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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden multifunktionale Mikrogel-DNA-Hybridsysteme
hergestellt und untersucht. Die kovalente Bindung von DNA in Mikrogele flhrte zu
einer Kombination der Eigenschaften, welche in biomedizinischen Anwendungen von
groldem Interesse ist.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Einbringen der DNA in
die Mikrogele zu einem veranderten Volumenphasenibergang fuhrt, welcher mittels
NMR-Untersuchungen analysiert wurde. Im Hinblick auf biomedizinische
Anwendungen wurde der Phasenibergang in verschiedenen Konzentrationen an NaCl
sowie in PBS untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der Phasenlbergang in PBS
im Bereich der Korpertemperatur liegt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine regioselektive DNA-Funktionalisierung der
Mikrogele im Inneren untersucht. Hierfir wurden Kern-Schale-Mikrogele hergestelit,
bei denen die Kerne Disulfide enthielten, welche fur die Funktionalisierung genutzt
werden konnten. Eine Anpassung der Schalendicke wurde durch Variation der
Synthese erzielt. Die Lokalisierung der Disulfide wurde mittels dSTORM gezeigt und
die Lokalisierung der DNA-Funktionalisierung mittels DNA-PAINT nachgewiesen. In
beiden Fallen konnte eine Lokalisierung der Farbstoffe im Inneren der Mikrogele
gezeigt werden, welche jedoch nicht ausschlie3lich auf den Kern begrenzt war.

Im dritten Teil der Arbeit wurden Substrate entwickelt, auf denen die gerichtete
Immobilisierung DNA-funktionalisierter Mikrogele in ihrer nativen Struktur erfolgen
sollte. Es wurden kommerziell erhaltliche und eigene ITO-Substrate verglichen und
eine Oberflachenfunktionalisierung mit 2-(4-Chlorosulfonylphenyl)-Ethyltrimethoxy-
silan sowie eine oberflachengebundene Synthese eines vergleichbaren Silan-
Derivates  durchgefihrt. Die Herstellung der ITO-Substrate sowie die
oberflachengebundene Synthese des Silan-Derivates sollten optimiert werden und
zeigten gute Ergebnisse. Eine lokale Farbstoffmarkierung innerhalb von Mustern, die
uber chemische Elektronenstrahllithografie vorgegeben wurden, war teilweise
moglich. Eine gerichtete Immobilisierung der Mikrogele konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht erreicht werden.




Abstract

Abstract

Within this work multifunctional microgel-DNA-hybrid systems were created and
investigated. The covalent binding of DNA inside of microgels leads to a combination
of their properties which is of great interest regarding biomedical application.

The first part of this work showed a changed volume phase transition of microgels by
incorporation of the DNA. This was analyzed by NMR measurements. Regarding
biomedical applications the phase transition was examined in different concentrations
of NaCl as well as in PBS. It was shown that the phase transition is around body
temperature in PBS.

In the second part of this work a regioselective DNA functionalization of microgels in
the inside was examined. For this core-shell microgels were created. The core
microgels did contain disulfides, which were used for the DNA functionalization. An
adjustment of the thickness of the shell was achieved by variation of the synthesis. The
localization of the disulfides was shown via dASTORM and the localization of the DNA
functionalization was examined via DNA-PAINT. In both cases a localization of the
dyes was shown in the inner parts of the microgels but not restricted to the core only.

In the third part of this work substrates for a targeted immobilization of DNA
functionalized microgels in their native structure were developed. Commercially
available and own ITO  substrates were compared and 2-(4-
chlorosulfonylphenyle)ethyltrimethoxy-silane as well as a comparable silane-derivate
synthesized at the surface were used. The production of ITO substrates and the
surface bound synthesis of the silane-derivate should have been optimized and
showed nice results. A localized labeling with dyes inside of a pattern produced via
chemical electron beam lithography was partially successful.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Mikrogele (uG) sind quervernetzte Polymere mit einer Gro3e im Nanometer- oder
Mikrometerbereich. ' Abhangig von den auRReren Bedingungen wie Temperatur oder
pH-Wert andert sich, aufgrund veranderter Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel,
ihre GroRe wahrend eines Volumenphasenubergangs. Hierbei konnen Losungsmittel
und auch aufgenommene Molekiile durch einen Kollaps der uG freigesetzt werden. '-
4 Die Wahl der Monomere beeinflusst diesen Phaseniibergang und bestimmt die
Biokompatibilitat der Systeme. Die Freisetzung eingelagerter Molekile in Abhangigkeit
aulerer Stimuli und die Biokompatibilitat machen yG interessant flr biomedizinische
Anwendungen wie zum Beispiel Wirkstofftransport. °

Funktionelle Mikrogele und Mikrogelsysteme werden im, von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft, finanzierten = Sonderforschungsbereich (SFB) 985
untersucht, in dessen Kontext diese Arbeit entstanden ist. Der SFB vereint
verschiedene Disziplinen wodurch eine Forschung sowohl auf Grundlagen- als auch
auf Anwendungsniveau ermdglicht wird. Einerseits werden neue funktionelle
Mikrogele entwickelt und analysiert, andererseits werden Modelle entwickelt, um das
Verhalten von yG quantitativ zu beschreiben und simulieren. Dadurch ergibt sich die
Maglichkeit Systeme gezielt fiir bestimmte Anwendungen zu entwickeln.  Diese Arbeit
lasst sich innerhalb des SFB in die Projekte einsortieren, welche sich mit der
Entwicklung neuer uG-Systeme und der Analyse deren Eigenschaften beschaftigt.

Durch die Kombination von uG mit DNA lassen sich Hybridsysteme erstellen, die die
jeweiligen Eigenschaften kombinieren. Die DNA bietet hierbei die Moglichkeit der
reversiblen Bindung tber Hybridisierung. Uber die Basensequenz der DNA-Stréange
und der Lange bietet sich die Mdoglichkeit die Hybridisierung und Dehybridisierung zu
programmieren, sodass beispielsweise eine Freisetzung bei einer bestimmten
Temperatur moglich wird. 7-° Das uG kann in biologischen Medien zudem zum Schutz
der DNA vor Abbau durch Nukleasen dienen. >/

NG-DNA-Hybridsysteme konnen Uber elektrostatische Wechselwirkungen oder
kovalente Bindungen gebildet werden und aufgrund ihrer geringen Grofe biologische
Barrieren Uberwinden.'® Kationische yG wurden zum Beispiel fir einen potentiellen
Einsatz in Polymeren von Kontaktlinsen als Wirkstoffreservoir tUber Elektrostatik mit
DNA beladen."” Uber DNA koénnen auch weitere Wirkstoffe, wie Doxorubicin oder
Metallnanopartikel, in yG gebunden werden. Hierdurch kdnnen Systeme fir optische
Temperatursensoren, chemophotothermale Behandlungen oder die Bindung an zum
Beispiel Krebszellen sowie eine Kombination dessen ermdglicht werden. % '2 Durch
die Moglichkeit der orthogonalen Funktionalisierung sowie der lokalisierten
Modifizierungen koénnen Therapie und Diagnostik in einem System vereint und
theranostisch wirksame Systeme erhalten werden. °
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Ein grol3er Vorteil von responsiven Wirkstofftransportsystemen ist hierbei, dass durch
den Wirkstoff verursachte Nebenwirkungen minimiert werden kdnnen. Durch die
gezielte Freisetzung des Wirkstoffs am Zielort reichen geringere Mengen aus und die
Wirkung wird lokal begrenzt. Zudem besteht die Moglichkeit, die Freisetzung so zu
steuern, dass uber langere Zeitraume eine Dosis freigesetzt wird, welche effektiv
jedoch nicht toxisch ist. "> 4 Herausforderungen bei der Verwendung als
Wirkstofftransportsysteme ergeben sich bei der Bioabbaubarkeit der Systeme und der
Ausscheidung aus dem Korper. Die uG kénnen einerseits so synthetisiert werden,
dass sie im Korper abgebaut werden und nur die Abbauprodukte ausgeschieden
werden mussen oder aber so, dass die yG im Ganzen ausgeschieden werden kénnen.
Im beiden Fallen muss jedoch sichergestellt werden, dass keine Akkumulation im
Korper stattfindet. '© Zudem ist bislang weder die aktive Akkumulation der uG am
Zielort beispielsweise Uber Ankermolekule noch die passive Akkumulation Uber den
Effekt der erhohten Permeabilitdt und Retention in Tumorgeweben ausreichend
kontrolliert. 1927

In dieser Arbeit wurden multifunktionale Mikrogel-DNA-Hybridsysteme hinsichtlich
ihres Volumenphasenubergangs und einer lokalisierten Funktionalisierung untersucht.
Zudem sollten Oberflachen entwickelt werden, an denen eine gerichtete
Immobilisierung in der nativen Struktur der uG maoglich ist.

Der Volumenphasenlibergang der uG ist von verschiedenen Faktoren, wie der
Zusammensetzung der G und des Losungsmittels abhangig. Im Hinblick auf
biomedizinische Anwendungen, wie Wirkstofftransportsysteme, ergeben sich somit
Abweichungen vom Volumenphasentbergang der uG in beispielsweise Reinstwasser.
NMR-Untersuchungen erlauben eine Analyse auf molekularer Ebene, bei der eventuell
auftretende Aggregation keinen Einfluss hat. Zudem erlaubt die Ermittlung
thermodynamischer Grolken des Phasenlbergangs einen quantitativen Vergleich
unterschiedlicher Systeme. Die Untersuchungen in phosphatgepufferten Salzlésungen
(PBS) erlauben eine erste Abschatzung des Verhaltens unter physiologischen
Bedingungen. Daher wurden sowohl das uG als auch das DNA funktionalisierte pG
zusatzlich zu grundlegender Analytik in Abhangigkeit der Temperatur mittels NMR in
Reinstwasser, NaCl-Losungen und PBS analysiert.

Eine regioselektive Funktionalisierung der yG mit DNA sollte durch die Verwendung
von Kern-Schale-uG umgesetzt werden. Die Kerne enthielten hierbei Disulfide, welche
fur die DNA-Funktionalisierung verwendet wurden, wahrend die Schale mit ansonsten
gleicher Zusammensetzung keine Disulfide enthielt. Hierdurch kann einerseits die
DNA, beziehungsweise allgemeiner eingelagerte Molekiile, durch das pG geschutzt
werden und andererseits kann die Schale fur weitere Funktionalisierungen genutzt
werden. Zudem erlaubt die Einbindung von Farbstoffen im Inneren der uG und deren
kontrollierte Freisetzung eine Untersuchung der Diffusion im Inneren von uG mittels
Fluoreszenzmikroskopie. Die synthetisierten Systeme wurden im getrockneten
Zustand mittels Elektronenmikroskopie sowie Rasterkraftmikroskopie untersucht und
im dispergierten Zustand mittels dynamischer Lichtstreuung. Zudem wurde die
Regioselektivitat der Funktionalisierung mittels Fluoreszenzmikroskopie tberpruft.
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Die gerichtete Anbindung von DNA-funktionalisierten uG auf Oberflachen sollte Uber
Strukturierung der Oberflachen mittels chemischer Elektronenstrahllithografie
erfolgen. Hierdurch sollte eine Hintergrundfunktionalisierung der Substrate ermdglicht
werden, um die Wechselwirkungen zwischen uG und Oberflache zu kontrollieren. Es
wurden ITO-Substrate verwendet welche elektrisch leitend und zugleich optisch
transparent sind um Aufladungseffekte wahrend der Elektronenstrahllithogaphie zu
vermeiden und Untersuchungen mittels optischer Mikroskopie zu ermadglichen.
Selbstassemblierte Monolagen erlaubten eine lokale Umsetzung und somit die
Strukturierung der Oberflachen, welche im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde.
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2.1 Mikrogele

Mikrogele (pG) sind 3D-vernetzte Polymer-Strukturen, welche in guten
Dispersionsmitteln gequollen vorliegen. Durch externe Stimuli, wie Temperatur- oder
pH-Wert-Anderungen, vollziehen sie einen reversiblen Phasenibergang mit
Freisetzung des Losungsmittels. '* Durch die geringe GréRe von 50 nm bis 5 ym '’
verlauft der Phasenubergang der uG deutlich schneller als bei den grdfleren
Hydrogelen, welche bereits Anwendung in biomedizinischen Bereichen finden. 10 15
MG sind zudem durch ihre hohe Permeabilitat, Flexibilitat sowie Grenzflachenaktivitat
und grol3e spezifische Oberflache gekennzeichnet, wodurch sich vielfaltige
Anwendungsmaoglichkeiten ergeben. 2 Durch ihre Permeabilitat und Flexibilitat zeigen
WG im gequollenen Zustand keine scharfen Grenzflachen zum Dispersionsmedium. 6
Fir poly-N-isopropylacrylamid (pNipam)- basierte uG wurden die Wasseranteile im
Polymernetzwerk im gequollenen Zustand auf 90% und im kollabierten Zustand auf
30 % bestimmt. 7 Auch im kollabierten Zustand verbleibt ein Teil des
Dispersionsmittels im Polymernetzwerk. In diesem Zustand zeigen die uG aber durch
ein steiferes Netzwerk und eine ausgepragtere Oberflache mehr Ahnlichkeiten zu
harten Kolloiden.® Durch die starke Anderung ihrer Eigenschaften in der Nahe der
Volumenphasenubergangstemperatur (Tvet) kdnnen pG als Zwischenstufe zwischen
Flussigkeit und Feststoff angesehen werden, wobei die jeweiligen Eigenschaften von
den Bestandteilen des Polymernetzwerkes bestimmt werden und durch Monomere
sowie Vernetzeranteil gesteuert werden konnen. @

2.1.1 Volumenphasenibergangstemperatur

Die Tver wird durch die Wechselwirkungen zwischen pG und Dispersionsmedium
bestimmt. An der Tver kommt es zur Ausbildung unpolarer, intermolekularer
Wechselwirkungen, welche die hydrophilen Wechselwirkungen unterhalb der Tver
ablésen. Dadurch resultiert eine Freisetzung des Wassers aus dem yG und damit
einhergehend der Kollaps des uG. '°-23 Die Bestimmung der Tver ist beispielsweise
uber Messungen der hydrodynamischen Durchmesser (dn) der uG in Abhangigkeit der
Temperatur (T) moglich, bei denen der Wendepunkt der Kurve sich aus der Auftragung
von dn Uber T ergibt, die in Abb. 1 als Tver dargestellt ist. 2'- 24
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Kollapses von uG an der Tver mit hydrodynamischem Durchmesser
in Abhangigkeit der Temperatur.

Die Tvet lasst sich durch verschiedene Parameter sowie die Wahl des Monomers
steuern. Die Tver von pNipam- basierten uG liegt bei 34 °C,2" wohingegen der
Phasenlibergang von poly-N-isopropylmethacrylamid (pNipmam)- uG bei 42-44 °C 2"
24-29 quftritt. Bei einer Kombination der Monomere Iasst sich die Tver gezielt anpassen
und fir Hyperthermie-Anwendungen beispielsweise auf 39 °C verschieben. 3° Durch
die Verwendung deuterierter Monomere oder Losungsmittel konnen aufgrund der
veranderten Wechselwirkungen zwischen uG und Losungsmittel Verschiebungen des
Phasenubergangs auftreten. So fuhrt beispielsweise die Verwendung von D20 als
Dispersionsmedium von pNipmam- basierten uyG zu einer Erniedrigung der Tvet um
0,3 °C aufgrund schwacherer Wasserstoffbriickenbindungen zum Polymer. 2" Auch
durch die Zugabe von Salzen werden die Wechselwirkungen zwischen
Dispersionsmedium und Polymernetzwerk verandert, sodass der Phasenubergang zu
niedrigeren Temperaturen verschoben wird und es zum sogenannten Aussalzen
kommen kann. 24 31-33 Durch Dispersion in 0,5 M NaNOs wurde die Tver von pNipam
beispielsweise um 3 °C gesenkt. 33 Die Tvet von pNipmam- basierten uG wurde durch
Dispersion in 1 M NaCl um 10 °C gesenkt. 2 Der Vergleich der Tver der uG basierend
auf diesen beiden Monomeren zeigt, dass nicht allein die Hydrophobie der Monomere
den Phasenubergang bestimmt, da die zusatzliche Methylgruppe in N-
isopropylmethacrylamid (Nipmam) zu einer Erhéhung der Tver fihrt. Dies kann durch
die verringerte Flexibilitat der Polymerketten erklart werden, wodurch die Entropie des
Systems die gesteigerte Hydrophobie kompensiert. 34 35 Anders als die Monomere,
beeinflusst der Vernetzeranteil nicht die Lage des Phasenubergangs, sondern dessen
Breite, das heillt, den Temperaturbereich. Ein hoher Vernetzeranteil fuhrt zu breiteren
Phasenubergangen und geringeren Unterschieden der dn im kollabierten und
gequollenen Zustand aufgrund von geringerer Elastizitat und hoheren Anteilen nicht
responsiven Polymers. 1821, 36,37

2.1.2 Deformierbarkeit von Mikrogelen

Der Vernetzeranteil und somit die Elastizitdt der uG beeinflusst zudem die
Deformierbarkeit sowie die Interpenetration der uG in direkter Nachbarschaft. Im
Gegensatz zu harten Kolloiden besteht bei uG in hohen Konzentrationen die
Maglichkeit der gegenseitigen Interpenetration sowie der Deformierung (Abb. 2). 4
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Interpenetration (a) und Deformierung (b) dicht gepackter pG.
Zusatzlich zeigen pG eine Deformation an Grenzflachen, welche vom Material und der
Elastizitat der uG abhangt, sowie den jeweiligen Grenzflachen. 7 uG mit geringerem
Anteil an Vernetzer sind deformierbarer und spreiten starker auf Grenzflachen. 3 Durch
die Anlagerung der pG an Grenzflachen wird die Oberflachenenergie minimiert, wobei
abhangig, von den Wechselwirkungen, eine Spiegelei-ahnliche Struktur ausgebildet
werden kann (Abb. 3). 4 24,3839

Abb. 3: Schematische Darstellung der Deformation von pG an Oberflachen.

Die Deformation der uG wird bestimmt durch ein Gleichgewicht zwischen Elastizitat
und Adhasionsenergie,’® so zeigen pG mit radialer Vernetzerverteilung eine
ausgepragtere Deformation in der Peripherie. 2° Hydrophile yG zeigen geringere
Deformation auf Oberflachen, die mit Polyethylenglykol (PEG) beschichtet wurden. 38
Die Ausbreitung der uG parallel zu einer Oberflache geht einher mit einer Kompression
orthogonal zu dieser und einer Einschrankung der Stimuliresponsivitat. 3> 3° Eine
Adsorption der uG im kollabierten Zustand flhrt aufgrund der geringeren Flexibilitat zu
weniger ausgepragter Deformation. ' Abhangig von der Konzentration der Mikrogele
bilden sie zufallige oder hexagonale Strukturen. 4°

2.1.3 GroRenbestimmung von Mikrogelen

Durch die hohe Komplexitat und Flexibilitat der uG ist die Kombination verschiedener
Charakterisierungsmethoden fur eine vollstandige Analyse der Grofle von uG im
gequollenen und kollabierten Zustand sowie auf Oberflaichen notwendig. 4> 4? Die
Eigenschaften der dispergierten uG kénnen mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS)
analysiert werden. Es wird ein intensitatsgewichteter Mittelwert der GroRRe vieler uG
bestimmt, ' wobei Informationen Uber Anisotropien, Deformationen und
Interpenetration verloren gehen. #!- 43 Hierbei ist zu beachten, dass die GroRe einer
hypothetischen harten Kugel ermittelt wird. Je schwacher vernetzt die uG sind, desto
weiter weichen sie demnach vom Modell ab, weshalb Messungen erschwert werden.
Zudem konnen Aggregationen auftreten, welche die Messung weiter erschweren.
Informationen Uber einzelne uG sind Uber Mikroskopiemethoden zuganglich. Es
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kénnen verschiedene Groflen, wie der berechnete hydrodynamische Durchmesser dn
(Z-Average) und der Polydispersitatsindex (Pdl), ermittelt werden. Der dn stellt hierbei
die gemessene Grolle dar, wahrend der Z-Average ein gemittelter Wert der
gemessenen Grolden ist und somit gerade bei polydispersen Systemen abweicht. Der
Pdl beschreibt die Polydispersitat des Systems. Bei monodispersen Proben und
Messungen guter Qualitat sollten dn und Z-Average somit vergleichbare Werte zeigen.
Der PdI liegt fur monodisperse Systeme unter 0,1. Ab einem Pdl von 0,4 wird von
polydispersen Systemen ausgegangen. 43

Bei der Rasterkraftmikroskopie (AFM) werden einzelne uG an Oberflachen untersucht.
AFM-Untersuchungen bieten den Vorteil von 3D-Informationen, da beim Abrastern der
Oberflache zu den jeweiligen xy-Positionen die Hoheninformationen als z-Koordinate
erhalten werden. 44 Hierbei sind jedoch mdgliche Deformationen zu beachten (Abb.
3). Die Messungen konnen in Flussigkeit oder im getrockneten Zustand durchgefuhrt
werden, wodurch die ermittelte GréRe beeinflusst wird. 15 21. 41, 45 Bej Messungen in
Flussigkeit konnen GroRen erhalten werden, welche dem gequollenen Zustand
entsprechen, wahrend bei Messungen im getrockneten Zustand eher Gro3en erhalten
werden, welche dem kollabierten Zustand entsprechen. Bei spitzen AFM-Spitzen ist
ein Eindringen der Spitze in das Polymernetzwerk maoglich. 46 Bei Spitzen mit
grollerem Durchmesser, wiederum ist zu beachten, dass Strukturen, welche kleiner
als die Spitze sind, nicht detailliert abgebildet werden koénnen. 47 Messungen im
Tapping Modus erlauben die Untersuchung von Materialunterschieden. Die
Schwingung der Spitze wird durch die Wechselwirkung mit der Oberflache
beeinflusst.#3-°0 Dies resultiert in unterschiedlichen Phasenverschiebungen je nach
Wechselwirkung und somit Material. Fir pyG hangt diese Phasenverschiebung auch
von der Elastizitat des uG ab. Diese ist abhangig vom Vernetzeranteil und kann sich
aufgrund des Vernetzergradienten innerhalb eines pG andern. 4 Trotz der
Einschrankungen lassen sich beispielsweise Kern-Schale-uG “6 oder auch der Kollaps
von PG 51 mittels AFM untersuchen.

Auch bei der Elektronenmikroskopie (EM) mussen Deformationen der yG aufgrund der
Adsorption an den Probentragern berucksichtigt werden. Diese koénnen je nach
Tragermaterial, wie Siliziumsubstrate oder kohlenstoffbeschichtete Kupfernetze
aufgrund unterschiedlicher Wechselwirkungen variieren. Zusatzlich ist der Einfluss des
Trocknens durch das Vakuum zu beachten. 36 4% 43,52 Durch unterschiedliche
funktionelle Gruppen oder unterschiedlich starke Vernetzung lassen sich in der EM
Kontrastunterschiede erkennen, wodurch zum Beispiel Kern-Schale-uG charakterisiert
werden konnen. %3 In der Rasterelektronenmikroskopie (REM) kénnen unter anderem
Sekundarelektronen mittels SE- oder InLens-Detektor detektiert werden. Der SE-
Detektor lasst Ruckschlusse auf die Topografie der Probe zu. Durch den InLens-
Detektor werden vor allem die Signale der Oberflache detektiert und es kdnnen zum
Beispiel Materialunterschiede beobachtet werden. 54 Die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) lasst Ruckschlisse auf die innere
Struktur der uyG zu, da hier transmittierte Elektronen detektiert werden. > Da puG
elektronentransparent sind, lassen sich beispielsweise Nanopartikel im Inneren mittels
TEM nachweisen. 2 % Hierbei ist zu beachten, dass lediglich 2D-Projektionen von 3D-
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Strukturen erhalten werden und die 3D-Informationen Uber beispielsweise Tomografie
rekonstruiert werden missen. 24 57 Die Deformationen durch Messungen im Vakuum
lassen sich durch Verwendung von Kryo-TEM minimieren, indem die Probe vor der
Untersuchung eingefroren und somit im gequollenen Zustand fixiert werden kann. 56
58, 59

Sowohl bei AFM- als auch bei EM-Untersuchungen ist es moglich, dass die aulieren
Bereiche von stark gespreiteten uG aufgrund von Spitzen- oder Kontrastlimitierungen
nicht abgebildet werden. 25 Aufgrund der Deformierbarkeit der uG beeinflusst die
Konzentration und somit die Packungsdichte der yG auf den Oberflachen die zu
beobachtenden GrofRken. €°

2.1.4 Synthese von Mikrogelen

Die inhomogene Dichte der yG mit der radialen Verteilung des Vernetzers ist durch
héhere Reaktionsraten der Vernetzer zu erklaren und fuhrt zu freien Polymerketten in
der Peripherie der uG, welche im hydrodynamischen Durchmesser inbegriffen sind. 2%
41, 52, 81 Dje Synthese Uber eine radikalische Fallungspolymerisation erlaubt die
Kombination verschiedener Monomere und somit die Beeinflussung der Eigenschaften
wie der Tvpt. 223 Bei der Synthese werden das Monomer Nipmam, die Vernetzer N,N'-
bis(acryloyl)cystamin (BAC) und N,N‘-Methylenbisacrylamid (MBA) und das Tensid
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) im wassrigen Medium mit dem Initiator 2,2*-
Azobis(2-methylpropionamidin)dihydrochlorid (V50) erhitzt (Abb. 4), sodass der
Initiator zunachst zerfallt und Keime bildet aus denen wiederum Oligomere bis zur
kritischen Kettenlange wachsen, gefolgt von der Bildung der spharischen Gele.
Aufgrund der schnelleren Reaktion der Vernetzer entstehen hierbei dichtere Kerne mit
freieren Polymerketten in der Peripherie der uG. #

:§: o y MBA, CTAB, i

0 V50 T -

n HN + m \/U\H/\/S‘s/\/Nm/\ o o= ™
r— o

70 °C, Wasser NH

NH
N-isopropylmethacrylamid N,N'-Bis(acryloyl)cystamine S
S

Nipmam BAC
(Nipmarm) (BAC) pNipmam/BAC S

HN
‘“@

Eine groRere Menge des Tensids fuhrt hierbei zu kleineren puG, wobei das
Quellverhalten kaum beeinflusst wird. 52 Gleichzeitig flihrt eine héhere Menge an
Vernetzer ebenfalls zu kleineren uG, wobei hierbei eine dichtere Struktur resultiert und
die GroRe oberhalb der Tvet kaum beeinflusst wird. 2° Wahrend der Synthese kdnnen
gezielt funktionelle Gruppen fiir mogliche Postmodifikationen eingebracht werden. 3
So kann beispielsweise der Vernetzer BAC flr spatere Funktionalisierungen in Thiol-
en-Reaktionen 62 63 genutzt werden, wahrend der Vernetzer MBA die strukturelle

Abb. 4: Reaktionsgleichung der Synthese der pNipmam-BAC pG.
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Integritat gewahrleistet. 3 24 Zusatzlich zu den eingefiihrten Vernetzern sind in uG
physikalische Vernetzungen, wie Verflechtungen der Polymerketten anzunehmen,
welche schwer quantifizierbar sind. 3°

Die Synthese von uG mit lokalisierten Funktionalitaten ist beispielsweise Uber Kern-
Schale-uyG maglich, bei denen in einer analogen radikalischen Polymerisation
zusatzlich bereits synthetisierte Kern-uG vorgelegt werden. Diese dienen als Keime
fur die Synthese der Schale (Abb. 5). 3.53.61.64

Nipmam, MBA, Jo&
CTAB, V50 7

70 °C in Wasser ¥

Abb. 5: Schematische Darstellung der Synthese der Schale von Kern-Schale-pG.

Bei der Verwendung verschiedener Monomere in Kern und Schale werden
verschiedene Funktionalitdten aber auch ein komplexer Phasenlbergang erreicht,
welcher Uber die Wahl der Monomere und auch die Dicke der Schale gesteuert werden
kann. 3653, 61,65, 66 Alternativ kann auch dasselbe Monomer verwendet und nur der
Vernetzer variiert werden, sodass die Eigenschaften von Kern und Schale ahnlich sind
aber regioselektive, orthogonale Funktionalisierung moglich werden. 3 64 Die Dicke der
Schale lasst sich durch die Menge an Monomer und Vernetzer beeinflussen. Eine
héhere Menge an Vernetzer flhrt zu dinneren, dichteren Schalen, wohingegen mehr
Monomer zu dickeren Schalen fiihrt. 665

2.1.5 Anwendung von Mikrogelen

Anders als Hydrogele, welche bereits in medizinischen Anwendungen eingesetzt
werden, sind bei Mikrogelsystemen zwar viele in der Entwicklung, jedoch bislang nur
etwa 30 in Amerika oder Europa offiziell zugelassen.' Dies ist damit zu erklaren, dass
jedes Mikrogelsystem einzeln entwickelt und getestet werden muss und die genauen
Mechanismen der Verteilung im Korper, der Wirkstofffreisetzung und der
Ausscheidung aus dem Korper bislang ungeklart sind und sich bei Anpassungen des
Systems starker andern als bei Hydrogelsystemen. Dem entgegen stehen viele
Vorteile der Mikrogelsysteme gegentiber Hydrogelen, wie die geringe GroRe und damit
verbundene Injizierbarkeit und Fahigkeit biologische Barrieren passieren zu konnen,
sowie die Mdglichkeit die uG gezielt fur spezifische Anwendungen zu designen und
lokalisierte  Funktionalitaten in biokompatible Systeme mit verschiedenen
Responsivitaten zu integrieren. Durch die Einfuhrung verschiedener Funktionalitaten
besteht zudem die Moglichkeit Therapie und Diagnostik in einem System zu vereinen
(Theranostik). °
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Eine der biomedizinischen Anwendungsmaoglichkeiten von Mikrogelsystemen ist die
Nutzung als Wirkstofftransportsystem mit dem Vorteil der hohen spezifischen
Oberflachen des pordsen Polymernetzwerkes, welches eine hohe Beladungskapazitat
aufweist. 2 3 10, 26, 42, 67, 68 Dje Beladung kann hierbei zum Beispiel Uber
schwammartiges Quellen der yG an deren Phasenubergang erfolgen, bei dem die
Wirkstoffe zusammen mit dem Dispersionsmedium ins uG aufgenommen werden. ' &°
Alternativ kann die Beladung mit hydrophoben Wirkstoffen im wassrigen Medium auch
Uber bevorzugte Wechselwirkungen zwischen uG und Wirkstoff stattfinden. 67 70 Fir
eine gezielte Freisetzung kann der Kollaps der uG genutzt werden, welcher durch
Hyperthermie 3° oder pH-Wert-Anderungen 7173 herbeigefiihrt werden kann. Als
Wirkstoffe ~ eignen  sich  beispielsweise = Cannabidiol, siRNA, humane
Wachstumshormone oder DNA. 30 42.74 Uber spezifische Funktionalisierungen bieten
MG die Moglichkeit Wirkstoffe gezielt zu bestimmten Zelltypen, wie Krebszellen, zu
transportieren. ° Durch die gezielte Freisetzung am Wirkungsort werden die Wirkung
verstarkt und Nebenwirkungen reduziert. "2 Bei der Aufnahme von Wirkstoffen in uG
wird die Komplexitat der Systeme deutlich, da sich die Eigenschaften durch die
Beladung verandern, was wiederum in einem veranderten Aufnahmeverhalten
resultiert. 7 Alternativ zur Beladung mit Wirkstoffen kénnen uG auch genutzt werden,
um beispielsweise Toxine aufzunehmen und aus dem Korper auszuscheiden, wobei
ebenfalls hydrophobe und auch elektrostatische Wechselwirkungen genutzt werden
kénnen. 77 Bei biomedizinische Anwendung von uG ist die Wechselwirkung mit Zellen
ein wichtiger Parameter. Kleinere yG mit einem Durchmesser unter 800 nm werden
von Zellen aufgenommen 78 groRere uG koénnen als Substrate fiir Zellwachstum,
beispielsweise fiir Wirkstofftests 7% 80 sowie zur Geweberegeneration genutzt werden.
4.8 Eine Anwendung von uG als Biosensoren ' 828 ist ebenso mdglich wie die
Nutzung als antibakterielle Beschichtung 8° oder auch Kontrastmittel beispielsweise in
der Magnetresonanztomographie (MRT) 8. Durch die vielseitigen Anwendungs-
moglichkeiten kombiniert mit lokalisierten Funktionalitaten konnen auch
Funktionalitaten fur photoakustische Therapie und Kontrastmittel im MRT innerhalb
eines PG vereint und Systeme fiir Theranostik synthetisiert werden. 2

uG koénnen zur Stabilisierung von Emulsionen 87-8 genutzt werden, welche durch die
Responsivitat der uG ebenfalls responsiv werden % °1. Hierbei erfahren die pG in
Abhangigkeit ihrer Steifigkeit eine Deformierung, die zur Steuerung der Eigenschaften
der Emulsionen genutzt werden kann. 9 Hierdurch kénnen Transportprozesse
zwischen zwei Phasen gesteuert und Katalysatoren in den uyG gebunden werden,
wodurch das Recycling der Katalysatoren erleichtert wird. % 93 % Zudem kann durch
das Einbringen von Katalysatoren in uG die Reaktionsrate durch die Responsivitat
und Vernetzerdichte % der uG gesteuert werden.

Durch die Verkniipfung von uG koénnen schaltbare Membranen °7 oder responsive
Substrate 2® aufgebaut werden, welche als Mikroaktuatoren 'S fungieren konnen. Auf
Oberflachen bilden uG zunéachst hexagonale Strukturen 8, welche jedoch durch eine
Strukturierung der Oberflache beeinflusst werden konnen. % Bei pH responsiven uG
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lasst sich die Anordnung auf der Oberflache Uber den pH-Wert steuern und auch nach
der Adsorption lasst sich diese noch beeinflussen. % Werden mehrere Schichten von
uG aufgebracht, '°! lassen sich diese mit Wirkstoffen, wie Doxorubicin (DOX), beladen
und ein Kollaps der uyG ermoglicht die Freisetzung. '°? Die Kombination von positiv
geladenen yG mit negativ geladenen Polymeren auf Oberflachen zeigt eine einer
Gansehaut-ahnliche Responsivitat der uG, wobei die Anordnung der uyG durch die
Polymere gesteuert werden kann. 103

NG mit spaltbaren Gruppen, wie beispielsweise Disulfiden, zeigen eine potentielle
Anwendung im Recycling von Cellulose, wenn eine Spaltung uber Einstellung des pH-
Wertes bei gleichzeitiger Stabilitat gegeniiber Feuchtigkeit moglich ist. 104

2.2 DNA

Desoxyribonucleinsaure (DNA) kodiert genetische Informationen und kann sowonhl als
DNA-Einzelstrang (ssDNA) als auch als DNA-Doppelstrang (dsDNA) vorliegen. In
Genomen hat DNA einen Durchmesser von etwa 2 nm und eine Lange von 108-
10° nm. % Die Bildung der dsDNA basiert auf Watson-Crick-Basenpaaren, bei denen
Adenin (A) und Thymin (T) sowie Cytosin (C) wund Guanin (G)
Wasserstoffbriickenbindungen zueinander ausbilden (Abb. 6). & 10

Adenin (A)  Thymin (T)

m el 20

o--
N\ NH---- d
NHZ'""
Guanin (G)

Desoxyribose
Abb. 6: Schematische Struktur von DNA-Doppelstraingen mit Kennzeichnung der Wasserstoffbriicken-

bindungen.
Das Ruckgrat der DNA besteht aus Desoxyribose und negativ geladenen
Phosphatgruppen und besitzt ein 3'- und ein 5-Ende. Beide Enden kénnen flr die
Modifizierung der DNA mit zusatzlichen funktionellen Gruppen, wie fluoreszente
Farbstoffe, genutzt werden. ° Bei der Hybridisierung der DNA bilden sich
rechtsgedrehte Doppelhelices, wobei immer 3'- Enden mit 5'-Enden hybridisieren und
die Basen innen liegen. 10 Basen bilden eine Windung und die Diffusion von Wasser
in die Struktur bleibt moglich. 1% Die Selbstassemblierung der dsDNA kann fiir eine
Programmierbarkeit der  Strukturen ausgenutzt werden 7° und die
Schmelztemperaturen (Tm) bei denen die Dehybridisierung erfolgt sowie die Steifigkeit
der dsDNA Uber die Basensequenz bestimmt werden. 105197, 108 Sequenzen mit hohen
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Anteilen an A-Th-Basenpaaren zeigen niedrigere Schmelztemperaturen und die
Dehybridisierung dieser Basen flhrt zu einer Destabilisierung des gesamten
Doppelstrangs. % Die Tm der dsDNA wird unter anderem durch die Salzkonzentration
beeinflusst, da hohe Salzkonzentrationen zu einer Abschirmung der Ladungen der
Phosphatgruppen fiihren. 24 109. 110 Zysatzlich kann eine Destabilisierung der dsDNA
durch benachbarte, schmelzende DNA-Strange auftreten. Diese kooperativen Effekte
konnen auftreten, wenn der Abstand der DNA-Strange weniger als 5 nm betragt, und
fuhren zu scharfen Schmelzkurven. Sie wurden beispielsweise bei Netzwerken von
Goldnanopartikeln (AuNP) und DNA beobachtet. 10°

Die Programmierbarkeit der dsDNA kann ausgenutzt werden, um responsive DNA-
Superstrukturen und Origamis zu programmieren. % 1. 112 Dje Strukturen kénnen
hunderte nm gro® sein und Gastmolekille kdnnen inkorporiert werden. ° DNA-
Superstrukturen konnen beispielsweise in der Krebstherapie 112, bei DNA
Nanorobotern 2 oder bei Kaskaden Enzym katalysierter Reaktionen '3 Anwendung
finden.

2.3 Mikrogel-DNA-Hybridsysteme

Durch die Kombination von Mikrogelen und DNA in Hybridsystemen bietet sich die
Moglichkeit der Kombination ihrer Eigenschaften. So kdnnen Systeme entstehen, die
die Responsivitat der einzelnen Bestandteile vereinen, sodass mehrere unabhangige
Stimuli genutzt werden kénnen und somit multiresponsive Systeme entstehen. %4 uG-
DNA-Hybridsysteme bieten Biokompatibilitat, Porositat sowie eine kontrollierte Grofde.
Durch den VPT der uG sind sie vom Dispersionsmedium separierbar, wodurch sie
recyclebar sind und als Nanoreaktoren, Wirkstofftransportsysteme oder zur
Biodetektion genutzt werden kénnen. Zudem stellen die uG einen moglichen Schutz
der DNA vor beispielsweise DNAsen sowie der Wirkstoffe im Allgemeinen dar. 57-8
14120 Das Einbringen der DNA in die yG kann beispielsweise erfolgen, indem
enthaltene Disulfide reduziert und die entstehenden Thiole in einer Thiol-en-Reaktion
weiter umgesetzt werden. 24 21 Die DNA kann zudem als programmierbarer Vernetzer
im uG fungieren 7> 119,120, 122125 oder flir eine Hybridisierung der yG an Oberflachen
genutzt werden. Zudem wird eine Erhéhung der Hydrophilie der uyG und somit des
Wasseranteils innerhalb der uG beschrieben. 26 Durch die vielfaltigen Mdglichkeiten
der Modifikation kénnen Hybridsysteme gezielt flir die jeweiligen Anwendungen
konstruiert werden, wobei schon kleine Modifikationen zu veranderten Eigenschaften
fuhren konnen. '27- 128 Dje Integration weiterer Bestandteile, wie Nanopartikel oder
Farbstoffe, in Mikrogel-DNA-Hybridsysteme kann dber Bindung zur DNA, zum
Mikrogel oder auch Uber unspezifische Bindung erfolgen und weitere Eigenschaften
wie Photothermie erganzen. 7 22 126 Durch die hohe Porositat und spezifische
Oberflache der uG wird hierbei eine hohe Beladung ermdglicht. 8 24118

Im Bereich des Wirkstofftransports ist dabei von besonderer Bedeutung, dass die
GroRe und das Gewicht der uG die Zirkulation im Korper '2° sowie die Mdglichkeit des
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Eindringens in Zellen steuern kann, wahrend die yG biokompatibel sind und Gber
Funktionalisierung mit Wirkstoffen oder DNA beladen werden konnen. '3° Eine
Freisetzung der Wirkstoffe kann Uber die verschiedenen integrierten Stimuli kontrolliert
erfolgen, 7> 11,115,116, 118,120,131-134 \wodurch mdgliche Nebenwirkungen reduziert werden
konnen und die Konzentration des Wirkstoffes im therapeutischen Fenster gehalten
wird. '3 14 Um die Freisetzung zu steuern, kénnen beispielsweise Kern-Schale-uG
verwendet werden, bei denen nur der Kern beladen wird und die Schale als
Diffusionsbarriere dient, wobei die eingesetzten uG metabolisiert werden kdénnen
missen. % 18  Alternativ konnen Kern-Schale-uyG auch flr eine sequenzierte
Freisetzung unterschiedlicher Wirkstoffe genutzt werden. 18135 Bei Anwendungen fiir
Tumore tritt zudem der Effekt der verstarkten Permeabilitdt und Retention (EPR) in
Tumorzellen auf, welcher fur eine passive Anreicherung der uG und damit verbunden
der Wirkstoffe genutzt werden kann. Alternativ konnen spezifische Molekule, in die uG
eingebracht werden, welche an Tumorzellen binden und somit aktiv flr eine
Anreicherung des Wirkstoffs am Zielort sorgen '3 29 122" wodurch zeitgleich eine
Biodetektion ermdglicht werden kann. & Zudem liegt die Temperatur in Tumorzellen
hoher und der pH-Wert niedriger als in gesunden Zellen, wodurch eine Freisetzung
von Wirkstoffen herbeigefiihrt werden kann. 139 Unterstitzt werden kann dies
zusatzlich  beispielsweise  durch  Photothermie, welche gleichzeitig als
Behandlungsmoglichkeit angesehen werden kann, da ab einer Temperatur von 40 °C
Zellschaden auftreten konnen. ° Ein Problem bei der Charakterisierung von
Wirkstofftransportsystemen liegt in unterschiedlichen Ergebnissen bei in vivo und in
vitro Untersuchungen. 14 130

Biodetektion ist beispielsweise mdglich durch eine Veranderung der Umgebung von
Nanopartikeln durch den Kollaps der uG bei veranderter Temperatur > 136 oder durch
die Einbindung von Kontrastmitteln in die uG zur Lokalisierung der uG. '*® Durch die
Kombination mit Wirkstoffen eroffnet sich die Moglichkeit der Theranostik. 127

MG-DNA-Hybridsysteme  bieten bei Verwendung von DNAzymen eine
Anwendungsmaglichkeit in der Katalyse, wobei die DNAzyme eher im dulReren der uG
lokalisierte, synthetische Nukleinsauren sind, welche die Funktion von Enzymen
imitieren. Die uG dienen als Tragermaterial, welches die Abtrennung des Katalysators
vom Reaktionsgemisch oberhalb der Tver erleichtert und bei weiterer
Funktionalisierung Kaskadenreaktionen ermoglicht. 37 Fir Gentherapien kann in
DNA-uG-Hybridsysteme siRNA eingebunden und intrazellular freigesetzt werden. '"°
FUr pNipmam-basierte Kern-Schale-uG konnte eine Funktionalisierung der Schale mit
Peptiden zur Bindung an Tumorgewebe zusammen mit einer Beladung mit siRNA im
Kern fur eine Gentherapie mit kontrollierter Freisetzung durch den Phasenlbergang
der uG gezeigt werden. ?° In uG-Hybridsystemen mit siRNA und Kalziumphosphat
konnte eine kontrollierte Freisetzung der siRNA im Zytoplasma gezeigt werden, wobei
das pG als Tragermaterial diente und das Kalziumphosphat die Freisetzung initiierte.
Hierdurch konnte ein verringertes Tumorwachstum erreicht werden. 138
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24 NMR

In der Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) kdnnen durch Messungen des lokalen
magnetischen Feldes von Atomkernen Informationen Uber die molekulare Struktur
gewonnen werden. Durch ein externes Magnetfeld kann die Probe mittels eines Pulses
magnetisiert und die Relaxation detektiert werden. Durch die Umgebung der
Atomkerne kann es zu Verzogerungen dieser Relaxationen kommen. Bezogen auf
eine Referenz werden somit chemischen Verschiebungen erhalten, welche
Rickschlisse auf die Umgebung der untersuchten Atomkerne zulassen. '3°

Mittels NMR kann die gesamte Struktur der uG auf molekularer Ebene untersucht
werden. 140142 Durch die Polymerisierung zeigen uG verbreiterte Signale im Vergleich
zu den verwendeten Monomeren. 2 Dadurch ist die Verwendung von Hahn-Echo
Messungen von Vorteil. Bei Hahn-Echo Messungen wird nach einer
Zwischenpulsverzégerung ein zweiter Puls zur Refokussierung der Spins genutzt. Ein
einzelner Puls fuhrt durch inhomogene Magnetfelder zu einer Dephasierung der Spins.
Diese wird durch den zweiten Puls aufgehoben, indem die Spins umgekehrt werden.
Die Umkehrung der Spins bewirkt zusammen mit der weiterhin bestehenden
Inhomogenitat des Feldes, dass das maximale Signal erhalten wird. Die Signale von
Gruppen, die in der Beweglichkeit eingeschrankt sind, werden hierbei unterdriickt. 143
Es entstehen schmalere Signale mit weniger Hintergrundsignal. 144 145

Die Untersuchung der Tver von yG wird durch abnehmende Intensitaten der NMR-
Signale wahrend des Kollapses ermdglicht, wobei die Tver bei einer relativen
Signalintensitat von 0,5 bestimmt werden kann. 24 140, 146-153 \ittels Linearisierung der
relativen Signalintensitaten Uber die Auftragung des natlrlichen Logarithmus der
Gleichgewichtskonstanten gegen die reziproke Temperatur (van’'t Hoff Plot) lassen
sich zudem die thermodynamischen GroRen des Kollapses bestimmen, 140 146-155

Fir pNipam-uG wurde ein zweiphasiger Kollaps ermittelt, bei dem zunachst
hydrophobe Bindungen gebildet werden, gefolgt vom Aufbrechen der
Wasserstoffbriickenbindungen. 140 146-148 Bejde Phasen sind endotherm und gehen mit
einem Gewinn an Entropie einher, wobei der Entropiegewinn in der zweiten Phase
groRer ist als in der ersten Phase. 140 146148 Der Einfluss von verschiedenen
Salzkonzentrationen 47 sowie verschiedener Anionen %0 und Kationen '#¢ auf den
Kollaps der uG kann Uber NMR quantifiziert und eine Hysterese zwischen Quellen und
Kollabieren festgestellt werden. Diese Hysterese kann dadurch erklart werden, dass
die hydrophoben Wechselwirkungen, welche sich in der ersten Phase bilden, zunachst
gebrochen werden missen, bevor ein vollstandiges Quellen der uG mdglich ist. 140
147,148 Dje Zugabe von Salzen fiihrt zu einem Aussalzen der uyG und damit zu einer
niedrigeren Tver, was durch die Umorientierung der Wassermolekule und einer
Schwachung der Wasserstoffbrickenbindungen zu den Amiden der uG sowie einer
erhohten Oberflachenspannung des Wassers und der Moglichkeit der direkten
Bindung der Anionen an die Amidgruppen erklart werden kann. 140. 147. 148 Der Effekt
des Aussalzens folgt hierbei der Hofmeister-Serie, 140 147. 148 wobei die Anionen einen
starkeren Effekt zeigen als die Kationen 8. Auch der Vergleich des Kollapses von uG
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basierend auf verschiedenen Monomeren '4° oder Comonomeren 150 151, 153 gowie in
Lésungsmittelgemischen 92 oder mit verschiedenen Vernetzeranteilen und bei
unterschiedlichen Driicken '%¢ wird auf diesem Wege ermdglicht. Zudem sind
Untersuchungen der Beladung mit und Freisetzung von Molekulen Uber die Kopplung
der funktionellen Gruppen maglich. '” Dies wurde beispielsweise mit Insulin in einem
pNipam-uG gezeigt °. Bei zeitaufgelosten NMR-Messungen koénnen zusatzlich
Relaxationszeiten von frei diffundierendem und im uG gebundenen Wasser #' sowie
die Umorientierung von Polymerstrangen auch unter Salzzugabe oder bei
Temperaturveranderungen untersucht werden 142,

Im Rahmen dieser Arbeit wurden NMR-Messungen genutzt, um die Tver von uG und
DNA-funktionalisierten uG zu untersuchen. Der Vorteil von Hahn-Echo NMR-
Untersuchungen liegt darin, dass eine quantitative Auswertung der Messungen trotz
Auftreten von Aggregation der uyG maoglich ist. Es sind Messungen in Salzlésungen
mdglich, welche Rlckschlisse auf das Verhalten in biologischen Medien erlauben.
Zudem konnte der Einfluss der DNA-Funktionalisierung auf den Phasenlbergang
untersucht werden.

2.5 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie (FM) ist eine Methode der optischen Mikroskopie, bei der
fluoreszierende Proben untersucht werden konnen. Durch die Diffraktionslimitierung
der optischen Mikroskopie ergibt sich eine Auflésung von etwa 200 nm, wahrend das
fluoreszierende Molekil nur etwa 1 nm grofl ist.>> % Die Einzel-Molekl-
Lokalisierungs-Mikroskopie (SMLM) kann verwendet werden, um héhere Auflésungen
zu erzielen, indem einzelne Fluorophore detektiert und Uber eine Gaul}-Funktion
lokalisiert werden. 98-80 Ays den Lokalisierungen vieler einzelner Fluorophore kdnnen
Bilder mit einer Auflésung von 20-50 nm rekonstruiert werden. '%9-6" Die SMLM-
Methoden sind weder invasiv noch destruktiv und daher ebenfalls fur die Abbildung
biologischer Strukturen geeignet. °”> 160, 162 Zydem sind dynamische 3D-
Rekonstruktionen der Proben maoglich. 27 183 Hierfiir sind optisch transparente Proben
und das Schalten der Fluorophore notwendig, sodass sie nur kurz blinken und die
Detektion einzelner Fluorophore moglich wird. 158161, 164 Eg stehen verschiedene
Methoden zur Verfigung, wie die direkte stochastische optische Rekonstruktions-
mikroskopie (ASTORM), bei der die Fluorophore zwischen einem fluoreszierenden und
nicht-fluoreszierenden Zustand geschaltet werden. 160 163, 165 Hierfiir ist die Wahl der
Farbstoffe begrenzt, da nicht jeder Farbstoff geschaltet werden kann. Es kénnen
beispielsweise Rhodamin- oder Cyan-basierte Farbstoffe wie Alexa647 genutzt
werden.%": 162,166 Eine weitere Methode ist die Punkt-Akkumulierung in nanoskaliger
Topografie (PAINT), bei der das Blinken Uber ein reversibles Binden der Fluorophore
erfolgt und die Farbstoffe frei gewahlt werden koénnen. Die frei diffundierenden
Farbstoffe erscheinen als Hintergrundsignal ohne Lokalisierung. %% 163 Die
Farbstoffanbindung kann hierbei auch tGber DNA-Hybridisierung erfolgen, wenn der
Fluorophor an ssDNA gekoppelt ist (DNA-PAINT) (Abb. 7). 167
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Farbstoffschaltung und -anbindung bei dSTORM- (a) und DNA-
PAINT- (b) Messungen.

Die Untersuchung von pG ist durch das Einbringen von Farbstoffen zuganglich. 2
DNA-PAINT bietet den Vorteil der Programmierbarkeit der Hybridisierung, wobei meist
8-10 komplementare Basen genutzt werden. '67-1%° Eine Quantifizierung der
funktionellen Gruppen ist jedoch nicht moglich, da sowohl Multidetektion als auch
Bleichen der Fluorophore auftreten. 3° Der Vorteil von superauflésender
Fluoreszenzmikroskopie (SRFM) mit frei diffundierenden Farbstoffen liegt in dem
Gewinn an Information Uber den strukturellen Aufbau, dafir liegt hier ein schlechteres
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis vor. Eine kovalente Bindung der Farbstoffe bietet ein
besseres Signal-zu-Rausch-Verhaltnis, allerdings gehen strukturelle Informationen
verloren und die Proben miissen modifiziert werden. 170 171

Mittels dSTORM konnte das Polymernetzwerk von Kern-Schale-uG untersucht 7 und
eine Durchdringung von Kern und Schale festgestellt werden. 27> 7 Durch die
Madglichkeit der Untersuchung dynamischer Prozesse konnte zudem der Kollaps von
pNipam-uG in situ untersucht werden. 72 An pNipmam-basierten uG zeigten 3D
dSTORM Untersuchung mit Alexa647-Farbstoff, der Uber DNA-Hybridisierung
gebunden wurde, eine Verteilung der DNA eher in den dulReren Bereichen der uG. 2
Sowohl Kern-Schale-Strukturen als auch der Kollaps von uG wurden mittels PAINT
untersucht, wobei hier kein Einsatz von Puffern und keine kovalente Bindung der
Farbstoffe ndtig waren. Es waren Riickschlisse auf die Polaritat der uG durch Nutzung
eines solvatochromen Farbstoffs moglich. 28 Mittels DNA-PAINT konnten mit einem
frei diffundierenden Farbstoff an ssSDNA und reversibler Hybridisierung komplexe DNA-
Origamis abgebildet werden. % Im Zusammenhang mit Oberflachen bietet FM bei
optischer Transparenz zudem beispielsweise die Mdglichkeit der Untersuchung des
Schaltverhaltens von Farbstoffen wie Alexa647 auf Oberflachen wie Indium-Zinn-Oxid
(ITO), welches zugleich auch elektrisch leitend ist.'64

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Uberpriifung der DNA-Funktionalisierung der
MG Fluoreszenzmikroskopie verwendet, nachdem Farbstoff-markierte DNA-Strange in
MG eingebracht wurden. Zudem wurde eine lokale Funktionalisierung der ITO-
Substrate mittels Fluoreszenzmikroskopie Uberprift. Mittels SRFM wurde eine
regioselektive DNA-Funktionalisierung der Kern-Schale-uG tberprift.

2.6 Chemische Elektronenstrahllithografie

Elektronenstrahllithografie (EBL) ist ein Verfahren zur Strukturierung von Oberflachen,
welche durch einen Elektronenstrahl umgesetzt werden konnen. Es konnen Lacke
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oder selbst assemblierte Monolagen (SAM) verwendet werden. EBL erdffnet die
Moglichkeit Strukturen mit einer Gréfke um die 5 nm zu konstruieren. 73 174 Ein groRRer
Vorteil der EBL ist die hohe Auflésung aufgrund der Verwendung des
Elektronenstrahls und der kleinen Wellenlange der Elektronen. Die Auflosung wird
hierbei nicht durch den Strahl (Primarelektronen), sondern durch die sekundare
Elektronenstreuung der Probe und somit den sogenannten Proximity Effekt limitiert.'74
175 Es werden Lacke verwendet, in denen durch den Elektronenstrahl Masken flr eine
weitere Umsetzung erzeugt werden.'”® Die Streuung der Elektronen im Lack kann
dazu fluhren, dass auch die Umgebung des bestrahlten Musters eine Veranderung
erfahrt. Héhere Energien des Elektronenstrahls verursachen mehr Primarelektronen
und erhéhen somit die Streuung der Elektronen. 176

Diese Problematik ist bei der Verwendung selbst assemblierter Monolagen (SAM)
durch ihre geringe Dicke weniger ausgepragt. '”> 177, Dies konnte zum Beispiel flr
Octadecylsiloxan-Monolagen auf Silizium gezeigt werden. Eine ausgepragtere
Streuung und somit ein schlechterer Kontrast zwischen bestrahlter und umgebender
Oberflache konnte hier fur hohere Energien beobachtet werden. Bei zu geringen
Energien erfolgte jedoch keine Umsetzung. '"# Zudem koénnen die Molekiile der SAM
durch Bestrahlung mit zu hohen Energien beschadigt werden. 178

Die klassische EBL ermoglicht Uber gezielte Belichtung von Lacken Bereiche zu
generieren, in denen Metalle, zum Beispiel Gold auf Si, in einer GréRenordnung um
die 10 nm '"® abgeschieden werden kénnen. Neben Anwendungen wie in der
Mikroelektronik (Leiterbahnen) konnen diese Strukturen auch zur gezielten
Immobilisierung von Zellen genutzt werden. 18°

Mittels chemischer Elektronenstrahllithografie (cEBL) werden an Stelle von
Lackschichten funktionelle Gruppen von SAM reduziert. Dies wurde bei der
Umsetzung von Sulfonsauren zu Thiolen'®! 182 oder Nitrogruppen zu Aminen 83
gezeigt. In weiteren Schritten wie einer Immobilisierung von AuNP Uber einen
Ligandenaustausch oder Klick-Reaktionen konnen diese dann weiter umgesetzt
werden. 181182184 F{jr die EBL sind leitfahige Substrate wie Silizium 8. 182 Gold 183
oder ITO '8 entscheidend um Aufladungseffekte zu vermeiden. Lokal modifizierte
Oberflachen konnen beispielsweise zur Bindung von Biomolekilen 85187 oder AuNP
181,182 genutzt werden.

EBL kann auch fur eine oberflachengebundene Synthese von uG genutzt werden, bei
der Polymerfilme durch den Elektronenstrahl vernetzt werden und somit variable
Muster maoglich sind. 188

Im Rahmen dieser Arbeit wurde cEBL flr eine nanoskalige Strukturierung von
Monolagen auf |ITO-Substraten genutzt. Diese Strukturierung sollte lokal
unterschiedliche  Funktionalisierungen ermoglichen, welche die gerichtete
Immobilisierung von pG in ihrer nativen Struktur erlaubt.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Materialien und Methoden

Die

in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden,

soweit nicht anders

beschrieben, ohne weitere Aufreinigung verwendet und sind inklusive Reinheiten und

Hersteller in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien mit Herstellern und Reinheiten.

Chemikalie Reinheit Hersteller
2-(4-Chlorosulfonylphenyl)-ethyltrichlorosilan 50 % in DCM Sikemia
2,2°-Azobis(2- 99 % Sigma-Aldrich
methylpropionamidin)dihydrochlorid (V50)
Alexa647-C2-Maleimid 98 % Thermo Fisher
Ammoniak 25 % VWR
Ammoniumsulfat = 99,5% Fluka
Argon 99,998 % Westfalen AG
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) 96 % Fluka
Chlorsulfonsaure 98 % Fluka
Cysteamin 98 % Merck
Deuteriumchlorid-Lésung 35 wt% in D20; Sigma-Aldrich
=299 atom% D
Dichlormethan p. A. Fischer
Dinatriumhydrogenphosphat-monohydrat p. A. Merck
Dithiothreitol (DTT) 299 % Sigma-Aldrich
Ethanol Absolut. Fisher Chemical
Gold(ll)-chlorid-trihydrat 99,99 % Sigma-Aldrich
Methoxypolyethylenglycolamin (5000) (PEG) Keine Angabe  Sigma-Aldrich
N,N*-bis(acryloyl)cystamin (BAC) 98 % Alfa Aesar
N,N‘-Methylenbisacrylamid (MBA) 99 % Sigma Aldrich
Natriumcarbonat 299,5 % Fluka
Natriumchlorid 99,5 % Grissing
Natriumdeuteroxid-Losung 35 wt% in D20; Sigma-Aldrich
=299 atom% D
Natriumhydroxid 99 % Grussing
Natriumphosphat 96 % Acros Organics
N-isopropylmethacrylamid (Nipmam) 99 % Sigma-Aldrich
Phenethyltrimethoxysilan 97 % ABCR
Salpetersaure 65 % Omnilab
Salzsaure 36 % Sigma-Aldrich
Schwefelsaure 95-97% Grussing
Toluol 99,9 % VWR
Trinatriumcitrat-dihydrat 99 % Merck
Wasserstoffperoxid 30 % Chemsolute

Far alle Arbeiten wurde Reinstwasser mit einer Leitfahigkeit von 0,057-0,059 yS/cm
mit einem pH-Wert von 4,5 aus einer Elga Purelab Plus Anlage verwendet.
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Zum temperierten Schatteln der Proben wurde ein Cooling Thermal Shake Touch
Thermoschuttler von VWR bei 20 °C und 500 rpm verwendet. Hierbei wurden
Reaktionsgefalle von Eppendorf mit einem Volumen von 1,5 mL verwendet.

Das Trocknen der yG wurde an einem LIO-5 Gefriertrockner von Kambi¢ durchgefuhrt.
Das Zentrifugieren erfolgte in Reaktionsgefallen von Eppendorf mit einem Volumen
von 1,5 mL an einer Thermo Scientific Heraeus Fresco 21 Mikrozentrifuge oder in
50 mL Polystyrol-Zentrifugenrohrchen von Carl Roth an einer Universalzentrifuge 3-
18KS von Sigma.

Die Inkubation der Proben bei bestimmter Temperatur oberhalb von 20 °C erfolgte in
einem WB7-Wasserbad von Memmert. Die Inkubation bei 4 °C erfolgte in einem
Liebherr profi line Kihlschrank. Die Lagerung der DNA sowie der getrockneten
Mikrogele erfolgte in einem FN 22062 ws Gefrierschrank von Miele bei —25 °C.

Die DLS-Messungen wurden an einem Malvern Zetasizer NanoS von Malvern
Instruments mit einem HeNe-Laser (A=633 nm) mit einer Leistung von 4 mW
durchgefuhrt. Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Messungen in einem
Intervall von 20 °C bis 70 °C und mit einem Ruckstreuwinkel von 173° durchgeflhrt.
Je 1 °C wurde fur 120 s equilibriert und 3 Messungen mit je 10 Wiederholungen
durchgefihrt, die gemittelt wurden. Fur die Messungen wurden UV-Mikroklvetten von
Brand verwendet und die Auswertung erfolgte mittels Origin 2021b. Fur die
Bestimmungen der Tver wurden die Wendepunkte der Kurven mittels sigmoidaler Fit-
Funktion in Origin bestimmt. Die hydrodynamischen Durchmesser im gequollenen
Zustand wurden im Bereich von 20 °C bis 35 °C ermittelt und die hydrodynamischen
Durchmesser im kollabierten Zustand im Bereich von 55 °C bis 70 °C.

Die REM-Messungen wurden an einem FE-SEM LEO/Zeiss Supra 35 VP
durchgefihrt. Die Proben wurden hierfur auf in siedendem NH3/H202-H20-Gemisch
ausgekochten Siliziumsubstraten eingetrocknet. Fur die GroRenbestimmung wurde
ein im Arbeitskreis entwickeltes Visual Basic tool fur Corel Draw verwendet.

Die TEM-Messungen wurden von Thorsten Ohlerth (Arbeitsgruppe Simon, Institut fur
Anorganische Chemie, RWTH Aachen University) an einem Zeiss Libra 200FE TEM
(GFE, RWTH Aachen University) aufgenommen. Als Probentrager wurden
kohlenstoffbeschichtete Kupfernetze von Sigma Aldrich (CF200-CU; Kohlenstoffdicke:
5-6 nm) verwendet. Fir die GroRenbestimmung wurde ein im Arbeitskreis entwickeltes
Visual Basic tool fur Corel Draw verwendet.

Die AFM-Messungen wurden an einem NanoScope llla-Rasterkraftmikroskop von
Digital Instruments im Tapping Modus durchgefiihrt. Die Proben wurden hierbei auf
ausgekochten Siliziumwafern prapariert. Es wurden OMCLAC160TS-W2- Spitzen von
Olympus verwendet und die Auswertung der Aufnahmen erfolgte im Programm WSxM
5.0 Develop 6.5 18

Die "H-NMR Messungen wurden von Doktor Gerhard Fink (Arbeitsgruppe Okuda,
Institut fir Anorganische Chemie, RWTH Aachen University) an einem Bruker Avance-
[1-400 MHz Spektrometer mit der Software Topspin 2.1 und einer 5 mm broadband
observe probe mit einer Proben-Konzentration von 10 mg/mL durchgefihrt. Die
Temperaturkontrolle erfolgte mittels einer Bruker BVT-3200 Einheit in einem Bereich
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von 25 °C bis 50 °C in 1 °C-Schritten mit Messungen je 1 °C. Die Messungen wurden
sowohl beim Heizen als auch beim Kuhlen der Probe mittels Hahn Echo Messungen
mit Wasservorsattigung (D1=1s; P90=10.5us; AQ=4s; NS=16) und einer
Zwischenpulsverzogerung von 10 us durchgefuhrt. Wahrend der Messungen wurden
die Spektren korrigiert, sodass das Deuterium-Signal des Ldsungsmittels auf der
gleichen spektralen Position blieb. Dadurch wurden alle anderen Signale des
Spektrums mit Veranderung der Temperatur verschoben. Dieser lineare Drift wurde
nachtraglich mittels spektraler Referenz-Parameter im Programm Topspin Kkorrigiert.
Zusatzlich wurde eine zweifache automatische Phasen-Korrektur vorgenommen. Die
erhaltenen '"H-NMR Spektren wurden mit den Programmen MestreNova und Origin
2021b ausgewertet.

Die elementare Zusammensetzung der ITO-Oberflachen wurde an einem Epsilon 1
XRF-Analysator von Malvern Panalytical von Doktor Michael Noyong (Arbeitsgruppe
Simon, Institut fir Anorganische Chemie, RWTH Aachen University) bestimmt.

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde von Pia Lenfen (Arbeitsgruppe Woll, Institut fur
Physikalische Chemie, RWTH Aachen) an einem VisiTirf-Aufbau von Visitron Systems
GmbH mit einem inversen Mikroskop Eclipse Ti von Nikon und einem APOTirf
100x/1,40 NA OI-Objektiv von Nikon sowie einer Prime 95B Scientific CMOS-Kamera
von Photometrics mit einer highly inclined and laminated optical sheet (HILO)
Beleuchtung durchgefiihrt. Hinter dem Objektiv konnte eine Laserleistung von 10 —
50 mW gemessen werden. Die Anregung der Farbstoffe erfolgte bei 640 nm und die
Messung wurde mit dem Programm VisiVlew von Visitron durchgefuhrt. Die
Auswertung und Uberlagerung der Bilder erfolgte mit dem Programm ImageJ. Die
verwendeten Farbstoffe sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Bei der superauflésenden Fluoreszenzmikroskopie wurde eine Laserpower von 55
mW (Power-Density= 1 kW-cm-2) sowie eine exposure time der Kamera von 10 ms
(dSTORM) beziehungsweise 100 ms (DNA-PAINT) verwendet. Es wurden mindestens
60K frames aufgenommen. Fur die dSTORM- Messungen wurde Cysteamin (50 mM)
in chromatographisch reinem Wasser verwendet.

Tabelle 2: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe mit Anregungswellenlédnge Aex und Emissionswellenlédnge Aem.

Fluoreszenzfarbstoff Aex / nm Aem / Nm
Alexa 647 650 190 665 190
Atto 647N 646 11 664 191

Die Beschichtung der Glassubstrate mit ITO erfolgte an einem Hochvakuum
Beschichtungssystem Classic 250 von Pfeiffer mit einer Turbomolekular-Drag-Pumpe
von Pfeiffer. Bei den verwendeten Glassubstraten handelte es sich um Borosilikat
Deckglaser 22x22 mm mit einer Dicke von 0,13-0,16 mm von Geyer.

Die Lithografie erfolgte an einem ElphyPlus System von RAITH mit der RAITH
Nanosuite Software 6.

Die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)-Messungen wurden von ChemiLytics GmbH
& Co. KG an dispergierten Proben mit einer Konzentration von 0,1 mg/mL
durchgefuhrt.
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Die verwendeten DNA-Sequenzen sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Die
Sequenzen wurden, mit Ausnahme der Alexa647 modifizierten Sequenz, von biomers
bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die Alexa647 modifizierte DNA
wurde von IBA Lifesciences bezogen und ebenfalls ohne weitere Aufreinigung
verwendet. Die Allequotierung der DNA erfolgte in einer Nuaire NU-440-400E
Sterilenbank.

Tabelle 3: Verwendete DNA-Sequenzen mit Angabe der Modifikationen und Schmelztemperaturen.
Komplementire Sequenzen sind mit zugehdriger Schmelztemperatur farblich markiert.

Name Sequenz 5‘-3° Modifikati Tm (in
onen Reinst-
wasser) /
°C
DNA-3 CGCATTCAGGATAAAAAAAAAA Alexab47- 36
3’
DNA-4 ATCCTGAATGCGAAAAAAAAAA Maleimid- 36
3’
DNA-4-P8 ATCCTGAATGCGAAAAGTAAGTCG Maleimid- 36/ 20
3’
DNA-P8 CGACTTACCCCC Atto647N- 20
5’

Die Lésungsmittel und Gefalle, die fir Arbeiten mit DNA verwendet wurden, wurden
zuvor autoklaviert.

3.2 Synthese der Mikrogele

Die Synthese der uG wurde von Niklas Lothmann (Arbeitsgruppe Simon, Institut fir
Anorganische Chemie, RWTH Aachen University) unterstitzt. Es wurde eine
Fallungspolymerisation verwendet, bei der das Monomer Nipmam (5,113 g; 40,2
mmol), die Vernetzer BAC (0,163 g; 0,626 mmol) und MBA (0,194 g; 1,26 mmol) und
das Tensid CTAB (0,013 g; 0,035 mmol) in einem Dreihalskolben mit Reinstwasser
(250 ml) vorgelegt wurden. Der Initiator V50 (0,164 g; 0,605 mmol) wurde in
Reinstwasser (50 mL) geldst und beide Losungen wurden fur 45 Minuten mit Argon
entgast. Die Monomerlésung wurde unter konstantem Argonstrom auf 70 °C erhitzt
und die Initiatorlédsung wurde hinzugegeben. Das Gemisch wurde fur 3,5 h bei 70 °C
geruhrt. Anschlielend wurde tber Nacht bei Raumtemperatur (RT) gerthrt. Es wurde
uber Glaswolle filtriert und anschlieRend zweimal 20 min und zweimal 15 Minuten bei
14.000 rpm und 36 °C zentrifugiert und mit Wasser gewaschen. Die Mikrogele wurden
gefriergetrocknet und mittels DLS und REM charakterisiert.

Die Synthese der Kern-uyG wurde analog von Ali Cetin im Rahmen seiner von mir
betreuten Forschungsarbeit in der Arbeitsgruppe Simon durchgefuhrt, wobei die
Einwaagen der Edukte von der zuvor beschriebenen Synthese abwichen. Es wurden
Nipmam (5,1150 g; 40,2 mmol), BAC (0,165 g, 0,63 mmol), MBA (0,195 g, 1,26 mmol)
und CTAB (0,0135 g, 0,04 mmol) in 250 mL Reinstwasser vorgelegt. Zudem wurde
V50 (0,18 g, 0,66 mmol) in 50 mL Reinstwasser gelést. Es wurde fir 30 Minuten
entgast und die Zentrifugation erfolgte dreimal bei 14.000 rpm fir 20 min bei 36 °C.
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3.3 Synthese der Kern-Schale-Mikrogele

Die Synthese der Kern-Schale-uyG wurde auf Basis der Kern-uG von Ali Cetin
durchgefuhrt.

Fir die Synthese der Kern-Schale-pyG_10 wurden Kern-uG (0,15 g) mit CTAB (0,0015
g; 0,004 mmol) in Reinstwasser (10 mL) vorgelegt. Eine Losung aus Nipmam (0,327
g; 2,57 mmol) und MBA (0,024 g; 1, 56 mmol) in Reinstwasser (17 mL) sowie eine
Lésung aus V50 (0,0109 g; 0,08 mmol) in Reinstwasser (1 mL) wurden fur 30 min mit
Argon entgast und unter Rihren auf 70 °C erhitzt. Im Abstand von 5 min wurden
Monomerlésung (1,7 mL) und Initiatorlésung (0,1 mL) 10-mal zur Kern-uG Dispersion
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fur 3,5 h bei 70 °C und anschliel3end
Uber Nacht bei RT geruhrt. Das Kern-Schale-uG wurde Uber Glaswolle filtriert, dreimal
zentrifugiert (14.000 rpm, 20 min, 36 °C) und mit Wasser gewaschen und
gefriergetrocknet.

Far eine Variation der Dicke der Schale wurden die Menge an Monomer und Vernetzer
je Zugabeschritt variiert, sowie eine hdhere Anzahl an Zugabeschritten verwendet. Die
Variationen sind in Tabelle 4 aufgeflhrt. Eine héhere Menge an Monomer, eine
geringere Menge an Vernetzer sowie eine hohere Anzahl an Zugabeschritten sollten
hierbei zu gréfieren Schalen fuhren.

Tabelle 4: Variationen bei der Synthese der Kern-Schale-uG.

Bezeichnung Anteil Monomer  Anteil Vernetzer Zugabe-

(bezogen auf (bezogen auf schritte

Kern-Schale- Kern-Schale-

NG_10) HG_10)
Kern-Schale-uyG_1,5M 1,5 1 10
Kern-Schale-uG_2,0M 2 1 10
Kern-Schale-uG_0,5V 1 0,5 10
Kern-Schale-uG_0,25V 1 0,25 10
Kern-Schale-pyG_1,5M-0,5V 1,5 0,5 10
Kern-Schale-uG_1,25M-0,75V 1,25 0,75 10
Kern-Schale-pG_20 1 1 20

3.4 Funktionalisierung der Mikrogele

Das uG (2 mg/mL; 200 uL) wurde zentrifugiert (10.000 rpm, 20 °C, 10 min) und der
Uberstand abgenommen. Es wurde in DTT (7-8 mg, 45,4-51,9 ymol; 250 uL; pH8-9)
redispergiert und nach 30 min Reaktionszeit dreimal zentrifugiert (10.000 rpm, 20 °C,
10 min) und mit Wasser gewaschen. Das reduzierte uyG wurde Uber Nacht mit DNA-4-
Mal (40 uL, 0,1 pymol) oder Alexa647-Mal (40 pL, 0,1 ymol) bei 20 °C und 500 rpm
geschuttelt. Das Gemisch wurde zweimal mit NaCl (0,1 M) und dreimal mit Wasser
gewaschen. Es wurde jeweils bei 10.000 rpm, 20 °C fur 10 min zentrifugiert. Die pG
wurden in 200 uL Wasser redispergiert und bei 4 °C gelagert.
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3.5 Hybridisierung der DNA in Mikrogelen

Fir die Hybridisierung komplementarer DNA-Strange, an die im uG gebundenen
Strange, wurden die DNA-uG (200 pL) Uber Nacht bei 4 °C mit DNA-3-Alexa647
(40 pL, 0,1 pmol) inkubiert. Das Gemisch wurde finfmal zentrifugiert (10.000 rpm,
20 °C, 10 min), dabei zweimal mit NaCl (0,1 M) und dreimal mit Wasser gewaschen
und in Wasser (200 pL) redispergiert.

3.6 Synthese von citratstabilisierten Goldpartikeln

Gold(lll)-chlorid-trihydrat (22,8 mg, 57,9 pmol) wurde in Reinstwasser (173 mL) gelost
und zum Sieden gebracht. In Reinstwasser (17 mL) gel6stes Trinatriumcitrat-dinydrat
(53,6 mg, 0,17 mol) wurde hinzugegeben. Das Gemisch wurde fir 10 min gesiedet
und nach Entfernen des Ruhrkerns auf RT abgekuhlt. Die Goldpartikel wurden bei 4 °C
im Dunkeln gelagert.

3.7 Beschichtung der Substrate mit ITO

Die Beschichtung der Substrate mit ITO erfolgte durch Niklas Lothmann
(Arbeitsgruppe Simon, Institut fur Anorganische Chemie, RWTH Aachen University).
Die Glassubstrate wurden in einer Mischung aus NH3/H202/H20 (1:1:3) ausgekocht,
mit Reinstwasser gespult und im Stickstoffstrom getrocknet. Zusatzlich wurden die
Substrate fur 120 Sekunden bei 0,4 mbar im Sauerstoffplasma gereinigt.

Die Substrate wurden fiir 7 Sekunden (s) bei 1,2 102 mbar und 100 Watt unter
Gleichspannung im Sputterverfahren mit Titan als Haftvermittler beschichtet.

Die Beschichtung mit ITO erfolgte bei 1,6 102 mbar und 40 Watt unter
Wechselspannung bei Sputterzeiten von 170 s, 220 s, 270 s, 320 s und 1800 s.

3.8 Silanisierung der Substrate

Die Silanisierung der Substrate wurde von Birgit Hahn (Arbeitsgruppe Simon, Institut
fur Anorganische Chemie, RWTH Aachen University) durchgefihrt.

3.8.1 Silanisierung mit 2-(4-Chlorosulfonylphenyl)-ethyltrichlorosilan

Die gekauften ITO-Substrate wurden fir 120 s bei 100 W im Sauerstoffplasma
gereinigt. Bei den von Niklas Lothmann beschichteten Substraten wurden die
Substrate nach dem Transfer aus der Beschichtungsanlage unmittelbar
weiterverwendet.

Die ITO-Substrate wurden nasschemisch mit selbst assemblierten 2-(4-
Chlorosulfonylphenyl)-ethyltrichlorosilan Monolagen beschichtet, indem sie unter
Luftausschluss fur 15 min bei RT in 2-(4-Chlorosulfonylphenyl)-ethyltrichlorosilan
(0,3 mM in Toluol) inkubiert wurden. Die Substrate wurden je viermal mit
Methylenchlorid und Ethanol gespult, mit Stickstoff getrocknet und tber Nacht bei
120 °C getrocknet.
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3.8.2 Synthese von Silan-Derivaten und Silanisierung mit synthetisierten Silan-
Derivaten

Die Synthese des Silan-Derivates wurde unter Argonatmosphare durchgefihrt.
1 mL Phenylethyltrimethoxysilan (4 mM) wurde in 6 mL Dichlormethan geldst.
Chlorsulfonsaure (4 mM) wurde unter Ruhren tropfenweise hinzugegeben. Es
wurde uber Nacht geruhrt. Die Synthese wurde sowohl bei RT als auch bei 0 °C
durchgefuhrt. Bei der gekuhlten Synthese wurde die Temperatur wahrend des
RUhrens Uber Nacht auf RT erhdht.

Die ITO-Substrate wurden nasschemisch mit selbst synthetisierten Silan-Derivaten
beschichtet, indem sie unter Luftausschluss fur 15 min bei RT in 1 mL der
Reaktionslésung in Toluol inkubiert wurden. Die Substrate wurden je viermal mit
Methylenchlorid und Ethanol gespult, mit Stickstoff getrocknet und tber Nacht bei
120 °C getrocknet.

3.8.3 Silanisierung durch stufenweisen Aufbau des Silan-Derivates an der
Oberflache

Die ITO-Substrate wurden nasschemisch mit selbst assemblierten
Phenethyltrimethoxysilan Monolagen beschichtet, indem sie unter Luftausschluss
fur 15 min bei RT in Phenethyltrimethoxysilan (4 mM in Toluol) inkubiert wurden. Die
Substrate wurden je viermal mit Methylenchlorid und Ethanol gespuilt, mit Stickstoff
getrocknet und tUber Nacht bei 120 °C getrocknet.

Anschlieltend wurden sie mit 1 M oder 0,1 M Schwefelsaure beziehungsweise 0,1 M
Ammoniumsulfat-Loésung inkubiert. Die Reaktion mit Schwefelsaure wurde bei
Raumtemperatur fir 12 h und fir 15 min durchgefihrt. Die Reaktionszeit und -
temperatur wurden fur die Reaktion mit Ammoniumsulfat gemaf Tabelle 5 variiert.
Die Substrate wurden sechsmal mit Wasser gewaschen und anschlielend
getrocknet.

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen bei der oberflichengebundenen Silansynthese mit Ammoniumsulfat.

o Reaktionszeit / h
Temperatur / °C 1 3 4 5 12
10 X X
30 X X X X X

3.9 Funktionalisierung der Substrate

Die beschriebenen ITO-Substrate wurden fur 1,5 h in einer PEG-L6sung (1 g PEG,
40 mL pH 11 durch Na2COs) geschuttelt (500 rpm). AnschlieBend wurden die
Substrate einmal mit Wasser gespult und fur 5 min in HCI (pH 2) inkubiert. Die
Substrate wurden 5-mal mit Wasser gespult und mit Stickstoff getrocknet.

Die cEBL-Strukturen auf den Substraten wurden fur 20 min mit Alexa647-Maleimid
(10 pL; 10 pM) inkubiert und anschlieRend dreimal mit Wasser, funfmal abwechselnd

24



3 Experimenteller Teil

mit NaCl (0,1 M) und Wasser und dreimal mit Wasser gespult und anschlieRend mit
Stickstoff getrocknet.

3.10 Abscheidung von Goldpartikeln auf Substraten

Die cEBL-Muster auf den Substraten wurden fir 1 h mit AuNP (10 pL, 2,3 nM, pH 4,5)
inkubiert. Es wurde dreimal mit Wasser, finfmal abwechselnd mit NaCl (0,1 M) und
Wasser und funfmal mit Wasser gespuilt und mit Stickstoff getrocknet.
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4 Ergebnisse und Diskussionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden der Phasenubergang von pG und DNA-
funktionalisierten yG (DNA-uG) sowie zwei Vergleichssystemen in Abhangigkeit der
Salzkonzentration, die Synthese von Kern-Schale-uyG mit regioselektiven
Funktionalitaten und die gezielte Immobilisierung von pG in ihrer nativen Struktur an
Oberflachen untersucht (Abb. 8).

Salzkonzentration

Abb. 8: Ubersichtsschema der in dieser Arbeit untersuchten Themen wie der Untersuchung der
Beeinflussung der Tver, der Synthese von Kern-Schale-uyG mit regioselektiven
Funktionalitaten und der gezielten Imnmobilisierung von pG an Oberflachen.

4.1 Untersuchungen der salzabhangigen Tver von Mikrogelen
mittels NMR

Die Untersuchung der uG und ihrer Tvet erfolgte in Abhangigkeit der Salzkonzentration
und der Funktionalisierung der uG (Abb. 9), wobei drei Salzkonzentration und vier
Modifikationen der uG untersucht wurden.

Abb. 9: Schematische Darstellung des Kollapses von puG in Abhédngigkeit der Salzkonzentration und der
Temperatur. Die graue Farbung symbolisiert unterschiedliche Funktionalisierung der pG.

Es wurden DLS- und NMR-Messungen in H20 beziehungsweise D20, 0,1 M NaCl,
0,14 M NaCl und in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) durchgefihrt. Hierdurch
wird der Einfluss des Salzes untersucht, welcher in biomedizinischen Anwendungen
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eine entscheidende Rolle spielt. *° PBS wird genutzt, um physiologische Bedingungen
nachzustellen. 42 192-1% |n Anwesenheit von Salzen tritt je nach Zusammensetzung der
UG eine Aggregation auf. 19 19 Bej den DLS-Messungen konnte die Aggregation der
MG beobachtet werden, wodurch eine quantitative Analyse nicht moglich war. Diese
wurde durch die molekulare Betrachtung der Systeme in NMR-Messungen ermoglicht,
welche nicht durch die Aggregation beeintrachtigt wurde.

Die Funktionalisierung der uG erfordert zunachst die Reduktion der enthaltenen
Disulfide des Vernetzers BAC. Die reduzierten pG (red uG) werden dann mit Maleimid
modifizierter DNA (DNA-Mal) umgesetzt, um uyG mit kovalent gebundener DNA (DNA-
MG) zu erhalten (Abb. 10). Als Referenz wurde das uG zudem analog mit Maleiminid
umgesetzt, um puG mit gleicher Vernetzerdichte zu erhalten (Mal-uG) und den
tatsachlichen Einfluss der DNA zu untersuchen.

oTT
oH
SH
Hs T

OH
_—

RT, 30 min, pH 8,5

Abb. 10: Schema zur Modifizierung der untersuchten pG, red uyG, DNA-uG und Mal-pG.
4.1.1 Charakterisierung der modifizierten Mikrogele
Die DNA-Funktionalisierung der yG wurde Uber Fluoreszenzmikroskopie uberprift

(Abb. 11). Hierfur wurde mit Alexa647-Farbstoff modifizierte, komplementare ssDNA
an die ssDNA der DNA-uG hybridisiert.
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Abb. 11: Uberlagerte Durchlicht- (grau) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (rot) der DNA-uG nach
Hybridisierung mit Alexa647 modifizierter ssDNA zusammen mit schematischer Darstellung
der Struktur. Die Mikroskopie wurde von Pia LenBen (Arbeitskreis WO, Institut fiir
Physikalische Chemie, RWTH Aachen University) durchgefiihrt.

In Grau ist die Durchlichtmikroskopie-Aufnahme wiedergegeben, in der weilte Kreise
die DNA-uG darstellen. Das Fluoreszenzsignal ist in Rot dargestellt. Durch die
Uberlagerung der Durchlichtmikroskopie-Aufnahme mit der Fluoreszenzmikroskopie-
Aufnahme sind die uG rot eingefarbt, dies bedeutet, dass der Farbstoff innerhalb der
DNA-uG lokalisiert ist. Daraus lasst sich eine erfolgreiche DNA-Funktionalisierung
folgern.

Die verschiedenen Modifikationen der uyG wurden mittels DLS untersucht, wobei der
hydrodynamische Durchmesser in Abhangigkeit der Temperatur gemessen wurde
(Abb. 12). Die zugehdrigen berechneten hydrodynamischen Durchmesser (Z-
Average) und Polydispersitatsindices (Pdl) befinden sich im Anhang (Abb. 63). PdI
und Z-Average geben Auskunft Uber die Monodispersitat der Probe sowie Uber die
Qualitat der Messung. Niedrige Pdl deuten auf monodisperse Systeme hin.
Vergleichbare Werte von Z-Average und intensitatsgewichtetem Durchmesser deuten
auf eine verlassliche Messung sowie monodisperse Systeme hin.

1000+ " G
o DNA-uG
le 4 Mal-uG
900 ble s v red uG
_ @
800 ¢ %e %8 .
”ﬂ
E 700 Mebomm gpmiy,  °
BTV yTRA = [ ]
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< 600 A OO
© g *
500 b o
t“.o
4004 .
X '1‘ ~
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Temperatur/ °C
Abb. 12: Intensititsgewichteter hydrodynamischer Durchmesser der uyG, DNA-uG, Mal-uG und red pG in

Abhéangigkeit der Temperatur in H20.
Fir alle Systeme sind grolRere Durchmesser bei niedrigeren Temperaturen zu
erkennen mit einem Abfall der Durchmesser bei héheren Temperaturen. Das uG, Mal-
MG und red puG weisen im gequollenen Zustand einen hydrodynamischen
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Durchmesser von etwa 700 nm auf, wohingegen das DNA-uG etwa 800 nm grof} ist.
Im kollabierten Zustand lassen sich hydrodynamische Durchmesser von etwa 300 nm
fur das Mal-yG und red uyG und 350 nm fir das DNA-uG beobachten. Die
hydrodynamischen Durchmesser der uG liegen bei etwa 320 nm. Fur die Bestimmung
der Tver wurde ein sigmoidaler Fit iber den gesamten Messbereich angewendet. Die
Tvet der vier Systeme liegen bei 41 °C bis 44 °C und sind innerhalb der jeweiligen
Fehlerbereiche des Fits vergleichbar (Tabelle 15, Anhang).

Die Grolken der uyG, DNA-uG, Mal-uyG und red uG wurden zudem im getrockneten
Zustand mittels REM bestimmt (Abb. 13).
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Abb. 13: REM-Aufnahmen (InLens-Detektor) der pG (a), DNA-pC (c), Mal-pyG (e) und red pG (f) mit
zugehorigem Histogramm der pG (b), DNA-uG (d), Mal-pG (f) und red pG (h).

In den REM-Aufnahmen lassen sich die uG als dunkle Spharen erkennen, die sowohl
vereinzelt als auch in Gruppen vorliegen. Bei eng zusammenliegenden uG lassen sich
teilweise Deformationen erkennen (Abb. 13, e, oben rechts, Pfeil, Abb. 13, g, Pfeil).
Durch den Einfluss benachbarter uG lassen sich die kleineren Strukturen in den
Aufnahmen der Mal-uG und red pG erklaren. Bei Betrachtung der einzeln vorliegenden
MG sind fiur alle vier Systeme monodisperse Strukturen zu beobachten. Fir die
Bestimmung der GroRen wurden bei allen Systemen nur Strukturen betrachtet, welche
einzeln vorlagen. Die Durchmesser liegen bei etwa 450 nm fur die yG, Mal-uG und red
MG und 500 nm fur die DNA-uG. Die groReren Durchmesser der DNA-uG im
dispergierten und getrockneten Zustand lassen sich uber elektrostatische AbstoRung
der negativ geladenen DNA innerhalb der uG erklaren.?* Bei den DNA-uG im
getrockneten Zustand muss hierbei beachtet werden, dass die elektrostatische
AbstoRung bei der Adsorption auf der Oberflachen und dem Spreiten eine Rolle spielt,
wahrend der Effekt nach dem Trocknen zu vernachlassigen sein durfte. Sowohl bei
den DNA-pG als auch bei den red yG und Mal-uG wurde die Vernetzerdichte der DNA
in gleichem MaR reduziert. Die geringere Vernetzerdichte der DNA-uG im Vergleich
zum pG kann somit durch den Vergleich mit den red uG und Mal-uG als Erklarung
ausgeschlossen werden. Bei den Mal-yG und red puG kdénnen Durchmesser
beobachtet werden, die vergleichbar mit denen der uG sind.
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Fir die yG und DNA-uG wurden die hydrodynamischen Durchmesser in Abhangigkeit
der Temperatur zudem bei verschiedenen Salzkonzentrationen untersucht, um die
zugehorigen Tver zu bestimmen (Abb. 14). Die Ergebnisse sind in Tabelle 6
aufgelistet. Die gewahlten Salzbedingungen ermdglichen Untersuchungen in Richtung
physiologischer Bedingungen, welche im Labor mit PBS bei pH 7.4 nachgestellt
werden. 42 192-194

38+3°C

5000 3943 °C

4000
£ 3000
cC
=4
T 2000 zh
!x
10004 N % xxi
W‘Wx ¥ ¥ [Ix
® 4"
20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70
x “G
Temperatur / °C Temperatur / °C x  DNA-G
42:14°C 3245 °C fit uG
412°C 3500 3721 °C — fit DNA-uG
5000 C d

3000 }
4000 2500 B L*
&
30004 { E 2000+ f”
- 1500+ i {‘
2000 i <
1000 ]
% P

i
1000 1 500 e
M&%“ z ﬂ ;
0 . : T . 0 T T T T |
20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70

Temperatur/ °C Temperatur / °C

Abb. 14: Intensitdtsgewichteter hydrodynamischer Durchmesser der G und DNA-uG in Abhéngigkeit der
Temperatur in H20 (a), 0,1 M NacCl (b), 0,14 M NaCl (c) und in PBS (d).

d,/nm

Die hydrodynamischen Durchmesser der yG und DNA-uG in Wasser (Abb. 14, a)
zeigen bei niedrigeren Temperaturen groRere Durchmesser mit einem Kollaps bei
héheren Temperaturen, welcher zu geringeren Durchmessern fuhrt. Die Messungen
in Salzlésungen (Abb. 14, b-d) zeigen oberhalb des Kollapses zunachst eine Zunahme
der Durchmesser, gefolgt von einer Abnahme. Die Zunahme der Durchmesser
oberhalb der Tver ist auf Aggregation zurtckzufihren, wahrend die folgende Abnahme
auf Sedimentation hindeutet.

Die auftretende Aggregation (Abb. 14, b-d) fihrt dazu, dass der Wendepunkt der
Kurve und somit die Tvet nicht mehr sicher bestimmt werden kann. Eine Abschatzung
der Tver (Tabelle 6) wurde Uber einen sigmoidalen Fit durchgefihrt, wobei nicht der
gesamte Messbereich betrachtet werden konnte. Die Fits wurden in den betrachteten
Bereichen in den Diagrammen als Linien eingezeichnet.
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Tabelle 6: Hydrodynamische Durchmesser der yG und DNA-uG im gequollenen Zustand und Tver bei
angepassten Salzkonzentrationen.

. dh, gequollen /[ nm Tver/ °C
Salzkonzentration UG DNA-UG UG DNA-UG
oM 690 + 20 820 + 40 41+5 44 + 3
0,1 M 600 + 20 760 + 20 38+3 41+ 2
0,14 M 680 + 80 730 + 20 42 + 14 41+ 2
PBS 820 + 100 690 + 30 32+5 37 +£1

Das pG zeigt im gequollenen Zustand ab einer Salzkonzentration von 0,14 M eine
Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers und der Standardabweichung der
GrolRe. Dies deutet auf kolloidale Instabilitat hin. Das DNA-uG hingegen zeigt
unterhalb der Tver bei keiner der untersuchten Salzkonzentration Instabilitat. Der
hydrodynamische Durchmesser im gequollenen Zustand zeigt eine Abnahme mit
zunehmender Salzkonzentration von etwa 800 nm auf 700 nm. In PBS entspricht der
hydrodynamische Durchmesser dem der pG in Reinstwasser. Dies kann durch die
Abschirmung der zuvor beschriebenen elektrostatischen Abstol3ung durch die DNA
erklart werden.

Oberhalb der Tver sind in Salzlésungen fur die yG und DNA-uG zunehmende
hydrodynamische Durchmesser zu beobachten. Dies ist bei den Messungen der uG
starker ausgepragt. Die Zunahme der Durchmesser deutet auf Aggregation der Proben
in Salzlésungen hin, wodurch keine Bestimmung der hydrodynamischen Durchmesser
im kollabierten Zustand maglich ist.

Die abgeschatzten Tver zeigen eine Abnahme mit steigender Salzkonzentration, ein
quantitativer Vergleich der Tver ist Uber DLS-Messungen jedoch aufgrund der
auftretenden Aggregation und damit verbundenen Unsicherheit des Fits nicht mdglich.

Eine wichtige Information, die aus DLS-Messungen gewonnen werden kann, ist eine
Abschatzung der Geschwindigkeit des Phasentbergangs der uyG in Reinstwasser.
Dies ist Uber zeitabhangige DLS-Messungen mdglich (Abb. 65, Anhang). Hierbei
wurden die yG zunachst bei 20 °C beziehungsweise 50 °C und die Probenkammer der
DLS auf 50 °C beziehungsweise 20 °C temperiert. Mit dem Start der Messung erfuhren
die uG somit einen Temperatursprung und der zeitliche Verlauf des hydrodynamischen
Durchmessers wurde verfolgt, bis sich ein konstanter Wert einstellte. Der Verlauf der
hydrodynamischen Durchmesser der uG innerhalb der ersten halben Stunde der
Messungen ist in Abb. 15 dargestellt.
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Abb. 15: Exemplarische Intensititsverteilung fiir t=0, 5, 30 min fiir den Temperaturwechsel von 20 °C auf
50 °C (a) und 50 °C auf 20 °C (b) zusammen mit dem zeitlichen Verlauf des
intensititsgewichteten hydrodynamischen Durchmessers der pG fiir den Temperaturwechsel
von 20 °C auf 50 °C (c) und 50 °C auf 20 °C (d).

Die hydrodynamischen Durchmesser der yG verandern sich mit der Zeit. Wahrend der
ersten funf Minuten der Messung des kollabierenden (Abb. 15 a, ¢) und quellenden
(Abb. 15D, d) uG kdénnen zwei Signale beobachtet werden. Dies ist damit zu erklaren,
dass wahrend des Phasenubergangs eine Verteilung von Grélen vorliegt, bis die
stabile GroRe erreicht wurde. '°7 Nach fiinf Minuten wurde jeweils nur noch ein Signal
detektiert, das, wie bei den temperaturabhangigen Messungen bei 20 °C, bei etwa
350 nm und bei 50 °C bei etwa 700 nm lag. Die uyG befanden sich somit im
Gleichgewicht und die hydrodynamischen Durchmesser waren wahrend der restlichen
Messzeit von 11 Stunden stabil (Abb. 65, Anhang).

4.1.2 NMR-Untersuchungen der modifizierten Mikrogele bei angepassten
Salzkonzentrationen

NMR-Untersuchungen bieten die Mdglichkeit einer Analytik auf molekularer Ebene, 14°-
142 sodass die Aggregation der uG in Salzlésungen fir die Messung kein Problem
darstellt. NMR-Spektren von uG zeigen im Allgemeinen verbreiterte Signale und ein
schlechtes Signal-Rausch-Verhaltnis aufgrund der Polymerisierung. 22 Durch Hahn-
Echo Messungen mit Wassersattigung lassen sich  Signalbreite und
Hintergrundsignale optimieren. Dies ist im Vergleich zum Spektrum des Monomers
Nipmam mit Zuordnung der Signale zu den funktionellen Gruppen in Abb. 16 gezeigt.
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—— Monomer

—— pG_ein Puls

—— WUG_ein Puls mit Wassersattigung
|— WG_Hahn Echo mit Wasserséttigung|
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Abb. 16: "H-NMR-Spektrum des Monomers Nipmam mit Zuordnung der Signale und "H-NMR-Spektren des

MG pNipmam-BAC mit einer ein Puls Messung, einer ein Puls Messung mit Wassersittigung

und einer Hahn Echo Messung mit Wassersittigung.
Der Vergleich des Spektrums des Monomers und des Spektrums des pG in einer
Messung mit einem Puls zeigt die Verbreiterung der Signale durch die Polymerisierung
sowie eine Verschiebung der Signale. Im Spektrum des uG zeigt das Signal c der
Isopropylgruppe eine geringe chemische Verschiebung und befindet sich bei etwa
1 ppm. Das Signal e wurde aufgrund der Mobilitatseinschrankung durch die
Polymerisierung auf 0,8 ppm und somit stark zu geringeren chemischen
Verschiebungen beeinflusst. Das Signal d zeigt ebenfalls nur leicht niedrigere
chemische Verschiebungen und befindet sich bei etwa 3,8 ppm. Eine weitere starke
Verschiebung erfahrt das Signal b, das der CH2-Gruppe zugeordnet werden kann, an
welcher die Kette des Polymers entsteht. Dieses Signal ist auf etwa 1,6 ppm
verschoben und nur noch schwach ausgepragt. Die Zuordnung der Signale erfolgte
aufgrund vergleichbarer Ergebnisse in Anlehnung an die Literatur 46 und ist daher
nicht in alphabetischer Reihenfolge. Zudem kann beim Spektrum des pG ein neues
Signal bei etwa 2 ppm beobachtet werden, welches von molekularen
Verunreinigungen hervorgerufen wird, jedoch nicht zugeordnet werden kann. Der
Vergleich des Spektrums des uG mit dem Spektrum mit Wassersattigung zeigt eine
deutliche Verringerung der Signalbreite sowie eine Erhdhung des Signal-Rausch-
Verhaltnisses. Zudem kann der Wasserpeak bei etwa 5 ppm kaschiert werden. Eine
weitere Verbesserung konnte durch eine Hahn-Echo-Messung mit Wassersattigung
erreicht werden. Daher wird im Folgenden diese Messmethode gewahlt.

Das pG sowie das DNA-uG wurden in reinem D20, in 0,1 M NaCl, 0,14 M NaCl sowie
in PBS untersucht. Das red yG und Mal-uG wurden in reinem D20 untersucht. Fir die
weitere Analyse werden ausschlieRlich die ausgepragten Signale der Methylgruppen
an der Polymerkette bei 0,8 ppm und der Methylgruppen der Isopropyleinheit bei etwa
1 ppm betrachtet. Die zugehdrigen Ausschnitte der temperaturabhéngigen 'H-NMR-
Spektren von 1,55 ppm bis 0,45 ppm sind in Abb. 17 dargestellit.
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Abb. 17: Ausschnitt aus den temperaturabhdngigen NMR-Spektren der pG in D20 (a), in 0,1 M NaCl (b), in
0,14 M NaCl (c), und in PBS (d), sowie der DNA-uG in D20 (e), in 0,1 M NaCl (f), in 0,14 M NaCl
(g), und in PBS (h), und der red pG (i) und Mal-pG (j) in D20.

Die gewahlten Ausschnitte der Spektren zeigen zwei verschiedene Signale, wobei das
Signal bei 0,8 ppm im Vergleich schneller abnimmt. Dies ist durch die starkere
Einschrankung der Beweglichkeit der Methylgruppe zu erklaren. Mit zunehmender
Temperatur ist bei allen untersuchten Proben eine abnehmende Signalintensitat zu
beobachten.

Fir jedes Spektrum wurde die relative Signalintensitat in Abhangigkeit der Temperatur
ermittelt (Abb. 18). Es wurde auf die maximale Signalintensitat normiert. Die
Signalintensitaten in Abhangigkeit der Temperatur ohnne Normierung befinden sich im
Anhang (Abb. 66).
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Die relativen Signalintensitaten aller untersuchten Proben nehmen mit zunehmender
Temperatur ab. Die Kurvenverlaufe der Messungen bei verschiedenen
Salzkonzentrationen unterscheiden sich insofern, als mit zunehmender
Salzkonzentration eine Verschiebung abnehmender relativer Signalintensitaten zu
niedrigeren Temperaturen zu beobachten ist. Bei einer relativen Signalintensitat von
0,5 lasst sich die jeweilige Tvet ermitteln. 46 Die Tvet der uG und DNA-UG nimmt mit
zunehmender Salzkonzentration ab. Dies deutet auf den Effekt des Aussalzens hin,
welcher bereits in der Literatur beschrieben wurde. 2+ 31-33 Das Aussalzen ist auf eine
weniger bevorzugte Ausbildung von Bindungen zwischen Wassermolekilen und uG in
Anwesenheit von NaCl zurlckzufihren.'%8 199 Die Hydrathille der uG wird
destabilisiert und es bilden sich hydrophobe intermolekulare Bindungen innerhalb der
UG aus.200197

Bei allen untersuchten Proben Iasst sich eine Hysterese von unter 1 °C zwischen Heiz-
und Kuhlexperimenten beobachten. Diese Hysterese ist durch hydrophobe Bindungen
zu erklaren, welche bereits zu Beginn des Kollapses gebildet werden. Fur ein
vollstdndiges Quellen muss die Temperatur unterschritten werden, bei der diese
hydrophoben Bindungen entstehen, wodurch ein verzogerter Phasenubergang
beobachtet werden kann. 147

Die ermittelten Tver der verschiedenen Systeme sind fur einen weiteren Vergleich in
Abb. 19 dargestellt und in Tabelle 18 im Anhang zusammengefasst.
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Abb. 19: Anhand von NMR-Untersuchungen ermittelte Tver der uyG, DNA-uG, red yG und Mal-pG bei
angepassten Salzkonzentrationen.

Fir das uG ist bei den Heizexperimenten eine Abnahme der Tvet von 41,5 °C in D20
auf etwa 37,5 °C in PBS zu beobachten. Die DNA-uG zeigen eine Abnahme der Tver
von 40,5 °C auf 38,6 °C. Fiur das uG betragt der Unterscheid der Tvprin reinem D20
und in PBS somit 4,0 °C und beim DNA-uG nur noch 1,9 °C. Der Vergleich mit der
Literatur zeigt eine Erniedrigung der Tver von pNipmam um 3 °C bei einer NaCl
Konzentration von 0,1 M und um 10 °C bei einer Konzentration von 1 M. 2* Fiir pNipam
konnte eine Erniedrigung der Tvetr um 2,1 °C bei einer NaCl Konzentration von 0,1 M
und um 7,5 °C bei einer Konzentration von 0,4 M gezeigt werden. '4° Die fiir pNipam
beobachtete Erniedrigung der Tver in 0,1 M NaCl ist vergleichbar mit der hier
beobachteten Erniedrigung der Tver des pG um 2,3 °C in 0,1 M.

Der Vergleich der reinen yG und DNA-uG zeigt eine um etwa 1 °C niedrigere Tver
nach der DNA-Funktionalisierung. Durch die hohere Hydrophilie der DNA-uG 126
wurde eine hohere Tver erwartet. Dadurch, dass DNA als Polyanion Natrium als
Gegenionen in das System mit einbringt, welche mittels AAS nachgewiesen werden
konnten (Tabelle 17, Anhang), ist jedoch bereits in reinem D20 ein Aussalzen moglich.
Der Vergleich mit den Mal-uG und red pG zeigt auch fiir diese Systeme niedrigere Tver
als flr das puG. Dies deutet darauf hin, dass der beobachtete Effekt nach der DNA-
Funktionalisierung nicht allein auf die DNA zurlckzufiihren ist. Die geringere
Vernetzerdichte der modifizierten uG sollte keinen Einfluss auf die Lage der Tver,
sondern nur auf die Breite des Phasenlibergangs haben. '8 36 Ein moglicher Grund fir
die Erniedrigung der Tver der modifizierten uG ware die veranderte Polaritat, wobei
dies bislang nicht weiter untersucht wurde und somit zuklnftig weiter betrachtet
werden sollte.

Wahrend die Tvet der DNA-pG in D20 niedriger ist als die der uG, zeigt die Messung
in PBS eine hohere Tvpr fur die DNA-uG. Dies ist ebenfalls fur die Messung in 0.14 M
NaCl zu beobachten, wahrend die Messung in 0,1 M NaCl vergleichbare Werte flr
beide Systeme zeigt. Der Einfluss der Salzkonzentration auf die Tver der DNA-uG ist
somit weniger stark ausgepragt als bei der Tver der uG. Sowohl die uG als auch die
DNA-uG zeigen in PBS eine fur Wirkstofftransportsysteme interessante Tver um 38 °C
im Bereich der Korpertemperatur.'5°
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Um die Phasenubergange eines uG-Systems in unterschiedlichen Umgebungen oder
die Phasenubergange unterschiedlicher Systeme miteinander zu vergleichen, ist die
Bestimmung thermodynamischer Gréfien wie der Enthalpie, Entropie und freien Gibbs
Energie nutzlich. Auch wenn es bei Phasenubergangen von pG-Systemen aufgrund
ihrer Komplexitat schwierig ist diesen GrofRen eine physikalische Bedeutung zu
verleihen, ermdglichen sie dennoch eine Quantifizierung des Einflusses von zum
Beispiel Salz oder anderen Additiven auf den Phasenibergang. '4°

Fir die Ermittlung der thermodynamischen Groflen des Phasenubergangs wurde
zunachst, wie bereits in der Literatur beschrieben, 40 146-148 gin van’t Hoff Plot genutzt.
Hierbei  wurde, durch Bildung der  natirlichen Logarithmen der
Gleichgewichtskonstanten, eine Linearisierung der Messdaten durchgefuhrt. Zur
Ermittlung der Gleichgewichtskonstanten Keq wurde Gleichung 1 mit den relativen
Signalintensitaten Int der jeweiligen Temperatur T verwendet.

_ Int(298K)-Int(T)
eq Int(T)

Gleichung 1

Die logarithmierten Gleichgewichtskonstanten wurden gegen die inverse Temperatur
in van’t Hoff Plots aufgetragen (Abb. 20).
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Abb. 20: Van't Hoff Plot der "H-NMR-Spektren der uG (a), der DNA-uG (b), der red pG (c) und der Mal-uG (d)
bei angepassten Salzkonzentrationen.
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Die van’t Hoff Plots zeigen lineare Bereiche mit stark schwankenden Werten zu Beginn
und gegen Ende der Plots. Dies ist damit zu begrunden, dass Abweichungen der Daten
durch Hintergrundschwankungen bei relativen Signalintensitaten um 0 und 1 durch die
Linearisierung besonders verstarkt werden. Die Bestimmung der thermodynamischen
Grolen AH und AS ist anhand eines linearen Fits moglich. Hierbei missen zunachst
die Grenzen Inta und Ints fUr den linearen Bereich festgelegt werden, wobei einzelne
Punkte einen groRRen Einfluss auf die resultierenden thermodynamischen Gréfen
haben. Aufgrund der genannten starkeren Schwankungen um relative
Signalintensitaten von 0 und 1 wurden zur Festlegung der Grenzen Werte genutzt
deren Differenz von 0 und 1 maximal ist. Zusatzlich sollten die Grenzen des linearen
Fits fur eine hohere Genauigkeit eine maximale Entfernung voneinander aufweisen
und somit moglichst viele Daten einschlieRen (Gleichung 2).

(1-Int,)-(Int5-0)-(1-Int, )-(Int,-0)-|Int,-Int, | = max Gleichung 2

Die graphische Auswertung der Berechnung der Grenzen ist exemplarisch fir das uyG
in D20 in Abb. 21 gezeigt.
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Int=: 0.67446
Into: 0.33272

Abb. 21: Graphische Darstellung der nach Gleichung 2 ermittelten relativen Signalintensitaten Int der 'H-
NMR Spektren der yG mit maximalem Abstand zueinander sowie zu 0 und 1 in D20 wahrend
der Heiz- (a) und Kiihlexperimente (b).

Die graphische Darstellung der mit Gleichung 2 berechneten Werte zeigt ein Maximum
fur das Wertepaar Inta und Ints. Diese weichen flr das Heiz- und Kuhlexperiment
voneinander ab und werden daher fur jedes Experiment einzeln bestimmt (Abb. 67,
Anhang, Tabelle 19, Anhang).

Die Berechnung der Grenzen ermoglicht den linearen Fit in den van’t Hoff Plots (Abb.
22).
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Abb. 22: Linearer Fit an die van’t Hoff Plots der 'TH-NMR-Spektren der uG (a-d), DNA-uG (e-h), red pG (i) und
Mal-pG (j) in D20 (a, e, i, j) in 0,1 M NaCl (b, f), in 0,14 M NaCl (c, g) und in PBS (d, h).
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Anhand der Steigung und des Achsenabschnitts des linearen Fits lassen sich mit
Gleichung 3 und Gleichung 4 die Enthalpie AH und Entropie AS (Tabelle 20) sowie
darlber die freie Gibbs Energie AG (Gleichung 5) des Phasenubergangs bestimmen.
R ist hierbei die allgemeine Gaskonstante.

AH= -R-Steigung Gleichung 3
AS= R-Achsenabschnitt Gleichung 4
AG=AH-T-AS Gleichung 5

Die ermittelten thermodynamischen Gréflien sind in Abb. 23 dargestellt und im Anhang
(Tabelle 21) zusammengefasst.

1200

350 18
a b| 5 c
N 1000 - - Q 164 7T

0 i L ¥ Eu -
—_— = MG _Heizel
gzso 800, 2, 1 uG_Kihlen
£ E —~ DNA-uG_H
2 200 = 600 :’Z 10 DNA-uG_Kdhl
= =S b I red uG_Hei

150 - g 8 E red pG_Kiihl
T o) 400 N g Mal-pGiH?lzen
<1 100 < -~ X I Mal-uG_Kahl

50 200+ (2 5

0 0

oM 0.1M 0.14M PBS o7 oM 0.1M 0.14M PBS oM 0.1M 0.14M PBS
Abb. 23: Thermodynamische GroRen AH (a), AS (b) und AG (c) fiir den Phaseniibergang der uG, DNA-uG,
red pG und Mal-pG bei angepassten Salzkonzentrationen, ermittelt liber den linearen Fit von
van’t Hoff Plots.

Die ermittelten Werte fir AH (Abb. 23, a) und AS (Abb. 23, b) bei angepassten
Salzkonzentrationen zeigen fur die uG zunachst eine Ab- und dann eine Zunahme mit
Erhdhung der Salzkonzentration. Fur die DNA-uG ist der gleiche Trend weniger stark
ausgepragt zu beobachten. Der Vergleich der uG, DNA-uG, red uyG und Mal-uG in D20
zeigt vergleichbare Werte innerhalb der Fehlerbereiche. Durch den linearen Fit
inklusive der Linearisierung der Daten sowie der Beschrankung des Fits auf einen
Bereich der Daten resultieren groRe Fehler der erhaltenen thermodynamischen
Grolken. Fur AG (Abb. 23, c) kdnnen fur die yG und DNA-uG mit steigender
Salzkonzentration sinkende Werte beobachtet werden. Bei der ersten Salzzugabe
kann eine starke Abnahme beobachtet werden und nur leichte Veranderungen bei
Erhdhung der Salzkonzentration. Dieser Effekt wurde bereits in der Literatur
beschrieben. 40 Wie bereits bei der Tvet beobachtet, liegt AG in D20 bei den DNA-uG
niedriger als bei den pG. Die freie Gibbs Energie der red pG und Mal-uG ist
vergleichbar mit den Werten der DNA-pG. Dies deutet erneut darauf hin, dass die
beobachteten Veranderungen nicht allein auf die DNA zurtckzufihren sind, sondern
auch auf den Prozess der Funktionalisierung. Alle erhaltenen Energien sind positiv,
was einem thermodynamisch stabileren gequollenen Zustand bei 25 °C entspricht. 140
147,148 Es kann eine Hysterese zwischen Heiz- und Kihlexperimenten beobachtet
werden.

Ein nicht linearer Fit, welcher direkt auf die relativen Signalintensitaten in Abhangigkeit
der Temperatur angewendet werden kann, bietet gegenuber dem vorangegangenen
linearen Fit den Vorteil, dass alle Datenpunkte ohne weitere Bearbeitung einbezogen
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werden koénnen. Der nicht lineare Fit basiert auf einem sigmoidalen Fit, welcher
beispielsweise auch fiir die Analyse von IR- Daten 2! angewendet wurde.

FUr den nicht linearen Fit wird der gesamte Datenbereich fir den Fit genutzt. Fur eine
erste Abschatzung der Parameter AH und AS werden jedoch die relativen
Signalintensitaten genutzt, welche als Grenzen fur die linearen Fits benutzt wurden
(Tabelle 19, Anhang). Mit den zugehodrigen Gleichgewichtskonstanten der jeweiligen
Temperatur lassen sich Uber Gleichung 6 erste Werte fur die Enthalpie und Entropie
uber den Schnittpunkt der zugehoérigen Geraden ermitteln (Abb. 68, Anhang).

AH= AS-T-T-R:InK¢q(T) Gleichung 6

Durch Umformen der Gleichung 6 nach der Gleichgewichtskonstanten ergibt sich
Gleichung 7.

AH_AS .
Keq(T)= eRT' R Gleichung 7

Durch  Umformen der Gleichung 1, welche fur die Berechnung der
Gleichgewichtskonstanten genutzt wurde, lasst sich die Abhangigkeit der relativen
Signalintensitat von der Gleichgewichtskonstanten darstellen und zudem durch Into
und Int1 eine Ungenauigkeit der Werte um 0 und um 1 erganzen (Gleichung 8).

1
Int= Inty+Inty- KT Gleichung 8
eq

(T)+1
Durch Einsetzen von Gleichung 7 in Gleichung 8 lasst sich nun eine nicht lineare
Gleichung aufstellen (Gleichung 9), mit der die thermodynamischen Grofen AH und
AS direkt an die relativen Signalintensitaten Int gefittet werden kénnen.

Int= Into+Inty ——F7—=3 Gleichung 9
1+e TR-eR

Aufgrund der vier zu fittenden Parameter wurden zunachst Into und Int1 mit Hilfe der
zuvor abgeschatzten AH und AS bestimmt. Anschlielend wurden die Werte fur Into
und Int1 verwendet, um AH und AS zu verfeinern und schlieB3lich die vier Parameter
gemeinsam gefittet.

Der nicht lineare Fit angewendet auf die relativen Signalintensitaten in Abhangigkeit
von der Temperatur ist in Abb. 24 dargestellt. Die zugehorigen Parameter sind im
Anhang zusammengefasst (Tabelle 22).
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Abb. 24: Nicht linearer Fit der thermodynamischen GréRen AH und AS an die relativen Signale der "H-NMR-
Spektren der uG (a-d), DNA-uG (e-h), red pG (i) und Mal-pG (j) in D20 (a, e, i, j) in 0,1 M NaCl (b,
f), in 0,14 M NaCl (c, g) und in PBS (d, h).
Die Messdaten sind als Punkte eingezeichnet, wahrend der Fit durch eine Linie
dargestellt wird. Der nicht lineare Fit beschreibt die Daten bei niedrigen und mittleren
Temperaturen gut und zeigt Abweichungen oberhalb der Tvet, wenn das relative Signal
auf 0 abfallt. Dies ist damit zu begrinden, dass messbedingt gerade die schwachen
Signale unterdruckt werden und der steile Abfall der Messpunkte somit als
Messartefakt anzusehen ist und keinen physikalischen Effekt des Phasenlibergangs
darstellt.

Die uber den nicht linearen Fit ermittelten thermodynamischen Gréflen sind in Abb. 25
dargestellt und im Anhang zusammengefasst (Tabelle 23). Die freie Gibbs Energie
wurde erneut Uber Gleichung 5 berechnet.
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Abb. 25: Thermodynamische GroRen AH (a), AS (b) und AG (c) fiir den Phaseniibergang der uG, DNA-uG,
red pG und Mal-pG bei angepassten Salzkonzentrationen, ermittelt Giber den nichtlinearen Fit
an die relativen Signale der 'TH-NMR Spektren.

Die uUber den nicht linearen Fit erhaltenen Werte des uG fur AH (Abb. 25, a) zeigen
zunachst eine Ab- gefolgt von einer Zunahme mit einer ausgepragten Abweichung der
Werte fur das Heiz- und Kuhlexperiment in 0,14 M NaCl. Fur die DNA-pG ist mit
Salzzugabe eine Abnahme der AH zu beobachten, wahrend bei weiterer Salzzugabe
konstante Werte zu beobachten sind. Der Vergleich der uG, DNA-uG, red uG und Mal-
MG in D20 zeigt die niedrigsten Werte fir das red uyG und die héchsten fir die uG,
wobei alle Werte zwischen 285 kJ/mol und 325 kJ/mol liegen. Diese Abweichungen
sind vergleichbar mit den Abweichungen durch die Hysterese, die beim uG bei
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290 kJ/mol und 325 kd/mol liegen. Fur AS (Abb. 25, b) sind die gleichen Trends zu
beobachten. Bei AG (Abb. 25, c) ist hingegen eine deutliche Abnahme der Werte in
D20 und in 0,1 M NaCl fur die yG und DNA-uG zu beobachten. Mit weiterer Erhéhung
der Salzkonzentration kann keine signifikante Veranderung beobachtet werden. Die
Abnahme der freien Gibbs Energie ist in Ubereinstimmung mit der Abnahme der Tvet
bei Salzzugabe. Der schwachere Effekt der Erhdhung der Salzkonzentration im
Vergleich zur ersten Salzzugabe wurde bereits in der Literatur beobachtet, jedoch nicht
erklart.140. 148 Unter allen untersuchten Bedingungen ist die bereits beschriebene
Hysterese zu beobachten.

Der Vergleich der erhaltenen Werte fur die freie Gibbs Energie Uber den linearen und
den nicht linearen Fit ist in Abb. 26 dargestellt. Die Werte sind im Anhang
zusammengefasst (Tabelle 24).
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Abb. 26: Gegeniiberstellung von AG ermittelt Giber den linearen Fit (a) und den nicht linearen Fit (b) bei
angepassten Salzkonzentrationen fiir die yG und DNA-pG und in D20 fiir die red pG und Mal-
uG.

Der Vergleich der AG, welche Uber den linearen Fit und den nicht linearen Fit erhalten
wurden, zeigt ahnliche Werte mit den gleichen Trends. Auffallig sind die signifikant
kleineren Fehlerbereiche des nicht linearen Fits.

Um einen Vergleich der thermodynamischen Daten mit Literaturdaten und anderen pG
zu ermoglichen, werden diese auf kooperative Einheiten bezogen. Eine kooperative
Einheit beschreibt hierbei die Polymerketten zwischen Vernetzerpunkten. Der Bezug
wird daher durch die Division durch die theoretische Vernetzdichte mdglich, auch wenn
die reale kooperative Einheit nicht bekannt 140 146-14¢ ynd aufgrund moglicher
physikalischer Vernetzungen 3% schwierig zu ermitteln ist.

In der Literatur werden zwei separate Schritte wahrend des Phasenlbergangs
beobachtet und analysiert. Der erste Schritt wird hierbei der Bildung hydrophober
Bindungen zugeordnet und der zweite Schritt dem Brechen der
Wasserstoffbriickenbindungen und der Reorganisation der Wassermolekdile. 140. 146-148
Aufgrund der Messbedingungen von 25 °C bis 50 °C sind die hier ermittelten Werte
auf den zweiten Schritt zu beziehen und werden somit nur mit diesem verglichen.
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4 Ergebnisse und Diskussionen

Der Vergleich der Uber den nicht linearen Fit erhalten thermodynamischen Daten,
bezogen auf kooperative Einheiten, mit Daten aus der Literatur ist in Abb. 27
dargestellt und im Anhang (Tabelle 25) zusammengefasst.
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Abb. 27:Vergleich von AG fiir das uG und DNA-uG bezogen auf kooperative Einheiten, ermittelt liber einen
nicht linearen Fit mit Literaturdaten fiir pNipam in 0 M6 147 und 0,1 M'°, Die Daten fiir das uG
und DNA-uG wurden hierbei fiir das Heiz- und Kiihlexperiment zusammengefasst und die
Abweichung als Fehlerbalken dargestellt.

Die hier ermittelten AG fur das pG und DNA-uG, beide basierend auf pNipmam, sind
hoher als die Literaturdaten fir pNipam. Dies ist in Ubereinstimmung mit der hdheren
Tvet des pNipmam. Bei einem Vergleich der Differenz der AG fir das uyG und pNipam
bei Salzzugabe kann unabhangig vom enthaltenen Monomer eine Differenz von etwa
0,3 kd/mol beobachtet werden. Bei den DNA-uG ist mit etwa 0,2 kJ/mol eine geringere
Differenz zu beobachten. Dies ist auf das beginnende Aussalzen in D20 durch das
Einbringen der DNA zurickzuflhren.

Durch die Einfihrung hydrophiler DNA in die uG konnte eine unerwartete Erniedrigung
der Tver beobachtet werden. Einher damit gingen niedrigere AG als bei den reinen pG.
Durch die Betrachtung der DNA als Polyanion inklusive Gegenionen ergibt sich eine
madgliche Erklarung, da bereits ein Aussalzen auftreten kann. Hierbei muss jedoch
bertcksichtigt werden, dass auch die modifizierten red uyG und Mal-pG in D20
ahnliches Verhalten zeigten ohne DNA zu beinhalten. Die Konzentration der
Gegenionen der DNA ist im Vergleich zur Konzentration der verwendeten
Salzldsungen wahrend der Messungen vernachlassigbar. In Salzlésungen konnten
ahnliche Tver und AG fiur die uyG und DNA-uG beobachtet werden, wodurch die
Erklarung des Aussalzens durch die DNA inklusive der Gegenionen unterstutzt wird.
In PBS zeigten die yG und DNA-uG eine Tver um 38 °C.

Der hier vorgestellte nicht lineare Fit ermdglicht die direkte Bestimmung
thermodynamischer Groflen ohne Linearisierung der Daten Uber den gesamten
Messbereich. Die erhaltenen thermodynamischen GréRen waren vergleichbar mit den
Werten, die Uber den literaturbeschriebenen, linearen Fit erhalten wurden. Die Daten
aus dem nicht linearen Fit zeigten signifikant kleinere Fehlerbereiche. Zudem konnten
im Vergleich mit Literaturdaten eines anderen Mikrogels, welches auf pNipam basierte,
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vergleichbare Anderungen der freien Gibbs Energie durch Salzzugabe gezeigt
werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass NMR-Untersuchungen die Analyse des
Phasenubergangs von uG selbst dann ermoglichen, wenn Aggregation auftritt, welche
eine Analyse Uber DLS-Messungen nicht zulasst. Zudem wird ein quantitativer
Vergleich des Phasenubergangs von uyG Systemen unter verschiedenen Bedingungen
oder mit unterschiedlichen Zusammensetzungen ermaoglicht.

4.2 Kern-Schale-Mikrogele mit regioselektiven Funktionalitaten

FUr die Synthese von Kern-Schale-uyG mit regioselektiven Funktionalitaten wurden
zunachst Kern-uG synthetisiert, die die Vernetzer BAC und MBA enthalten. Bei der
Synthese der Schale wurde ausschlieRlich der Vernetzer MBA verwendet, um die
anschlieRenden DNA-Funktionalisierung ausschlielich im Kern zu ermdéglichen (Abb.
28).

T ¢ 3
PN\ VN
s A \ |

HN 007 "NH
)

A

'Funktionalisierung-$¢=4
—_— >
des Kerns %

Abb. 28: Schematische Darstellung der Synthese von Kern-Schale-uG mit regioselektiven Funkti&)alitéten
mit anschlieBender DNA-Funktionalisierung.

Die erhaltenen yG wurden mittels TEM, REM, AFM, DLS und Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Somit konnten zum einen die GroRen der uG unter unterschiedlichen
Bedingungen verglichen und die Kern-Schale-Struktur verifiziert werden und zum
anderen konnte eine Lokalisierung der Funktionalisierungen uberpruft werden.
Unabhangig vom Nachweis einer Kern-Schale-Struktur beziehungsweise deren
anteiligen Verhaltnis werden alle in diesem Teilkapitel vorgestellten uyG als Kern-
Schale-uG bezeichnet.

Die Synthesen der Kern- und Kern-Schale-uG wurden von Ali Cetin im Rahmen einer
Forschungsarbeit unter meiner Anleitung durchgefiihrt. Die TEM-Messungen wurden
von Thorsten Ohlerth (Arbeitsgruppe Simon, Institut fir Anorganische Chemie, RWTH
Aachen University) durchgefihrt.

Die regioselektiven Funktionalitaten der uG wurden mittels dASTORM und DNA-PAINT
von Pia LenRen (Arbeitskreis WOll, Institut fir Physikalische Chemie, RWTH Aachen
University) Uberprift. Die Fluoreszenzmikroskopie-Daten werden hier ausschlief3lich
zur Verifizierung der regioselektiven Funktionalisierungen verwendet. Daher erfolgt
eine Auswertung der Daten nur hinsichtlich der erhaltenen Grolken der
funktionalisierten Bereiche.
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4.2.1 Charakterisierung der Kern- und Kern-Schale-Mikrogele

Die Kern-uG sowie die Kern-Schale-uG, bei denen die Menge an zugegebenem Edukt
je Schritt variiert wurde, wurden mittels TEM untersucht (Abb. 29).

Abb. 29: TEM-Aufnahmen Kern-uG (a), Kern-Schale-uG_10 (b), Kern-Schale-uG_1,5M (c), Kern-Schale-
MG_2,0M (d) Kern-Schale-uG_0,5V (e) Kern-Schale-uG_0,25V (f), Kern-Schale-uG_1,25M-0,75V
(g) Kern-Schale-pG_1,5M-0,5V (h).
In den TEM-Aufnahmen (Abb. 29) sind die uG als dunkle, annahernd runde Strukturen
zu sehen. yG nach Synthesen, die eine Schale erzeugen sollen, zeigen mitunter einen
helleren Randbereich. Die Helligkeitsunterschiede lassen sich auf unterschiedliche
Dichten der Kern- und Schale-Strukturen zurtickfihren. Wahrend anhand des Bildes
ohne Schale (Abb. 29, a) von den Kernen ausgegangen wird, kdnnen die helleren
Bereiche den Schalen zugeordnet werden. Die Kern-uG (Abb. 29, a) zeigen einen
Durchmesser von etwa 350 nm mit einer engen GroRenverteilung. Das Kern-Schale-
NG_10 (Abb. 29, b) weist eine bimodale Grolienverteilung mit Groflen von etwa
420 nm und 720 nm auf. Die kleineren yG machen etwa 10 % aus. Bei den kleineren
MG kann es sich entweder um wahrend der Synthese der Schale neu entstandene uG
oder um verbliebene Kern-uG handeln. Die groReren Strukturen zeigen Schalen,
welche die Kerne regelmalig umgeben. Sie lassen sich an einer geringeren Helligkeit
erkennen und zeigen in engem Kontakt zueinander eine Deformation. Aufgrund der
Helligkeit 1asst sich vermuten, dass die kleineren pG verbliebene Kern-uG sind, welche
bei der Aufreinigung nicht abgetrennt werden konnten.
Die Kern-Schale-uG_1,5M (Abb. 29, ¢) und Kern-Schale-uyG_2,0M (Abb. 29,d) bei
denen im Vergleich die 1,5- beziehungsweise 2-fache Menge an Monomer in jedem
Zugabeschritt eingesetzt wurde, zeigen unregelmafligere Strukturen und eine héhere
Polydispersitat. Zudem sind bei den Kern-Schale-uG_2,0M auch kleinere Strukturen
zu erkennen. Die hellere, kleine Struktur (Abb. 29, d, oben rechts) kdnnte ein neu
gebildetes yG aus Schalenmaterial darstellen, wahrend es sich bei den dunkleren
Strukturen (Abb. 29, d, mittig) vermutlich um verbliebene Kern-uG handelt.

45



4 Ergebnisse und Diskussionen

Bei den Synthesen, bei denen weniger Vernetzer eingesetzt wurde, Iasst sich sowohl
fur die Kern-Schale-uG_0,5V (Abb. 29, e) als auch fur die Kern-Schale-uG_0,25V
(Abb. 29, f) anhand der TEM-Aufnahmen keine Schale erkennen. Die Kern-Schale-
NG_1,25M-0,75V (Abb. 29, g) und Kern-Schale-uG_1,5M-0,5V (Abb. 29, h) zeigen
ansatzweise die Bildung einer Schale, welche jedoch deutlich weniger ausgepragt und
weniger regelmaliig ist als die der Kern-Schale-uyG_10. Zudem sind uyG ohne Schale
zu erkennen.

Kern-Schale-Struktur sind anhand der TEM-Aufnahmen fir die Kern-Schale-uG_10,
Kern-Schale-uyG_1,5M und Kern-Schale-uG_2,0M zu erkennen. Eine Erhéhung der
Menge an Monomer scheint hierbei zu gréReren Schalen zu flihren. Die Variation der
Menge an Vernetzer sowie die Kombination aus Variation an Vernetzer und Monomer
fuhrt zu unzureichenden Schalen. Die regelmaligsten Kern-Schale Strukturen
konnten bei dem Kern-Schale-uyG_10 erzielt werden, auch wenn die Abtrennung
kleinerer yG noch optimiert werden muss.

Bezogen auf das Ausgangsrezept fur Kern-Schale-uyG_10 wurde bei gleichen Mengen
an Monomer und Vernetzer die Anzahl von Zugabeschritten von 10 auf 20 verdoppelt.
Die resultierenden Kern-Schale-uG_20 wurden ebenfalls mittels TEM untersucht (Abb.
30).
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Abb. 30: TEM-Aufnahmen der Kern- pG (a), der Kern-Schale-uyG mit 10facher Reaktanden Zugabe (b) und

der Kern-Schale-uG mit 20facher Reaktanden Zugabe (c).
Der Vergleich der Kern-uG (Abb. 30, a) mit den Kern-Schale-uG_10 (Abb. 30, b) und
den Kern-Schale-uG_20 (Abb. 30, c) zeigt die zunehmende Dicke der Schale. Die
Kerne der Kern-Schale-pG sind dunkler als die Schalen, welche die Kerne regelmafig
umgeben. Bei beiden Kern-Schale-uG war aufgrund ihrer Grofde und damit kleineren
Anzahl in den TEM-Aufnahmen nur das Auszahlen einer geringeren Anzahl an
Einzelstrukturen mdglich als bei den Kern-uyG. Die anhand der TEM-Aufnahmen
bestimmten Grdlien der uG sind zusammen mit der Anzahl der ausgezahlten pG in
Tabelle 7 zusammengefasst. Das zugehoérige Histogramm befindet sich im Anhang
(Abb. 69).

46



4 Ergebnisse und Diskussionen

Tabelle 7: Durchmesser der Kern- und Kern-Schale-uG im getrockneten Zustand auf Kohlenstoff im TEM.

Mikrogel d/nm Anzahl der Zunahme der GroBRe / %
vermessenen (bezogen auf Kern-uG)
Strukturen
Kern-uG 350+40 223 -
Kern-Schale-uyG_10  420+30 9 20
720+20 82 110
Kern-Schale-uyG 20 950+ 50 91 170

Die synthetisierten Kern-uG, Kern-Schale-uyG_10 und Kern-Schale-uyG_20 wurden
zudem mittels REM (Abb. 70, Anhang) untersucht. Die Kern-uG (Abb. 70, a) zeigten
sowohl in den Aufnahmen mittels SE-Detektor als auch in den Aufnahmen mittels
InLens-Detektor vergleichbare GroRen mit einem Durchmesser um 400 nm. Diese
Grolde ist unter Bertcksichtigung der Fehler bei der Gro3enbestimmung vergleichbar
mit der anhand von TEM-Aufnahmen ermittelten GroRe. Bei den Kern-Schale-uyG_10
(Abb. 70, b) konnten bei Berlcksichtigung einer grofderen Anzahl an Strukturen
ebenfalls vergleichbare GroRRen, mit denen aus den TEM-Aufnahmen erhalten werden.
Die Kern-Schale-Struktur konnte anhand der Aufnahmen mittels InLens-Detektor nicht
beobachtet werden. Fir die Kern-Schale-uG_20 (Abb. 70, c) wurden deutlich kleinere
Durchmesser ermittelt als anhand der TEM-Aufnahmen und die Schalen konnten mit
dem InLens-Detektor erneut nicht beobachtet werden. REM eignet sich somit nicht
ausreichend zur Charakterisierung der Kern-Schale-Struktur, kann aber das TEM bei
der Grolenbestimmung erganzen. Die ermittelten Groflen sind in Tabelle 8
zusammengefasst. Das zugehorige Histogramm ist in Abb. 71 im Anhang gezeigt.

Tabelle 8: Durchmesser der Kern-uG, Kern-Schale-uyG_10 und Kern-Schale-uyG_20 ermittelt anhand der
REM-Aufnahmen.

uG SE-Detektor InLens-Detektor
d/nm Anzahl der d/nm Anzahl der
vermessenen vermessenen
Strukturen Strukturen
Kern-uG 400 + 30 247 400+ 20 261
Kern-Schale-uyG_10 620+ 70 223 650+ 70 278
Kern-Schale-uG 20 670+90 216 680 +90 202

Zusatzlich wurden die Kern-uG, Kern-Schale-uG_10 und Kern-Schale-uyG_20 mittels
AFM charakterisiert und anhand der Hohenbilder Profile zur Ermittlung der Hohe und
Breite der Strukturen erstellt (Abb. 31).
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Abb. 31: AFM-Aufnahmen der Kern-uG, (a, b) Kern-Schale-uG_10 (d, e) und Kern-Schale-uG_20 (g, h) mit
zugehorigem Hohenprofil (c, f, i) und gekennzeichneten Pfad zur Bestimmung des Profils im
Hohenbild.

Die uG sind in den Topographiedarstellungen als erhéhte Strukturen zu erkennen
(Abb. 31, a, d, g). In den Phasenbildern ist eine Phasenverschiebung an den gleichen
Positionen und in gleicher Form wie in den Topographiebildern erkennbar (Abb. 31,
b, e, h). Die Kern-uG (Abb. 31, a-c) zeigen monodisperse Strukturen. Anhand des
Hoéhenprofils lassen sich Breite und Hohe der uG bestimmen. Das Verhaltnis von
Breite zu Hohe liegt bei etwa neun zu eins. Die Deformation ist im direkten Vergleich
mit den Kern-Schale-uyG in Abb. 32, d verdeutlicht. Alle Strukturen zeigen eine
deutliche Abflachung. Die Hoéhenprofile mit vergrélRerter Darstellung der y-Achse
befindet sich im Anhang (Abb. 72).

Bei den Kern-Schale-uG_10 (Abb. 31, d-f) und Kern-Schale-uyG_20 (Abb. 31, g-i) sind
sowohl im Hoéhen- als auch im Phasenbild die Kern-Schale-Strukturen zu erkennen.
Die Schalen sind hierbei flacher und zeigen eine andere Phasenverschiebung als die
Kerne. Die abweichende Phasenverschiebung lasst sich durch weniger dichte
Schalenstrukturen erklaren, da eine Interpenetration der Schale in die Kerne mdglich
ist und zu dichteren Strukturen fUhren wiirde. 27- 20" Bei den Kern-Schale-uG_10 sind
erneut auch kleinere Strukturen zu erkennen, welche eine vergleichbare Gré3e zu den
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Kern-uG aufweisen. Ein vergroRerter Ausschnitt der Aufnahme ist als Erganzung im
Anhang (Abb. 73) abgebildet.

Der direkte Vergleich der Hohenprofile der drei uG ist in Abb. 32 dargestellt. Hierbei
wurden die Verformung der pG durch gleiche Skalierung der Achsen verdeutlicht. Die
vergroRerte Darstellung auf y-Achse ist im Anhang (Abb. 74) zu finden.
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Abb. 32: AFM-Aufnahmen der Kern-pG (a), der Kern-Schale-uyG_10 (b) und der Kern-Schale-uG_20 (c) mit
eingezeichneten Pfaden zur Bestimmung der Héhenprofils (d).

Der Vergleich der Kern-Schale-uG_10 mit den Kern-Schale-uG_20 zeigt eine
vergroRerte Schale durch die erhdhte Anzahl an Zugabeschritten. Anhand der
Hohenprofile lasst sich zudem erkennen, dass die Schalen auf der Oberflache starker
spreiten als die Kerne obwohl vergleichbare Monomer zu Vernetzer Verhaltnisse in
den Synthesen von Kern und Schale eingesetzt wurden. Eine mdgliche Erklarung
hierfir ware, dass die Synthese der Schale nicht ausschlieB3lich auerhalb der Kerne
stattfindet. Eine Interpenetration der Schale in die Kerne ist moglich, wodurch dichter
gepackte und somit weniger flexible Strukturen entstehen. 2”-291 Die Spiegelei-ahnliche
Struktur 4 24 38.39 der drei Systeme an der Oberflache wird anhand der Hohenprofile
mit gleich skalierten Achsen deutlich.

Die GrofRRen der uG wurden als Stichproben Uber je drei Strukturen gemittelt und sind
in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: GroRe der Kern- und Kern-Schale-uG, ermittelt anhand von AFM.

Mikrogel Breite/ nm  Hoéhe / nm Anzahl der vermessenen
Strukturen
Kern-uG 915+ 5 1055 3
Kern-Schale-uyG_10 1065+ 5 130 + 10 3
905 120 1
Kern-Schale-yG 20 1290 + 60 145 + 10 3

Analog zur Charakterisierung mittels TEM konnen zunehmende GroRen mit
zunehmender Anzahl an Zugabeschritten beobachtet werden. Die Groéflken der
kleineren Strukturen der Kern-Schale-uyG_10 sind vergleichbar mit denen der Kern-
MG, wobei hier nur einzelne uG betrachtet wurden. Die ermittelten Breiten aus den
AFM-Aufnahmen sind gréRer als die aus den TEM-Bildern bestimmten Durchmesser.
Dies kann durch verschiedene Spreizverhalten auf den unterschiedlichen Oberflachen
verursacht werden oder durch unterschiedliche Sensitivitaten in AFM und TEM. Bei
den TEM-Messungen sind Kontrastlimitierungen durch die Messung von Kohlenstoff-
basierten Strukturen auf Kohlenstofftragern mdglich, wodurch dinne Strukturen nicht
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dargestellt werden kénnen. Zudem fanden die TEM-Messungen im Vakuum statt,
wodurch kleinere Strukturen zu erwarten sind.

Die Kern-Schale-uG_10 sind sowohl breiter als auch hoher als die Kern-uG, wahrend
die Kern-Schale-uG_20 wiederum breiter und héher sind als die Kern-Schale-uG_10.
In Bezug auf die Kern-uyG nimmt die Breite der Kern-Schale yG_10 um 16 % zu,
wahrend die maximale H6he um 23 % zunimmt. Die starkere Zunahme der H6he im
Vergleich zur Breite der Kern-Schale-uyG_10 lasst sich durch ein eingeschranktes
Spreiten der Kerne innerhalb der Kern-Schale-uG durch Interpenetration und somit ein
dichteres Polymernetzwerk im Kern erklaren. 27-201 Die Kerne sind weniger flexibel und
somit hoher und weniger breit als bei den Kern-uG, wahrend die Schale flexibel ist und
spreiten kann. Bei den Kern-Schale-uyG_20 ist, bezogen auf die Kern-uG, eine
Zunahme der Breite um 41 % und der Hohe um 38 % zu beobachten. Die HOhe nimmt
somit mit zunehmenden Zugabeschritten weniger stark zu als die Breite. Das
Spreizverhalten der Kerne innerhalb der Kern-Schale-uG sollte fir beide Systeme
vergleichbar sein. Somit ist eine vergleichsweise geringere Zunahme der Hohe mit
dem Spreiten der Schale zu erklaren, welches zu flachen, breiten Strukturen um den
weniger flexiblen Kern fuhrt. Der Vergleich der prozentualen Zunahme der Breite der
MG mit den prozentualen Zunahmen von 110 % beziehungsweise 170 % flur die Kern-
Schale-uG_10 und Kern-Schale-uyG_20, die anhand der TEM-Aufnahmen ermittelt
wurden, zeigt deutlich geringere Werte fir die Auswertungen der AFM-Daten. Hierbei
ist zu beachten, dass, wie bereits diskutiert, aufgrund der unterschiedlichen
Messbedingungen auch die ermittelten Durchmesser deutlich voneinander abwichen.

Die hydrodynamischen Groéflien sowie die Tver der Kern-uG, Kern-Schale-uyG_10 und
Kern-Schale-uG_20 wurden mittels DLS bestimmt, indem der hydrodynamische
Durchmesser der uG in Abhangigkeit der Temperatur gemessen wurde (Abb. 33). Die
zugehdrigen berechneten hydrodynamischen Durchmesser und Pdl befinden sich im
Anhang (Abb. 75).
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Abb. 33: Intensitaten der gemessenen Durchmesser der Kern-uG, Kern-Schale-uG_10 und Kern-Schale-
HG_20 bei 20 °C (a) und intensitdtsgewichtete hydrodynamischer Durchmesser der Kern-uG,
Kern-Schale-uG_10 und Kern-Schale-uG_20 in Abhangigkeit der Temperatur.
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Die drei Messungen der Durchmesser der Kern-uG und Kern-Schale-uyG_10 bei 20 °C
(Abb. 33, a) zeigen vergleichbare Werte. Bei den Kern-Schale-uG_20 sind jedoch
unterschiedliche Durchmesser fur die drei Messungen zu beobachten. Fur die
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temperaturabhangige Auftragung der Durchmesser wurde der Mittelwert aus diesen
drei Messungen mit zugehdriger Standardabweichung bestimmt. Unterhalb der Tver
lassen sich hiermit hydrodynamische Durchmesser von etwa 700 nm fir das Kern-uG,
1000 nm fur das Kern-Schale-uG_10 und 1200 nm fur das Kern-Schale-uG_20
beobachten. Bei dem Kern-Schale-uyG_20 ist zu beachten, dass die Messung gerade
im gequollenen Zustand Schwankungen der Messwerte (Abb. 33, a) und somit grofRe
Fehlerbereiche der gemittelten Werte aufweist (Abb. 33, b). Dies kann durch die
strukturellen Abweichungen von dem Idealsystem einer harten Kugel erklart werden.
Die Tver der drei untersuchten Systeme sind bei Einbeziehung des Fehlers des
sigmoidalen Fits vergleichbar (Tabelle 10).

Im kollabierten Zustand zeigt das Kern-uG einen hydrodynamischen Durchmesser von
330 nm, die Kern-Schale-uG_10 weisen einen hydrodynamischen Durchmesser von
440 nm auf. Die Kern-Schale-uG_20 sind mit 480 nm erneut die grof3ten Strukturen.
Auch oberhalb der Tver zeigen die hydrodynamischen Durchmesser der Kern-Schale-
MG_20 Schwankungen.

Die hydrodynamischen Groflen und Tver der drei pyG sind in Tabelle 10
zusammengefasst. Der sigmoidale Fit um die Tver zu bestimmen, wurde Uber den
gesamten Messbereich angewendet.

Tabelle 10: Tver und hydrodynamische Durchmesser der Kern- und Kern-Schale-uG.

Mikrogel Tver / °C dh, gequollen / NM dh, kollabiert / NM
Kern-uG 43 +5 700 £ 10 330+ 10
Kern-Schale-uG_10 43+3 970 + 30 440 £ 10
Kern-Schale-uyG 20 41+ 3 1190 + 120 480 + 60

Die hydrodynamischen Durchmesser im gequollenen Zustand sind grof3er als die
Durchmesser, die mittels TEM ermittelt wurden. Dies ist dadurch zu erklaren, dass die
MG wahrend der TEM-Messungen kollabiert und zudem im Vakuum vorliegen. Der
Vergleich mit den hydrodynamischen Durchmessern im kollabierten Zustand jedoch
zeigt grélkere Durchmesser wahrend der TEM-Messungen. Dies kann durch das
Spreiten der uG auf den Probentragern erklart werden.

Im Vergleich mit den mittels AFM erhaltenen GréRen sind sowohl die
hydrodynamischen Durchmesser im gequollenen Zustand als auch die im kollabierten
Zustand kleiner als die ermittelten Breiten und grofder als die ermittelten Hohen. Dies
ist durch das Spreiten der uG auf den Probentragern zur Minimierung der Grenzflache
zu erklaren. Da die AFM-Messungen an Luft durchgeflhrt wurden, ist es moglich, dass
die hydrophilen puG nicht vollstandig getrocknet vorlagen. 52

4.2.2 Regioselektive Funktionalisierung der Kern-Schale-Mikrogele

Eine Uberprifung der regioselektiven Funktionalisierung der uG mit Farbstoffen ist
uber dSTORM-Messungen mdglich. Fur die dSTORM-Messungen wurden die puG
reduziert und mit Alexa647-Maleimid umgesetzt, sodass der Farbstoff kovalent in den
MG gebunden war. Die 3D-Darstellungen der Farbstoffverteilung sind in Abb. 34
dargestellt. Bei den hier betrachteten GroRen muss beachtet werden, dass fir die
Messung eine Immobilisierung an einer Oberflache gefolgt von einer Rehydratation mit
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einer Cysteamin-Lésung notwendig ist, um die Lokalisierung und das Blinken der
Farbstoffe zu ermdglichen. 3°
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Abb. 34: 3D Darstellung der Farbstoffverteilung erhalten iiber dSTORM-Messungen mit kovalent
gebundenem Alexa647-Farbstoff der Kern-uG (a), Kern-Schale-uyG_10 (b) und Kern-Schale-
HG_20 (c). Abbildungen zur 3D Darstellung der Farbstoffverteilung wurden von Pia LenRen
(Arbeitskreis Woll, Institut fiir Physikalische Chemie, RWTH Aachen University) erstellt.
Anhand der 3D-Darstellung der dSTORM-Messungen wird deutlich, dass die mit
Farbstoff umgesetzten Bereiche der Kern-uG (Abb. 34, a) kleiner sind als die der Kern-
Schale-uyG_10 (Abb. 34, b) und diese wiederum kleiner als die der Kern-Schale-
MG_20 (Abb. 34, c). Bei den Kern-Schale-pG_20 kann zudem eine Elongation entlang
der Z-Achse beobachtet werden, welche teilweise auch bei den Messungen der Kern-
Schale-uG_10 auftrat. Da die Messungen somit fehlerbehaftet sein kdnnen, erfolgte
ein weiterer Vergleich der Gré3en anhand von 2D-Lokalisierungsdichten entlang der
x-y-Ebene.
Die Auftragung der normierten 2D-Lokalisierungsdichte gegen den Radius (Abb. 35)
erlaubt einen direkten Vergleich der Ausdehnung der funktionalisierten Bereiche der
MNG.
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Abb. 35: Normierte 2D dSTORM Lokalisierungsverteilungen der Kern-uyG, Kern-Schale-pyG_10 und Kern-
Schale-pG_20 mit kovalent gebundenem Alexa647-Farbstoff.

Die normierte 2D-Lokalisierungsdichte der Kern-uG zeigt einen steilen Abfall bei einem
Radius von etwa 100 nm. Ab einem Radius von etwa 300 nm wird kein Farbstoff mehr
detektiert. Ein Vergleich mit dem hydrodynamischen Durchmesser des Kern-uG zeigt
mit etwa 700 nm einen um 100 nm gréleren Durchmesser.
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Bei den hydrodynamischen Durchmessern flie3en frei bewegliche Polymerstrange aus
der Peripherie mit ein, welche unter Umstanden nicht ausreichend mit Farbstoff
markiert wurden oder deren Lokalisierungen, gegenuber denen im Kern nicht ins
Gewicht fallen. Zudem beeinflusst die Immobilisierung der pyG fur die dSTORM-
Messungen die Grolde.

FUr die normierten Lokalisierungsdichten der Kern-Schale-uG_10 ist ein ahnlicher
Verlauf zu beobachten, der jedoch etwa 50 nm zu groReren Radien verschoben ist.
Da fur die Synthese der Schale kein BAC verwendet wurde und dort somit keine
kovalente Bindung des Farbstoffs moglich ist, wurden die gleichen Radien erwartet.
Der Vergleich von etwa 700 nm Durchmesser, in denen Farbstoff detektiert wurde, mit
dem hydrodynamischen Durchmesser im gequollenen Zustand von 970 nm zeigt
jedoch, dass nicht die gesamte Schale mit Farbstoff markiert wurde. Die mit Farbstoff
markierte GroRe entspricht dem hydrodynamischen Durchmesser der Kern-uG.

Der Verlauf der normierten Lokalisierungsdichten der Kern-Schale-uG_20 weicht mit
einem schwacheren Abfall der Lokalisierungsdichte, von dem der anderen beiden
Systeme ab und es kdonnen groRere Radien der markierten Bereiche beobachtet
werden. Erst zwischen 400 nm und 450 nm kdnnen keine Farbstoffe mehr detektiert
werden. Bezogen auf den hydrodynamischen Durchmesser von 1190 nm kann somit
festgestellt werden, dass nicht die gesamte Schale mit Farbstoff markiert wurde.
Aufgrund der GroRRe der Kern-uG lasst sich jedoch eine teilweise Markierung der
Schale folgern.

Die Reproduzierbarkeit der Messungen wurde Uberprift, indem dasselbe Kern-
Schale-uG_10 in drei getrennten Ansatzen analog mit Alexa647-Farbstoff umgesetzt
und vermessen wurde, wobei sich voneinander abweichende Lokalisierungsdichten
ergaben (Abb. 36).
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Abb. 36: Normierte 2D-dSTORM-Lokalisierungsverteilungen von drei analog mit Alexa647-Farbstoff
markierten Kern-Schale-uG_10 Proben.

Anhand der normierten 2D-dSTORM-Lokalisierungsverteilungen der drei Kern-
Schale-uyG_10 Proben, die analog, jedoch getrennt voneinander prapariert und
gemessen wurden, lassen sich Abweichungen in der Farbstoffverteilung erkennen.
Der insgesamt mit Farbstoff markierte Radius ist bei den drei Proben reproduzierbar.

Aufgrund der Varianz im Verlauf der Kurven der Lokalisierungsdichten wurde jedoch
auf eine genauere Bestimmung der markierten Radien verzichtet.
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Um Abweichungen durch freien Farbstoff innerhalb der Kern-Schale-uyG_10
auszuschlief3en, wurden die Bedingungen wahrend der Aufreinigung einer gemeinsam
angesetzten Probe variiert (Abb. 37). Die Aufreinigung nach der Funktionalisierung
erfolgte hierbei durch Waschen mit Wasser und NaCl-Losung, wobei insgesamt
funfmal gewaschen wurde. Bei der Referenzprobe wurde redispergiert und sofort
erneut zentrifugiert. Bei einer Probe wurde bei jedem Waschschritt zunachst fir 30 min
bei 500 rpm geschuttelt und bei einer weiteren Probe fur 60 Minuten bei 500 rpm
geschuttelt, um die Diffusion der nicht gebundenen Farbstoffe aus den Kern-Schale-
MG _10 zu ermdglichen.
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Abb. 37: Normierte 2D-dSTORM Lokalisierungsverteilungen von Kern-Schale-uG_10 Proben die zwischen
den fiinf Waschschritten nicht, 30 min oder 60 min geschiittelt wurden.

Zwischen den normierten 2D-Lokalisierungsverteilungen der unterschiedlich
aufgereinigten Proben lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen. Hierbei
ist zu beachten, dass die Messungen am gleichen Tag erfolgten. Anhand dieser
Messungen ist freier Farbstoff als Ursache fur die unterschiedlichen
Farbstoffverteilungen unwahrscheinlich, da das Schutteln der Proben zwischen den
Zentrifugationsschritten keine Auswirkung auf die Messung zeigt. Die mit Farbstoff
markierten Bereiche weisen erneut einen Radius von etwa 350 nm auf.

Analog zu den dSTORM Messungen wurden DNA-PAINT Messungen an den Kern-
MG, Kern-Schale-uyG_10 und Kern-Schale-uG_20 durchgefihrt. Die Bindung des
Farbstoffes erfolgte Uber DNA-Hybridisierung. Die uyG wurden reduziert und mit
Maleimid modifizierter ssDNA umgesetzt. Fur die Messung wurde komplementare
ssDNA, die mit Atto647N modifiziert wurde, zugegeben. Die Farbstoffe markieren
somit die im pG gebundenen DNA-Strange. Die Messungen fanden ebenfalls im
immobilisierten und rehydratisierten Zustand statt. Die 3D-Darstellung der
Farbstoffverteilung ist in Abb. 38 gezeigt.
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Abb. 38: 3D-Darstellung der Farbstoffverteilung erhalten iiber DNA-PAINT-Messungen der Kern-puG (a),
Kern-Schale-pG_10 (b) und Kern-Schale-uG_20 (c) mit iiber DNA-Hybridisierung gebundenem
Alexa647-Farbstoff. Abbildungen zur 3D-Darstellung der Farbstoffverteilung wurden von Pia
LenBen (Arbeitskreis Woll, Institut fiir Physikalische Chemie, RWTH Aachen University)
erstelit.

Der Vergleich der Kern-uG (Abb. 38, a), Kern-Schale-uyG_10 (Abb. 38, b) und Kern-
Schale-uG_20 (Abb. 38, c) in der 3D-Darstellung der DNA-PAINT-Messungen zeigt
erneut groRere Durchmesser der mit Farbstoff markierten Bereiche fur die Kern-
Schale-uG. Bei einem Teil der Auswertungen konnte auch hier eine Elongation der
Kern-Schale-uG entlang der Z-Achse beobachtet werden (Abb. 76, Anhang).

Der GroRenvergleich erfolgte erneut tber die normierten 2D-Lokalisierungsdichten
(Abb. 39) der Farbstoffe in Abhangigkeit der Radien.
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Abb. 39: Normierte 2D-DNA-PAINT Lokalisierungsverteilungen der Kern-uG, Kern-Schale-uG_10 und Kern-

Schale-uG_20.

Die 2D-Lokalisierungsdichten der Kern-uG und Kern-Schale-uyG_10 zeigen einen
starken Abfall der Lokalisierungsdichte ab etwa 150 nm und ab bei etwa 350 nm keine
Detektion von Farbstoffen. Die Farbstoffverteilung der Kern-Schale-uG_20 zeigt
deutlich groRere Radien mit etwa 450 nm.

Analog zu den dSTORM Messungen wurden auch fur die DNA-PAINT Messungen
analog praparierte Proben untersucht (Abb. 40).

55



4 Ergebnisse und Diskussionen

o
[

-

o

- = 1. Probe =
= .53:..'.' e 2. Probe

® 1. Prob
® 2. Prob

o
@
[}
[ ]
L]

084 o

o

[}
1
]
L]

0,64 [ ] L]

e
'S
L

[
o
B

[}
[ ]

o
N
1

Normmierte relative Lokalisierungsdichte
| |
Nomnierte relative Lokalisierungsdichte
o
n
®
"
°°®

'-.. 'o..
b '-.._:h._.=
1Cl)0 260 3;)0 400 500 , 0 160 2Cl)0 360 460 500
Radius / nm Radius / nm
Abb. 40: Normierte 2D-DNA-PAINT Lokalisierungsverteilungen von jeweils zwei analog hergestellten Kern-
Schale-pG_10 (a) und Kern-Schale-uG_20 (b) Proben.

Sowohl bei den Kern-Schale-uyG_10 (Abb. 40, a) als auch bei Kern-Schale-uG_20
(Abb. 40, b) sind bei den beiden analog funktionalisierten Proben jeweils
unterschiedliche Farbstoffverteilungen innerhalb der uG zu beobachten. Die mit
Farbstoff markierten Radien liegen bei den Kern-Schale-uG_10 zwischen 350 nm und
400 nm und bei den Kern-Schale-uG_20 bei 450 nm bis 500 nm. Zusatzlich deutet die

teilweise auftretende Z-Elongation der dSTORM und DNA-PAINT Messungen auf
mogliche Mess- oder Auswertefehler hin.
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o

Die ermittelten Durchmesser aus DLS, dSTORM und DNA-PAINT Messungen sind in
Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Durchmesser der Kern-uG, Kern-Schale-uG_10 und Kern-Schale-uG_20 ermittelt iiber DLS,
dSTORM und DNA-PAINT.

Kern-uyG Kern-Schale-uyG 10 Kern-Schale-uG_20

DLS gequolen 700 +10 970 + 30 1190 + 120
d/nm dSTORM 600 700 900
DNA-PAINT 700 700-800 900-1000

Die dSTORM Messungen wurden genutzt, um die Lokalisierung der fiur die DNA-
Funktionalisierung genutzten funktionellen Gruppen in den pG zu ermitteln, wahrend
die DNA-PAINT Messungen die Lokalisierung der gebundenen DNA-Strange
anzeigen. Der Vergleich der mittels dSTORM und DNA-PAINT ermittelten
Durchmesser zeigt bei den Kern-uG, den Kern-Schale-uG_10 und den Kern-Schale-
NG_20 jeweils ahnliche GrofRen fur den mit Farbstoff markierten Bereich der Systeme.
Bei den Kern-uG stimmt dieser Durchmesser mit dem anhand von DLS-Messungen
ermittelten Durchmesser Uberein. Sowohl bei den Kern-Schale-uyG_10 als auch bei
den Kern-Schale-uG_20 sind die Durchmesser der Farbstoffverteilung kleiner als die
der hydrodynamischen Durchmesser der Kern-Schale-Strukturen, was auf eine
Lokalisierung der Farbstoffe im Inneren hindeutet. Allerdings ist anhand des Vergleichs
der Farbstofflokalisierungen der Kern-uG mit denen der Kern-Schale-Systeme bislang
davon auszugehen, dass die Farbstoffe nicht ausschlie3lich im Kern lokalisiert sind.
Dies konnte teilweise an freien Polymerenden des Kerns liegen, welche in die Schale
reichen. Zudem sind aufgrund der beobachteten Z-Elongation Messfehler
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anzunehmen. Bei wiederholten Messungen waren zudem Abweichungen von bis zu
15 % im Durchmesser der markierten Bereiche zu beobachten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Kern-Schale-uyG mit unterschiedlichen
Dicken der Schale auf Basis der gleichen Kern-uG synthetisiert werden konnten. Die
Grolen der synthetisierten Systeme wurde Uber TEM, REM, AFM und DLS bestimmt,
wobei abhangig von den jeweiligen Bedingungen bei der Charakterisierung
unterschiedliche GroRen erhalten wurden. Zusatzlich wurde die angestrebte
Regioselektivitat der funktionellen Gruppen von Pia Lenflen (Arbeitskreis WAll, Institut
fur Physikalische Chemie, RWTH Aachen University) mittels SRFM uUberpruft. Alle
erhaltenen Groflen sind in Abb. 41 dargestellt und in Tabelle 26 im Anhang
zusammengefasst.

DLS AFM
Kern-Schale-uG_20 Kern-Schale-pG_20
1190 nm | * Tl i | 480 nm | e 1290 nm
. Kern-Schale-yG_10 | . ) Kern-Schale-pG_10
gequollen 970 nm I T 1 1 440 nm kollabiert f » 1 1070 nm
) emn-uG
700 nm 330 nm ) ) 920 nm
145 nm
130 nm
105 nm
600 nm 700 nm 350 nm
Kern-pG Kern-uG
- ’ 720 nm
dSTORM 700 nm Kern-Schale-uG_10 700 nm DNA-FAINT Kern-Schale-pG_10
—_ _
900 nm . Kern-Schale-uG_20 | 900 nm _Kern-Schale-yG_20 950 nm
SRFM TEM

Abb. 41: Schematische Darstellung der mittels DLS, SRFM, AFM und TEM ermittelten GroRen der Kern-uG,
Kern-Schale-yG_10 und Kern-Schale-uyG_20 mit Angabe der GroBen und symbolischer
Darstellung der Messbedingungen.
Anhand der DLS-, AFM- und TEM-Messungen lasst sich die erfolgreiche Synthese von
Kern-Schale-uyG mit unterschiedlichen Schalendicken erkennen. Der Vergleich der
mittels DLS erhaltenen GroRen mit den mittels SRFM erhaltenen Groflen zeigt
vergleichbare bis kleinere Gro3en der mit Farbstoff markierten Bereiche. Somit konnte
eine Lokalisierung der Farbstoffe im Inneren der Kern-Schale-Systeme festgestellt
werden, die anhand der markierten Bereiche der Kern-Schale-uG_20 jedoch nicht
ausschlieBBlich auf den Kern begrenzt zu sein scheint. Ein direkter Vergleich der
Grolken der gequollenen uG in DLS und SRFM mit den Gréfken der getrockneten uG
in AFM und TEM ist aufgrund der Deformierung der uG nur bedingt mdglich, wobei
anhand dieses Vergleichs das erwartete Spreiten der yG auf Oberflachen deutlich
wird. Die Hohe der pG im adsorbierten Zustand ist kleiner als die Durchmesser der
dispergierten uG sowohl im gequollenen als auch im kollabierten Zustand, wahrend
die mittels AFM ermittelte laterale Ausdehnung grof3er ist. Bei den AFM-Messungen
istim Vergleich zu den TEM-Messungen der Unterschied zwischen Messungen an Luft
und im Vakuum deutlich zu erkennen, wobei auch unterschiedliche Spreizverhalten
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auf den verwendeten Probentragern sowie die Sensitivititen der Methoden
berucksichtigt werden mussen.

Durch die Anpassung der Anzahl an Zugabeschritten der Edukte konnte die Dicke der
Schale gesteuert werden konnte. Es wurden monodisperse Kern- und Kern-Schale-
MG synthetisiert. Die Kerne beinhalteten hierbei den zusatzlichen Vernetzer BAC,
welcher durch die enthaltenen Disulfide fur spatere Funktionalisierungen genutzt
werden konnte.

4.3 Oberflachenpraparation zur gezielten Mikrogel-Immobilisierung

Bei der ungerichteten Adsorption an Oberflachen bilden uG bevorzugt hexagonale
oder zufdllige Strukturen 4° und zeigen eine Deformation in Abhangigkeit der
Oberflache und Elastizitat der uyG. 4 24 3 39 Eine gerichtete Immobilisierung von uG
kann Uber Oberflachenstrukturierungen erfolgen. 193 Hier soll diese Strukturierung tiber
lokale DNA-Funktionalisierung erreicht werden. Zudem soll die native, das heif3t
spharische Struktur der uG, Uber eine Funktionalisierung der umgebenden Oberflache
mit PEG erhalten bleiben. 38 Das hydrophile PEG minimiert die Wechselwirkungen
zwischen den puG und der Oberflache und verhindert somit das Spreiten. Eine
schematische Darstellung der schrittweisen Oberflachen-funktionalisierung ist in Abb.
42 gezeigt.
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Abb. 42: Schematische Darstellung der Schritte zur gezielten Immobilisierung von pG an Oberflaichen
inklusive der Silanisierung der Oberflache (a) der chemischen Elektronenstrahllithografie
(cEBL) (b), der PEGyllierung der umgebenden Oberflache (c), der DNA-Funktionalisierung des
geschriebenen Musters (d, e) der Abscheidung der pyG durch Hybridisierung (f) und der
Fluoreszenzmarkierung der pG (g). Zur Veranschaulichung sind Schema auf molekularer
Ebene(a-d) sowie Schema mit angedeuteten GroBenverhiltnissen (e-g) dargestellt.

Die Strukturierung erfolgt hierbei auf ITO-Oberflachen, da diese elektrisch leitfahig und
zugleich optisch transparent sind. Die optische Transparenz ist entscheidend fir die
Analytik mittels optischer Mikroskopie und eine zuklnftige Kombination mit
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Fotolithografie. Die ITO-Oberflachen wurden zunachst mit 2-(4-
Chlorosulfonylphenyl)Ethyltrimethoxy-silan funktionalisiert (Abb. 42, a) und mittels
cEBL lokal bestrahlt. Eine dadurch hervorgerufene Reduzierung der Sulfonylgruppen
kann Thiolgruppen erzeugen (Abb. 42, b),'8' 182 die mit DNA-Maleimid umgesetzt
werden konnen (Abb. 42, d, e). Die nicht belichteten Bereiche konnten mit PEG-Amin
umgesetzt werden (Abb. 42, c). Durch Hybridisierung sollten schliel3lich DNA
funktionalisierte yG immobilisiert werden (Abb. 42, f). Als erste Uberpriifung der
lokalisierten Funktionalitdten der Oberflache konnten die Thiole alternativ mit
Farbstoff-Maleimid umgesetzt werden.

Die ITO-Schichten wurden von Niklas Lothmann (Arbeitsgruppe Simon, Institut fur
Anorganische Chemie, RWTH Aachen University) durch Sputtern erzeugt. Die in
diesem Kapitel gezeigten REM-Aufnahmen wurden von Birgit Hahn (Arbeitsgruppe
Simon, Institut fir Anorganische Chemie, RWTH Aachen University) aufgenommen.
Birgit Hahn hat zudem die Silanisierungen durchgefihrt. Michael Noyong
(Arbeitsgruppe Simon, Institut fir Anorganische Chemie, RWTH Aachen University)
programmierte die Lithografiemuster und fuhrte zudem die Roéntgenfluoreszenz-
analyse der ITO-Oberflachen durch. Die optische Mikroskopie wurde von Pia Len3en
(Arbeitskreis WOll, Institut fur Physikalische Chemie, RWTH Aachen University)
durchgefuhrt.

4.3.1 Herstellung und Optimierung der ITO-Oberflache

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ITO-Substrate von zwei verschiedenen Anbietern
und im Arbeitskreis hergestellte Substrate verwendet.

Zur Qualitatskontrolle und Untersuchung der Homogenitat der Oberflache wurden
REM- und AFM-Messungen an den kommerziell verfiigbaren und im Arbeitskreis via
Abscheidung durch Sputtern hergestellten Substraten vorgenommen. Der Vergleich
der REM-Aufnahmen der Substrate von PGO und Diamond Coatings mit den ITO-
Substraten, die im Arbeitskreis hergestellt wurden, ist in Abb. 43 gezeigt.
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Abb. 43: REM-Aufnahmen der ITO-Substrate von PGO (a, e), Diamond Coatings (b, f) und der im

Arbeitskreis hergestellten Substrate, bei denen fiir 270 s mit ITO (c, g) und 7 s mit Titan gefolgt
von 30 min mit ITO beschichtet wurde (d, h).

Die Substrate von PGO und Diamond Coating zeigen eine durchgehend
weitestgehend einheitlich graue Flache und somit homogene Schicht. Darauf sind in
den REM-Aufnahmen helle und dunkle Bereiche sichtbar (Abb. 43 a, e, b, f). Die hellen
Strukturen sind vermutlich auf feste Adsorbate zuriickzufiihren, wahrend es sich bei
den dunklen Bereichen um Verunreinigungen oder Locher handelt. Die ITO- Substrate
von PGO zeigen verteilt Uber die gesamte Oberflache hellere Strukturen (Abb. 43, a,
e) sowie wenige, grolRere, dunkle Strukturen. Die Substrate von Diamond Coatings
zeigten weniger gleichmallig verteilte Verunreinigungen, dafur allerdings Strukturen
mit grolerer Ausdehnung (Abb. 43, b, f, Pfeile). Bei den Substraten, welche im
Arbeitskreis hergestellt wurden, I&sst sich eine homogene Oberflache erkennen (Abb.
43 ¢, g, d, h). Die rechteckigen Strukturen auf den Oberflachen sind Kontaminationen
wie beispielsweise Kohlenstoffabscheidungen durch die Elektronenmikroskopie (Abb.
43, a-f). Diese Kontaminationen kdnnen durch Kohlenwasserstoffe auf der Probe oder
im REM hervorgerufen werden. Zudem ist eine Diffusion von Molekulen auf der
Oberflache im Elektronenstrahl moglich. 202-204

Es wurde versucht die Substrate der beiden kommerziellen Anbieter zu reinigen und
die Substrate wurden zur Uberpriifung mittels REM untersucht (Abb. 44).
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Abb. . 44: REM-Aufahmen der ITO-Substrate von PO (a-d) und iaond oatings (e-h). Die
unbehandelten Substrate (a, e) wurden mit Ethanol gespiilt (b, f) und mit Ar-Plasma behandelt
(c, g) sowie mit Ethanol gespiilt und anschlieBend mit Ar-Plasma behandelt (d, h).
Bei den ITO-Substrate von PGO konnten sowohl die helleren als auch die dunkleren
Strukturen, die bei den unbehandelten Substraten zu erkennen waren, auch nach dem
Spulen mit Ethanol beobachtet werden. Die grof3eren, dunkleren Strukturen konnten
durch eine Behandlung mit Ar-Plasma entfernt werden (Abb. 44, c), die helleren,
kleineren Strukturen jedoch nicht. Bei den dunkleren Strukturen handelte es sich somit
vermutlich um lose Adsorbate oder organische Verunreinigungen.
Bei den Substraten von Diamond Coatings flihrten weder das Spllen der Substrate
mit Ethanol noch die Behandlung mit Plasma zu einer Entfernung der hellen
Strukturen. Eine Kombination von Spllen mit Ethanol und Behandlung mit Argon-
Plasma zeigte bei keinem der ITO-Substrate zusatzlichen Erfolg. Eine Reinigung der
Substrate beider Anbieter konnte somit nicht erfolgreich durchgefuhrt werden. Die
rechteckigen  Strukturen sind erneut auf Kontaminationen durch die
Elektronenmikroskopie zurtickzufiihren. 202-204

Zusatzlich wurde fur die Substrate von PGO, Diamond Coatings und aus dem
Arbeitskreis eine Oberflachenanalyse mittels AFM durchgeflihrt (Abb. 45). Die
zugehorigen Phasenbilder und Hohenbilder, bei denen der zur Ermittlung der
Hohenprofile verwendete Pfad gekennzeichnet ist, befinden sich im Anhang (Abb. 77).
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Abb. 45: AFM-Hohenbilder (a-d) mit zugehorigen Hohenprofilen (e-h) der ITO-Substrate von Diamond
Coatings (a, e), PGO (b, f) und aus dem Arbeitskreis bei denen fiir 270 s mit ITO (c, g) und bei
denen fiir 7 s mit Titan gefolgt von 30 min mit ITO (d, h) beschichtet wurde.

Die Oberflachenanalyse der Substrate von Diamond Coatings und PGO zeigt eine

Hohenvarianz von etwa 7 nm mit einzelnen hdheren Bereichen auf den Oberflachen

bis etwa 22 nm (Abb. 45, e, f). Auf den zugehdrigen AFM-Bildern lassen sich diese

Partikel verteilt Uber den gesamten untersuchten Bereich beobachten (Abb. 45, a, b).

Im Vergleich dazu zeigen die im Arbeitskreis hergestellten Substrate homogene

Oberflachen mit gleichmafligen Rauigkeiten im Bereich weniger Nanometer (Abb. 45,

C, g, d, h). Bei langeren Sputterzeiten sind grofere Differenzen der Hohen zu

beobachten. Die Rauigkeit steigt von 1,3 nm £ 0,5 nm (Abb. 45, g)auf2,6 nm+ 1,1 nm

(Abb. 45, h).

Die Zusammensetzung der Oberflachen der Substrate aus dem Arbeitskreis, von PGO
und von Diamond Coatings wurde zudem mittels Rdéntgenfluorenzanalyse (XRF)
untersucht (Tabelle 12).

Tabelle 12: Sputterzeiten und resultierende Atomprozente von Indium und Zinn im Vergleich zu den

Atomprozenten von Indium und Zinn des Sputtertargets und auf den Substraten von PGO und
Diamond Coatings. Die Atomprozente wurden durch XRF ermittelt.

Sputterzeit / s mol% (In) mol% (Sn) Verhaltnis In/Sn

170 0,0024 0,0006 4
220 0,0027 0,0006 4,5
270 0,0036 0,0009 4
320 0,0042 0,0009 4,7
1800 0,0264 0,0032 8,3
Sputtertarget 89,68 9,89 9,1
Hersteller mol% (In) mol% (Sn)

PGO 0,0189 0,0023 8,2
Diamond Coatings 0,0423 0,0046 9,2

Bei kirzeren Sputterzeiten zwischen 170 und 320 Sekunden ist das detektierte
Verhaltnis der Atomprozenten von Indium zu dem von Zinn niedriger als das bei den
Substraten von PGO und Diamond Coatings und des verwendeten Sputtertargets.
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Eine mogliche Erklarung hierflr sind das Erreichen sehr geringer Atomprozente und
Messfehler durch die Detektionsgrenze sowie Uberlappungen von Signalen mit den
Elementen aus dem Glassubstrat. Eine Sputterzeit von 30 Minuten flihrte zum
angestrebten Verhaltnis von Indium 2zu Zinn wund einer vergleichbaren
Zusammensetzung, wie der des Targets.

Die ITO-Substrate von PGO und Diamond Coatings zeigten Artefakte, welche sich
nicht durch Spulen oder kurze Plasmabehandlung entfernen lieBen und zu einer
raueren Oberflache fuhrten. Die Herstellung eigener ITO-Substrate im Arbeitskreis
fuhrte zu homogenen Oberflachen mit geringer Rauigkeit und vergleichbarer
Zusammensetzung mit der der gekauften Substrate.

Fir die folgenden Untersuchungen wurden ausschlieBlich die [TO-Substrate
verwendet, die im Arbeitskreis hergestellt wurden. Die Sputterzeit betrug 7 Sekunden
fur Titan als Haftvermittler und 30 Minuten fur ITO.

4.3.2 Optimierung der Oberflaichenfunktionalisierung der ITO-Oberflachen

Die lokalisierte Oberflachenfunktionalisierung der ITO-Substrate sollte zunachst tber
eine Markierung der reduzierten Bereiche der Oberflache mit Maleimid modifiziertem
Alexa647-Farbstoff gezeigt werden (Abb. 46).
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Abb. 46: Schematische Darstellung der Schritte zur Markierung reduzierter Bereiche der Oberflache
inklusive der Silanisierung der Oberflache (a) der chemischen Elektronenstrahllithografie (b),
der PEGyllierung der umgebenden Oberflache (c) und der Funktionalisierung mit Alexa647-
Maleimid (d).
Fir die Oberflachenfunktionalisierung wurde zum einen kommerziell erhaltliches 2-(4-
Chlorosulfonylphenyl)-Ethyltrimethoxy-silan verwendet und zum anderen eine
Synthese eines vergleichbaren Silan-Derivates in Losung sowie oberflachengebunden
untersucht. Fur die Synthese wurden unter Bericksichtigung des Parameterfeldes, wie
Reaktionstemperatur und -zeit, gezielte Stichproben experimentell untersucht.
Nach der Oberflachenfunktionalisierung wurden die Sulfonylgruppen mittels cEBL
lokal zu Thiolen reduziert. Die verwendeten Muster zur lokalen Belichtung sind in Abb.
47 dargestellt.
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Abb. 47: Verwendete Lithografiemuster fiir den Test der optimalen Dosis (a) und die Kombination mit
optischer Mikroskopie (b). Die Muster wurden von Doktor Michael Noyong (Arbeitsgruppe
Professor Doktor Ulrich Simon, Institut fiir Anorganische Chemie, RWTH Aachen University)
programmiert.

Anhand dieser Muster sollte zum einen die optimale Dosis (Abb. 47, a) und zum
anderen eine mdgliche Kombination mit der optischen Mikroskopie (Abb. 47, b)
uberpruft werden. Eine Optimierung der relativen Dosis ist fur eine vollstandige
Reduktion zu Thiolen ohne Kontamination der Oberflache und somit fur eine ideale
weitere Umsetzung notwendig. '8! Die Pfeile in Abb. 47, b dienen der Orientierung fiir
eine Kombination mit der optischen Mikroskopie. Hier ist es notwendig Strukturen zu
verwenden, welche auch unterhalb der Abbe Limitierung 2% sichtbar sind. Zusatzlich
wurde fur eine bessere Orientierung in beiden Mustern ein Referenz-L als teilweise
Umrandung verwendet. Dieses Referenz-L sollte durch Uberbelichtung in der
optischen Mikroskopie als Markierung dienen.

Die Analyse der Strukturen erfolgte unmittelbar nach der cEBL mittels REM und nach
der Umsetzung mit Alexa647-Maleimid mittels Fluoreszenzmikroskopie. Zudem wurde
Uberpruft ob die Strukturen in der Durchlichtmikroskopie sichtbar waren. Fur die
oberflachengebundene Synthese wurde zudem die Hydrophilie der Oberflache mittels
Messungen der Kontaktwinkel Gberpruft. Vor der cEBL wurde die Leitfahigkeit der
Substrate mit Hilfe eines Multimeters Uberprift, um eine Beschadigung der ITO-
Schicht durch die Synthese auszuschliel3en.

4.3.2.1 Oberflachenfunktionalisierung der ITO-Oberflachen mit kommerziellem 2-(4-
Chlorosulfonylphenyl)-Ethyltrimethoxy-silan

Fur die Funktionalisierung der Oberflache sollte in Anlehnung an die Literatur 181 182 2-
(4-Chlorosulfonylphenyl)-Ethyltrimethoxy-silan verwendet werden (Abb. 48).
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Abb. 48: Schematische Darstellung der Oberflaichenfunktionalisierung der ITO-Substrate mit 2-(4-
Chlorosulfonylphenyl)Ethyltrimethoxy-silan.

Fir die Uberpriifung der Mdglichkeit der Kombination mit optischer Mikroskopie wurde

zunachst mit Substraten mit den Lithografiemustern mit Pfeilstrukturen (Abb. 47, b)

unter Verwendung unterschiedlicher Dosen gearbeitet. Die Platzierung der Muster auf

dem Substrat erfolgte anhand von Kratzern zur groben Orientierung, wahrend eine

genaue Positionsbestimmung uber das REM erfolgte (Abb. 49).

a b C
b
c Kratzer zur b 20: 40 60 80 20 40 o0 80
Markierung
2 2ASI6S 8 4 2816 24
C A .
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Abb. 49: Schematische Darstellung der Strukturierung der Substrate mit vier Mustern zur Uberpriifung
einer Kombination mit optischer Mikroskopie inklusive der Anordnung der Muster auf dem
Substrat mit Orientierung zum Kratzer (a) und der zum Schreiben der jeweiligen Muster
verwendeten Dosen (b, c).

Durch die Verteilung der Muster auf der Oberflache sind zum einen eine Uberpriifung
der Homogenitat des gesamten Substrats und zum anderen zuklnftig eine
unterschiedliche  Funktionalisierung der Muster mdglich. Die  weitere
Funktionalisierung der Muster erfolgte hierbei durch manuelles Absetzen von Tropfen
auf den einzelnen Mustern.

Durch die elektronenmikroskopische Betrachtung groRerer Bereiche der Oberflachen
konnten Inhomogenitaten der Oberflachen beobachtet werden (Abb. 50).
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Abb. 50: REM-Aufnahmen von ITO-Substraten nach der Oberflichenfunktionalisierung mit 2-(4-

Chlorosulfonylphenyl)Ethyltrimethoxy-silan und der Lithografie.
Anhand der REM-Aufnahmen lassen sich die Lithografiemuster auf der Oberflache
sowie die Kratzer zur Markierung rechts davon erkennen (Abb. 50, Pfeile). Zudem
sind auf beiden Substraten unterschiedliche Verunreinigungen zu erkennen. Auf einem
Substrat (Abb. 50, a) sind dunklere Flecken zu erkennen und auf dem anderen
Substrat (Abb. 50, b) scheint eine ungleichmallige Beschichtung vorzuliegen, deren
Rander zu erkennen sind.

Nach der Lithografie wurden die Substrate mittels REM, Fluoreszenzmikroskopie und
Durchlichtmikroskopie untersucht (Abb. 51).
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e Beispiele von Lithografiemustern (nach Abb. 49, b) auf drei analog behandelten
Substraten, untersucht mittels REM (a, d g), Fluoreszenzmikroskopie (b, e, h) und
Durchlichtmikroskopie (c, f, i). a, b und c sowie d, e und f und g, h und i zeigen hierbei jeweils
das gleiche Muster.

Die REM-Aufnahmen der Muster zeigen eine Verzerrung des Referenz-L aufgrund
eines Drifts bei der fur die L gewahlten langen Belichtungsdauer. Aufgrund der
kirzeren bendtigten Zeiten zum Schreiben der kleineren Strukturen tritt dieser hier
nicht auf (Abb. 51, d) und stellt fur die nanoskalige Strukturierung der Oberflachen
somit kein Problem dar. Zudem sind einzelne, dunklere Artefakte zu beobachten (Abb.
51, a, d). Bei der Betrachtung der Fluoreszenzmikroskopie- sowie
Durchlichtmikroskopie-Aufnahmen kénnen deutliche Unterschiede zwischen den drei
Mustern beobachtet werden. In den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erscheinen
die Bereiche mit mehr Farbstoff heller. Somit sollten bei erfolgreicher lokaler
Funktionalisierung der Lithografiemuster die Bereiche hell erscheinen, die in den REM-
Aufnahmen dunkler erschienen. Der Vergleich der REM- und
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen zeigt teilweise ein inverses Muster (Abb. 51, b)

67



4 Ergebnisse und Diskussionen

bei dem der Hintergrund starker fluoresziert als das Muster. Teilweise sind Muster zu
beobachten, die bei hdheren Dosen leichte Fluoreszenz zeigen, bei niedrigeren Dosen
jedoch wiederum eine starkere Hintergrundfluoreszenz und zudem unscharf
erscheinen (Abb. 51, e). Vereinzelt konnten Muster beobachtet werden, bei denen die
Strukturen fluoreszieren und klar zu erkennen sind (Abb. 51, h). Alle Muster der drei
Substrate sind im Anhang zusammengefasst und zeigen, dass selbst innerhalb eines
Substrats deutliche Unterschiede auftraten (Abb. 79, Abb. 80, Abb. 81). Ein
Zusammenhang mit der chronologischen Reihenfolge der cEBL und somit ein Einfluss
des Vakuums auf beispielsweise adsorbiertes Wasser, war hierbei nicht zu erkennen.
Durch Wasser auf den Oberflachen kénnte es, statt der angestrebten Reduktion der
SAM, zu einem Atzen kommen.296-208 \ittels Durchlichtmikroskopie wurde Uberpriift,
ob die Lithografiemuster gefunden werden konnen. Der Vergleich von
Fluoreszenzmikroskopie und Durchlichtmikroskopie zeigt, dass eine erfolgreiche
Umsetzung der Muster mit Farbstoff nicht einhergeht mit der Sichtbarkeit der Muster
in der Durchlichtmikroskopie und umgekehrt. Dies ist dadurch zu erklaren, dass
Uberlichtete Muster in der Durchlichtmikroskopie deutlicher zu erkennen sein sollten.
Eine Funktionalisierung uberbelichteter Muster hingegen ist schlechter oder nicht mehr
maoglich, da die SAM beschéadigt werden kann. 78

In Anlehnung an die Literatur 8" 182 wurde zudem versucht AuNP an die cEBL-Muster
zu binden. Die Abscheidung der AuNP basiert hierbei auf der bevorzugten Bindung
des Golds an die Thiole der reduzierten Muster gegenuber des Citrat-Liganden.

FUr die Lithografie wurden sowohl das Muster zum Optimieren der Dosis als auch das
Muster flr die Kombination mit optischer Mikroskopie verwendet wurden (Abb. 52).
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Abb. 52: Schematische Darstellung der Strukturierung der Substrate mit Muster fiir den Dosistest inklusive
der Anordnung der Muster auf dem Substrat und mit Orientierung zum Kratzer zur Markierung
(a) und der zum Schreiben der jeweiligen Muster verwendeten Dosis (b, c). Die Angabe der
Dosis x (c) ist in (a) beinhaltet.

Es wurden REM-Aufnahmen eines Substrates mit PEG-Funktionalisierung (Abb. 53)

aullerhalb des Musters und eines Substrates ohne PEG-Funktionalisierung (Abb. 82,

Anhang) angefertigt.
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N UM g dVUTr M. S
M-Aufnahmen der Markierung des Lithografiemusters mit AuNP. Zwischen der Lithografie und
der Abscheidung der AuNP erfolgte eine Funktionalisierung mit PEG-Amin (auBerhalb der
Muster). Die Muster wurden nach Abb. 52 geschrieben. (a, e) Muster oberhalb des Kratzers,
(b, f) Muster rechts vom Kratzer, (c, g) Muster unterhalb des Kratzers, (d, h) Muster links vom

Kratzer.

Die hellen spharischen Strukturen in den REM-Aufnahmen stellen die AuNP dar. Die
cEBL-Muster sind in dunkel zu erkennen. Das weniger scharf abgegrenzte cEBL-
Muster (Abb. 53, b, f) kann durch eine Fokusverlust wahrend des Schreibvorgangs
erklart werden. Eine bevorzugte Abscheidung der AuNP innerhalb der Muster ist
teilweise (Abb. 53 c-d, g-h) zu erkennen und zeigt keine Abhangigkeit von der
verwendeten Dosis. Teilweise besteht der Eindruck einer erhéhten unspezifischen
Adsorption auch aufierhalb der belichteten Bereiche (Abb. 53, a-b, e-f), welcher aber
nicht statistisch ausgewertet wurde. Die REM-Aufnahmen des Substrates ohne PEG-
Funktionalisierung (Abb. 82, Anhang) hingegen zeigen weder innerhalb noch
aullerhalb des Musters AuNP. Dies deutet darauf hin, dass keine Thiole vorhanden
waren. Die PEG-Funktionalisierung ist fur die Abscheidung von AuNP an Thiolen nicht
notwendig. '8 182 Bei erfolgreicher Oberflachenfunktionalisierung sollte eine
Abscheidung somit auch ohne PEGylierung maoglich sein.

Die Abscheidung der AuNP wurde nicht optimiert und sollte ausschlieflich als
Nachweis fur die Oberflachenfunktionalisierung dienen. Es konnte eine teilweise
Anbindung gezeigt werden. Dies spricht fur die Bildung von Thiolen, die jedoch nur in
einzelnen cEBL-Mustern gezeigt werden konnte.

Aufgrund fehlender Reproduzierbarkeit der Oberflachenfunktionalisierungen sowie der
Verunreinigungen auf den Oberflachen und der eingestellten Produktion des 2-(4-
Chlorosulfonylphenyl)Ethyltrimethoxysilans konnte die Oberflachenfunktionalisierung
der ITO-Substrate lediglich als Teilerfolg betrachtet werden.
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4.3.2.2 Oberflachenfunktionalisierung der ITO-Oberflaichen mit im Arbeitskreis
hergestellten Silan-Derivaten

Der Syntheseansatz der Silan-Derivate basierte auf einer Synthese von sulfonierten
Poly-2-(phenylethyl)siloxa-Polymer-Membranen,?®® wobei die Vorschrift nur bis zur
Einbringung der funktionellen Gruppe umgesetzt wurde (Abb. 54).
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Abb. 54: Schematische Darstellung zur Synthese von 2-(Sulfonsaurephenyl)Ethyltrimethoxy-silan.

Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung auf die ITO-Substrate gegeben (Abb.
55).
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Abb. 55: Schematische Darstellung der Oberflaichenfunktionalisierung der ITO-Substrate mit 2-
(Sulfonsaurephenyl)Ethyltrimethoxy-silan.

Da die Substrate durch den Versuch der Oberflachenfunktionalisierung mit dem im
Arbeitskreis hergestellten 2-(Sulfonsaurephenyl)Ethyltrimethoxy-silan ihre
Leitfahigkeit verloren, waren die Lithografie und die nachfolgenden
Funktionalisierungen sowie die damit verbunden Analytik nicht sinnvoll. Der Verlust
der Leitfahigkeit ist vermutlich auf ein Ablésen der ITO-Schicht zurlckzufiihren,
welches mit einer sichtbaren Veranderung des Farbeindrucks des Substrats
einherging.

Als Alternative wurde versucht eine oberflachengebundene Synthese durchzufihren.
Hierdurch sollte die Moglichkeit der unerwinschten Polymerisierung verringert und
eine Aufreinigung durch Abspllen der Substrate ermdéglicht werden (Abb. 56).
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Abb. 56: Schematische Darstellung des schrittweisen Aufbaus von 2-(Sulfonsdurephenyl)-

Ethyltrimethoxysilan. Im ersten Schritt wird Trimethoxy-(2-phenylethyl)-silan an die ITO-
Oberflache (a) gebunden, wodurch eine silanisierte Oberfliche mit unpolaren Endgruppen
entsteht (b), welche dann mit Schwefelsdure umgesetzt wird (c).
Durch die Behandlung der Substrate mit Schwefelsaure zur Einbringung der
Sulfonsauregruppen ging erneut die Leitfahigkeit verloren, weshalb die Lithografie
sowie die nachfolgende Funktionalisierung und Analytik nicht sinnvoll waren. Der
Verlust der Leitfahigkeit ist auf den Verlust der ITO-Schicht durch Atzen
zurlickzuflhren. 210
Um die ITO-Schicht nicht zu beschadigen, wurde im Folgenden mit Ammoniumsulfat
ein alternatives Edukt fur die Sulfonierung verwendet (Abb. 57).
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Abb. 57: Schematische Darstellung des schrittweisen Aufbaus von 2-(Sulfonsdurephenyl)Ethyltri-
methoxysilan. Im ersten Schritt wird Trimethoxy-(2-phenylethyl)-silan an die ITO-Oberflache
gebunden (a), wodurch eine silanisierte Oberflaiche mit unpolaren Endgruppen entsteht (b),
welche dann mit Ammoniumsulfat zur gewiinschten Oberflichenfunktionalisierung
umgesetzt wird (c).

Durch die oberflachengebundene Synthese von 2-(Sulfonsaurephenyl)Ethyltri-
methoxysilan mit Ammoniumsulfat konnten leitfahige Substrate erhalten werden.

Eine Charakterisierung der Hydrophilie der Oberflachen erfolgte mittels
Kontaktwinkelmessungen nach den einzelnen Schritten und fur 4 h sowie 50 h
Reaktionszeit bei 10 °C und 30 °C fur die Sulfonierung (Tabelle 13, Abb. 78., Anhang).
Die Reaktionsbedingungen wurden variiert, um einerseits einen hohen Umsatz und
andererseits wenig Nebenreaktionen zu erreichen.
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Tabelle 13: Kontaktwinkel von Wasser auf den Oberflachen bei den einzelnen Schritten der schrittweisen
Oberflichenfunktionalisierung.

Kontaktwinkel / °
Substrat 1 Substrat 2 Mittelwert

Gereinigtes Glas 4,9 5,2 5,1

ITO 26,6 26,4 26,5
Silanisiert 101,5 94,5 98,0
Sulfoniert 4 h;10°C 34,9 45,0 40,0
Sulfoniert 4 h; 30 °C 26,6 29,7 28,2
Sulfoniert 50 h; 10 °C 72,5 73,7 73,1
Sulfoniert 50 h; 30 °C 79,8 84,9 82,4

Die Kontaktwinkel zeigen exemplarisch eine Entwicklung von einer hydrophilen
Oberflache des gereinigten Glassubstrates hin zu einer weniger hydrophilen 1TO-
Oberflache und einer hydrophoben, silanisierten Oberflache. Die Sulfonierung sollte
durch die polaren Endgruppen erneut zu einer hydrophileren Oberflache fihren. Dies
ist bei allen untersuchten Reaktionsbedingungen zu beobachten, wobei die
hydrophilste Oberflache nach 4 h Reaktionszeit bei 30 °C zu beobachten ist. Durch die
Hydrophilie der Oberflache in Kombination mit der Reaktion im wassrigen Medium
sowie Luftkontakt der Substrate ist Wasser auf den Oberflachen nicht auszuschlieRRen

und einer der Parameter, die bei den cEBL-Experimenten Einfluss nehmen kann. 206-
208

Die Betrachtung von REM-Aufnahmen einer grélieren Flache der Substrate zeigt im
Gegensatz zu den Substraten mit dem kommerziell erhaltlichen Silan eine homogene
Oberflache mit Ausnahme der als Markierung gesetzten Kratzer (Abb. 58).

Abb. 58: REM-Aufnahmen von ITO-Substraten nach der oberflichengebundenen Synthese von 2-
(Sulfonsaurephenyl)Ethyltri-methoxysilan und der Lithografie.
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Fir die Lithografie wurden sowohl das Muster zum Optimieren der Dosis als auch das
Muster flr die Kombination mit optischer Mikroskopie verwendet (Abb. 52).

Die an die Lithografie anschlieRende Funktionalisierung der Substrate erfolgte mit
Alexa647-Maleimid nach Abb. 46 sowohl mit als auch ohne PEG. Die
Reaktionsbedingungen der Sulfonierung wurden hinsichtlich Zeit und Temperatur
variiert.

Substrate mit einer Sulfonierung Uber 4 h bei 30 °C und anschlieRender
Funktionalisierung mit PEG-Amin und dann mit Alexa647-Maleimid wurden mittels
REM und Fluoreszenzmikroskopie analysiert (Abb. 59).

10 um 10 um 10 ym

Abb. 59: REM- (a-c) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (d-f) der erfolgreichen Markierung des
Lithografiemusters mit Alexa647-Farbstoff auf drei verschiedenen Substraten. Die
Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit Ammoniumsulfat fiir 4h bei 30 °C. Zwischen den
REM-Aufnahmen und den Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen erfolgten eine
Funktionalisierung mit PEG-Amin (auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid
(innerhalb der Muster).

Die hochsten getesteten Dosen zeigen die starkste Fluoreszenz. Dies zeigt, dass die
optimale Dosis unter Umstanden noch nicht erreicht war und die Notwendigkeit besteht
die Dosen zu optimieren. Zudem lasst sich eine ungleichmalige Farbstoff-
Funktionalisierung erkennen. Bei Betrachtung der Referenz-L wird deutlich, dass in
den auleren Bereichen eine starkere Farbstoff-Markierung vorliegt. Zudem ist zu
beachten, dass es sich erneut um einzelne Muster verschiedener Substrate handelt.

Die Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen zeigen somit einen teilweisen Erfolg der
lokalisierten Anbindung des Farbstoffs, wobei zum einen die Dosis noch optimiert
werden muss und zum anderen die zusammenhangenden Flachen nicht gleichmalig
fluoreszieren. Eine Zusammenfassung der Substrate, welche unter gleichen
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Bedingungen umgesetzt wurden, und dennoch unterschiedlich funktionalisierte Muster
aufweisen, befindet sich im Anhang (Abb. 83, Abb. 84, Abb. 85). Auf dem Substrat
des gezeigten Dosistestmusters (Abb. 59, a, d) konnte in der optischen Mikroskopie
kein weiteres Muster gefunden werden, weshalb dieses Substrat nicht in der
Zusammenfassung aufgefuhrt ist. In der Durchlichtmikroskopie war keines der Muster
sichtbar.

Da die erfolgreiche Farbstoffanbindung nicht ausschlieRlich von der Belichtungsdauer
abzuhangen scheint, wurde eine Reihe Parameter, die eine Auswirkung auf die
Oberflachenbenetzbarkeit, die Oberflachenfeuchtigkeit und die SAM selbst aufweisen
kdonnen, variiert.

Es wurden Substrate ohne PEG-Funktionalisierung und Substrate mit Lagerung im
Vakuum vor der Lithografie untersucht. Das Lagern der Substrate im Vakuum nach
der Sulfonierung wurde untersucht, um zu Uberprifen, ob es durch Wasser auf den
Oberflachen zu einem Atzen statt zu einer Reduktion kommt.296-208 Dje Substrate
zeigten ohne PEG-Funktionalisierung (Abb. 86) und mit Lagerung im Vakuum nach
der Sulfonierung mit (Abb. 87) und ohne PEG (Abb. 88) keine Fluoreszenz innerhalb
der Muster und wurden somit als nicht erfolgreich gewertet.

Als Parameter mit Einfluss auf die SAM wurden die Reaktionstemperatur und
Reaktionszeit wahrend der Sulfonierung untersucht. Das Absenken der
Reaktionstemperatur auf 10 °C wahrend der Sulfonierung flhrte ebenfalls zu keiner
Farbstofffunktionalisierung der Muster (Abb. 89, Abb. 90).

Die Variation der Reaktionszeit der Sulfonierung von 4 h auf 1 h zeigte Teilerfolge
(Abb. 91, Abb. 92), jedoch schlechtere Ergebnisse als bei der Reaktionszeit von 4 h.
Das Erhdhen der Reaktionszeit auf 12 h (Abb. 93) und 5 h zeigte keine Erfolge, wobei
auch bei 5 h Substrate mit (Abb. 95) und ohne PEG (Abb. 94) sowie nach dem Lagern
im Vakuum (Abb. 96) untersucht wurden. In Ubereinstimmung mit den
Kontaktwinkelmessungen konnten bislang mit einer Sulfonierung Gber 4 h bei 30 °C
und anschlieBender Funktionalisierung mit PEG-Amin und dann mit Alexa647-
Maleimid die besten Resultate erzielt werden.

Die untersuchten Parameter sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Fir jeden
Parameter ist die Anzahl der insgesamt hergestellten Muster zusammen mit der
Anzahl der erfolgreich funktionalisierten und somit fluoreszenten Muster angegeben.
Aufgrund der Kombination verschiedener Parameter fur jedes Muster, werden die
gleichen Muster mehrfach aufgefuhrt.
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Tabelle 14: Ubersicht der variierten Parameter mit Angabe der Anzahl der hergestellten Muster und der
fluoreszierenden Muster.

Muster Fluoreszierende Erfolgsquote /

insgesamt Muster %
Mit PEG 37 5 14
Ohne PEG 16 0 0
Mit Lagerung im Vakuum 18 2 11
Ohne Lagerung im Vakuum 35 3 9
10 °C 2 0 0
30 °C 51 5 10
1h 8 2 25
4 h 31 3 10
5h 12 0 0
12 h 2 0 0

Das Lagern der Substrate im Vakuum zeigte Teilerfolge, wobei aufgrund der
Kombination verschiedener Parameter sowie mangelnder Reproduzierbarkeit bislang
keine verlassliche Korrelation moglich ist.

Zusatzlich zu der Variation der chemischen Parameter wurden die Strukturierung und
Platzierung der Substrate wahrend der Beschichtung als weiterer Parameter
untersucht. Die mangelnde Reproduzierbarkeit der fluoreszierenden Muster ist nicht
auf sichtbare Inhomogenitaten zurtckzufuhren (Abb. 58), sondern konnte ihre
Ursache bereits in der durch Sputtern abgeschiedenen Schicht oder der Lithografie
haben.

Fir eine Uberprifung ungleichmaRiger ITO-Schichten als Ursache wurden die Muster
weiter in die Mitte der Substrate verschoben. Hierdurch sollte der Effekt einer
madglichen ungleichmaligen Beschichtung minimiert werden. Zudem wurde die
Abhangigkeit von der Substratplatzierung im Plasma wahrend des Sputtervorgangs
beobachtet (Abb. 60). Ungleichmafige ITO-Schichten kénnten durch veranderte
Streuung der Elektronen wahrend der cEBL zu unterschiedlicher Reduktion und somit
Funktionalisierung fuhren. Wahrend der Beschichtung mittels Sputterverfahren liegt
eine radiale Verteilung des ITO in der Anlage vor, wodurch Bereiche im AuRReren der
Anlage weniger dick beschichtet werden konnten.
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a
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Abb. 60: Schematische Darstellung der Strukturierung der Substrate mit Muster fiir den Dosistest inklusive
der Anordnung der Muster auf dem Substrat und mit Orientierung zum Kratzer zur Markierung
im Plasma widhrend des
Sputtervorgangs (a) und der zum Schreiben der jeweiligen Muster verwendeten Dosis (b, c).
Die Angabe der Dosis x (c) ist in (a) beinhaltet und befindet sich unterhalb der Kennzeichnung

sowie mit Kennzeichnung der Platzierung der Substrate

der Platzierung der Muster.

Die Reaktionszeit fur die Sulfonierung wurde flir 3 h und 4 h getestet. Fur die
Vergleichbarkeit mit den vorigen Substraten wurde auch die dort nicht optimale
Reaktionszeit von 5 h untersucht. Die Temperatur betrug 30 °C. Es wurden PEGylierte
und nicht PEGylierte Substrate untersucht.
Die REM- und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen eines Substrates, das fur 4 h mit
anschlieender PEGylierung umgesetzt wurde, sind in Abb. 61 gezeigt.

76



4 Ergebnisse und Diskussionen

EERBREEe -
MERESEE T

EEeEREEET

10y ;

10 pm

Abb. 61: REM- Aufnahmen (a-d) und Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen (e-h) der erfolgreichen
Markierung des Lithografiemusters mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die
Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit Ammoniumsulfat fiir 4 h bei 30 °C. Zwischen den
REM- und den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit
PEG-Amin (auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster).
Wahrend der Beschichtung mit ITO war das Substrat hinten rechts platziert. Bei dem
Dosistestmuster wurde die fiinffache Dosis verwendet.

Die Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen zeigen eine erfolgreiche lokalisierte
Funktionalisierung auf allen vier Mustern. Eine Verschiebung der Muster in die Mitte
der Substrate ist somit als vorteilhaft anzusehen. Hohere Dosen, als bisher verwendet
wurden, scheinen zu besseren Resultaten zu fuhren. Der umgebende Balken mit einer
Dosis von 150 (Abb. 61, h) ist in der Fluoreszenzaufnahme am deutlichsten zu
erkennen und das Dosistestmuster (Abb. 61, e), welches mit der finffachen Dosis der
bisherigen Muster geschrieben wurde, zeigt ein Optimum bei einer Dosis von etwa 200
bis 250. Ein Analog behandeltes Substrat (Abb. 97, Anhang) zeigte jedoch im
Gegensatz zu dem hier gezeigten Substrat kein einziges fluoreszentes Muster. Beide
Substrate wurden parallel behandelt und in den gleichen Lésungen funktionalisiert.
Ohne PEG-Funktionalisierung aber mit ansonsten gleicher Behandlung ist ebenfalls
keine Fluoreszenz der Muster zu beobachten (Abb. 98, Anhang, Abb. 99, Anhang).

Eine erfolgreiche lokalisierte Funktionalisierung aller Muster auf einem Substrat war
auch bei einer Reaktionszeit von 3 h moglich. Die zugehorigen REM- und
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen sind in Abb. 62 gezeigt.
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62: REM- Aufnahmen (a-d) und FIuoreszenzm|kroskop|eaufnahmen (e-h) der erfolgreichen
Markierung des Lithografiemusters mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die
Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit Ammoniumsulfat fiir 3 h bei 30 °C. Zwischen den
REM- und den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit
PEG-Amin (auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster).
Wahrend der Beschichtung mit ITO war das Substrat hinten links platziert. Bei dem
Dosistestmuster wurde die fiinffache Dosis verwendet.

Die Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen zeigen erneut bessere Resultate bei relativ
hohen Dosen von 200 bis 250 und der Vergleich zu dem Substrat mit einer
Reaktionszeit von 4 h zeigt eine scharfere Abgrenzung des Dosistestmusters.

Eine Reaktionszeit von 5 h bei der Sulfonierung mit ansonsten gleicher Behandlung
zeigt mit (Abb. 100, Anhang) und ohne (Abb. 101, Anhang) PEG keine fluoreszenten
Muster, wobei ohne PEG erneut starkere Hintergrundfluoreszenz und somit inverse
Muster zu beobachten sind.

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde die cEBL gestiutzte Strukturierung von ITO-
Substraten zur gerichteten Immobilisierung von PG beschrieben. Es wurden
lokalisierte, lateral begrenzte Bindungsstellen erzeugt, bei denen durch
Funktionalisierung der Umgebung die spharische Form der uG erhalten bleiben soll.

Die vielen verschiedenen Einflussparameter konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht
erschopfend evaluiert werden. Eine Variation der Reaktionsbedingungen bei der
Sulfonierung der oberflachengebundenen Molekile zeigte jedoch die bislang besten
Ergebnisse bei einer Reaktionszeit von 3 h bis 4 h bei 30 °C mit einer PEG-
Funktionalisierung auferhalb der Muster. Die Reproduzierbarkeit der
Funktionalisierungen muss noch optimiert werden, da gleich behandelte Muster
unterschiedliche Ergebnisse zeigen. Dies war teilweise auch auf dem gleichen
Substrat zu beobachten. Eine Verschiebung der Lithographiemuster in die Mitte der
Substrate scheint die Qualitat der Muster auf dem gleichen Substrat einheitlicher
werden zu lassen, wobei bisher nur einzelne Substrate untersucht wurden. Auch bei
den Substraten mit den Mustern, die in der Mitte der Substrate platziert wurden,
konnten Unterschiede zwischen gleich behandelten Substraten beobachtet werden.
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Mdgliche Erklarungen hierfir waren Unterschiede bei der Beschichtung mit ITO oder
bei der Lithografie. Um Unterschiede wahrend der Beschichtung zu untersuchen,
wurde die Platzierung der Substrate wahrend des Sputtervorgangs ebenfalls in
Betracht gezogen, wobei hier anhand der bisherigen Experimente, aufgrund der zu
geringen Anzahl an Substraten, noch keine Korrelation der Einflussparameter moglich
ist.

Aufgrund von mangelnder Reproduzierbarkeit mit den ITO-Oberflachen und dem 2-(4-
Chlorosulfonylphenyl)Ethyltrimethoxy-silan konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht der
gesamte Prozess vollzogen werden, sondern nur die lokalisierte Funktionalitat der
Oberflachen. Eine Immobilisierung der uG steht noch aus.

Insgesamt konnten mit im Arbeitskreis hergestellten ITO-Substraten mit einer
oberflachengebundenen Synthese des 2-(Sulfonsadurephenyl)Ethyltrimethoxy-silan
mit anschlielender Lithografie lokalisierte Funktionalitaten auf Oberflachen erzeugt
werden. Die im Arbeitskreis hergestellten ITO-Substrate zeigten homogenere
Oberflachen als die kommerziell erhaltlichen Substrate und die oberflachengebundene
Synthese fuhrte zu weniger Verunreinigungen und einer gleichmaligeren
Funktionalisierung als mit kommerziellem 2-(4-Chlorosulfonylphenyl)Ethyltrimethoxy-
silan.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden multifunktionale Mikrogel-DNA-Hybridsysteme
hergestellt und  hinsichtlich  ihres  Phasenubergangs in  angepassten
Salzkonzentrationen und einer regioselektiven Funktionalisierung mit DNA untersucht.
Zudem wurden Oberflachen entwickelt, die eine gezielte Immobilisierung von DNA
funktionalisierten Mikrogelen in vorgegebenem Muster und in ihrer nativen Struktur
ermoglichen sollten.

Bei der Untersuchung der Phasenubergange der Mikrogele in angepassten
Salzkonzentrationen konnte gezeigt werden, dass 'H-NMR-Untersuchungen ein
geeignetes Mittel sind Phasenubergange kolloidal instabiler uG Systeme zu
charakterisieren. Es sind sowohl die Tver als auch die thermodynamischen GroR3en
wie AH, AS und AG zuganglich, sodass ein quantitativer Vergleich unterschiedlicher
Systeme ermoglicht wird. Ein nicht linearer Fit zur Bestimmung der
thermodynamischen GroRen erlaubt die Betrachtung aller Messdaten ohne weitere
Linearisierung, wodurch die Fehler des Fits verringert werden.

Die DNA-Funktionalisierung der uG bewirkte, entgegen der Erwartung, eine
Erniedrigung der Tver und AG trotz der EinfUhrung hydrophiler Molekulle. Gegenuber
Salzlésungen zeigte die Tvet der DNA-uG eine geringere Sensitivitat als die Tver der
MG und wurde weniger stark erniedrigt. In PBS, welches verwendet wurde, um
physiologische Bedingungen nachzustellen, zeigten die yG und DNA-uG eine Tver um
38 °C. Dies ist im Hinblick auf biomedizinische Anwendungen vielversprechend, da
hier ein Phasenubergang im Bereich der Korpertemperatur angestrebt wird.

Eine Regioselektivitat der DNA-Funktionalisierung im Inneren der uG konnte durch die
Verwendung von Kern-Schale-uG umgesetzt werden. Die Synthese von Kern-Schale-
MG mit angepasster Schalendicke wurde erfolgreich durchgefuhrt. Der Nachweis des
gezielten Schalenaufbaus geschah mittels TEM, AFM und DLS. Die Lokalisierung der
fur die DNA-Funktionalisierung verwendeten Disulfide im Kern-uG ermdglichte eine
nachtragliche lokale DNA-Funktionalisierung. Die Lokalisierung der funktionellen
Gruppen wurde durch Umsetzung mit Alexa647-Maleimid und durch Umsetzung mit
DNA-Maleimid mit anschlieRender Hybridisierung mit komplementarer Alexa647-DNA
mittels dASTORM und DNA-PAINT gezeigt. Die Markierung mit Farbstoffen erstreckte
sich nicht Uber das gesamte Kern-Schale-uG, war allerdings auch nicht ausschlief3lich
auf den Kern begrenzt. Eine DNA-Funktionalisierung im Inneren von pG ist fur
potenzielle Wirkstofftransportsysteme von Interesse, da das uG hier als Schutz
fungieren kdnnte. Zudem werden zukunftige Experimente zur Diffusion innerhalb von
MG, bei denen Farbstoffe im Inneren der uG freigesetzt und dann mittels SRFM verfolgt
werden sollen, ermdglicht.

In der Auswahl der in Frage kommenden Substrate, die sowohl fur cEBL als auch fur
optische Mikroskopie geeignet sind, wurden kommerzielle sowie eigene ITO-
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Beschichtungen getestet. Den Anforderungen entsprechend haben im Vergleich die
selbst hergestellten Substrate die besten Ergebnisse hinsichtlich Homogenitat und
Rauigkeit gezeigt. Ebenso wurde das SAM-bildende Silan untersucht, da auch durch
die begrenzte kommerzielle Verfugbarkeit eine mallgeschneiderte Synthese
entwickelt werden musste. Hierbei zeigte die oberflachengebundene Synthese die
besten Erfolge.

In den Untersuchungen wurden zudem eine Reihe weiterer Einflussparameter, wie
Reaktionszeit und -temperatur, PEGylierung der Substrate, sowie die Position der
Substrate wahrend der Beschichtung und die Position der cEBL-Muster auf den
Substraten ermittelt, die sich auf die Lithografie unmittelbar auswirken. Eine
Permutation aller Parameter hatte zu grol3en Zeitaufwand bedeutet, sodass gezielt
eine Auswahl von Parametern getestet wurde. Als am erfolgreichsten haben sich bei
den Reaktionsbedingungen bei der Sulfonierung der oberflachengebundenen
Molekule Reaktionszeiten von 3 h bis 4 h bei 30 °C mit einer PEG-Funktionalisierung
aulBerhalb der Muster gezeigt. Die Positionierung der cEBL-Muster in der Mitte der
Substrate fuhrte zu einer gleichmalligeren Umsetzung.

Es konnten wesentliche Parameter identifiziert werden, mit denen die Umsetzung bis
zum fluoreszierenden Muster erfolgreich gezeigt werden konnte. Da auch zufallig auf
alle Ansatze verteilt nicht umgesetzte Muster beobachtet wurden, fur die bis jetzt keine
Korrelation zu den Parametern hergestellt werden konnten, sind weitere
Untersuchungen notwendig. Dennoch kdnnen mittels cEBL Substrate lokal und lateral
begrenzt funktionalisiert werden, um Bindungsstellen fur eine spatere Immobilisierung
der uG zu erzeugen.
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63: Berechneter hydrodynamischer Durchmesser (a) der pG, DNA-uG, Mal-uyG und red pG in

Abhingigkeit der Temperatur und zugehorige Polydispersitatsindices (b) in H20.

Tabelle 15: Tver, und hydrodynamische Durchmesser der uG, DNA-uG, Mal-yG und red pG im gequollenen
und kollabierten Zustand.

Mikrogel Tver/ °C dh, gequollen / NM dh, kollabiert / NM
uG 415 690 + 20 320+ 10
DNA-uG 44 + 3 820 + 40 350+ 10
Mal-uG 43 +2 680 + 30 290+ 10
red uG 43+ 3 660 + 30 300 + 10

Tabelle 16: Durchmesser der uG, DNA-uG, Mal-uG und red pG im getrockneten Zustand, ermittelt anhand
von REM-Aufnahmen (InLens-Detektor) mit Angabe der zur Bestimmung verwendeten Anzahl.

uG DNA-uG Mal-uG red uG
d/nm 450 £ 20 490 + 20 450 + 30 440 + 40
Anzahl 219 279 293 319
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Abb. 64: Berechneter hydrodynamischer Durchmesser (a-d) und zugehoérige Polydispersitatsindices (e-h)
in Abhangigkeit der Temperatur der yG und DNA-pG in H20 (a, €), 0,1 M NacCl (b, f), 0,14 M
NaCl (c, g) und in PBS (d, h).
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Abb. 65: Intensitidtsgewichteter hydrodynamischer Durchmesser (a, d) und berechneter hydrodynamischer
Durchmesser mit Polydispersitatsindices (b, e) der uG in Abhangigkeit der Zeit nachdem fiir
eine Stunde bei 20 °C temperiert wurde mit einer Messung bei 50 °C (a, b) und nachdem fiir
eine Stunde bei 50 °C temperiert wurde mit einer Messung bei 20 °C (d, e) zusammen mit den
gemessenen Peaks bei der ersten und letzten Messung nachdem fiir eine Stunde bei 20 °C
temperiert wurde mit einer Messung bei 50 °C (c) und nachdem fiir eine Stunde bei 50 °C
temperiert wurde mit einer Messung bei 20 °C (f).
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Abb. 66: Signalintensititen der '"H-NMR-Spektren der uG (a), der DNA-uG (b), der red pG (c) und der Mal-
MG (d) in Abhangigkeit der Temperatur bei angepassten Salzkonzentrationen.

Tabelle 17: Natriumgehalt der uG und DNA-UG ermittelt iiber AAS.

Menge Na / mg/L c¢(Na) / mmol/L
pG 0,1 2,3
DNA-uG 0,25 5,7
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Tabelle 18: Tver der uG, DNA-UG, red pG und Mal-uG bei angepassten Salzkonzentrationen.
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Abb. 67: Graphische Darstellung der nach Gleichung 2 ermittelten relativen Signalintensitéiten Int der 'H-
NMR Spektren der pG (a-h), DNA-uG (i-p), red pG (q, r) und Mal-pG (s, t) mit maximalem
Abstand zueinander sowie zu 0 und 1, In D20 (a, e, i, m, g-t), 0,1 M NaCl (b, f, j, n), in 0,14 M
NaCl (c, g, k, 0) und in PBS (d, h, I, p) wahrend der Heiz- (a-d, i-l, q, s) und Kiihlexperimente
(e'hs m-p, r, t)
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Tabelle 19: Relative Signalintensititen Int der "H-NMR Spektren der uyG, DNA-uG, red uG und Mal-uG mit
maximalem Abstand zueinander sowie zu 0 und 1, nach Gleichung 2 ermittelt, mit zugehorigen
Temperaturen T und Gleichgewichtskonstanten Keq bei angepassten Salzkonzentrationen.

T/K Int Keq T/K Int Kegq

uG oM Heizen 316,1 0,35176 1,84 313,3 0,61968 0,61
Kihlen 316,1 0,33272 2,01 312,1 0,67446 0,48

0,fM Heizen 313,2 0,43029 1,32 310,2 0,66129 0,51

Kihlen 313,1 0,41634 1,40 310,2 0,64226 0,56

0,14M Heizen 309,1 0,6565 0,52 313,1 0,32986 2,03

Kiahlen 310,1 0,62114 0,61 312,1 0,45802 1,18

PBS Heizen 312,2 0,34417 1,91 309,17 0,62097 0,61

Kihlen 312,1 0,37296 1,68 309,1 0,6328 0,58

DNA-uG OM Heizen 315,2 0,34775 1,88 312,2 0,62068 0,61
Kihlen 314,1 0,39651 1,52 311,17 0,66109 0,51

0,iM Heizen 313,1 0,42298 1,36 310,17 0,65741 0,52

Kiahlen 313,1 0,39913 1,51 310,1 0,64333 0,55

0,14M Heizen 313,1 0,42298 1,36 310,17 0,65741 0,52

Kiahlen 313,1 0,39913 1,51 310,1 0,64333 0,55

PBS Heizen 312,2 0,43259 1,31 309,2 0,67041 0,49

Kihlen 312,1 0,40459 1,47 309,17 0,64651 0,55

red uG OM Heizen 3152 0,3676 1,72 312,2 0,63348 0,58
Kdhlen 3151 0,35413 1,82 312,1 0,63024 0,59

Mal-uyG OM Heizen 315,1 0,40139 1,49 312,2 0,64932 0,54
Kdhlen 3151 0,38122 1,62 311,1 0,70664 0,42

Tabelle 20: Achsenabschnitt und Steigung des linearer Fits an die van’t Hoff Plots der '"H-NMR-Spektren
der uG, DNA-uG, red uG und Mal-uG bei angepassten Salzkonzentrationen.

Achsenabschnitt Fehler Steigung Fehler

MG oM Heizen 113,66 5,01 -35,75 1,58
Kdhlen 111,01 8,92 -34,90 2,80

0,1M Heizen 98,32 2,85 -30,70 0,89

Kdhlen 97,13 5,03 -30,31 1,57

0,14M Heizen 108,67 9,39 -33,82 2,92

Kidhlen 102,86 15,59 -32,06 4,85

PBS Heizen 112,43 4,76 -34,91 1,48

Kdhlen 109,60 11,47 -34,06 3,56

MG-DNA OM Heizen 117,40 1,96 -36,80 0,61
Kdhlen 113,92 6,14 -35,66 1,92

0,1M Heizen 102,13 7,27 -31,89 2,26

Kdhlen 103,12 5,66 -32,17 1,76

0,14M Heizen 102,13 7,27 -31,89 2,26

Kdhlen 103,12 5,66 -32,17 1,76

PBS Heizen 101,42 14,08 -31,60 4,37

Kidhlen 105,37 14,73 -32,78 4,57

reduG OM Heizen 111,12 6,90 -34,90 2,16
Kdahlen 111,68 6,31 -35,02 1,97

Mal-uG OM Heizen 115,37 4,48 -36,20 1,40
Kuahlen 116,86 5,24 -36,63 1,64
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Tabelle 21: Thermodynamische GroRen AH, AS und AG fiir den Phaseniibergang der yG, DNA-uG, red pG
und Mal-pG bei angepassten Salzkonzentrationen, ermittelt liber den linearen Fit von van’t

Hoff Plots.
AH Fehler AS Fehler AG Fehler
kJ/mol J/ mol-K (298K)
kJ/mol
MG oM Heizen 297,23 13,14 94497 41,65 15,62 0,72

Kihlen 290,16 23,28 922,94 74,16 15,12 1,18

0,1M Heizen 25524 7,40 817,43 23,69 11,64 0,34

Kdhlen 252,00 13,05 807,54 41,82 11,35 0,59

0,14 M Heizen 281,20 24,30 903,52 78,11 11,96 1,02

Kihlen 266,55 40,34 85520 129,65 11,70 1,70

PBS Heizen 290,24 12,30 934,74 39,57 11,69 0,51

Kihlen 283,17 29,60 911,21 95,36 11,63 1,18

DNA-uG OM Heizen 305,96 5,07 976,06 16,30 15,09 0,22
Kihlen 296,48 1596 947,13 51,05 14,23 0,75

0,1M Heizen 265,13 18,79 849,11 60,44 12,10 0,78

Kihlen 267,46 14,63 857,34 47,06 11,97 0,61

0,14 M Heizen 265,13 18,79 849,11 60,44 12,10 0,78

Kihlen 267,46 14,63 857,34 47,06 11,97 0,61

PBS Heizen 262,72 36,33 843,21 117,06 11,45 1,45

Kihlen 272,53 37,99 876,05 122,47 11,47 1,50

redyG OM Heizen 290,13 17,99 923,87 57,36 14,82 0,90
Kihlen 291,14 16,42 92850 52,43 14,45 0,79

Mal-uG OM Heizen 300,95 11,68 959,22 37,24 15,10 0,58
Kdhlen 304,54 13,65 971,56 43,53 15,01 0,68
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Abb. 68: Graphische Auftragung der Schnittpunkte der Geraden nach Gleichung 6 als Ausgangswerte von
AS und AH fiir den nicht linearen Fit der relativen Signalintensitaten der 1H-NMR-Spektren der
MG, DNA-UG, red pG und Mal-pG in D20 (a, e, i, m, g-t), 0,1 M NaCl (b, f, j, n), in 0,14 M NaCl (c,
g, k, o) und in PBS (d, h, I, p) wahrend der Heiz- (a-d, i-l, q, s) und Kiihlexperimente (e-h, m-p,
r, t).
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Tabelle 22: Zusammenfassung der Parameter des nicht linearen Fits der relativen Signale der 'TH-NMR-
Spektren der uG, DNA-uG, red uG und Mal-uG bei angepassten Salzkonzentrationen.

Into Fehler Inty Fehler AH  Fehler Ag | Fehler

kJ/mol J/mol-K
uG oM Heizen -0,07 0,02 1,04 0,02 323,65 0,58 1028,20 1,60

Kihlen -0,10 0,03 1,08 0,03 291,39 0,88 925,77 2,41

0,1iM  Heizen -0,09 0,03 1,08 0,05 255,16 1,34 816,62 4,03
Kihlen -0,09 0,04 1,10 0,05 255,47 1,44 818,71 4,39
0,14M Heizen -0,07 0,03 1,02 0,04 271,12 1,23 870,02 3,79
Kihlen -0,08 0,03 1,10 0,04 265,90 1,30 853,20 4,02

PBS Heizen -0,03 0,02 1,03 0,03 293,44 0,94 945,61 3,02
Kihlen 0,02 0,02 0,98 0,03 281,29 1,04 906,43 3,35
DNA-uyG OM Heizen -0,07 0,02 1,06 0,02 305,52 0,64 973,92 1,85
Kihlen -0,07 0,02 1,04 0,03 293,58 0,84 936,80 2,46

0,iM  Heizen -0,09 0,03 1,11 0,04 258,46 1,13 827,75 3,41
Kihlen -0,08 0,03 1,09 0,04 267,41 1,12 857,50 3,43
0,14M Heizen -0,09 0,03 1,11 0,04 258,46 1,13 827,75 3,41
Kihlen -0,08 0,03 1,09 0,04 267,41 1,12 857,50 3,43

PBS Heizen -0,08 0,03 1,07 0,05 262,41 1,45 842,41 4,49
Kihlen -0,07 0,03 1,06 0,05 264,59 1,50 850,42 4,71

red uG  OM Heizen 010 0,03 1,08 0,03 28516 0,78 906,84 2,16
Kihlen 010 003 1,09 003 277,14 084 88251 2,37
Mal-uG  OM Heizen 009 0,02 1,07 0,03 29538 0,68 940,33 1,92
Kihlen 007 002 106 002 30894 066 98457 1,90
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Tabelle 23: Thermodynamische GroRen AH, AS und AG fiir den Phaseniibergang der yG, DNA-uG, red pG
und Mal-pG bei angepassten Salzkonzentrationen, ermittelt iiber den nicht linearen Fit der
relativen Signale der 'H-NMR-Spektren.

AH/ Fehler AS/ Fehler AG Fehler

kJ/mol J/mol-K (298K)/
kJ/mol
MG oM Heizen 323,65 0,58 1028,20 1,60 17,25 0,10

Kdhlen 291,39 0,88 925,77 2,41 15,51 0,16

0,1fM  Heizen 255,16 1,34 816,62 4,03 11,81 0,14

Kihlen 255,47 1,44 818,71 4,39 11,49 0,13

0,14M Heizen 341,36 0,67 1094,87 2,06 11,85 0,10

Kdhlen 208,90 2,25 670,77 6,98 11,63 0,10

PBS Heizen 293,44 0,94 945,61 3,02 11,64 0,04

Kdhlen 281,29 1,04 906,43 3,35 11,17 0,04

pG-DNA OM Heizen 305,52 0,64 973,92 1,85 15,29 0,09
Kihlen 293,58 0,84 936,80 2,46 14,41 0,11

0,iM Heizen 258,46 1,13 827,75 3,41 11,79 0,11

Kihlen 267,41 1,12 857,50 3,43 11,87 0,10

0,14M Heizen 258,46 1,13 827,75 3,41 11,79 0,11

Kihlen 267,41 1,12 857,50 3,43 11,87 0,10

PBS Heizen 262,41 1,45 842,41 4,49 11,37 0,11

Kihlen 264,59 1,50 850,42 4,71 11,16 0,10

redyG OM Heizen 285,16 0,78 906,84 2,16 14,93 0,13
Kihlen 277,14 0,84 882,52 2,37 14,195 0,13

Mal-uyG OM Heizen 295,38 0,68 940,34 1,92 15,16 0,10
Kdhlen 308,94 0,66 984,58 1,90 15,53 0,10
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Tabelle 24: Vergleich der der freien Gibbs Energie ermittelt {iber den linearen von van’t Hoff Plots und den
nicht linearen Fit der relativen Signale der 'TH-NMR-Spektren.

Linearer Fit Nicht linearer Fit
AG (298 K) Fehler AG (298K) Fehler
kJ/mol kJ/mol
MG oM Heizen 15,62 0,72 17,25 0,10
Kihlen 15,12 1,18 15,51 0,16
0,1M Heizen 11,64 0,34 11,81 0,14
Kihlen 11,35 0,59 11,49 0,13
0,14 M Heizen 14,95 0,81 15,09 0,05
Kihlen 9,58 0,79 9,01 0,17
PBS Heizen 11,69 0,51 11,64 0,04
Kihlen 11,63 1,18 11,17 0,04
MG-DNA OM Heizen 15,09 0,22 15,29 0,09
Kihlen 14,23 0,75 14,41 0,11
0,1M Heizen 12,10 0,78 11,79 0,11
Kihlen 11,97 0,61 11,87 0,10
0,14 M Heizen 12,10 0,78 11,79 0,11
Kihlen 11,97 0,61 11,87 0,10
PBS Heizen 11,45 1,45 11,37 0,11
Kihlen 11,47 1,50 11,16 0,10
red uG oM Heizen 14,82 0,90 14,93 0,13
Kihlen 14,45 0,79 14,15 0,13
Mal-pG oM Heizen 15,10 0,58 15,16 0,10
Kihlen 15,01 0,68 15,53 0,10

Tabelle 25: Vergleich der thermodynamischen Daten bezogen auf kooperative Einheiten, ermittelt liber
einen nicht linearen Fit mit Literaturdaten.

AH/ Fehler AS/ Fehler AG
kJ/mol J/mol-K (298K) /
kJ/mol
MG OM Heizen 16,2 0,03 51,4 0,08 0,862
Kudhlen 14,6 0,04 46,3 0,12 0,775
0,1M Heizen 12,8 0,07 40,8 0,20 0,590
Kidhlen 12,8 0,07 40,9 0,22 0,575
MG-DNA OM Heizen 15,3 0,03 48,7 0,09 0,765
Kuahlen 14,7 0,04 46,8 0,12 0,721
0,1 M Heizen 13,0 0,06 41,4 0,17 0,590
Kidhlen 13,4 0,06 42,9 0,17 0,594
pNipam'¢ 0OM - 13,1 0,02 42,9 0,5 0,331
pNipam™ 0OM - 14,8 1,0 48,4 4,2 0,331
pNipam™® 01 M - 5,8 0,40 17,6 1,3 0,073
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Abb. 69: Histogramm der Durchmesser der Kern-uG, Kern-Schale-pyG_10 und Kern-Schale-pG_20 ermittelt
anhand der TEM-Aufnahmen (Abb. 30).
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Abb. 71: Histogramm der Durchmesser der Kern-uG, Kern-Schale-uyG_10 und Kern-Schale-uG_20 ermittelt
anhand der REM-Aufnahmen.
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Abb. 72: Hohenprofile der Kern-uG (a), Kern-Schale-uG_10 (b) und Kern-Schale-uyG_20 (c).
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Abb. 73: VergroBerter Ausschnitt der AFM-Aufnahme der Kern-Schale-uyG_10 mit kleineren und gréReren
Strukturen im Hohen- (links) und Phasenbild (rechts).
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Abb. 74: Hohenprofile der Kern-uG, Kern-Schale-uG_10 und Kern-Schale-pG_20 im direkten Vergleich.
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Abb. 75: Berechneter hydrodynamischer Durchmesser und Polydispersitidtsindices der Kern-uG (a), der
Kern-Schale-uG mit 10facher Reaktanden Zugabe (b) und der Kern-Schale-uG mit 20facher
Reaktanden Zugabe (c) in Abhédngigkeit der Temperatur.
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Abb. 76: 3D-Darstellung der Farbstoffverteilung erhalten iiber DNA-PAINT Messungen der Kern-Schale-
MG_10 mit Giber DNA-Hybridisierung gebundenem Alexa647-Farbstoff. Abbildung wurde von
Pia LenBen (Arbeitskreis Woll, Institut fir Physikalische Chemie, RWTH Aachen University)

erstelit.
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Tabelle 26: Vergleich der mittels TEM, REM, AFM, DLS und SRFM ermittelten GroBen der Kern-uG, Kern-
Schale-uyG_10 und Kern-Schale-uG_20.

Kern-uyG Kern-Schale-uyG 10 Kern-Schale-uG_20

d (TEM)/ nm

d (REM) / nm
SE-Detektor

d (REM) / nm
InLens-Detektor
Breite (AFM) / nm
Hohe (AFM) / nm
d (DLS) / nm
gequollen

d (DLS) / nm
kollabiert

d (dASTORM) / nm
d (DNA-PAINT) / nm

350+40 720+20
400+30 62070

400+20 65070
915+5 1065+%5
105+5 13010
70010 970+ 30
330+10 44010

600 700
700 700

950 + 50
670 £ 90

680 + 90
1290 + 60
145+ 10
1190 + 120
480 + 60

900
900
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Abb. 77: AFM-Phasenbilder (a-d) und -Hohenbilder mit Pfad zur Bestimmung der Hohenprofile (e-h) der
ITO-Substrate von Diamond Coatings (a, e), PGO (b, f) und aus dem Arbeitskreis bei denen
fiir 270 s mit ITO (c, g) und bei denen fiir 7 s mit Titan gefolgt von 30 min mit ITO (d, h)
beschichtet wurde.

a | b ' C »

Abb. 78: Wassertropfen auf der Oberflache des gereinigten Glassubstrates (a), der ITO-Oberflache (b), der
silanisierten Oberflache (c) und nach der Sulfonierung fiir 4 h (d, e) und fiir 50 h (f). Die
Temperatur bei der Sulfonierung wurde zwischen 10 °C (e) und 30 °C (d, f) variiert.
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Abb. 79: Lithografiemuster eines Substrates (teilweise gezeigt in Abb. 51 a-c), untersucht mittels REM (a-
d), Fluoreszenzmikroskopie (e-h) und Durchlichtmikroskopie (i-I). Die Strukturierung des
Substrates erfolgte nach Abb. 49.
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Abb. 80: Lithografiemuster eines Substratés (teilweise gezeigt in Abb. 51 d-f), untersucht mittels REM (a-
d), Fluoreszenzmikroskopie (e-h) und Durchlichtmikroskopie (i-I). Die Strukturierung des
Substrates erfolgte nach Abb. 49.
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Abb. 81: Lithografiemuster eines Substrates (teilweise gezeigt in Abb. 51 >g-i), untersucht mittels REM (a-
d), Fluoreszenzmikroskopie (e-h) und Durchlichtmikroskopie (i-I). Die Strukturierung des
Substrates erfolgte nach Abb. 49.

A

Abb. 82: REM-Aufnahmen der Markierung des Lithografiemusters mit AUNP. Die Muster wurden nach Abb.
52 geschrieben. (a, e) Muster oberhalb des Kratzers, (b, f) Muster rechts vom Kratzer, (c, g)
Muster unterhalb des Kratzers, (d, h) Muster links vom Kratzer.
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Abb. 83: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fir 4 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster).

Abb. 84: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fir 4 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster).
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Abb. 85: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fir 4 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster).

10 pm

Abb. 86: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fir 4 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgte eine Funktionalisierung mit Alexa647-Maleimid
(innerhalb der Muster).
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Abb. 87: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fir 4h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster). Vor der Lithografie
wurde das Substrat fiir einen Tag im Vakuum gelagert.

10 ym 10 ym 10 pm 10 um

Abb. 88: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fiir 4 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgte eine Funktionalisierung mit Alexa647-Maleimid
(innerhalb der Muster). Vor der Lithografie wurde das Substrat fiir einen Tag im Vakuum
gelagert.
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Abb. 89: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf zwei Substraten. Die Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fiir 4 h bei 10 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster; d) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster; b,d). Vor der
Lithografie wurde das Substrat fiir einen Tag im Vakuum gelagert.

10 ym 10 um 10 um 10 um

Abb. 90: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fir 4 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster). Vor der Lithografie
wurde das Substrat fiir einen Tag im Vakuum gelagert.
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Abb. 91: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fiir 1 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster). Vor der Lithografie
wurde das Substrat fiir einen Tag im Vakuum gelagert.

._ C d

Abb. 92: REM- (a-d) und FIuoreszenzm|kroskop|e-Aufnahmen (e-h) der Marklerung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fiir 1 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster).
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Abb. 93: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fir 12 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster).

10pm__ 10 um 10 um 10 ym

Abb. 94: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fir 5 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine Funktionalisierung mit PEG-Amin
(auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster).
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Abb. 95: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fiir 5 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgte eine Funktionalisierung mit Alexa647-Maleimid
(innerhalb der Muster).

=
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Abb. 96: REM- (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der Markierung des Lithografiemusters
mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit
Ammoniumsulfat fiir 5 h bei 30 °C. Zwischen den REM-Aufnahmen und den
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgte eine Funktionalisierung mit Alexa647-Maleimid
(innerhalb der Muster). Vor der Lithografie wurde das Substrat fiir einen Tag im Vakuum
gelagert.
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Abb. 97: REM (a-d) und FIuoreszenzm|kroskop|e-Aufnahmen (e-h) der erfolgrelchen Markierung des
Lithografiemusters mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die
Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit Ammoniumsulfat fiir 4 h bei 30 °C. Zwischen den
REM-Aufnahmen und den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine
Funktionalisierung mit PEG-Amin (auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid
(innerhalb der Muster). Wahrend der Beschichtung mit ITO war das Substrat vorne rechts
platziert. Bei dem Dosistestmuster wurde die doppelte Dosis verwendet.

10 ym e 10 ,
e f h
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Abb. 98: REM (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der erfolgreichen Markierung des
Lithografiemusters mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die
Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit Ammoniumsulfat fiir 4 h bei 30 °C. Zwischen den
REM-Aufnahmen und den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen  erfolgten eine
Funktionalisierung mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster). Wahrend der Beschichtung
mit ITO war das Substrat vorne links platziert. Bei dem Dosistestmuster wurde die doppelte
Dosis verwendet.
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Abb. 99: REM (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der erfolgreichen Markierung des
Lithografiemusters mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die
Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit Ammoniumsulfat fiir 4 h bei 30 °C. Zwischen den
REM-Aufnahmen und den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen erfolgten eine
Funktionalisierung mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster). Wahrend der Beschichtung
mit ITO war das Substrat hinten links platziert. Bei dem Dosistestmuster wurde die fiinffache
Dosis verwendet.

10 pm 10 um

Abb. 100: REM (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der erfolgreichen Markierung des
Lithografiemusters mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die
Oberflaichenfunktionalisierung erfolgte mit Ammoniumsulfat fiir 5 h bei 30 °C. Zwischen den
REM-Aufnahmen und den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen  erfolgten eine
Funktionalisierung mit PEG-Amin (auBerhalb der Muster) und mit Alexa647-Maleimid
(innerhalb der Muster). Wahrend der Beschichtung mit ITO war das Substrat vorne links
platziert. Bei dem Dosistestmuster wurde die fiinffache Dosis verwendet.

108



6 Anhang

d

10 pm 10 pum 10 pm

101: REM (a-d) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (e-h) der erfolgreichen Markierung des

Lithografiemusters mit Alexa647-Farbstoff auf einem Substrat. Die
Oberflachenfunktionalisierung erfolgte mit Ammoniumsulfat fiir 5 h bei 30 °C. Zwischen den
REM-Aufnahmen und den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen  erfolgten eine
Funktionalisierung mit Alexa647-Maleimid (innerhalb der Muster). Wahrend der Beschichtung
mit ITO war das Substrat vorne rechts platziert. Bei dem Dosistestmuster wurde die doppelte
Dosis verwendet.

109



7 Abkurzungsverzeichnis

7 Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

MG Mikrogel

3D Dreidimensional

A Adenin

AAS Atomabsorptionsspektrometrie

AFM Rasterkraftmikroskop

AuNP Goldnanopartikel

BAC N,N*-bis(acryloyl)cystamin

c Konzentration

C Cytosin

cEBL Chemische Elektronenstrahllithografie
CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

d Durchmesser

dnh Hydrodynamischer Durchmesser
DLS Dynamische Lichtstreuung

DNA Desoxyribonucleinsaure

DNA-uG DNA funktionalisiertes Mikrogel

DOX Doxorubicin

dsDNA Desoxyribonucleinsaure Doppelstrang
dSTORM Direkte stochastische optische Rekonstruktionsmikroskopie
DTT Dithiothreitol

EBL Elektronenstrahllithogaphie

EM Elektronenmikroskopie

EPR erhdhte Permeabilitat und Retention
FM Fluoreszenzmikroskopie

G Guanin

ITO Indium Zinn Oxid

LCST Untere kritische Lésungstemperatur
Mal Maleimid

Mal-pG Maleiminid funktionalisiertes Mikrogel
MBA N,N‘-Methylenbisacrylamid

Nipam N-isopropylacrylamid

Nipmam N-isopropylmethacrylamid

NMR Kernresonanz Spektroskopie

PAINT Punkt Akkumulierung in nanoskaliger Tomographie
PBS Phosphat gepufferte Salzlésung

Pdi Polydispersitatsindex

PEG Polyethylenglykol

pNipam Poly-N-isopropylacrylamid

pNipmam Poly-N-isopropylmethacrylamid

red uG Reduziertes Mikrogel

REM Rasterelektronenmikroskop

RNA Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SAM Selbstassemblierte Monolage
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SE
SFB
siRNA
SMLM
SRFM
ssDNA
STORM
T

T

TEM
TIRF
Tm
TveT
uv
V50
Vim
Vis
XRF
Z-Average
AG°
AH°
AS?°
Aem

Aex

Sekundarelektronen
Sonderforschungsbereich

Kleine interferierende Ribonukleinsaure
Einzel-Molekul-Lokalisierungs-Mikroskopie
Hochaufgeldste Fluoreszenzmikroskopie
Desoxyribonucleinsaure Einzelstrang
Stochastische optische Rekonstruktionsmikroskopie
Temperatur

Thymin

Transmissionselektronenmikroskopie

Interne Totalreflexionsfluoreszenz
Schmelztemperatur
Volumenphasenubergangstemperatur
Ultraviolett
2,2'-Azobis(2-methylpropionamidin)dihydrochlorid
Vinylimidazol

Sichtbar

Roéntgenfluoreszenz

Berechneter hydrodynamischer Durchmesser
Anderung der Gibbs-Energie

Anderung der Enthalpie

Anderung der Entropie

Maximale Wellenlange der Emission
Maximale Wellenlange der Extinktion
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