendenz der Peptidsegmente, so dass es zur Bildung der (-Faltblatt
Sekundérstruktur kommt. Die gefundenen Bandstrukturen hatten eine Lidnge von mehreren
Millimetern, Breiten von 2 um und eine H6he von ~50 nm. Die Dimensionen der
Mikrobinder legen hierarchische Selbstorganisationsprozesse nahe, da sie nicht mehr direkt
mit den molekularen Dimensionen der Konjugate korreliert werden konnen. In darauf

1194 wurden Konjugate mit dhnlicher (VT)s-Peptidsequenz und einem

folgenden Arbeiten
Poly-n-Butylacrylatblock dargestellt (Abb. 2.11 e). Damit wird der Ansatz vom wéssrigen
Medium auf organische Losungsmittel {ibertragen. Das PBA-Peptid-Konjugat bildet nach der
Anschaltung und Erhdhung der Aggregationstendenz interessante, linksgéngig helikal

verdrillte Bander aus B-Faltbléttern.
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107] genutzt,

Polymer-Peptid-Konjugate wurden von der Arbeitsgruppe um Frauenrath et al.
um Diacetyleneinheiten fiir eine photochemische Polymerisation auszurichten (Abb. 2.11 c).
Der organisierende Peptidblock ist in diesem Fall eine Tetra-Alanin-Einheit, die mit einer
kurzen hydrierten Polyisoprenkette und den Diacetyleneinheiten versehen ist. Es wurden in
Abhingigkeit von einer weiteren N-terminalen Acetamidgruppe parallele und antiparallele
Faltblattstrukturen beobachtet. Zwei Binder aus parallelen [B-Faltblattstrukturen bilden
rohrenartige Doppelhelices mit einheitlichen Breiten von ~5 nm und Lingen von mehreren
Mikrometern!'®,

Zusammenfassend kann bemerkt werden, dass alle Konjugate ein &hnliches
Aggregationsverhalten zeigen wie native Peptide. Es entstechen meist Bédnder durch
Organisation der [-Faltblatt Peptidblocke, die sich durch Verdrillung oder Stapelung
stabilisieren. Dabei wird die laterale Aggregation der p-Faltblattstrukturen durch den
Polymerblock unterdriickt. Somit werden in vielen Fillen nanoskopische Faseraggregate

beobachtet, deren Breite mit den Dimensionen des Konjugates korreliert ist™. Es fehlen aber

bislang noch verallgemeinerbare Methoden das Langenwachstum der Fasern zu steuern.

2.5. Synthese und Strukturbildung vororganisierter PEQO-Peptid(VT)-
Konjugate
Trotz des Einsatzes effizienter Strategien und automatisierter Syntheseroboter bleibt die
Peptidsynthese herausfordernd und relativ teuer. In Hinblick auf industrielle Anwendungen
von Polymer-Peptid-Konjugaten in oder als Materialien sollte daher der peptidische Anteil so
gering wie moglich gehalten werden. Kiirzlich konnte an Poly-n-Butylacrylat-Peptid-
Konjugaten gezeigt werden, dass eine Induktion und Kontrolle der Strukturbildung schon bei
einem Peptidanteil von 3.5 Gew.-% im Konjugat zu beobachten ist'”!. Dafiir miissen die
Peptidsegmente eine hohe Tendenz zur Ausbildung stabiler B-Faltblattstrukturen besitzen. Die
Vororganisation der Peptidketten in einer optimalen Geometrie schrinkt deren konformative
Freiheit ein und erhoht aus entropischen Griinden die Aggregationstendenz. Somit kdnnen
auch kurze Peptidstringe eingesetzt werden, die einfacher und schneller herzustellen sind.
Kelly et al. """ fiihrten hierzu Arbeiten iiber templatvororganisierte Oligopeptide durch. Als
Templatmolekiil wurde ein substituiertes Dibenzofuran eingesetzt, welches die Geometrie
eines B-Turns nachempfindet und die angebundenen Peptidketten fiir die Bildung eines
antiparallelen B-Faltblattmotivs ausrichtet. Dieses Konzept wurde in einer vorangegangenen

Arbeit auf Polymer-Peptid-Konjugat-Systeme iibertragen!' /.
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Das Dibenzofurantemplat wurde durch ein Carbazolderivat ersetzt, welches iiber das zentrale
Stickstoffatom die Einfiihrung einer Polymerkette ermdglicht. Diese templatvororganisierten
Oligopeptidketten wurden hinsichtlich ihres Verhaltens als Organisationseinheiten in der
Mikrostrukturkontrolle des Polymers (PEO) untersucht.

Im nichsten Abschnitt sollen die Ergebnisse dieser vorangestellten Arbeit!® '
zusammengefasst und die Selbstorganisation des PEO-Peptid-Konjugates zu einheitlichen
Nanobandstrukturen beschrieben werden.

Die Synthese des PEO-Peptid(VT)-Konjugates ist in Ref.!"'"! ausfiihrlich beschrieben und soll
hier anhand von Abbildung 2.12. kurz dargestellt werden.
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Abb. 2.12. Syntheseschema des PEO-Peptid-Konjugates [(dmGly-Thr-Val-Thr-Val),NH-
Templat-PEOgg] mit (a): K,COs, DMF, 55 °C; (b): aq. KOH, Toluol, [Pd(PPhs)4], 110 °C,
22 h; (c): aq. KOH, THF, 60 °C, 23 h; (d): PyAOP, DIPEA, NMP, 4 h; (e): TFA/DCM
(30 v/v%), 30 min; (f): HBTU, DIPEA, NMP, 2 h; Piperidin/NMP (20 v/v%); (g): PyBOP,
DIPEA, DMF, 2 h; (h): TFA 99%, 1% TMSBr, 2—6 h.
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Das Templatmolekiil 3,6-Bis(3-[ N-[tert-Butoxycarbonyl]-amino]propyl)-carbazol-9-
essigsdure wurde ausgehend von 3,6-Dibrom-9H-Carbazol durchgefiihrt. Im ersten
Reaktionsschritt (Abb. 2.12 a) wird 3,6-Dibrom-9H-Carbazol mit o-Brommethylacetat in
einer nukleophilen Substitution umgesetzt. Der isolierte 3,6-Dibromcarbazol-9-essigsdure-
ethylester wurde einer Suzuki-Miyaura Kreuzkupplungsreaktion mit hydroboriertem
N-(tert-Butoxycarbonyl)allylamin unterzogen (Abb. 2.12 b). Es wurde der 3,6-Bis(3-[N-[tert-
butoxycarbonyl]-amino]propyl)-carbazol-9-essigsdure-ethylester erhalten, dessen Estergruppe
anschlielend basisch hydrolysiert wurde (Abb. 2.12 ¢). Das Templatmolekiil wurde aus der
Synthese als Diaminoséure erhalten, die zwei Boc-geschiitzte Aminofunktionalitdten und eine
ungeschiitzte Carboxylgruppe aufwies. In Analogie zu einer Boc-geschiitzten Aminosdure
konnte das Templatmolekiil an eine Festphase gekuppelt werden (Abb. 2.12 d). Als Festphase
wurde ein TentaGel® PAP-Harz eingesetzt (siche Kap. 2.3.2.). Nach Anbinden des Templates
und Abspalten der Boc-Schutzgruppen (Abb. 2.12 e) wurde die Aminosduresequenz nach
Standard-Fmoc-Protokollen aufgebaut. Dies konnte automatisiert an einem ABI 433a
Peptidsynthesizer durchgefiihrt werden (Abb. 2.12 f/g).

Die Primérstruktur der Oligopeptidketten besteht aus zwei Wiederholungseinheiten (Valin-
Threonin),, die N-terminal mit N, N-Dimethylglycin abschlieBen. Diese alternierende Sequenz
wurde gewdhlt, da (Val-Thr)s-Segmente eine hohe p-Faltblattbildungstendenz aufweisen.
Sterisch anspruchsvolle Reste und die alternierend hydrophob-hydrophile Sequenz tragen
dazu bei (siche Kap. 2.3.1.). Wihrend in linearen Systemen flinf bis sechs
Val-Thr-Wiederholungseinheiten nétig sind!''"), um stabile B-Faltblitter zu bilden, konnte die
Sequenz in den vororganisierten Polymer-Peptid-Konjugaten auf  zwel
Wiederholungseinheiten verkiirzt werden (Abb. 2.13 a). Die N,N-Dimethylglycin Endgruppen
konnen je nach pH-Wert kationisch vorliegen. Dadurch ist eine Verbesserung der
Loslichkeitseigenschaften in  Wasser und eine Unterstiitzung der antiparallelen
B-Faltblattbildung zu erwarten. Das komplette Polymer-Peptid-Konjugat wurde vom Harz
abgespalten (Abb. 2.12 h) und in groBer Reinheit erhalten.

Die Selbstorganisation des PEO-Peptid-Konjugates in einheitliche Nanobandstrukturen wurde
durch einen gezielten Aggregationsprozess erreicht. Zuvor wurde eine sorgfiltige
Deaggregation durch Zusatz von TFA durchgefiihrt. Die Reaggregation wurde iiber einen
langsamen Losungsmittelaustausch von Methanol nach Wasser induziert, da die
Aggregationstendenz der Peptidstringe mit steigendem Wassergehalt zunimmt. Dieser

Prozess wurde mittels Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie verfolgt.
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Dabei wurde eine kontinuierliche Umwandlung der Oligopeptidketten von der statistischen
Knéulstruktur zur B-Faltblattstruktur detektiert. Einhergehend mit der Ausbildung der
B-Faltblatter konnte das Entstehen von langen, nanoskopischen Faseraggregaten (im weiteren
Verlauf dieser Arbeit PEO-Peptid(VT)-Nanobiander genannt) beobachtet werden. Die
resultierenden Nanobandstrukturen sind anisotrope, relativ steife Objekte mit einer Héhe von
1.4 + 0.1 nm und einer polydispersen Lingenverteilung, mit maximalen Lingen von ~2 pm.
Die Breite der Strukturen wurde an parallel verlaufenden Fasern durch AFM- und TEM-
Aufnahmen mit 13-17 nm bestimmt. Das Vorhandensein einer ausgedehnten
B-Faltblattstruktur innerhalb der PEO-Peptid(VT)-Nanobander wurde IR-spektroskopisch und
mittels Elektronenbeugung (SAED) nachgewiesen. Der auf den Untersuchungen basierte

Aggregationsmechanismus ist in Abbildung 2.13. schematisch dargestellt.

s
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Abb. 2.13. Schematische Prédsentation der PEO-Peptid-Konjugate (a) und das idealisierte
Organisationsmodell der Konjugate in Nanobdnder mit einem Peptidkern und einer
PEO-Schale (einfache B-Faltblatt-Tapes (b) und doppelte, zusammengelagerte B-Faltblatt-
Nanobénder (¢)).

Mittels eines klammerartigen Ineinandergreifens der Peptidstrange bildet sich die antiparallele
B-Faltblattstruktur aus. Vermutlich entstehen primidr Dimere die in Tape-Strukturen
aggregieren (Abb. 2.13 b). Die Anordnung der Peptidseitenketten senkrecht zur Ebene der
Wasserstoftbriickenbindungen (siche Abb. 2.6 b) und die alternierende Val-Thr-Sequenz sorgt
dafiir, dass sich auf einer Seite der B-Faltblatt-Tapes alle Valinreste und auf der anderen Seite
alle Threoninreste befinden. Diese faziale Amphiphilie der [B-Faltblatt-Tapes fiihrt im
vorliegenden wissrigen Medium entropiegetrieben (hydrophober Effekt) zu einer
Zusammenlagerung zweier Strukturen zu einem doppelten B-Faltblatt-Tape (Band), was die

unpolare Valinseite gegeniiber dem polaren Losungsmittel abgeschirmt (Abb. 2.13 c¢).
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Durch die Bildung dieser Nanobandstruktur wird das Faseraggregat versteift und eine
Verdrillung der B-Faltblattstruktur kann nicht beobachtet werden. Dies kdnnte eine mdgliche
Ursache fiir die Limitierung des Langenwachstums sein, da starre Strukturen nur begrenzt
Verdrillungen tolerieren und mechanisch abgebaut werden. Die Abschirmung und
Stabilisierung der B-Faltblatt Peptidbereiche durch die PEO-Ketten bewahrt die Bénder vor
lateraler Aggregation (siehe Kap. 2.3.1., Abb. 2.7).

Der Aufbau der PEO-Peptid(VT)-Nanobédnder zeichnet sich durch eine Kern-Schale-
Architektur aus, wobei der innere Peptidkern funktional ist und von der PEO-Hiille umgeben
ist. Dies wurde durch unterschiedliche chemische und viskoelastische Eigenschaften von Kern
und Schale bestitigt, die mit Hilfe von TEM (Abb. 2.14 b) und hochaufgeloster AFM (Abb.

2.14 a) nachgewiesen wurden.

Abb. 2.14. Ausbildung von Nanobdndern durch gezielte Aggregation der PEO-Peptid-
Konjugate. Der p-Faltblatt Peptidkern und die Schale der PEO-Ketten sind durch
unterschiedliche  viskoelastische =~ und  chemische  Eigenschaften  gekennzeichnet
(hochaufgeloste AFM-Aufnahme (a); TEM-Aufnahme nach negativer Kontrastierung der
PEO-Peptid(VT)-Nanobénder mit Uranylacetat (b)), entnommen aus Lit.!'").

Das besondere Charakteristikum dieser Nanobandstruktur ist deren Funktionalitit. So werden
entlang des Peptidkerns auf der Ober- und Unterseite der Nanobédnder funktionale Flichen
erzeugt, die die Hydroxylgruppen der Threoninseitenketten und die kationischen tertidren
Aminogruppen der N,N-Dimethylglycine prisentieren. Der Peptidkern kann genutzt werden,
um prazise funktionelle Gruppen zu platzieren. Diese sollten zur Erzeugung sekundirer
Wechselwirkungen zwischen den Nanobéndern und zur Anordnung dieser in hierarchischen

Strukturen fuhren.
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3. Relevante Charakterisierungsmethoden

3.1. Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM)

Das Messprinzip der Rasterkraftmikroskopie beruht auf der Bestimmung von Kriften, die
zwischen einer Sonde und der Probenoberfliche herrschen. 1986 entwickelten G. Binnig und
H. Rohrer die Rasterkraftmikroskopie!'' als Weiterentwicklung der Rastertunnel-
mikroskopie. Der grofle Vorteil der Rasterkraftmikroskopie ist, dass auch nichtleitende
organische bzw. biologische Proben unverfilscht vermessen werden konnen, ohne diese mit
leitfahigen Materialien bedampfen oder sie hochenergetischer Elektronenstrahlung aussetzen
zu miissen. Bei der AFM rastert eine sehr feine Spitze, aufgehdngt an einer mikroskopischen
Blattfeder (Cantilever), die Oberfliche der Probe in sehr geringem Abstand entlang ihrer
xy-Richtung in einem festgelegten Bereich ab. Die prizisen Bewegungen in alle drei
Raumrichtungen werden dabei durch einen Piezo-Kristall gesteuert. So lassen sich Probe und

Spitze mit einer Genauigkeit von bis zu 0,01 nm gegeneinander verschieben.

Lateralkraft (Reibung)
>

~‘ Topographie& -
Viersegment
Laserdiode Photodiode
Cantilever
Signal- V.
verarbeitung 4
&y Regelung =

Abb. 3. 1. Schematische Darstellung des Aufbaus eines Rasterkraftmikroskops!' ).

Durch Hoéhenunterschiede auf der Probentrdgeroberfliche wirken Kriéfte auf die Spitze, was
in einer Bewegung der Cantilever resultiert. Diese werden iiber eine positionssensitive
Photodiode, die auf die Riickseite der Blattfeder fokussiert ist, detektiert. Auftretende
Wechselwirkungen zwischen Atomen der Spitze und den Oberflichenatomen, lassen sich in
Naherung durch ein Lennard-Jones-Potential beschreiben. Wird die Spitze der Oberfliche
angendhert, erfahrt sie abhingig vom Abstand r anfangs anziehende Kréfte (proportional zu
1%) ausgelost durch van-der-Waals-Wechselwirkungen. Bei weiterer Annéherung dominieren

jedoch stark abstoBende Krifte (proportional zu r'?).
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Fiir den Betrieb eines AFM sind verschiedene Messmodi entwickelt worden, die sich
hinsichtlich des Abstandes zwischen Spitze und Probenoberfliche unterscheiden. Im
Kontaktmodus (contact mode) wird die Spitze bis zum Kontakt (Kompression der
Elektronenhiillen) mit der Oberfliche angenihrt. Es wird dabei im Bereich der repulsiven
Kréfte gemessen. Dadurch ist eine nahezu atomare Auflosung erreichbar. Nachteilig wirken
sich die durch das Abrastern auftretenden Scherkrifte aus, die weiche Proben verdndern bzw.
zerstoren konnen. Dieser Modus bietet andererseits die Mdglichkeit Informationen tiber die
Elastizitit, Adhésion und den Reibungswiderstand der Oberflache erhalten zu kdnnen.

Um eine Zerstorung von weichen Proben durch die konstante Krafteinwirkung im
Kontaktmodus zu vermeiden wird meist im fapping mode gemessen, der kontaktfreies
Arbeiten erlaubt. Hierbei oszilliert die Spitze vertikal wenige Nanometer iiber der Oberfléche
mit einer Resonanzfrequenz der Blattfeder zwischen 100-350 kHz. In dieser Entfernung
wirken van-der-Waals-Kréfte auf die Spitze, die die urspriingliche Amplitude der Schwingung
verringern. Da die Schwingungsamplitude ein MaB fiir den Abstand der Spitze zur Oberfldche
darstellt, lasst sich aus dieser Information ein Hohenprofil errechnen. Des Weiteren kann die
Phasenverschiebung der Schwingung in Bildinformationen umgewandelt werden, was

Aufschluss iiber die viskoelastischen Eigenschaften der Probe geben kann.

3.2. Elektronenmikroskopie

Bei der Elektronenmikroskopie[l14], zu deren Entwicklung E. Ruska wesentliche Beitrige
geleistet hat, werden die zu untersuchenden Materialien mit schnellen Elektronen beschossen,
um Schliisse liber das Innere oder die Oberfliche einer Probe zu ziehen. Der Aufbau eines
Elektronenmikroskops, dargestellt in Abbildung 3.2., unterscheidet sich prinzipiell nur wenig
von dem eines Lichtmikroskops. Grundlage dessen ist die Tatsache, dass sich
Elektronenstrahlen in gleicher Weise biindeln und fokussieren lassen wie Lichtstrahlen. Da
Elektronen eine sehr viel kleinere Wellenldnge haben als sichtbares Licht, kann mit
Elektronenmikroskopen eine deutlich héhere Auflosung (etwa 0.1 nm) erreicht werden.

Der Elektronenstrahl wird durch Glithemission (Wolframdraht, LaB¢-Kristalle) oder durch
Feldemission = im  Kathodenraum  erzeugt und gegen die  Anode  mit

Beschleunigungsspannungen zwischen 80 und 400 kV beschleunigt.
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Magnetische Linsen, die eine Regulierung der Hochspantung
Brennweite zulassen, fokussieren den

Eleldtronenquelle
Elektronenstrahl, der anschliefSend eine

Wehneltzylinder
Kondensorblende passiert, die eine Begrenzung des

Strahldurchmessers und das Abfangen von gestreuten emelEompils

Elektronen  ermdglicht. Das  Arbeiten unter

Obijekt
Hochvakuum garantiert eine grofle freie Weglinge
o ) Objektiwspule
der Elektronen, die nicht durch Zusammenst6f3e mit

z.B. Gasmolekiilen abgelenkt werden.

e Zwrischenbild
Abb. 3.2. Prinzipieller Aufbau eines m Projektionsspule
Elektronenmikroskops!''”,  wobei  Unterschiede : Okular (Karmera)
zwischen Transmissionselektronen- und :
Rasterelektronenmikroskopen bestehen. I Bildschirm

Elektronenmikroskope kdnnen nach drei wichtigen Gesichtspunkten unterschieden werden:
nach der Art des Elektronenstrahls und des Informationsgewinnes sowie der Anordnung des

Detektors.

3.2.1. Rasterelektronenmikroskopie (scanning electron microscopy, SEM)

Wird die Probenoberfldche mit einem feinen Elektronenstrahl zeilenweise abgerastert, handelt
es sich um ein Rasterelektronenmikroskop. Die durch Wechselwirkungen des
Elektronenstrahls mit der Probe erzeugten Sekundérelektronen werden als Informationsquelle
genutzt. Als Detektor dient ein Faraday-Becher mit Szintillator (Everhart-Thornley-Detektor)
und ein Photomultiplier, der seitlich tiber der Probe angeordnet ist. Das Bild wird digital
erzeugt. Da die Sekundirelektronen mit einer Energie von 3-5 eV nur bei kurzer Diffusions-
distanz aus der Probe austreten, werden besonders Kanten und geneigte Flichen
hervorgehoben. Dies ist der Grund fiir die plastisch aussehenden SEM-Aufnahmen und die
hohe Tiefenschérfe. Nichtleitende Proben sind bei SEM-Messungen problematisch, da nur
sehr wenige Sekundérelektronen abgestrahlt werden und sich die Probe negativ aufladen
kann, was dann zur Ablenkung des Elektronenstrahls fiihrt. Um diesen Effekt zu vermeiden,
werden die Probenoberflichen mit einer sehr diinnen leitenden Schicht (einige Nanometer)

versehen (bedampfen mit Gold, Platin, Palladium oder Graphit).
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3.2.2. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Eine weitere Elektronenmikroskopieart stellt die Transmissionselektronenmikroskopie dar. Im
Gegensatz zur SEM wird die Probenoberflache nicht mit dem Elektronenstrahl abgerastert,
sondern ein breiter statischer Strahl zur Bilderzeugung genutzt. Aulerdem befindet sich der
Detektor unterhalb der Probe im Strahlengang. Beim Durchtritt des Elektronenstrahls durch
die Probe werden die Elektronen entweder absorbiert oder elastisch und inelastisch gestreut.
Alle Elektronen, die die Probe im selben Winkel wieder verlassen, werden in einem Punkt
fokussiert. Gestreute Elektronen, die den Detektor nicht erreichen, fithren zu einer
Verringerung der Elektronendichte und einer Erhéhung des Kontrastes und dienen so als
bilderzeugende Information. Schwere Atome streuen die Elektronen im Strahl stirker, so dass
kontrastreichere Bereiche entstehen. Da die Durchstrahlkraft von Elektronen begrenzt ist,
muss die Objektdicke fiir eine optimale Auflésung entsprechend der Ordnungszahl der Atome
und der Hohe der Beschleunigungsspannung angepasst werden. Als Detektor wird primér ein
Leuchtschirm mit fluoreszierender Zinksulfidbeschichtung verwendet, der das Zwischenbild
abbildet. Die Aufzeichnung des Bildes erfolgt mit Hilfe fotographischer Platten oder CCD-
Kameras. Biologische oder organische Proben miissen im Gegensatz zu den meisten
anorganischen Proben vor dem Messen speziell mit Schweratomen versetzt werden, um einen
messbaren Kontrast zu erhalten. Die Proben werden dazu mit Schwermetallsalzen wie
Uranylacetat oder Bleicitrat behandelt. Es wird von positiver Kontrastierung gesprochen,
wenn die Struktur das Kontrastierungsmittel absorbiert bzw. einlagert. Negative
Kontrastierung tritt auf, wenn der Hintergrund durch das Schwermetallsalz angefarbt wird

und es sich hochstens au3en an die Strukturen anlagert.

3.2.3. Elektronenbeugung (selected area electron diffraction, SAED)

Das Transmissionselektronenmikroskop ist auch in einer anderen Anordnung betreibbar.
Hierbei wird die Probenfliche parallel zur Abbildungsachse des Gerétes ausgerichtet.
Grundlage dieser Methode ist, dass Elektronen bei der Beugung an einem Gitter dhnliche
Interferenzmuster zeigen wie monochromatische Rontgenstrahlen. Bei richtiger Ausrichtung
der Probe werden nur die Elektronen gestreut, die auf ein gebundenes Elektron auf einer
inneren Bahn treffen. So wirken die in der Probe angeordneten Atome als Gitter fiir die
Elektronenbeugung. Dies ermdglicht die Aufldsung von Gitternetzlinien und die Analyse von
Kristallstrukturen. Die Detektion der gestreuten Elektronen erfolgt in einer Fokusebene, so

dass ein Elektronenbeugungsmuster gemessen wird.
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4. Gerichtete Organisation von PEO-Peptid-Nanobindern
durch Silika

4.1. Peptidgelenkte Synthese hierarchisch aufgebauter Kompositfasern

In Kapitel 2.1.2. wurde der hierarchische Aufbau der Skelette von Glasschwdmmen und
Diatomeen beschrieben. Die Bildung dieser Kéfigstrukturen verlduft mit hoher Prizision und
Schnelligkeit. Es konnte demonstriert werden, dass die aus Glasschwdmmen und Kieselalgen

1 sowie Silaffin!'?! in der Lage sind die Hydrolyse und

isolierten Proteine Silikatein I und II'
Kondensation von Tetraethoxysilan zu katalysieren, wobei meist sphirische Silikapartikel
entstehen.

Schnelle Silifizierungsprozesse, die unter milden Bedingungen (RT, neutraler pH) mit der
Ausbildung nanoskopischer, organisch-anorganischer Kompositfasern einhergehen, sind sehr
interessant, vor allem weil solche Kompositfasern als Grundbausteine in Biokeramiken,
Stiitzgeriisten fir Gewebekulturen oder in faserverstirkten Materialien eingesetzt werden
konnten. Zur Synthese von Komposit- und Silikananofasern wurden bislang eine Reihe an

[117 118]

Templatmolekiilen, einschlieBlich Polymeramphiphile"'”), Blockcopeptide!®, Cellulose-!

%) ynd sogar Viruskapseln!'*”, untersucht.

und Collagenfasern'*’), Kohlenstoffnanorshrchen
Fiir diese seit einigen Jahren etablierten Sol-Gel-Strategien werden haufig Tetraalkoxysilane
als Silikaprecursoren eingesetzt. Alle verwendeten Templatmolekiile wurden somit
dahingehend konzipiert, katalytisch aktive Oberfldchen fiir die Hydrolyse des Alkoxysilans zu
prasentieren. Hierfiir wurden z.B. kationische Aminogruppen von Aminosdureseitenketten
(Lysin, Arginin) aber auch von synthetischen Polyaminen eingesetzt.

Nach der Kkatalysierten Hydrolyse des Silikavorldufers kontrollieren die kationischen
Template zusétzlich die Kondensationsreaktion, so dass definierte Silikanetzwerke und
Kompositmaterialien entstehen. Der in dieser Art katalysierte Sol-Gel-Prozess verlduft in der

Regel unter milden Bedingungen recht langsam!'!

, gewihrleistet aber nur so eine
kontrollierte Silikabildung.

In jeden Fall sind fiir Reaktionen mit den anorganischen Silikavorlduferspezies definierte,
anisotrope Nanofaseraggregate mit funktionalen Oberflichen nétig. Die in Kapitel 2.5.
vorgestellten PEO-Peptid(VT)-Nanobander wurden daher so konzipiert, dass die strukturellen

und funktionalen Eigenschaften von Silika Morphogeneseproteinen imitiert werden.
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Sie prisentieren entlang des Peptidkerns definierte funktionale Oberflichen, die mit
Hydroxylgruppen in hydrophober Umgebung (Threoninseitenketten) und kationischen,
tertidren Aminogruppen (N,N-Dimethylglycin-Endgruppen) besetzt sind. Es wurde im
Folgenden iiberpriift, ob diese funktionellen Gruppen mit Silikaprecursoren bzw.
Kieselsdureanaloga reagieren. Sowohl fiir die hydrophoben Hydroxylgruppen, als auch fiir die
Aminogruppen kénnen Wechselwirkungen mit Silikaspezies erwartet werden!'?> 21,
Weiterhin wurden die Kontrolle der Kondensationsreaktion, der Einbau der Nanobénder in
das Silikanetzwerk und die gezielte Anordnung der Nanobdnder in hierarchisch organisierte
Uberstrukturen untersucht. Mit Hilfe der nachstehenden Experimente sollte untersucht
werden, ob die PEO-Peptid(VT)-Nanobédnder eine kontrollierte Silikabildung induzieren,

welche Konzentrationen an Aggregaten und Silikavorldufer nétig sind und wie sich zeitliche

Einfliisse auswirken.

4.1.1. Synthese makroskopischer anorganisch-bioorganischer Kompositfasern

Die erwidhnten Sol-Gel-Prozesse nutzen die katalytischen Eigenschaften der Templat-
molekiile fiir die Hydrolyse und Kondensation von Tetraalkoxysilanen. Im Gegensatz dazu
wurde der Fokus dieser Arbeit darauf gelegt, direkt Kieselsdure als Silikaquelle zu
verwenden. In Analogie zu natiirlichen Biosilifizierungsprozessen sollte somit eine selektive
und schnelle Reaktion ablaufen.

Um Kieselséure bereitzustellen konnen Tetraalkoxysilane in einem separaten Schritt unter
stark sauren Bedingungen hydrolysiert werden. In allen nachfolgend beschriebenen
Experimenten wurde mit Tetramethoxysilan (TMOS) als Kieselsdurequelle gearbeitet. Im
Allgemeinen wurden fiir die Hydrolysereaktion TMOS und Salzsédure (0.1 mol/L, pH ~ 1.1) in
einem Masseverhiltnis von 2:1 gemischt und bei RT fiir 1 h in einem geschlossenen Gefif3
gertihrt.

Nahe des isoelektrischen Punktes von Kieselsdure verlduft die Hydrolyse des Alkoxysilans
schnell in Bezug zur Kondensationsreaktion''**] so dass in der TMOS/HCI-Mischung
vorrangig Kieselsdure neben unterschiedlich substituierten Tetramethoxysilanmolekiilen
sowie niedermolekularen Kieselsdureoligomeren vorliegt.

In ersten Versuchen wurden zu einer wassrigen Losung der PEO-Peptid(VT)-Nanobidnder
(1.2 mg/mL) der hydrolysierte Silikaprecursor hinzugefiigt, wobei es sofort zur Bildung eines
undefinierten Gels kam. Dies ist verstidndlich, da es durch den Verdiinnungseffekt bei der

Mischung zu einer Erhéhung des pH-Wertes auf 6-7 kommt.
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In diesem pH-Wert-Bereich verldauft die Kondensationsreaktion zu Polykieselsduregelen sehr
schnell. Daher konnen spezifische Wechselwirkungen mit den PEO-Peptid(VT)-Nanobédndern
nur unzureichend ausgebildet werden, welches das Entstehen unstrukturierter
Silikanetzwerken zur Folge hat. Durch die Erniedrigung des pH-Wertes auf ~3 sollte sich die
Silikakondensation verlangsamen, wodurch Wechselwirkungen mit den Nanobander moglich
wiren. Unter diesen Reaktionsbedingungen konnten erste Anzeichen fiir die Bildung
faserartiger Strukturen beobachtet werden. Um einen kontrollierten Silifizierungsprozess zu
gewdhrleisten, mussten daher zwei Kriterien erfiillt werden: Erstens die unkontrollierten
Kondensationsreaktionen zu verlangsamen und zweitens die attraktiven Wechselwirkungen
zwischen PEO-Peptid(VT)-Nanobédndern und Kieselsduremolekiilen zu unterstiitzen. Beides
wurde erreicht, indem das Losungsmittel von Wasser zu Ethanol gewechselt wurde.

Die Zugabe von 30 puL des Silikavorldufers zu einer verdiinnten Losung der PEO-Peptid(VT)-
Nanobédnder (1.2 mg/mL in Ethanol) fiihrte spontan zur Bildung eines faserartigen
Niederschlags (Abb. 4.1). Genauere Untersuchungen zeigten, dass nach einer Reaktionszeit
von 3-10 Sekunden, in denen die Komponenten durch intensives Schiitteln gemischt wurden,
ein makroskopisches, farbloses Fasergeflecht entsteht. Das entstehende Fasergeflecht wurde

16 h in der Reaktionslosung gealtert und anschlieBend mit reichlich Ethanol gewaschen.

/\ 8
5 peptidgelenkte W%
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Abb. 4.1. Spontane Bildung eines farblosen, faserartigen Niederschlags durch Mischen einer
Losung der PEO-Peptid(VT)-Nanobédnder in Ethanol mit hydrolysiertem TMOS. Die AFM-
Aufnahme der PEO-Peptid(VT)-Nanobénder (a) sowie die Fotos (b) und die Lichtmikroskop-
Aufnahme des gebildeten Fasergeflechts (c) visualisieren die GréBenunterschiede beider

Strukturen.
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4.1.2. Charakterisierung der Kompositfasern

Lichtmikroskop-Aufnahmen (Abb. 4.1 b) des erhaltenen Niederschlags deuten auf einen
interessanten, hierarchischen Aufbau hin. Es wird eine Feinstruktur sichtbar, die sowohl sehr
diinne Faserelemente (~400 nm) als auch aus diesen entstehende, groflere Aggregate (2-5 pm)
aufweist. Bevor jedoch eine detaillierte strukturelle Analyse durchgefiihrt wurde, sollte
zundchst die Zusammensetzung der Fasern untersucht werden. Mit Hilfe der
Thermogravimetrischen Analyse (TGA) und IR-spektroskopischen Messungen konnte
nachgewiesen werden, dass es sich bei den ausfallenden Fasern, um ein Kompositmaterial
handelt.

Die TGA wurde an luftgetrockneten Fasern durchgefiihrt, wobei in einer oxidierenden
Atmosphédre mit einer Aufheizgeschwindigkeit von 20 K/min gearbeitet wurde (Abb. 4.2 a).
Bei 53 °C trat ein erster Masseverlust von ~2% auf, der mit dem vollstindigen Entfernen des
anhaftenden Losungsmittels Wasser erklart werden kann. Ab 328 °C konnte ein deutlicher
Masseverlust beobachtet werden, der mit dem Abbau der organischen Komponenten
einhergeht. Der Gesamtmasseverlust nach der Verbrennung der organischen Komponenten
bei 950 °C betrug 41%. Dies zeigt, dass in der Silifizierungsreaktion ein Hybridmaterial
entstanden ist, dass zu 59 Gew.-% aus der anorganischen Komponente (Silika) und zu
41 Gew.-% aus der organischen Komponente (PEO-Peptid-Nanobinder) besteht.

In Abbildung 4.2.b wird auBerdem das IR-Spektrum einer getrockneten Faser gezeigt. Neben
einer intensiven Schwingung bei v = 1047 cm™, welche der O-Si-O-Etherstruktur zugeordnet
werden konnte, werden Schwingungsbanden bei v = 1689 cm™, 1629 c¢cm™ (Amid-I) und
1554 cm” (Amid-II) detektiert. Die Lage dieser Amidbanden variiert in Peptiden in

Abhingigkeit von der Sekundirstruktur'*

. Alle detektierten Schwingungsbanden sind
charakteristisch fiir antiparallele B-Faltblattstrukturen und treten bei gleichen Wellenzahlen in
den IR-Spektren der PEO-Peptid-Nanobénder auf. Eine Schwingungsbande der Ethergruppen
des Polyethylenoxides, die im Allgemeinen bei ~1100 cm™ auftritt, konnte nicht eindeutig
detektiert werden, da sie von der O-Si-O-Bande iiberlagert wird. Folglich entsteht ein
Kompositmaterial, in dem die Peptidelemente die vorhandene B-Faltblatt Sekundarstruktur
ungestort beibehalten. Demnach werden die PEO-Peptid-Nanobéander durch die Einbettung in

das silikatische Netzwerk nicht stark beeinflusst.
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Abb. 4.2. TGA-Messung an getrockneten Kompositfasern (a) sowie FTIR-Spektrum der
getrockneten Kompositfasern (b), welches sowohl die fiir B-Faltblattstrukturen (v Amid-I und
Amid-II) als auch die fiir Silikanetzwerke (v Si-O-Si) charakteristischen Schwingungsbanden

aufweist.

Bei einer Differential Scanning Calorimetry(DSC)-Messung der Kompositfasern konnte kein
scharfer Phasenumwandlungspunkt detektiert werden. Das Auftreten eines solchen konnte
z.B. auf eine Denaturierung (Schmelzen) der B-Faltblattstrukturen im Peptidkern hindeuten.
Dies wurde fiir die PEO-Peptid(VT)-Nanobédnder bei einer Temperatur von 116 °C
beobachtet. Beim ersten Aufheizzyklus tritt ein sehr breites Signal zwischen 55 und 100 °C
auf. Dieses ist fiir leicht- und mittelvernetzte Silikanetzwerke typisch und kann auf
Umorganisations- und Nachkondensationsprozesse im Silika zuriickgefiihrt werden.

Die Bestimmung der Ausbeute gibt u.a. dariiber Aufschluss, wie effektiv die PEO-
Peptid(VT)-Nanobénder, als komplexe Templatmolekiile, in der Silifizierungsreaktion genutzt
werden. Dafiir wurden nach der Reaktion durch Zentrifugation des Reaktionsgemisches alle
silifizierten, préizipitierbaren Bestandteile entfernt. AnschlieBend wurde die Intensitit der
UV-Absorption dieser Losung bei 295 nm bestimmt und mit der einer Lésung der PEO-
Peptid(VT)-Nanobinder vor der Silifizierungsreaktion verglichen. So wurde festgestellt, dass
85% der PEO-Peptid(VT)-Nanobédnder in die ausgefallenen Kompositfasern integriert
wurden. Dies ist vergleichbar mit synergistisch verlaufenden Féllungsreaktionen unter
Verwendung von Blockcopolymeren, bei denen oft 80-90% der eingesetzten Template

effektiv genutzt werden.
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Im Gegensatz zu Standard Templatierungsreaktionen, die ~95%°"! des eingesetzten
Silikavorldufers in SiO, umwandeln, werden in der vorgestellten Reaktion nur ~10% des
Silikaprecursors ausgenutzt. Dies gibt einen ersten Hinweis auf einen selbstkontrollierenden
Mechanismus der Reaktion. Im Rahmen der weiteren Untersuchungen wird auf diese
Tatsache noch niher eingegangen werden.

Im néchsten Abschnitt soll nun der strukturelle Aufbau des Kompositmaterials beschrieben
werden. Die spontan gebildeten Faserbiindel kdnnen makroskopische Lédngen von bis zu 3 cm
und einen Durchmesser von 1-2 mm erreichen. Bei genauerer Betrachtung der Strukturen im
Lichtmikroskop werden sehr feine Strukturelemente (~400 nm) sichtbar, die sich zu gréf3eren
Biindeln (2-5 pm) zusammenlagern (Abb. 4.1 b). Das Vorhandensein einer definierten
Feinstruktur wurde durch SEM-Untersuchungen bestitigt, wobei klar unterscheidbare

Hierarchieebenen gefunden wurden (Abb. 4.3 a).

Abb. 4.3. SEM-Aufnahmen machen die Feinstruktur der Kompositfasergeflechte sichtbar, die
aus einheitlichen  Strukturelementen aufgebaut sind (Ubersichtsaufnahme  (a);
Zusammenlagerung mehrerer Protokompositfasern zu einem Faserbiindel (b); isolierte

Protokompositfasern in einer netzwerkartigen Struktur (c)).
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Die in Abbildung 4.3. dargestellten SEM-Aufnahmen zeigen als kleinste erkennbare
Untereinheiten Fasern mit einer einheitlichen Breite von 95+15 nm und Léngen von mehreren
zehn Mikrometern. Diese Strukturelemente werden im Folgenden als Protokompositfasern
bezeichnet. Protokompositfasern kdnnen isoliert in einer Art Netzwerkanordnung vorliegen
(Abb. 4.3 ¢), besitzen aber die Neigung zur Ausbildung von Faserbiindeln (Abb. 4.3 b), was
auf ihre Steifigkeit hinweist. Solche Protokompositfaserbiindel konnen Durchmesser von bis
zu 2 pm einnehmen. Das Verkleben von Protokompositfasern untereinander und mit
Protofaserbiindeln fiihrt letztendlich zum Aufbau der makroskopischen Faserbiindelstriange.

Der grundlegende Strukturaufbau kann anhand dieser Beobachtungen durchaus mit den
Skeletten von Glasschwdmmen verglichen werden. Die Silikanadeln der Glasschwidmme
bilden sich durch Anlagerung von hydratisierten Silikananopartikel an einem zentralen
Proteinfilament (siehe Kap. 2.1.2.) und weisen Durchmesser von 5-50 pm auf. Sie bilden
ebenfalls durch Biindelung der Silikanadeln stirkere Fasern aus, die fiir den Aufbau der
Kéfigstruktur verantwortlich sind. Analog bilden sich die Protokompositfasern durch
Anlagerung eines homogenen, wahrscheinlich amorphen Silikanetzwerkes an die PEO-
Peptid(VT)-Nanobédnder. Dabei lassen die recht einheitlichen Durchmesser von ~ 95 nm
vermuten, dass sich innerhalb der Protokompositfasern nicht nur ein zentrales
Nanofaseraggregat befindet. Auch die beobachtete Tendenz zur Biindelbildung ist ein haufig
in der Natur vorkommendes Phidnomen, um Faserstrukturen zu verstirken. Letztlich
unterscheidet jedoch die hochgeordnete makroskopische Form Glasschwammskelette von den
synthetisierten Kompositfasern. Deren makroskopische Form wird von ineinander
verschlungenen Protokompositfasern bestimmt, die eher an versponnene Proteinfasern von

Wolle erinnern.

4.1.3. Innere Strukturanalyse poroser Silikafasern
Bei natiirlichen und synthetischen faserverstirkten Kompositmaterialien werden die
Materialeigenschaften entscheidend von der Ausrichtung der Faserkomponenten in der Matrix

beeinflusst?"> 12,

Auch die Grenzflichen zwischen organischen und anorganischen
Bestandteilen sind von Bedeutung. Daher war es wichtig das Zusammenspiel von PEO-
Peptid(VT)-Nanobinder und Silikamatrix auf nanoskopischer Ebene zu untersuchen. Die
weitere Analyse des strukturellen Aufbaus kann Aussagen iiber die Anordnung und
Orientierung der faserartigen PEO-Peptid(VT)-Nanobédnder in den Protokompositfasern

liefern.
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Ein geeigneter Weg dazu ist die organischen Komponenten aus dem Kompositmaterial zu
entfernen und die zuriickbleibende Porenstruktur zu analysieren. Aussagen zur Lage und
GroBe der Poren liefern indirekt Beweise fiir die Anordnung der PEO-Peptid(VT)-
Nanobinder. Das Verfahren des Nanocastings dient vorrangig zur Synthese mesopordser
Silikastrukturen kann aber auch zur Analyse lyotroper Phasen von Blockcopolymeren genutzt
werden®. Es wurde festgestellt, dass die entstechende Porenstruktur nach dem Calcinieren
einen 1:1-Abdruck der Templatphase darstellt (siche Kap. 2.2)1).

Somit wurden die Hybridfasern bei 550°C fiir 5 h calciniert. Ein IR-Spektrum der
zuriickbleibenden Silikafasern bestétigte das vollstindige Entfernen aller organischen

Komponenten durch das Fehlen simtlicher Amid-Schwingungsbanden (Abb. 4.4 a).
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Abb. 4.4. SEM-Aufnahmen (a) und FTIR-Spektrum (b) der pordsen Silikafasern nach dem
Calcinieren der Kompositfasern bei 550 °C. (SEM-Aufnahmen belegen, dass ein Erhalt der
makro- sowie mikroskopischen Struktur gegeben ist; IR-Spektroskopie bestétigt das

quantitative Entfernen aller organischen Komponenten)

Das Calcinieren der Kompositfasern verlduft unter Erhalt der makro- und mikroskopischen
Struktur (Abb. 4.4 a). Kompositfasern und die durch das Calcinieren erhaltenen Silikafasern
zeichnen sich durch eine sehr dhnliche Topologie aus. Dabei konnen nach dem Calcinieren
die gleichen Strukturelemente, Protofasern und Faserbiindel dieser (Abb. 4.4 a) gefunden
werden. Das anorganische Silikanetzwerk ist so stabil, dass es wéhrend des
Calcinierungsvorganges nicht kollabiert. Wie von Silikanetzwerken zu erwarten, weist das
Auftreten von Bruchstellen innerhalb der Protokompositfasern (Abb. 4.4 a) auf einen geringen

Schrumpf des Silikageriistes hin.



4 Peptidgelenkte Synthese hierarchisch aufgebauter Kompositfasern 43

Da die Mikrostruktur den Calcinierungsvorgang im Wesentlichen unverdndert iibersteht,
ermoglicht TEM Einblicke in die Porenstruktur der Silikafasern und erlaubt aus deren
Analyse indirekt Riickschliisse auf die Organisation der PEO-Peptid(VT)-Nanobénder
innerhalb der Kompositfasern zu ziehen. Wie in Kapitel 3.2.3. beschrieben, erfordert TEM als
Durchsichtsmethode moglichst diinne Proben, daher wurden die Silikafasern vor den

Messungen gemorsert.

Abb. 4.5. TEM-Aufnahmen nach dem Calcinieren der Kompositfasern (hochorganisierte
Porenstruktur der Silikafasern (a); Aufnahme eines Diinnschnitts, der senkrecht zu einer

Protofaserldngsachse durchgefiihrt wurde (b)).

In Abbildung 4.5. sind die TEM-Aufnahmen der Silikafasern gezeigt. Interessanterweise
konnen oft die Protofaserelemente mit einem Durchmesser von ~100 nm abgebildet werden.
Durch das Morsern brechen die Fasern offensichtlich an den Klebestellen zwischen den
Protofasern. Diese bleiben als kompakte, stabile Strukturelemente intakt. Es lassen sich
anhand  der  elektronenkontrastreichen  und  elektronenkontrastarmen  Bereiche
hochorganisierte, liber mehrere hundert Nanometer parallel ausgerichtete Poren identifizieren
(Abb. 4.5 a). Diese Poren besitzen eine Breite von 3+0.5 nm. Durch Diinnschnitte senkrecht
zur Hauptachse der Protofasern wird die Abbildung der Porenquerschnitte ermoglicht
(Abb. 4.5 b). Der mittlere Abstand zwischen zwei benachbarten Poren in dichtester Packung
lie} sich in diesen Bereichen gut bestimmen und betridgt 5.6+0.6 nm. Die Porenquerschnitte
erscheinen rund, welches aber durch Scherungseffekte beim Schneiden oder die Wahl der

Fokusebene bei den TEM-Messungen verursacht werden kann.
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Des Weiteren scheinen die Poren nicht perfekt 2D-hexagonal gepackt zu sein, wie z.B. fiir die
Silikamaterialien MCM-41 charakteristisch, sondern es ist vielmehr eine lineare Stapelung
erkennbar. Genauere Aussagen zu den Porenquerschnitten und der Porenanordnung wiirden
TEM-Tomographiemessungen liefern, die jedoch aus zeitlichen Griinden im Rahmen dieser

Arbeit nicht durchgefiihrt werden konnten.
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Abb. 4.6. Analyse der Porengroflen und Porenanordnungen der pordsen Silikafasern (SAXS-
Streukurve mit einem Signal bei 5.8 nm (a); Stickstoffadsorptionsisotherme (b) sowie

differentielle und kumulierte Porengréf3en bzw. —volumen Berechnungen (c)).
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Der Verlauf der Stickstoffsorptionsisothermen pordser Silikate ist charakteristisch und hiangt
von Porengrofle und PorengroBenverteilung ab. Dabei kann zwischen dem Vorhandensein von
Mikro-, Meso- und Makroporen unterschieden werden. Die Stickstoffsorptionsisotherme der
untersuchten Silikafasern macht deutlich, dass schon bei niedrigen Partialdriicken grofie
Mengen an Stickstoff aufgenommen wurden (Abb. 4.6 b). Dieses Verhalten ist typisch fiir
Mikroporen oder Mesoporen mit Durchmessern von hdchstens 2-3 nm. Es wurde keine
Hysterese bei der Desorption beobachtet, was filir gut zugdngliche, recht einheitliche Poren
spricht. Eine genaue Analyse der PorengroBenverteilung (differentielle und kumulierte DFT-
Kalkulationen; Abb. 4.6 c)) ergab zwei Maxima bei Porengrofen von 1.1 nm (Mikroporen)
und 2.9 nm (Mesoporen). Das totale Porenvolumen wurde mit 0.69 cm’/g berechnet, wovon
0.12 cm’/g von den Mikroporen, 0.30 cm®/g von den Mesoporen und das restliche Volumen
von Makroporen zwischen einzelnen Faserkomponenten erzeugt werden. Mittels
BET-Analyse wurde eine spezifische Oberfliche von 870 m*/g bestimmt.

Nach der Analyse der Porenstruktur im calcinierten Material bleibt festzustellen, dass die
Poren regelmdBig und parallel ausgerichtet innerhalb der Silikamatrix vorliegen. Die
Dimensionen der analysierten Poren lassen sich gut mit den Dimensionen der PEO-Peptid
Nanobénder in Einklang bringen. Innerhalb der Fehlergrenzen sind die mit den verschiedenen
Methoden ermittelten Werte fiir die Porengréf3e bzw. den Porenabstand identisch. Der fiir die
im TEM abgebildeten Mesoporen gefundene Wert von ~2.9 nm korreliert gut mit den
Dimensionen des Peptidkerns, dessen Breite mit 2.6-2.8 nm angegeben wurde. Die seitlich am
Peptidkern gekniult vorliegenden PEO-Ketten werden vermutlich vom Silikanetzwerk
eingeschlossen und sind nach dem Calcinieren fiir das Entstehen der Mikroporen

h'*") Diese Ubereinstimmung der PorengréBen mit den AusmaBen der PEO-

verantwortlic
Peptid(VT)-Nanobédnder ldsst den Schluss zu, dass die PEO-Peptid-Nanobédnder in den

Protokompositfasern ebenfalls parallel, in Richtung der Hauptfaserachse ausgerichtet sind.

4.1.4. Systematische Variationen der Reaktionsbedingungen

Die bisher aus der Analyse der Komposit- und Silikafasern gewonnenen Ergebnisse deuten
auf einen selbstorganisierenden und -regulierenden Silifizierungsprozess hin. Diese Annahme
wird unter anderem durch das Auftreten der definierten Feinstruktur (einheitliche
Protokompositfasern) und durch die einheitlichen Silikawanddicken zwischen den Poren

gestutzt.
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Eine systematische Variation ausgewihlter Reaktionsparameter sollte diese Annahme
bestitigen und das mechanistische Verstindnis fiir den Silifizierungsprozess unterstiitzen.
Dabei sollte vornehmlich aufgeklirt werden, ob sich eine Erhéhung des Uberschusses an
Silikavorldufer auf die Zusammensetzung der Fasern auswirkt und ob sich die Porenabstinde
in Folge vermehrter Silikaeinlagerung vergroBBern. Weiterhin wurde der Einfluss der
Alterungszeit in Abhiingigkeit vom eingesetzten Uberschuss an Silikaprecursor untersucht.
Ein weiterer wichtiger Parameter war die Hydrolysezeit des Tetramethoxysilans, die fiir eine
erfolgreiche Reaktion 45 min nicht unter- und 6 h nicht {liberschreiten durfte. Dies deutet
darauf hin, dass sowohl eine zu geringe Konzentration freier Silanolgruppen als auch zu stark
vernetzte Kieselsdureoligomere die Bildung der makroskopischen Kompositfasern verhindert.
Im beschriebenen Zeitfenster hat die Hydrolysezeit der TMOS/HCI-Mischung aber keinen
entscheidenden Einfluss auf die mikroskopische Struktur der Fasern.

Bei konstanter Konzentration an PEO-Peptid(VT)-Nanobander (1.2 mg/mL in EtOH) wurde
die Menge an hinzugefiigtem Silikaprecursor zwischen 10 und 2400 Aq. pro PEO-Peptid-
Konjugatmolekiil variiert. Dabei stellt die zugegebene Menge von 150 pL/mL an
hydrolysiertem Silikavorldufer (2400 Aq.) das Maximum dar. Bei einer weiteren Erhéhung
der Kieselsduredquivalente konnte kein Ausfallen der Kompositfasern beobachtet werden. Bei
den niedrigeren Silikavorliuferkonzentrationen 0.62 pL/mL (10 Aq.) bzw. 2.47 pL/mL
(40 Aq.) kam es nicht zum Ausfallen einer kompakten Faser, sondern es wurden diinne,
mikroskopisch kleine Faserbilindel gebildet. Das spricht dafiir, dass gerade so viel
Silikaprecursor in der Losung vorhanden ist, um stabile Protokompositfasern auszubilden.
Das weitere Verkleben dieser findet aus Mangel an kondensationsfahigen
Kieselsduremolekiilen nicht spontan statt.

Daher sollen im folgenden Kompositfasern miteinander verglichen werden, die mit
480 Kieselsduredquivalenten (30 pL/mL Nanobandlosung) und der fiinffachen Menge
(2400 Aq., 150 pL/mL) an Silikaprecursor dargestellt wurden. Nach 10 Minuten sowie 48 h
Alterungszeit wurden die entstandenen Kompositfasern aus dem Fillungsbad entfernt. Wenn
der Silifizierungsprozess selbstorganisierend bzw. selbstregulierend stattfindet, sollte der
Uberschuss an eingesetzten Kieselsduresiquivalenten den strukturellen Aufbau der Fasern

nicht wesentlich beeinflussen.
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In Abbildung 4.7. sind SEM-Aufnahmen der unterschiedlich praparierten Kompositfasern
gegeniibergestellt.

150 pLA

Menge an vorhydrolysierten TMOS

30 ulq K

Alterungszeit

Abb. 4.7. SEM-Aufnahmen verdeutlichen die mikroskopische Struktur von Kompositfasern,
die nach unterschiedlichen Reaktionsbedingungen (Variation des Silikavorlduferiiberschusses
und der Alterungszeit) dargestellt wurden. Es werden jeweils Proben mit geringerer Menge an
hydrolysiertem TMOS (30 pL, 480 Aq.) und hoherer Konzentration an , Kieselsiure® (150
uL, 2400 Aq.) bei Alterungszeiten von 10 Minuten und 48 Stunden miteinander verglichen.

Die mikrostrukturellen Unterschiede sind nur geringfiigig ausgeprigt. Zeigen die SEM-
Aufnahmen der Kompositfasern mit 480-fachem Uberschuss an Silikaprecursor
(Abb. 4.7 a, c) eher einzeln vorliegende Protokompositfasern in einer netzwerkartigen
Anordnung, so tritt mit der Zunahme des Silikaprecursors eine vermehrte Biindelbildung auf.
Bei den Faserproben, die mit 2400 Aq. ,Kieselsiure” (Abb. 4.7 b, d) dargestellt wurden,
werden fast ausschlieBlich Biindel der Protofasern, mit Durchmessern von bis zu 2 pm,
beobachtet. Eine exakte Unterscheidung einzelner Protokompositfasern in diesen Biindeln ist

teilweise nicht mehr moglich.
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Dennoch bilden sich wunabhingig vom Silikavorlduferiiberschuss die gleichen
Strukturelemente aus. Alle Proben sind aus einheitlichen Protokompositfasern mit
Durchmessern von ~95 nm aufgebaut. Die Variation der Alterungszeit zwischen 10 min und
48 h hat bei gleichen Silikavorlaufermengen kaum Auswirkungen auf die Struktur der Proben.
Das Verhiltnis von nicht aggregierten Protofasern zu Faserbiindeln wird durch die Menge an
Kieselsduredquivalenten bestimmt und dndert sich mit der Zeit kaum.

Die Zusammensetzung der Kompositfasern &dndert sich in Abhéngigkeit der
Reaktionsparameter nur minimal. Aus Abbildung 4.8. geht hervor, dass der prozentuale Anteil
an anorganischem Material trotzt der fiinffachen Menge an zur Verfiigung stehendem
Silikaprecursor bei gleichen Alterungszeiten nur jeweils um ~2% steigt (Abb. 4.8, Vergleich
Probe a mit b bzw. ¢ mit d). Wird die Alterungszeit von 10 min auf 48 h erhoht, steigt der
Anteil an Silikamatrix im Vergleich zu den organischen Komponenten interessanterweise
unabhéngig von der vorhandenen Silikavorldufermenge um ~4% (Abb. 4.8, Vergleich von

Probe a mit ¢ bzw. b mit d).

vorhydrolysierte | Alterungs- | Gesamtmasseverlust drnax
Probe | TMOS-Lésung zeit beim Calcinieren |Porenabstand
(UL) (Gew.-%) (nm)
a 30 10 min 4542 4.8
b 150 10 min 4342 4.7
c 30 48 h 4142 5.8
d 150 48 h 3942 5.9

100 4

104

I(q)

Abb. 4.8. Ubersicht der Rontgenkurven und Porenabstinde sowie der Zusammensetzung der

unterschiedlich praparierten Kompositfasern.

Des Weiteren wurden die Faserproben separat bei 550 °C calciniert, um den Porenaufbau
vergleichen zu konnen. Die aus TEM-Aufnahmen ermittelten Porengroen von ~3 nm sind

bei allen Kompositfaserproben innerhalb der Fehlergrenzen identisch.
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Beim Vergleich der mit SAXS ermittelten Porenabstinde fillt ein deutlicher Unterschied
zwischen den kiirzer gealterten und ldnger gealterten calcinierten Silikafasern auf. Liegen die
Werte nach einer Reaktionszeit von 10 min bei 4.8 nm (Abb. 4.8, Probe a) bzw. 4.7 nm
(Abb. 4.8, Probe b), so erhohen sie sich nach einer Alterungszeit von 48 h auf 5.8 nm
(Abb. 4.8, Probe c) bzw. 5.9 nm (Abb. 4.8, Probe d). Bei lingeren Alterungszeiten sind
Nachkondensationsprozesse innerhalb des Silikanetzwerkes moglich, die zu einer
Stabilisierung des selbigen fiihren. Die groferen Porenabstinde konnen vermutlich darauf
zuriickgefiihrt werden, dass beim Calcinieren das stabilisierte, festere Netzwerk weniger
schrumpft als ein leicht vernetztes Gertist.

Die bisher beschriebenen Ergebnisse lassen nachfolgende Schlussfolgerungen zu: Der primére
Silifizierungsprozess findet sehr schnell statt und wird nur wenig von den
Reaktionsbedingungen beeinflusst. Es werden in jedem Fall einheitliche Protokompositfasern
gebildet (Abb. 4.7). Dabei sollte aber mindestens ein Uberschuss von ~100 Agq.
Silikaprecursor in Bezug auf das PEO-Peptid-Konjugat vorhanden sein, um die Bildung
makroskopischer Kompositfasern zu ermdglichen. Eine Erhohung der Mengen an
Silikaprecursor fiihrt nicht zu einer Verdickung des Silikamaterials zwischen den PEO-
Peptid-Nanobindern. Dies wurde iiber die Bestimmung der Porenabstinde mittels
Rontgenmessungen bestétigt. TGA-Messungen belegen aullerdem, dass sich der Silikaanteil
in den Kompositfasern mit VergroBerung des Uberschusses an Silikavorliufer im
Reaktionsgemisch nur unwesentlich (~2%) @ndert. Trotz der erhohten Silikaprecursormenge
werden davon in etwa gleiche Mengen fiir die Kompositfaserbildung genutzt. Der prozentuale
Anteil von ausgenutztem Silika im Vergleich mit hinzugefiigtem Silika sinkt dabei von ~10%
(30 uL, 480 Aq.) auf ~2% (150 pL, 2400 Aq.). Diese Beobachtung bestitigt die Annahme,
dass die Nanobdnder die Kondensationsreaktion kontrollieren und nur bestimmte Mengen an
Silika in das Kompositmaterial integriert werden. Bei ldngeren Alterungszeiten lduft nach der
Kompositfaserbildung ein zweiter, langsamer Prozess ab. Hierbei kommt es zu einer
verstiarkten Kondensation von Silika an den Faseroberflichen. Dieser Prozess lduft sowohl
zwischen den netzwerkartigen Strukturen als auch auf der Oberfliche von
Protokompositfaserbiindeln ab. Diese werden von einer Silikaschicht iiberzogen, so dass
einzelne Protofaserelemente nicht mehr eindeutig identifiziert werden konnen. Dieser
Sekundérprozess, der nicht sehr stark ausgeprégt ist, fiihrt zur Erhdhung des Silikaanteils in

den Fasern um ~4% und ist relativ unabhingig von der Silikaprecursormenge.
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4.1.5. Mechanismus der Kompositfaserbildung

5] und Bezug nehmend auf die

Ausgehend von bekannten Biosilifizierungsmechanismen
gewonnenen Erkenntnisse wird der folgende Mechanismus der Kompositfaserbildung
vorgeschlagen. Ausgangspunkt der Reaktion ist die Zugabe der Kieselsdurequelle
(hydrolysierte TMOS-L6sung) zu einer Losung der PEO-Peptid(VT)-Nanobénder in Ethanol.
Dabei erhoht sich durch den Verdiinnungseffekt der scheinbare pH-Wert der TMOS/HCI-
Mischung von ~1 auf 6-7. In diesem pH-Wert-Bereich sind Kieselsduremolekiile und
Kieselsdureoligomere negativ geladen”. Als mogliche Wechselwirkungen mit den PEO-

21 mit den

Peptid(VT)-Nanobinder kommen somit einerseits ionische Wechselwirkungen!
positiv geladenen N,N-Dimethylglycinen, andererseits Wasserstoftbriickenbindungen oder
hydrophobe Effekte mit den Threoninseitenketten in Frage. Es wird postuliert, dass diese
Wechselwirkungen zur Bindung der Kieselsduremolekiile auf dem funktionalen Peptidband
fiihren. Die lokale Erhohung der Konzentration an Si(OH)s; beschleunigt lokal die
Kondensation zu einem kompakten Silikanetzwerk. Interessanterweise zeigt der
vorgeschlagene Reaktionsweg viele Analogien zu biologischen Silifizierungsprozessen!'**.
Von Biosilifizierungsreaktionen in Kieselalgen bekannt ist, dass Kieselsdure entweder auf
kationischen  Peptidsequenzen  oder  hydroxylgruppenreichen  B-Faltblattstrukturen
angereichert wird. Auch Computersimulationen schlagen katalysierte Reaktionswege mit
niedriger ~ Aktivierungsenergie  flir ~ Silikakondensationen auf  Oberflichen  mit

(1231 ynd unterstiitzen somit den

Hydroxylgruppen in hydrophober Umgebung vor
vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus.

Eine durch bevorzugte Adsorption von Kieselsiure an den PEO-Ketten ausgeloste
Kondensation kann nach den vorliegenden Ergebnissen weitgehend ausgeschlossen werden.
Polyethylenoxid als Analogon zu Kronenethern ist zwar fiir seine hohe
Komplexierungsaffinitét, besonders gegeniiber Alkalimetallionen, bekannt und konnte daher
auch Kieselsdure aufnehmen. Allerdings bestdtigten verschiedene Kontrollexperimente in
denen die PEO-Peptid(VT)-Nanobinder durch PEO-Block- oder PEO-graft-Strukturen ersetzt
wurden, dass kein dominierender Effekt der PEO-Ketten nachgewiesen werden konnte.
Wurden Poly(octa(ethylen-glycol)methacrylat) oder P123 (PEO-block-PPO-block-PEQO) unter

denselben Bedingungen wie die PEO-Peptid-Nanobander mit dem Silikaprecursor gemischt,

lieB sich in keinem Fall eine Anreicherung von Silika auf den Polymerstrukturen nachweisen.
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Dies wurde durch AFM- und TEM-Messungen unabhingig von den Konzentrationen der
PEO-Polymere und dem Uberschuss an Silikaprecursor nachgewiesen. AuBerdem wurde
niemals das Ausfallen von silikatischem Material beobachtet.

Diese Experimente unterstreichen die Wichtigkeit des Peptidkerns zur Bindung der
Kieselsdure in der Silifizierungsreaktion. In Abbildung 4.9. wird der Mechanismus der

Bildung der hierarchischen Kompositfasern schematisch dargestellt.

Primarsilifizierung
(Nanokompaositbander)
Hierarchielevel 4 Stapelbildung der Sekundérsilifizierung
Nanokompositbander (Protokompositfasern)
Hierarchielevel 5

Abb. 4.9. Schematische Darstellung des Mechanismus der Kompositfaserbildung, in der die

verschiedenen Hierarchieebenen veranschaulicht werden.

Der Silifizierungsprozess startet mit der Kieselsdureanreicherung auf beiden Seiten der
Nanobédnder (Abb. 4.9 a). Anschlieend kommt es in einem synergistischen Prozess zur
Anordnung dieser silifizierten Nanobédnder in Stapeln (Abb. 4.9 b). Dabei wirken die
lockeren, nicht vollstdndig durchkondensierten Silikanetzwerke als ,,Klebstoff* zwischen den
Fasern. Dies wurde anhand der TEM-Aufnahmen und der Rontgenstreukurven calcinierter
Silikafasern nachgewiesen. Es wurde eine recht regelméfige, parallele Anordnung der Poren
in gleichbleibenden Abstinden gefunden. Die PEO-Peptid(VT)-Nanobinder binden
offensichtlich nur so viel der vorhandenen Kieselsduremolekiile, wie zur Ausbildung einer

stabilen Struktur notig ist.



4 Peptidgelenkte Synthese hierarchisch aufgebauter Kompositfasern 52

TEM-Aufnahmen der Porenstruktur der calcinierten Silikafasern geben auBlerdem Hinweise
darauf, dass bei der Anordnung der silifizierten Nanobidnder eine recht lineare
Stapelarchitektur eingenommen wird. In einem zweiten Schritt aggregieren kleine Stapel
lateral tiber ihre teilweise silifizierten PEO-Ketten (Abb. 4.9 ¢). Sekundar wird die Struktur
durch Einbinden und Kondensation weiterer Kieselsdure stabilisiert. Die resultierenden
Protokompositfasern bestimmen dann wie bereits beschrieben durch Biindelbildung die
makroskopische Form der Kompositfasern.

Diese Mikrostruktur mit den einheitlichen Grundelementen, den Protokompositfasern, wird
auf den SEM-Aufnahmen sichtbar. In einer schnellen selbstkontrollierenden Reaktion entsteht
also ein komplexes Hybridmaterial mit sechs Hierarchieebenen, die wie folgt
zusammengefasst werden konnen: Die PEO-Peptid-Konjugate (Hierarchielevel 1, siche Abb.
2.13 a) aggregieren 1im ersten Selbstorganisationsschritt zu [(-Faltblatt-Tapes
(Hierarchielevel 2, Abb. 2.13 b) und den faserartigen PEO-Peptid(VT)-Nanobénder
(Hierarchielevel 3, Abb. 2.13 <¢). In der Silifizierungsreaktion, dem zweiten
Selbstorganisationsschritt, wird zundchst Silika auf der Oberfliche der PEO-Peptid(VT)-
Nanobidnder angelagert, sogenannte Nanokompositbinder entstehen (Hierarchielevel 4,
Abb. 4.9 a). Weitere Aggregation fiihrt liber die Protokompositfasern (Hierarchielevel 5,
Abb. 4.9 c¢) zu Faserbiindeln (Hierarchielevel 6) und abschlieBend zu makroskopischen
Kompositfasern. Dieser letzte Prozess entspricht keinem separaten Hierarchielevel, da die
Organisation keinem definierten Motiv folgt. Die Verschlaufung der Protokompositfasern

kann eher mit dem Verspinnen der Proteinfasern in Wolle verglichen werden.

4.2. Isolierung und Charakterisierung der Nanokompositbinder

Aus materialwissenschaftlicher Sicht ist die Synthese starrer, nanoskopischer Glasfasern bzw.

129 . . . ..
| Sie konnten vor allem in faserverstirkten

Glas-Kompositfasern sehr interessant!
Kompositmaterialien oder potenziell als Analoga zu optischen Glasfaserkabeln eingesetzt
werden. Hierbei sind effiziente und schnelle Syntheserouten von Vorteil, die in der Natur bei
Biosilifizierungsreaktionen zu beobachten sind. In der Natur wird als Silikaquelle Kieselsdure
genutzt, die in geringen Konzentrationen (~90 puM)!® in den Ozeanen vorkommt.
Spezialisierte, faserartige Proteinfilamente binden die Kieselsduremolekiile und kontrollieren
den Silifizierungsprozess, so dass Kondensationsreaktionen und der Aufbau des

Silikanetzwerkes nur in bestimmten Kompartimenten ablaufen!'*'.



4 TIsolierung der Nanokompositbéinder 53

Die technische Synthese nanoskopischer, faserartiger Silikakomposite gelang mit
unterschiedlichen Templatmolekiilen, die die Funktion natiirlicher Proteinfilamente
{ibernahmen!'*?). Dabei waren im Allgemeinen Reaktionszeiten von 3-7 Tagen notwendig.

Im vorangegangenen Kapitel wurde der peptidgelenkte Mechanismus  der
Silifizierungsreaktion der PEO-Peptid(VT)-Nanobédnder vorgestellt. Als Primérschritt wurde
die Bildung von Nanokompositbidndern postuliert. Es sollte daher aufgeklart werden, ob die
Isolierung einzelner Nanokompositbdnder moglich ist. Damit sollten einerseits der
vorgeschlagene Reaktionsmechanismus bestétigt und andererseits definierte Nanokomposit-
fasern synthetisiert werden. Aullerdem sollte untersucht werden, mit welcher Effizienz die
PEO-Peptid(VT)-Nanobinder Kieselsduremolekiile binden, ob die Kondensation des
Silikanetzwerkes von der Oberfliche der PEO-Peptid(VT)-Nanobinder aus beginnt und
welche Wechselwirkungen zwischen funktionellen Gruppen der Faseraggregate und den

Kieselsdauremolekiilen beteiligt sind.

4.2.1. Synthese und Charakterisierung der Nanokompositbiéinder

Da eine direkte Analyse der Reaktionsgemische durch AFM oder TEM angestrebt wurde und
eine nachtragliche Verdiinnung vermieden werden sollte, erwies sich eine Konzentration der
PEO-Peptid(VT)-Nanobiander von 0.12 mg/mL als vorteilhaft. In einem typischen Versuch
wurden 1.2 pL einer verdiinnten Losung (700 mM in EtOH) des hydrolysierten TMOS zu
2 mL einer Losung der PEO-Peptid-Nanobénder in Ethanol gegeben. Es wurde dabei mit nur
10 Aquivalenten Uberschuss Silikaprecursor pro PEO-Peptid-Konjugat gearbeitet, welches
2.5 Aq. pro Threonin Hydroxylgruppe entspricht. Nach einer Reaktionszeit von 10 Sekunden
wurde die Reaktion im Allgemeinen abgebrochen, in dem das Reaktionsgemisch auf die
entsprechenden Analysentrdger (MICA fiir AFM, kohlenstoftbeschichtete Kupfergrids fiir
TEM) aufgetropft wurde.

Die AFM-Aufnahmen in Abbildung 4.10. zeigen die Nanobdnder nach der
Silifizierungsreaktion. Es werden einheitliche, steife, bandartige Objekte gefunden
(Abb. 4.10 a). Die erhaltenen Nanokompositbédnder zeichnen sich gegeniiber den nicht
silifizierten PEO-Peptid(VT)-Nanobdndern durch ein Ansteigen der Langen von
durchschnittlich 800 nm auf {iber 5 pm aus. Auch die messbaren Hohen steigen von 1.4 nm
auf 3.1 nm (Abb. 4.10 c), wihrend die Breiten sich mit ~15 nm (Abb. 4.10 d) nur wenig

andern.
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Abb. 4.10. AFM-Aufnahme der entstehenden nanoskopischen Kompositbdnder nach der
Silifizierungsreaktion. Die dargestellten Hohenprofile belegen ein Hohenwachstum auf

3.1 nm im Vergleich zu den nicht silifizierten PEO-Peptid(VT)-Nanobindern.

Das Ansteigen der Hohen der abgebildeten Fasern legt einen Einbau von Silika in die
Nanobédnder nahe. Mittels Zentrifugation des Reaktionsgemisches konnten die
Nanokompositbinder isoliert und IR-spektroskopisch analysiert werden. Sie enthalten
nachweislich sowohl die p-Faltblatt typischen Amid-Schwingungsbanden bei 1629 cm’
(Amid-I) und 1558 cm” (Amid-II) als auch die fiir Silikanetzwerke charakteristische
Si-O-Si-Schwingungsbande bei 1050 cm™ (Abb. 4.11 ¢). Damit kann auf das Vorhandensein
ungestorter PEO-Peptid-Aggregate als auch des Silikanetzwerkes geschlossen werden. In
Kontrollexperimenten die einerseits ohne die PEO-Peptid-Nanobidnder und andererseits ohne
Silikaprecursor durchgefiihrt wurden, konnten keine durch Zentrifugation abtrennbaren Stoffe
erhalten werden.

Weiteren Aufschluss liber die Struktur der Nanokompositbédnder und die Art und Weise der
Integration des Silika in die PEO-Peptid-Aggregate gaben TEM-Untersuchungen. Hierbei
wurden ebenfalls faserartige Strukturen gefunden, die im Gegensatz zu den nicht silifizierten
PEO-Peptid(VT)-Nanobidndern einen deutlich erhohten Elektronenkontrast aufweisen
(Abb. 4.11 a). Die Breite der Fasern wurde mit 1142 nm bestimmt. Zusétzlich zu der
IR-Messung konnte das  Erhaltenbleiben des p-Faltblattmotivs wéhrend der
Silifizierungsreaktion durch SAED bestiitigt werden, indem das typische d-spacing bei 4.8 A
detektiert wurde (Abb. 4.11 b).
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Abb. 4.11. TEM-Aufnahme von separierten Nanokompositbdndern mit elektronenkontrast-
reichen Seiten und einem mittleren elektronenkontrastarmen Bereich (a). Nachweis der
Hybridstruktur ~ durch  detektiertes d-spacing bei 4.8 A  (charakteristisch fiir
B-Faltblattbereiche) im SAED (b) und typische IR-Banden fiir PEO-Peptid(VT)-Nanobander

und Silikanetzwerk (c).

Aus den bisher beschriebenen Beobachtungen ldsst sich eine erste Vorstellung iiber den
Aufbau der Nanokompositbdnder entwickeln. Die erhohte Steifigkeit und die Zunahme der
Liangen sind auf den Einbau silikatischen Materials in die PEO-Peptid(VT)-Nanobénder
zuriickzufilhren. Es wird eine Stabilisierung erreicht, die moglicherweise das
Auseinanderbrechen lidngerer Fasern in der Losung z.B. durch thermische Fluktuationen
verhindert'"**, Weiterhin sind die entstehenden Nanokompositbinder hoher als die nicht
silifizierten PEO-Peptid(VT)-Nanobinder. Die Auswertung des Hohenprofils der AFM-
Messungen ergab ein Anwachsen um insgesamt 1.7+0.3 nm, was auf die Ausbildung einer
~0.8 nm dicken Silikaschicht auf beiden Seiten der PEO-Peptid-Nanobdndern hindeutet
(Abb. 4.12).
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Es liegt nahe, dass sich der Peptidkern zentral innerhalb der Nanokompositbédnder befindet
und die Kondensation von diesem her startet, da sehr regelméfige Faserquerschnitte
beobachtet werden. Auflerdem zeigen die TEM-Aufnahmen der Fasern mittig einen Bereich
niedrigen Elektronenkontrastes, welcher beidseitig von 4.2+0.2 nm breiten Bereichen mit
hohem Elektronenkontrast flankiert wird (Abb. 4.11 a). Der elektronenkontrastarme Streifen
hat eine Breite von 2.7+0.2 nm, die mit der Breite des B-Faltblatt Peptidkerns iibereinstimmt.

Die Verteilung des Silikanetzwerkes innerhalb der Nanokompositbdnder ist schematisch in
Abbildung 4.12. dargestellt. Hierbei wird davon ausgegangen, dass der Peptidkern nicht
wesentlich zum Elektronenkontrast beitrdgt und die Silikaschicht in diesem Bereich diinner ist
als an den Seiten. Die Kondensation setzt sich vom Kern her fort, so dass die Silikamatrix in

die PEO-Knéule integriert wird und dort die elektronenkontrastreichen Gebiete bildet.

11£2 nm

.1 nm

B-Faltblatt Silikanetzwerk
Peptidkern

Abb. 4.12. Schematische Darstellung eines Protokompositbandes, welche die Verteilung des
Silikanetzwerkes innerhalb der Struktur und die mittels AFM und TEM bestimmten
Dimensionen verdeutlicht. Beide Seiten des Peptidkerns sind mit einer homogenen

Silikaschicht bedeckt, die ebenfalls in die benachbarten PEO-Ketten eingebaut ist.

Ein Vergleich der durch AFM und TEM ermittelten Werte fiir die Breite der
Nanokompositbander (~15 nm bzw. ~11 nm) liegt im Bereich der Fehlergrenzen beider
Methoden. Méglicherweise kann dies aber ebenso als Hinweis gedeutet werden, dass nicht
oder schwach silifizierte PEO-Ketten, die einen schwachen Elektronenkontrast liefern, an den
Seiten der Fasern vorliegen. Dies konnte vermutlich eine Erkldrung fiir die kolloidale
Stabilitit der Nanokompositbdnder bieten, da die unsilifizierten PEO-Ketten die

Nanokompositbinder vor weiterer Aggregation abschirmen.
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Die Isolierung der Nanokompositbidnder unterstiitzt den fiir die Silifizierungsreaktion
postulierten Mechanismus. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die funktionalen PEO-
Peptid-Nanobinder die Funktion von Silika Morphogeneseproteinen iibernehmen. Ahnlich
wie Silikateine oder Silaffine besitzen die PEO-Peptid(VT)-Nanobidnder eine starke
Bindungsaffinitit gegeniiber Kieselsdure und konnen deren Kondensation zu
Silikanetzwerken kontrollieren. Es war mdglich mit einer Kieselsdurekonzentration, die nur
rund dreimal hoher ist, als die Durchschnittskonzentration in den Ozeanen, definierte
nanoskopische Kompositfasern darzustellen. AuBerdem konnte die Silifizierung in sehr

kurzen Reaktionszeiten beobachtet werden.

4.2.2. Einfluss der Reaktionsbedingungen auf die Nanokompositbander

Wie schon die makroskopischen Kompositfasern wurden die Nanokompositbidnder in Bezug
auf die strukturellen Einfliisse von Silikavorlduferiiberschuss und Alterungszeit untersucht. Es
konnte festgestellt werden, dass bei Kieselsdurekonzentrationen unter 10 Aq. pro PEO-Peptid-
Konjugat nur eine unzureichende Silifizierung statt fand, d.h. es wurden nur einige Fasern
oder Teilbereiche von Fasern mit einer Silikahiille umgeben und keine einheitlichen Fasern
ausgebildet. Dies konnte erwartet werden, da die Ausbildung eines durchkondensierten
Silikanetzwerkes mit weniger als 10 Aq. Silikavorldufer theoretisch schlecht méglich ist. In
weiteren Experimenten wurde unter Konstanthalten der Alterungszeit (10 Sekunden) der
Silikaprecursoriiberschuss zwischen 20 und 480 Aquivalenten variiert. Abbildung 4.13.
prasentiert AFM-Bilder der Nanokompositbidnder die nach Zugabe von 10, 20, 40 und
480 Aq. Silikavorldufer aus den Reaktionsgemischen isoliert wurden.

Es wird deutlich, dass je mehr Kieselsduredquivalente in der Losung vorliegen, desto mehr
Silika wird in die Faserstrukturen integriert und damit nimmt die Hohe der
Nanokompositbinder zu (Vergleich 3.1 nm (Abb. 4.13 a) zu 3.8 nm (Abb. 4.13 b)). Dies
erhoht auBBerdem die Steifigkeit und ,,Klebrigkeit der Nanokompositbander, bei Verlust der
kolloidalen Stabilitit. Konsequenterweise aggregieren die nanoskopischen Kompositbédnder
primir zu Biindeln (Abb. 4.13 ¢) und bei hohem Uberschuss an Silikaprecursor zu

mikroskopisch groen Faserkndulen (Abb. 4.13 d).
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Abb. 4.13. AFM-Aufnahmen der Nanokompositbdander in Abhéngigkeit von der zugefiigten
Menge an Kieselsduredquivalenten. Mit steigendem Silikaiiberschuss steigt die Tendenz der

Nanokompositbander zur Biindelbildung.

Fiir die verschiedenen Silikakonzentrationen wurde anschlieBend die Alterungszeit von
10 Sekunden iiber 10 Minuten auf 16 Stunden verldngert. Dabei scheint die Alterungszeit im
Fall der mit 10 Aq. Kieselsiure entstehenden Nanokompositbinder keinen Einfluss auf deren
Struktur zu haben. Nanokompositbdnder und hydrolysiertes TMOS befinden sich in einer
Gleichgewichtskonzentration, bei der im Laufe der Zeit kein zusitzliches Silika angelagert
und eine Aggregation der Fasern nicht ausgelost wird.

Bei leichter Erhohung der Kieselsiurekonzentration auf 20 Aquivalente war unter den jetzt
vorliegenden Reaktionsbedingungen ein zeitlicher Einfluss sichtbar. Nach einer Reaktionszeit
von 10 s zeigten die AFM-Aufnahmen in Abbildung 4.14. steife Nanokompositbdnder mit
einer Hohe von 3.4+0.3 nm und Léngen von >5 pm. Weiteres Altern fithrte nach 10 min zu
einer Koexistenz einzelner Kompositbdnder (Hohe = 3.8+0.3 nm) mit Faserbiindeln, deren
Hoéhen bis zu 15 nm betragen. Nach 16 h sind simtliche Nanokompositbénder in Faserbiindel
integriert. Hohen- und Breitenwachstum ldsst Faserbiindel mit einem Querschnitt von

40x80 nm entstehen.
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Abb. 4.14. Variation der Alterungszeit zwischen 10 Sekunden (a), 10 Minuten (b) bis zu
16 Stunden (c) bei einem Silikavorliuferiiberschuss von 20 Aq. Die AFM-Aufnahmen zeigen

einen Anstieg in der Menge an Faserbiindeln mit zunehmender Alterungszeit.

Die Strukturanalyse der gebildeten Faserbiindel wurde bei den makroskopischen
Kompositfasern ausfiihrlich beschrieben. Die Biindelung der Nanokompositbénder fiihrt zu
Strukturen, die eine einheitliche Packungsdichte von 5.8 nm und die parallele Ausrichtung der
PEO-Peptid(VT)-Nanobinder entlang der Faserrichtung aufweisen.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass Nanokompositbdnder schon bei sehr geringen
Kieselsdurekonzentrationen in kurzer Zeit gebildet werden. Mit der Kontrolle der
Konzentration an PEO-Peptid(VT)-Nanobédndern und Silikavorlduferiiberschuss lassen sich
die Dimensionen der Kompositfasern gezielt zwischen nanoskopisch und makroskopisch
einstellen. Dabei wird der hierarchische Aufbau beibehalten, was auf einen toleranten,

robusten Selbstorganisationsprozess hinweist.

4.3. Plotten makroskopischer Kompositobjekte

Das biomedizinische Gebiet des ,,Tissue engineering® beschiftigt sich mit dem Versuch
synthetische Gertiststrukturen fiir das definierte Wachstum von Zellen und Gewebe zu
erschaffen. Damit soll die Grundlage fiir das kiinstliche Erzeugen von Organen, Knochen und
anderen Geweben gelegt werden. Diese synthetischen Geriiststrukturen (bisher meist
abbaubare Polymere darunter Polymilchsédure, Polyester und Polycaprolacton) sollten
dhnliche Materialeigenschaften haben wie die natiirliche Geriistmaterialien (Keratin,
Collagen)"**. Nur so ist eine ausreichende Kompatibilitit mit Zellen und Wachstumsfaktoren
gegeben, die das regenerative Wachstum von Gewebe auslosen. Daher sind die makro- und

mikrostrukturellen Eigenschaften der synthetischen Gerlistmaterialien entscheidend.
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Sie sollten sich durch eine hohe Porositit mit untereinander vernetzten, zugédnglichen Poren
auszeichnen und leicht in eine beliebige makroskopische Form gebracht werden kénnen!'?*!.
Des Weiteren miissen sie fiir den Einsatz in lebenden Organismen u.a. nicht giftig und nicht

135, 136] wurden

genverdndernd sein.3D-Druckprozesse (solid free-form fabrication, SFF)!
entwickelt, um die makroskopische Gestalt und die Porenstruktur kontrollieren zu kénnen. In
gedruckten Gertiststrukturen lassen sich der Grad der Porositit und die Porengrofle gezielt
einstellen. Meist werden die gewlinschten Gitterstrukturen durch ein 90° versetztes

Ubereinanderlegen mehrerer Ebenen von Linien gleichen Abstandes aufgebaut (Abb. 4.15).

(a) (b)

» rinte® , h
< > |
A\ S
DI) L
¥ D, : Linienbreite
e ] . L. . PorengréRe
- vl
L~ - o - - h . Hohe einer Lage
-

Abb. 4.15. Schematische Darstellung eines 3D-Druckprozesses (solid free-form fabrication,

SFF), entnommen aus Lit."**.

Eine bei allen Druckprozessen zu beachtende GroBe ist die Viskositdt der gedruckten
Losungen (,,Tinte*). Sie muss einerseits so hoch sein, dass die gedruckten Objekte ihre Form
halten und andererseits gute Verarbeitbarkeit gewihrleisten. Weiterhin ist ein schnelles
Aushérten der Strukturen nach dem Plotten ndtig, um definierte Objekte mit eindeutigen
Abgrenzungen zu generieren. Es gibt dabei je nach Art des eingesetzten Polymers

verschiedene Moglichkeiten des Aushértens. So koénnen Ein- und Zweikomponenten-

[134]

druckprozesse unterschieden werden. Eine Polymilchsdureldsung in Methylethylketon

wird z.B. durch Verdampfen des Losungsmittels gehértet (Einkomponentenprozess). Chitosan

dagegen wird in einem Zweikomponentenprozess verdruckt. Die Vernetzung des Gels erfolgt

mit Natronlauge. Hierbei wird das Chitosangel entweder in ein Natronlauge-Bad injiziert!*”

{135

oder beide Losungen werden direkt nacheinander auf dieselbe Stelle geplottet!*”. Weitere

Moglichkeiten sind die Verarbeitung von Polymerschmelzen, -pasten oder —dispersionen und

die Nutzung von reaktiven Monomeren!*°.
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Definierte anorganische Netzwerke konnen ebenfalls durch Druckprozesse erhalten

werden! "

I Ein Druckprozess fiir Titandioxidstrukturen wurde auf Basis von Sol-Gel-Chemie
mit Titanalkoxiden (z.B. Titandiisopropoxid-bisacetylacetonat) als ,,Tinte* entwickelt. Die
gedruckten Objekte hdrten in Folge von Vernetzungsprozessen durch Losungsmittel-
verdampfung an der Luft. AnschlieBendes Calcinieren ergibt die gewiinschte oxidische Phase.
Es konnten Linienbreiten von ca. 270 nm erreicht werden.

Bei der Darstellung von silikatischen Materialien gelingt bisher die Kontrolle der Nano- und
Mikrostrukturen, der PorengroBen, der Porengeometrien, der Chiralitit und der
Oberflachenfunktionalitdt sehr gut. Hierfiir wird in Sol-Gel-Routen die Templatierung einer
Vielzahl von Strukturen (kleine Molekiile bis hin zu Polymeramphiphilen) genutzt (siehe

1391 werden

Kap. 2.2.). Andere Methoden wie Nanocasting, Nanocoating oder Spraytechniken
ebenfalls zum kontrollierten Aufbau von Silikastrukturen verwendet. Eine entgegengesetzte
Strategie beruht auf dem Versuch Biosilifizierungsreaktionen nachzuahmen. Hierbei werden
meist anisotrope, nanoskopische Komposite erzeugt (siche Kap. 4.1.1.). Die Prozessierung
dieser Strukturen in makroskopische Objekte, unter Erhalt der Komplexitit und Porositit,
wire von gro3em Interesse.

In Kapitel 4.1.2. wurde die Synthese von hierarchisch strukturierten Kompositfasern
beschrieben. Diese makroskopischen Fasern bildeten sich innerhalb weniger Sekunden in
einem selbstorganisierten  Silifizierungsprozess. Wéhrend die Mikrostruktur  der
Kompositfasern mit sechs Hierarchieebenen sehr definiert ist, sollte die makroskopische
Gestalt optimiert werden. Idealerweise konnten beide Ansétze, die peptidkontrollierte
Silifizierung (bottom-up) und das Prozessieren in gewiinschte makroskopische Formen
(top-down), in einem integrierten Druckprozess vereinigt werden. Definierte Objekte mit
einer hierarchisch aufgebauten Mikrostruktur wéren auf diesem Weg zuginglich. Die
vorgestellte Vernetzung der PEO-Peptid(VT)-Nanobdnder durch Silika bietet alle
Voraussetzungen fiir einen erfolgreichen Plotprozess. Schnelle Reaktionszeiten und die hohe
Viskositédt eines Reaktionspartners (der ,, Tinte*) sollten das Verschmieren von gedruckten
Objekten minimieren. In einem Zweikomponentenprozess miisste dabei die zu druckende
Komponente zum Aushédrten mit der zweiten Komponente in definierter Form
zusammengebracht werden. Auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse wurde folgender

Plotprozess entwickelt.
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4.3.1. Entwicklung des Plotprozesses — Aufbau des Setup

Im Gegensatz zum Prozess, in dem die PEO-Peptid(VT)-Nanobidnder mit hydrolysiertem
TMOS unter Schiitteln zur Reaktion gebracht wurden, wurde bei dem entwickelten
Plotprozess die unverdiinnte Losung der Nanobidnder (20 mg/mL) in eine verdiinnte
Silikaprecursorlosung injiziert. In einer flachen Petrischale wurde das hydrolysierte
TMOS/HCI-Gemisch in Ethanol (30 pL/mL, 0.21 mol/L) vorgelegt. Die Losung der PEO-
Peptid-Nanobinder wurde, reguliert durch eine Spritzenpumpe, mit einer Geschwindigkeit
von 12 mL/h (bzw. 0.2 mL/min) durch eine HPLC-Kapillare (Durchmesser = 250 um) in die
Vernetzungslosung eingebracht. Dabei wurde die Kapillare knapp unterhalb des
Losungsmittelspiegels gefiihrt, um eine definierte Injektion zu gewdhrleisten. Nach
30-90 Sekunden war das Ausfallen eines strukturierten, farblosen zweidimensionalen
Objektes mit definierten Kanten zu beobachten.

Anfangs wurde die Kapillare mit der Hand gefiihrt, was das Plotten von variablen
2D-Objekten erlaubte. Eine SEM-Analyse der handgeplotteten Objekte zeigte die bekannte
aus netzwerkartigen Protokompositfasern aufgebaute Struktur. Um den Einfluss der
Plotgeschwindigkeit auf die gebildeten 2D-Objekte untersuchen zu konnen und eine exakt
geradlinige Bewegung zu garantieren, wurde der Druckkopf an den computergesteuerten
Tisch einer Drehbank angebracht. Dazu wurde am Schlitten eine Halterung fiir die Kapillare
installiert, die Petrischalen mit der Kieselsdurelosung wurden darunter platziert. Ein Foto der

umgebauten Drehbank ist in Abbildung 4.16. zu sehen.
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Abb. 4.16. Darstellung des verwendeten Aufbaus fiir den Plotprozess. Die Kapillare injizierte
mit einer konstanten Ausflussgeschwindigkeit von 0.2 mL/min die Losung der PEO-
Peptid(VT)-Nanobénder in die Vernetzungslosung mit Silikaprecursor. Die Geschwindigkeit
der Kapillare (Plotgeschwindigkeit) wurde iiber den Computer der Drehbank gesteuert und

zwischen 0.5 und 2 m/min eingestellt.

Die Plotbewegung konnte nun mit einer konstanten Geschwindigkeit und vollstindig
geradlinig ausgefiihrt werden. Unter diesen reproduzierbaren Bedingungen zeigt Abbildung
4.17. den Einfluss der Plotgeschwindigkeiten auf die makroskopische Form des ausfallenden

Kompositmaterials.

Abb. 4.17. Foto (a) und Lichtmikroskop-Aufnahmen (b) der geplotteten Kompositobjekte, die
die scharfen AuBlenbegrenzungen der Objekte und die Abhingigkeit der Linienbreite von der

Plotgeschwindigkeit verdeutlichen.
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Mit diesem Setup wurden geradlinige Objekte mit unterschiedlichen Plotgeschwindigkeiten
zwischen 0.5 und 2 m/min produziert. Beim Vergleich dieser Objekte ist der direkte Einfluss
der Plotgeschwindigkeit auf die Linienbreite offensichtlich. Die erhaltenen Lienen wurden
unter Beibehaltung der Injektionsrate je breiter, desto langsamer die Plotgeschwindigkeit
gewihlt wurde (Abb. 4.17 a). So lassen sich die Linienbreiten der Kompositobjekte zwischen
~700 pum (0.5 m/min, Abb. 4.17 b) und ~150 pum (2 m/min, Abb. 4.17 ¢) einstellen. Dies kann
mit der Reduktion der gedruckten Menge an PEO-Peptid-Nanobédndern pro Zentimeter von
0.08 mg bei einer Geschwindigkeit von 0.5 m/min auf 0.02 mg bei 2 m/min und der daraus
resultierenden Verringerung des Kompositmaterials erkldrt werden. Die unterschiedlichen
Plotgeschwindigkeiten haben sehr wenig Einfluss auf die Zusammensetzung des

Kompositmaterials. Diese betrug 36:64 Gew.-% organischer zu anorganischer Anteil.

4.3.2. Charakterisierung der geplotteten Kompositfasernetzwerke

Unter den beim Plotten gegebenen Bedingungen werden flache zweidimensionale Strukturen
erhalten. Die Hohe der Linien wurde aus AFM-Messungen mit ~300 nm bestimmt, wobei die
Rénder flacher sind als die Mitte der Linie. Vermutlich entsteht anfanglich ein lockeres
Silikanetzwerk, welches sich erst im Laufe der Zeit verfestigt. Dabei verlangsamt die relativ
hohe Viskositdt der geplotteten Losung der Nanobidnder ein diffusionsbedingtes seitliches
Verlaufen der primér injizierten Linien. Die definierte Linienbreite und die scharf zur
Umgebung abgegrenzten Kanten der Linien deuten aber darauf hin, dass eine kritische
Vernetzungsdichte in der Struktur schnell erreicht wird. Hierbei muss eine schnelle Diffusion
der Kieselsduremolekiile in die Nanobandlosung ablaufen, um sowohl den Silifizierungs- als
auch den Selbstorganisationsprozess der Protokompositfasern kontrollieren zu konnen.

Der Vorgang der Ausbildung der Kompositobjekte konnte unter dem Lichtmikroskop sichtbar
gemacht werden. Schon 15 s nach der Injektion der Nanobandlosung in die Kieselsdurelosung
konnte der Beginn der Verfestigung der Strukturen detektiert werden (Abb. 4.18 a). Es wird
deutlich, dass die &dufleren Begrenzungen der geradlinigen Objekte wihrend des
Kondensationsprozesses konstant bleiben. Diese Beobachtung konnte mit Hilfe eines
einfachen Farbstoffexperimentes bestdtigt werden (Abb. 4.18 b). Die mit Malachitgriin
angefarbte Losung der PEO-Peptid(VT)-Nanobidnder wurde in die Vernetzungslosung

injiziert und der Prozess zeitlich verfolgt.
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(@) 15s 30s 45s 60s (b) 84s 168 s

Abb. 4.18. Lichtmikroskop-Aufnahmen des zeitlichen Verlaufs der Kompositobjektbildung.
Anhand der mit Malachitgriin angefarbten Losung der Nanobénder (b) konnte gezeigt werden,
dass wihrend des Silifizierungsprozesses die Linienbreite stabil blieb und ein Verschmieren

der Strukturen nicht beobachtet wurde.

Im zeitlichen Verlauf lésst sich eine verlangsamte Diffusion des Farbstoffes aus dem Bereich
der Faserbildung erkennen. Die Breite der Linie ist direkt nach der Injektion nahezu identisch
zur Breite des Kompositobjektes. Ein Vergleichsexperiment mit einer angefarbten P123-
Losung gleicher Konzentration zeigte dagegen eine sehr schnelle Diffusion des Farbstoffes
aus dem Bereich des Plottens. Aulerdem konnte keine Bildung von silikatischen Strukturen
beobachtet werden.

Ahnlich wie die makroskopischen Kompositfasergeflechte zeichnen sich auch die geplotteten
Objekte durch eine hierarchische Feinstruktur aus. Durch die Prozessierung der
Kompositfasern wird der komplexe Strukturaufbau beibehalten. SEM-Messungen an den
Kompositobjekten zeigten netzwerkartige Strukturen, die aus einheitlichen Strukturelementen
mit einem Durchmesser von 80+20 nm, den Protokompositfasern, aufgebaut sind. Es werden
also in der Silifizierungsreaktion die gleichen Hierarchieebenen ausgebildet. Das legt nahe,
dass trotz der unterschiedlichen Reaktionsfiihrung im Batch- und im Plotprozess der
Mechanismus der Kompositfaserbildung in beiden Fillen identisch verlduft. Der Plotprozess

beeinflusst jedoch die anisotrope Ausrichtung der Protokompositfasern sehr stark.
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Abb. 4.19. SEM-Aufnahmen verschiedener Grofenordnungen, die die Feinstruktur
geplotteter, geradliniger Objekte widerspiegeln. Dabei wird eine Ausrichtung des Netzwerkes
entlang der Faserrichtung mit Erhéhung der Plotgeschwindigkeit von 0.5 m/min (a) auf
2 m/min (b) sichtbar.

In Abbildung 4.19. stellt Fasern vergleichend gegeniiber, die mit 0.5 m/min und 2 m/min
geplottet wurden. Bei hohen Plotgeschwindigkeiten wird eine deutliche Ausrichtung der
Protokompositfasern und des gesamten Silikanetzwerkes in Richtung der Faserachse sichtbar.
Wihrend des FlieBens durch die Kapillare kommt es aufgrund des Geschwindigkeits-
gradienten zu einer Verstreckung und Ausrichtung der PEO-Peptid(VT)-Nanobénder in der
injizierten Losung. Diese Ausrichtung wirkt sich beim Plotprozess indirekt weiter auf die
Protofaser- und Netzwerkbildung aus.

Neben den SEM-Aufnahmen lieferte eine Messung mit polarisierter IR-Strahlung weitere
Hinweise auf die anisotrope Ausrichtung der Protokompositfasern. Da die B-Faltblatter
entlang der Faserachse der Nanobédnder ausgerichtet sind, konnen Riickschliisse auf die
Orientierung der Nanobidnder in der Silikamatrix gezogen werden. Mit einer erhéhten
Ausrichtung des Protokompositfasernetzwerkes (Plotgeschwindigkeit 2 m/min) konnte eine
Erhohung der Intensitit der Amid-I Schwingungsbande bei Einstrahlung von parallel
polarisiertem IR-Licht beobachtet werden. Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass die
Nanobénder und damit die B-Faltblattstrukturen anisotrop in der Silikamatrix ausgerichtet

sind.



4 Plotten makroskopischer Kompositobjekte 67

Die beobachtete Ausrichtung der Protokompositfasern im Netzwerk (Abb. 4.19) und der
PEO-Peptid-Nanobidnder innerhalb der Protofasern bei hohen Plotgeschwindigkeiten bestétigt
zudem die Annahme eines schnell verlaufenden Silifizierungsprozesses. Eine
diffusionsbedingte Reorganisation der durch das Plotten ausgerichteten Nanobédnder hin zu
einer weniger organisierten Anordnung wird unterbunden.

Neben der Plotgeschwindigkeit haben auch andere Reaktionsparameter Einfluss auf den
Plotprozess. Die Konzentration der Losung der PEO-Peptid-Nanobénder darf nicht zu gering
gewdhlt werden, da mit Abnahme der Viskositit der gedruckten Losung die Linienbreite
erheblich steigt und bei verdiinnten Losungen keine definierten Objekte mehr gebildet
werden. Mit Erhohung der Konzentration an Silikavorldufer in der Vernetzungslosung konnte
die Geschwindigkeit der Kompositobjektbildung erhoht werden. Dies ist konsistent mit der
Bedingung, dass die Kieselsdure an den Ort des Plottens und in die geplottete
Nanobandlésung hinein diffundieren muss. Es wurde auflerdem beobachtet, dass die
Kompositobjektbildung schneller verlduft, wenn die Hydrolysezeit des Silikaprecursors auf
2-3 h verléangert wurde.

Die bisherige Methode um Plotgeschwindigkeit und Plotbewegung zu kontrollieren, war auf
die geradlinige Bewegung des Drehbankaufsatzes beschriankt. Das Potenzial der Methode soll

hier durch einige Freihand geplottete Objekte demonstriert werden.

Abb. 4.20. Auswahl an Freihand-Strukturen, die das Potenzial des Plotprozesses anschaulich
machen sollen (SEM-Aufnahmen eines Kreuzes zweier Kompositlinien (a); Foto und
Lichtmikroskopbild einer Gitternetzstruktur (b); Fotos von gebogenen Linien und einer

Wellenlinie (c)).
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Abbildung 4.20. ¢ zeigt z.B. eine durch Schwingungen der Kapillare beim Plotten
hervorgerufene Wellenlinie. Des Weiteren konnen Kreuzungen von zwei Fasernetzwerken
dargestellt werden (Abb. 4.20 a). Beide Plotrichtungen lassen sich anhand der Ausrichtung
der Protokompositfasern identifizieren. Das Ubereinanderlegen mehrerer Linien fiihrt zu
Gitterstrukturen (Abb. 4.20 b), die per Hand jedoch nicht anndhernd so prézise geplottet
werden konnen, wie computergesteuert. Zur Visualisierung, dass durchaus auch gebogene
Linien plottbar sind, wurde ein Spinnennetz gezeichnet (Abb. 4.20 c).

Kiirzlich konnten die Moglichkeiten des Plotprozesses erweitert werden, in dem der
Druckkopf mit einem computergesteuerten Roboterarm (Abb. 4.21 a) verbunden wurde.
Damit sind Bewegungen in alle drei Raumrichtungen und das Plotten von 2D-Objekten und
moglicherweise auch 3D-Objekten jeglicher Art moglich. Exemplarisch soll ein mit dem
Roboterarm dargestelltes Netzwerk gezeigt werden (Abb. 4.21 b), welches im Vergleich zu
dem Freihand geplotteten Netzwerk (Abb. 4.20 b) sehr regelméBige Linienbreiten und
—absténde hat.

A

Abb. 4.21. Foto des Roboterarms (Fraunhofer-Institut fiir biomedizinische Technik (IMBT),
Potsdam) mit Aufsatz fiir den Druckkopf (a); Foto eines geplotteten Netzwerkes mit einer

Linienbreite von 500 um und einem Linienabstand von 2 mm.

4.3.3. Mesoporose Silikanetzwerkstrukturen

Geplottete Kompositfasernetzwerke konnen als Vorstufen fiir definierte, porose
Silikamaterialien dienen. Durch schrittweises Calcinieren der Kompositobjekte bei maximal
450 °C wurden die organischen Bestandteile quantitativ entfernt. Dies wurde mittels IR-
Spektroskopie anhand der alleinig detektierten O-Si-O-Schwingungsbande bei 1052 cm™
nachgewiesen. Die Fasermorphologie, Mikrostruktur und Ausrichtung des Netzwerkes

bleiben nach dem Calcinierungsvorgang erhalten (Abb. 4.22).
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In Silikanetzwerken mit makroskopischen Dimensionen tritt durch Nachkondensations-
prozesse (auch wihrend des Calcinierens) ein Schrumpfen der Struktur auf, da das Netzwerk
verdichtet wird. Dem Schrumpfen des Silikanetzwerkes weichen diese makroskopischen
Silikate durch das Ausbilden von Mikrorissen aus. Dieses Verhalten wurde auch fiir die durch

Calcinieren erhaltenen Silikaobjekte beobachtet (Abb. 4.22 a).
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Abb. 4.22. Ubersicht iiber die strukturellen Ebenen calcinierter Silikalinien (Lichtmikroskop-
Aufnahme eines bei 450 °C calcinierten Fasernetzwerks (a), Einblick in die Mikrostruktur der
Silikanetzwerke mittels SEM-Messungen (b) und TEM-Aufnahme der regelméBigen, in

Plotrichtung liegenden, zylindrischen Poren (c)).

Die erhaltenen mesopordsen Silikaobjekte zeichnen sich durch das Vorhandensein von
zylindrischen Poren mit einer Porengréf8e von 3+0.2 nm aus. Diese hochgeordnete
Porenstruktur ist durch eine deutliche Ausrichtung der {iber grole Bereiche parallel
vorliegenden Poren in Richtung der Hauptfaserachse gekennzeichnet. Aus der gemessenen
Streukurve (Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS)) der calcinierten Silikaobjekte konnte ein
Porenabstand von 5.8 nm berechnet werden. Der gemessene Porenabstand ist vergleichbar mit
dem nicht prozessierter Kompositfasern einer Alterungszeit von 48 h. Des Weiteren wurde
mittels Kryptonadsorptionsmessungen eine spezifische Oberfliche von 480 m?/g bestimmt.
Diese mesopordsen Silikaobjekte sind durch ihre bevorzugte Porenorientierung, die sich
eindeutig mit der Plotrichtung korrelieren lédsst, und der variablen duBleren Form interessant
fiir vielfdltige Anwendungen, u.a. als Geriistmaterial fiir das Wachstum von Zellen und

Knochenimplantate.
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4.4. Materialeigenschaften der Kompositfasern

Das Hauptziel der Darstellung von Kompositmaterialien ist die Kontrolle der
Materialeigenschaften, die aus der Synergie verschiedener Materialien hervorgehen. Dabei ist
nicht nur die Zusammensetzung eines Komposits sondern auch dessen struktureller Aufbau
entscheidend. Biologische Kompositmaterialien zeichnen sich durch ein hervorragendes
Zusammenwirken der Komponenten aus. Evolutiondr wurden Materialien geschaffen, die
perfekt auf die Auftretenden mechanischen Belastungen angepasst sind. Die
makroskopischen, mechanischen Eigenschaften synthetischer sowie natiirlicher Komposite
konnen mit klassischen Priiftests, wie Zug-Dehnungs-Messungen, Druckverformungstests,
Biegeversuchen, Bruchtests oder Eindruck-(Indentations-)verfahren, ermittelt werden. Bei
sehr kleinen oder makroskopisch inhomogenen Proben erlaubt ein spezielles, auf
Mikrostrukturen anwendbares Indentationsverfahren die Messung von

(149 \wird ein Diamantpriifkopf

Deformationsprozessen. Beim Verfahren der Nanoindentation
in die Probe gedriickt, wobei die Eindringtiefen bei < 200 nm liegen. Wéhrend der Messung
werden ausiibende Kraft und Eindringtiefe des Indenters kontinuierlich detektiert. Aus den
erhaltenen Be- und Entlastungskurven lassen sich die Harte des Materials im Bereich der
Messung (nanoskopische GroBenordnung) und das reduzierte Eindriickmodul berechnen.
Dafiir wird aus der Eindringtiefe und der bekannten Geometrie des Priifkopfes nach Oliver
und Pharr die Fliche des Abdrucks bestimmt. Oft werden sogenannte Berkovich-Indenter
verwendet, deren Priifkopf als Geometrie eine dreiseitige Pyramide aufweist. Die entstehende
Flache A, ist eine Funktion der Eindringtiefe h, (A. = f(h.)) und in erster Ndherung A, ~
24.5h’. Die Nanohdrte H ist definiert als H = Ppa/Ac, mit Py = maximale
Indentationskraft. Das reduzierte Eindriickmodul berechnet sich nach E. = (S-Vr)/(2-VA,),
wobei S, die Kontaktsteifigkeit, aus dem Anstieg der Entlastungskurve ermittelt wird.

Die in dieser Arbeit bisher vorgestellten Kompositfasergeflechte zeichnen sich durch einen
sehr interessanten strukturellen Aufbau aus und konnen dank des entwickelten Plotprozesses
in definierte makroskopische Formen gebracht werden. Daher sollte untersucht werden, wie
sich die strukturellen Eigenschaften auf die mechanischen Eigenschaften auswirken. Dabei
werden die Ergebnisse mit denen synthetischer Glasfasern und Silikanadeln der

Kieselschwdmme verglichen. Nanoindentationsmessungen wurden stellvertretend an den

spontan gebildeten makroskopischen Kompositfasergeflechten vorgenommen.
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In Zukunft ist die Durchfiihrung von klassischen Zug-Dehnungs-Tests und Biege-Tests an
geplotteten Kompositobjekten wiinschenswert, da diese Aussagen iiber makroskopische,
mechanische Eigenschaften der Probe liefern wiirden.

Mit einer Nanohérte von 0.99+0.2 GPa erreichen die Kompositfasern etwa ein Drittel der
Hirte von Bioglasfasern der Glasschwidmme (z.B. Rosella racovitzea mit 3.22+0.33 GPal'*!))
und ~13% der Hérte synthetischer Glasfasern. Dafiir wurde mit ~10 GPa ein reduziertes
Eindriickmodul gemessen, dass eine viermal hohere Elastizitdt in Bezug zu Glasschwamm
Silikanadeln und einen siebenmal héheren Wert im Vergleich zu optischen Glasfasern zeigt.
Die geringere Hérte und hohere Elastizitét 1asst sich auf den relativ hohen Anteil (~40%) an
verformbaren, organischen Komponenten in den Kompositfasern zuriickfiihren. Dieses
Ergebnis macht deutlich, dass eine Kontrolle iiber die Zusammensetzung und vor allem den
inneren Aufbau von Kompositmaterialien es ermdglicht, die Materialeigenschaften stark zu
variieren ohne die Bestandteile des Komposits verdndern zu miissen.

Die Materialeigenschaften der Kompositfasern werden vermutlich entscheidend durch die
Variation des Silikanetzwerkes beeinflusst. Der bis hierhin verwendete Silikaprecursor TMOS
kann mit allen vier Bindungen Kondensationsreaktionen eingehen und bildet so sehr stabile,
aber steife Silikanetzwerke aus. Unter Verwendung von Organosilanen des Typs
(RO)3SiR/(RO),SiR ", oder verbriickter Organosilane (R0);Si-R-Si(OR"); konnten weniger
vernetzte und damit weichere Silikastrukturen entstehen. Von besonderem Interesse wére die
Darstellung eines faserverstidrkten Kompositmaterials, in dem die harten, nanoskopischen
Kompositbdnder in eine weiche Matrix aus vernetzten Polydimethylsiloxan(PDMS)-Ketten
gerichtet eingebettet wéren. Solch ein Kompositmaterial wiirde den strukturellen Aufbau von
Knochen (sieche Kap. 2.1.2.) auf der Hierarchieebene der Einbettung -calcinierter

Collagenfibrillen in eine weiche extrazelluldre Matrix imitieren.
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5. Hierarchische Strukturen durch gezielte Funktionalisierung

von PEQO-Peptid-Nanobindern

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gerichtete Organisation und Vernetzung der in Kapitel
2.5. vorgestellten PEO-Peptid-Nanobénder iiber ihre Oberfldchenfunktionalititen angestrebt.
Die Moglichkeiten einer Vernetzung der in vorangegangenen Arbeiten synthetisierten
hydroxyfunktionalisierten PEO-Peptid(VT)-Nanobénder durch Silika wurden in Kapitel 4.
diskutiert. Ausgehend von dieser gerichteten Vernetzung der Nanobdnder durch anorganische
Matrizes, sollte das Konzept nun auf eine koordinativ- oder ionenvermittelte Organisation
tibertragen werden. Es sollten rein organische oder metallorganische Komposite erzeugt
werden, deren Materialeigenschaften sich deutlich von denen der Silikakompositfasern
unterscheiden wiirden. In der Natur werden ebenfalls vielfaltige Arten an Wechselwirkungen
beim Aufbau hierarchischer Strukturen genutzt. Neben elektrostatischen bzw. ionischen
Wechselwirkungen sind das vor allem Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-Waals-Kréfte
sowie entropiegetriebene, hydrophobe Wechselwirkungen!'*.

Um andere Sekundirwechselwirkungen zwischen den Nanobdndern zu arrangieren, miissen
die Oberfldchen der Nanobidnder definiert mit funktionalen Gruppen versehen werden. Dies
kann erreicht werden, in dem die Primirstruktur der Peptidsegmente der PEO-Peptid-
Konjugate variiert wird. Unter der Voraussetzung eines dhnlichen Aggregationsmechanismus
fiir alle PEO-Peptid-Konjugate, konnen die entstehenden Nanobénder so konzipiert werden,
dass beidseitig genau definierte funktionelle Gruppen présentiert werden. Die 20 natiirlich
vorkommenden Aminosduren bieten eine Auswahl an polaren, ionischen oder
metallkoordinierenden Seitenkettenfunktionalitidten. Allerdings sollte bei Variationen der
Aminoséuresequenz eine hohe Tendenz zur Ausbildung des antiparallelen B-Faltblattmotivs
beibehalten werden, da dies die Triebkraft zur Bildung der Nanobandstrukturen darstellt.
Hierfiir sollten Aminosduren gewihlt werden, die bevorzugt in B-Faltblattstrukturen auftreten.
Des Weiteren ist das Hinzufiigen einzelner Aminosduren mit gewiinschter Funktion zu der
bekannten Valin-Threonin-Sequenz mdglich. Die Grundstruktur einer alternierenden Sequenz
aus polaren und unpolaren Seitenketten sollte in beiden Féllen beachtet werden. Diese
Anordnung der Aminoséduren unterstiitzt die -Faltblattbildung und sorgt dafiir, dass sich jede
zweite Aminosdure auf der gleichen Seite der entstehenden Bandstruktur befindet (siche

Kapitel 2.3.1.).
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5.1. Imidazolfunktionalisierte PEO-Peptid-Nanobdinder

Fiir die Oberfldchenfunktionalisierung der Nanobédnder bieten sich Imidazolgruppen an, die
durch den Einbau von Histidinen in die Peptidstringe zuginglich sind. Die somit auf der
Oberfliache priasenten Imidazolgruppen sind fiir Koordinationsmoglichkeiten mit Metallionen
bekannt, konnen als positiv geladene Gruppen aber auch ionenvermittelte Komplexe

ausbilden.

Abb. S5.1. Idealisierte, schematische Darstellung eines PEO-Peptid-Nanobandes
(Seitenansicht), die die Oberflaichenfunktionalisierung mit Imidazolgruppen verdeutlicht (Die

Anzahl der Aminosiureseitenketten wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit reduziert.).

Komplexe von Metallionen mit Imidazolgruppen sind fiir verschiedene katalytische Zentren
in Enzymen, in der immobilisierten Metallionen-A ffinititschromatographie (IMAC)!'**! und
fiir synthetische, a-helikale Peptide!'*" beschrieben worden. Nachfolgend sollen daher die
Synthese und die Charakterisierung von PEO-Peptid-Konjugaten, in die Histidine integriert
wurden, beschrieben sowie das Komplexierungsverhalten der entstehenden PEO-Peptid-

Nanobéander untersucht werden.

5.1.1. Synthese imidazolfunktionalisierter PEO-Peptid-Konjugate

Aus den vorangehend dargelegten Griinden wurde fiir die Synthese der
imidazolfunktionalisierten PEO-Peptid-Konjugate eine alternierende Sequenz aus Valin und
Histidin gewdhlt. Histidin besitzt dhnlich wie Threonin eine starke Tendenz zur Ausbildung
von [B-Faltblattmotiven. Im Gegensatz zu der Aminosduresequenz aus zwei
Wiederholungseinheiten Valin-Threonin wurden die Peptidstrange der
imidazolfunktionalisierten Konjugate um eine Wiederholungseinheit auf (Val-His);
verlangert. Mit der Verwendung von Histidinseitenketten werden, im Gegensatz zu den PEO-
Peptid(VT)-Konjugaten, deutlich polarere, besser wasserldsliche und vor allem kationische

Imidazolgruppen in die Konjugate integriert.
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Bei der Ausbildung der Sekundarstruktur wiirde somit eine B-Faltblattseite entstehen, die eine
relativ hohe Ladungsdichte aufweist. Um diesen destabilisierenden Effekt auszugleichen
wurde die Aminosduresequenz um zwei Aminosduren verldngert. Dies ermoglicht dem
System mehr Wasserstoffbriickenbindungen zu bilden, was zur Stabilisierung der
B-Faltblattstruktur beitrdgt. Da diese Verldngerung der Aminosduresequenz moglicherweise
mit einer zu starken, kinetisch kontrollierten Aggregation einhergeht, wurde das zweite
Konjugat so gewihlt, dass es dynamischer beziiglich der B-Faltblattbildung ist. Dazu wurde
der Peptidstrang um ein Histidin verkiirzt. Dadurch entsteht ein System, welches ein
ausgeglichenes  Verhiltnis polarer, ionischer Gruppen (vier Valine + zwei
N,N-Dimethylglycine) zu unpolaren Gruppen (sechs Valine) besitzt. Die Anzahl der
Valinseitenketten wurde konstant gehalten, um nur Einflisse der vorhandenen
Imidazolgruppen untersuchen zu konnen.

Die in Abbildung 5.2. dargestellten PEO-Peptid-Konjugate (dmGly-His-Val-His-Val-His-
Val),NH-Templat-PEO;; = VH1 (a) und (dmGly-Val-His-Val-His-Val),NH-Templat-
PEO7,= VH2 (b) wurden auf Grundlage dieser Uberlegungen synthetisiert.

(a) VH1
N” NH Ni\NH Ni\NH
N 0o g © y © v 9 J—>OH
/N\)J\N N N N N N N
H § H g H & H }NH
DMG — His — VaI His — Val — H|s— Val O
N u I Hj;f N
N “i

N

H
(b) VH2

~wﬁ§f§f L)

DMG - Val — His — Val — His — Val
o (¢] (¢]
H o N © N ©
N N
Abb. 5.2. Chemische Struktur der imidazolfunktionalisierten PEO-Peptid-Konjugate VH1

und VH2, die sich durch eine alternierende Valin-Histidin-Sequenz auszeichnen.

Im Anschluss wurde die Aggregationstendenz und das Komplexierungsverhalten in Bezug zur
Lénge der Peptidstringe und zur Dichte der funktionellen Gruppen anhand der in

Abbildung 5.2. gezeigten PEO-Peptid-Konjugate untersucht.
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Der Aufbau der Konjugate VH1 und VH2 erfolgte grundsitzlich analog zur Synthese der
PEO-Peptid(VT)-Konjugate (siche Kapitel 2.5.1.). Das Templatmolekiil 3,6-Bis(3-[N-[tert-
Butoxycarbonyl]-amino]propyl)-carbazol-9-essigsdure wurde durch Mehrfachkupplungen (im
Allgemeinen 3 bis 4) mit PyYAOP/HOBT in DFM an ein PEO-funktionalisiertes TentaGel®
PAP Harz (Myproy ~ 3200 g/mol) gekuppelt. Die Assemblierung des Peptides erfolgte
vollautomatisiert an einem ABI 433a Peptidsynthesizer nach Standard Fmoc-Protokollen.
Nach den jeweils ersten drei Aminosduren (Valin-Histidin-Valin) wurde der Prozess nach
jeder Kupplung unterbrochen. Kaiser-Tests an entnommenen Harzproben bestitigten die
vollstindige Kupplung jeder weiteren Aminosdure. Der N-Terminus der PEO-Peptid-
Konjugate wurde mit N,N-Dimethylglycin versehen. Unter stark sauren Bedingungen
(99% TFA + 1% TMBS (v/v)) wurden VH1 und VH2 innerhalb von 6 h vom Harz
abgespalten. Die Rohprodukte wurden aus Ether gefdllt und anschlieBend durch Dialyse
gegen Wasser (MWCO ~1000) und Gefriertrocknung gereinigt.

Die Ausbeuten der PEO-Peptid-Konjugate bezogen auf den Beladungsgrad des Harzes
(0.44 mmol/g; 0.1 mmol Ansatz) betrugen 61% (VH1) und 65% (VH2). Diese Werte sind
vergleichbar mit den Ausbeuten des PEO-Peptid(VT)-Konjugates (bis zu 49%).

Mit Hilfe der MALDI-TOF Massenspektrometrie wurden beide Konjugatmolekiile eindeutig
identifiziert. Es wurde jeweils nur eine homologe Reihe an Signalen detektiert, die den
Produkten VH1 mit [M + K]+ = 5135.7 Da (npeo = 72; Mineor. = 5135.7 Da) und VH2 mit
M + H]Jr = 4822.1 Da (npgo = 72; Mieor. = 4822.6 Da) zuordnet werden konnten. Die
Differenz der Signale betrdgt 44 Da, entsprechend einer Wiederholungseinheit des
PEO-Blocks. Weder Auslassungssequenzen, Konjugate mit fehlender PEO-Kette noch freie
PEO-Ketten konnten detektiert werden, was innerhalb der Genauigkeit der Methode einen
fehlerfreien Syntheseverlauf belegt. NMR-spektroskopisch wurde die Reinheit der
Verbindungen nachgewiesen. Eine Integration der Protonensignale der Peptidseitenketten
(z.B. Methylgruppen der Valine, Imidazolgruppen der Histidine) und des Templatmolekiils
gibt Aufschluss iiber die Verhiltnisse der beteiligten Gruppen zueinander. So kann die
Moglichkeit von Fehlsequenzen ausgeschlossen werden. Beim Messen der NMR-Spektren
von VHI1 in Wasser fiel auf, dass die Peptidsignale (insbesondere die Imidazol-
Protonensignale) nur schlecht detektiert werden konnten. Dies legt eine Aggregation von
VHI1 in Wasser nahe, die mit einer Abschirmung der Peptidseitenketten einhergeht. Dieser
erste Hinweis auf das Vorhandensein aggregierter Molekiile konnte in den nachfolgenden

Untersuchungen bestitigt werden.
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5.1.2. Aggregationsverhalten der PEO-Peptid-Konjugate VH1 und VH2

Die PEO-Peptid-Konjugate wurden speziell hinsichtlich ihrer Aggregation in Ldsung
untersucht. Dabei wurden polare, protische Losungsmittel wie Wasser und Methanol
verwendet. Da das Entstehen der stibchenférmigen Nanobander direkt mit der Ausbildung
von B-Faltblattstrukturen zusammenhéangt, werden nachfolgend zunichst die Ergebnisse der
Circulardichroismus(CD)-Messungen ~ beschrieben.  Mit ~ der  Ausbildung  von
Sekundérstrukturen kommt es zur spezifischen Kopplung von UV-Chromophoren, so dass fiir
jede Peptidsekundérstruktur ein charakteristisches CD-Spektrum erhalten wird. Messungen
von CD-Spektren sind daher eine geeignete Methode, um Aussagen liber die Bildung eines
B-Faltblattmotivs in den Losungen der PEO-Peptid-Konjugate zu treffen.

Die gefriergetrocknete Verbindung VH1 wurde mit einer Konzentration von 0.5 mg/mL in
Wasser oder Methanol gelost und innerhalb von 1 h CD-spektroskopisch untersucht
(Abb. 5.3 a, b).

— ¢ VH2in Hy0
----d VH2 in MeOH

—a VH1inHy0
----b VH1 in MeOH

2C|)0 22|0 2:10 zéo 250 360 260 250 24|10 2é0 ZéO 360
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Molare Elliptizitat [deg cm” dmol™ 10
Molare Elliptizitat [deg cm” dmol™ 10°]

Abb. 5.3. CD-Spektren des PEO-Peptid-Konjugates VH1 (schwarz) in Wasser (a) und
Methanol (b) sowie VH2 (rot) in Wasser (c¢) und Methanol (d), welche die

Sekundérstrukturbildungstendenz der Peptidstringe veranschaulichen.

In beiden Losungsmitteln zeigten die CD-Spektren (Abb. 5.3 a, b) den charakteristischen
Verlauf fiir B-Faltblattstrukturen, mit Minima bei 217 nm (H,O) bzw. 219 nm (MeOH) und
Maxima bei 199 nm (H,O, MeOH). In Wasser wurde ein zusétzliches Minimum bei 237 nm
beobachtet. Vermutlich kann dies entweder auf Einfliisse der Imidazolgruppen oder des
Templatmolekiils zuriickgefiihrt werden. Ein Minimum bei dhnlichen Wellenldngen wurde
auch in den CD-Spektren der PEO-Peptid(VT)-Konjugate beobachtet, was den Beitrag

dhnlich positionierter Carbazolsysteme nahe legt.
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Beim Vermessen der Losungen nach 1 Woche konnten keine Verdnderungen in Art oder
Intensitéit der Spektren festgestellt werden. Die Bildung der Sekundérstruktur scheint somit in
beiden Losungsmitteln innerhalb einer Stunde abgeschlossen zu sein.

CD-Spektren von VH2 wurden bei gleicher Konzentration (0.5 mg/mL) ebenfalls in Wasser
und Methanol aufgenommen. In diesem Fall wurden nur in MeOH [-Faltblattstrukturen
gebildet, ersichtlich durch das typische Minimum bei 218 nm und das Maximum bei 199 nm
(Abb. 5.3 ¢). In Wasser lag ein Minimum bei 199 nm vor, welches auf das Vorhandensein
einer ungeordneten, statistischen Kndulstruktur hindeutet (Abb. 5.3 d). Die im Verlauf einer
Woche gemessenen CD-Spektren zeigten keine Veranderungen der Sekundirstrukturen an.
Aus der Proteinfaltung sind verschiedene Triebkrifte fiir die Ausbildung von
Sekundérstrukturen bekannt. In der vorliegenden Untersuchung sind die bestimmenden
Krifte, die zu einer Stabilisierung der B-Faltblattstrukturen der VH1- und VH2-Konjugate
filhren, der hydrophobe Effekt, Wasserstoffbriickenbindungen und die Ladungsdichte der
PEO-Peptid-Konjugate. Die VHI1-Konjugate erzeugen bei der Aggregation eine
B-Faltblattseite mit einer hohen Ladungsdichte. Diesem destabilisierenden Effekt wirken die
ausgebildeten Wasserstoffbriickenbindungen entgegen. Deren Anzahl reicht aus, um die
Sekundirstruktur so gut zu stabilisieren, dass sowohl in Wasser als auch in Methanol stabile
B-Faltbliatter beobachtet werden konnen. Die Verkiirzung der Peptidstringe um eine
Aminoséure in den VH2-Konjugaten reicht offensichtlich aus, die Aggregationstendenz so zu
beeinflussen, dass nur in Methanol stabile B-Faltblattstrukturen ausgebildet werden.

Fiir die strukturelle Charakterisierung der gebildeten Aggregate wurden AFM-Messungen
durchgefiihrt. Dafiir wurden die Losungen, die ein charakteristisches B-Faltblatt CD-Spektrum
aufwiesen, auf eine Konzentration von 0.1 mg/mL verdiinnt und durch spin-coating auf
MICA-Oberflichen aufgebracht.

Die VH1-Konjugate bilden direkt nach dem Losen in MeOH kurze, faserartige Aggregate
aus. Indessen konnten trotz der nachweislich ausgebildeten B-Faltblattstrukturen weder in der
wissrigen Losung von VHI1 noch in der methanolischen Losung von VH2 definierte
Strukturen gefunden werden. Dies legt den Schluss nahe, dass die Ausbildung der
Sekundarstruktur in Losung kinetisch kontrolliert ist und eine Aggregation zu ausgedehnten
Bandstrukturen nicht ablaufen kann. FTIR-Spektren der Feststoffe beider gefriergetrockneter
Verbindungen belegen, dass p-Faltblattstrukturen bereits im Feststoff vorhanden sind. Es
treten die fiir B-Faltblitter charakteristischen Amid-I (1631 cm™ (VHI1); 1628 cm™ (VH2))
und Amid-II (1551 cm™) Schwingungsbanden auf.
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Ahnliche Beobachtungen wurden bei den PEO-Peptid(VT)-Konjugaten gemacht. In der
vorangegangenen Arbeit wurde der Aufbau stibchenformiger PEO-Peptid(VT)-Nanobédnder
durch eine vollstindige Denaturierung durch TFA und einer anschlieBenden, langsamen
Reaggregation durch Austausch des Losungsmittels von Methanol zu Wasser
(sieche Kap. 2.5.) erreicht. Dieses Verfahren eines De-/Reaggregationszyklus wurde
grundsétzlich auf die imidazolfunktionalisierten Konjugate libertragen.

Bei den VHI1-Konjugaten wurden unterschiedliche Methoden zur Deaggregation und
Reaggregation getestet. Das angesprochene Verfahren (Deaggregation mit TFA,
Reaggregation durch Losungsmitteltausch von MeOH nach H,0O) fiihrte nicht zum
gewiinschten Ergebnis, da bereits in Methanol eine Aggregationstendenz der Konjugate
vorliegt. Weiterhin wurde eine wissrige Losung von VH1 mit chaotropen Salzen (LiBr,
Guanidinhydrochlorid) versetzt, wodurch das Aufbrechen der Sekundirstruktur durch
Blockierung der Wasserstoftbriickenbindungen erreicht werden sollte. Dies fiihrte jedoch
nicht zur vollstindigen Aufgabe der P-Faltblattstruktur. Das Erhitzen einer Losung der
VH1-Konjugate fiir 3 h auf 90 °C und langsames Abkiihlen auf RT iiber einen Zeitraum von
6-10 h stellte sich als beste Methode heraus. Einen ersten Hinweis auf den kontrollierten

Strukturautbau gaben CD-spektroskopische Messungen (Abb. 5.4 a, b).

aVH1 direkt nach dem L&sen in HyO ——c VH2 direkt nach dem Lésen in MeOH
------ b VH1 nach dem Erhitzen (3 h, 90°C) und Abkuhlen &7 -.--d VH2 nach Lésungsmitteltausch von H_O nach MeOH
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Abb. 5.4. CD-Spektren des PEO-Peptid-Konjugates VH1 (schwarz) direkt nach dem Ldsen in
Wasser (a) und nach dem Erhitzen auf 90 °C und langsamen Abkiihlen (b) sowie VH2 (rot)
direkt nach dem Ld&sen in Methanol (c) und nach der Dialyse von Wasser zu Methanol (d).
Die intensivere Ausprigung des Minimums bei 219 nm in beiden Féllen nach der
Reaggregation gibt Hinweise auf einen kontrollierten Strukturauftbau und eine Ausdehnung

der B-Faltblattstruktur.
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Bei gleicher Konzentration der VH1-Konjugate wird nach dem Temperaturzyklus ein deutlich
intensiveres Minimum bei 219 nm detektiert. Die so behandelte Losung wurde 3 Tage gegen
Wasser dialysiert (MWCO ~3500) und erneut mittels AFM untersucht. Durch dieses
Verfahren konnten gleichformige PEO-Peptid-Nanobénder gebildet werden. Eine genaue
strukturelle Analyse dieser Objekte soll im néchsten Kapitel erfolgen.

Vergleichbare PEO-Peptid-Nanobénder der VH2-Konjugate konnten durch langsamen
Losungsmitteltausch gebildet werden. Beim Losen der VH2-Konjugate in Wasser tritt keine
B-Faltblattbildung auf (siche Abb. 5.3 c¢), so dass die Konjugatmolekiile vollstindig
deaggregiert vorliegen. Durch Dialyse von Wasser nach Methanol wird die Tendenz zur
B-Faltblattbildung deutlich erhoht und eine kontrollierte Aggregation findet statt. Der
Aggregationsprozess wurde mittels CD-Spektroskopie anhand der steigenden Intensitéit des
Minimums bei 219 nm verfolgt. Wiederum zeigt das CD-Spektrum nach dem kontrollierten
Strukturautbau ein deutlich intensiveres Minimum im Vergleich mit dem CD-Spektrum vor

dem Aggregationszyklus (Abb. 5.4 ¢, d)

5.1.3. Charakterisierung der VH1 und VH2 PEO-Peptid-Nanobéinder

Fiir die Charakterisierung der gebildeten Aggregate wurden vorwiegend mikroskopische
Techniken (AFM und TEM) eingesetzt. Die AFM- und TEM-Aufnahmen der PEO-
Peptid(VH1)-Nanobédnder in Wasser sowie der PEO-Peptid(VH2)-Nanobédnder in Methanol
sind in Abbildung 5.4. gegeniibergestellt. In beiden Systemen (Ckonjugat = 0.1 mg/mL) werden
ausgedehnte, faserartige Aggregate mit polydisperser Langenverteilung gefunden.

Die VH1-Nanobinder in Wasser (Abb. 5.5 a) zeichnen sich durch sehr einheitliche Hohen
von 1.4£0.2 nm und maximale Lingen von 1.5 — 2 um aus. In Analogie zu den AFM-
Aufnahmen zeigen die TEM-Aufnahmen nach negativer Kontrastierung mit Uranylacetat
(Abb. 5.5 ¢) gleichformige, langgestreckte Objekte. Die Breite der VH1-Nanobédnder wurde
an parallel nebeneinander liegenden Strukturen ausgemessen und betrdgt 161 nm. Das
negative Anfdarben mit Uranylacetat bewirkt eine Erhohung des Elektronenkontrastes des
Hintergrundes. Es ist jedoch bekannt, dass Uranylacetat auch von PEO-Ketten gut absorbiert
wird (Kronenethereffekt)!'*! so dass im vorliegenden Beispiel nur der Peptidkern keinen
Elektronenkontrast liefert. Fiir die theoretische Breite des Peptidkerns wurde ein Wert von
3.4 nm berechnet. Der aus den TEM-Aufnahmen bestimmte Wert mit 4+1 nm stimmt

innerhalb der Fehlergrenzen der Messmethode mit diesem iiberein.
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Werden die Dimensionen der PEO-Peptid(VH1)-Nanobédnder mit denen der PEO-Peptid(VT)-
Nanobénder verglichen, konnen dhnliche Grofenordnungen in Hohen, Breiten und Léngen
gefunden werden. Aufgrund der um zwei Aminosduren verldngerten Sequenz sollte der
Peptidkern der VH1-Nanobénder 0.7 nm breiter sein, als der Peptidkern der VT-Nanobénder.
Diese Abweichung liegt innerhalb der Messfehler der gewéhlten Messmethoden und konnte
nicht eindeutig detektiert werden.

(a) AFM VH1 aus H,0

-\

AN Y, €
b _:\\_(".,/ \
/

(c) TEM VH1 aus H,0

Abb. 5.5. Gegeniiberstellung der AFM- und TEM-Aufnahmen der PEO-Peptid(VH1)-
Nanobénder (a, ¢) in Wasser und der PEO-Peptid(VH2)-Nanobénder (b, d) in Methanol.

Die Mehrzahl der durch Losungsmitteltausch erhaltenen VH2-Nanobénder in Methanol (Abb.
5.4 b) ist linger als die VH1-Nanobdnder. Durchschnittlich bilden die AFM-Aufnahmen
Nanobandstrukturen mit Lingen von ~3 um ab. AuBlerdem konnen deutlich weniger kurze
Faseraggregate gefunden werden. Die Hohe einzelner PEO-Peptid(VH2)-Nanobénder betragt
1.6£0.1 nm.
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Bei der Priparation der AFM-Proben aus methanolischen Losungen durch spin-coating findet
eine Aufkonzentration der Proben statt, da im Gegensatz zu Wasser eine groflere Menge
Methanol verdampft. Durch diese Pridparationsartefakte liegen die VH2-Nanobénder auf der
Oberfliche dichter gepackt (Biindelbildung) und héufiger iibereinander vor (Abb. 5.5 b).
Dieses Verhalten tritt bei der Abscheidung der Nanobinder auf die TEM-Analysentrdger nicht
auf.

Mittels TEM-Messungen kdnnen separiert vorliegende, bandartige Nanostrukturen beobachtet
werden (Abb. 5.5 d), deren Enden oberhalb der Léngenskala der Aufnahme liegen. Die Breite
der Strukturen liegt bei 15+1 nm, wobei der innere, elektronenkontrastarme Bereich 3-4 nm
einnimmt, was mit dem, fiir die Breite des Peptidkerns, theoretisch bestimmten Wert von
3.0 nm recht gut iibereinstimmt.

Die Aggregation der PEO-Peptid(VH1)-Konjugate in Methanol (Abb. 5.6) wies im Gegensatz
zu den anderen imidazolfunktionalisierten PEO-Peptid-Konjugaten eine Besonderheit auf.
Analog zu den VH1-Konjugaten in Wasser wurde ein Temperaturzyklus zur kontrollierten
Aggregation der Konjugate in Methanol eingesetzt. Dazu wurde eine Losung der PEO-
Peptid(VH1)-Konjugate (2 mg/mL in MeOH) fiir 3 h auf 60 °C erhitzt und anschlieBend
3 Tage gegen Methanol (MWCO ~3500) dialysiert. AFM-Messungen bestétigten die
Ausbildung ausgedehnter, stibchenartiger Strukturen mit maximalen Lidngen von ~700 nm.
Die Hohe der gefundenen Strukturen betréigt allerdings nur 0.7+0.1 nm und ist damit nur halb
so grof3 wie bisher fiir andere PEO-Peptid-Nanobinder bestimmt. An Hohenmaxima parallel
liegender Strukturen wurde eine Breite von 1341 nm ausgemessen.

AFM VH1 aus MeOH

nach der Aggregation dicht gepackte, Faserstrukturen mit einer Hohe von 0.7+0.1 nm ab.
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Der Mechanismus fiir die Bildung der Nanobandstrukturen schldgt eine entropiegetriebene,
durch die faziale Amphiphilie der B-Faltblatt-Tapes ausgeloste, Bildung von Doppeltape-
Strukturen (Béndern) vor. In Methanol ist der hydrophobe Effekt, der zur Zusammenlagerung
der B-Faltblatt-Tapes unter Abschirmung der unpolaren Valinseitenketten fiihrt, kaum
vorhanden. Dies wiirde das Vorhandensein von einfachen [B-Faltblatt-Tapes in Methanol
erkléren.

Dennoch wurden bei den PEO-Peptid(VH2)-Konjugaten auch in Methanol Doppeltape- bzw.
Bandstrukturen mit Hohen von ~1.5 nm beobachtet. Offensichtlich beeinflusst hierbei ein
weiterer Effekt die Strukturbildung. Die VH1-B-Faltblatt-Tapes besitzen mit acht positiven
Ladungen im Verhiltnis zu sechs unpolaren Gruppen eine hdhere Ladungsdichte als die
VH2-B-Faltblatt-Tapes, bei denen sechs positive Ladungen auf sechs unpolare Gruppen
kommen. Die Anndherung der primdr entstehenden VH1-B-Faltblatt-Tapes konnte durch die
hohe Ladungsdichte erschwert werden, was die Ausbildung von Doppeltape-Strukturen
verhindert.

Zusammenfassend ergibt sich, dass die Synthese der PEO-Peptid-Konjugate (VH1 und VH2),
mit einer alternierenden Valin-Histidin-Sequenz, erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.
Wihrend die VH1-Konjugate in Methanol nur recht flache Aggregate (einfache B-Faltblatt-
Tapes) mit einer Hohe von 0.7 nm bilden, konnten Doppeltape-Strukturen der PEO-
Peptid(VH1)-Konjugate in Wasser und der PEO-Peptid(VH2)-Konjugate in Methanol nach
kontrollierter Aggregation nachgewiesen werden. Aufgrund der gleichen molekularen
Struktur zu den PEO-Peptid(VT)-Konjugaten wird in diesen Fillen von einem identischen
Aggregationsprozess ausgegangen. Durch die Zusammenlagerung zweier B-Faltblatt-Tapes
unter Abschirmung der unpolaren p-Faltblattseite entstehen die beschriebenen
imidazolfunktionalisierten Nanobandstrukturen, was mit der Bildung ausgedehnter
B-Faltblattstrukturen (siche Abb. 5.4) korreliert. Einhergehend damit zeichnen sich auch die
PEO-Peptid(VH1)- und PEO-Peptid(VH2)-Nanobénder durch eine Kern-Schale-Architektur
(vergleich Kap. 2.5.) aus. Auf der Oberfldche der Bandstrukturen befinden sich in definierten
Abstinden die Imidazolgruppen der Histidinseitenketten. Daher sollen nachfolgend die
Komplexierungseigenschaften und  die = Moglichkeiten  zur  Vernetzung  der
imidazolfunktionalisierten Nanobidnder (VH1 in Wasser und VH2 in Methanol) besprochen

werden.
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5.1.4. Koordination von Nickelionen durch VH1- und VH2-PEO-Peptid-Nanobinder
Die Komplexierung von Metallionen bietet sich wegen der flexiblen, aber starken
koordinativen Bindungen als Vernetzungsmdglichkeit fiir die Nanobénder an. Viele Beispiele
fiir koordinierte Metallionen lassen sich in den katalytisch aktiven Zentren von Enzymen
finden!"*. Als Liganden in den beteiligten Proteinen treten vor allem Carboxylat-
(Glutaminsdure, Asparaginsdure), Thiol- (Cystein, Methionin) und Imidazolgruppen
(Histidin) auf. Imidazolringe von Histidinseitenketten tragen zur Koordination verschiedener
Metalle bei.

So besetzt eine Imidazolgruppe die 6. Koordinationsstelle des Eisenions im Hémoglobin.
Imidazolgruppen binden auflerdem wu.a. Zinkionen in Carboanhydrasen und
Zinkfingerproteinen sowie Kupferionen in Himocyaninen und Superoxid-Dismutasen.

Die Bindungsaffinitit der Imidazolgruppen gegeniiber Nickelionen wird in der

immobilisierten Metallionen-Affinititschromatographie (IMAC)!*!

ausgenutzt. Diese dient
als Standardverfahren zur Aufreinigung expressierter Peptide und Proteine aus z.B.
Zellflissigkeiten. Die Proteine sind dazu an einem Ende mit einer Sequenz aus 6-10
aufeinander folgenden Histidinen, einem sogenannten his-tag, versehen. Dieser his-tag bindet
wiahrend der Chromatographie an auf der Chromatographiesidule immobilisierten Nickelionen.
Nach der Elution von Nebenprodukten ohne his-tag werden gréfBere Mengen an Imidazol
hinzugegeben, so dass es zu einem reversiblen Ligandenaustausch kommt und die
gebundenen Proteine eluiert werden.

Aus der Literatur sind auBlerdem synthetische Peptid-Metallionen-Komplexe mit
koordinierenden Histidinseitenketten bekannt. So wurden von Koksch er al.'*¥ Histidinreste,
die die Bindung von Kupfer- und Zinkionen ermdglichen sollen, in Peptide eingebaut, die
a-helikale coiled coil-Motive (Zusammenlagerung zweier a-Helices iliber die hydrophoben

Seitenketten)!'*"!

einnehmen. Die Koordination der Metallionen wurde ausgenutzt, um die
Konformationsdnderung der Sekundérstruktur von einer o-Helix zu einem [-Faltblatt zu
schalten.

Im ersten Abschnitt wird nun auf die Versuche der Koordination von Nickelionen an die
synthetisierten VH1-Nanobinder in wissrigem Medium und an die VH2-Nanobénder in
Methanol eingegangen. Die Losungen der PEO-Peptid-Nanobdnder wurden dazu mit
Nickelchlorid versetzt. In einem typischen Experiment wurden zu 100 pL einer wissrigen

Losung der VH1-Aggregate (1 mg/mL) 1.5 Aq. NiCl, (3 pL, 0.01 mol/L) bezogen auf ein

Konjugatmolekiil hinzugefiigt. Dies entspricht einem Imidazol-Ni**-Verhiltnis von 4:1.
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Das Gemisch wurde 24 h unter leichtem Schiitteln equilibriert und anschlieBend mittels AFM
(CNanobinder = 0.1 mg/mL) untersucht. Die Endkonzentrationen an Nanobéndern und Metallsalz
sind vergleichbar mit anderen Studien, die zur Untersuchung der Metallionenbindung an
Peptiden durchgefiihrt wurden.

Beim Vergleich der AFM-Aufnahmen vor (Abb. 5.5 a) und nach hinzugefiigtem
Nickelchlorid (Abb. 5.7 a) lassen sich praktisch keine Abweichungen in der Faserstruktur

beobachten. Es sind keine Verdnderungen der Hohen, Breiten oder Lingen auffillig.

(b) TEM

Tei

Abb. 5.7. Analyse des Komplexierungsverhaltens der VHI1-Nanobédnder beziiglich
Nickelionen in wissrigem Medium. AFM-(a) und TEM-(b)-Aufnahmen nach dem

Hinzufiigen einer wéssrigen Nickelchloridlésung.

Eine Erhéhung der Metallsalzkonzentration auf 3, 6 oder 15 Agq. hatte ebenfalls keinen
Einfluss auf die PEO-Peptid(VH1)-Nanobander. Die TEM-Messungen (Abb. 5.7 b) der mit
Nickelchlorid versetzten Losungen wurden an nicht kontrastierten Proben durchgefiihrt. Sollte
eine Anreicherung von Nickelionen auf den Oberflichen der Nanobédnder statt gefunden
haben, misste sich deren Elektronenkontrast deutlich erhohen. Auf den Aufnahmen kénnen
vereinzelt diinne Nanofaserstrukturen mit einer Breite von 12+1 nm gefunden werden. Es
wird jedoch dhnlich zu einer Kontrastierung mit Uranylacetat eher der Hintergrund angefarbt.
AuBlerdem werden die Metallionen von den PEO-Schalen gebunden und nicht primér wie
erwartet von den funktionalen Peptidkernen. Im Anschluss an die Abscheidung der
Nanobénder auf der Oberfliche des Analysentragers werden die Metallionen aus der Losung
abgeschieden und lagern sich ein bevorzugt auf den PEO-Ketten der Nanobdnder und an

Kreuzungspunkten von iibereinanderliegenden Strukturen an.
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Es wird daher angenommen, dass in Losung die Koordination von Nickelionen nicht
stattfindet oder sich ein sehr dynamisches Gleichgewicht einstellt. Dies wurde mit UV/VIS-
und NMR-Spektroskopie bestétigt. Das UV/VIS-Spektrum eines Gemisches der
VH1-Nanobinder mit 3 Aq. NiCl, zeigt keine zusitzlichen charge-transfer-Banden, die auf
eine Komplexierung hindeuten wiirden, sondern lediglich eine Uberlagerung der UV/VIS-
Spektren der Einzelkomponenten. Die NMR-Spektren in Wasser zeigen nach der Zugabe von
NiCl, eine leichte Verschiebung (20-40 Hz) der aromatischen Signale der Imidazol-Protonen,
was auf eine schwache Komplexbildung hinweisen konnte oder eventuell von der
Polaritdtsanderung des Losungsmittels hervorgerufen wird. Eine gezielte Vernetzung oder
Uberstrukturbildung konnte in keinem Experiment beobachtet werden.

Als zweite Versuchsreihe wurden die VH2-Nanobidnder in Methanol beziiglich der
Koordination von Metallionen untersucht. Hierbei wurden ebenfalls 1.5 Aq. NiCl, in Bezug
zu einem Konjugatmolekiil eingesetzt, was in diesem Fall einem Imidazol-Ni*"-Verhiltnis
von 8:3 (4:1.5) entspricht. Auf den AFM-Aufnahmen in Abbildung 5.8.a sind ausgedehnte
Faserstrukturen sichtbar. Im Gegensatz zu den VH2-Nanobéndern vor der Nickelionenzugabe
(Abb. 5.5 b) konnen leichte Verdnderungen in der Anordnung der Fasern beobachtet werden.
AuBerdem wurde festgestellt, dass die Hohen der VH2-Nanobédnder interessanterweise
periodisch zwischen 1.6 und 2.4 nm variieren. Dies wird besonders deutlich, wenn die
Hoéhenunterschiede entlang einer Faser untersucht werden (Abb. 5.8 c). Hierbei werden
Erhebungen im Abstand von ~80 nm gefunden, die eine Hohe von 0.8+0.1 nm einnehmen.

Auf der MICA-Oberfliche befinden sich keine Partikel einer solchen GroBenordnung.

(b) TEM

(a) AFM (VH2 aus MeOH + 1.5 4q. NiCl,)

—
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(c) AFM VH2 + NiCl, aus MeOH - Héhenprofilanalyse

0 : H
01 02 03 04 05 06 pm

Abb. 5.8. Analyse des Komplexierungsverhaltens der VH2-Nanobinder beziiglich
Nickelionen in Methanol. Die AFM-Aufnahmen (a, Hohenprofilanalyse ¢) und die TEM-
Aufnahmen (b) nach dem Hinzufiigen einer methanolischen Nickelchloridlosung deuten auf

die Bindung kolloidal geldster Nickelpartikel auf der Faseroberflache hin.

Diese Beobachtung wird von den TEM-Messungen an nicht kontrastierten Proben (Abb. 5.8
b) unterstiitzt. Es werden zahlreiche elektronenkontrastreiche Partikel mit Durchmessern von
2-7 nm abgebildet. Es wird daher angenommen, dass das Nickelchloridsalz in Form
kolloidaler Teilchen in der methanolischen Losung vorliegt. In einigen Bereichen (Abb. 5.8 b,
Pfeil) liegen viele dieser Partikel linear aufgereiht vor. Scheinbar existieren attraktive
Wechselwirkungen zwischen den VH2-Nanobindern und den Nickelchlorid-Clustern. AFM-
und TEM-Messungen geben Hinweise darauf, dass die Metallpartikel auf den
Faseroberflichen angereichert werden. Aus diesen Messungen konnen jedoch keine
eindeutigen Aussagen iiber das Verhalten der Komponenten in Losung gezogen werden.

Zwischen den oberflaichengebundenen Imidazolgruppen und den Nickelionen scheint keine
priaferenzielle Komplexierung stattzufinden, so dass die angestrebte gerichtete Vernetzung der
imidazolfunktionalisierten Nanobédnder durch eine Koordination mit Nickelionen in keinem

Experiment erreicht werden konnte.
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5.1.5. Komplexierung der VH1- und VH2-PEO-Peptid-Nanobinder mit
hyperverzweigten Polyglycerolen

Daher soll sich der nédchste Abschnitt mit dem Versuch des Aufbaus rein organischer

Komposite beschiftigten. Hierfiir sollten ionische Wechselwirkungen zwischen den

kationischen Imidazolresten und anionischen Gruppen von Polymeren oder Tensiden genutzt

werden!'*®

I Grundlegende Prinzipien sind aus der physikalischen Vernetzung von Polymeren
{iber ionische Wechselwirkungen abgeleitet. Polyelektrolytkomplexe'* % die durch
elektrostatische Anziehung kationischer (z.B. Polyethylenimin, Polyvinylpyridin) und
anionischer (z.B. Polyacrylate, Polysaccharide) Polymere gebildet werden, zeichnen sich
durch interessante Eigenschaften aus. So konnen u.a. mit Hilfe der Layer-by-Layer-
Technik!'*"! definierte, funktionale Oberflichenschichten aufgebaut werden. AuBerdem
werden in der Literatur hédufig Anwendungen in der nicht-viralen Gentherapie

1153141 diskutiert.

(DNA-Polyplexe!**!) oder als Drug-Delivery-Systeme
Mit einem pKs-Wert von 6 liegen die Histidinseitenketten bei pH-Werten kleiner als sechs
vorwiegend als Imidazoliumkationen vor. Als positiv geladenen Gruppen konnten diese
ionische Wechselwirkungen mit Anionen oder Polyanionen eingehen und Ionenpaarkomplexe
bilden.

Als organische Vernetzungs-

Q_\O
molekiile wurden hyperverzweigte D_\;‘*/_Q

RO (o} OR
Polyglycerole  verwendet, deren )ﬁ - ‘f }_OH
Endgruppen  carboxylat-  bzw. RO d

7 5

R
sulfonatfunktionalisiert waren (Abb. oﬁ’ Z \_S R \_<—'c
5.9). Diese wurden freundlicher- kCo /_Z H

RO
weise von der Arbeitsgruppe um R. “'},/OHO :l] ) .)“m

Haag et al!"FU Berlin) zur

H}_%R

Verfiigung gestellt. (a) Polyglycerolsulfonat, R =80;Na*, M =12300 g/mol
(b) Polyglycerolcarboxylat, R = CH,COO"Na*, M = 11000 g/mol

Abb. 5.9. Molekiilstruktur der verwendeten hyperverzweigten  Polyglycerole

(sulfonatfunktionalisiert (a) und carboxylatfunktionalisiert (b), entnommen aus Lit.!",
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In der ersten Versuchsreihe wurden die VH1-Nanobénder in Wasser mit dquimolaren Mengen
des  hyperverzweigten = Polyglycerolsulfonats und —carboxylats gemischt. Ein
Polyglycerolmolekiil besitzt ungefdhr 60 funktionale Gruppen und damit 60 negative
Ladungen. Bezogen auf die acht positiven Ladungen (zwei permanente der
N,N-Dimethylglycine und sechs latente der Histidine) eines PEO-Peptid-Konjugatmolekiils
ergibt sich ein Ladungsverhéltnis positivinegativ von rund 1:8. Das Komplexierungsverhalten
der VHI1-Nanobédnder beziiglich der Polyglycerole wurde bei einem pH-Wert von 5
untersucht. Vergleichende Messungen wurden bei einem pH-Wert von 7 durchgefiihrt, bei
dem angenommen wird, dass die Imidazole ungeladen vorliegen. Zu 100 pL einer Lésung der
VH1-Nanobédnder (2 mg/mL) mit pH-Werten von entweder 5 oder 7 wurden 100 pL einer
Losung des Polyglycerolsulfonats (4.8 mg/mL) gegeben. In gleicher Weise wurde mit den
hyperverzweigten Polyglycerolcarboxylaten (100 pL, 4.3 mg/mL) verfahren. Nach 24 h
Equilibrierung bei leichtem Schiitteln konnte in keinem Fall die Bildung makroskopischer
Aggregate beobachtet werden, so dass alle Losungen mittels AFM-Messungen analysiert

wurden, um Hinweise auf Prozesse auf der nanoskopischen Ebene zu erhalten.

(a)pH=5 VH1+Polyglycerolsulfonat (b) pH=7 (c) Polyglycerolcarboxylat pH =
i ;

3 . m ,“\\ > -
il ) \

Abb. 5.10. Vergleichende Gegeniiberstellung der AFM-Aufnahmen von Reaktionsgemischen
der VH1-Nanobénder mit Polyglycerolsulfonat bei pH-Werten von 5 (a) sowie 7 (b) und mit
Polyglycerolcarboxylat bei einem pH-Wert von 5 (c).

AFM-Messungen bei einem pH-Werte von 7 (Abb. 2.10 b) belegen erwartungsgemall, dass
die VHI1-Nanobandstrukturen und die sphérischen Partikel der Polyglycerolsulfonate
nebeneinander vorliegen. Die Dimensionen der Nanobédnder bleiben nach der Zugabe des
Polyglycerolsulfonates unverdndert. Die Imidazolgruppen auf den Nanobandoberflichen
sollten bei pH = 7 ungeladen sein, so dass spezifische Wechselwirkungen mit den

Polyglycerolsulfonaten ausgeschlossen werden konnen.
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AFM-Messungen, die von den VH1-Nanobédnder mit Polyglycerolsulfonat bei pH=5
vorgenommen wurden, deuten auf die Ablagerung der sphérischen Partikel auf und dicht
neben den Nanobdndern hin. Separierte Nanobandstrukturen koénnen nicht mehr gefunden
werden, so dass HoOhen und Breiten Variationen aufweisen. Diese Ablagerung der
Polyglycerolsulfonate auf den Nanobidndern konnte priaparationsbedingt auftreten. Da sowohl
die MICA-Oberflache als auch die Polyglycerolsulfonate negativ geladen sind, ist das
Auftreten repulsiver Kréfte zwischen beiden wahrscheinlich. Bei der Abscheidung des
Reaktionsgemisches auf die Oberfliche wiirden sich die Polyglycerolsulfonate dann
bevorzugt auf den positiv geladenen VHI1-Nanobandoberflichen anreichern. Um solche
Oberflacheneffekte auszuschlieBen wurden die AFM-Messungen auf ungeladenen
Graphitoberflichen wiederholt. Es konnten aber weder die Nanobdnder noch die
Polyglycerolsulfonate zufriedenstellend abgebildet werden, was auf die geringen
Wechselwirkungen zwischen Oberfliche und Probe zuriickzufiihren ist.

Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 5.10. ¢ die AFM-Aufnahme einer abgeschiedenen
Reaktionsmischung des Polyglycerolcarboxylats mit den VH1-Nanobidndern in Wasser bei
einem pH-Wert von 5. Hierbei lagen sphérische Partikel und Nanobandstrukturen unabhingig
von einander auf der Oberfliche vor. Wechselwirkungen zwischen den VH1-Nanobidndern
und den Polyglycerolcarboxylaten konnten nicht nachgewiesen werden. Auch
Untersuchungen der Reaktionsgemische bei anderen pH-Werten zeigten keine Auswirkungen
beziiglich Sekundirwechselwirkungen zwischen Nanobédndern und Polyglycerolcarboxylaten.
Auf andere Nachweismethoden wurde aufgrund dieser Ergebnisse und der Komplexitit der
beteiligten Partner verzichtet.

Eine Analyse des Komplexierungsverhaltens der VH2-Nanobdnder beziiglich der
Polyglycerolcarboxylate wurde angeschlossen. Wechselwirkungen mit den sulfonat-
funktionalisierten Polyglycerolen konnten wegen der geringen Loslichkeit dieser in Methanol
nicht durchgefiihrt werden. Mittels AFM wurde eine Losung untersucht, die durch das
Zusammengeben von 100 pL einer Losung der VH2-Nanobédnder (2 mg/mL) mit 100 pL
einer Losung des Polyglycerolcarboxylats (4.9 mg/mL) hergestellt wurde.

In diesem Experiment wurde ein Ladungsverhéltnis positiv:negativ von rund 1:10 eingestellt.
Nach 24 h bei leichtem Schiitteln wurde das Gemisch auf eine Konzentration von 0.2 mg/mL

an VH2-Nanobéndern verdiinnt und die AFM-Analyse angeschlossen.
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VH2 + Polyglycerolcarboxylat aus MeOH
(b) Phasenbild
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Abb. 5.11. AFM-Aufnahme eines é&quimolaren Gemisches von PEO-Peptid(VH2)-
Nanobindern und carboxylatfunktionalisiertem Polyglycerol in Methanol, welche die

gegenseitige Beeinflussung der Komponenten veranschaulicht (Hohenbild (a) sowie

Phasenbild (b)).

Es wird deutlich, dass sich zwischen den Nanobandstrukturen Partikel befinden (Abb. 5.11 a),
die mit 1.3#0.1 nm &hnliche Hohen wie die Nanobédnder (1.6 nm) einnehmen. Die
VH2-Nanobédnder liegen auBerdem in weiten Bereichen parallel vor. An Proben der
VH2-Nanobinder ohne Polyglycerolcarboxylat wurde zwischen Hoéhenmaxima parallel
liegender Bandstrukturen ein Abstand von ~22 nm bestimmt. Nach der Zugabe des
Polyglycerolcarboxylats vergroBern sich die gefundenen Absténde deutlich auf 33-36 nm. Da
wiederum beide Komponenten fiir die AFM-Messungen auf eine Oberfliche aufgebracht
wurden, konnen oberflichenbedingte Einfliisse nicht ausgeschlossen werden. Sollten sich die
VH2-Nanobinder als erste Komponente auf der Oberfliche befinden, wiirden sie
unbeeinflusst von den Polyglycerolcarboxylaten Abstinde von ~22 nm einnehmen. Es ist
nicht anzunehmen, dass sich bei einer darauf folgenden Abscheidung der Polyglycerole die
Abstinde der Nanobédnder so deutlich dndern wiirden, da diese relativ fest auf der MICA-
Oberfldche anhaften. Dies deutet auf die Ausbildung attraktiver Wechselwirkungen zwischen
VH2-Nanobéindern und carboxylatfunktionalisierten Polyglycerolen bereits in Losung hin.

Das Phasenbild der AFM-Messung (Abb. 5.11 b) zeigt, dass sich zwischen den Nanobdndern
die Polyglycerole befinden. Die Partikel zwischen den Nanobénder zeichnen sich durch einen
dhnlichen Phasenkontrast wie die PEO-Hiille aus. Der Peptidkern ist mit einem stirkeren

Kontrast davon deutlich abgehoben.
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Allerdings konnte auch in dieser Zusammensetzung von VH2-Nanobidndern und
Polyglycerolcarboxylaten der Aufbau komplexer Strukturen nicht nachgewiesen werden.

In diesem Abschnitt sollten die Wechselwirkungen der imidazolfunktionalisierten
Nanobandstrukturen gegeniiber negativ geladenen hyperverzweigten Polyglycerolen
untersucht werden. Im wissrigen Medium konnten keine Komplexierungstendenzen der
VHI1-Nanobinder gegeniiber den hyperverzweigten Polyglycerolsulfonaten nachgewiesen
werden. Da sich alle gemachten Aussagen auf die Auswertung von AFM-Messungen
beziehen und die Komponenten auf Oberflichen untersucht wurden, konnen iiber Zustdnde
der Komponenten in Losung keine eindeutigen Angaben gemacht werden. Trotzdem lieBen
sich in einer Reaktionsmischungen (VH2 + Polyglycerolcarboxylat in MeOH) deutlich
Tendenzen zur Bildung ionischer Komplexe finden. Sollten Wechselwirkungen zwischen den
Nanobindern und den Polyglycerolmolekiilen auftreten, scheinen diese relativ schwach und
dynamisch zu sein, da eine Vernetzung zu groflen Biindeln oder gelartigen Strukturen in
keinem Experiment beobachtet werden konnten. Der Aufbau komplexer, geordneter
Strukturen geht mit dem Verlust vieler Konformationsfreiheitsgrade der Komponenten einher.
Die relativ steifen Nanobénder mit ihrer stdbchenartigen Architektur sollten fiir eine Packung
in geordneten Strukturen favorisiert sein. Dennoch scheinen die vorhandenen anziehenden
Kréfte dazu nicht stark genug zu sein. Eine Ursache fiir die wenig ausgeprigte
Komplexierungsbereitschaft der VH1- und VH2-Nanobéinder konnte in der Anordnung der
Imidazolgruppen auf der Bandoberfliche liegen, worauf im folgenden Kapitel néher

eingegangen werden soll.

5.1.6. Analyse der VH1 und VH2 PEO-Peptid-Nanobandoberflichen

Da aus der Literatur Beispiele fiir Wechselwirkungen von Histidinseitenketten mit
Metallionen und ionischen Gruppen bekannt sind'** *°! stellte sich die Frage aus welchen
Griinden die Komplexierung mit den angesprochenen Molekiilen nur unzureichend stattfand.
Imidazolgruppen sind neben den angesprochenen Komplexierungsmdglichkeiten auch fiir die
Tendenz zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen bekannt. In der Kristallstruktur
ordnen sich die Imidazolmolekiile unter Ausbildung dieser in langen Ketten an (Abb. 5.12).
Die Liange einer Wasserstoffbriickenbindung wurde mittels Rontgenstreuung an Kristallen
von Imidazol bestimmt und betrdgt 0.27-0.29 nm, so dass die Imidazolmolekiile ~0.52 nm

von einander entfernt sind!">).
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Abb. 5.12. Idealisierte Anordnung von Imidazolmolekiilen im Kristallgitter.

In einer antiparallelen B-Faltblattstruktur befinden sich die Riickgrate der Peptidstringe in

"2 Damit befinden sich die auf den Oberflichen der

einem Abstand von ~0.47 nm
Nanobdnder gebundenen Imidazolgruppen in einem Abstand der zur Ausbildung von
Wasserstoftfbriickenbindungen geeignet ist. Um die Anordnung der Imidazolgruppen auf der
Oberfliche der Nanobidnder zu verdeutlichen, stellt Abbildung 5.13 a die idealisierte
Anordnung zweier [B-Faltblatt Peptidstrange mit einer Valin-Histidin-Sequenz dar. Der
Abstand der Imidazolgruppen betrdgt innerhalb des gleichen Strangs 0.69 nm, zwischen den
Stringen wurde ein Abstand von 0.47 nm bestimmt. Diese Abstinde der Imidazolgruppen
voneinander stimmen recht genau mit den Abstéinden in der Kristallstruktur tiberein.

Die bisher in der Untersuchung der VH1- und VH2-Nanobédnder erhaltenen Resultate lassen
darauf  schlieBen, dass auf die Imidazolgruppen tatsdchlich  untereinander
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Neben den gegebenen Abstinden triagt die
Moglichkeit zur freien Rotation der Imidazolgruppen zu dieser Eigenschaft bei. Einfache
Kraftfeldrechnungen (hyper chem) der Dimere des VH1-Konjugates (Abb. 5.13 b) sowie des
VH2-Konjugates (Abb. 5.13 c) verdeutlichen die Anordnung der Imidazolgruppen auf den
Nanobandoberflachen. Vermutlich ist die Ausbildung der Wasserstoffbriicken ein weiterer
Beitrag, der zur Stabilisierung der ~ B-Faltblattstrukturen fiihrt. Allerdings werden dadurch
die Koordinationsstellen der Imidazole abgesittigt, so dass nur wenige freie
Imidazolstickstoffatome fiir die Komplexierung mit Metallionen oder anderen Molekiilen zur
Verfiigung stehen. Besonders an den Enden der Nanobdnder, Knicken, Briichen oder anderen
unregelméBigen Stellen wiirden somit Wechselwirkungen mit anderen Molekiilen moglich
sein, da die Imidazolgruppen nicht perfekt in die Struktur eingebaut sind und die

Wasserstoftbriickenbindungen gestort werden.
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(a) idealisierter B-Faltblatt Peptidstrang mit alternierender Valin-Histidin-Sequenz
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Abb. 5.13. Graphische Darstellung der berechneten Molekiilstrukturen von Dimeren der
PEO-Peptid(VH1)- (a) und PEO-Peptid(VH2)-Konjugate (b), die die Wasserstoftbriicken-
bindungen zwischen den Imidazolresten visualisiert (alle Wasserstoffatome und die

PEO-Ketten wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit weggelassen).

Aus dieser Eigenschaft konnten sich andere Anwendungsmoglichkeiten fiir die
imidazolfunktionalisierten Nanobénder, z.B. als eindimensionale Protonenleiter, ergeben. Wie
beschrieben bildet Imidazol im Feststoff lange Ketten aus, in denen die Imidazole iiber
intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen verkniipft sind. Ahnlich wie Wassermolekiile
kénnen durch diese Anordnung Protonen sehr schnell geleitet werden!'*. Daher beschiftigen
sich einige Studien mit den Mdglichkeiten Imidazol als Protonenleiter in Brennstoffzellen
einzusetzen!””.  Bisher ~wird die Protonenleitung von Polyelektrolytpolymeren
(z.B. NAFION) iibernommen, die in Wasser gequollen werden. Die Verwendung von
Imidazol hitte gegeniiber Wasser den Vorteil bei hoheren Betriebstemperaturen arbeiten zu
konnen. Mit der Immobilisierung von Imidazolgruppen an flexible Polymerriickgrate konnten
Materialien erschaffen werden, die sich durch eine hohe Stabilitit (Polymerriickgrat) und

(1691 'In den synthetisierten Nanobéndern

Protonenleitfiahigkeit (Imidazolgruppen) auszeichnen
befinden sich die Imidazolgruppen bereits in einer idealen Anordnung zur Ausbildung von
H-Briicken, gebunden an eine definierte, anisotrope Struktur. Die Histidinseitenketten sind
aullerdem frei drehbar, so dass der Reorientierungsschritt nach dem Protonentransfer moglich

ware.
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5.2. PEO-Peptid-Nanobiinder mit photoschaltbaren Spiropyraneinheiten

Photochrome Verbindungen existieren in zwei stabilen Zustinden, die sich durch
Einstrahlung von Licht verschiedener Wellenléngen ineinander iiberfithren lassen''®". Durch
die Integration photochromer Molekiile in polymere Systeme konnen lichtinduzierte
Anderungen der Struktur, Konformation oder Ldslichkeitseigenschaften hervorgerufen
werden. Diese sind ein direktes Resultat verdnderter Wechselwirkungen der photochromen
Einheiten mit der Polymerkette, den Losungsmittelmolekiilen oder Polymer-
Seitenkettengruppen. Als Beispiele fiir photochrome Verbindungen seien Azobenzole, Trityl-
Derivate, Fulgide und die in Abbildung 5.14. gezeigten Spiropyran-Verbindungen genannt.
Die photochemische Umwandlung des farblosen Spiropyranderivates in das gefarbte

Merocyaninderivat geht mit einer C-O-Bindungsspaltung des Spiropyranringes einher.
NO,

L 2 OG5

T d
R

Abb. 5.14. Darstellung der photochemischen Reaktion, die zum photochromen Verhalten der
Spiropyranmolekiile fiihrt (links = geschlossene Spiropyranform, rechts = offene

Merocyaninform, A; = 366 nm, A, = 560 nm).

Die ionische Merocyaninform besitzt eine grofle Tendenz sich zu stapelartigen Aggregaten

162]

zusammenzulagern''®. Je nach Ausrichtung der Molekiildipolmomente wird zwischen

J-Aggregaten (parallel) und H-Aggregaten (antiparallel) unterschieden. Diese Dimerisierungs-

163]

tendenz wurde z.B. von Pieroni ez al.!'® zur Sekundirstrukturinduktion in Homopolypeptiden

(1641 poly-L-Lysin) genutzt. Hierbei wurde der Ubergang von

(Poly-L-Glutaminsdure
ungeordneten, statistischen Kndueln zu a-helikalen Strukturen beobachtet. Im Dunklen oder
nach UV-Bestrahlung liegt die photochrome Einheit in der Merocyaninform vor. Die
Merocyaninmolekiile dimerisieren und verhindern auf diese Weise die Ausbildung einer
definierten Sekundirstruktur. Wurden die Polypeptide dem Sonnenlicht ausgesetzt, bildete

sich die Spiropyranform, was zur Auflosung der Aggregate und zur Einnahme der a-helikalen

Sekundarstruktur fiihrte.



5 Funktionalisierte PEO-Peptid-Nanobiinder 95

Andere Arbeiten beschiftigen sich mit der Beeinflussung des kolloidalen Verhaltens von
Spiropyran-Methylmethacrylat-funktionalisierten Silikapartikeln. Die Silikapartikel wurden
mit Polymethylmethacrylatbiirsten versehen, die variable Mengen an Spiropyran
enthielten!'®). Diese Kern-Schale-Kolloide bilden in Toluol stabile Suspensionen, wenn die
geschlossene Spiropyraneinheit vorliegt. Die UV-induzierte Photoumwandlung zur offenen
Merocyaninform verursacht eine schnelle Aggregation der Partikel!'®®!.

Die Funktionalisierung von PEO-Peptid-Nanobédndern mit photochromen Spiropyran-
molekiilen sollte die Moglichkeit bieten, eine photoinduzierte Vernetzung der Nanobidnder zu
Uberstrukturen zu erreichen. Voraussetzungen dafiir schafft die hohe Dimerisierungstendenz

der Merocyanineinheiten.

Abb. 5.15. Idealisierte, schematische Darstellung eines PEO-Peptid-Nanobandes
(Seitenansicht), welche die Integration der Spiropyraneinheit in die Peptidstringe und die
erwartete Anordnung auf der Nanobandoberfliche darstellt. (Die Anzahl der

Aminosiureseitenketten wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit reduziert.).

Ein Ziel der im Folgenden beschriebenen Analysen sollte dementsprechend die Synthese und
Charakterisierung spiropyran-/merocyaninfunktionalisierter PEO-Peptid-Konjugate sein.
Weiterhin sollte das photochemisch induzierte Komplexierungsverhalten gebildeter PEO-

Peptid-Nanobénder untersucht werden.
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5.2.1. Synthese spiropyranfunktionalisierter PEO-Peptid-Konjugate

Eine hohe Aggregationstendenz der PEO-Peptid-Konjugate und die Ausbildung stabiler
B-Faltblattmotive sollte durch die bekannte alternierende Valin-Threonin-Sequenz
gewdhrleistet werden. Zusitzlich dazu musste in den Peptidstrang eine Aminosdure integriert
werden, die die Anbindung der photochromen Gruppe erlaubt. In Analogie zu den erwédhnten
Arbeiten {iber spiropyranfunktionalisierte Poly-L-Lysine sollte eine Verkniipfung der
Spiropyraneinheit iiber die e-Aminofunktion eines Lysinmolekiils durchgefiihrt werden.

Das Spiropyraneinheit wurde dazu iiber eine kurze Alkylkette mit einer Carboxylatgruppe
versehen, die unter Amidbindungsbildung mit der e-Aminogruppe des Lysins umgesetzt
werden kann (Abb. 5.16). Die Spiropyrancarbonsiure 1-(B-Carboxyethyl)-3’,3 -dimethyl-6-

167

nitrospiro(indolin-2’,2[2H-1]benzopyran) (SP-COOH) wurde nach Pieroni er all aus

2,3,3-Trimethylindolin, 3-lodpropansdure und 5-Nitrosalicylaldehyd synthetisiert und NMR-

spektroskopisch sowie massenspektrometrisch charakterisiert.
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Abb. 5.16. Reaktion des lysinfunktionalisierten PEO-Peptid-Konjugates mit der
Spiropyrancarbonsdure unter Amidbindungsbildung, die nach Standardbedingungen der
Peptidsynthese durchgefiihrt wurde und im spiropyranfunktionalisierten PEO-Peptid(SP-VT)-

Konjugat resultiert.

Um eine zu hohe Dichte an funktionellen Gruppen auf der Oberfliche der zu bildenden
Nanobénder zu vermeiden, wurde eine Aminosduresequenz gewihlt, die pro Peptidstrang nur
eine Kupplungsmoglichkeit flir das Spiropyranmolekiil bietet. Die am Templatmolekiil

aufgebaute Sequenz ist demnach Lys-Val-Thr-Val-Thr-DMG.
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Die Integration von Lysin bietet neben der Mdglichkeit zur Ankniipfung des Spiropyrans liber
eine Amidbindung den Vorteil, dass das Spiropyranmolekiil iiber einen langen, flexiblen
Spacer mit dem Konjugatmolekiil verbunden ist. Dadurch sollte eine freie Rotation der
Spiropyrane gewihrleistet sein und die Nanobéander miissten sich bei einer Dimerisierung der
Merocyanineinheiten nicht zu stark annéhern.

Die Synthese des spiropyranfunktionalisierten PEO-Peptid-Konjugates (dmGly-Thr-Val-
Thr-Val-Lys(SP)),NH-Templat-PEOQ,;s = SP-VT (Abb. 5.16) wurde analog zu dem
bekannten Syntheseschema der bereits beschriebenen PEO-Peptid-Konjugate durchgefiihrt.
Nach der Kupplung des Templatmolekiils an das Tentagel® PAP-Harz (MypE0) ~ 3200 g/mol)
wurde die Aminosduresequenz Lys-Val-Thr-Val-Thr nach Standard Fmoc-Protokollen am
Peptidsynthesizer (Doppelkupplungen mit 35 min) aufgebaut. Die Kupplung der N-terminalen
Endgruppe N,N-Dimethylglycin erfolgte per Hand in einem Glasreaktor. Nachfolgend wurden
die semipermanenten Seitenkettenschutzgruppen des Lysins (Boc) und der Threonine
(tert-Butylether) mit 30% TFA in DCM abgespalten. Auf diesem Weg wurde die e-
Aminogruppe des Lysins zu Kupplung mit der Spiropyrancarbonsdure freigesetzt. Die
Amidbindung wurde unter Standardbedingungen der Peptidsynthese (Aktivierungsreagenzien
= PyBOP/HOBT) gebildet (Doppelkupplung, jeweils 2 h) (Abb. 5.16). Die Abspaltung des
PEO-Peptid-Konjugates SP-VT erfolgte mit 99% TFA + 1%TMBS (v/v) fiir 6 h. Das Produkt
wurde aus Ether gefdllt, 3 Tage gegen Wasser dialysiert (MWCO ~1000) und
gefriergetrocknet.

Das PEO-Peptid-Konjugat SP-VT wurde mittels NMR-Spektroskopie eindeutig identifiziert.
Anhand der aromatischen Protonensignale der Spiropyraneinheit im Vergleich zu den
Peptidsignalen kann auf einen vollstindigen Umsatz aller Lysinaminogruppen mit
SP-COOH geschlossen werden. Ein MALDI-Massenspektrum konnte nur von der Vorstufe
des Konjugatmolekiils ohne Spiropyran angefertigt werden. Damit konnte aber der fehlerfreie
Aufbau der Peptidsequenz bestitigt werden, da sich von SP-VT kein aufgelostes
Massenspektrum erhalten lieB. Wie auch bei den imidazolfunktionalisierten PEO-Peptid-
Konjugaten treten im Feststoff FTIR-Spektrum von SP-VT die charakteristischen Amid-I
(1628 cm™), Amid-II (1547 cm™) und PEO-Ether (1099 cm™) Schwingungsbanden auf.
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5.2.2. Charakterisierung der spiropyranfunktionalisierten PEO-Peptid-Konjugate

NO,

(a) SP-VT (b) MC-VT Ty

Abb. 5.17. Darstellung des Photoschaltprozesses am PEO-Peptid-Konjugat. Die Umwandlung
des SP-VT-Konjugates (a) in das MC-VT-Konjugat (b) erfolgt mit UV-Strahlung einer

Wellenldnge von 366 nm, die Riickreaktion im sichtbaren Bereich des Lichtes.

Der photochemische Prozess kann in Analogie zu ungebundenen Spiropyranmolekiilen
(Abb. 5.14) durch Bestrahlung mit UV-Licht oder durch ldngeres Stehen im Dunklen
ausgelost werden. Die Riickreaktion der Merocyanin- zu Spiropyraneinheiten erfolgt im
sichtbaren Bereich des Lichtes. Dabei hingt die Stabilitit der jeweils vorliegenden Spezies
vom umgebenden Losungsmittel ab.

Die weitere Analyse des synthetisierten Konjugates untersuchte die Photoschaltbarkeit der an
den Peptidstrang gekuppelten Spiropyraneinheit. Mit Hilfe der UV/VIS-Absorptionsspektren
sollte geklért werden, ob die photolytische Bindungsspaltung zur Umwandlung der unpolaren
Spiropyran- in die ionische Merocyanineinheit auch im Konjugat stattfindet. Losungen des
SP-VT-Konjugates wurden mit einer Konzentration von 1 mg/mL in Wasser und Methanol

hergestellt und mit UV-Licht der Wellenldnge 366 nm bestrahlt.
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Abb. 5.16. UV/VIS-Absorptionspektren des SP-VT-Konjugates in Methanol (a) und Wasser
(b), die die Umwandlung der Spiropyran- in die Merocyaninspezies anhand des Aufbaus einer

zusitzlichen Absorptionsbande bei 552 nm belegen.

Die erste Kurve (Abb. 5.18 a, b (schwarz)) in beiden Grafiken stellt das Spektrum des
Spiropyranfunktionalisierten Konjugates vor der Bestrahlung dar. Alle weiteren Spektren
wurden nach jeweils 30 Sekunden UV-Bestrahlung aufgenommen. Dabei wird der
kontinuierliche Aufbau einer Absorptionsbande bei 552 nm in beiden Losungsmitteln
detektiert. Das Maximum dieser Absorptionsbande wird nach 5 Minuten Bestrahlung erreicht.
Somit werden die jeweils letzte Kurven (Abb. 5.18 a, b (rot)) als die Spektren des
Merocyaninkonjugates angesehen. Anhand des Aufbaus dieser fiir die Merocyanine
charakteristischen UV/VIS-Absorptionsbande kann der Schaltprozess verfolgt werden.

Nachdem die Photoschaltbarkeit der Spiropyraneinheit bestitigt wurde, erfolgte die
Untersuchung der Aggregationstendenz des PEO-Peptid-Konjugates SP-VT. Gemessene
CD-Spektren wiesen auf die Bildung einer B-Faltblatt Sekundirstruktur in den beiden
Losungsmitteln Wasser (Abb. 5.19 a) und Methanol (Abb. 5.19 c) hin. Das fiir B-Faltblitter
typische Minimum bei 218 nm wurde in beiden Fillen beobachtet. Dies unterstiitzt die
Annahme, dass zusitzlich zu einer bestehenden Val-Thr-Sequenz eine weitere Aminosdure in
die Peptidstringe eingebaut werden kann, ohne die Sekundérstrukturbildung dramatisch zu
storen. Nach der Bestrahlung mit UV-Licht (366 nm) wurden die CD-Spektren des MC-VT-
Konjugates aufgenommen (Abb. 5.19 b (Wasser); Abb. 5.19 d (MeOH)). Es konnten ebenfalls
in beiden Losungsmitteln die charakteristischen B-Faltblatt-Spektren nachgewiesen werden.
Der Schaltvorgang hat weder in Wasser noch in Methanol einen entscheidenden Einfluss auf

die Ausbildung der B-Faltblattstruktur.
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Abb. 5.19. CD-Spektren der PEO-Peptid-Konjugate in Wasser und Methanol in Abhédngigkeit

vom Zustand der photochromen Einheit.

Das Vorhandensein der p-Faltblatt Sekundirstruktur unabhidngig von Zustand der
photoschaltbaren Spiropyraneinheit bietet die Voraussetzung fiir die Ausbildung von
einheitlichen Nanobandstrukturen und deren Vernetzung. Im nichsten Abschnitt soll daher
auf die = AFM-Untersuchungen zur  Charakterisierung der sich  bildenden
spiropyranfunktionalisierten PEO-Peptid-Nanobénder eingegangen werden. Dabei sollte vor
allem untersucht werden, welche Auswirkungen der Schaltprozess auf die
Nanofaserstrukturen hat. Als erstes sollten dabei natiirlich die Dimensionen der sich
bildenden Nanobandstrukturen ermittelt werden.

Die SP-VT-Konjugate wurden mit einer Konzentration von 1 mg/mL in Wasser gelost. Ein
Teil dieser Losung wurde 1 h mit sichtbarem Licht bestrahlt, um das reine
Spiropyrankonjugat zu erhalten. Der andere Teil wurde zur vollstdindigen Umwandlung in das
ionische Merocyaninkonjugat 1 h mit UV-Licht der Wellenlinge 366 nm bestrahlt. Die
Ergebnisse der AFM-Messungen dieser auf die MICA-Oberfliche aufgebrachten Losungen
sind in Abbildung 5.20. gezeigt.
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(a) SP-VT

Abb. 5.20. AFM-Aufnahmen der PEO-Peptid-Nanobinder direkt nach dem Ld&sen der
Konjugate in Wasser visualisieren die gebildeten Strukturen jeweils vor (Spiropyranform, a)

und nach dem photochemischen Schalten (Merocyaninform, b).

Bei Vorhandensein der Spiropyraneinheit (Abb. 5.20 a) werden kurze, stdbchenartige
Strukturen gefunden, die eine Hohe von 1.6+0.2 besitzen. Die AFM-Aufnahmen der
merocyaninfunktionalisierten Konjugate (Abb. 5.20 b) zeigen ebenfalls Nanobidnder mit einer
Linge von bis zu 300 nm und einer Hohe von 1.6+0.2 nm. Beim Vergleich der Nanobénder in
den beiden Schaltzustinden fillt auf, dass die Spiropyran-Nanobénder sehr dicht zusammen
und teilweise iibereinander liegen, wihrend die Merocyanin-Nanobidnder in sehr
regelméfBigen Abstinden von ~25 nm vorkommen.

Im Gegensatz zur Annahme, dass Sekunddrwechselwirkungen zwischen den PEO-Peptid-
Nanobéndern {iber eine Aggregation der Merocyaninmolekiile verursacht wiirden, belegen
diese Beobachtungen eher eine Tendenz zur Biindelbildung in der Merocyaninform. Die
ionische Merocyaninform liegt im polaren Medium Wasser vermutlich solvatisiert vor, so
dass intermolekulare Wechselwirkungen mit Uberwindung der Solvatationsenergie
einhergehen miissten. Die regelmiBige Anordnung der Merocyanin-Nanobédnder wird durch
einen klassischen, physikalischen Effekt hervorgerufen. Steife, stidbchenartige Strukturen
neigen sehr stark zur Biindelbildung und bilden leicht nematisch geordnete Phasen aus.

Die unpolaren Spiropyran-Nanobénder zeigen dagegen eine Art ,,Klebrigkeit”, so dass keine
regelméfBige Anordnung gefunden wird. Diese ,Klebrigkeit® wird vermutlich durch
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen zwei Spiropyraneinheiten bzw. zwischen den
Spiropyrangruppen und den PEO-Ketten hervorgerufen und fiihrt zu einer Stabilisierung und
Zusammenlagerung der Nanobidnder. AuBlerdem weisen diese spontan, unter kinetischer

Kontrolle gebildeten Nanobandstrukturen viele Fehlstellen auf.
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An diesen unregelméBigen Stellen treten Wechselwirkungen zwischen nicht perfekt in die
Strukturen integrierten Spiropyraneinheiten, sowie laterale Wechselwirkungen zwischen
Spiropyranen und PEO bevorzugt auf.

In weiteren Versuchen konnte die Lange der Nanobander durch eine kontrollierte Aggregation
deutlicher gesteigert werden. Hierbei wurden die Losungen der SP-VT-Konjugate in Wasser
in gleicher Weise wie die der VH1-Konjugate fiir 3 h auf 90 °C erwédrmt, langsam auf RT
abgekiihlt und anschliefend 3 Tage gegen Wasser dialysiert. Wiahrend Hohe und Breite
konstant bleiben, konnte die Linge der Nanobinder von durchschnittlich ~300 nm auf

~800 nm erhoht werden (Abb. 5.21).

(a) AFM SP-VT (b) AFM MC-VT

(c) TEM SP-VT (d) TEM MC-VT

Abb. 5.21. PEO-Peptid-Nanobédnder nach thermischer Deaggregation und Reaggregation
durch  Abkiihlen. AFM-Aufnahmen (oben) und TEM-Aufnahmen (unten) der

Spiropyranspezies (a, ¢) im Vergleich mit der Merocyaninspezies (b, d).

AFM-Messungen der abgeschiedenen Nanobdnder nach der kontrollierten Aggregation
zeigen, dass im Spiropyranzustand (Abb. 5.21 a) die Tendenz zur ,Klebrigkeit“ der
Nanobédnder noch vorhanden ist. Dieser Effekt ist aber wesentlich schwécher ausgeprigt als

bei den kurzen, durch direktes Auflosen erhaltenen SP-VT-Nanobéandern.
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Bei den merocyaninfunktionalisierten Konjugaten werden weiterhin separierte, parallel
vorliegende Nanobédnder detektiert (Abb. 5.21 b). Mit dem Zuwachs an Faserlidnge ist eine
Erhohung des Querschnittverhéltnisses und damit der Steifigkeit der Nanobédnder verbunden.
Diese besitzen demnach eine groflere Tendenz zur Ausbildung von Biindeln und nematischen
Anordnungen. Die Zusammenlagerung der spiropyranfunktionalisierten Nanobédnder aufgrund
des hydrophoben Effekts ist damit bei den kurzen Objekten (Abb. 5.20 a) wahrscheinlicher als
bei den ldngeren Nanobédndern (Abb. 5.21 b).

Die TEM-Aufnahmen von SP-VT (Abb. 5.21 c¢) und MC-VT (Abb. 5.21 d) nach der
Reaggregation zeigen anisotrope Objekte mit Lingen von 600 — 800 nm. Die Breite der
Strukturen stimmt mit 14+2 nm innerhalb der Fehlergrenzen mit den AFM-Messungen
iberein. Wesentliche Unterschiede in der Anordnung der PEO-Peptid-Nanobénder konnen
vor und nach der UV-Bestrahlung nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass ausgedehnte, steife PEO-Peptid-Nanobénder
dargestellt wurden. Diese zeigten jedoch in Wasser in keinem Schaltzustand die Tendenz
supramolekulare Aggregate zu bilden oder eine Vernetzungsreaktion einzugehen.

Daher sollten nachfolgend durch Variation des Losungsmittels versucht werden die
Dimerisierungstendenz der Merocyanine zu erhdhen, um damit die gerichtete Vernetzung der
Nanobénder auszulésen. Dazu wurden AFM-Messungen als eine Art schnelle Screening-
Methode genutzt. Dies erlaubt zwar keine Strukturanalyse der Losungsstrukturen, wie z.B.
iber Lichtstreuung, Kleinwinkelrontgenstreuung oder Kleinwinkelneutronenstreuung (SANS)
moglich wire, sollten sich jedoch aufgrund sekundiarer Wechselwirkungen Aggregate bilden,
wiirden sich diese auch auf Oberfldchen nachweisen lassen.

In Methanol findet die Aggregation zu stdbchenférmigen Nanobdndern nach dem Ldsen der
PEO-Peptid(SP-VT)-Konjugate innerhalb von 48 h statt. Die in Abbildung 5.22. gezeigten

Nanobénder haben durchschnittlich eine Linge zwischen 600 nm und 1 pm.
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(a) SP-VT (b) MC-VT

Abb. 5.22. AFM-Aufnahmen der spiropyran- (a) und merocyaninfunktionalisierten (b) PEO-
Peptid-Nanobénder in Methanol.

Beim Vergleich der Nanobinder vor (Abb. 5.22 a) und nach (Abb. 5.22 b) der Bestrahlung
kann festgestellt werden, dass sich die abgebildeten Strukturen nur minimal voneinander
unterscheiden. Sowohl spiropyran- als auch merocyaninfunktionalisierte Nanobédnder sind
durch Hohen von 1.6+0.1 nm und Breiten von 1543 nm gekennzeichnet. In beiden Fillen liegt
die Mehrzahl der Fasern in einer parallel gepackten Anordnung vor. Die geringen
Unterschiede in der Faseranordnung sind wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass beide
photochromen Spezies in Methanol eine vergleichbare Stabilisierung erfahren. Da MeOH
sowohl die zwitterionische Merocyaninform als auch die unpolare Spiropyranform
stabilisieren kann, sind intermolekulare Wechselwirkungen zu gering, um Aggregate zu
favorisieren.

Weitere Versuche wurden mit Losungsmittelgemischen durchgefiihrt. Dabei wurden die
verwendeten Losungsmittel so gewdhlt, dass P-Faltblattmotive und Nanobandstrukturen
erhalten bleiben. In unpolarerem Medium (50% MeOH / 50% Toluol) sollte die Tendenz zur
Dimerisierung der ionischen Merocyanineinheiten erhoht werden. Dagegen wird mit
Zunahme der Polaritdt des Losungsmittels (50% MeOH / 50% HFP) die Dimerisierung der
unpolaren Spiropyraneinheiten wahrscheinlicher. Nach dem Losen der SP-VT-Konjugate in
Methanol wurden entsprechende Mengen Toluol und HFP hinzugefiigt. Nach jeweils 1 h der
Equilibrierung unter Bestrahlung mit sichtbarem Licht oder UV-Licht wurden die

Nanobinder (Ckonjugat = 0.1 mg/mL) aus der Losung abgeschieden und analysiert (Abb. 5.23).



5 Funktionalisierte PEO-Peptid-Nanobinder 105

(a) SP-VT  (50% MeOH - 50% Toluol) (b) MC-VT

Abb. 5.23. AFM-Aufnahmen der PEO-Peptid-Nanobidnder aus verschiedenen
Loésungsmittelgemischen (50% Methanol / 50% Toluol (oben; a, b) sowie 50% Methanol /
50% Hexafluoroisopropanol (unten; c, d)), welche den FEinfluss des Zustandes der

Chromophore auf die Nanobandanordnungen zeigen.

Im Allgemeinen wird beobachtet, dass der strukturelle Aufbau der PEO-Peptid-Nanobander
unverdndert bleibt. Unabhingig vom gewdhlten Losungsmittel zeichnen sich die SP-VT-
bzw. MC-VT-Nanobénder durch eine Hohe von 1.6+0.2 nm aus. Auch die Léangen der
Nanobinder bleiben annéhernd konstant. Die Breite wurde wenn mdglich an Hohenmaxima
parallel liegender Bander bestimmt und betrdgt 16-20 nm.

In 50% MeOH / 50% Toluol (v/v) liegen die spiropyranfunktionalisierten PEO-Peptid-
Nanobidnder (Abb. 5.23 a) in einer Mischung aus separierten und gebiindelten Nanofasern vor.
Die Mehrzahl der Merocyanin-Nanobédnder wird als von einander getrennte Biindel mehrerer
Nanobénder aufgefunden (Abb. 5.23 b). Auch wenn noch keine gréBeren, makroskopischen
Biindel beobachtet werden konnten, deutet dieses Ergebnis in die richtige Richtung. Wie auch
in der Literatur beschrieben erhoht sich die Dimerisierungstendenz der Merocyanineinheiten
in unpolaren Losungsmitteln. Somit sollte in Toluol die Aggregation der Merocyanine

besonders ausgeprigt sein.
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Die Untersuchung der Nanobidnder in reinem Toluol zeigte jedoch, dass die Nanobdnder
unabhingig vom Zustand der Chromophore zu mikroskopisch groen Biindeln aggregieren.
Dieses Verhalten kann vermutlich mit unspezifischen Wechselwirkungen zwischen den
polaren [B-Faltblattseiten erkldrt werden, die auch fiir andere PEO-Peptid-Nanobénder
(z.B. VH2) beobachtet wurden.

Die Zugabe von HFP zu den methanolischen Losungen der Nanobdnder sollte die
Wechselwirkungstendenz zwischen den unpolaren Spiropyraneinheiten erhéhen. Aber auch in
diesem Fall treten eher die ionischen Merocyanin-Nanobédnder (Abb. 5.23 d) gebiindelt auf.
Jeweils 3-4 Nanobinder schlieBen sich dabei zu Aggregaten zusammen. Dieses Verhalten
kann bei den Spiropyran-Nanobdndern in reduziertem Ausmal} ebenfalls gefunden werden
(Abb. 5.23 ¢). Jedoch ist der Anteil an vereinzelt vorliegenden Nanofasern erheblich groBer.
Scheinbar ist die Dimerisierungstendenz der Merocyaninmolekiile bei dieser Losungsmittel-
zusammensetzung grofler als die der Spiropyraneinheiten. Bei weiterer Erhohung der
HFP-Konzentration auf 90% sollte demnach eine Verstiarkung der Dimerisierungstendenz der
Merocyaninmolekiile eintreten. Obwohl HFP die Sekundirstrukturbildung nicht stoéren sollte,
scheinen die Nanobandstrukturen nach Zugabe von HFP zu kollabieren. AFM-Messungen
konnten in keinem Schaltzustand die PEO-Peptid-Nanobandstrukturen detektieren.

Im letzten Kapitel wurde die Synthese spiropyranfunktionalisierter PEO-Peptid-Konjugate
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die photochemische Schaltung an den
Konjugatmolekiilen moglich ist und dass in beiden Zustinden p-Faltblattstrukturen
ausgebildet werden. Nanoskopische Bandstrukturen konnten in Wasser, Methanol und
Methanol/Toluol- bzw. Methanol/HFP-Gemischen nachgewiesen werden. Die Bildung
makroskopischer Uberstrukturen wurde jedoch in keinem Fall durch Umwandlung der
chromophoren Spezies hervorgerufen.

In Wasser konnte die Tendenz zur Ausbildung von intermolekularen Wechselwirkungen
zwischen den unpolaren spiropyranfunktionalisierten Nanobéndern beobachtet werden. Diese
war vor allem bei kurzen Strukturen, vermutlich aufgrund einer nicht perfekten Anordnung
der Konjugate in den Nanobédndern, ausgepridgt vorhanden. In reinem Methanol existieren
dagegen keine Unterschiede im Verhalten der PEO-Peptid-Nanobinder. Durch Zugabe von
HFP (50%) konnte in der Merocyaninform die Bildung von kleineren Aggregaten

hervorgerufen werden.
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Diese Beobachtungen stimmen grundsitzlich mit den Untersuchungen von Pieroni et al.l'®”
zu spiropyranfunktionalisierten Poly-L-Lysinen {iberein. In reinem Methanol und in
HFP/Methanol-Gemischen mit mehr als 40% Methanol fand keine Aggregation der
Merocyanine statt. Dagegen dimerisierten in Mischungen mit nur 10% Methanol die
Merocyanineinheiten, so dass unter UV-Bestrahlung random coil Strukturen und im
sichtbaren Licht a-helikale Strukturen gefunden wurden.

Obwohl die photoinduzierte Kontrolle der Organisation der Nanobdnder zu hdheren
Hierarchieebenen nicht erreicht werden konnte, bieten die synthetisierten PEO-Peptid(SP-
VT)-Nanobinder mit den chromophoren Einheiten interessante Einsatzmoglichkeiten fiir die
Modifizierung von Oberfldchenpolarititen oder -funktionen, die reversibel photoschaltbare

Bindung von Metallen oder durch die Photoschaltung ausgeldste Kristallisationsprozesse.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die exzellenten Materialeigenschaften biologischer Konstruktionsmaterialien sind das
Resultat einer hierarchischen Ordnung der Bausteine und dem definierten Zusammenwirken
der Komponenten sowie Materialgrenzflichen auf allen Hierarchieebenen, von
nanoskopischen bis hin zu makroskopischen GroBenordnungen. Knochen sind z.B. deshalb
ein Hochleistungsmaterial, weil mechanische Belastungen registriert und die Knochenstruktur
an stark beanspruchten Stellen verstirkt werden kann. Viele dieser Konstruktionsmaterialien
sind faserverstérkte oder fasergeleitete Komposite, in denen starre, keramische Komponenten
mit weichen, polymeren Komponenten gezielt vereint werden. Meeresorganismen wie
Glasschwdamme bauen einzigartige, kéfigartige Strukturen aus Silikakompositnadeln auf, die
die Sprodigkeit des Hauptkonstruktionsmaterials Glas durch die Integration lamellarer
Proteinschichten {iberwinden.

Inspiriert von natiirlichen Konstruktionsmaterialien beschéftigt sich die vorliegende Arbeit
mit dem Aufbau hierarchischer Kompositmaterialien durch die gerichtete Organisation
funktionaler PEO-Peptid-Nanobandstrukturen.

In einer vorangestellten Arbeit wurde ein Konzept zur Synthese von Polyethylenoxid-Peptid-
Konjugaten (PEO-Peptid-Konjugaten) und deren Aggregation zu ausgedehnten,
nanoskopischen Bandstrukturen vorgestellt. Diese nanoskopischen PEO-Peptid-Bénder
zeichnen sich durch die Existenz eines B-Faltblatt Peptidkerns und einer PEO-Schale aus, die
die Bénder vor lateraler Aggregation bewahrt. Entlang des Peptidkerns entsteht eine

Oberflédche, die in definierten Abstdnden mit funktionellen Gruppen besetzt ist.

funktionalisierte Oberflache
der Nanobander

Sekundar-
wechselwirkungen

PEO-Schale B-Faltblatt
Peptidkern

Abb. 6.1. Schematische Darstellung der PEO-Peptid-Nanobdnder und deren gerichtete
Organisation unter Ausbildung sekunddrer Wechselwirkungen zwischen den funktionalen

Oberflachen.
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Durch die Variation der Aminosduresequenz konnen die Nanobandoberflichen gezielt mit
funktionellen Gruppen (Abb. 6.1) versehen werden. Der Aufbau hierarchisch, strukturierter
Kompositmaterialien sollte mittels einer gerichtete Organisation der Nanobédnder erfolgen.
Die Materialeigenschaften der entstehenden Komposite konnen iiber die Art der eingesetzten
Sekundirwechselwirkungen oder Co-Materialien beeinflusst werden.

Im ersten Abschnitt der Arbeit wurde die gerichtete Vernetzung hydroxyfunktionalisierter
PEO-Peptid(VT)-Nanobinder in einer kontrollierten Silifizierungsreaktion beschrieben. Die
Nanobandstrukturen ahmten dabei die Funktion biologischer Silika Morphogeneseproteine
nach. So konnten in einer peptidgelenkten Silikakondensationsreaktion makroskopische,
bioorganisch-anorganische Kompositfasern mit sechs strukturellen Hierarchieebenen erzeugt
werden (Abb. 6.2).

Wurde eine Losung der PEO-Peptid(VT)-Nanobénder in Ethanol unter intensivem Schiitteln
mit dem Silikaprecursor (hydrolysiertes Tetramethoxysilan) versetzt, fielen innerhalb weniger
Sekunden makroskopische Fasergeflechte aus dem Reaktionsgemisch aus. Diese spontan
gebildeten Kompositfasergeflechte zeichneten sich durch eine sehr definierte innere
Feinstruktur aus. Rasterelektronenmikroskopie belegte den Aufbau aus einheitlichen,
submikrometer groen Strukturelementen mit Durchmessern von ~95 nm, den sogenannten
Protokompositfasern. FEine Analyse der Porenstruktur nach dem Calcinieren des
Kompositmaterials erlaubte indirekt Aussagen iiber die Anordnung und Orientierung der
PEO-Peptid(VT)-Nanobinder innerhalb der Protokompositfasern zu treffen. Anhand von
Transmissionselektronenmikroskopie an durch Calcinieren erhaltenen, pordsen Silikafasern
lieBen sich hochorganisierte, iiber weite Bereiche parallel in Hauptfaserrichtung liegende
Poren identifizieren. Eine systematische Variation der Reaktionsparameter (insbesondere
Alterungszeiten und Silikaprecursormengen) bestétigte die Annahme eines Hybridprozesses,
der peptidgeleitete Silifizierung und Selbstorganisation miteinander verband.

Der vorgeschlagene Organisationsmechanismus der Kompositfaserbildung folgt biologischen
Prinzipien. Demnach findet eine Anreicherung der Kieselsdure auf den funktionalen
Oberflichen der Nanobandstrukturen statt, was in der Ausbildung einheitlicher
Nanokompositbdnder resultiert. Durch synergistische Prozesse zwischen den priméir
silifizierten, nanoskopischen Strukturelementen entstehen selbstorganisiert komplexe
Kompositfasern, die sich durch das Vorhandensein definierter Hierarchieebenen auszeichnen.
Die folgende Abbildung hebt alle strukturellen Hierarchieebenen der bioorganisch-

anorganischen Kompositfasern hervor.
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PEO-Peptide-Konjugat —
Hierarchieebene |
(Ry~ 3 nm)

!

B-Faltblatt-Tape
Hierarchieebene Il
(15%0.3 nm)

)

Nanoband (B-Faltblatt-Doppeltape)
Hierarchieebene Il
(15%1.4 nm)

!

Nanokompositband
Hierarchieebene IV
(~15%3 nm)

i

Protokompositfasern
Hierarchieebene V
(~100 nm Durchmesser)

)

Protokompositfaserbtindel
Hierarchieebene VI
(~400 nm bis zu 2 ym inm Durchmesser)

fl

Statisitisches Verspinnen der Protokompositfasern zu
makroskopischen Kompositfasern

keine definierte Hierarchieebene, da kein
einheitliches Organisationsmotiv

~1 mm (Breite)

Abb. 6.2. Der biologisch inspirierte Silifizierungsprozess, in welchem durch die gerichtete

Vernetzung der PEO-Peptid(VT)-Nanobidnder mit Silika Kompositfasern mit

definierten Hierarchieebenen spontan gebildet werden.

sechs



6 Zusammenfassung und Ausblick 111

Interessanterweise zeichnen sich diese spontan gebildeten Kompositfasern durch exzellente
Materialeigenschaften aus. Mit einer Nanohidrte von 0.99+0.2 GPa erreichen die
Kompositfasern etwa ein Drittel der Hiarte von Bioglasfasern, dafiir wurde mit ~10 GPa ein
reduziertes Eindriickmodul gemessen, dass eine viermal hdhere FElastizitit in Bezug zu
Bioglasfasern darstellt.

Die Analogie zu biologischen Prinzipien konnte mit der Isolierung der Nanokompositbénder
als primédre Bausteine untermauert werden. Durch Reduktion der Konzentration der PEO-
Peptid(VT)-Nanobander im Reaktionsgemisch und der drastischen Verringerung der
Silikavorlduferkonzentration konnten nanoskopische Kompositbdnder mit Lingen von bis zu
5 pum isoliert werden. Hierbei wurde mit einer Kieselsdurekonzentration gearbeitet, die nur
ungefdhr dreimal hoher ist als die Durchschnittskonzentration in den Ozeanen. Damit wurde
bewiesen, dass die PEO-Peptid(VT)-Nanobinder, dhnlich wie die Proteinfilamente in Silka
Morphogeneseorganismen, Kieselsdure aus sehr verdiinnten Losungen selektiv anreichern und
damit die Kondensation der Silikanetzwerke kontrollieren konnen.

Auf Grundlage dieses Silifizierungsprozesses wurde im Rahmen dieser Arbeit weiterhin ein
Plotprozess entwickelt, der die peptidkontrollierte Silifizierung mit einer Prozessierung des
Kompositmaterials in beliebige zweidimensionale Formen vereinigt. Auf diesem Weg wurden
definierte Objekte mit einer hierarchischen Mikrostruktur aufgebaut. Die gezielte
Beeinflussung der Plotparameter erlaubte die Kontrolle der Breite der geplotteten Objekte und
vor allem die Ausrichtung der submikrometer Strukturelemente des makroskopischen
Netzwerkes entlang der Faserachse. Das Calcinieren dieser Kompositobjekte ermoglicht den
Zugang zu mesopordsen Silikastrukturen in einstellbaren makroskopischen Formen, deren
sehr regelmifBige Poren entlang der Plotrichtung ausgerichtet sind.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Synthese und Charakterisierung neuartiger,
vororganisierter PEO-Peptid-Konjugate beschrieben. Hiermit sollten durch Variationen in der
Aminosduresequenz  der  Peptidstringe = PEO-Peptid-Nanobdnder mit  verschieden
funktionalisierten Oberflachen geschaffen werden, die eine Organisation der Nanobénder in
hierarchischen Strukturen erlauben.

In Analogie zu his-tags in der immobilisierten Metallionen-Affinitédtschromatographie oder
der Metallkoordination in Zinkfingerproteinen sollten koordinative Wechselwirkungen
zwischen Imidazolgruppen und Nickelionen zur Ausbildung von Sekunddrwechselwirkungen

und zur gerichteten Vernetzung der Nanobédnder genutzt werden.
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Nanobédnder mit imidazolfunktionalisierten Oberflichen konnten durch gezielte Aggregation
von Konjugaten mit Valin-Histidin-Sequenzen dargestellt werden. Dabei wurden in
Abhingigkeit von der Linge der Peptidstrange definierte Nanobandstrukturen in Wasser und
Methanol erhalten. Es konnte festgestellt werden, dass die Wechselwirkungen zwischen
Imidazolgruppen und den Metallionen nicht fiir die Organisation der Nanobander ausreichten.
Weiterhin wurden anziehende Ionenwechselwirkungen der kationischen,
imidazolfunktionalisierten = Nanobdnder  gegeniiber  anionischen, hyperverzweigten
Polyglycerolen untersucht. Der angestrebte Aufbau organischer Komposite konnte auch in
diesen Experimenten nicht erreicht werden. Alle erzielten Ergebnisse deuteten darauf hin,
dass die Imidazolgruppen nicht fiir Wechselwirkungen zur Verfligung stehen. Die Anordnung
der Imidazole auf der Oberfldche der Nanobandstrukturen geschieht in &hnlichen Abstdnden
wie in einem Kristallgitter, so dass die Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen
zwischen den Imidazolgruppen angenommen wird. Auch wenn dies eine Organisation der
Nanobénder verhindert, konnten solche Eigenschaften moglicherweise fiir eine direktionale
Protonenleitung von Interesse sein.

Des Weiteren wurden PEO-Peptid-Nanobdander mit photoschaltbaren  Gruppen
(Spiropyran«<>Merocyanin) modifiziert. Diese erlauben eine reversible Schaltung zwischen
der hydrophoben, neutralen Spiropyranform und der zwitterionischen, polaren
Merocyaninform. Fiir die gezielte Vernetzung der Nanobidnder sollte die bekannte
Aggregationstendenz der ionischen Merocyanineinheiten ausgenutzt werden. Nach der
Synthese der Konjugatmolekiile wurde die Schaltbarkeit der photochromen Einheiten
nachgewiesen und die Aggregation zu Nanobandstrukturen erfolgreich durchgefiihrt.
Anschlielend wurden die Einfliisse auf die Nanobandstrukturen untersucht, die durch die
Photoschaltung der unpolaren Spiropyranform in die ionische Merocyaninform auftreten.

In Wasser konnte vor allem bei kurzen Strukturen die Tendenz zur Ausbildung von
intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den unpolaren, spiropyranfunktionalisierten
Nanobéndern beobachtet werden, wiahrend in Methanol keine Unterschiede im Verhalten der
PEO-Peptid-Nanobidnder existierten. Die Bildung kleiner Aggregate in der Merocyaninform
der Nanobinder konnte in einem Losungsmittelgemisch aus HFP (50%) und Methanol (50%)

hervorgerufen werden.
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Trotz der erzielten Ergebnisse in diesem Bereich bleibt die Suche nach effektiven
Moglichkeiten zur dirigierten Vernetzung der Polymer-Peptid-Nanobédnder mit dem Ziel des
Aufbaus komplexer Kompositstrukturen bestehen. Die vorgestellte Arbeit trdgt dabei
wesentlich zum Verstindnis der Organisationsprinzipien von [-Faltblatt PEO-Peptid-
Konjugaten bei. Es konnte gezeigt werden, dass die Nanobandoberflichen gezielt
funktionalisiert werden konnen, indem zusétzlich zu Valin-Threonin-Sequenzen einzelne
Aminosduren in die Peptidstringe integriert werden oder alternierende Sequenzen
funktionaler Aminosduren mit Valin aufgebaut werden.

Fiir die Vernetzung der Nanobdnder darf die Dichte an funktionellen Gruppen auf der
Oberflache nicht zu hoch sein. Des Weiteren miissen wahrscheinlich starkere Triebkrifte, wie
die Einbettung in ein anorganisches Netzwerk, sinnvoll zur Organisation der Nanobdnder
eingesetzt werden. Die spontane Bildung der hierarchisch, strukturierten Silikakompositfasern
zeigt jedoch, dass bei Vorhandensein starker Wechselwirkungen die PEO-Peptid-
Nanobandstrukturen ideale Bausteine fiir den Aufbau von Kompositmaterialien darstellen.
Auf Grundlage der beschriebenen Synthesestrategie konnten durch das Zusammenwirken
verschiedenartiger harter und weicher Silikanetzwerke die Materialeigenschaften der
Kompositfasern gezielt beeinflusst werden. Die FEinbettung der steifen und harten
Nanokompositbidnder in ein weiches, gummiartiges Material wie Polydimethylsiloxan wiirde
in einem Selbstorganisationsprozess zu neuartigen, faserverstirkten Materialien fiihren, die
sehr gute Materialeigenschaften aufweisen. In Verbindung mit einem verbesserten
Plotprozess, der eventuell sogar das Plotten von dreidimensionalen Objekten erlauben kdnnte,

wire die Herstellung spezialisierter Funktionsmaterialien moglich.
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7. Anhang

7.1. Experimenteller Teil

Die verwendeten Aminosaurederivate (Fmoc-L-His(Trt)-OH, Fmoc-L-Val-OH,
Fmoc-L-Thr(tBu)-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Val-Thr(¥*™pro)-OH, IRIS Biotech),
2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat  (HBTU, IRIS
Biotech), Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat  (PyBOP,
NovaBiochem), N-Hydroxybenzotriazol (HOBT, IRIS Biotech) und das TentaGel® PAP-Harz
(Beladung: 0.22 mmol/g, M, = 3200, Rapp Polymere GmbH) wurden vor der Verwendung
bei -18 °C gelagert und ohne weitere Aufreinigung direkt eingesetzt. N-Methylpyrrolidon
(NMP, 99.9+%, Peptidsynthese Grad) wurde iiber Aluminiumoxid (sauer, basisch, neutral)
und Kieselgel filtriert. Diisopropylethylamin (DIPEA, Acros), Trifluoressigsdure (TFA,
Acros), Dichlormethan (DCM, IRIS Biotech, iiber CaH, getrocknet) and
N,N-Dimethylformamid (DMF, Aldrich, 99+%) wurden vor dem Gebrauch destilliert.
N,N-Dimethylglycin (DMG, Aldrich, 97%), Piperidin (Acros, Peptid Grad),
Tetramethoxysilan (TMOS, Aldrich, 98%), Salzsiure (MaB16sung 0.1M, Riedel-de Haén)
sowie alle anderen verwendeten Reagenzien und LoOsungsmittel wurden wie erhalten

eingesetzt.
7.1.1. Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAI Beladung eines TentaGel® PAP-Harzes mit 3,6-Bis(3-[N-[tert-Butyloxy-carbonyl]-
amino]propyl)-carbazol-9-essigsdure (Templatmolekiil)

Die Kupplung des Boc-geschiitzten Templatmolekiils an das verwendete TentaGel® PAP—
Harzes (0.22 mmol/g) erfolgte nach einer Vorschrift von Eckhard'”. Dazu wurden 2.0 g
(0.44 mmol) des Harzes in einem Handreaktor 30 min in DMF gequollen. 0.28 g (0.53
mmol, 1.2 Aq.) des Templates, 0.33 g (0.63 mmol, 1.43 Aq.) PyAOP und 0.16 g (1.27
mmol, 2.88 Aq.) DIPEA wurden getrennt von einander in mdglichst wenig DMF geldst und
anschliefend vereinigt. Dieses Reaktionsgemisch wurde kurz geschiittelt (2-5 min) und
anschlieBend auf das Harz gegeben. Nach einer Reaktionszeit von 4 h wurden die
iiberschiissigen Reagenzien durch Waschen mit DMF (viermal jeweils 5 mL) entfernt. Es

wurden drei weitere Kupplungen mit jeweils 0.75 Aq. Templat durchgefiihrt.
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Der Kaiser—Test auf freie Amine war nach der vierten Kupplung mit jeweils frischen
Reagenzien eindeutig negativ. Um lineare Peptidsequenzen ohne Templat zu vermeiden,
wurde eine Capping-Reaktion durchgefiihrt. Dazu wurden 0.40 g (2.96 mmol) HOBT, 9.5 mL
Essigsdureanhydrid und 4.5 mL DIPEA in einem MaBkolben gegeben und auf 50 mL mit
DMF aufgefiillt. Die Cappinglésung wurde auf das Harz gegeben und 30 min geschiittelt.
Anschliefend wurde das Harz fiinf- bis sechsmal mit jeweils 5 mL DMF und DCM
gewaschen.

Zur Abspaltung der Boc—Schutzgruppen vom Harz—gebundenen Templat wurden 15 mL einer
Losung aus 30% TFA in Dichlormethan (v/v) auf das trockene Harz gegeben und fiir 30 min
geschiittelt. Die Abspaltlosung wurde entfernt, das PAP-Harz durch Waschen mit
Dichlormethan und einer Losung von DIPEA in DCM (30% v/v) neutralisiert. Ein Kaiser—

Test zeigte bereits ohne Erwédrmen deutlich die Anwesenheit von Aminen an.

AA2 Kupplung der Aminosduresequenzen

Der Aufbau der Aminosduresequenzen erfolgte iiber die Festphasen-Peptidsynthese nach
Standardprotokollen der Fmoc-Chemie. Im Allgemeinen wurde diese vollautomatisiert an
einem Peptidsynthesizer ABI 433a (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Es wurden jeweils
0.1 mmol Ansédtze gewihlt. Die Aktivierung der Aminosduren erfolgt mit HBTU/HOBT in
NMP. Alle Kupplungen der Fmoc-geschiitzten Aminosduren wurden als Doppelkupplungen
mit einer verldngerten Kupplungszeit von 35 min durchgefiihrt. Das Abspalten der Fmoc-
Schutzgruppen wird mit 20% Piperidin in NMP (v/v) erreicht, wobei die UV-Absorption des
entstehenden Dibenzofulven-Piperidin-Adduktes detektiert und als MaB fiir eine erfolgreiche

Abspaltung verwendet wird.

AA3 Abspaltung der Polymer-Peptid-Konjugate vom Harz

Die Abspaltung der PEO-Peptid-Konjugate vom TentaGel® PAP-Harz erfolgte nach einer
Standardvorschrift. Dazu wurde ein Gemisch aus 99% TFA und 1% Trimethylbromsilan (v/v)
(20 mL pro 1 mmol Harz) auf das getrocknete Harz gegeben. Nach einer Reaktionszeit von
6 h bei RT wurden die Harzkiigelchen abfiltriert und mit TFA sowie DCM griindlich
gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum stark eingeengt und die gewiinschten Produkte aus
Diethylether gefdllt. Durch Zentrifugation wurden die Rohprodukte abgetrennt und
anschlieend getrocknet.
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Zur weiteren Aufreinigung wurden die erhaltenen farblosen Feststoffe in Wasser gelost, 2-3
Tage gegen Wasser dialysiert (Dialyseschlauch; regenerierte Cellulose; MWCO ~1000) und
gefriergetrocknet.

AA4 Kaiser-Test auf freie Amine

Nach der Kupplung wurden einige Harzkiigelchen entnommen und jeweils drei- bis viermal
mit DCM und Diethylether gewaschen. Zu der getrockneten Harzprobe wurden jeweils
2 Tropfen der Kaiser-Test-Losungen A, B und C (nach Lit.” hergestellt) gegeben. Das
Gemisch wurde anschlieBend 3-5 Minuten auf 80 °C erhitzt und im Abstand von 30 Sekunden
auf Farbverdnderungen gepriift. Trat in dieser Zeit eine Blaufarbung der Harzkiigelchen oder
eine andere deutliche Verfirbung der Losung gegeniiber einer Referenzprobe auf, wurde der
Kaiser-Test als positiv auf das Vorhandensein freier Aminogruppen gewertet. Die
Kupplungen wurden darauf hin bis zu einem negativen Kaiser-Test (keine Verfarbung der

Harzkiigelchen oder Lésung) wiederholt.

AAS5 Analytischer Fmoc-Test zur Bestimmung des Beladungsgrades eines Harzes

2 mg eines gewaschenen und getrockneten Harzes wurden in einer UV-Kiivette (d = 1 cm)
mit 3 mL einer Ldésung aus 20% Piperidin in DMF (v/v) versetzt. Innerhalb einer
Reaktionszeit von 30 min wurden die Harzkiigelchen mehrmals mit einer Pipette vorsichtig
durchmischt. AnschlieBend wurde die UV-Absorption der Probe bei 290 nm gegen eine
Referenzlosung ohne Harz gemessen. Die Berechnung des Beladungsgrades des Harzes
erfolgte nach folgender Gleichung auf Grundlage des Extinktionskoeffizienten des
Dibenzofulven-Piperidin-Adduktes von 5253 M™":

Beladung [mmol/g] = (Absorption der Probe) / (1.75 [mmol™ 10°] Einwaage Harz [mg]).
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7.1.2. Synthesen der PEO-Peptid-Konjugate

7.1.2.1. Synthese von (dmGly-His-Val-His-Val-His-Val),NH-Templat-PEO7, (VHI)

0.23 g (0.1 mmol) des  templatvorbeladenen  TentaGel®  PAP-Harzes
(Beladung = 0.44 mmol/g) wurden nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppen (4417) in den
Reaktor des Peptidsynthesizers iiberfiihrt. Die Aminosduresequenz (Val-His); wurde
automatisiert am Peptidsynthesizer nach 442 gekuppelt. Dabei wurde nach den ersten drei
Aminosduren jeder nachfolgende Kupplungsschritt mit einem Kaiser-Test (444) auf
Vollstindigkeit tiiberpriift. Alle Kaiser-Tests erwiesen sich als eindeutig negativ. Das
N-terminale Ende der Peptidstringe wurde mit N, N-Dimethylglycin umgesetzt. Dazu wurde
das Harz nach der letzten Fmoc-Abspaltung mit DMF gewaschen und in einen Handreaktor
{iberfiihrt. AnschlieBend wurden 0.10 g (1.0 mmol, 10 Aq.) DMG, 0.62 g (1.2 mmol, 12 Aq.)
PyBOP, 0.16 g (1.2 mmol, 12 Aq.)) HOBT und 0.26 g (2.0 mmol, 20 Aq.) DIPEA
gegebenenfalls mit Hilfe von Ultraschall in DFM gelost, gemischt und auf das Harz gegeben.
Unter leichtem Schiitteln wurde das Harz fiir 1.5 h bei RT belassen. AnschlieBend wurde das
Harz flinfmal mit je 5 mL DMF gewaschen und die Kupplung mit frischen Reagenzien
wiederholt. Ein Kaiser-Test nach der zweiten Kupplung verlief negativ. Die Abspaltung des
PEO-Peptid(VH1)-Konjugates wurde nach 443 durchgefiihrt. VH1 wurde als farbloses

Pulver in einer Ausbeute von 61% bezogen auf den Beladungsgrad des Harzes erhalten.

(dmGly-His-Val-His-Val-His-Val) ,NH-Templat-PEO,, M, .. = 5096.7 g/mol

[M+K]* ber. = 5135.68 m/z
gef. = 5135.65 m/z
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Abb. 7.1. MALDI-TOF-Massenspektrum der Verbindung (dmGly-His-Val-His-Val-His-
Val),NH-Templat-PEO7, (VHI).
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'H-NMR (400 MHz, MeOD, RT, ppm)

0 = 0.94 (bs, 36H, CH3-Val), 1.90 (t, 4H, CH,-Templat), 2.04 (m, 6H, CH-Val), 2.81 (t, 4H,
CH,-Templat), 2.89 (s, 12H, CH3;-DMG), 3.13 (m, 4H, CH,-Templat), 3.22 (m, 6H,
CH,-His), 3.40 (m, 6H, CH,-His), 3.62 (m, 288H, CH,-PEO), 3.79 (bs, 4H, CH,-DMG), 4.00
(m, 6H, a-CH-Val/His), 4.12 (m, 6H, a-CH-Val/His), 4.99 (s, 2H, CH,-Carbazol), 7.28
(d, 4H, CH-Templat aromat.), 7.34 (m, 6H, CH-Imidazol-His), 7.90 (s, 2H, CH-Templat
aromat.), 7.69 (d, 6H, CH-Imidazol-His)

FTIR-ATR (v in cm™): 3265 (w), 2876 (m), 1669 (w), 1631 (m, Amid-I), 1551 (w, Amid-II),
1466 (w), 1342 (m), 1279 (m), 1240 (w), 1202 (w), 1104 (s, PEO-Ether), 962 (m), 841 (m),
719 (w)

TGA: T, =225.0 °C, T, = 334.4 °C, T3(max. Abbau) = 425.0 °C

DSC: T =49.7 °C, Ty = 54.2 °C

Der De-/Reaggregationszyklus wurde in folgender Weise durchgefiihrt. 5 mg des
gefriergetrockneten PEO-Peptid(VH1)-Konjugates wurden in einem 10 mL-Rundkolben in
2.5 mL Wasser gelost (c = 2 mg/mL). Die Losung wurde unter Rithren fiir 3 h auf 90 °C
erhitzt und anschlieBend iiber einen Zeitraum von 6 h auf RT abgekiihlt. Anschlieend wurde

die so behandelte Losung 3 Tage gegen Wasser dialysiert (MWCO ~3500).

7.1.2.2. Synthese von (dmGly-Val-His-Val-His-Val),NH-Templat-PEO7, (VH2)
Die Synthese des PEO-Peptid(VH2)-Konjugates wurde in gleicher Weise wie unter 7.1.2.1.
beschrieben durchgefiihrt. VH2 wurde auf diese Weise als farbloser Feststoff in einer

Ausbeute von 65% bezogen auf den Beladungsgrad des Harzes synthetisiert.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, RT, ppm)

0 = 0.84 (bs, 36H, CHs-Val), 1.79 (m, 4H, CH,-Templat), 1.95 (bs, 6H, CH-Val), 2.74 (bs,
4H, CH,-Templat), 2.79 (s, 12H, CH3-DMG), 2.94 (m, 4H, CH,-Templat), 3.04 (m, 6H,
CH,-His), 3.25 (m, 6H, CH,-His), 3.52 (m, 288H, CH,-PEO), 3.69 (bs, 4H, CH,-DMG), 3.93
(m, 6H, a-CH-Val/His), 4.67 (m, 6H, o-CH-Val/His), 4.97 (s, 2H, CH,-Carbazol), 7.25
(m, 6H, CH-Imidazol-His), 7.40 (d, 2H, CH-Templat aromat.), 7.87 (m, 6H, CH-Imidazol-
His), 8.18 (s, 2H, CH-Templat aromat.), 8.47 (d, 3H, NH-Imidazol-His), 8.66 (d, 2H,
CH-Templat aromat.), 8.79 (bs, 3H, NH-Imidazol-His)
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FTIR-ATR (v in Cm'l): 3267 (w), 2876 (m), 1668 (w), 1628 (m, Amid-I), 1551 (w, Amid-II),
1466 (w), 1342 (m), 1279 (w), 1240 (w), 1202 (w), 1099 (s, PEO-Ether), 960 (m), 841 (m),
719 (w)

(dmGly-Val-His-Val-His-Val) NH-Templat-PEO;, M,... =4821.56 g/mol

[M+K]* ber. = 4822.58 m/z
gef =4822.10 m/z

}
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Abb. 7.2. MALDI-TOF-Massenspektrum der Verbindung (dmGly-Val-His-Val-His-Val) ,NH-
Templat-PEO7, (VH2).

Die Aggregation der PEO-Peptid(VH2)-Konjugate zu den PEO-Peptid(VH2)-Nanobédndern
wurde wie nachfolgend beschrieben durchgefiihrt. Dazu wurden 50 mg der gefrier-
getrockneten Verbindung VH2 in 10 mL Wasser gelost und in einen Dialyseschlauch
(MWCO ~3500) tberfiihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel langsam (Erhéhung des
Methanolanteil um 10% pro 12 h) gegen Methanol getauscht. Die resultierende Losung der

VH2-Nanobinder hatte eine Konzentration von 2.8 mg/mL.
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7.1.2.3. Synthese von 1-(B-Carboxyethyl)-3’,3 -dimethyl-6-nitrospiro(indolin2",2[2H-1 ] benzopyran)
Die Spiropyrancarbonsiure (SP-COOH) wurde nach einer Vorschrift von Pieroni et al.!'®”
synthetisiert. Die Ausbeuten der Einzelschritte lagen bei 93% und 63% (Lit. 75% und 78%).
"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, RT, ppm)

6 =1.03 (s, 3H, CH3), 1.18 (s, 3H, CHj3), 2.50 (m, 2H, CH,-COOH), 3.41 (2 m, 2H, CH,-N),
5.98 (d, 1H, CH-aromat.), 6.62-6.87 (m, 3H, CH-aromat.), 7.12-7.22 (m, 3H, CH-aromat.),
8.00 (dxd, 1H, CH-olefin.), 8.21 (d, 1H, CH-olefin.)

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, RT, ppm)

6 =20.0 (s, CH3), 26.1 (s, CH3), 33.7 (s, CH-aliphat.), 52.9 (s, C-quart.), 107.1 (s, C-Spiro),
116.0 (s, C-O-Spiro), 119.7 (s, C-aromat.(NO,), 122.3 (s, CH-aromat.), 123.3
(s, CH-aromat.), 126.2 (s, CH-olefin.), 128.1 (s, CH-aromat.), 128.7 (s, CH-aromat.), 136.2
(s, CH-olefin.), 141.1 (s, C-aromat.), 146.6 (s, C-aromat.), 159.6 (s, C-N-Spiro), 173.3
(s, C-Carbonyl)

7.1.2.4. Synthese von (dmGly-Thr-Val-Thr-Val-Lys(Spiropyran) ,NH-Templat-PEO7s (SP-VT)
Die ersten beiden Aminosduren der Sequenz Fmoc-L-Lysin(Boc) und Fmoc-L-Valin wurden
nach 442 am Peptidsynthesizer, mit Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe des Valins,
gekuppelt. Die weiteren beiden Aminosduren Threonin und Valin wurden in Form des

Pseudoprolinderivates Fmoc-Val-Thr(¥™eMe

pro)-OH in einer Handkupplung aufgebaut. Nach
Uberfiihrung des Harzes in den Glasreaktor wurde zu diesem ein Gemisch aus 0.24 g
(0.5 mmol, 5 Aq.) Fmoc-Val-Thr(¥™*™°pro)-OH, 0.26 g (0.5 mmol, 5 Aq.) PyBOP, 0.08 g
(0.5 mmol, 5 Aq.) HOBT und 0.13 g (1.0 mmol, 10 Aq.) DIPEA in DMF hinzugefiigt. Unter
leichtem Schiitteln wurde das Harz 2 h bei RT mit den Reagenzien umgesetzt. Die Kupplung
wurde mit frischen Reagenzien einmal mit 5 Aq. Pseudoprolin (0.24 g, 0.5 mmol) und ein
weiteres Mal mit 2.5 Aq. Pseudoprolin (0.12 g, 0.25 mmol) wiederholt. AnschlieBend wurde
das Harz mit DMF und NMP gewaschen und in den Reaktor des Peptidsynthesizers zuriick
tiberfiihrt. Hier wurde Fmoc-L-Threonin(tBu) gekuppelt und entschiitzt. Das Cappen der
N-terminalen Endgruppe mit N, N-Dimethylglycin erfolgte wie unter 7.1.2.1. beschrieben.

10% der Menge des Harzes (0.02 g) wurden entnommen und das PEO-Peptid-Konjugat
(dmGly-Thr-Val-Thr-Val-Lys),NH-Templat-PEO7, ohne Spiropyran zur Analyse vom Harz

abgespalten und aufgereinigt.
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(dmGly-Thr-Val-Thr-Val-Lys) ,NH-Templat-PEO ;3 My, =4998.86 g/mol

[M+H]* ber. = 4999.87 m/z
gef. = 4999.40 m/z

}
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Abb. 7.3. Das MALDI-TOF-Massenspektrum der Verbindung (dmGly-Thr-Val-Thr-Val-
Lys),NH-Templat-PEQO7s, bestitigte den Aufbau der Peptidstrange ohne Fehlsequenzen.

Am restlichen Harz wurden im nichsten Schritt die Boc-Schutzgruppen am Lysin sowie die
Tert-Butylgruppen am Threonin mit 10 mL einer Losung aus 30% TFA in DCM (v/v)
abgespalten. Nach einer Reaktionszeit von 30 min wurde die TFA-Lsung entfernt, das Harz
fiinf- bis sechsmal mit je 10 ml DCM gewaschen und getrocknet. Vor der Kupplung der
Spiropyrancarbonsdure wurde das Harz 10 min in DMF gequollen. 0.34 g SP-COOH
(0.9 mmol, 10 Aq.), 0.47 g (0.9 mmol, 10 Aq.) PyBOP, 0.14 g (0.9 mmol, 10 Aq.) HOBT und
0.23 g (1.8 mmol, 20 Aq.) DIPEA wurden separat in DMF geldst, vereinigt und kurz
geschiittelt (1-2 min). Die dunkelviolette Losung wurde auf das Harz gegeben. Es wurden
zwel Kupplungen mit einer Reaktionszeit von jeweils 2 h durchgefiihrt. Die Abspaltung des
PEO-Peptid(SP-VT)-Konjugates erfolgte nach 443. SP-VT wurde als violetter Feststoff in

einer Ausbeute von 59% bezogen auf den Beladungsgrad des Harzes isoliert.
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(dmGly-Thr-Val-Thr-Val-Lys(Spiro)) ,NH-Templat-PEO7s

Ein hochaufgeldstes MALDI-MS-Spektrum konnte nicht erhalten werden.

'H-NMR (400 MHz, MeOD, RT, ppm)

0 =0.98 (m, 24H, CH;-Val), 1.14 (s, 3H, CH3-Spiro), 1.18 (s, 3H, CH3-Spiro), 1.26 (m, 12H,
CH;-Thr), 1.49 (m, 8H, CH,-Lys), 1.72 (m, 4H, CH»-Lys), 1.82 (m, 4H, CH,-Templat), 2.03
(bs, 4H, CH-Val), 2.17 (m, 4H, CH-Thr), 2.43 (m, 4H, CH,-Spiro aliphat.), 2.52 (m, 4H,
CH,-Spiro aliphat.), 2.93 (m, 4H, CH,-Templat), 2.98 (m, 4H, CH,-Templat), 3.06 (s, 12H,
CH;-DMGQG), 3.40 (m, 4H, CH,-DMG), 3.51 (m, 4H, CH»-Lys), 3.73 (m, 312H, CH,-PEO),
4.21-4,51 (3xm, 10H, a-CH-Val/Thr/Lys), 5.18 (s, 2H, CH,-Carbazol), 5.92 (d, 2H, CH-Spiro
aromat.), 6.66-6.86 (m, 6H, CH-Spiro aromat.), 7.02-7.14 (m, 6H, CH-Spiro aromat.), 7.35
(d, 4H, CH-Templat aromat.), 7.94 (d, 2H, CH-Spiro olefin.), 8.01 (d, 2H, CH-Spiro olefin.),
8.07 (s, 2H, CH-Templat aromat.)

FTIR-ATR (v in cm™): 3269 (m), 3079 (w), 2871 (m), 1628 (m), 1547 (w), 1466 (w), 1341
(m), 1276 (w), 1241 (w), 1099 (s), 947 (m), 840 (m), 802 (w)

7.1.3. Synthesen der anorganisch-bioorganischen Kompositfasern

7.1.3.1. Hydrolyse von Tetramethoxysilan

Im Allgemeinen wurden 0.4 g Tetramethoxysilan (TMOS, 2.6 mmol) mit 0.2 g Salzsdure
(0.1 M, pH = 1.06) gemischt und in einem geschlossenen 15 mL Schnappdeckelglas 1 h bei
RT intensiv geriihrt. Eine Vergroferung bzw. Verkleinerung der Ansétze ist moglich, wenn

ein Massenverhéltnis TMOS:HCI von 2:1 eingehalten wird.

7.1.3.2. Synthese der Nanokompositbdinder

Die wissrige Losung der PEO-Peptid(VT)-Nanobinder (3 Gew.-%) wurde mit Ethanol auf
eine Konzentration von 0.12 mg/mL verdinnt und fiir 4 h leicht schiittelt. Frisch
hydrolysiertes Tetramethoxysilan wurde ebenfalls mit Ethanol im Verhiltnis 1:10 (700 mM)
verdiinnt. In einem typischen Experiment wurden 1.2 pL dieser Stammldsung unter starkem

Riihren zu 2 mL der ethanolischen Losung der PEO-Peptid(VT)-Nanobinder gegeben.



7 Anhang 123

Der Uberschuss an Silikavorldufer betrug 2.5 Aq. in Bezug zu den Hydroxygruppen der
Threoninseitenketten bzw. 10 Aq. pro PEO-Peptid-Konjugatmolekiil. Nach dem Schiitteln des
Reaktionsgemisches fiir 10 s wurde die Reaktion abgebrochen, indem die Losung auf
Analysentrager (MICA (AFM), kohlenstoffbeschichtete Kupfernetze (TEM)) getropft wurde.
Die Reaktionsbedingungen, insbesondere der Uberschuss an Silikaprecursor (1 Aq. —
1000 Aq.) und die Reaktionszeit (10 s, 10 min, 48 h) wurden im Verlauf der Untersuchungen
variiert. Die synthetisierten Nanokompositfasern konnten durch Zentrifugation bei 6500 rpm
fiir 10 min aus dem Reaktionsgemisch abgetrennt werden.

FTIR-ATR (v in cm™): 3268 (m), 2889 (m), 1629 (m, Amid-I), 1558 (w, Amid-II), 1456 (m),
1377 (m), 1302 (w), 1050 (s, O-Si-0O), 952 (m)

7.1.3.3. Synthese makroskopischer anorganisch-bioorganischer Kompositfasern

40 pL einer Losung der PEO-Peptid(VT)-Nanobiander (3 Gew.-%) wurden in 1 mL abs.
Ethanol gelost. Zu dieser Ethanollésung (1.2 mg/mL) wurden 30 puL des hydrolysierten
Silikavorldufers gegeben und kréftig geschiittelt. Nach 3-10 s fielen makroskopische, farblose
Kompositfasergeflechte aus der Losung aus. Die Kompositfasern wurden fiir weitere 16 h in
der Féllungslosung belassen und anschlieBend mit reichlich Ethanol gewaschen. Die Ausbeute
der Silifizierungsreaktion in Bezug zur eingesetzten Menge an PEO-Peptid(VT)-Nanobéinder
betragt 80-85%. Um den Bildungsprozess des Kompositmaterials besser zu verstehen, wurden
einige Reaktionsparameter, darunter die Menge an hydrolysiertem Silikavorldaufer (10 —
2400 Aq.), die Hydrolysezeit (45 min — 6 h), die Alterungszeit (10 min — 48 h) und das
Losungsmittel, systematisch variiert.

FTIR-ATR (v in cm™): 3267 (m), 2872 (m), 1689 (w), 1629 (m, Amid-I), 1555 (w, Amid-II),
1456 (w), 1350 (w), 1047 (s, O-Si-O), 943 (m), 793 (w)

TGA: T; = 53.0 °C, Ta(max. Abbau) = 328.0 °C

DSC (erste Autheizkurve): T,,=45-110 °C
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7.1.3.4. Prozessierung der Kompositfasern (Plotprozess)

Das Plotten der Kompositobjekte wurde in Petrischalen mit einem Durchmesser von 10 cm
und einer Hohe von 1.5 cm durchgefiihrt. Die Petrischalen wurden mit einer Mischung
(0.13 mol/L) aus 20 mL abs. Ethanol und 600 pL der frisch dargestellten Silikaprecursor-
l6sung befiillt, was in einer Fiillhohe von 2.5 mm resultierte. Um eine konstante
Ausflussgeschwindigkeit zu gewéhrleisten, wurde eine Kapillare (Innendurchmesser =
250 pm) mit einer Spritzenpumpe verbunden. Die Lésung der PEO-Peptid(VT)-Nanobénder
(20 mg/mL) wurde nun mit einer Geschwindigkeit von 0.2 mL/min in die ethanolische
Silikavorlduferlosung injiziert. Dabei wurden etwa 4 mg an Nanobidndern pro Minute
verbraucht. Die Kapillare wurde in der Losung wenig unterhalb der Oberfliche entweder per
Hand oder mit Hilfe einer kontrollierten mechanischen Bewegung gefiihrt. Konstante,
ausgewdhlte Geschwindigkeiten zwischen 0.5 und 2 m/min und eine geradlinige Bewegung
konnten erzeugt werden, indem die Kapillare mit einer computergesteuerten Drehbank
verbunden wurde. 30-60 s nach der Injektion konnte die Bildung der farblosen
Kompositobjekte beobachtet werden. Diese wurden fiir 24 h in der Kieselsdurelosung
belassen und anschlieend unter Ethanol aufbewahrt oder luftgetrocknet.

FTIR-ATR (v in cm™): 3271 (s), 2920 (m), 1628 (m, Amid-I), 1556 (w, Amid-II), 1462 (w),
1352 (w), 1052 (s, O-Si-0), 957 (m), 800 (w)

TGA: T, =48.6 °C, T, = 253.9 °C, T3(max. Abbau) = 338.5 °C

7.1.3.5.Calcinieren der Kompositfasern

Alle luftgetrockneten Kompositobjekte wurden auf Glastridger gebracht und in einem digitalen
Ofen bei 100 °C fiir 48 h belassen. AnschlieBend wurde die Temperatur mit einer Heizrate
von 2 K/min schrittweise auf 550 °C erhoht, wobei 2 h isotherm bei 350 °C und 1 h isotherm
bei 450 °C geheizt wurde. Nach 1-6 h bei 550 °C wurden die Fasern langsam auf RT
abgekiihlt und analysiert. Ein FTIR-Spektrum wies das vollstindige Entfernen aller
organischen Bestandteile nach.

FTIR-ATR (v in cm™): 1045 (s, O-Si-O), 802 (m)
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7.2. Methoden

7.2.1. Circulardichroismus-Spektroskopie (CD)

Fir Messungen des Circulardichroismus stand ein J 715 Spektrometer von Jasco zur
Verfligung. Die Messungen wurden bei Probenkonzentrationen zwischen 0.3 mg/mL und
1 mg/mL in Quarzkiivetten mit 1 mm Schichtdicke in einem Messbereich von 300-190 nm
durchgefiihrt (Parameter: Auflosung: 0,2 nm, Aufnahmegeschwindigkeit: 50 nm/min,
Antwortzeit: 2 s, Bandbreite: 1nm). Jedes Spektrum wurde aus 10 Einzelmessungen
akkumuliert, um das Spektrum des reinen Losungsmittels korrigiert und auf die molare

GroBenordung umgerechnet.

7.2.2. HyperChem — Simulation

Die Berechnung erfolgte mit dem Programm HyperChem 7.5 der Firma HyperCube Inc. Vier
Molekiile wurden nach Strukturvorschldgen aus der Literatur in einer antiparallelen
B—Faltblattstruktur angeordnet. Die Partialladungen an den Atomen dieser Startstrukturen
wurden mittels der semiempirische Methode PM3 berechnet. Anschlieend wurden mit dem

Kraftfeld Bio+ (CHARMM?27) die Geometrien der Molekiile molekiilmechanisch optimiert.

7.2.3. Infrarotspektroskopie (IR)

IR-Spektren von Feststoffen wurden an einem BioRad FTS6000 Spektrometer aufgenommen.
Die Messungen erfolgten mit abgeschwichter Totalreflexion unter Verwendung einer
sogenannten Golden Gate Anordnung (Single Reflection Diamond ATR). Ein Bruker FT-IR
Spektrometer gekoppelt mit einem A670 Hyperion Infrarot Mikroskop wurde genutzt, um
Proben von gesponnenen Fasern mit polarisiertem IR-Licht vermessen zu konnen. Dabei
wurden im Durchlichtmodus zwei Einstellungen des Polarisators, ndmlich parallel polarisiert

zur Faserrichtung = 0° und senkrecht polarisiert zur Faserrichtung = 90°, verwendet.

7.2.4. Kernresonanzspektroskopie (NMR)

'H-NMR-Spektren (400 MHz) sowie '*C-NMR-Spektren (100 MHz) wurden an einem
Bruker DPX 400-Spektrometer bei Raumtemperatur gemessen. '*C-NMR-Spektren wurden
breitbandentkoppelt aufgenommen. Die Kalibrierung erfolgte intern gegen Restsignale der

deuterierten Losungsmittel oder zugesetztes Tetramethylsilan.
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Zum Auswerten der Spektren wurde das Programm Win-NMR der Firma Bruker verwendet.
Fir die Beschreibung der Signalmuster werden folgende Abkiirzungen verwendet:

s = Singulett, bs = breites Singulett, d = Duplett, t = Triplett, m = Multiplett.

7.2.5. Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS)
Die SAXS-Messungen erfolgten mit einer Nonius Drehanode. Die Feststoffproben wurden

unter Vakuum mit Rontgenstrahlung der Wellenldnge A = 0,154 nm (Cu-Ka) durchstrahlt.

7.2.6. Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS)

Matrix-Assistierte ~ Laser-Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie ~~ wurde  unter
Verwendung eines Voyager-De STR Biospectrometry Workstation Spektrometers der Firma
Perseptive Biosystems (Inc. Framingham, MA, USA) durchgefiihrt. Die Proben wurden in
Wasser/Acetonitril (1:1 (v/v), mit 0.1% TFA) mit einer Konzentration von 0,1 mg/mL geldst.
Die gelosten Proben wurden in einem 1:1-Verhédltnis mit der Matrixlosung (a-Cyano-4-
hydroxyzimtsdure, 10 mg/mL in Wasser/Acetonitril, 1:1 (v/v) mit 0.3% TFA) gemischt und
1 pL dieser Mischung auf eine Probenplatte aufgebracht. Nach Lufttrocknung der
Probenpunkte bei 24 °C wurden diese 250 Mal mit dem Laser (20 kV

Beschleunigungsspannung) beschossen und daraus ein gemitteltes Spektrum erhalten.

7.2.7. Nanomechanischer Test (Nanoindentation)

Die Nanoindentation wurde mit einem Diamantindenter (Berkovich Typ) eines TriboScope
Nanohirte Testers (Hysitron) durchgefiihrt, der an ein Rasterkraftmikroskop (Nanoscope III,
Digital Instruments, Santa Babara, CA) gekoppelt war. Die Fixierung der Fasern und das
Auswerten der Messergebnisse erfolgten nach in Ref!'*!! beschriebenen Methoden. Kurz
zusammenfassend wurden die Kompositfasern in Poly(methylmethacrylat) eingebettet, ein
Schnitt senkrecht zur Faserrichtung durchgefiihrt und die entstandene Flache poliert. Die
Messungen wurden mit einer Indentationskraft von ~500 pN durchgefiihrt. Aus der
Eindringtiefe und der bekannten Geometrie des Priifkopfes wurde nach Oliver und Pharr die
Fliche des Abdrucks bestimmt. Diese entstehende Flidche A. ist eine Funktion der
Eindringtiefe h. (A, = f(h.)) und in erster Ndherung A, ~ 24.5-h.>. Die Nanohirte H wurde
nach H = Pp./A:, mit Py, = maximale Indentationskraft berechnet. Das reduzierte
Eindriickmodul bestimmt sich nach E, = (S\n)/(2-VA.), wobei S, die Kontaktsteifigkeit, aus

dem Anstieg der Entlastungskurve ermittelt wird.
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7.2.8. Optische Mikroskopie

Die Lichtmikroskopie-Aufnahmen wurden an einem digitalen Mikroskop VHX-100k von
Keyence (Osaka, Japan) angefertigt. Getrocknete Proben wurden auf Glasobjekttrager
aufgebracht und mit Durchlicht oder einer Ringbeleuchtung vermessen. Aufnahmen von
geplotteten Fasern wurden teilweise direkt wéhrend oder nach dem Plotten in Petrischalen

unter Ethanol gemacht.

7.2.9. Rasterelektronenmikroskopie (SEM)
Fiir die Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahmen wurde ein Gemini 1550 der Firma Leo
verwendet. Alle Proben wurden auf Glastragern getrocknet und vor dem Messen im

Hochvakuum mit Palladium bedampft.

7.2.10. Rasterkraftmikroskopie (AFM)

AFM-Messungen wurden an einem NanoScope Illa der Firma Veeco Instruments (Santa
Barbara, CA, USA) durchgefiihrt. Die Proben wurden im tapping mode unter Verwendung
kommerzieller Siliciumspitzen (NCR-W, Spitzenradius <10 nm) untersucht. Eine
tip-Korrektur wurde nicht durchgefiihrt. Die Aufnahmen wurden mit einem 10x10 pm
e-scanner bei einer Resonanzfrequenz von 285 kHz und einer Kraftkonstanten von 42 Nm™
angefertigt. Die Proben (Konzentration: 0.08-0.3 mg/mL in Wasser, Methanol oder Ethanol)
wurden durch spin-coating auf frisch abgezogenen MICA-Substrate aufgebracht. Dazu
wurden 10 pL der Losung auf das stehende Substrat getropft und bei 4000 min™' 60 s gedreht.
Proben der Nanokompositfasern wurden nach dem Auftropfen fiir 30 s stehengelassen,

zweimal mit Ethanol gewaschen und anschlieBend bei 4000 min™ bis zur Trockne rotiert.

7.2.11. Thermogravimetrische Analyse (TGA), Differential Scanning Calorimetry (DSC)
Die TGA-Messungen erfolgten in einer oxidierenden Atmosphire (O,/N,-Gemisch) an einem
Netzsch TG 209 Instrument in einem Temperaturbereich von 20-950 °C mit einer Heizrate
von 20 K/min. Ein Gerdt DSC 204 der Firma Netzsch wurde fiir die DSC-Messungen
verwendet. Es wurden luftgetrocknete Kompositfaserproben oder gefriergetrocknete Proben

der PEO-Peptid(VH1)-Nanobénder vermessen.
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7.2.12. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Ein Elektronenmikroskop Omega 912 von Carl Zeiss wurde fiir die TEM Untersuchungen
sowie die Elektronenbeugung (SAED), bei einer Beschleunigungsspannung von 120 kV,
genutzt. Die Messungen wurden auf kohlenstoffbeschichteten Kupfernetzchen durchgefiihrt,
wobei die Priparation je nach Art der zu untersuchenden Proben variierte. Wassrige oder
methanolische Proben der PEO-Peptid-Nanobédnder mit Konzentrationen von 0.1 mg/mL
wurden durch Auftropfen auf die Analysentrager aufgebracht und dort fiir 60 s belassen.
AnschlieBend wurde die iiberstechende Losung mit einem Filterpapier abgezogen. Auf das
noch feuchte Grid wurde zur Kontrastierung fiir ebenfalls 60 s ein Tropfen einer 1%-igen
Uranylacetatlosung gegeben. Sofern die Bindung von Metallen untersucht werden sollte,
wurde die Kontrastierung nicht durchgefiihrt.

TEM-Untersuchungen wurden weiterhin an calcinierten Silikafasern durchgefiihrt. Diese
wurden gemorsert, die Fragmente in Aceton suspendiert (¢ ~0.4 mg/mL) und anschlieBend
nach Auftropfen der Suspension auf die kohlenstoffbeschichteten Kupfernetze und
Verdampfen des Losungsmittels vermessen. Fiir eine prédzisere Untersuchung der inneren
Porenstruktur wurden die gemorserten Silikafasern nach Standard Protokollen in eine
Polymermatrix (Spurr’s Einbettmedium, harte Mischung) eingebettet!'®®. Diinnschnitte der

Proben wurden mit einem Ultra Microtom produziert.

7.2.13. Stickstoff-/Kryptonadsorptionsmessungen

Die Adsorptions-/Desorptionsexperimente wurden an einem Micromeritics Tristar 3000
Gasadsorption Analysator gemacht. Vor der Messung wurden die calcinierten Faserproben in
einem Micromeritics VacPrep061 Gerdt im Vakuum bei 150 °C fiir 23 h entgast. Das Gerit
Autosorb-1 wurde fiir Mikroporenanalysen und Kryptonsorptionsmessungen benutzt. Die
Auswertung der Sorptionsdaten erfolgte mit der Software Autosorb-1 von

QUATACHROME.

7.2.14. UV/VIS-Spektroskopie
UV/VIS-Spektren wurden in Quarzkiivetten mit 1 cm Schichtdicke an einem UV/VIS-
Spektrometer der Firma Perkin Elmer (Conneticut, USA) in einem Bereich von 700-190 nm

aufgezeichnet.
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7.3.  Abkiirzungsverzeichnis

AFM Atomic Force Microscopy (Rasterkraftmikroskopie)

Boc tert-Butyloxycarbonyl

BrOP Bromo-tri-(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorophosphat

CD Circulardichroismus

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DIPEA Diisopropylethylamin

DMF Dimethylformamid

DMG N,N-Dimethylglycin

DMSO Dimethylsulfoxid

DSC Differential Scanning Calorimetry (Dynamische Differentialkalorimetrie)
EtOH Ethanol

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

HATU 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphate
HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat
HCTU 2-(1H-6-Chlorobenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat
HFP Hexafluoroisopropanol

His (H) L-Histidin

HOBT N-Hydroxybenzotriazol

IR Infrarot

KLE Poly(ethylen-b-butylen)-block-PEO

Lys (K) L-Lysin

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation

MeOH Methanol

MS Massenspektrometrie

NMP 2-N-Methylpyrrolidon

NMR Nuclear Magnetic Resonance (kernmagnetische Resonanz)

PEO Polyethylenoxid

PI Polyisopren

ppm parts per million
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PyAOP 7-Azabenzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat
PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat
PyBrOP Bromo-tripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat

PS Polystyrol

SANS Small Angle Neutron Scattering (Kleinwinkelneutronenstreuung)

SAXS Small Angle X-ray scattering (Kleinwinkelrontgenstreuung)

SAED Selected Area Electron Diffraction (Elektronenbeugung)

SPPS Solid Phase Peptide Synthesis (Festphasenpeptidsynthese)

SEM Scanning Electron Microscopy (Rasterelektronenmikroskopie)

TBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat
TEM Transmission Electron Microscopy (Transmissionselektronenmikroskopie)
TEOS Tetracthoxysilan

TFA Trifluoroacetic Acid (Trifluoressigsaure)

TGA Thermogravimetrische Analyse

Thr (T) L-Threonin

TMBS Trimethylbromsilan

TMOS Tetramethoxysilan

TOF Time of Flight (Flugzeit)

uv Ultraviolet

Val (V) L-Valin
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