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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Synthese wasserldslicher funktioneller
Cellulosederivate und die Anwendung deren Monoschichten auf Gold (Au), Silber
(Ag) und Silizium (Si)-Oberflachen zum Aufbau von Immun- bzw. Enzymsensoren.
Die hergestellten wasserloslichen Cellulosederivate besitzen zwei Funktionalitaten:
zu einem Thioankergruppen (Thioether, Thiosulfate) fur die Anbindung an Gold-, und
Silberoberflachen, zum anderen reaktive Gruppen fur die Anbindung an
Siliziumoberflachen bzw. der Biokomponente.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Synthesen der Thioether- und Thiosulfat-
carboxymethylcellulosen, MTh-CMC respektiv. HTSHP-CMC, hinsichtlich der
Regioselektivitat, Erhdhung der Anzahl an Thioankergruppen und Reproduzierbarkeit
der Synthesen, optimiert. Darlber hinaus wurde eine verbesserte Methode zur
Synthese der Bisthiosulfat-carboxymethylcellulose TSHP-CMC entwickelt.
Ausgehend von der CMC und den drei Thio-CMC Derivaten konnten reaktive
Derivate mit anionischen (MCT), kationischen (EDC / MEDC) und neutralen
(Hydrazid und NHS) Funktionalitaten synthetisiert werden.

Die Abscheidung von MTh-CMC, TSHP-CMC, HTSHP-CMC und deren reaktiven
Analoga auf Au-Oberflachen wurde in situ mittels Oberflachenplasmonen-
spektroskopie (SPR) untersucht. Die ermittelten Schichtdicken (d) und Oberflachen-
belegungen (I") der Derivate liegen zwischen d = 1.2-2.5 nm, entsprechend ' = 1.19-
2.49 mg/cm?. Mit Hilfe oberflachenanalytischer Methoden konnten Aussagen (ber die
chemische Zusammensetzung (FTIR), Hydrophilie (Kontaktwinkel) und Belegungs-
dichte (CV-/ EIS) der adsorbierten Monoschichten getroffen werden.

Die Monoschichten der Thio-CMC und reaktiven Thio-CMC auf Ag-Oberflachen
zeigen hohere Schichtdicken wie auf Gold aufgrund der Bildung einer Oxidschicht vor
und wahrend der Beschichtung mit den Cellulosederivaten. Durch die sehr guten
Passivierungseigenschaften der Cellulosederivate eignen sich diese zur
antikorrosiven Beschichtung von Silbergegenstanden.

Der Aufbau von Monoschichten auf Si- und Glasoberflachen erfolgte durch die
Reaktion der MCT-CMC aus wassriger Losung mit den APES (3-
Aminopropyltriethoxysilan) funktionalisierten Si- bzw. Glasoberflachen. Die durch
Ellipsometrie ermittelte Schichtdicke fur die MCT-CMC (3.46 nm) auf Silizium ist in
guter Ubereinstimmung mit den Schichtdicken der Monoschichten auf Gold.

Die reaktive TSHP-CMC-NHS konnte erstmals zum kovalenten Aufbau eines BSA



(Bovine Serum Albumine)-Immunsensors auf Gold eingesetzt werden. Die SPR-
Untersuchung der konsekutiven Bindungsexperimenten mit anti-BSA erlaubte die
Bestimmung einer Assoziationskonstante von K. = 5.40 x 10° M, die in guter
Ubereinstimmung mit literaturbekannten Werten ist.

Erstmals gelang auch der Aufbau eines aBSA-Immunsensor auf einer mit MCT-
HTSHP-CMC beschichteten Ag-Oberflache. Mittels SPR-Spektroskopie konnten
regenerative Bindungsexperimente mit BSA mehrmals wiederholt werden.

Die Monoschichten der reaktiven MCT-TSHP-CMC und MCT-CMC konnten zur
kovalenten Kupplung der Meerrettichperoxidase (HRP) an Au- bzw. Si-Oberflachen
eingesetzt werden. Aus den Michaelis-Menten Kinetiken der immobilisierten HRP
wurden Ky-Werte von 2mM (HRP auf Au) respektiv 0.6 mM (HRP in FuSi-Kapillaren)
berechnet, die auf einen geringen bzw. keinen Verlust der Aktivitat der HRP durch
Immobilisierung hindeuten. Die immobilisierte HRP zeigt eine gute Langzeitstabilitat
der Aktivitat und sehr gute Thermo- und Lagerstabilitat.

Ein kompetitives Assay ermoglichte des Weiteren die Bestimmung von
Inhibitionskonstanten (Pseudo-IC50-Wert).

Neben einer gesteigerten Stabilitdt und ausgezeichneter Reproduzierbarkeit
kinetischer Messungen bieten in Monoschichten integrierte Enzyme somit auch die

Madglichkeit, hocheffiziente Screeningtests fir Inhibitoren zu entwickeln.



Abstract

The presented thesis discusses the synthesis of water soluble functional cellulose
derivatives and the application of their self-assembled monolayer (SAM) on gold,
silver and silicon surfaces, for the assembly of immune and enzyme sensors.

The synthesized cellulose derivatives possess two functionalities: thio-anchor groups
(thiosulfate, thioether) for the binding on gold and silver surfaces and reactive groups
for the binding of biomolecules respectively.

In the context of this work the synthesis of thioether and thiosulfate
carboxymethylcelluloses, MTh-CMC and HTSHP-CMC respectively, were optimized
with respect to the regioselectivity, increase of the number of thio-anchor groups and
reproducibility of this synthesis. Furthermore an improved method was developed to
the synthesis of the bisthiosulfate carboxymethylcellulose derivative TSHP-CMC.

On the basis of the CMC and the three Thio CMC derivatives, reactive derivatives
with anionic (MCT), cationic (EDC/MEDC) and neutral (hydrazides and NHS)
functionalities could be synthesized.

The SAM formation of the Thio CMC and their reactive analogues on gold surfaces
was examined in situ by means of surface plasmon resonance spectroscopy (SPR).
The determined layer thicknesses (d) and surface density (I') of these derivatives on
gold are between d = 1.2-2.5 nm, accordingly I = 1.19-2.49 mg/cm?. Using surfaces-
analytical methods, information about the chemical composition (FTIR), hydrophilicity
(contact angle) and surface density (CV, EIS) of the adsorbed SAMs could be
received.

The monolayers of Thio CMC and reactive Thio CMC derivatives on silver surfaces
present higher layer thicknesses as on gold due to the formation of an oxide layer,
forwards and during the coating with the cellulose derivatives. By the very good
passivation characteristics of these cellulose derivatives they are suitable for the anti-
corrosive protection of silver articles.

The SAM formation on silicon and glass surfaces took place via the reaction of the
MCT-CMC derivative from aqueous solution with the APES (3-aminopropyl
triethoxysilane) functionalized silicon and/or glass surfaces. The layer thickness for
MCT-CMC (3.46 nm) on silicon surfaces determined by means of ellipsometry is in
good agreement with the layer thicknesses of the monolayers on gold.

The reactive TSHP-CMC-NHS was used for the first time to assembly covalently a

BSA (Bovine Serum Albumin) immune sensor on gold surfaces. The SPR analysis of



the consecutive binding with anti-BSA (aBSA) permitted the determination of an
association constant of Ka app. = 5.40 X 10° M™, which are in good agreement with the
values reported in the literature.

The assembly of an aBSA immune sensor on a MCT-HTSHP-CMC functionalized
silver surface succeeded also for the first time. By means of in situ SPR spectroscopy
regenerative binding experiments with BSA could be repeated several times.

The monolayers of the reactive MCT-TSHP-CMC and MCT-CMC derivatives could
be used for the covalent, reagent free coupling of horseradish peroxidase (HRP) on
gold and/or silicon surfaces. From the Michaelis-Menten kinetics of the immobilized
HRP, Ky values of 2 mM (HRP on gold) respectively 0.6 mM (HRP in fused silica
capillaries) were calculated, which point on a small and/or no loss of the activity of
the HRP by immobilization. The immobilized HRP shows a good long-term stability of
the activity and a very good storage and thermal stability.

Furthermore a competitive assay allows the determination of inhibition constants
(pseudo-IC50-values).

Apart from an increased stability and excellent reproductibility of kinetic
measurements, on cellulose monolayers integrated enzymes offer thus also the

possibility of developing high-efficient screening tests for inhibitors.
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Cellulose

Unter den Naturstoffen, die das Leben auf der Erde und die Entwicklung der
Menschheit in starkem Malde gepragt haben, nimmt das Biopolymer Cellulose einen
besonderen Platz ein. Als faserbildendes Polysaccharid ist sie das wichtigste
Strukturpolymer der Pflanzenwelt. Natlrliche Cellulose ist jedoch niemals in reiner
Form vorzufinden. Allgemein findet sich Cellulose in Holz, Blattern und
Pflanzenstengeln meist vermischt mit Lignin und anderen Polysacchariden, den
Hemicellulosen. So besteht Holz im getrockneten Zustand aus etwa 40-50%
Cellulose, 25-40% Hemicellulosen und 15-35% Lignin ' Die reinsten natiirlichen
Quellen fur Cellulose sind Pflanzenfasern wie Jute, Flachs, Hanf und vor allem
Baumwolle die selten mehr als 5% Verunreinigungen aufweist. Cellulose wird jedoch
nicht ausschlieBlich in Pflanzen produziert. Von wissenschaftlichem Interesse sei die
bakterielle Cellulose erwahnt, die von der Gattung Acetobacter Xylinum produziert
wird 3. Die Isolierung der Cellulose aus Pflanzenhdlzern wird im groRen MaRstab
durch chemische Aufschlul3verfahren durchgefiihrt. Durch chemische Umwandlung
und Spaltung werden zuerst die Hemicellulosen und das Lignin herausgel6st. Zurick

bleibt die Cellulose in fester Form mit einem Polymerisationsgrad von uber 12000.

Cellulose ist ein hydrophiles, biokompatibles und biologisch abbaubares
Polysaccharid. Sie ist ein lineares stereoregulares Homopolymer bestehend aus n f3-
1,4-glykosidisch verknupften D-Glucopyranose-Einheiten (Glcp-Einheiten). Jeder der
Glcp-Einheiten besitzt eine primare sowie zwei sekundare Hydroxylgruppen, die sich
an den Kohlenstoffatomen 6 bzw. 2 und 3 befinden (Abb. 1.1). Die Glcp-Einheiten
besitzen eine *Ci-Sesselkonformation (C = chair). Dabei befinden sich sowohl die
glykosidischen Bindungen als auch die Hydroxylgruppen in aquatorialer Position in
der Ringebene, wahrend alle gebundenen Wasserstoffatome in axialer Position

angeordnet sind.
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Abb. 1.1: Molekulstruktur von Cellulose.

Cellulose weist je nach biologischer Herkunft eine aul3erst komplexe, hierarchisch
gegliederte Uberstruktur auf . Charakteristisch fiir die Morphologie der Cellulose ist
die Ausbildung von Mikrofibrilen. lhre Dicke betragt je nach Herkunft 2-10 nm, in
Ausnahmefallen 30 nm ™ °. In den Fibrillen liegt die Cellulose teilkristallin vor. Die
Makromolekule sind uber lange Strecken ungefaltet und konnen paralell oder
antiparalell gepackt sein . Durch Elektronenbeugungsuntersuchungen konnten
mindestens zwei native Modifikationen, Cellulose |, (triklinische Zell-Einheit) und Ig,
unterschieden werden "l Baker et al. zeigten kiirzlich mittels AFM Untersuchungen
an hochkristalliner Cellulose (stammend aus den Zellwanden von Algen der Gattung
Valonia ventricosa) das die |, Modifikation den gréf3ten Anteil der Struktur ausmacht
81 (Abb. 1.2).

Abb. 1.2:  AFM-Aufnahmen von nativer Cellulose (aus Valonia ventricosa):
A Ausrichtung der Cellulosenketten in einer triklinischen (l,) Zelle;
B AFM Aufnahme der Cellulose-Oberflache (Auflésung: 5 nm);
C AFM Aufnahme des in Abbildung B eingezeichneten Rechtecks
(Auflésung: 1 nm).

Abbildung 1.2 C zeigt die AFM-Untersuchung des in B eingezeichneten Rechtecks
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(Auflésung:1 nm). Durch eine entsprechende Bearbeitung dieser Aufnahme (filtern
und vergroRern gefolgt von der vertikalen Ausrichtung der Cellulose-Ketten) ist die
Zuordnung von O-2 Atome benachbarter Celluloseketten relativ zu O-6 einer Kette,
moglich.

Von den nativen Cellulosen unterscheiden sich die regenerierten Cellulosen. Sie
entstehen durch Abscheidung von Cellulose aus deren Ldsung. Die regenerierte
Cellulose ist von der chemischen Struktur her mit der nativen Cellulose identisch,
weist aber eine andere, weniger kristalline Packung auf. Der Regeneratcellulose wird
die Cellulose Modifikation Il mit einer antiparallelen Packung der Polymerketten
zugewiesen. Beim verspinnen von Celluloselésungen werden die Ketten orientiert
und es entstehen hochfeste Celluloseregeneratfasern ',

Ausgehend von der Monomereinheit Glucose zum Polymer Cellulose nimmt die
Wasserldslichkeit ab einem Polymerisationsgrad von 6 stark ab. Diese Beobachtung
ist auf die schon erwahnte Ubermolekulare Struktur der Cellulose zurtckzufuhren, die
aufgrund von inter- und intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen, entsteht
(Abb. 1.3).

OH OH o OH o
HO o Q HO o HO 0
* NS ° X © G 8 O

Abb. 1.3: Uberstruktur von Cellulose durch inter- und intramolekularen Wasserstoffbriicken.

Dementsprechend ist die unsubstituierte Cellulose in Wasser und den meisten
Lésungsmitteln nicht 16slich. Um die Cellulose jedoch fur Reaktionen zuganglich zu
machen missen die fiir die Uberstruktur verantwortlichen Wasserstoffbriicken
aufgebrochen und die Hydroxylgruppen fur die angreifenden Reagenzien zuganglich
gemacht werden. Diese Aktivierung kann durch Behandlung mit wassriger
Natronlauge (Mercerisierung) " ', fliissigem oder gasférmigem Ammoniak %!

oder durch energiereiche Strahlung !"®

erfolgen. Die Reaktionsfahigkeit der
aktivierten Cellulose ist dabei stark abhangig von der Celluloseprobe, der

Basenkonzentration und Quellungsdauer ['"9.
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Um Reaktionen mit nativer Cellulose in homogener Lésung durchfiihren zu kénnen,
bedient man sich spezieller Losungsmittelsysteme. Hierbei kann man zwischen
derivatisierenden  und  nichtderivatisierenden  Losungsmittel  unterscheiden.
Nichtderivatisierende Ldsungsmittel 16sen die Cellulose ausschlieBlich durch
intermolekulare Wechselwirkung zwischen Polymer und Solvens. Man unterscheidet
hier zwischen organischen und die auf Ubergangsmetall-Komplexe basierenden
Losungsmittelsystemen (Tabelle 1.1). Zu den wassrigen LOsungsmittelsystemen
gehoren beispielsweise konzentrierte Phosphorsaure und starke Basen. Im
Gegensatz zu den nichtderivatisierenden Losungsmittelsystemen umfassen
derivatisierende Losungsmittel alle Systeme, bei denen der Ldsungsvorgang mit
einer kovalenten Derivatisierung der Cellulose (instabile Ethern, Estern oder

Acetalen) verbunden ist (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1:  Uberblick ausgewahlter Lésungsmittelsysteme fiir Cellulose.

Losungsmittelsystem Literatur
N-Methylmorpholin-N-Oxid [20-23]
(NMO)
organisch N N'-Dimethylacetamid / LiCl ~ [152427]
DMSO / TBAF 28]
Nicht- (Tetrabutylammoniumfluorid)
derivatisierend
Cuam [Cu(NH3)4](OH), [29]
Metall- Cuen [30]
Komplex  [Cu(HaN-(CH2)-NH2)2](OH),
Nioxam [Ni(NH3)s](OH), (311
Xanthogenat [32]

o Trifluoressigsaure
Derivatisierend

Ameisensaure / z.B.: ZnCl,

Trimethylsilylchlorid / Pyridin &
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1.2 Celluloseether: Carboxymethylcellulose

Cellulosether werden seit ungefahr 60 Jahren hergestellt, wobei sich wasserldsliche
Produkte durchgesetzt haben. Ziel der Celluloseveretherung ist, durch Einbau von
Substituenten den engen Verbund der Wasserstoffbricken zwischen den
Celluloseketten zu stéren und so ihren hydrophilen Charakter zu entwickeln B4,

Zur Klasse der Cellulosether gehéren drei grotechnisch zugangliche Derivate:
Carboxymethylcellulose, Hydroxyethylcellulose und Methylcellulose. Zur Herstellung
dieser Cellulosether geht man von Zellstoff, der aus Holz gewonnen wurde oder von
Baumwolle aus. Zunachst erfolgt eine Alkalisierung, um den engen Verbund der
Cellulose aufzulockern, wodurch deren OH-Gruppen freigelegt und damit der
Veretherung zuganglich gemacht werden.

Die Veretherung zu Carboxymethylcellulose ist in Abb. 1.4 dargestellt. Man erhalt

Carboxmethylcellulosen mit  Substitutionsgraden an Carboxymethyl-Gruppen

zwischen DSchacoona = 0.6-1.1 B4,

oH CI-CH,-COOH 2 NaOH OCH,COONa
N 0 oder N o)
CI-CH,-COONa NaOH
OH 0. o N
I~ Ethanol, Isopropanol OoH O%.
OH OH

Abb. 1.4: Carboxymethylcellulose: Reaktionsschema.

Bei allen Celluloseveretherungen spielt Wasser eine besondere Rolle. Fur den
Zellstoffaufschlufy ist es im Reaktionssystem notwendig. Anderseits flihrt es durch
Hydrolysereaktionen zur Bildung von Nebenprodukten (Natrium-Glykolat, Abbau-
produkte des Zellstoffs: Kohlenhydratderivate) und damit zur Ausbeuteminderung.
Technische Carboxymethylcellulose (CMC) enthalt alle Nebenprodukte und kommt
als 50-70%-ige Ware in den Handel. Aus Rein-CMC dagegen werden die
Nebenprodukte durch Extraktion mit einem Wasser/Alkohol-Gemisch entfernt.
Carboxymethylcellulose (sowohl rein als auch technisch) findet Anwendungen auf
dem Gebiet der Dispersionsfarben, Textil, Pharma-, Kosmetik- und

Waschmittelindustrie ** *°!. Dabei sind die meisten Eigenschaften der CMC auf zwei
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wichtige strukturelle Parameter zurtickzufihren, und zwar Substitutionsgrad (DS) der
Hydroxylgruppen in der Anhydroglucoseeinheit (AGE) und die Verteilung der
Carboxymethylsubstituenten entlang der Cellulosekette P°. In den letzten Jahren hat
sich die CMC auch als wichtige Ausgangsverbindung zur Synthese funktioneller

CMC Derivate erwiesen, die filmbildende Eigenschaften zeigen 7 %!,

1.3 Regioselektive Einfuhrung von Substituenten an die Cellulose

Die wichtigsten Funktionalitaten der Cellulose, auf denen die meisten chemischen
Eigenschaften beruhen, sind die primaren und sekundaren Alkoholgruppen in jeder
Monomereinheit und die glykosidischen Bindungen. Die glykosidischen Bindungen
sind dabei nicht leicht zu brechen und fuhren dazu dass die Cellulose unter vielen
Reaktionsbedingungen, mit Ausnahme der gezielten Hydrolyse oder Alkoholyse !
stabil ist.

Staudinger pragte schon bereits in den 30er Jahren das Konzept der
polymeranalogen Reaktionen, nach dem funktionelle Gruppen von Makromolekulen
in gleicher Weise reagieren wie die entsprechenden Monomeren Verbindungen, und
dabei ein Abbau des Polymerrickgrats durch passende Wahl der
Reaktionsbedingungen verhindert wird. Aufgrund dieser Erkenntnisse kdnnen
Umsetzungen an Cellulosen analog zu denen an Glucose (Monomer) durchgefihrt

werden, beispielsweise unter Spaltung von O-H, C-O, C-H oder C-C-Bindungen.

Die primaren Hydroxylgruppen in Position C-6 des Glucoserings sollten gegenlber
den sekundaren Hydroxylgruppen in Position C-2 und C-3 bei einer Umsetzung
sterisch begunstigt sein. Jedoch zeigt sich das gerade die primaren Hydroxylgruppen
leicht Wasserstoffbrickenbindungen ausbilden, so dass bei nativer Cellulose eine
erhdohte Reaktivitat der sekundaren Hydroxylgruppen resultiert. Eine selektive
Umsetzung der primaren OH-Funktionalititen kann jedoch mit sterisch
anspruchsvollen Reagenzien erreicht werden. Nach Einfuhrung dieser dann auch als
Schutzgruppen dienenden Reagenzien ist danach auch eine regioselektive
Derivatisierung der Positionen OH-2 und OH-3 mit weniger selektiven Reagenzien

maoglich B9,
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Eine Vielzahl an Strategien zur Synthese von Cellulosen mit einheitlich mono-, di-
oder trisubstituierten Glucosebausteinen wurde entwickelt 4.

Dabei haben sich fur die primare OH-6 Position regioselektive Schutzgruppen wie
Tosyl, Trityl und Silyl durchgesetzt.

Die Veresterung der Cellulose mittels Sulfonylchlorid-Reagenzien  wie
Methansulfonylchlorid (Mesylchlorid), Benzol- oder p-Toluolsulfonsaurechlorid
(Tosylchlorid) in Gegenwart von NaOH oder tertiaren Aminen ist eine seit den 60er
Jahren bekannte Reaktion *°!. Die Reaktion kann sowohl in Pyridin als auch in DMAc
(N,N’-Dimetlyacetamid) / LiCl als Lésungsmittel durchgefiihrt werden. Heinze et al.
berichteten 2000 dber die erfolgreiche Tosylierung von Cellulose im
Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) / Dimethylsulfoxid (DMSO) Losungsmittelsystem
281 Mittels '*C-NMR Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die Reaktivitit der
OH-Gruppen gegenuber dem Tosylierungsreagenz in der Reihenfolge kos > ko2 >
ko.s (k: Reaktionsgeschwindigkeit) abnimmt 46481,

Cellulose und Cellulosederivate lassen sich mit Trialkylchlorsilanen in aprotischen
Medien in Gegenwart von Basen zu Trialkylsilylethern mit verschiedenen DS Graden
und Regioselektivitaten umsetzen. Zu den wichtigsten Silylierungsmittel gehdren das
Trimethylsilylchlorid, das sterisch anspruchsvolle tert.-Butyldimethylchlorsilan und
das Thexyldimethylchlorsilan %, Mit Zunahme des Platzanspruches der
einzufihrenden Silyl-Gruppe wird unter homogenen Bedingungen in DMAC/LICI die
Position C-6 gegenuber Position C-2 bevorzugt. So konnte ein DS-Grad von 1 bei
der Verwendung von Thexyldimethylchlorsilan, mit ausgepragten O-6 Selektivitaten,
erreicht werden ¥ °° Die Abspaltung der Silylgruppen erfolgt mit Salzsaure in
Tetrahydrofuran in Gegenwart geringer Wassermengen.

Eine bewahrte Methode zur reversiblen Blockierung der primaren OH-6 Positionen
der Cellulose oder anderer Polysaccharide ist die Tritylierung “% 4% 43 %1 Dje
Tritylierung kann homogen in DMAC/LICI oder heterogen durchgeflihrt werden. Unter
heterogenen Bedingungen kann ein DS an Tritylgruppen in Position C-6 von 0.81 bis
1.21 erreicht werden. Dabei verlauft die Tritylierung an den primaren OH-Gruppen
13.8 mal schneller als an den sekundaren OH-Gruppen ['# °2%% Mit wachsender
Anzahl an 4-Methoxygruppen im Tritylrest steigt bei der Tritylierung sowohl die
Reaktionsgeschwindigkeit als auch die Regioselektivitat beziiglich Position C-6 an "

%l Entsprechend der Abspaltung der Silylgruppen ist auch bei der Detritylierung
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aufgrund der sauren Reaktionsbedingungen, durch einen teilweisen Kettenabbau,
eine Verringerung des Polymerisationsgrades zu beobachten % 57 %81,

Abbildung 1.5 zeigt im Vergleich die Regioselektivitat der Cellulose Derivatisierung
mittels Sulfonierungs-, Silylierungs- und Tritylierungsreagenzien. Dabei nimmt die
Regioselektivitat bezuglich der Position 0O-6 mit dem Platzanspruch der

einzufihrenden Gruppe zu, bzw. bezuglich der Positionen O-2 und O-3 ab.

DS

Tosyl Silyl Trityl

Abb. 1.5: Regioselektivitat bei der Derivatisierung der Cellulose mittels Tosyl-, Silyl- und

Tritylgruppen.

1.4 Ultradiinne organische Schichten

Die Verwirklichung der in der Natur realisierten Prinzipien der molekularen
Selbstorganisation und Erkennung sowie der durch sie geschaffenen Eigenschaften
erweiterte die Entwicklung und den Einsatz ultradlnner organischer Schichten in
Forschung und Technologie. Ultradiinne organische Filme besitzen Schichtdicken
d <500 nm. Sie kdénnen als Modelle fur die Studien von Biomembranen und
biokompatiblen Oberflachen, in der Sensortechnik und als Korrosionsschutz dienen
[59, 60]

Verfahren zur Herstellung ultradinner Filme sind zum Beispiel die chemische
Gasphasenabscheidung (CVD: Chemical Vapor Deposition), Plasmabeschichtung,

Langmuir-Blodgett-Technik und die Adsorption aus Losung.

Aus dem Bereich der diinnen Filme sind in den letzten Jahren die molekularen Filme

immer mehr in den Vordergrund getreten. Dabei handelt es sich um dunne
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organische Schichten mit einer Dicke von wenigen Nanometern (Monoschichten,
monolayer) bis zu einigen zehn Nanometer (Multischichten), welche oft eine

molekulare Ordnung aufweisen.

Cellulosederivate eignen sich zum Aufbau von ultradinnen Filmen auf
verschiedenen Oberflachen. Dafur sind mehrere Grinde zu nennen: Zum einen
besitzen Cellulosederivate eine gewisse Kettensteifigkeit. Infolgedessen sind
Persistenzlangen normalerweise hoch wie z. B. fur Carboxymethylcellulose von 5 nm
61 Zum anderen haben Celluloseketten eine hohe strukturelle Perfektion, wie vor
kurzem durch AFM bestatigt ® sind hoch biokompatibel und zuganglich fir

mehrfache chemische Funktionalisierungen 9.

Eine der wichtigsten Verfahren zur Herstellung ultradinner Polymerschichten ist die
Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Technik). Bei der LB-Technik handelt es sich um ein
Tauchverfahren bei dem Mono- und Multischichten auf einen festen Trager
aufgebracht werden. Diese bilden sich aufgrund von van der Waals und Dipol / Dipol-
Anziehungen zwischen den einzelnen Schichten. Bei dem LB-Verfahren werden
amphiphile Molekule in einem leicht fluchtigen organischen Lésungsmittel auf die
Wasseroberflache gespreitet. Nach Abdampfen des Losungsmittels orientieren sich
die Molekule spontan mit den hydrophilen Kopfgruppen zum Wasser und den
hydrophoben Schwanzgruppen zur Luft. Mit Hilfe einer Barriere wird nun der Film
komprimiert. Beim anschlie@enden Tauchen werden die Molekule auf das Substrat
Ubertragen. Es entstehen hoch geordnete Schichten.

Hydrophobe Cellulosederivate sind fur die Bildung von Langmuir-Blodgett
Multischichten auf hydrophoben Substraten verwendbar. Dazu wurden die planaren
Trager durch Eintauchen in die entsprechenden Monoschichten von Trialkanoyl ©2%4,
Trialkyl- > % oder Trialkylsilylcellulosen 7 ®®! beschichtet. Damit konnte man sowohl
die Richtung als auch die Abfolge verschiedener Polymere kontrollieren 7%,

Eine weitere Moglichkeit Multischichtsysteme aufzubauen ist das Decher Verfahren.
Decher nutzte dabei die elektrostatische Anziehung von Polyelektrolyten aus. Bei
dieser molecular self-assembly Technik ist die treibende Kraft der Entropiegewinn
beim lonenaustausch Monoion-Polyion, welche eine sequentielle Adsorption
ermdglicht " Mit Hilfe dieses einfachen Tauchverfahrens konnten
Multischichtsysteme sowohl mit synthetischen Polyelektrolyten (Polystyrolsulfonate

(PSS), Polyammoniumderivate (Poly-DADMAC), usw.), als auch mit naturlichen
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Polymere wie Proteinen oder DNA " hergestellt werden. Uber die ersten
cellulosischen Polyelektrolytmultischichten berichtete Kern 1999. Er baute
Polyelektrolytmultischichten aus regioselektiv  substituierten ionischen und
anionischen Cellulosederivate (6-Pyridinium-6-desoxy-2,3-di-O-methylcellulose und

6-O-Sulfonato-2,3-methylcellulose) auf [,

Supramolekulare Strukturen kdnnen auch durch die auf Chemisorption basierende
Technik der molekularen Selbstorganisation (self-assembly monolayer, SAM)
aufgebaut werden. Die spontane Selbstorganisation geeigneter Moleklle an einer
Grenzflache (self assembly) basiert auf den Enthalpiegewinn durch eine Vielzahl an
starken spezifischen Wechselwirkungen zwischen den Molekulen (Adsorbate) und
der Grenzflache (Trager). Der durch den hohen Ordnungsgrad verursachte
Entropieverlust wird durch den Enthalpiegewinn kompensiert, so dass ein spontaner
Prozess stattfinden kann, d. h. eine spontane Ausbildung einer Monoschicht auf dem
Trager.

Es sind mehrere Beispiele fur selbstorganisierte Monoschichten (SAMs) bereits
bekannt. Sagiv und Mitarbeiter arbeiteten als erste mit SAMs aus Organosilanen auf
Siliziumdioxid "®"®, Allara und Nuzzo mit Fetts&uren auf Aluminiumoxid % ®1. Auch
die Arbeitsgruppe um Whitesides beschaftigte sich eingehend mit der Adsorption von
Silanen auf Siliziumdioxid % 8. Zudem sind Monoschichten von Alkoholen oder
Aminen auf Platin ¥ und von phosphorylierten Cellulosen auf Metalloxiden wie
Aluminiumoxid, Titanoxid sowie Stahl #* ¢! bekannt.

Die am meist untersuchten SAMs sind jedoch die von Thiolen auf Goldoberflachen.
Nuzzo und Allara berichten als erste Uber die spontane SAM Bildung von Disulfiden
auf Gold und die Charakterisierung der adsorbierten Schichten mittels
Infrarotspektroskopie (IR), Ellipsometrie und Kontaktwinkelmessungen (KW) 7 881,
Whitesides und Mitarbeiter untersuchten die Kinetik der Adsorption von langkettigen
Alkanthiolen vom Typ HS(CH3).X (2 < n =< 21, X: z.B. CH3, CH=CH, Br, Cl, OCHj,
COOCHSs, OH, COOH usw.) auf Gold 9. Mittels Ellipsometrie, KW-Messungen und
Roéntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS: X-Ray Photoelectron Spectroscopy)
konnten sie die Bildung der SAMs auf polykristallinem Gold nachweisen. TEM
Beugungsmuster (TEM: Transmission Electron Microscopy) zeigten eine
zweidimensionale Ordnung in diesen Monoschichten. Infrarotspektroskopische
Untersuchungen deuteten auf eine dicht gepackte pseudokristalline Anordnung der

Thiole auf den Goldoberflachen hin, und einer all-trans Ausrichtung der C-C
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Bindungen. Die IR Daten zeigten zusatzlich dass die Alkylketten unter einem
Kippwinkel von 20-30° zur Oberflachennormalen ausgerichtet sind. Des Weiteren
berichten sie auch vom Einfluss der X-Gruppe auf die Benetzungseigenschaften der
adsorbierten Monoschichten auf Gold. So bilden Alkanthiole mit OH- bzw. COOH
Endgruppen hydrophile Oberflaichen die durch Wasser gut benetzt werden 8 %,
Langkettige Alkanthiole bilden Filme die thermisch viel stabiler sind als die von
kurzkettigen Thiolen.

In neuester Zeit wird auch von Dialkylsulfiden auf Goldoberflichen berichtet ©' %2,
Mitarbeiter um Reinhoudt zeigten mittels Flugzeit-Sekundarionen-
Massenspektrometrie (TOF-SIMS) das Dialkylsulfide an Goldoberflachen
Monoschichten ausbilden, ohne das eine Spaltung der C-S Bindung erfolgt
(zerstérungsfreie Adsorption) 2.

Auf dem Gebiet der Untersuchung von Cyclodextrinthioderivaten auf Gold sind
Arbeiten von Nelles et al. zu nennen P+l Des Weiteren berichten Beulen et al. (iber
die SAM-Bildung von Cyclodextrinthiolen bzw. —sulfiden auf Goldoberflachen 7.
AFM (Atomic Force Microscopy)-Untersuchungen von p-Cyclodextrin-dialkylsulfiden
auf Gold zeigen die Anordnung dieser Derivate in einem pseudohexagonalen Gitter
[98]

Polymere Thioderivate zeigen im Gegensatz zu Alkanthioderivaten die Ausbildung
von amorphen SAMs auf Goldoberflachen %%l Ringsdorf et al. berichten tber die
SAM-Bildung von Disulfid-funktionalisierten amphiphilen  Copolymeren auf
Goldoberflachen. Die Charakterisierung der adsorbierten Schichten erfolgte durch
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR), KW- und elektrochemische
Messungen (Cyclovoltammetrie, CV) 9.

Thiosulfatderivate der Cellulose "% bzw. Carboxymethylcellulose ©% %2 bilden
amorphe SAMs aus wassriger Losung. Die Monoschichten konnten hier durch SPR-,
IR-Spektroskopie, XPS, CV- und AFM-Messungen nachgewiesen und charakterisiert

werden.



1. Einleitung 12

1.5 Biosensoren

Biosensoren setzen sich aus zwei Komponenten zusammen: der biologischen, zur
spezifischen Erkennung, und der Detektorkomponente, dem Transducer, der diese
biomolekulare Erkennungsreaktion erfassen soll.

Die selektiven biologischen Komponenten (z.B.: Nukleinsauren, Antikorper,
Antigene, Enzyme oder Mikroorganismen) sind in direkter raumlicher Nahe zum
Transducer immobilisiert %%,

Die Spezifizitat des Biosensors wird durch die biologische Komponente vorgegeben,
wahrend die Empfindlichkeit (Sensitivitat) vor allem durch die verwendeten
Transducer beeinflusst wird.

Grundsatzlich kann man Biosensoren in zwei Gruppen unterteilen '%!:

Die Enzym- oder Metabolismussensoren setzen den Analyten metabolisch um, wobei
die Zunahme eines Reaktionsproduktes quantifiziert werden kann.

Affinitatssensoren dagegen nutzen jede Art biomolekularer Erkennung, wie
Antikorper-Antigen, Nukleinsaure-komplementare Nukleinsaure oder Rezeptor-
Ligand als hochspezifische Affinitatspartner. In Folge sollen einige Messprinzipien
erwihnt werden, die in der Affinititssensorik von besonderer Bedeutung sind "%,
Man unterscheidet bei den Transducer zwischen Methoden mit und ohne Markierung
(labelfrei bzw. mit Label) und mit elektrochemischer Markierung.

Zu den labelfreien Methoden gehdren zum einen die optischen Transducer, die
Phanomene wie Oberflachenplasmonenresonanz (Surface Plasmon Resonance,
SPR) 119 191 " Totalreflektion von Licht in Wellenleitern %! oder Interferenzen an
dinnen Schichten (Reflektometrische Interferenzspektroskopie, RIfS) nutzen !'%.
Zum anderen die akustischen Transducer, die Massenanderungen eines
piezoelektrischen Schwingquarzes durch Frequenzanderung hochempfindlich
nachweisen. Hier kommen QCM (Quartz Crystal Microbalance) ['% "% ynd SAW
(Surface Acoustic Wave) """ 112 Methoden zum Einsatz.

Zu den Methoden mit Label gehdren die optischen Transducer (SPR, RIfS) die
Fluoreszenzlabel verwenden, die haufig empfindlicher sind als die labelfreien
Methoden '3,

Transducer mit elektrochemischen Label nutzen Redoxysteme auf der Oberflache

einer Elektrode aus, die voltammetrisch ['" und amperometrisch "' verfolgt werden
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konnen. Auch Enzyme (z. B. Peroxidasen) konnen verwendet werden, die eine

Reaktion katalysieren, bei der ein elektrochemisch aktives Produkt entsteht.

Besonderes Merkmal der Biosensoren ist ihre Regenerierbarkeit, d.h. das die
Wechselwirkung mit dem Analyten reversibel ist, und sie damit wieder verwendbar
sind. Sie mussen zudem eine schnelle Antwortzeit, gute Reproduzierbarkeit und eine
einfache Handhabung vorweisen.

Biosensoren werden z. B. zur Bestimmung der Belastung von Abwassern in der
Umweltanalytik eingesetzt. Das wichtigste Anwendungsfeld der Biosensoren ist aber
die medizinische Diagnostik. Dort werden Stoffwechselprodukte, wie Blutzucker,
Cholesterin oder Harnstoff, aber auch Hormone bestimmt.

Zur Bestimmung niedermolekularer Analyten (z. B.: Zuckern, Aminosauren, Fetten,
Vitaminen, unterschiedliche Metallionen, organische Sauren) haben sich die
elektrochemischen Enzymsensoren durchgesetzt. Hingegen wurde mit der
Entwicklung optischer Immunosensoren ein technologischer Durchbruch bei der
Messung hochmolekularer Substanzen wie z. B. von Eiweilen, Polysacchariden und
Nukleinsauren erreicht ['®,

Die wichtigsten kommerziellen Biosensoren, basierend auf die Evanescent-Feld-
Technologie, sind das Biacore und das I|Asys-Verfahren. Das Biacore-Verfahren
benutzt als Sensoroberfliche eine Hydrogel-Matrix (aus Dextran) [''"! die tber
funktionelle Alkanthiole auf die Goldoberflache des Sensors fixiert ist. Durch eine
entsprechende Aktivierung der Carboxylfunktionen der Dextran-Matrix kdnnen
anschliellend Rezeptormolekile (z. B.: Antikorper, Nukleinsauren, usw.) kovalent
gebunden werden [''® 19 Das Biacore-Verfahren nutzt als optischen Transducer die
SPR-Messtechnik. Beim |Asys-Verfahren werden die Biomolekile auf speziellen mit
Dextran beschichteten Kivetten immobilisiert. Die 1Asys benutzt die Resonant Mirror
(RM)-Messtechnik 120 121,

In neuster Zeit ricken die funktionellen Cellulosederivate immer mehr im Mittelpunkt
der Anwendung als Substrate in der Herstellung von Biosensoren. So berichten
Klemm und Berlin Gber den Aufbau von Oxireductase-Sensoren an Silizium- bzw.
Glasoberflachen, die mit Diamino-Cellulosederivate beschichtet sind 12221

Liepold untersuchte zum ersten Mal die molekulare Erkennung von Streptavidin an

biotinylierten Thiocellulosederivaten auf Gold mittels in situ SPR-Spektroskopie %2,
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, durch entsprechende Modifizierung von Cellulose
bzw. Carboxymethylcellulose funktionelle Cellulosederivate herzustellen, die als
monomolekulare Sensorsubstrate geeignet sind. Diese sollen zwei unterschiedliche
Funktionalitaten tragen: zum einen Thioankergruppen (Thiosulfate, Thioether) fur die
Anbindung an Gold-, und Silberoberflachen und zum anderen reaktive Gruppen flr

die Anbindung von Biomolekulen allgemein.

Die Synthese der Thiocellulosederivate soll durch entsprechende regioselektive
Funktionalisierung in den primaren C-6 Positionen erfolgen. Dabei sollen die von
Choi " und Liepold "% entwickelten Synthesewege hinsichtlich der Erhthung der
Anzahl an Thioankergruppen und der Reproduzierbarkeit optimiert werden. Dadurch
soll die Erzeugung von stabilen, ultradinnen Schichten auf Gold bzw.
Silberoberflachen induziert werden.

Diese Derivate sollen anschlieend mit neutralen, kationischen und anionischen
reaktiven Gruppen versehen werden. Zudem sollen auch reaktive Derivate der
Carboxymethylcellulose hergestellt werden die als Substrate zur Anbindung von

Biomolekulen an Silizium- bzw. Glasoberflachen geeignet sind.

Die neuen funktionellen Cellulosederivate sollen durch Adsorption aus wassriger
Lésung zum Aufbau von Monoschichten auf Gold-, Silber-, Glas-, bzw.
Siliziumoberflachen verwendet werden. Die gebildeten SAMs sollen durch geeignete
oberflachenanalytischen = Methoden charakterisiert werden. Dazu zahlen
Infrarotspektroskopie mit streifendem Einfallswinkel (FTIR-ERS; IR-Spektrum der
adsorbierten Cellulosemonoschicht auf Gold) Oberflachenplasmonenresonanz-
spektroskopie (SPR; in situ Verfolgung der Adsorptionskinetik auf Gold und Silber,
Bestimmung der Dicken der adsorbierten Monoschichten), Kontaktwinkelmessungen
(KW; Benetzbarkeit und Hydrophilie der adsorbierten Filme), Cyclovoltammetrie und
Impedanzspektroskopie (CV und EIS; Belegungsdichte, Isolierungseigenschaften der

Schichten), Ellipsometrie (Bestimmung der Schichtdicke).

Die reaktiven Cellulosemonoschichten auf Gold, Glas- bzw. Siliziumoberflachen

sollen zum einen als Plattform zur Untersuchung von molekularen
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Erkennungsreaktionen (Antigen-Antikdrper) eingesetzt werden. Zum anderen soll
nach Immobilisierung von Enzymen deren Aktivitat gemessen werden.
Die verwendeten Antigene / Antikdrper und Enzyme sollen durch die Reaktion der

frei verfligbaren Aminofunktionalitaten ['%"!

mit den reaktiven Gruppen der
Cellulosemonoschichten an die Cellulose-Matrix kovalent fixiert werden. Um das
Ausmass an unspezifischer Wechselwirkung zwischen Proteine und Cellulose-Matrix
zu untersuchen, soll die Adsorption von BSA (Bovine Serum Albumine, auch
Rinderserumalbumin) an nicht reaktive Cellulosemonoschichten mittels SPR-

Spektroskopie verfolgt werden.

Die Untersuchung von biomolekularen Antigen-Antikorper-Erkennungsreaktionen an
reaktiven Cellulosemonoschichten soll am Beispiel des BSA/Anti-BSA (aBSA)
Affinitatssystems gezeigt werden. Dazu soll das BSA kovalent an die
Cellulosemonoschicht fixiert werden und bezuglich der spezifischen Wechselwirkung
mit aBSA untersucht werden. Hier sollen konsekutive Affinitatsversuche durch in situ
SPR-Spektroskopie (=Transducer) durchgeflhrt werden.

Zum ersten Mal soll versucht werden ein aBSA-Immunsensor auf Basis von
reaktiven  Cellulosederivate auf Silber aufzubauen. Die regenerativen
Affinitatsexperimente mit BSA sollen ebenfalls mittels SPR-Spektroskopie verfolgt
und mehrmals reproduzierbar wiederholt werden. Zusatzlich soll der Einfluss der
Silberoberflache bzw. der Silber-Plasmonen auf die Empfindlichkeit der SPR-

Messungen untersucht werden.

Die Immobilisierung der Meerrettichperoxidase (Horse Radish Peroxidase, HRP) an
mit reaktiven Thiocellulosen beschichteten Goldoberflachen soll unter Verwendung
der SPR-Messtechnik in situ verfolgt und optimiert werden.

Nach Entwicklung eines entsprechenden Immobilisierungsverfahrens der HRP an
Glas- bzw. Siliziumoberflachen soll dieses zuerst auf planaren Oberflachen
durchgefuhrt und anschlieRend auf Quarzkapillaren Ubertragen werden.

Die Aktivitat der immobilisierten HRP soll durch Aufnahme von Michaelis-Menten
Kinetiken gemessen werden. Fir die Messung der Aktivitat des Enzyms immobilisiert
in Kapillaren soll ein online Messsystem aufgebaut werden.

Durch Langzeit-Messungen sollen Aussagen Uber die Stabilitat des Enzyms und die

Reproduzierbarkeit kinetischer Messungen getroffen werden.



3. Synthese thiofunktionalisierter Cellulosederivate 16

3. Synthese thiofunktionalisierter Cellulosederivate

3.1 Einleitung

Thiol- und Thiosulfatverbindungen, sogenannte Bunte-Salze, bilden mit elementarem
Gold kovalente Au-S Bindungen aus 8% 239 Djalkylsulfide fiihren aufgrund von
koordinativen Bindungen des Schwefelatoms mit dem Gold zu stabilen Monolagen
auf Goldoberflachen 1¥% 93 97. 1311,

Thiofunktionalisierte Cellulosederivate sind schon langer bekannt. Dazu gehoéren die
Desoxymercaptocellulosen, Thiosulfatcellulosen und Thioethercellulosen.

Die Desoxymercaptocellulosen werden durch die Umsetzung von Tosylcellulose oder
Halogendesoxycellulose mit Thioharnstoff hergestellt. Zunachst entsteht das
Thiouroniumsalz, welches durch basische Hydrolyse zum Thiol Giberfiihrt wird ['3% 1331,
Diese Desoxymercaptocellulose ist wasserloslich, neigt aber dazu durch Lichteinfluss
unter Bildung von Disulfidbricken zu vernetzen.

Thiosulfatcellulosen wurden bereits durch Umsetzung von Tosylcellulose mit
Natriumthiosulfat in DMSO synthetisiert ['** "*! oder durch die Substitution der
Tresylgruppe (Trifluorethansulfonyl) von 6-O-Tresyl-2,3-dimethylcellulose durch
Thiosulfat, hergestellt [,

Vor kurzem berichteten Wenz et al. Uber die SAM Bildung einer Bisthiosulfatcellulose
(TSHP) auf Gold- % 9 ynd Silberoberflichen !"*®l. Die Schichtdicke dieser
Cellulosefilme wurde mittels Null-Ellipsometrie gemessen und betrug zwischen 2 und
4 nm. Die TSHP-Cellulose wurde durch partielle Addition von Tetrathionat an die C-C
Doppelbindung der 6-O-(3'-Allyloxy-2'-hydroxypropyl)-cellulose (AHP) synthetisiert.
Die Additionsreaktion war aber haufig trage und unvollstandig. Die wassrigen
Losungen der TSHP-Cellulose neigten dazu, nach einigen Stunden auszufallen,
vermutlich aufgrund von Quervernetzung Uber Disulfidbindungen. Das Verfahren
wurde spater von Liepold verbessert indem sie ausgehend von der AHP-
Carboxymethylcellulose (AHP-CMC), Uber eine Bromhydrinzwischenstufe, die
Thiosulfat-CMC (HTSHP-CMC) herstellte ['®?. Durch das Verwenden der CMC als
Ausgangsverbindung, ist die HTSHP-CMC besser wasserloslich als die

ursprungliche TSHP-cellulose. Durch den hoéheren Substitutionsgrad mit
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Thiosulfatgruppen  (DSthiosutat = 0.15) bildet die HTSHP-CMC stabilere
Monoschichten auf Gold als die TSHP-cellulose, mit Schichtdicken von 2 nm %%,
Aufgrund der Mono-Thiosulfat-Funktionalitdt ist auch die Tendenz zur
Quervernetzung durch Disulfidbriicken sehr gering 1°°.

Zur Klasse der Thioethercellulosen gehért die 6-S-Methylthio-CMC (MTh-CMC) ¢
92 Diese wird durch die Umsetzung von Tosylcellulose (DS = 0.70) mit
Natriumthiomethylat in DMF hergestellt. Nach anschliel3ender Carboxymethylierung
erhalt man die MTh-CMC. Diese ist gut wasserloslich und bildet durch koordinative
Bindungen des Methylthio-Restes mit der Goldoberflache SAMs mit Schichtdicken

von 1-3 nm B8,

3.2 Synthesekonzept

Vier alternative Synthesewege zur Darstellung thiofunktioneller Cellulosederivate
sollen in dieser Arbeit verfolgt werden. Erstens soll das von Liepold "% entwickelte
Verfahren zur Herstellung der 6-S-Methylthio-carboxymethylcellulose 3 (MTh-CMC)
hinsichtlich der Regioselektivitat in Position C-6 optimiert werden. Liepold erhielt bei
der Synthese der MTh-CMC 3 ein Substitutionsgrad von DSwegthyithio = 0.65. Die NMR-
Spektren zeigten jedoch das nicht nur die Position C-6 substituiert wurde, sondern
auch die Positionen C-2,3 1'%,

Ausgehend von nativer Cellulose soll nun die Tosylcellulose 1 hergestellt werden die
nur in Position C-6 der Glcp-Einheit regioselektiv substituiert ist. Durch nukleophilen
Angriff von Natriumthiomethylat an den primaren Positionen von Tosylcellulose 1 soll
der Thioether 2 hergestellt werden. Durch anschlieBende partielle
Carboxymethylierung der Hydroxylgruppen von 2 mittels Chloressigsaurenatriumsalz
und Chloressigsaureethylester soll Salz 3 und der Ester 4 synthetisiert werden
(Schema 3.1).
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CHs

L
R R
1 2 R = H oder CH,COONa: 3

R=Hor CH2CO0CH20H3 4

Schema 3.1: Synthesewege zu 6-S-Methylthio-cellulosederivate.

Des Weiteren sollen die Synthesewege zur Herstellung der Bunte-Salze 6 und 8 in
Hinsicht auf die Erhéhung des Substitutionsgrades (DS) an Thiosulfat-Funktionalitat,
optimiert werden. Choi erhielt fur die Bisthiosulfatcellulose nur sehr kleine DS-Grade
an Bisthiosulfat (DSgistniosuriat) ZWischen 0.05 und maximal 0.1 "%l Einerseits soll hier
durch die Optimierung der Reaktionsbedingungen bei der Addition des Tetrathionats
an die C-C Doppelbindung der Allyl-Funktion von 5 eine Erhéhung des DSgisthiosuifat
erreicht werden. Anderseits soll Uber eine Dibromzwischenstufe versucht werden die
Erhdhung des DSgisthiosuitat ZU erreichen (siehe Schema 3.2). Aufgrund des hdheren
Substitutionsgrades DSgistiosuitat SOIl die Erzeugung von stabilen Monoschichten auf
Gold- und Silberoberflachen erméglicht werden.

Liepold erhielt bei der Synthese des Bunte-Salzes 8 ein Substitutionsgrad von
DSrhiosuttat = 0.15 192, Dabei ging sie von der AHP-CMC 5 mit einem DSy, von 0.23
aus. Durch Erhdhung der DSy der Vorstufe 5§ soll hier die Synthese eines

Thiosulfat-Derivats mit einem hoheren DSthiosuirat €rmaglicht werden.



3. Synthese thiofunktionalisierter Cellulosederivate

Br SSO;'Na*
}OH }OH
O (o]
?’OH }OH
(o] (o]
(0] (o]
s o) — o
Q. ;9 2 ;,0

=

O-R O
0] Q
] O+ —>» m o) R
SO d o
R R R R
cMmC 5

R =H or CH,COONa

0]
] (o]
d o
R R
6

Schema 3.2: Synthesewege zu Bisthiosulfat (6) - bzw. Thiosulfat (8) - CMCs.
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3.3 Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulosederivaten

3.3.1 Synthese von Cellulose-6-O-p-toluolsulfonat 1

Die Synthese des Cellulose-6-O-p-toluolsulfonats 1 erfolgte aus der nativen Cellulose
unter homogenen Reaktionsbedingungen. Dazu wurden folgende Ldsungsmittel-
systeme verwendet: zum einen das Losungsmittelsystem Lithiumchlorid (LiCl) /
Dimethylacetamid (DMAc) ®. Hier wurde die getrocknete Cellulose in DMAc
suspendiert und mit LiCl versetzt. Dadurch werden die inter- und intramolekularen
Wasserstoffbriicken aufgebrochen und die Cellulose geht in Lésung. Zum anderen
wurde das Losungsmittelsystem Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) / Dimethylsulfoxid
(DMSO) benutzt 8. Dieses System hat den Vorteil dass die Cellulose bei
Raumtemperatur (RT) innerhalb von 20 Minuten in Lésung geht.

Klemm und Mitarbeiter zeigten dass bis zu einem Tosylierungsgrad von DS = 0.46 die
Cellulose fast ausschlieldlich an den primaren Kohlenstoffatom C-6 substituiert wird.
Eine vollstandige Tosylierung an C-6, ohne Substitution an C-2 und C-3, ist nicht
maoglich 371,

Die Synthese einer ausschliel3lich in Position C-6 tosylierten Cellulose sollte hier

durch variieren des Anteils an eingesetztem Tosylchlorid erreicht werden.
Die im Losungsmittelsystem LiCl / DMAc geloste Cellulose wurde mit Tosylchlorid bei
8°C mit Triethylamin als Base umgesetzt (Schema 3.3 a). Dabei wurden folgende

Verhaltnisse von Tosylchlorid zu Cellulose ausprobiert: 1:1, 3:1, 5:1.

CHs

OH
a) 1. LiCl / DMAc
0] 2. TosCl, Et3N, 8°C, 24h
nn >
b) 1. TBAF / DMSO
% 2. TosCl, Et3N, RT, 24h
HO OH

Schema 3.3: Synthese von Cellulose-6-O-p-toluolsulfonat 1.
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Das Produkt wurde jeweils nach 24 h Reaktionszeit isoliert. Man erhalt Ausbeuten
zwischen 58 und 75%. Aus der Elementaranalyse konnten Substitutionsgrade DSty
von 0.50 bis maximal 0.56 erreicht werden. Dabei erwies sich das Verhaltnis
Tosylchlorid zu Cellulose von 3:1 als das Beste in Bezug auf Reproduzierbarkeit der
Reaktion und Ausbeute.

Die Tosylierung im Losungsmittelsystem TBAF/DMSO wurde ebenfalls mit
Tosylchlorid und Triethylamin als Base durchgefuhrt (Schema 3.3 b). Die drei
Verhaltnisse von Tosylchlorid zu Cellulose von 1:1, 3:1, 5:1 wurden auch hier
getestet. Das Produkt wurde jeweils nach 24 h Reaktionszeit bei RT isoliert. Die
Ausbeuten lagen bei dieser Reaktionsfiihrung bei 70%. Die aus der Elementaranalyse
bestimmten Tosylierungsgrade lagen zwischen 0.30 und 0.45. Hier erwies sich das
Verhaltnis Tosylchlorid zu Cellulose von 3:1 auch als das Beste in Bezug auf
Reproduzierbarkeit der Reaktion und Ausbeute. Diese DStosy-Grade liegen um 0.55
niedriger als die von Heinze bestimmten Wert (DStosyi = 1.10) bei gleichen

Reaktionsbedingungen und gleichem Anteil an eingesetztem Tosylchlorid.

Im "*C-NMR-Spektrum der Tosylcellulose 1 (z. B.: DS = 0.56) ist zu erkennen dass die
Tosylierung ausschlief3lich in Position C-6 erfolgte. Eine Substitution der sekundaren
Positionen C-2 und/oder C-3 wirde dazu fuhren dass das Signal des
Kohlenstoffatoms C-1 aufspaltet 8. So wiirde z. B. das Signal bei 8 = 103 ppm fiir
das C-1 Atom eine Hochfeldverschiebung nach 6 = 98 ppm durch den Einfluss des
substituierten C-2 Atoms erfahren. Diese Aufspaltung des C-1 Signals ist im "*C-
NMR-Spektrum nicht zu erkennen (Abb. 3.1).

Aufgrund der Substitution der Position C-6 der Cellulose mit Tosyl, spaltet das Signal
in C-6" und C-6° auf. Dabei steht A fiir die Glcp-Einheit die eine Tosyl-Gruppe tragt
und B fiir eine unsubstituierte Glcp-Einheit. Im "*C-NMR-Spektrum der Tosylcellulose
ist C-6" (5 = 69.4 ppm) gegeniiber C-62 (5 = 60.4 ppm) tieffeldverschoben. Durch die
Tosylierung spaltet auch das Signal des Kohlenstoffs C-4 in C-4” und C-4® auf (siehe
Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: "®C-NMR-Spektrum von Cellulose-6-O-p-toluolsulfonat 1 (DS = 0.56) in DMSO-ds.

Neben den Sulfonaten sind auch Halogenidionen wie Bromid oder lodid sehr gute

Abgangsgruppen 138 139

Der Vorteil dabei liegt in der Regioselektivitat der
Halogenidionen. Sie reagieren nach Sy2-Mechanismus ausschliellich an primaren
Positionen. Fur die Einfuhrung von Bromgruppen an die Cellulosekette wurde eine
Vorschrift nach Furuhata verwendet ['** "% Dabei wurde hier nach dem Ldsen der
Cellulose in LiBr/DMAc Lo6sungsmittelsystem, uber einen Vilsmeier-Haack-
Mechanismus bromiert. Als Bromierungsreagenzien wurden Triphenylphosphan / N-
Bromsuccinimid und Triphenylphosphan / Tetrabromkohlenstoff benutzt. Es traten bei
beiden Reaktionen starke Loslichkeitsprobleme auf. Als alternative Reaktion wurde
die Bromierung mittels Bromomorpholiniumbromid (Vilsmeier-Hack Reagenz) ['*® im
Losungsmittelsystem TBAF / DMF durchgefuhrt. Obwohl aus der Elementaranalyse
ein DS-Grad an Brom von 0.97 berechnet wurde, war diese Bromcellulose in
organischen Ldsungsmitteln unléslich und unter Zugabe von TBAF oder LiBr sehr

schwer |6slich, und deshalb fir weitere Derivatisierungen nicht verwendbar.

Das Cellulose-6-O-p-toluolsulfonat 1 (DS = 0.56) ist in DMSO, DMF und DMAc gut

|6slich und eignet sich sehr gut zur Synthese von Thioethercellulosen.
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3.3.2 Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose 2

Die Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose 2 erfolgte durch die Umsetzung
der Tosylcellulose 1 mit Natriumthiomethylat in DMF bei 0°C (Schema 3.4).

CHj

NaSCHj

Schema 3.4: Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose 2.

Dabei wurde eine vollstandige Substitution aller Tosylgruppen in 1 erreicht. Das
Produkt konnte mit einer Ausbeute von 64% hergestellt werden und ist im Basischen
(> 0.3 M NaOH Ldésungen) und organischen Ldsungsmittel wie DMF und DMSO
I6slich.

In der Abb. 3.2 ist das "*C-DEPT-NMR Spektrum der Thiocellulose 2 zu sehen. Das
Fehlen der Signale der Tosylgruppen bei 21.4 ppm und bei 128.0-145.2 ppm ist ein
Beweis fur die vollstandige Substitution der Tosylgruppen durch die Methylthio-
Funktionalitat. Zudem ist die Hochfeldverschiebung des mit der Methylthio-Gruppe
substituierten C-6 Kohlenstoff von & = 69.4 ppm nach & = 34.9 ppm zu sehen. Das
Signal der Methylthio-Gruppe erscheint bei einer chemischen Verschiebung von & =
15.8 ppm. Das Fehlen des Signals bei § = 56.1 ppm %% |3sst schlieRen dass keine
Substitution mit Methylthio-Gruppen in den Positionen C-2 und C-3 der
Anhydroglucoseeinheit stattgefunden hat (siehe Abb. 3.2).

Aus dem Integrationsverhaltnis des Signalbereiches flir die Protonen der Methylthio-
Gruppe bei 2.08 ppm und des Signals des H-1 Protons der Glcp-Einheit bei 5.19 ppm
wurde im 'H-NMR-Spektrum von 2 ein Substitutionsgrad an Methylthio-Gruppen von
DSwethyitio = 0.58 berechnet werden. Dieser Wert stimmt gut mit dem aus der

Elementaranalyse berechneten Wert von DSyethyithio = 0.55 Uberein.
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Abb. 3.2: "3C-DEPT-NMR-Spektrum von 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose 2 in DMSO-ds.

Der DS-Grad berechnet aus der Elementaranalyse ist dabei als genauer zu
betrachten, da bei der Bestimmung mittels NMR-Spektroskopie die Integration der
oben genannten Signalbereiche, aufgrund der nicht optimalen Basislinientrennung der
Signale, immer mit einem grdsseren Fehler behaftet ist. Zusatzlich wurde auch
festgestellt (Elementaranalyse) dass ein sehr geringer Anteil an Tosylgruppen (ca.
1%) wahrend der Reaktion hydrolysiert wird. Im FTIR-Spektrum der
thiofunktionalisierten Cellulose 2 kann man deutlich die C-H Valenzschwingungen der
Methylthio-Gruppe bei v = 2962 cm™ erkennen. Die C-S-Bindung zeigt eine Bande bei

v=705cm™.

3.3.3 Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethyicellulose

Natrium Salz 3

Die Einfuhrung von Carboxyl-Funktionalitaten in die 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose
2 sollte der besseren Loslichkeit des Derivats in Wasser dienen. Jedoch kann man mit

dieser funktionellen Gruppe auch weitere chemische Derivatisierungen durchflhren
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wie z. B. der Synthese von Reaktivestern der 6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethyl-
cellulose 3.

Bei der Reaktion handelt es sich um eine Alkylierung der Hydroxylgruppen der Glcp-
Einheiten der Verbindung 2 mittels Chloressigsaure Natrium Salz. Die Reaktion wurde

dabei heterogen in einem Isopropanol / Ethanol Gemisch durchgefiihrt (Schema 3.5).

SCH,4

Isopropanol / Ethanol

L.
v

CICH,COONa , NaOH
4h, 60°C rRd  oR

2 R: H, CH,COONa
3

Schema 3.5: Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose Na Salz 3.

Nach einer Reaktionszeit von 4 h bei 60°C wurde 3, nach Ultrafiltration, in einer

Ausbeute von 68% isoliert. Das Thio-CMC-Derivat 3 ist ab einem pH-Wert > 3 gut

wasserloslich. Durch Ansauern der wassrigen Losung bei pH-Werten < 3 erhalt man

die protonierte Form von 3 die in aprotischen polaren Losungsmitteln wie DMF und

DMSO gut I6slich ist.

Im "®*C-DEPT-NMR Spektrum von 6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose

Na Salz 3 ist eine Carboxymethylierung der Hydroxylgruppen in Postion C-2 (6 =

71.8 ppm) und C-6 (5 = 69.6 ppm) der Glcp-Einheit zu erkennen ['*! (siehe Abb. 3.2).

Die Signale fiir die Protonen der Carboxymethylgruppen liegen im 'H-NMR-Spektrum
im Bereich der Cellulosegerustprotonen bei 6 = 4.25-413 ppm. Aus der
Elementaranalyse wurde ein Substitutionsgrad DScarboxymethy = 1.0 bestimmit.

Im *C-NMR-Spektrum wie auch im FTIR-Spektrum kann das Vorhandensein der
Carboxymethylgruppe nachgewiesen werden. So erscheint im *C-NMR Spektrum
das Kohlenstoffatom fur die Carboxylgruppe bei 6 = 178.5 ppm.

Die Valenzschwingungsbande des Carboxylats erscheint im FTIR-Spektrum bei v =
1597 cm™.
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Abb. 3.3: "*C-DEPT-NMR-Spektrum von 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose 2 in D,O

(innerer Standard: Acetonitril).

3.3.4 Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-CMC-ethylester 4

Die 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose 2 sollte auch zur Herstellung des 6-S-
Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose-ethylesters 4 eingesetzt werden. Der
Ester 4 sollte mit einem niedrigen Substitutionsgrad an Carboxymethylethylester-
Gruppen (DSge) hergestellt werden, da bei der anschlieRenden Reaktion mit Hydrazin
zum entsprechenden reaktiven Hydrazid-Derivat, eine vollstandige Umsetzung der
Ester-Gruppen erwunscht war.

Die Alkylierung der Thiocellulose 2 mittels Chloressigsaureethylester wurde hier
homogen in Dimethylsulfoxid durchgefuhrt (Schema 3.6).

Nach nur 2 h bei 60°C wird das Produkt 4 in 93%-iger Ausbeute isoliert. Der Ester 4
ist in Wasser gut I0slich.
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DMSO

CICH,COOCH,CH3,, NaOH
2h, 60°C

2 R: H, CH,COOCH,CH;
4
Schema 3.6: Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-CMC-ethylester 4.

Die Bestimmung des Substitutionsgrades der Estergruppen (EE) erfolgte hier
ausschlieRlich aus der Elementaranalyse, da die entsprechenden Signale, speziell
des Cellulose-Rickgrats, bei der NMR-spektroskopischen Auswertung nicht
integrierbar waren. Man erhalt ein Substitutionsgrad von DSge = 0.16.

Im "C-NMR-Spektrum des Derivats 4 erscheinen die typischen Signale der
Carboxymethylethylester-Gruppen wie folgt: bei 6 = 177.8 ppm das Kohlenstoffatom
der Carboxyl-Funktionen, die CH>-Gruppen der Carboxymethyl-Funktion bei 6 = 72.1-
69.4 ppm und die CH,-, bzw. CH3-Gruppen des Ethylesters bei 6 = 57.8 ppm und & =
17.2 ppm. Die Signale fiir die Protonen der Carboxymethylgruppen liegen im 'H-NMR-
Spektrum im Bereich der CellulosegerUstprotonen bei 6 = 4.22-4.10 ppm, die Signale
des Ethylrestes bei 6 = 3.60 ppm (CHx-Gruppe) und 6 = 1.18 ppm (CHs-Gruppe).

Im FTIR-Spektrum des Esters 4 ist die Valenzschwingungsbande der Carbonyl-

Funktion bei einer Wellenzahl von v = 1590 cm™' zu erkennen.

3.4 Synthese von 6-0-(2",3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxy-
propyl)-carboxymethylcellulose Natrium Salz (TSHP-CMC Na) 6

3.4.1 'H-NMR-spektroskopische Bestimmung der Substituentenverteilung
in der Carboxymethylcellulose mittels Abbauanalyse

Bei der Synthese der Bisthiosulfatcellulose 6 ' und der Thiosulfatcellulose 8 ['%2
bestand die Aufgabe darin, eine Erhdhung des Substitutionsgrades an Bisthiosulfat-,
bzw. Thiosulfat-Gruppen zu erzielen.

Als Ausgangsverbindung fir diese Synthesen wurde die Allylhydroxypropyl-CMC 5
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(AHP-CMC) eingesetzt. Diese wurde ihrerseits aus einer kauflichen
Carboxymethylcellulose mit einem Substitutionsgrad an Carboxymethylgruppen von
DScmc = 0.90 und einer Molmasse von My = 250000 g/mol synthetisiert.

Um eine Erhéhung des Substitutionsgrades an Allylhydroxypropyl-Gruppen (DSaiy)
von Derivat 5 zu erreichen war es notwendig den partiellen Substitutionsgrad an
CMC-Gruppen in Position C-6 der Glcp-Einheit der CMC zu kennen. Ist dieser
bekannt, so kann man den partiellen Substitutionsgrad an freien Hydroxyl-Gruppen in
Position C-6 (xs on) berechnen. Durch gewahlte Synthesestrategien sollte dann
versucht werden diese freien Hydroxylgruppen vollstandig mit Allylhydroxypropyl-

Funktionalitaten zu substituieren.

Zur Bestimmung der Substituentenverteilung der kauflichen CMC wurde diese zu
den carboxymethylierten Glcp-Monomereinheiten unter Erhalt der Information des
Substitutionsortes, abgebaut. AnschlieRend wurde die Substituentenverteilung
mittels "TH-NMR-Spektroskopie bestimmt.

Der Abbau der CMC (DScmc = 0.90) erfolgte saurehydrolytisch nach einer Prozedur
von Arisz et al. 2. Dabei wurde die Carboxmethylcellulose mit 2 M
Trifluoressigsaure (TFA) hydrolysiert. Nach einer Reaktionszeit von 50 h bei 100°C
und anschlieBender Abtrennung der TFA wurden die Abbauprodukte durch
Gefriertrocknung isoliert. Das '"H-NMR-Spektrum der CMC Abbauprodukte ist in
Abbildung 3.4 zu sehen.

HQD Glykolsaeure Merunreinigung)
CH2-6

©
<
7

—4.76

CH2-2(beta)
H-1(beta) CH2-3

o
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u CH2-%QaIpha) y
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Abb. 3.4: "H-NMR-Spektrum nach saurehydrolytischem Abbau von CMC.
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Die Zuordnung der Signale in Abbildung 3.6 wurde mittels HC-COSY-NMR
Spektroskopie durchgefiihrt und mit literaturbekannten Auswertungen verglichen %!
Das 'H-NMR-Spektrum zeigt einen vollstindigen Abbau der CMC in die
entsprechenden monomeren Einheiten Die Abbaureaktion kann anhand der
Intensitat der H-1 Protonen der Glcp-Einheiten kontrolliert werden. Ist Diese
vollstandig, so sind die H-1 Signale scharf und spalten in zwei Satze von Dubletts
zwischen & = 4.5-5.3 ppm. Die Aufspaltung in Dubletts wird durch Kopplung mit dem
Proton H-2 verursacht. Der Satz an Dubletts bei tieferer Feldverschiebung (5 = 5.3
und 5.1 ppm) kann dem Proton an der C-1 Position des a-Anomers; die bei hdherer
Feldverschiebung (6 = 4.6 und 4.4 ppm) dem Proton an der C-1 Position des j-
Anomers zugeordnet werden '*3. Die ,S* und ,U* Kennzeichnungen der Dubletts in
Abbildung 3.6 stehen fur die mit Carboxymethyl substituierten und unsubstituierten
Hydroxylgruppen in Position C-2. Die Carboxymethylierung der Hydroxylgruppe in
Position C-2 induziert eine erhebliche Tieffeldverschiebung des Protons in C-1 (in
Abb. 3.6 mit H-1 (alpha)s gekennzeichnet) °!.

Im "H-NMR-Spektrum sind die bedeutendsten Signale die der Carboxymethyl-
protonen zwischen & = 4.5-5.3 ppm und die der Protonen der Glcp-Monomer-
Einheiten zwischen & = 3.0-3.8 ppm. Die Integration der H-1 Protonen im Verhaltnis
zu der Integration der Protonen des Glcp-Gerlstes ergab ein Verhaltnis von 1:6. Dies
ist allgemein zu erwarten wenn die Hydrolyse vollstandig abgelaufen ist. Um die
anschliellende fehlerfreie Bestimmung der partiellen Substitutionsgrade zu
gewahrleisten, ist es wichtig dass diese Voraussetzung (vollstandige Hydrolyse)

erfullt wird.

Die Substituentenverteilung der Carboxymethyl-Gruppen entlang der Cellulosekette
wurde mittels "TH-NMR-Spektroskopie als Verhaltnis der Integrale zweier Signale A/B
bestimmt. Dabei steht A fur 72 der Integrale der CH2-Gruppe der Carboxymethyl-
Signale in der Region zwischen & = 4.0-4.5 ppm, und B fur die Integration der Signale

des H-1 Protons. Die Integration dieser Signale ist in Abbildung 3.5 zu sehen.



3. Synthese thiofunktionalisierter Cellulosederivate 30

HQD Glykolsaeure
CH2-6
© ©
[\. o
< <~
H-1(beta) CH2-2(alpha)
—— =S o
u CH23  CH2-2(beta) ¥y
2 S
H-1(alpha) T T
s i
8 S5
o I f
L AMVQI\
0.91 1.00 1.07 1.49 1.491.68 2.18 2.85
— — — [y -] | — —
5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 43 4.2 4.1

Chemical Shift (ppm)

Abb. 3.5: "H-NMR-Spektrum von CMC nach saurehydrolytischen Abbau: Integration der

Signale fir die Berechnung des DScy bzw. X2, X3, Xs.

Man kann nun nach folgenden Formeln den totalen Substitutionsgrad an
Carboxymethyl-Gruppen (DScm) bzw. die partiellen DS-Grade (x) an CM-Gruppen in

den Positionen 2, 3 und 6 berechnen:

4.34
A He: jHCHZ_Z’Sﬁ 1/2-(1.49+1.68+2.18+2.85
DScm =— = 4.10 _1/2-(1L49+168+218+285) 4, g9
B 529 4.60 (0.91+1.00) + (1.07 +1.49)
[ Hcaaa+ [Heop
5.07 4.48
4.32 4.23
1/2-( J.H(CHZ—Z)a + IH(CH2—2)ﬂ)
o — 4.30 4.22 _ 1/2~(1.68+2.18) —0.43
2= 5.29 4.60 - 4.47 o

[ Heaaa+ [Heop
5.07 4.48
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4.35
12 [Hon, -3
~ 434 1/2:1.49
X3 =529 4.60 T 247 0.17
I Heo1g + JHC—lﬂ
5.07 4.48
4.10
1/2- j Hen, -6
~ 408 1/2-285
X6 =529 4.60 447 0.31
I He 1o + JHC—lﬂ
5.07 4.48

Es wurde somit ein totaler Substitutionsgrad an Carboxymethyl-Funktionalitdten von
DScwm = 0.91 bestimmt. Dieser entspricht den Herstellerangaben (DScy = 0.90). Die
partiellen Substitutionsgrade in den Positionen 2, 3 und 6 betrugen x, = 0.43, x3 =
0.17 und xs = 0.31. Die Werte stimmen ganz gut mit denen in der Literatur
verdffentlichen Werten (iberein 1.

Der maximal erreichbare Substitutionsgrad in Position C-6 ist DS¢ = 1.00. Da 0.31
davon die CM-Gruppen einnehmen ist der Rest von 0.69 den freien Hydroxylgruppen
zuzuordnen. Das heildt, dass bei regioselektiver Umsetzung in Position C-6, ein
maximaler Substitutionsgrad an eingefuhrter Funktionalitat (F) von DSg = 0.69

erreicht werden kann.

3.4.2 Synthese von 6-O-(3'-Allyloxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose
Natrium Salz (AHP-CMC Na) 5

Das Cellulosederivat 5 wurde bereits von Liepold mit einem Substitutionsgrad an
Allylhydroxypropylgruppen von DSay, = 0.38 hergestellt %2, Aufgabe war nun, durch
Optimierung der Reaktionsbedingungen, eine Erhohung des DS-Grades DSy zu
erlangen, der aufgrund der Untersuchungen in Kapitel 3.4.1, in Position C-6 der
Glcp-Einheit einen maximalen Wert von 0.69 erreichen kann.

Als Ausgangsverbindung fur die Synthese wurde die kaufliche Carboxymethyl-
cellulose (CMC) (DScarboxymethyl = 0.91, x2 = 0.43, x3 = 0.17, xs = 0.31; Mw = 250000
g/mol) verwendet. Die Allyl-Carboxymethylcellulose 5 wurde auf zwei ahnlichen

Synthesewegen hergestellt. Auf dem ersten Weg wird die CMC in 25%-iger
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Natronlauge geldst und mit Allylglycidylether (AGE) 3 Tage bei 60°C geriihrt [
(Schema 3.7 (a)). Nach Aufreinigung des Produktes durch Ultrafiltration, wurde das
Produkt in 80%-iger Ausbeute hergestellt. Auf dem zweiten Weg wurde die CMC in
5%-iger Natronlauge geldst und mit AGE 5 Tage bei Raumtemperatur geruhrt

(Schema 3.7 (b)).
\2
0

(a) 25%-ige NaOH
AGE, 3d, 60°C

(b) 5%-ige NaOH
AGE, 5d, RT

cMmC 5
R =H or CH,COONa

Schema 3.7: Synthese von 6-O-(3'-Allyloxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose

Natrium Salz 5.

Bei beiden Synthesewegen wurden unterschiedliche Verhaltnisse von AGE zu CMC
getestet (Tabelle 3.1). Dabei stellte sich heraus dass die Zugabe des Ethers eine
bedeutende Rolle bei der Erhohung des Substitutionsgrades spielt. Wenn die
Zugabe von AGE auf einmal oder zugig erfolgt dann erhalt man in der Regel niedrige
DS-Grade. Diese Beobachtung ist auf die Tatsache zurickzuflhren dass ein Teil des
nun Uberschussigen Ethers schneller hydrolisiert als die gewunschte Alkylierung mit
der Cellulose einzugehen.

Bei der Herstellung von AHP-CMC nach Syntheseweg (a) wurde die entsprechende
Menge an AGE in zwei gleiche Portionen eingeteilt. Die erste Zugabe erfolgte direkt
nach dem Auflésen der CMC; die Zweite erfolgte 24 Stunden nach der ersten
Zugabe. Dabei wurde jede Portion an AGE tropfenweise unter kraftigem Ruhren
zugegeben (siehe Kapitel 8.3.1 im praparativen Teil).

Die Zugabe der entsprechenden Mengen an AGE bei der Synthese von 5 nach
Syntheseweg (b), erfolgte in vier gleiche Portionen innerhalb von 4 Tagen, jeweils
nach 24 Stunden nach der vorhergegangenen Zugabe. Dazu wurde auch hier jede
Portion an AGE tropfenweise unter kraftigem Rihren zugegeben (siehe Kapitel 8.3.1

im praparativen Teil).
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In Tabelle 3.1 sind die verwendeten Mengen an AGE und die berechneten
Substitutionsgrade DSay, fur die AHP-CMC, hergestellt nach Syntheseweg (b),
aufgefuhrt.

Tabelle 3.1:  Vergleich zwischen DS und Menge an eingesetztem AGE (Syntheseweg (b)).

Verhaltnis DSauy Ausbeute

Nage:Ncmc EA 1H-NMR [O/O]

1:1 0.12 - 94
2:1 0.23 0.25 84
3:1 0.43 0.45 79
5:1 0.64 0.65 87
11:1 0.67 0.69 86

Die Substitutionsgrade wurden sowohl aus dem 'H-NMR-Spektrum als auch mittels
Elementaranalyse bestimmt. Die Bestimmung des Substitutionsgrades DSayy mittels
'H-NMR-Spektroskopie erfolgte aus dem Verhéltnis der Integrale der Protonen-
signale von H-2" und H-1 (Abb. 3.6).

Die erhaltenen Werte aus der Elementaranalyse und NMR-Spektroskopie stimmen
uberein (siehe Tabelle 3.1). Aus der Tabelle 3.1 kann man beobachten das ab einem
Verhaltnis AGE:CMC von 5:1 ein DS-Grad DSy = 0.65 erreicht wird. Bei einem
Verhaltnis AGE:CMC von 11:1 wird nur noch eine minimale Erhéhung auf DSayy =
0.69 erreicht. Dieser Substitutionsgrad entspricht dem maximal erreichbaren in der
Position C-6 der Glcp-Einheit.
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}4— H-2"
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é’o” DSany= H-2"/ H-1
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R =H or CH,COONa

— T T T T T T T T T T T T
8.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
ppm

Abb. 3.6: Beispiel fur die Berechnung von DSy, mittels 1H-NMR-Spektroskopie.

Die Abhangigkeit des DSy mit der eingesetzten Menge an AGE ist aus der Abb. 3.7

zu entnehmen.

0,75

0,60

0,45

DS-Grad

0,30 +

0,15

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Nage [mmol]

Abb. 3.7: Abhangigkeit des DSpy von der eingesetzten Menge an Allylglycidylether
(Syntheseweg (b)).

Die erfolgreiche Synthese der AHP-CMC 5 ist auch aus den '*C-, bzw. "*C-DEPT-
NMR-Spektren ersichtbar (Abb. 3.8).
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4,3,1",1',3' 2" 5, CH,(CM)

@
Acatonitnl B

184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 55 B8 80 72 64 56
ppm

Abb. 3.8: 'C-, bzw. *C-DEPT-NMR-Spektren von AHP-CMC Na 5 in D,O

(innerer Standard: Acetonitril).

Im "*C-NMR-Spektrum von 5 in D,O (Abb. 3.8) kénnen die Signale bei einer
chemischen Verschiebung von 6 = 134.3 (CH=CHy), 6 = 119.6 (CH=CH) und ¢ =
74.9-73.6 ppm der (3'-Allyloxy-2'-hydroxypropyl)-Gruppe (AHP) zugeordnet werden.
Bei 6 = 178.3 ppm tritt das Signal des Carbonylkohlenstoffatoms auf. Die Signale des
Cellulosegerustes liegen zwischen 6 = 102.7 und 63.4 ppm. Des Weiteren ist eine
Aufspaltung des Signals des Kohlenstoffatoms C-6 aufgrund der Substitution mit der
AHP-Gruppe zu beobachten. So erfahrt das Signal von C-6 durch die regioselektive
Substitution mit der AHP-Gruppe eine Tieffeldverschiebung zu & = 63.9 ppm (C-6"
gekennzeichnet). Das Signal C-6° bei § = 63.4 ppm steht fiir die unsubstituierte Glcp-
Einheit. Das Signal der CH,-Gruppen der CMC ist bei 6 = 65.8 ppm zu sehen.

Aufgrund der statistischen Verteilung der CMC-Gruppen entlang der Cellulosekette
und durch den Einfluss benachbarter AHP-Gruppen spaltet auch das Signal des C-2
Kohlenstoffatoms in C-2* (5 = 84.4 ppm) und C-2® (5 = 80.6 ppm) auf. Eine
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zusatzliche Aufspaltung des C-2 Kohlenstoffatoms, aufgrund der Substitution mit
AHP-Gruppen ist in den "*C-NMR-Spektren nicht zu erkennen. Kohlenstoffatom C-3
zeigt auch keine Substitution mit AHP-Gruppen (Abb.3.8).

Die chemischen Verschiebungen der zusatzlichen Signale des Cellulosegeristes
stimmen mit literaturbekannten NMR-Auswertungen (berein ¢ 144149,

Mit Hilfe von GPC-MALLS-Messungen wurden auch die Molmassen von AHP-
CMC Na 5 bestimmt. Die Molmassen von 5 liegen zwischen My = 15000-40000
g/mol bei der Herstellung nach Syntheseweg (a). Diese niedrigere Molmasse ist
durch den partiellen Abbau des CMC-Ruckgrats aufgrund der relativ drastischen
Reaktionsbedingungen zu erklaren (25%-ige NaOH, 3 d, 60°C).

Durch die milderen Reaktionsbedingungen bei der Synthese der AHP-Cellulose 5
nach Syntheseweg (b) (5%-ige NaOH, 5 d, RT) erhalt man Molmassen im Bereich

von 95000-110000 g/mol.

3.4.3 Synthese von 6-O-(2", 3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxy-propyl)-
carboxymethylcellulose Natrium Salz (TSHP-CMC Na) 6a und 6b

Die Synthese der Bisthiosulfat-CMC 6a erfolgte durch Addition von Tetrathionat an
die C-C Doppelbindung des Allylderivats 5 nach einer analogen Synthese der TSHP-
Cellulose aus der AHP-Cellulose "%, Dazu wurde eine wassrige Lésung von AHP-
CMC 5 mit Tetrathionat 2 Tage bei 95 °C umgesetzt (Schema 3.8).

SSO;Na*

> }ssomzf

O
N828406
i
2 d,95°C

O
/
R

\
R

5 R = H or CH,COONa 6a

Schema 3.8: Synthese von 6-0-(2", 3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxy-propyl)-carboxy-

methylcellulose Natrium Salz 6a.
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Nach anschlielender Aufarbeitung und lIsolierung wurde das Produkt mit einer
Ausbeute von 75 - 89% erhalten.

Die TSHP-CMC 6a wurde mittels 'H-, *C-DEPT-, HC-COSY-NMR-Spektroskopie,
FTIR-Spektroskopie und Elementaranalyse charakterisiert. In Abbildung 3.9 ist das
HC-COSY-NMR-Spektrum der Verbindung gezeigt. Aus der Abbildung 3.9 kann
man, vor allem aus dem 13C-DEPT-NMR—Spektrum, entnehmen das die TSHP-CMC
6 nahezu identisch ist mit der Ausgangsverbindung 5 ist. Jedoch zeigen die Signale
der Doppelbindung im Spektrum der TSHP-CMC eine verminderte Intensitat.

Die verminderte Intensitat der Doppelbindung-Signale ist auch im 'H-NMR-Spektrum

zu erkennen und erlaubt die Berechnung des Substitutionsgrades der Bisthiosulfat-

Gruppe (DSgisthiosulfat)-

H2, B, 80y 8% 1. 3. 5, 4,3,

e HA
A

ppm
™ 3 g PR E a0
ﬁ =
;:_ [ g w ® r 0 -H'q,. E 70
o N -y £ 80
E o
E 90
T - =100
F110
1 3 o F120
E F130
E140
T T T T o T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm

Abb. 3.9: HC-COSY-DEPT-NMR-Spektrum von TSHP-CMC Na 6a in D,0.

In Abbildung 3.10 ist als Beispiel das 'H-NMR-Spektrum einer TSHP-CMC gezeigt
die aus einer AHP-CMC 5 mit einem DSai = 0.69 hergestellt wurde. Aus dem
Verhaltnis der Integralen der Signale der Protonen H-2" und H-1 wurde ein DSauy =
0.59 berechnet. Diese Verminderung im Substitutionsgrad ist auf die Umsetzung der
Doppelbindung zum Bisthiosulfat zurickzufuhren.

Diese Annahme wurde auch durch die Elementaranalyse bestatigt. Der erhaltene
Wert DSgisthiosuifat = 0.10 stimmt mit dem mittels NMR-Spektroskopie berechneten

Wert Uberein.
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Abb. 3.10: Bestimmung des DSgisthiosuirat €iner TSHP-CMC Na aus AHP-CMC (DS =
0.69) mittels "H-NMR-Spektroskopie.

Das FTIR-Spektrum der TSHP-CMC 6a weist die charakteristischen
Schwingungsbanden der Thiosulfatgruppen bei v = 1018 cm™ (v(S=0)) und v = 614
cm™ (v(S-S)) auf [%9,

Die TSHP-CMC 6a zeigt eine sehr gute Wasserloslichkeit und wurde mit einer
besseren Reproduzierbarkeit hergestellt als die von Choi beschriebene analoge
TSHP-Cellulose .

Um eine Erhdhung des DSgisthiosuitat der TSHP-CMC zu erreichen, wurde ein zweiter
Syntheseweg ausgearbeitet.

Die TSHP-CMC 6b wurde in einer zweistufigen Synthese (siehe Schema 3.9), nach
einer abgeanderten Vorschrift von Axen et al. " hergestellt. In der ersten Stufe
erfolgte die heterogene Addition von Br, in Chloroform an die Doppelbindung der
AHP-CMC H (freie Saure, DSa = 0.43) 5. Die Dibromzwischenstufe wurde nach
Aufarbeitung direkt, ohne weitere Isolierung mit Natriumthiosulfat in einem DMSO /
Wasser-Gemisch (1:2) umgesetzt. Nach 4 d bei 95°C wurde das Produkt 6b nach
Abdestillieren des Lésungsmittels (DMSO) durch Ultrafiltration gereinigt. TSHP-CMC

6b wurde in einer Ausbeute von 80% hergestellt.
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Br SSO5yNa*
Br SSO;Na*
O
OH
N623203
in
DMSO:H,0
CHClj (1:2)

—_— —_—
5% Br, / CHCl3 4d,95°C

R = H or CH,COOH(Na)

Schema 3.9: Synthese von 6-0O-(2", 3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxy-propyl)-

carboxymethylcellulose Natrium Salz 6b in einer zweistufigen Synthese.

Das "*C-NMR-Spektrum in Abbildung 3.11 zeigt eine deutliche partielle Umsetzung
der Allyl-Doppelbindungen von 5.

SSO3Na*
3" "
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qn qn N
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Abb. 3.11: *C-NMR-Spektrum von TSHP-CMC 6b (innerer Standard: Acetonitril).
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Durch die Substitution mit Bisthiosulfatgruppen erfahrt das Kohlenstoffatom C-2" eine
starke Hochfeldverschiebung von & = 134.3 ppm nach 6 = 66.3 ppm und C-3" von 6 =
119.6 ppm nach & = 37.2 ppm.

Das C-6" Kohlenstoffatom aus der AHP-CMC 5 erfahrt durch die Substitution auch
eine Hochfeldverschiebung von & = 63.9 ppm zu 6 = 62.8 ppm. Das unsubstituierte
C-6° Atom ist bei einer chemischen Verschiebung von 6 = 60.3 ppm zu sehen.

Die Substitution der Allyl-Funktionalitdten gelang nur partiell da bei der ersten Stufe
die Bromierung der AHP-CMC in Suspension durchgefuhrt wurde und die Reaktion
dementsprechend trager ablauft. Die niedrigen Signale der C-Atome der
Doppelbindung (C-2", C-3") sind im "*C-NMR-Spektrum noch bei § = 134.3 ppm und
6 =118.8 ppm zu sehen.

Aus der Elementaranalyse wurde ein DSgisthiosurat = 0.17 berechnet. Dieser liegt um

70% Uber dem der einstufigen Synthese.

3.5 Synthese von 6-O-(2"-Hydroxy-3"-thiosulfatopropoxy-2'-
hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose Natrium Salz 8
(HTSHP-CMC Na)

3.5.1 Synthese von 6-O-(2"-Hydroxy-3"-bromopropoxy-2'-hydroxypropyl)-
carboxymethyicellulose Natrium Salz (HBrPHP-CMC Na) 7

Die Synthese der HTSHP-CMC Na 8 erfolgte nach einem von Liepold entwickelten
Syntheseverfahren %2,

Die Thiosulfatcellulose 8 wurde auch in einer zweistufigen Synthese aus dem
Allylderivat 5 hergestellt. Dazu wurden zuerst die Allyl-Gruppen von 5 mit wassriger
Brom-L6sung zum Bromhydrin 7 umgesetzt (Schema 3.10).

Diese Reaktion erfolgte bei RT, wobei das Ende der Reaktion durch die gelbliche
Farbung der Reaktionslosung durch Uberschussiges Brom zu erkennen war. Da die
AHP-CMC 5 nur in Wasser vollstandig 16slich ist, wurde die Umsetzung in Wasser
durchgefiihrt. Dadurch liegt in der Reaktionslésung ein groRer Uberschuss an
Wasser vor, das als konkurrierendes Nukleophil reagieren kann. Bei Bromierungen in

Wasser bildet sich ausschlieRlich der vicinale Bromalkohol '],
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S

R =H or CH,COONa

Schema 3.10: Synthese von 6-O-(2"-Hydroxy-3"-bromopropoxy-2'-hydroxypropyl)-
carboxymethylcellulose Natrium Salz (HBrPHP-CMC Na) 7.

Durch den elektronenziehenden Effekt (+I-Effekt) des Bromatoms erfahrt das
Kohlenstoffatom C-3" im '>C-NMR-Spektrum von 7 eine starke Hochfeld-
verschiebung von 6 = 119.6 ppm nach & = 35.5 ppm.

Da keine Hochfeldverschiebung des C-2" Kohlenstoffatoms von 6 = 134.3 ppm in
den Bereich 6 = 45 - 50 ppm zu sehen ist, kann man ein sekundar-bromiertes Derivat
ausschlieBen. Die Zuordnung des C-3" Kohlenstoffatoms im '*C-DEPT-NMR-
Spektrum einem primaren C-Atom spricht zusatzlich gegen die Entstehung eines
sekundar substituierten Bromalkohol der Cellulose.

Die typischen Signale der Allyl-Funktion des Derivats 5 (6 = 134.3 ppm und & = 119.6
ppm) sind im "*C-NMR-Spektrum komplett verschwunden, was auf eine vollstandige
Bromierung der Doppelbindung hinweist.

Bei der Synthese des Bromderivats 7 aus der AHP-CMC 5 (DSaiy = 0.23) wurde
anhand der Brom-Elementaranalyse ein Substitutionsgrad von DSgom = 0.20
bestimmt, um 0.03 (3%-Punkte) niedriger als erwartet. Dieser Befund ist
wahrscheinlich auf die partielle Hydrolyse einiger Brom-Gruppen zum
entsprechenden Diol zu erklaren. Da bei der Synthese des Allylderivats 5 zur
Aktivierung der CMC Natronlauge benutzt wurde, ist es anzunehmen das Spuren
dieser NaOH im AHP-CMC 5 fur die partielle Hydrolyse wahrend der
Bromierungsreaktion verantwortlich sind.

Da bei diesem Syntheseverfahren die Bromierung der Doppelbindungen vollstandig

ablauft, wurde bei der Synthese der Thiosulfatcellulose 8 aus den AHP-Cellulosen
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mit héherem DSy (0.43-0.69), auf die Isolierung und Charakterisierung der

Bromhydrin-Zwischenstufe verzichtet.

3.5.2 Synthese von 6-O-(2"-Hydroxy-3"-thiosulfatopropoxy-2'-hydroxypropyl)-
carboxymethylicellulose Natrium Salz (HTSHP-CMC Na) 8

Die 6-0O-(2"-Hydroxy-3"-thiosulfatopropoxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose
Natrium Salz 8 wurde aus dem Bromderivat 7 hergestellt. Dazu wurde die wassrige
Lésung der HBrPHP-CMC 7 mit Natriumthiosulfat vier Tage bei 95°C gerlhrt
(Schema 3.11). Das Produkt 8 konnte nach der Reinigung mittels Ultrafiltration in
Ausbeuten zwischen 78-80% isoliert werden. Die HTSHP-CMC 8 ist sehr gut
wasserloslich. Die wassrigen Losungen von 8 sind auf langerer Zeit stabil (flocken
nicht aus). Eine Abnahme der Wasserloslichkeit aufgrund von Vernetzungen Uber

Disulfidbriicken wurde auch bei Proben alter als 1 Jahr nicht bemerkt.

Br SSO5Na*

N328203
_
4d,95°C

R =H or CH,COONa

Schema 3.11: Synthese von 6-O-(2"-Hydroxy-3"-thiosulfatopropoxy-2'-hydroxypropyl)-
carboxymethylcellulose Natrium Salz (HTSHP-CMC Na) 8.

Das "*C-NMR-Spektrum vom Bunte-Salz 8 (siehe Abb. 3.12) unterscheidet sich im
Wesentlichen nicht vom *C-NMR-Spektrum von 7. Das Kohlenstoffatom C-3" der die
Thiosulfatgruppe tragt, zeigt eine leichte Tieffeldverschiebung von & = 35.5 ppm (in
Verbindung 7) nach & = 38 ppm. Zusatzlich verschiebt sich das Kohlenstoffatom C-2"
von & = 63.4 ppm nach & = 69.2 ppm.
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Abb. 3.12: *C-NMR-Spektrum von HTSHP-CMC 8 (innerer Standard: Acetonitril).

Im FTIR-Spektrum (siehe experimenteller Teil) sind die Banden fir die gebundene
Thiosulfatgruppe zu sehen. Die typischen Banden treten bei den Wellenzahlen von v
= 1203 (v SOy), 1024 (v S=0), 637 (v C=S) cm™ auf. Schwingungsbanden fiir das
eingesetzte Na,S,03 bei v = 1135, 1102, 675 cm™ sind nicht zu sehen. Dies spricht
zusatzlich fur die erfolgreiche Umsetzung des Bromderivats 7 zum Bunte-Salz 8.

Im "H-NMR-Spektrum von 8 liegen die Signale fiir die Protonen von H-3" im Bereich

der Gerustprotonen bei 6 = 3.26 ppm.

Die Allylcellulosederivate 5a, 5b, 5¢ wurden zu den Thiosulfatcellulosen 8a, 8b, und
8c umgesetzt. Ihr Schwefelgehalt wurde mittels Elementaranalyse bestimmt (Tabelle
3.2). Geht man z. B. fur 5b von einer vollstandigen Substitution des Broms durch
Thiosulfat aus, so sollte der Schwefelgehalt 7.32% betragen. Experimentell konnte
jedoch nur ein Wert von 4.16% bestimmt werden. Da jedoch der Bromgehalt des
Bunte-Salzes 8b bei 0.1% liegt, kann man daraus schlieen, dass die Bromatome
fast vollstandig mit Thiosulfat substituiert wurden.

Der niedriger als erwartete Schwefelgehalt der Thiosulfatcellulosen 8a, 8b, und 8c ist
auf eine partielle Hydrolyse der Bromhydrin-Gruppen zu 2", 3"-dihydroxypropyl-
Gruppen zuruckzufihren. Dabei steigt der hydrolysierte Anteil mit dem DSy der
eingesetzten AHP-CMC Na (hier 5b und 5c) (siehe Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2:  Vergleich zwischen DSa, von 5a, 5b, 5¢ und DSthiesurat VON 8a, 8b, 8c.

AHP-CMC Na 5 HTSHP-CMC Na 8 Ausbeute
[%]
Probe DSai Probe Schwefelgehalt DSrhiosuifat
[%]
5a 0.23 8a 2.94 0.15 75
5b 0.43 8b 4.16 0.23 72
5¢ 0.64 8c 6.18 0.38 62

Die Molmasse der synthetisierten HTSHP-CMC Na 8 betragt M = 95000-98000 g/mol

entsprechend einem Polymerisationsgrad von DP = 262-331.

3.6 Zusammenfassung

Durch nukleophile Substitution der regioselektiv in Position C-6 der Glcp-Einheit
substituierten Tosylcellulose, wurde die 6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose 2
erfolgreich hergestellt. Ein maximaler Substitutionsgrad an Methylthio-Gruppen von
DSwethyithio = 0.55 wurde erreicht. Durch Carboxymethylierung des Thioethers 2
konnten die Carboxymethylcellulose 3 und der Carboxymethylcellulose-ethylester 4
synthetisiert werden. Der DS-Grad an Carboxymethyl-Gruppen DScy betrug bei der
Synthese von 3 DScym = 1.0. Der Ester 4 wurde gezielt mit einem niedrigen DS an

Carboxymethylester-Gruppen von DScu.ee = 0.16 hergestellt.

Ausgehend von dem kommerziellen Carboxymethylcellulose Na Salz (DScarboxymethyi
= 0.91, x2 = 0.43, x3 = 0.17, x¢ = 0.31) konnte die 6-O-(3'-Allyloxy-2'-hydroxypropyl)-
carboxymethylcellulose (AHP-CMC) 5 mit Substitutionsgraden an AHP-Gruppen von
DSany = 0.12 - 0.69 synthetisiert werden. Aufgrund von NMR-spektroskopischen
Untersuchungen konnte gezeigt werden dass diese Allylgruppen regioselektiv in
Position C-6 der Glcp-Einheit eingefihrt wurden. Dementsprechend wurden bei der
Synthese der AHP-CMC 5 mit einem DSayy = 0.69 alle freien Hydroxylgruppen in der
Position C-6 der CMC mit den AHP-Gruppen substituiert.
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Durch Addition von Tetrathionat an die Doppelbindungen des Derivats 5 wurde die
Bisthiosulfatcellulose (TSHP-CMC Na) 6a mit einem DS-Wert von DSgisthiosuifat = 0.10
hergestellt.

Um eine Erhdhung des DSgisthiosuitat ZU erzielen, wurde die AHP-CMC 5 heterogen
bromiert. Das Dibromderivat konnte anschliefend nukleophil mit Natriumthiosulfat
substituiert werden. Man erhalt die TSHP-CMC Na 6b mit einem maximalen
DSgisthiosulfat = 0.17. Dieser liegt um 70% uber den Wert von 6a.

Zudem wurde die AHP-CMC 5 in wassriger Losung bromiert. Durch die Bromierung
wurde die Doppelbindung vollstandig zum Bromhydrin umgesetzt. Man erhalt, nach
anschlieBender Substitution mit Natriumthiosulfat, die HTSHP-CMC Na 8 mit
Substitutionsgraden von DShiosuirat = 0.15, 0.23 und 0.38.

Die Thioetherderivate 3 und 4 als auch die Thiosulfatverbindungen 6a, 6b, 8 sind
sehr gut wasserloslich und zeigen keine Tendenz zur Vernetzung Uber
Disulfidbricken. Diese Verbindungen eignen sich zum Beschichten von
Metalloberflachen wie Gold und Silber (siehe Kapitel 5) und werden als

Ausgangsverbindungen zur Herstellung reaktiver CMC-Derivate verwendet.
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4. Synthese reaktiver Cellulosederivate

4.1 Einleitung

Durch die Einfuhrung reaktiver funktioneller Gruppen (-C=0, -COOH, -NH,, -NCO,
anorganische Estergruppierungen, Epoxy-Funktionen, u. a.) in das Cellulosemolekil
sind Derivate zuganglich, die als Tragermaterialien fur die kovalente Fixierung von
biologisch aktiven Wirkstoffen (z. B.. Pharmaka, Enzymen, Zellen oder
Agrochemikalien), als Ausgangskomponenten flir die Symplexkapselung und andere
Membranbildungsprozesse sowie als Trennmaterialien flr chromatographische
Verfahren (lonenaustausch-, Affinitatschromatographie) und die Anreicherung von

Schwermetallen ihre Anwendung finden.

Im Folgenden soll eine Zusammenfassung der wichtigsten Methoden zur Einfihrung
reaktiver funktioneller Gruppen in die Cellulose vorgestellt werden. Dabei soll der
Schwerpunkt auf die Modifizierung von Cellulose zur Proteinimmobilisierung liegen.

Aufgrund ihrer chemischen Komplexitat kénnen Proteine iber Amino- '*7°1

[150, 152] %1 und Thiol-Gruppen *" 1% Bindungen mit den

Hydroxyl- , Carbonyl-
reaktiven Cellulosederivaten eingehen.

Die in der Literatur beschriebenen Verfahren zur Immobilisierung von Proteinen an
reaktive Cellulosederivate beruhen grofRtenteils auf der Fixierung der Proteine Uber
deren Aminogruppen ['*’!. Die dazu geeigneten funktionellen Cellulosederivate sollen
nun zusammenfassend vorgestellt werden.

Als Erstes sind die aldehydgruppenhaltigen Cellulosederivate zu nennen. Die in der
Literatur am haufigsten untersuchte Methode zur Einfuhrung von Aldehydgruppen in
die Cellulose ist die unter Spaltung des Glucopyranoserings verlaufende Oxidation
mit Natriumperiodat zur sogenannten 2,3-Dialdehydcellulose "** " Die Periodat-
Oxidation kann zur Immobilisierung von Diaminen und Enzymen angewendet werden
[149].

Als  Zweites muiUssen eine der wichtigsten  Cellulosederivate, die
carboxygruppenhaltige Celluloseether, aufgefihrt werden. Als polyfunktionelles,
physiologisch unbedenkliches und biologisch abbaubares !"*® hydrophiles Polymer

erscheint Carboxymethylcellulose (CMC) fur die Trageerfixierung von Wirkstoffen
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besonders interessant. Erste Untersuchungen zur Herstellung derartiger Polymer-
Wirkstoff-Kombinationen wurden bereits 1949 von Micheel und Ewers beschrieben

[148]

Durch Umsetzung der Carboxygruppen der CMC mit Hydrazin zum entsprechenden

d 1'% 57 ynd weiter mit NaNO, zum Azid ['**! wurden reaktionsfahige CMC-

Hydrazi
Derivate erhalten, die eine Bindung aminogruppenhaltiger Wirkstoffe erlauben.

Als weiteres Acylderivat der CMC ist das Saurechlorid zur erwahnen, das durch
Behandlung von Na-CMC mit Thionylchlorid in DMF erhaltlich ist ['°®. Weitfiihrende
Strukturuntersuchungen, die Auskunft Gber das Ausmal mdglicher Nebenreaktionen
(Bildung von Chlor-desoxy-cellulose bzw. inneren Estern) bei der Synthese des
Saurechlorids, sind bisher nicht bekannt.

Die aus der Peptidchemie bekannte Carbodiimid-Methode hat ebenfalls zur
Wirkstoffbindung an CMC Anwendung gefunden ['%% 12 1591 Dje Polymerfixierung
erfolgte sowohl durch direkte Kopplung an den Trager, als auch unter Verwendung

unterschiedlicher Spacer (p-Aminobenzoesaure, Alkandiole, Aminoethanol u. a.) '*"

160-162]

Bei der Einwirkung von Diisocyanaten auf Cellulosematerialien entstehen
entsprechend den gewahlten Reaktionsbedingungen unterschiedlich stark vernetzte
Cellulosecarbamate mit freien Isocyanat-Gruppen. Als Diisocyanate kamen bisher
vor allem Tetra-, Hexa-, und Octamethylendiisocyanat sowie Tolylendiisocyanat zum

Einsatz 1% 164

. Die entstehenden reaktiven Zwischenprodukte sind flr weitere
Modifizierungen geeignet wie z. B. die Anbindung von Aminosduren *° und

Wirkstoffen.

Spharische Tragermaterialien zur Immobilisierung von Trypsin lassen sich durch die

Umsetzung von Amino-desoxy-cellulose mit 4-Isothiocyanatobenzaldehyd gewinnen
[165]

Daruber hinaus ist eine Vielzahl weiterer Aktivierungsmethoden bekannt, von denen

einige wichtige in Tabelle 4.1 zusammengefasst sind.
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Tabelle 4.1:  Aktivierung von Cellulosederivate zur Enzymimmobilisierung.
Reagenz Eingefihrte reaktive Funktionalitat Literatur
Funktionen Enzym
BrCN —O—CN, _C=NH NH2 [166-168]
-0
0] —0
I Il : Ne=0 NH [169, 170]
1~ “~ocr —07"NocrR - —0” 2
(0] O (0]
\ / 126, 171-173
>C’CH2-CH2_C< _C< NH2 [ :
H H H
CI~ N _Cl CI<_N._CI N._Cl N._Cl
ﬁl/ Y ﬁl/ Y WI/ Y ﬁl/ Y NH, [174, 175, 176]
N?N , N 2N N\fN , NN
Cl NH, Cl NH,
CZHSO\ CzH5O
CoH50>Si=(CH,)3-NH; —Si~(CHz)3-NH,  NH,, CHO "7
C,oH50 C,H50
& »
- l?l/ TsO" '?1/ TsO" NH. [178]
CHs CHj
O O
— N~|C|—N = -O—IC,—N/ﬁ NH: .
Nx/ \=N \=N
0 z
z
Il s | [151)
S | —HNT N EN AR SH
NN SN A _C—HN SN
R-N=C=N-R pooMR 50
—C—O—ﬁ NH;, OH
HN=-R
+
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Umfassendere Darstellungen wurden z. B. von Chen et al. ['®® und Ferruti et al. ['®®
publiziert.
Die genannten Aktivierungsmethoden dienen neben der kovalenten Bindung von

[180]

Enzymen auch der Immobilisierung von intakten Zellen und Mikroorganismen

[176]

4.2 Synthesekonzept

In der vorliegenden Arbeit sollte ausgehend von Carboxymethylcellulose (CMC) bzw.
von den in Kapitel 3 vorgestellten Thiocellulosederivaten, wasserlosliche reaktive
Produkte hergestellt werden die nach Abscheidung auf Oberflachen, zur Anbindung
von Wirkstoffen wie Enzyme, Antigene, Antikorper u.a. geeignet sind. Eine
vollstandige Charakterisierung dieser Derivate soll Informationen Uber die Anzahl an

reaktiven Gruppen geben.

Die Einfuhrung von reaktiven Gruppen in die CMC bzw. Thio-CMC Derivate kann
durch Aktivierung der Hydroxyl- bzw. Carbonsaure-Gruppen dieser Derivate erfolgen.
Durch Reaktion der freien Hydroxyl-Gruppen der Cellulosederivate aus Kapitel 3 mit
dem wasserloslichen 2,4-Dichlor-6-oxido-1,3,5-triazin (DCT), sollen Derivate mit

anionischen reaktiven Gruppen hergestellt werden (Schema 4.1).

Cell-OH 1. N. 0° NN
+ 0 ci
N\?N
CMC-OH 7 CMC-0 N_®
T
Y
Cl

MCT-Derivate

Schema 4.1: Synthese von Cellulosederivaten mit anionischen reaktiven Gruppen,;
MCT: ,Monochlortriazinyl®.

Die Aktivierung der Carbonsaure-Gruppen der Cellulosederivate mit den wasser-

I6slichen Carbodiimiden N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid (EDC) und
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N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid-Methoiodid (MEDC) soll zum einen
zu den entsprechenden Aktivestern mit kationischen reaktiven Gruppen fuhren
(Schema 4.2).

©

X (IIH3
®
R—N/\/\N:c: 7~
I~
CH3 ﬂ H
CeII—CHz—COONa(H) o Ce||'CH2—C—0—?
cMC H: EDC HN
CH;: MEDC j\
_N®
H,;C I'z “CH;
o CIe : EDC 3
X :
Ie : MEDC EDC-/ MEDC-Aktivester

Schema 4.2: Synthese von CMC-Derivaten mit kationischen reaktiven Gruppen: EDC-/
MEDC-Aktivester.

Zum anderem sollen reaktive CMC-Derivate mit neutralen reaktiven Gruppen
synthetisiert werden. Dazu sollen die CMC bzw. die Thio-CMCs mit Hydrazin bzw. N-

Hydroxysuccinimid (NHS) in Hydrazide und NHS-Aktivester dberfuhrt werden
(Schema 4.3).

+ HzN'NHz ”
> Ce”_CHZ—C_NH-N H,

Hydrazide
Cell-CH,~-COONa(H) — 0

cMC + HO—Nb 0
(o)
o) Il
> CeII-CHZ—C—O—N¢

(o)
NHS-Aktivester

Schema 4.3: Synthese von CMC-Derivaten mit neutralen reaktiven Gruppen: Hydrazide
und N-Hydroxysuccinimid-Aktivester (NHS-Aktivester).
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4.3 Synthese von Cellulosederivaten mit anionischen reaktiven
O-(2-Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6-yl) Gruppen
(MCT-Cellulosederivate)

Die Synthese von O-(2-Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6-yl) Cellulosederivaten (MCT-
Cellulosederivate) erfolgte unter homogenen Bedingungen aus den entsprechenden
Cellulosederivaten durch Reaktion mit dem wasserloslichen 2,4-Dichlor-6-oxido-

1,3,5-triazin 9 in wassriger Losung (Schema 4.4).

ci_N._0° 2MNaOH,0-5°C  Cell—O_N._0°
Cel-OH + \INI/ \\Nr - T \\Nr
7~

N

Y Y

Cl Cl

9 MCT-Derivate
Cellulosederivat MCT-Cellulosederivate
(Edukte: Cell-OH) (Produkte)
MTh-Cellulose 2 MCT-MTh-Cellulose 10
TSHP-CMC 6a MCT-TSHP-CMC 14
HTSHP-CMC 8 MCT-HTSHP-CMC 17
CMC MCT-CMC 20

Schema 4.4: Synthese von reaktiven O-(2-Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6yl)-CMC-Derivaten
»,MCT: Monochlortriazinyl“: O-(2-Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6yl).

Zuerst wurde das 2,4-Dichlor-6-oxido-1,3,5-triazin 9 (DCT) aus dem kauflichen 2,4,6-
Trichlor-1,3,5-triazin (Cyanurchlorid) synthetisiert. Dazu wurde das wasserunldsliche
Cyanurchlorid mit 2 M Natronlauge bei einer Temperatur von 0-2°C umgesetzt. Es
entstand nur das gewtinschte dichlorsubstituierte Triazinderivat 9 (siehe Abb. 4.1) mit

einer Ausbeute von 99%.
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Abb. 4.1: C-NMR- (a) und MS (ESI)-Spektrum (b) von 2,4-Dichlor-6-oxido-1,3,5-triazin.

Im FTIR-Spektrum der Verbindung 9 kann man deutlich die Valenzschwingungen der
entstandenen OH(Na)-Funktion bei v = 3371 cm™ erkennen. Die C=N-Schwingungen
des Triazinringes sind zwischen v = 1656-1563 cm™ sichtbar, die C-Cl
Schwingungen zwischen v = 1103-1035 cm™. Bei v = 842 cm™ und v = 805 cm™ sind
die C-Cl Deformationsschwingungen fur das dichlorsubstituierte Muster von 9 zu

erkennen.

Die Umsetzung der Thiocellulosen 2 (6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose, MTh-
Cellulose), 6a (6-O-(2", 3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxy-propyl)-CMC, TSHP-
CMC), 8 (6-O-(2"-Hydroxy-3"-thiosulfatopropoxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethyl-
cellulose, HTSHP-CMC) und der CMC in die entsprechenden O-(2-Chlor-4-oxido-
1,3,5-triazin-6yl)-Derivate  (MCT-Derivate) wurde nach einer allgemeinen

Synthesevorschrift durchgefuhrt. Dazu wurden die Thiocellulosederivate und die
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CMC mit dem wasserloslichen MCT-Derivat 9 unter basischen Bedingungen bei
einer Temperatur zwischen 0 und 5°C umgesetzt.

Bei den Synthesen spielen Temperatur und pH-Wert eine wichtige Rolle. Diese
Parameter haben einen Einfluss auf die Alkylierungsreaktion, wie folgt:

Die stoichiometrische Zugabe der Natronlauge zur Reaktionslosung muss unter pH-
Kontrolle erfolgen. Ubersteigt der pH den Wert 13 so kann es als Konkurrenz-
Reaktion zur Hydrolyse des zweiten Cl-Atoms von Verbindung 9 kommen. Um das
zu unterbinden wurde wahrend der NaOH Zugabe noch zusatzlich die
Reaktionslosung gekuhlt (Temperatur: 0-5°C). Nach Beendigung der NaOH Zugabe
wurde die Temperatur schrittweise auf Raumtemperatur erhoht. Das Vorschreiten
der Reaktion wurde mittels pH kontrolliert. Im Zuge der Alkylierungsreaktion wird HCI
frei, welches durch die Natronlauge im Reaktionsmedium neutralisiert wird. Dadurch
nimmt der pH der Reaktionslésung mit der Zeit ab. Die Reaktion ist beendet wenn

sich der pH-Wert der Lésung nicht mehr andert (siehe experimenteller Teil).

Die reaktiven Derivate 10, 14, 17 und 20 wurden mittels 'H-, '>C-NMR-
Spektroskopie, FTIR-Spektroskopie und Elementaranalyse charakterisiert.

Im  "®C-NMR-Spektrum der Verbindungen erscheinen die Signale der
Kohlenstoffatome der eingefuhrten MCT-Gruppe in einem Bereich der chemischen
Verschiebung zwischen & = 172-169 ppm (C-O°, C-Cl, C-O-CH;) je nach MCT-
Derivat (siehe experimenteller Teil). Die Signale der Kohlenstoffatome C-2 bzw. C-3
in den "*C-NMR-Spektren der MCT-Derivate zeigen im Vergleich zu den *C-NMR-
Spektren der Edukte keine weitere Aufspaltung (aufgrund der Substitution mit der
MCT-Gruppe) so dass man davon ausgehen kann dass die Alkylierungsreaktion
hauptsachlich in den freien Positionen C-6 der Glcp-Einheiten stattgefunden hat.

Im FTIR-Spektrum der MCT-Derivate verschwindet die C-Cl Schwingungsbande bei
v = 842 cm™ infolge der Substitutionsreaktion. Die C-Cl Schwingungsbande der
monochlorsubstituierten Derivate ist je nach MCT-Derivat im Bereich von v = 800-
810 cm™ zu erkennen.

Anhand des Stickstoff- und Chlor-Gehalts der Derivate aus der Elementaranalyse,
konnte der Substitutionsgrad an Triazin- und Cl-Funktionalitaten (DStyiazin bzw. DS¢))
bestimmt werden. Die entsprechenden Substitutionsgrade der Derivate sind in
Tabelle 4.2 aufgeflhrt.

Geht man z. B. bei der Synthese von 17 von einem nur mit MCT-Gruppen

substituierten Derivat aus, so sollte der Chlor Gehalt 4.21% betragen, welchem ein
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Substitutionsgrad von DS¢; = 0.45 entsprechen wirde. Experimentell konnte jedoch
nur ein Chlor Gehalt von 2.80% bestimmt werden und somit ein Substitutionsgrad
von DS¢ = 0.30.

Der niedriger als erwartete Chlorgehalt der MCT-Cellulosederivate 10, 14, 17 und 20
ist auf eine partielle Hydrolyse des zweiten Chloratoms der Monochlortriazinyl-
Einheiten zu O-(2,4-dioxido-1,3,5-triazin-6-yl) Gruppen (DOT-Gruppen) zuruck-
zufuhren. Infolge der Alkylierungsreaktion konnen die eingefuhrten MCT-Gruppen
aufgrund des basischen Reaktionsmediums mit der Zeit hydrolysieren. Der
berechnete Substitutionsgrad an DOT-Gruppen ist von DSpor = 0.12 fur Derivat 10,
DSpot = 0.10 fur Derivat 14, DSpot = 0.15 fiir die Derivate 17 und 20.

Tabelle 4.2:  Substitutionsgrade und Ausbeuten der MCT-Cellulosederivate;
Bemerkung: DSrtriazin = DSnmot + DSpor;

MOT: ,Monooxido-triazin”; DOT: ,Dioxido-triazin”.

Cellulosederivate NEdukt:NDCT MCT-Cellulosederivate =~ Ausbeute
(Edukte) (Produkte) [%]
Probe DSthio DScm Probe DSrtiazin  DSc
2 0.55 - 1:3 10 0.29 0.17 56
6a 0.10 0.91 1:3 14 0.26 0.16 52
8 0.15 0.91 1:6 17 0.45 0.30 43
CMC - 0.91 1:3 20 0.33 0.16 47

Der Schwefelgehalt der MCT-Thioverbindungen 14 und 17 hat sich nach der
EinfUhrung der reaktiven Gruppen nur gering verandert. So ist der DSthiosurat der
MCT-HTSHP-CMC 17 um 0.02 (2%-Punkte) niedriger (DSthiosuirat = 0.13) als der der
Ausgangsverbindung 8. Infolgedessen kann man von keiner nennenswerten
Spaltung der Thiosulfatfunktionalitdten zum Thiol, aufgrund des basischen

Reaktionsmillieus, sprechen.

Die reaktiven MCT-Cellulosederivate 10, 14, 17 und 20 sind gut wasserloslich und
sollten sich aufgrund der ,aktiven“ Chloratome der Triazin-Gruppen, zur Anbindung

von Biomolekulen Uber deren Amino-Funktionalitaten eignen.
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4.4 Synthese von Cellulosederivaten mit kationischen reaktiven
Gruppen (EDC / MEDC-Cellulosederivate)

Durch Einfihrung von kationischen reaktiven Gruppen in die Thio-CMC Derivate
sollte es moglich sein Proteine in einem breiteren pH-Bereich zu immobilisieren, wo
sie aufgrund ihrer isoelektrischen Punkte z.B. negativ geladen sind. Dadurch sollte
auch eine Anreicherung dieser Proteine an die Cellulose-Matrix mdoglich sein,
wodurch eine effiziente und schnelle Immobilisierung der Proteine an die Matrix

gewabhrleistet ware.

Die Synthese der Cellulosederivate mit kationischen reaktiven Gruppen erfolgte nach

dem aus der Peptidchemie bekanntem Carbodiimid-Verfahren.

Thio-Cell—O
e ;>=0 o [iocel=on_
Thio-Cell—0™F° + RrN=C=N-R, — \ —_ 4 ey
C=N-R, @ C=N;
e0 7/ H ,C=N{
HN HN R2
| R
R4 !
CHs O-Acyllactim
Ry: %N_H Cle (O-Acylisoharnstoff) Nebenreaktion (B) +Thio—CeII—O’\fO
I °0
EDC: CH3
Nebenreaktion (A) | + Base Ro
Rz:  +"CH, Thio-Cell—0O '
ol AN
0 +  C=0
Thio-Cell—O /
o)
¢Hs Ron Thio-Cell-0-" HIY
Rq: %'}'_Cm “ c=0 Ri
S] -~
MEDC: CH; | HN Thio-CM-Séureanhydrid
Ryt *"™CH, Ruz

N-Acylharnstoff

Schema 4.5: Mechanismus der Bildung von O-Acyllactim-Thio-CMC-Derivaten und
mogliche Nebenreaktionen zu (A) N-Acylharnstoffderivate und (B)

Saureanhydride.

Dabei entstehen bei der Addition der Carboxylgruppen der Thio-CMC Derivate an die
C=N-Doppelbindung von z.B. wasserloslichen Carbodiimiden (EDC: N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid und MEDC: N-(3-Dimethylamino-propyl)-
N'-ethylcarbodiimid-Methoiodid) reaktive O-Acylisoharnstoffe (siehe Schema 4.5), die
in der klassischen Peptidchemie aufgrund ihrer hohen Reaktivitat nicht isoliert

werden koénnen. Diese O-Acyllactim-Zwischenstufen sind gewissermalen Diaza-
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Analoga eines gemischten Saureanhydrids und kénnen dementsprechend selber als
aktivierte Carbonsaurederivate fungieren und mit Aminen Amidbindungen ausbilden
[181].

Durch die Umsetzung der Thiocellulosederivate mit den wasserldslichen
Carbodiimiden EDC und MEDC, sollten aufgrund der bekanntlich niedrigeren
Reaktivitat der Cellulosederivate die entsprechenden kationischen reaktiven O-
Acyllactim-Cellulosederivate  isolierbar sein. Bei der Synthese dieser
Cellulosederivate, genauer bei der Kupplung des Carbodiimids an die
Carboxylfunktion, muss man jedoch auf eine genaue Einhaltung des pH-Bereiches
achten. Zu basische Bedingungen konnen zu einer Umlagerung der gebildeten O-
Acylisoharnstoffe zu N-Acylharnstoffe fuhren, die aufgrund ihrer Struktur nicht mehr
Amidbindungen bilden koénnen (siehe Schema 4.5: Nebenreaktion (A)). Unter
saueren Bedingungen (pH < 6.5) kann das protonierte O-Acylisoharnstoff mit der
Carboxylfunktion eines weiteren Cellulosederivat-Molekuls ein Sdureanhydrid bilden
(siehe Schema 4.5: Nebenreaktion (B)).

Durch die Umsetzung der Thiocellulosederivate 3 und 8 mit den wasserldslichen
Carbodiimidderivaten EDC und MEDC wurde versucht die EDC- bzw. MEDC-
aktivierten Thiocellulosederivate 11a / 11b und 18a / 18b herzustellen (Schema 4.6).
Dazu wurden die Carboxylate 3 und 8 in Wasser oder Phosphat-Puffer (50 mM, pH
6.5-7.0) geldst und mit EDC und MEDC im Uberschuss versetzt. Unter regelmaRiger
pH-Kontrolle (pH-Bereich zwischen 6.5 und 7.0) wurden die Reaktionslésungen 1
Tag bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reinigung erfolgte anschlieRend durch
Ultrafiltration. Zuerst wurde mit Salzlésung (KCI oder NaCl, 0.2 M bzw. 0.5 M)
ultrafiltriert um die I6slichen EDC-, bzw. MEDC-Harnstoffderivate als auch die Uber
elektrostatische = Wechselwirkungen haftenden EDC und MEDC-Molekile,
abzutrennen. Anschlie3end wurde mit destilliertem Wasser ultrafiltriert.

Die Ultrafiltration muss zlugig ablaufen um eine fruhzeitige Hydrolyse zum Harnstoff

zu unterbinden; dabei muss auch hier der pH zwischen 6.5 und 7.0 liegen.
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R3_’i|/\/\N:C:N/\
CHj;
in H,0 oder 7~
Phosphat-Puffer pH 7.0 N H
Cell-CH,-COONa(H) > Cell-CH,~C—0~¢
H: EDC
CMC-Derivate 5 HN
CHj;: MEDC
N@
H3C” | ~CH;

R;

EDC-/ MEDC-Aktivester

CMC-Derivate EDC-/ MEDC-Aktivester
(Edukte) (Produkte)

MTh-CMC-EDC 11a

MTh-CMC 3
MTh-CMC-MEDC 11b

HTSHP-CMC-EDC 18a

HTSHP-CMC 8
HTSHP-CMC-MEDC 18b

Schema 4.6: Synthese von reaktiven Thio-CMC-EDC, -MEDC Derivaten.

Die Charakterisierung der reaktiven Cellulosederivate 11a / 11b und 18a / 18b
erfolgte mittels 'H-NMR-, C-NMR-, HC-COSY-NMR-Spektroskopie, Elementar-

analyse und FTIR-Spektroskopie.
Das *C-NMR-Spektrum von HTSHP-CMC-EDC 18a ist in Abbildung 4.9 gezeigt.

Durch die Umsetzung der Thiosulfatcellulose 8 zum entsprechenden EDC-Derivat
18a, sind im "*C-NMR-Spektrum der Verbindung (Abb. 4.9) zwei neue Signale bei

einer chemischen Verschiebung von 6 = 168.7 ppm fur das Kohlenstoffatom 7 und &

= 146.4 ppm fur das C-Atom 8, aufgrund der Ausbildung der O-Acyllactim Struktur,

zu sehen. Die typischen Signale fur die EDC-Kohlenstoffatome sind im Spektrum in

einem Bereich der chemischen Verschiebung zwischen 6 = 55.2 ppm und & = 13.0

ppm zu beobachten.
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Abb. 4.2: "®C-NMR-Spektrum von HTSHP-CMC-EDC 18a in Phosphat-Puffer (10mM, pD

7.0); innerer Standard: Acetonitril.

Das Fehlen des Kohlenstoffatom-Signals im Bereich zwischen & = 153-151 ppm
(Acyl C=0) schlieft eine Umlagerung von 18a zum N-Acylharnstoff (nach
Nebenreaktion (A) in Schema 4.5) aus. Auch die Entstehung eines Saureanhydrids
(nach Nebenreaktion (B) in Schema 4.5) von 18a konnte nicht beobachtet werden.

In den "H-NMR-Spektren der Verbindungen 13a / 13b und 18a / 18b (iberlagern ein
Teil der Protonen der EDC-, bzw. MEDC-Gruppen mit den Gerustprotonen der
Cellulose. Die Zuordnung der Signale der Protonen erfolgte aus den HC-COSY-NMR
Spektren der jeweiligen Verbindung. Als Beispiel fur die Zuordnung der Signale der
MEDC-Protonen ist in Abbildung 4.3 das HC-COSY-NMR Spektrum der MTh-CMC-
MEDC 13b gezeigt.
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Abb. 4.3: Zuordnung der Signale der Protonen der MEDC-Gruppe aus dem HC-COSY-
NMR Spektrum von MTh-CMC-MEDC 13b.

Um den Einfluss der elektrostatischen Anziehungskraft zwischen den negativ
geladenen Carboxylfunktionen der Cellulosederivate und den kationischen
Carbodiimiden auf die Umsetzung und Ausbeute der Reaktion zu untersuchen,
wurde bei der Synthese von MTh-CMC-MEDC 13b die Ausgangsverbindung 3 als
saure Form (MTh-CMCH 3a) eingesetzt. Durch die Uberfiihrung der
Carboxylfunktionen von 3 in die entsprechenden Carbonsaurefunktionen nimmt der
negative Charakter dieser Gruppen stark ab, was auch zu einer Verminderung der
elektrostatischen Anziehungskraft zwischen Cellulosederivat und Carbodiimid
wahrend der Reaktion flhren sollte. Die Synthese von 13b ausgehend von der
sauren Form 3a wurde unter gleichen Bedingungen durchgefuhrt wie die aus dem
entsprechenden Carboxylat. Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit von MTh-
CMC H 3a erfolgte die Reaktion mit dem MEDC jedoch in wassriger Suspension. Der
grofdte Teil der eingesetzten MTh-CMC H ging dabei in Lésung aufgrund der
Umsetzung zum wasserloslichen Derivat 13b. Nach der entsprechenden
Aufreinigung und Isolierung konnte 13b erfolgreich charakterisiert werden.

Man erhalt fir das MTh-CMC-MEDC 13b fast den gleichen Substitutionsgrad an
MEDC Funktionalitaten unabhangig von der Form (Carboxylat bzw. Carbonséure)

der Ausgangsverbindung MTh-CMC 3. Der einzige Unterschied liegt in den
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Ausbeuten. Geht man von der Carbonséure 3a aus so ist die Ausbeute am Ende
niedriger, da aufgrund der heterogenen Reaktionsfuhrung ein groRerer Anteil an
nicht umgesetzten Edukt zu erwarten ist als bei der homogenen Reaktion ausgehend
vom Carboxylat.

Die Substitutionsgrade an EDC (DSgpc) bzw. MEDC (DSgpc) wurden aus der
Elementaranalyse der entsprechenden Derivate und mittels 1H-NMR—Spektroskopie
bestimmt. Die Ermittlung des DSgpc aus dem 'H-NMR-Spektrum der Derivate 11a /
18a erfolgte aus dem Integrationsverhaltnis des Signalbereiches flr die Protonen der
Methylgruppen (H-12, 15) der EDC-Funktionalitaten bei 6 = 2.75 ppm (fur 11a) und &
= 2.77 ppm (fur 18a), und des Signals des H-1 Protons der Glcp-Einheit bei 6 = 4.41
ppm. Die Berechnung des DSyepc wurde in gleicher Weise durchgefuhrt wie bei
DSepc und zwar aus dem Integrationsverhaltnis des Signalbereiches flr die Protonen
der Methylgruppen (H-12, 15, 16) der MEDC-Funktionalitaten bei 6 = 2.99 ppm und
des Signals des H-1 Protons der Glcp-Einheit bei 6 = 4.41 ppm.

Die berechneten Substitutionsgrade und Ausbeuten der hergestellten EDC und

MEDC Derivate sind in Tabelle 4.5 zusammengestelit.

Tabelle 4.5:  Substitutionsgrade und Ausbeuten der Thio-CMC-EDC / -MEDC-Derivate.

Thio-CMC Thio-CMC-EDC / -MEDC Ausbeute
0
(Edukte) (Produkte) [%]
Probe DSthioc DScm Probe DScwy DSepc / -mMepc

aus EA 'H-NMR

3 0.55 1.00 11a 0.74 0.26 0.27 72
3a 0.55 1.00 11b 0.75 0.25 0.28 32
0.15 0.91 18a 0.68 0.23 0.25 79
8
0.19 0.91 18b 0.72 0.19 0.22 94

Die synthetisierten EDC-, und MEDC Derivate 11a, 11b, 18a und 18b sind sehr gut
wasserloslich und eignen sich als reaktive Substrate zur Anbindung von diversen
Wirkstoffen. Es ist jedoch zu beachten, dass die wassrigen Losungen dieser Derivate

fur die genannten Zwecke moglichst frisch hergestellt und direkt eingesetzt werden
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muissen, da diese in Wasser mit der Zeit in die entsprechenden Harnstoffe

hydrolysieren.

4.5 Synthese von Cellulosederivaten mit neutralen reaktiven

Gruppen

4.5.1 Synthese von reaktiven Hydrazid-Thio-CMC-Derivaten

Hydrazide wurden schon 1902 von Curtius als Ausgangsverbindungen zur Synthese
von Acyl-Aziden benutzt '*¥. Im Gegensatz zu den Aziden sind die Hydrazide jedoch
stabil ['® und finden selber Anwendung als reaktive Substrate fiir die Anbindung von
Biomolekdilen 1% 1831

Im vorliegenden Kapitel werden die Synthesen zweier reaktiver Hydrazid-Derivate,
des 6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose-hydrazids 12 und des 6-O-
(2",3"-Bis-(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose-hydrazids

15, vorgestellt.

Die Synthese des Hydrazid-Derivats 12 ist im Schema 4.7 dargestellt.

\

3d, 40°C

R: H, CH,COOCH,CHj R: H, CH,COONHNH,
4 12

Schema 4.7: Synthese von 6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose-hydrazid 12.

Das 6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose-hydrazid (MTh-CMC-hydrazid)
12 wurde aus dem Ethylester Derivat 4 (DSge = 0.16) unter heterogenen
Bedingungen synthetisiert '*®. Nach einer Reaktionszeit von 3 d bei 40°C erhélt man
nach Aufarbeitung das Produkt in einer Ausbeute von 63%. Nach Einfuhrung der

Hydrazidgruppe ist 12 nur bedingt wasserl6slich, aber gut DMF bzw. DMSO I6slich.
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Im "C-NMR-Spektrum von Verbindung 12 erfahrt das Carbonylkohlenstoffatom der
Ethylesterfunktion von Derivat 4 aufgrund der Umsetzung zum Hydrazid eine
Hochfeldverschiebung von & = 177.8 ppm nach & = 164.9 ppm. Die Signale der
Ethylgruppe der Ethylesterfunktion von 4 sind im ">*C-NMR- und "H-NMR Spektrum,
bei 6 = 57.8 ppm (CH2-Gruppe) und & = 17.2 ppm (CHs-Gruppe) bzw. bei & = 3.60
ppm (CH2-Gruppe) und & = 1.18 ppm (CHs-Gruppe) infolge der Umsetzung nicht mehr
zu sehen.

Aus dem Stickstoffgehalt Gber eine Elementaranalyse wurde ein Substitutionsgrad an

Hydrazid-Gruppen von DShydrazia = 0.15 bestimmt was zusatzlich die erfolgreiche

Synthese von 6-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose-hydrazid 12 bestatigt.

Das 6-0-(2",3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose-
hydrazid (TSHP-CMC-Hydrazid) 15 wurde unter homogenen Bedingungen aus der
Bisthiosulfatcellulose 6a (H(Na)-Form) und Hydrazin, unter Verwendung des
wasserloslichen Aktivierungsreagenzes EDC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethyl-
carbodiimid) synthetisiert (Schema 4.8).

SSO,Na* SSO,Na*

}SSO3Na+ }SSOaNa‘“

O O

EDC, H,N-NH,

-

2d, 40°C

R: H, CH,COOH(Na) R": H, CH,COOH(Na), CH,COONHNH,
6a 15

Schema 4.8: Synthese von 6-0O-(2",3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-
carboxymethylcellulose-hydrazid (TSHP-CMC-hydrazid) 15.

Die Bisthiosulfatcellulose 6a (H(Na)-Form; DSauy = 0.33, DSgisthiosutat = 0.10) wurde
mit einem 2-fachen Uberschuss an EDC und einem 6-fachen Uberschuss an
Hydrazin versetzt (Verhaltnis EDC zu Hydrazin von 1:4.5). Der 6-fache Uberschuss

an Hydrazin war notig da die restlichen Allylhydroxypropyl-Funktionalitaten (AHP) der
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TSHP-CMC 6a vom Hydrazin zu den entsprechenden Propylhydroxypropyl-Gruppen
(PHP-Rest) reduziert wurden (siehe Abb. 4.4).

Die Aufreinigung von Produkt 15 erfolgte durch Ultrafiltration. Dazu wurde die
wassrige Reaktionslosung zuerst mit KCI-Losung ultrafiltriert um den entstandenen
kationischen EDC-Harnstoff als auch das nicht umgesetzte EDC aus der Losung zu
entfernen. Anschlieend folgte die Ultrafiltration mit Wasser. Das TSHP-CMC-
hydrazid 15 konnte in 56%-iger Ausbeute durch Gefriertrocknung isoliert werden.

Das ">C-NMR-Spektrum von Hydrazid 15 ist in Abbildung 4.4 zu sehen. Die
Carbonylfunktion des Hydrazidrestes erscheint bei einer chemischen Verschiebung
von 165.4 ppm. Die Kohlenstoffatome C-2" und C-3" der AHP-Funktion aus Derivat
6a erfahren aufgrund der vollstandigen Umsetzung zu PHP-Gruppen eine starke
Hochfeldverschiebung von 6 = 134.3 ppm nach 6 = 24.8 ppm fir C-2" und von & =
119.6 ppm nach & = 12.7 ppm flir C-3" (siehe Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: "C-NMR-Spektrum von TSHP-CMC-hydrazid 15 in D,0.

Im "H-NMR-Spektrum von 15 sind die neuen Signale der Protonen H-2" und H-3" bei

d = 1.6 ppm respektive 6 = 0.9 ppm zu erkennen (siehe experimenteller Teil).
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Im FTIR-Spektrum vom Hydrazid 15 (Abb. 4.5 (b)) nimmt die C=0
Schwingungsbande der Carbonsaurefunktion bei v = 1588 cm™ an Intensitat ab und
es entsteht eine neue Bande bei §=1729 cm”’ die der C=0O-Deformations-

schwingungsbande der Hydrazid-Funktion zuzuordnen ist.

Reflektivitat

0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl / cm™

Abb. 4.5: FTIR-Spektren von (a) TSHP-CMC 6a und (b) TSHP-CMC-hydrazid 15.

Anhand des Stickstoffgehalts aus der Elementaranalyse wurde ein Substitutionsgrad
an Hydrazid-Gruppen von DShydrazia = 0.20 bestimmt. Das 6-O-(2",3"-
Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose-hydrazid  (TSHP-
CMC-hydrazid) 15 ist gut wasserloslich und eignet sich als reaktives Substrat zur
Anbindung von Carbonylverbindungen (z. B. Glykopeptiden, -proteinen und
Glykomimetika Uber die Carbonylfunktion der oxidierten Zuckerreste) auf
Objekttragern wie Gold oder Silber. Durch eine weitere Funktionalisierung von 15
(z. B.: Umsetzung mit Glutardialdehyd, u. a.) ist auch eine Immobilisierung von
Proteinen (iber deren Aminogruppen mdglich, analog zu Arbeiten von Weston 8%

und Ternynck 18,
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4.5.2 Synthese von reaktiven O-(N-hydroxysuccinimidyl)-Thio-CMC-Derivaten
(NHS-Aktivester der Thio-CMC-Derivate)

Die N-Hydroxysuccinimid (NHS) Aktivester Derivate (z. B. von Dextran) finden
heutzutage eine wichtige Anwendung in der Biosensorik als reaktive Substrate zur
Anbindung von Biomolekilen U119 18 Dapej werden allgemein die
Carboxylgruppen einer mit Dextran beschichteten Sensoroberflache (Biacore-
Verfahren !"%) mit einem wassrigen Gemisch aus EDC und NHS aktiviert. Die NHS-
aktivierte Oberflache kann danach weiter umfunktionalisiert werden, oder direkt zur
Anbindung von unterschiedlichen Wirkstoffen benutzt werden 151 1881,

Im Gegensatz zum Biacore-Verfahren sollen in diesem Kapitel die Synthesen
reaktiver O-(N-hydroxysuccinimidyl)-Thio-CMC-Derivaten in Loésung vorgestellt
werden. Dazu wurden die reaktiven NHS-Derivate aus den entsprechen
Thiocellulosen und NHS synthetisiert. Die zwei benutzten Synthesewege zur

Herstellung der reaktiven NHS-Cellulosen sind in Schema 4.9 zusammengestellt.

(a DCC/DMSO

Q Phosphat-Puffer pH 6.5 ﬁ Q
CellF-CH,-COONa + HO—N¢| > CeII-CHZ—C—O—Nii
4 (b) EDC bzw. MEDC / H,0 &
CMC-Derivate (pH 6.0-6.5) .
NHS-Aktivester
CMC-Derivate NHS-Aktivester
(Edukte) (Produkte)
MTh-CMC 3 MTh-CMC-NHS 13
TSHP-CMC 6a TSHP-CMC-NHS 16
HTSHP-CMC 8 HTSHP-CMC-NHS 19

Schema 4.9: Synthese von reaktiven O-(N-hydroxysuccinimidyl)-Thio-CMC-Derivaten
DCC: N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid;
EDC: N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid Hydrochlorid;
MEDC: N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid Methoiodid.
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Die Synthese der NHS-Derivate 13, 16 und 19 erfolgte nach der ersten
Syntheseroute (in Schema 4.9 mit (a) gekennzeichnet), die der Derivate 16 und 19
auch alternativ auf dem zweiten Syntheseweg (in Schema 4.9 mit (b)
gekennzeichnet). Da die Thio-CMC-NHS Derivate nach der Herstellung
wasserloslich sein sollten, wurden als Ausgangsverbindungen die Carboxylate der

Thiocellulosen 3, 6a und 8 eingesetzt.

Bei den ausgewahlten Synthesewegen entstehen als reaktive Zwischenstufen die O-
Acylisoharnstoffe der eingesetzten Carbodiimide DCC bzw. EDC / MEDC (siehe O-
Acyllactim | in Schema 4.10). Bei der Umsetzung mit dem Nucleophil NHS, reagieren
sie wie ihre Sauerstoffanaloga, am Carbonyl-Kohlenstoff des Carboxylats ['®”1. Die
Triebkraft bei der Aktivesterbildung ist dabei die protonierte O-Acyllactim-
Zwischenstufe 2 (siehe Schema 4.10). Um diese Zwischenstufe bei der Reaktion
induzieren zu konnen werden leicht saure Bedingungen verwendet (pH-Bereich: 6.0 -
6.5) "% Das anfangs eingesetzte Carbodiimid wird wahrend der Bildung der

Aktivesterbindung wieder als Harnstoff abgespalten ['®"! (Schema 4.10).

Thio-Cell—0 Thio-Cell—0
® =0 e =0

H (@] N (@)
. O _N—C=N-— ®
Thio-Cell—0O + Ri—N=C=N-R; —> N —_— \ . ®_H
/e\f JC=N-Ry| @ C=N{
Hl}l Hr?j R,
R, Ry
O-Acyllactim | O-Acyllactim I
0
DCC: R;=R;: ”"O Ho—N);
(0]
i Chy
SN N —| o
Ri o\ H ci R,
EDC:< CHs; Q HN\
—| + =
(R::  *™CH, Thio-Cell—0" sz £=0
O o HN
CI:H3 R1
(Ri:  ~"™""N-CHj NHS-Reaktivester
D o
MEDC:< CHz |
\RZ: "‘N\CH3

Schema 4.10: Mechanismus der NHS-Reaktivesterbildung der Thio-CMC-Derivate.

Die Umsetzung der Carboxylgruppen der Thio-CMCs mit NHS wurde auf Route (a)
(heterogene Reaktionsfuhrung) nach einer analogen Kupplungsmethode von Dan et
al. im Phosphatpuffer pH = 6.5 mit DCC als Kupplungsreagenz durchgefiihrt ['*°!. Das
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DCC wird dabei in DMSO gel6st und zur Reaktionslésung im Uberschuss zugetropft.
Nach zwei Tagen konnte eine erfolgreiche Umsetzung zum Aktivester durch
Auswertung der "H-NMR- bzw. "*C-NMR-Spektrum festgestellt werden.

In Abbildung 4.6 ist als Beispiel das 3C-NMR-Spektrum vom NHS-Aktivester der 6-
Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose 13 gezeigt. Die Signale der zwei
Carbonylkohlenstoffatome (C=Onns) des NHS-Restes erscheinen bei einer
chemischen Verschiebung von & = 174.2 ppm. Bei 6 = 173.8 ppm ist das
Carbonylkohlenstoffatom der Carboxymethylgruppierung die die NHS-Funktion tragt
sichtbar; das CHx-Kohlenstoffatom der gleichen  Gruppierung erscheint
hochfeldverschoben bei 6 = 63.6 ppm (CHzcwm-nHs)). Durch das unterschiedliche
Substitutionsmuster der Aktivester-Gruppen entlang der Kette erscheinen die CH»-
Funktionen (7, 8) der NHS-Reste tiefeldverschoben und sind als zwei Signale bei 6 =
36.5 ppm und 35.9 ppm zu beobachten. Im 1H-NMR-Spektrum sind die Signale der
Protonen bei einer chemischen Verschiebung von 6 = 2.30 ppm, den H-7, 8 Protonen

der NHS-Gruppe zuzuordnen.

R: CH,COONa, H,

wH;C=C=0
i
oﬁo Acetonitril
78 S 7,8,6A
N
COONa 5,3, 2, CH2(CM) 28
| i (O 8
C=O(NHS) 4 CH2(CM-NHS) 8

c-68 SCH3

—102.90 -—

i1665

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
Chemical Shift (ppm)

Abb. 4.6: "*C-NMR-Spektrum von MTh-CMC-NHS 13.

Mittels Elementaranalyse und 'H-NMR-Spektroskopie konnten die in Tabelle 4.6
zusammengestellten Substitutionsgrade an NHS-Funktionalitaten bestimmt werden.
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Tabelle 4.6:  Substitutionsgrade und Ausbeuten der Thio-CMC-NHS-Derivate.

Thio-CMC Thio-CMC-NHS Ausbeute
(V)
(Edukte) (Produkte) [%]
Probe DSThio DSCM Probe DSCM I:)SNHS

aus EA 'H-NMR

3 0.55 1.00 13 0.61 0.30 0.32 88
6a 0.10 0.91 16 0.63 0.28 0.29 64-80
8 0.10 0.91 19 0.41 0.50 0.49 77-85

Die Ermittlung des DSyus aus dem 'H-NMR-Spektrum der NHS-Derivate (mit
Ausnahme von TSHP-CMC-NHS) erfolgte aus dem Integrationsverhaltnis des
Signalbereiches fur die Protonen der NHS-Gruppe (H-7, 8) bei 6 = 2.34-2.30 ppm (je
nach Thio-CMC-NHS Derivat) und des Signals des H-1 Protons der Glcp-Einheit bei
6=4.10 ppm.

Die Bestimmung des DSnws fur die 6-0O-(2",3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-
hydroxypropyl)-carboxymethyl-O-(N-hydroxysuccinimid) cellulose 16 erfolgte im
Gegensatz zu den anderen NHS-Derivaten aus dem Integrationsverhaltnis des
Signalbereiches fur die Protonen der NHS-Gruppe (H-7, 8) bei 6 = 2.34 ppm und des
Signals des H-2" Protons der AHP-Glcp-Einheiten von 16 bei 6 = 5.84 ppm (siehe
Abb. 4.7).

Dieser Weg der DSyns Bestimmung wurde gewahlt aufgrund der Tatsache dass im
Falle der Verbindung 16 die Integration des H-1 Protons der Glcp-Einheit nicht
modglich war. Bei der eingesetzten TSHP-CMC 6a ist aber der AHP-Anteil bekannt
und zwar DSayy = 0.33 (siehe Kapitel 3.4.2). Dementsprechend hat das Proton H-2"
im Spektrum (Abb. 4.7) die Integration 0.33. Man erhalt nun aufgrund dieses Wertes
fur das H-2"-Proton, eine Integration fur die NHS-Protonen (H-7, 8) von 0.39. Benutzt
man die Formel in Abbildung 4.7 unter Berucksichtigung der Anzahl an NHS-
Protonen also 4, erhalt man einen Substitutionsgrad an NHS-Gruppen von DSyus =
0.29.
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Abb. 4.7: Bestimmung des DSyus der TSHP-CMC-NHS 16 mittels 1H-NMR-Spektroskopie.

Die Aktivester TSHP-CMC-NHS 16 und HTSHP-CMC-NHS 19 wurden auch nach der
in Schema 4.5 gezeigten alternativen Syntheseroute (b) hergestellt. Dazu wurden die
Ausgangsverbindungen (6a und 8) in Wasser (bei der Synthese von 16) oder in
Phosphatpuffer (bei der Synthese von 19) gelést. Das EDC und NHS bzw. MEDC
und NHS wurde in einem Verhaltnis von 3:1 in fester Form zu den wassrigen
Losungen von 6a bzw. 8 zugegeben. Der pH-Wert der Reaktionslosungen lag dabei
zwischen 6.0 (bei der Synthese von 16) und 6.5 (bei der Synthese von 19). Nach
einer Reaktionszeit von 2 Tagen wurden die wassrigen Reaktionsldsungen zuerst mit
einer NaCl-Lésung ultrafiltriert, um den entstandenen kationischen EDC- bzw.
MEDC-Harnstoff, als auch das nicht umgesetzte EDC bzw. MEDC aus der Losung
zu entfernen; anschlieRend folgte die Ultrafiltration mit Wasser. Nach Isolierung
durch Gefriertrocknung erhielt man die Aktivester 16 und 19 in einer Ausbeute von
60% bzw. 75%.
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Dass die Synthesen erfolgreich waren zeigen z.B. im Vergleich die identischen *C-
NMR-Spektren von HTSHP-CMC-NHS 19 hergestellt nach Route (a) bzw. (b)
(Abbildung 4.8).
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Abb. 4.8: Vergleich der *C-NMR-Spektren von 19 nach Synthesevariante (a) bzw. (b).

4.6 Zusammenfassung

Im vorliegenden Kapitel wurden die Synthesen von Carboxymethylcellulosederivaten

mit anionischen, neutralen und kationischen reaktiven Gruppen vorgestellt.

Durch Aktivierung der Hydroxylfunktionen der Thiocellulosederivate 2, 6a, 8 und der
Carboxymethylcellulose (CMC) mit dem wasserldslichen 2,4-Dichlor-6-oxido-1,3,5-
triazin (DCT), wurden die Cellulosederivate mit anionischen O-(2-Chlor-4-oxido-
1,3,5-triazin-6-yl) Gruppen (MCT-Gruppen) 10, 14, 17 und 20 hergestellt. Die
ermittelten Substitutionsgrade an MCT-Gruppen (DSwct) fur die MCT-Thio-CMC
Derivate liegen zwischen DSycr = 0.16 - 0.30.

Aufgrund der basischen Bedingungen und der relativ langen Reaktionszeiten bei der

Synthese der MCT-Derivate, hydrolysieren ein Teil der MCT-Gruppen zu O-(2,4-
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dioxido-1,3,5-triazin-6-yl) Gruppen (DOT-Gruppen). Dieser Anteil liegt bei DSpor =
0.10 - 0.15.

Durch die Umsetzung der Thiocellulosederivate 3 (MTh-CMC) und 8 (HTSHP-CMC)
mit den wasserldslichen Carbodiimid-Derivaten EDC und MEDC konnten zum ersten
Mal kationische, reaktive O-Acylactim-Cellulosederivate hergestellt und isoliert
werden. Die MTh-CMC-MEDC 13b wurde mit fast identischen Substitutionsgraden
an MEDC von DSyepc = 0.25 hergestellt, unabhangig davon ob die eingesetzte MTh-
CMC als Carboxylat (3) oder freie Carbonsaure (3a) vorlag. Fur das HTSHP-CMC-
EDC 18a und HTSHP-CMC-MEDC 18b konnten Substitutionsgrade von DSgpc =
0.23 respektiv. DSyepc = 0.19 bestimmt werden. Die EDC-, bzw. MEDC-
Thiocellulosederivate sind sehr gut wasserloslich. Jedoch werden diese Derivate in

Wasser mit der Zeit (2-3 Tage) zu den entsprechenden Harnstoffen hydrolysiert.

Ausgehend vom Methylthioester 4 wurde das MTh-CMC-hydrazid 12 mit einem
Substitutionsgrad an Hydrazid-Gruppen von DShygrazig¢ = 0.15. hergestellt. MTh-CMC-
hydrazid 11 ist nur bedingt wasserldslich, aber gut DMF bzw. DMSO |6slich.

Das reaktive Hydrazid-Derivat 15 wurde aus 6a (H(Na)-Form) mit Hydrazin und EDC
als Aktivierungsmittel in wassriger Losung hergestellt. Dabei konnte neben der
Umsetzung zum Hydrazid, auch die Reduzierung des Allylhydroxypropyl-Anteils
(AHP-Anteil) der TSHP-CMC 6a zum Propylhydroxypropyl-Rest (PHP-Rest) durch
das Hydrazin, beobachtet werden. Fur die TSHP-CMC-NHS 15 wurde ein
Substitutionsgrad an Hydrazid-Gruppen von DShygrazia = 0.20 berechnet.

Zur Klasse der Cellulosederivate mit neutralen Gruppen gehéren auch die NHS-
Aktivester 12, 16 und 18. Diese wurden durch die Umsetzung der Thio-CMC
Derivaten 3, 6a und 8 mit N-Hydroxysuccinimid und Carbodiimiden (DCC, EDC bzw.
MEDC) als Aktivierungsmittel in wassriger Losung nach zwei Syntheserouten
hergestellt. Die Substitutionsgrade dieser NHS-Aktivester liegen zwischen DSyps =
0.30 — 0.50.

Mit Ausnahme von MTh-CMC-Hydrazid 11 sind die restlichen reaktiven
Cellulosederivate sehr gut wasserloslich. Durch Abscheidung dieser Derivate aus
deren wassrigen Lésungen auf Oberflachen wie Gold, Silber oder Glas kdnnen
reaktive Substrate erzeugt werden die zur Anbindung von unterschiedlichen
Wirkstoffen (z. B. Enzyme, Antikdrper, Antigene, Lektine usw.) benutzt werden

konnen.
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5. Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten
(SAMs) aus funktionellen Cellulosederivaten auf

planaren Objekttragern

5.1 Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten (SAMs) aus

funktionellen Cellulosederivaten auf Goldoberflachen

5.1.1 Einleitung

Das Interesse an den Eigenschaften von organischen ultradinnen Filmen,
besonders an selbstorganisierten Mono- und Multischichten, ist in den letzten Jahren
stark gestiegen. Der Grund dafur sind die breiten Anwendungsmoglichkeiten. So
konnen sie als Korrosionsschutz, in der Sensortechnik und als Modellsysteme fir die
Studien von Biomembranen und biokompatiblen Oberflachen dienen P,

Eine der wichtigsten Methoden zur Erzeugung von organischen ultradinnen Filmen
ist die auf Chemisorption basierende Technik der molekularen Selbstorganisation
(self-assembly-monolayer, SAM). Diese SAMs basieren auf kovalenter
Wechselwirkung zwischen Adsorbat und einem Substrat (Trager), die zur spontanen,
irreversiblen Ausbildung einer Monoschicht auf dem Substrat fiihrt ['®. Besonders
interessant sind organische Verbindungen, die eine Schwefelgruppe als Ankergruppe
zum Anbinden an Gold besitzen. Gold ist inert gegenluber den meisten Substanzen,
bildet keine Oxidschicht auf der Oberflache und eignet sich dadurch sehr gut als
Trager.

Vor allem haben sich Alkanthiole, Alkylsulfide und Dialkylsulfide fur
Oberflachenmodifizierung auf Gold bewéhrt 9. Alkanthiole (HS-(CH2).X, 1 < n < 22,
X = H, OH, COOH) bilden auf Gold stabile, hochgeordnete Monolagen aus. Die
Bindung der Schwefelkopfgruppe mit dem Goldsubstrat liegt als Thiolat vor, das eine
starke Bindungsenergie von ca. 184 kJ/mol besitzt °%. Die Alkyldisulfide gehen, nach
Spaltung der S-S-Bindung, ebenfalls stabile Thiolatbindungen mit der Goldoberflache

ein [ 1891921 |m Gegensatz zu den Alkylthiolen und Alkyldisulfiden, bilden die
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Dialkylsulfide mit Gold koordinative Bindungen aus. Dieser Befund konnte von
Beulen et al. durch XPS und TOF-MS Messungen nachgewiesen werden ['**!. Eine
Spaltung der C-S-C-Bindung erfolgt erst nach langerer Zeit.

Auler den vorgestellten Alkyl-Thioderivaten wurden auch Cyclodextrin-Thiolderivate
[94.95. 194,195 nd Cyclodextrinsulfide °® auf Gold abgeschieden.

Aus dem Bereich der polymeren Thiolderivaten haben sich die funktionalisierten
Dextranschichten auf Gold (Biacore-Verfahren) im medizinischen Bereich
durchgesetzt 7119 1881 Aych Arbeiten von Ringsdorf et al. {iber thiofunktionalisierte
Copolymere sind hier zu erwahnen 9.

Wegen ihrer Kettensteifigkeit eignen sich Cellulosederivate zur Erzeugung von
Mono- und Multischichten auf planaren Tragern % 7% |n unserer Arbeitsgruppe
wurden Thiocellulosederivate entwickelt die innerhalb weniger Minuten an Gold
stabile Monoschichten ausbilden kdnnen. Zunachst sind die von Choi und Kern

(9. 1001 ynd Thiosulfatcellulosen M zy

dargestellten wasserl6slichen Bisthiosulfat-
nennen. Der von Choi vorgeschlagene Reaktionsmechanismus der SAM-Bildung auf
Gold basiert auf einer homolytischen Spaltung der S-S-Bindung der Thiosulfat-
Gruppen (Schema 5.1 (a)), gefolgt von der oxidativen Addition der entstandenen
Thioradikale an die Goldoberflache (Schema 5.1 (b)) unter Ausbildung von stabilen
kovalenten S-Au Bindungen (Schema 5.1). Das durch die homolytische
Bindungsspaltung enstehende Sulfit-Radikal dimerisiert zum Dithionat (Schema 5.1
(c)). Dieser Mechanismus der Chemisorption von Disulfiden an Gold wurde zum
ersten Mal von Nuzzo et al. vorgeschlagen ® '8l Die Ausbildung von S-Au
Bindungen der Bisthiosulfatcellulose auf Gold konnte durch XPS-Messungen
bewiesen werden ['%°,

Auch die von Liepold entwickelten Thiosulfat- und Methylthio-Carboxymethyl-
cellulosen ['°? sind hier zu erwahnen. Aufgrund der sehr guten Wasserldslichkeit und
Stabilitat der wassrigen Losungen gegenuber Vernetzung durch Disulfidbracken, ist
eine schnellere und effektivere Ausbildung der Monoschichten auf Gold
gewahrleistet. Lukkari et al. berichten ebenfalls von organischen monomeren
Thiosulfatverbindungen, die unter Sauerstoffausschluss stabile Monoschichten auf
Gold bilden [,
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(a) R-S-SO% — » R-S*+%0;
(b) RS*+ AU —>  R-S-Au

(©) 2°s0S — >  S,04%°

R: Celluloseriickgrat: -

-

Au Au

Schema 5.1: Reaktionsmechanismus und schematische Darstellung der Adsorption einer

Bisthiosulfatcellulose aus wassriger Lésung auf Gold %%,

Zur Untersuchung von ultradiinnen Oberflachenbeschichtungen eignen sich eine
Vielzahl analytischer Methoden. Eine Ubersicht der wichtigsten Methoden zeigt
Tabelle 5.1. Diese Charakterisierungsmethoden kdnnen Aufschluss z. B. uber die
Dicke, Orientierung, Beschaffenheit oder Belegungsdichte der untersuchten

Oberflachen geben.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Charakterisierung der Schichten von
Cellulosederivaten auf Gold folgende analytische Oberflachenmethoden benutzt:
Infrarotspektroskopie, Oberflachenplasmonenresonanzspektoskopie (Surface
Plasmon resonance, SPR), Cyclovoltammetrie (CV), Impedanzspektroskopie (EIS)
und Kontaktwinkel-Messungen (KW).
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Tabelle 5.1:  Ubersicht der wichtigsten analytischen = Messmethoden in  der
Oberflachenchemie.

Messgerat MessgroRe Information

Benetzbarkeit Kontaktwinkel Oberflachenpolaritat

Infrarot / Raman-

Spektroskopie

Ellipsometrie / SPR-
Spektroskopie

Cyclovoltammetrie

Impedanz-

spektroskopie

XPS

SIMS

STM

AFM

Optische Adsorption

Reflektivitat von

polarisiertem Licht
Ladungsstrom

Komplexer Widerstand

Bindungsenergie

Sekundare

Elektronenenergie
Tunnelstrom

Wechselwirkungskraft

Chemische Struktur,

Molekulare Orientierung

Filmdicke, Brechungsindex

Kapazitat, Dicke

Belegungsdichte

Element-Zusammensetzung,

Oxidationsstufe,

Chemische

Zusammensetzung
Molekulare Struktur

Molekulare und

supramolekulare Struktur

5.1.2 Infrarotspektroskopischer Nachweis der Belegung von Goldoberflachen

mit funktionellen Thio-CMC Derivaten

Zum Nachweis der adsorbierten Thio-CMC Derivaten auf Goldoberflachen wurde

zunachst die Infrarotspektroskopie angewendet. Sie erlaubt es, Aussagen Uber die

chemische Zusammensetzung und die mdgliche Orientierung der adsorbierten

Schichten zu treffen.

Zur Untersuchung dunner und ultradinner organischer Filme auf Metalloberflachen

ist die Infrarotspektroskopie mit streifendem Einfallswinkel und externer Reflektion
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(Infrared spectroscopy at grazing incidence reflection, FTIR-GIR oder FTIR-ERS) die
geeignete Methode.

Bei FTIR-ERS Messungen trifft der [IR-Strahl unter einem relativ zur
Flachennormalen groRen Winkel ¢ auf eine glatte Oberflache und wird dort reflektiert.
Der Einfallswinkel ¢ muss grol} sein (streifender Einfall), da einerseits Totalreflexion
gefordert ist, und anderseits das resultierende elektrische Feld fur ¢ gegen 90°
maximale Starke erreicht ['%*'%! Bei der fiir die FTIR-Messungen der Thio-CMC
Monoschichten benutzten Reflexionseinheit (A518 80°, Fa Bruker) betrug der
Einfallswinkel ¢ = 80°.

Trifft nun ein IR-Strahl auf eine Oberflache, so ist die Einfallsebene definiert durch
den einfallenden Strahl und die Oberflachennormale. Das an der Oberflache
resultierende Feld ist die Summe der Feldvektoren der einfallenden, der reflektierten
und der gebrochenen IR-Welle. Auf Metallen wird der grofte Teil der einfallenden
Intensitat reflektiert, so dass der Beitrag der gebrochenen Welle zum elektrischen
Feld der Oberflache vernachlassigbar ist. Der einfallende Strahl wird in einer
Komponente senkrecht (E's) und eine parallel (Eip) zur Einfallsebene aufgeteilt. Es
resultieren dementsprechend die elektrischen Felder Es (= elektrisches Feld der
Komponente des Strahls senkrecht zur Einfallsebene), ELp und E”p (= elektrische
Felder senkrecht bzw. parallel zur Metalloberflache der Komponente des Strahls
parallel zur Einfallsebene) [19% 290,

Die Phasenverschiebung & bei Reflexion ist stark vom Einfallswinkel ¢ und der
Polarisation der Eingangsstrahlung abhangig. Im Fall der s-Polarisation liegt die
Phasenverschiebung firr alle Einfallswinkel bei ca. 180° °". Bei der Uberlagerung
der einfallenden und reflektierten Welle an der Grenzschicht Luft/Monolage heben
sich die elektrischen Feldvektoren gegenseitig weitgehend auf, d. h. Es = 0. Fur p-
polarisierte Einfallsstrahlung ist die Phasenverschiebung sehr stark vom
Einfallswinkel abhangig. Wahrend das resultierende elektrische Feld parallel zur
Metalloberflache E', fir alle ¢ klein ist, nimmt E*, mit wachsendem Einfallswinkel ¢
zu. Aus diesem Grund ergeben elektrische Felder an Metalloberflachen nur in der
Richtung der Flachennormalen und nur bei streifendem Einfall messbare Absorption.
Das resultierende Feld an der Metalloberflache kann als senkrecht zu dieser
betrachtet werden. Da fur eine Wechselwirkung mit einem oszillierenden elektrischen
Dipol eine endliche elektrische Feldstarke bendtigt wird, werden bei Reflexion auf

Gold nur Schwingungen beobachtet, die eine Komponente senkrecht zur
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Substratebene aufweisen. Das heil3t, nur diejenigen Komponenten des
Ubergangsdipolmoments senkrecht zur Oberflache koppeln mit dem elektrischen
Feld an der Oberflache. Dies hat zur Folge, dass die Intensitat eines IR-Signals
abhangig vom Winkel des entsprechenden Ubergangsdipolmoments relativ zur
Oberflache ist. Dieser Effekt kann herbeigezogen werden, um Orientierungen von
Molekulen oder Molekilsegmenten in geordneten Schichten oder Filmen auf

Metalloberflachen aufzuklaren ©8 2021,

FTIR-ERS Experimente an Monoschichten der Thiocellulosederivaten 2, 6a und 8

Zur Uberpriifung der Adsorption der Thiocellulosen MTh-Cellulose 2, TSHP-CMC 6a
und HTSHP-CMC 8 auf einer Goldoberflache, wurden IR-Spektren an den Schichten
aufgenommen und mit denen gemessen an fester Substanz (Golden Gate ATR-
Technik, ATR: Attenuated total reflectance) verglichen. Zur Probenpraparation wurde
jeweils ein frisch bedampftes Goldsubstrat in die wassrigen Losungen von 2 (0.3
Gew.%-ige Ldsung von 2 in Wasser), 6a (0.1 Gew.%-ige Losung von 6a in Wasser,
pH 2.0) und 8 (0.1 Gew.%-ige Losung von 8 in 0.1 M Zitronensaure, pH 2.0)
eingetaucht. Nach einer Adsorptionszeit von 4 Stunden fur die MTh-Cellulose 2 bzw.
2 Stunden fur dir Thio-CMC Derivate 6a und 8 wurden die Goldsubstrate mit Wasser
mehrmals gespult und im Stickstoffstrom getrocknet. Fir die Aufnahme des
Hintergrundspektrums wurde als Referenz ein unbeschichtetes Goldsubstrat gleicher
Bedampfungs-Charge benutzt. Wahrend eines Experiments wurde das FTIR-
Spektrum der adsorbierten Schicht zuerst mit s-polarisiertem Licht gemessen. Dabei
sollte fur ultradinne Schichten kein Probensignal detektiert werden. AnschlieRend
erfolgte die Probenmessung mit p-polarisiertem Licht. Das umschalten zwischen s-
und p-polarisiertem Licht wurde mit einem Polarisator (A121, Fa Bruker)
durchgefuhrt. Durch Subtraktion des vermessenen s-polarisierten IR-Spektrums vom
p-Polarisierten, erhalt man das FTIR-Spektrum der adsorbierten Schicht frei von
Wasserdampf- und CO,-Banden (Bemerkung: noch eventuell vorhandene
Wasserdampf- und CO»-Banden im FTIR-Spektrum der adsorbierten Schicht wurden
mit der Software OPUS rausgerechnet). In den Abbildungen 5.1 und 5.2 ((I) und (Il))
sind die Spektren der Thiocellulosederivate 2, 6a und 8 gezeigt, gemessen jeweils an

der festen Probe und an einer an Gold adsorbierten Schicht.
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Abb. 5.1: Infrarotspektren von MTh-Cellulose 2 gemessen:

(a) an Feststoff (ATR-Technik)

(b) an einer auf Gold adsorbierter Schicht im streifenden Einfall.

Die Gegenuberstellung dieser Spektren belegt eindeutig die Anwesenheit der
Thiocellulosederivate auf den Goldoberflachen. Die flr das Cellulosegerist der
jeweiligen Thiocellulose charakteristischen Schwingungsbanden sind deutlich zu
erkennen: im Bereich zwischen v = 3425-3260 cm™ sind die OH-
Valenzschwingungen v(O-H) zu sehen, zwischen v = 2972-2857 cm™ die C-H-
Valenzschwingungen v(C-H). Die antisymmetrischen v,(C-O-C)-Schwingungen der
glycosidischen C-O-C-Bindung und die gekoppelten C-C-/C-O-Streckschwingungen
v(C-C/C-0) sind als die drei intensivsten Banden zwischen v = 1156—1020 cm™ zu

erkennen.
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Abb. 5.2: Infrarotspektren von (1) TSHP-CMC 6a und (II) HTSHP-CMC 8 gemessen:
(a) an Feststoff (ATR-Technik)

(b) an einer auf Gold adsorbierter Schicht im streifenden Einfall.

Die Deformationsschwingungen &(C-H) der CHy- und 3(O-H) der OH-Gruppen
erscheinen zwischen v = 1457—1203 c¢cm™". Im Bereich zwischen v = 1728-1588 cm™
sind die C=0-Valenzschwingungen v(C=0) der Carboxylatgruppen der Thio-CMC
Derivate 6a und 8 zu sehen (Abb. 5.2 ((1) und (II)).

Die genauen Werte, Zuordnungen und die charakteristischen Schwingungen der
entsprechenden Thiofunktionalitaten des jeweiligen Cellulosederivats sind in Tabelle
5.2 aufgefuhrt.
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Tabelle 5.2: Charakteristische IR-Schwingungsbanden der Thiocellulosederivate 2, 6a und
8 gemessen jeweils an Feststoff (Golden Gate ATR Technik) und an
Goldoberflachen adsorbierten Filmen (GIR-Technik). Die Abklirzungen neben
den Wellenzahlen beschreiben die Intensitaten der Signale und bedeuten:
s = stark, m = mittel, w = wenig intensiv, sh = Schulter.

MTh-Cell 2 TSHP-CMC 6a HTSHP-CMC 8
Fest Film Fest Film Fest Film
[cm™ [cm™ [cm™ [cm™] [cm™ [cm™
v(O-H) 3371br  3408br  3349br  3426br 3356br 3261sh
v(C-H) 2965m 2961m 2960w
2915m 2927s 2910m 2928s 2922m 2942m
2891m 2875m 2886m 2872m 2881m 2879m
2858m 2859m
v(C=0) 1727m 1734w 1728m
1645sh 1661s
1588m 1602s 1594s 1598sh
1546m
8(C-H) 1472m
1456m 1457m
1368m 1375m  1379sh  1374m
1317m 1309w 1320m 1323m 1323m  1328sh
6(0-H) 1426sh 1427w 1413m 1425m 1416m 1436br
1339w
1260w 1253s 1241m 1253s 1223w 1261m
v(S0Oy) 1204sh 1203w
va(C-0-C) 1153m 1157m
1102s 1101sh 1114s 1101sh 1121s
v(C-C/C-0) 1077sh
1055s 1051s 1052s 1056s 1058sh
1029s
v(S=0) 1019s 1024s
v(C-S) 701w 697m 709w 694w 637m
v(S-S) 605w 606w
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Diskussion der IR-Spektren

In allen Spektren der Verbindungen 2, 6a und 8 liegt die OH-Valenz-
schwingungsbande v(O-H) als breite intensive Bande vor, was auf inter- und
intramolekulare Wasserstoffbrickenbindungen deutet. Die Lage dieser Bande
gestattet Aussagen Uber die Starke der Wasserstoffbindungen: je starker die
Bindung ist, desto tiefer die Frequenz der Schwingungsbande %, Ein Vergleich der
Lage dieser Banden in den Feststoff-Spektren mit denen in den Film-Spektren zeigt
bei den Thiocellulosen 2 und 6a eine leicht hypsochrome Verschiebung und bei 8
eine bathochrome Verschiebung. Die Ursache fur dieses unterschiedliche Verhalten
kann durch die unterschiedlichen Ankerketten und den damit verbundenen
Unterschieden in der Anordnung der Molekule an der Oberflache herruhren. Die
Thiocellulose 2 besitzt keine Abstandsgruppe zwischen Methylthio-Gruppe und
Cellulosertckgrat, so dass aus sterischen Grinden die Ausbildung von
intermolekularen  Wasserstoffbriickenbindungen erschwert sein durfte. Die
bathochrome Verschiebung der v(O-H)-Bande von 8 beruht auf der hohen Flexibilitat
der Ankergruppen die zu einer besseren Ausrichtung und Packung der
Cellulosestrange an der Goldoberflache fuhren kann. Nach Adsorption der Thio-CMC
8 auf Gold konnen somit Konformationen entstehen, die die Ausbildung von
starkeren intermolekularen Wasserstoffbrickenbindungen gewahrleisten als im Falle
von Derivat 2. Dies bedeutet flur zwei wechselwirkende adsorbierte Moleklle, eine
zur Goldoberflache eher parallele Orientierung der Celluloseketten. Bei der
Bisthiocellulose 6a wirde man aufgrund der Ankergruppe das gleiche Verhalten
erwarten; jedoch ist hier wie schon erwahnt, eine hypsochrome Verschiebung
sichtbar. Dieser Befund beruht wahrscheinlich auf der Tatsache dass durch die
zweite Thiol-Gruppe, nach der Adsorption von 6a auf Gold, die Beweglichkeit die
notwendig ist um eine optimale Ausrichtung und Packung der Cellulosestrange zu
gewahrleisten, eingeschrankt wird. Dementsprechend kénnen Konformationen der
Celluloseketten entstehen die nur partiell durch intermolekulare Wasserstoffbriicken
stabilisiert sind.

Die Banden der antisymmetrischen Valenzschwingungen der CH»-Gruppen finden
sich in den Feststoff-Spektren fiir 2 bei v = 2915 cm™, fiir 6a bei v = 2910 cm™ und
fir 8 bei v = 2922 cm”. Zusatzlich sind auch die symmetrischen C-H-
Valenzschwingungen der CH,-Gruppen der Thioverbindungen bei v = 2891 cm™ (2),

v = 2886 cm™ (6a) und v = 2881 cm™ (8) zu erkennen. In den Spektren der
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immobilisierten Thiocellulosen ist die v4(C-H)-Bande leicht hypsochrom verschoben
(siehe Tabelle 5.2) und ihre relative Intensitat bezlglich der kombinierten C-C und C-
O-Streckschwingungen im Vergleich zum Feststoff-Spektrum erhdéht. Die vg(C-H)-
Bande in den Film-Spektren liegt bei v = 2875 cm™ fiir 2, v = 2872 cm™ fiir 6a und v
= 2879 cm fiir 8. Die Erhdéhung der Intensititen der va(C-H)-Banden deutet auf CH,-
Gruppen, aus deren C-H-Vibrationsschwingungen Dipolmomente resultieren, die
einen deutlichen Anteil senkrecht zur Goldoberflache besitzen. Das heif3t, die CH»-
Gruppen sind unter einem Winkel (= Kippwinkel) relativ zur Oberflachennormalen
angeordnet. Eine ahnliche Ausrichtung der CH>-Gruppen wurde auch von Nelles et
al. bei Cyclodextrinthiolen beobachtet .. In den Thio-CMC Derivaten 6a und 8 sind
CH2-Gruppen in den Ankerketten und in den C-6 Positionen der Glcp-Einheiten des
Cellulosertickgrats vorhanden. Daher kann die v,(C-H)-Bande aus Wechsel-
wirkungen zwischen dem elektrischen Feld und dem elektrischen Dipolmoment
beider Molekllfragmente herrihren. Eindeutige Aussagen Uber den Wert des
Kippwinkels der Ankerketten von 6a und 8 relativ zur Oberflachennormale als auch
uber die Orientierung des gesamten Molekills an der Goldoberflache sind jedoch
aufgrund der Komplexitat dieser Vibrationszustande nicht mdglich.

Die Bande der v(C=0)-Schwingung erscheint sowohl in den Feststoff- als auch in
den Filmspektren von 6a und 8 bei nahezu gleicher Wellenzahl, jedoch zeigen die
v(C=0)-Banden der Film-Spektren relativ zu den anderen Film-Banden, im Vergleich
zu den Banden der Feststoffspektren, eine hohere Intensitat. Diese erhdhte Intensitat
der v(C=0)-Banden kommt wahrscheinlich von den Carboxymethyl-Gruppen mit
einer Konformation fast senkrecht zur Goldoberfliche . Dies wiederum korreliert
mit den Veranderungen in den Intensitaten der v,(C-H)-Banden.

Die Banden der Deformationsschwingungen 5(O-H), 3(C-H) und die der v,(C-O-C)-
Valenzschwingung bzw. der gekoppelten v(C-C/C-O)-Streckschwingung erscheinen
in allen IR-Spektren der Thiocellulosen bei nahezu gleicher Wellenzahl. Der
Unterschied liegt jedoch in der erhodhten Intensitat einiger Signale in den Film-
Spektren gegenuber den Feststoff-Spektren. So erfahrt die §(O-H)-Schwingung im
Feststoff-Spektrum von Derivat 2 bei v = 1260 cm™ eine sehr leichte hypsochrome
Verschiebung nach v = 1253 cm” mit einer sehr starken Erhdéhung der
Signalintensitat. Das gleiche Verhalten wird auch bei den Derivaten 6a und 8
beobachtet, jedoch ist diese Erhdhung der Intensitaten nicht so ausgepragt wie bei

der Methylthiocellulose 2 (siehe Tabelle 5.2). Die antisymmetrischen v,(C-O-C)-
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Valenzschwingungen aller drei Thiocellulosederivate zeigen in den Filmspektren
auch eine erhohte Intensitat im Vergleich zu den Feststoff-Spektren was auf eine
Konformation senkrecht zur Goldoberflache hindeuten wirde. Diese Veranderungen
in den Intensitaten und damit auch teils in den Bandenlagen deuten auf eine
veranderte Orientierung und einen erhdéhten Ordnungsgrad der Thiocellulosen durch
die Adsorption an den Goldoberflachen hin. Die exakte Bestimmung der Orientierung
der Cellulosen ist nicht mdglich, da die IR-Experimente zunachst nur Aussagen Uber
die Orientierung eines Dipolmoments liefern. Die Ubertragung des gemessenen
Dipolmoments auf die dazugehdrende Molekullgruppe stellt eine Voraussetzung flr
die Bestimmung der Richtung des Dipolmoments im Molekul dar und verbunden
damit, der Ausrichtung des Molekils an der Oberflache. Die Zuordnung der
einzelnen, gekoppelten C-C- und C-O-Streckschwingungsbanden zu den
entsprechenden Molekulgruppen in der Cellulose ist jedoch nicht genau bekannt. Die
Orientierungsanderungen, die zu veranderten Bandenintensitaten und -lagen geftihrt
haben, konnten nur qualitativ erfasst werden.

Die charakteristische v(C-S)-Schwingung der Methylthio-Funktionalitat von Derivat 2
erscheint im Feststoff-Spektrum bei v = 701 cm™ als wenig intensive Bande, im
Filmspektrum ist diese Bande bei v = 697 cm™ zu erkennen und zeigt eine leicht
erhohte Intensitat. Die v(C-S)-Schwingung bei den Derivaten 6a und 8 ist aufgrund
ihrer relativ geringen Intensitat nur im Feststoff-Spektrum der Verbindungen bei v =
694 cm™ (6a) und v = 637 cm™ (8) zu sehen. Die charakteristischen Schwingungen
der Thiosulfatgruppen von 6a und 8, namlich v(SOz) und v(S-S), sind in den
Feststoff-Spektren der Verbindungen bei v = 1204 cm™ und v = 605 cm™ fiir Derivat
6a und bei v = 1203 cm™ und v = 606 cm™ fiir Derivat 8 zu erkennen. Aufgrund der
Aktivierung dieser Thiosulfat-Gruppen zum Thiol und die anschlieRende Bindung an
die Goldoberflache, sind diese charakteristischen Banden der Thiosulfat-Gruppen in

den Film-Spektren der Verbindungen nicht mehr zu sehen (siehe Tabelle 5.2).

5.1.3 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR-Spektroskopie)

Die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR-Spektroskopie) ist die
wichtigste Methode zur in situ-Kontrolle des Schichtaufbaus von Molekilen auf

Metallen wie Gold oder Silber. Sie erlaubt die Bestimmung von Schichtdicken im
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Nanometerbereich als auch die Ermittlung der Oberflachenbelegung der adsorbierten
Schichten.

Oberflachenplasmonen (Plasmon Surface Polaritons, PSP) sind Ladungsdichte-
wellen des fast freien Elektronengases eines Metalls, die sich entlang der
Grenzflache zwischen dem Metall und einem dielektrischen Medium ausbreiten. Das
elektrische Feld dieser Wellen fallt dabei sowohl in Ausbreitungsrichtung, als auch

senkrecht zur Grenzflache exponentiell ab ?°Y (siehe Abb. 5.3).

El(x,=Z)

Abb. 5.3: Das elektrische Feld eines Oberflachenplasmons an der Metall / Dielektrikum-

Grenzflache in der xy-Ebene; x = Ausbreitungsrichtung, z = Achse senkrecht zur

Grenzflache 2%,

Oberflachenplasmonen sind elektromagnetische  Wellen und kdnnen
dementsprechend durch Photonen oder Elektronen ausgelost werden.
Elektromagnetische Wellen kdnnen in eine p-polarisierte Komponente (der Vektor
des Feldes liegt parallel zur Einfallsebene) und eine s-polarisierte Komponente (der
Vektor des Feldes liegt senkrecht zur Einfallsebene) aufgeteilt werden. Dabei ist nur
das p-polarisierte (parallel) Licht in der Lage, Oberflachenplasmonen (PSP)
anzuregen, da dieses eine Feldkomponente E senkrecht zur Oberflache besitzen.

Die  SPR-Spektroskopie  beruht auf der resonanten Anregung von
Oberflachenplasmonen mit Licht. Diese resonante Anregung der
Oberflachenplasmonen erfordert eine Ubereinstimmung von Energie und Impuls
zwischen den verwendeten Photonen und den PSP. Aus den Maxwell-Gleichungen
fur ein Zweischichtsystem ergibt sich die Beziehung zwischen der Energie und dem

Impuls der PSP, die so genannte Dispersionsrelation fur die Oberflachenplasmonen
[206].
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kZ:Q v ép (5-1)
c\ey +&5

k. Wellenvektor des Oberflachenplasmons in Ausbreitungsrichtung

: Frequenz

C: Lichtgeschwindigkeit im Vakuum

ew/ €p: Dielektrische Konstanten des Metalls (M) und des Dielektrikums (D)

Betrachtet man nun den Impuls eines freien Photons (kpn), welches sich im

Dielektrikum bewegt:
[
Ken =—+/6b (5-2)
c
so ergibt sich, dass dessen Impuls bei einer gegebenen Frequenz ® stets kleiner ist

als der Impuls eines Oberflachenplasmons. Die Resonanzbedingung:

Ken = ks (5-3)

kann nicht erreicht werden. Dieses Verhalten wird durch das Fehlen eines
Schnittpunktes zwischen der Lichtlinie im Dielektrikum und der Plasmonendispersion
erklart (Abb. 5.4).

Um dennoch an das Feld der PSP koppeln zu kdénnen, muss bei konstanter
Frequenz der Impuls des Lichtes erhoht werden. Dies ist durch die so genannte
Gitter- oder durch Prismenkopplung moglich.

Bei der Prismenkopplung werden die Photonen nicht direkt an die Grenzflache
zwischen Metall und Dielektrikum gekoppelt, sondern tUber den evaneszenten Anteil

des einfallenden Lichts. Dieser entsteht durch die Totalreflexion des Lichtes an der
Basisflache des Prismas. Dabei muss die Dielektrizitatskonstante €p; des Prismas so

gewahlt werden, dass sie den Photonenimpuls ausreichend erhoht, d. h. es muss

gelten:
€pr> €p (5-4)

Durch Variation des internen Einfallswinkel ¢ des Lichts (z. B.: durch Rotation des

Lasers oder des Prismas) ist es nun mdglich, den Wellenvektor der Photonen zu

verandern, bis die Kopplungsbedingungen erfiillt sind 2°2%%,



5. Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten aus funktionellen Cellulosederivaten 86

A
o
WA\ & ) _
¢ (=E o g
C
7
N e 7 psp
A ! L o
f 1° .- ,
< oens (, = e
/// z C
Metall
—>
k.

Abb. 5.4: Dispersionsrelation von Oberflachenplasmonen an der Grenzflache Metall / Luft
und die Lichtlinie 1 und im Prisma 3. Durch die Wahl des Einfallwinkels ¢ kann bei
definierter Laserwellenldange o_ die Lichtlinie auf die Plasmonendispersion 2

abgestimmt werden.

In Abbildung 5.5 (a) ist die Kretschmann-Anordnung % %!

zur Anregung von
Oberflachenplasmonen dargestellt. Diese Anordnung wird in den meisten SPR-
Geraten angewendet. Dabei wird das auf ein Glassubstrat oder Prisma
aufgedampftes Metall (z. B.: Gold), plan auf der Prismenbasis aufgelegt. Der
Laserstrahl wird an der Innenseite des Prismas reflektiert. Ab einem kritischen
Winkel tritt Totalreflexion ein. Im Bereich der Totalreflexion dringt ein evaneszenter

Anteil des elektromagnetischen Feldes durch die dunne Metallschicht (dmetan = 50
nm) und regt unter dem Resonanzwinkel ¢, Oberflachenplasmonen an; man spricht
auch von ,frustrierter Totalreflexion“ (Attenuated Total Reflection, ATR). Tragt man
die Reflektivitat R einer solchen Anordnung in Abhangigkeit vom Winkel 6 auf, so tritt
bei Anregung des Oberflachenplasmons ein Minimum (= Resonanzminimum) bei
einem Winkel 0 (siehe Abb. 5.5 (b), Kurve — ) auf.

Wird nun auf die Metallschicht zusatzlich eine dunne dielektrische Deckschicht (z. B.

Cellulose) mit einem Brechungsindex nschicht > N2 aufgebracht, so verschiebt diese
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Abb. 5.5: (a) Kretschmann-Anordnung zur resonanten Anregung von Oberflachen-
plasmonen, (b) Reflektivitatskurven R(0) flr ein Schichtsystem bestehend aus

Prisma, Goldschicht, adsorbierte Schicht und Wasser, (c) kinetische Messung

die Dispersionrelation des Oberflachenplasmons zu hdoheren ki -Werten durch
Verdrangung des Dielektrikums 2, in diesem Fall Wasser. Eine zunehmende Dicke

dschicnt bzW. ein zunehmender Brechungsindex nschicnt dieser Deckschicht erhdéht den

Resonanzwinkel des Oberflachenplasmons auf 01 (siehe Abb. 5.5 (b), Kurve eees.).

Die Resonanzwinkeldifferenz AO ist proportional zur optischen Dicke dieser

zusatzlichen Schicht:
AB = 04 - Bg = An e dschicht, Mit AN = Ngehicht — NLM (5-5)

0. (siehe Abb. 5.5 (b)) ist der kritische Winkel der Totalreflexion und wird nur durch

die Brechungsindizes von Prisma und Lésungsmittel (LM) bestimmt (sindc = nim / np).

Werden die Resonanzminima in Abbildung 5.5 (b) zeitabhangig gemessen, so erhalt

man den kinetischen Verlauf der Adsorption (Abbildung 5.5 (c)). Bei genauer
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Kenntnis der Brechungsindizes von Prisma, Gold, Adsorbat und Lésungsmittel kann
aus der Verschiebung des Resonanzminimums die Schichtdicke des Adsorbats

bestimmt werden 2°% 210

In der vorliegenden Arbeit wurden die SPR-Messungen zur in situ-Kontrolle des
Schichtaufbaus der Thiocellulosederivate als auch zur Bestimmung deren
Schichtdicke, mit einem Bio-Suplar Il Gerat der Firma Mivitec GmbH (Regensburg)
durchgefuhrt. Der Aufbau des SPR-Gerates ist in Abbildung 5.6 dargestellt.

(a) Flussigkeitszelle
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Abb. 5.6: (a) Aufbau und Strahlengang des SPR-Spektrometers Bio-Suplar II;
(b) Angleichen der gemessenen Reflektivitatskurve (— ) an die theoretische

Simulationskurve (— ) zur Bestimmung der Schichtdicke eines Adsorbats.
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Zur Anregung der Oberflachenplasmonen wurde ein GaAs LED Laser mit einer
Wellenlange von L = 670 nm eingesetzt. Auf einem frei rotierenden Prisma wird
mittels eines Immersionsols ein Glasplattchen, welches mit 40 £ 5 nm Gold bedampft
ist, aufgebracht. Prisma und Immersionsdl besitzen in etwa den gleichen Brechungs-
index von n = 1.61; die benutzten Glasplatichen (aus Glasobjekttragern fur die
Mikroskopie) haben einen Brechungsindex von n = 1.51 (angegeben bei A = 546
nm). Auf die Goldoberflache ist eine Flussigkeitszelle mit einem Volumen von etwa
20 pl befestigt.

Der Laserstrahl trifft mit dem Winkel O auf das Prisma. Dort wird der Strahl

gebrochen und an der Prismenoberflache reflektiert, gelangt auf einen Silberspiegel
und wird dort vollstandig zuruck reflektiert. Die Intensitat des reflektierten Lichtes wird
dann an einer Photodiode detektiert (siehe Abb. 5.6 (a)).

Die Auswertung der gemessenen Reflektivitatskurven erfolgte mit dem
Auswerteprogramm Winspall 2.20 (MPI-Polymerforschung, Mainz). Als Erstes
werden in das Auswerteprogramm die Wellenlange des verwendeten Lasers, der
Prismenwinkel und der Brechungsindex der jeweils gemessenen Schicht

eingegeben. Die gemessene Reflektivitatskurve wurde fur die Auswertung auf den
auBeren Winkel der Totalreflexion von 0, = 50.2° (bei einem Prismenwinkel von 2 x

25°) kalibriert (Programm: Origin) und in das Auswerteprogramm eingelesen %2,

Um die gewilnschte Schichtdickenanderung zu erhalten wird die gemessene
Reflektivitatskurve an eine theoretische Simulationskurve angepasst. Die
theoretische Reflektivitatskurve wird vom Auswerteprogramm fur das Schichtsystem
Prisma / Metall / Lésungsmittel simuliert. Die gemessene Kurve flr dasselbe
Schichtsystem wird dann durch Variation der Parameter fir Gold (Brechungsindex
und Schichtdicke) mit der simulierten Kurve in Ubereinstimmung gebracht. Nach der
Adsorption z.B. einer Polymerschicht auf die Goldoberflache wird die gemessene
Reflektivitatskurve an die berechnete Reflektivitatskurve durch Veranderung der
Schichtdicke bei bekanntem Brechungsindex im Auswerteprogramm zur Deckung
gebracht (siehe Abb. 5.6 (b)).

In Tabelle 5.3 ist das Schichtsystem fur die Bestimmung der Schichtdicke einer

Bisthiosulfatcellulose auf Gold als Beispiel dargestellt.
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Tabelle 5.3:  Schichtsystem flr die Ermittlung der Schichtdicke einer adsorbierten

Bisthiosulfatcellulose auf Gold (Auswerteprogramm: Winspall 2.20).

Nr. Material Schichtdicke Brechungsindex n
Realteil Im&ginarteil

1 Glas 0 1.616 0

2 Gold 435 0.175 3.657

3 Bisthiocellulose 24 1.47 0

4 Losungsmittel 0 1.33 0

5.1.4 Berechnung des Brechungsindex und Brechungsindexinkrementes von
HTSHP-CMC Na 8

Die akkurate Bestimmung der Schichtdicken der adsorbierten Thiocellulosederivate
auf Gold bendtigt eine genaue Kenntnis deren Brechungsindizes (n). Um aus den
Schichtdicken die Oberflachenbelegung mit Cellulose berechnen zu kdnnen ist es
notwendig das Brechungsindexinkrement (dn/dc) der Derivate zu ermitteln 2.

Im Folgenden wird die Bestimmung des Brechungsindex’ und Brechungsindex-
inkrementes der Thio-CMC HTSHP-CMC 8 beschrieben.

Die Bestimmung des Brechungsindex (n) von Verbindung 8 erfolgte aus der
erstellten Kalibriergerade NHTSHP-cMC(WHTSHP-CMC), wobei NHTSHP-CMC =
Brechungsindexaquivalente der HTSHP-CMC Losungen und w = Massenbruch der
HTSHP-CMC Loésungen. Die Brechungsindexaquivalente nyrspp wurden aus den
Kalibriergeraden n(RI) fir KCI und Rohrzucker berechnet.

Die Aufnahme der n(RI) Kalibriergeraden fur KCI- bzw. Rohrzucker erfolgte mittels
Laser-Refraktometrie (A = 670 nm). Dazu wurden KCI- bzw. Rohrzucker Losungen
mit Konzentrationen zwischen 0-10 mg/ml und bekannten Brechungsindizes
eingespritzt, und die entsprechenden RI-Werte aufgenommen [?'2.  Die
Kalibriergeraden n(RI) fur die KCI- und Rohrzucker Losungen sind in Abbildung 5.7
(a) dargestellt.
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Abb. 5.7: (a) Kalibriergeraden n(RI) fur KCI- bzw. Rohrzuckerlésungen zur Ermittlung der

Nutsup-cmc-Aquivalente; (D) Nprshp-cMcRohrzucker(WhTsHp-cmc)  Abhangigkeit  zur

Bestimmung des Brechungsindex von Thiocellulose 8.

Die Geraden-Gleichungen die sich aus der Darstellung n(RIl) durch lineare

Regression ergeben (siehe Abb. 5.7 (a)), sind:

fur Rohrzucker: n=1.332993 + 2.752 « 107 « RI (5-6)
und
far KCI: n=1.332991 + 2.846 « 107 « RI (5-7)

AnschlieBend wurden die RI-Werte wassriger HTSHP-CMC (DSthiosutat = 0.15)
Lésungen mit Konzentrationen von 0-1.2 mg/ml mittels Laser-Refraktometer
aufgenommen. Setzt man nun diese experimentell bestimmten RI-Werte in den
Gleichungen (5-6) und (5-7) ein, so erhalt man die aquivalenten Brechungsindizes fur
die gemessenen HTSHP-CMC-Losungen (NHrsHP-cMc(Rohrzucker) UNA  NHTSHP-cMC(KC))-
Tragt man diese Werte in Abhangigkeit des Massenbruchs der eingesetzten Lésung
auf, so erhalt man aus der Geraden-Gleichung bei w = 1 den Brechungsindex der
Thiocellulose 8 (siehe Abb. 5.7 (b)):

far HTSHP-CMC 8: Nutshp-cme = 1.332997 + 0.133411 « w  (5-8)

= bei w =1 = nursup-cmc = 1.47 £ 0.005
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Die Bestimmung des Brechungsindexinkrementes der Thiocellulose 8 erfolgte aus
der Steigung der Geraden nHTSHp-Cmc(CHTSHP-Cmc), wobei ¢ = Konzentration der
HTSHP-CMC Losungen darstellt (siehe Abb. 5.6).

1,33316
1,33312
1,33308
c
1,33304
n=1.33299 + 1.40078 « 10* ml/g e C
1,33300 dn/dc = 1.40078 « 10 ml/mg = 0.140 * 0.001 ml/g

——
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
c (mg/ml)

HTSHP-CMC

Abb. 5.8: Bestimmung des Brechungsindexinkrementes von Verbindung 8 aus der Steigung

der Geraden Nyrshp-cmc(CHTSHP-CMC)-

Man erhalt fir die Thiosulfatcellulose 8 einen Wert fir das Brechungsindexinkrement
von dn/dc = 0.140 ml/g.

Fir die Bestimmung der Schichtdicken und Oberflachenbelegungen der
Thiocellulosederivate werden im folgenden Kapitel die oben ermittelten Werte n und

dn/dc fur alle Derivate benutzt.

5.1.5 Bestimmung der Schichtdicken und Oberflachenbelegung der Thio-CMC-
Derivate 3, 6a, 6b und 8 mittels SPR-Spektroskopie

Der Aufbau von Monoschichten mit den thiofunktionalisierten Cellulosen 3, 6a, 6b
und 8 erfolgte durch Chemisorption aus den wassrigen Ldésungen der

entsprechenden Thiocellulosen.

Bei der 6-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose 3 (MTh-CMC; DSwethyithio =
0.55) adsorbiert die Methylthiogruppe uber eine koordinative Bindung an die
Goldoberflache. Die Kinetik der MTh-CMC SAM-Bildung auf Gold ist in Abbildung 5.9
dargestellt.
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Abb. 5.9: SPR-Kinetik der SAM-Bildung von 3 auf Gold aus einer 0.3%-igen Losung von 3

in Wasser (Flussrate: 11 pl/min).

Dazu wurde eine 0.3%-ige Losung von MTh-CMC 3 in Wasser mit einem Fluss von
11 pl/min auf der Goldoberflache transportiert. Der eingestellte Fluss fuhrt zu einer
Einwirkungszeit der MTh-CMC 3 auf Gold von etwa 30 Minuten. AnschlielRend tritt
die Spulphase mit Wasser ein. Die Uber Physisorption haftenden Uberschussigen
Cellulosemolekule werden somit entfernt (siehe Spulschritt in Abb. 5.9). Nach dem
spulen fallt die Kurve kurzzeitig etwas ab, bis sie bei einem konstanten Wert bleibt
(04). Aus der Kinetik in Abbildung 5.9 kann man erkennen dass dieser physisorptive
Anteil sehr gering ist, was auf eine optimierte Durchfuhrung der MTh-CMC SAM
Ausbildung zurtckzufihren ist.

Man erhalt fir die Methylthio-CMC 3 Schichtdicken von d = 1-3 nm, abhangig von der
eingesetzten Konzentration. Unter der Annahme, dass die Glucoseringe der
Cellulose mit der Ringebene parallel zur Substratoberflache angeordnet sind, sollte
man fur eine Monoschicht aus gestreckt adsorbierten Celluloseketten eine
Schichtdicke von etwa d = 0.6 nm erwarten. Im Gegensatz dazu sollte bei einer
Anordnung der Ringebene der Glucoseringe senkrecht zur Goldoberflache die Dicke
einer Monoschicht etwa 1 nm betragen " Die groRer als erwarteten Schichtdicken
konnen durch Schlingen und Verschlaufungen der Celluloseketten an der Oberflache
verursacht werden !9,

Liepold zeigte bereits eine Erhdhung der Schichtdicke mit der Konzentration an 3

92 Sje erklarte diese Zunahme durch eine stirkere Verkndulung der
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Celluloseketten auf der Goldoberflache und durch eine hoéhere Belegung der
Oberflache mit MTh-CMC. Aufgrund der koordinativen Bindung zwischen den
Methylthiogruppen und der Goldoberflache, kdonnen sich die Ankergruppen von
Derivat 3 frei auf der Metalloberflache bewegen. Erhoht man nun die Konzentration
an MTh-CMC so findet aufgrund der reversiblen Koordination zwischen den
Methylthiogruppen und Gold eine Neuausrichtung der Celluloseketten an der
Oberflache statt, was zu einer Erhohung der Belegungsdichte mit MTh-CMC 3 fuhrt.
Eine Erhdhung der Belegungsdichte mit steigender Konzentration wurde auch von

Reinhoudt et al. bei Cyclodextrinsulfiden beobachtet .

Verbindungen mit Thiosulfatgruppen sind in der organischen Chemie oft
Ausgangsstoffe um Thiole herzustellen. Die Umwandlung der Thiosulfatgruppe zum
Thiol kann sowohl durch saure Hydrolyse ' oder durch Spaltung der S-S-Bindung

der Thiosulfat-Gruppen mit Boranen ?' Phosphinen ' oder H*/Zn erfolgen.

Die Chemisorption der Bisthiosulfatcellulosen TSHP-CMC 6a und 6b auf Gold kann
sowohl durch Aktivierung der Thiosulfatgruppen durch saure Hydrolyse, als auch
direkt aus der wassrigen Losung der TSHP-CMC, erfolgen.

Die Spaltung der S-S-Bindungen der Thiosulfatgruppen der Bunte-Salze 6a und 6b
zum Thiol wurde durch saure Hydrolyse mit Hilfe von Salzsaure, Schwefelsaure und

Zitronensaure durchgeflhrt (siehe Schema 5.2).

S-S0y Na* SH

S$-SONa* SH

+ 2HO0 —> + 2 NaHSO4

R =H, CH,COONa

Schema 5.2: Saurehydrolytische Aktivierung der Thiosulfatgruppen von Bunte-Salz 6a und
6b zum Thiol.
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Polymere mit Thiolgruppen kénnen unter Lichteinfluss sehr leicht vernetzen und
werden dadurch in Wasser unldslich. Isoliert man die Bisthiolcellulose (siehe Schema
5.2) nach der Umsetzung, durch Ultrafiltration und anschlieRender Gefriertrocknung,
so |6st sich diese in keinem Ldsungsmittel mehr. Daher missen die Bisthiosulfat-
CMCs 6a und 6b bei der Beschichtung nach dieser Aktivierungsmethode in situ zum

Bisthiol umgewandelt werden.

Zur Abscheidung auf Gold, wurden 0.1%-ige L6sungen der Bunte-Salze 6a und 6b in
0.2 M Zitronensaure hergestellt. Die Losungen wurden zur Vervollstandigung der
Aktivierung der Thiosulfatgruppen, eine Stunde bei RT geruhrt. Die SPR-Kinetiken,
(Abb. 5.10 (a) und (b)) aufgenommen bei einem Fluss von 34 pl/min, zeigen eine
schnelle Ausbildung der TSHP-CMC Monoschichten auf Gold im Gegensatz zur
MTh-CMC 3 (siehe Abb. 5.9). Nach etwa 10 Minuten sind die stabilen Monoschichten
vollig ausgebildet. Weitere Injektionen der Bisthiosulfat-CMCs 6a und 6b fihrten zu
keinen zusatzlichen Schichtzuwachsen in den SPR-Kinetiken.

In Abbildung 5.10 sind die SPR-Kinetiken der Bisthiosulfat-CMCs 6a (DSgisthiosulfat =
0.10) und 6b (DSgisthiosurat = 0.17) im Vergleich dargestellt. Dabei kann man

beobachten dass der Schichtzuwachs (AO) bei der TSHP-CMC 6a (DSgisthiosutfat =
0.10) gréRer ist als der von 6b (DSgisthiosulfat = 0.17).
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Abb. 5.10: SPR-Kinetik der SAM-Bildung von TSHP-CMC auf Gold aus einer 0.1%-igen
Lésung von 6 in 0.2 M Zitronensaure: (a) Kinetik von 6a (DSgisthiosuirat = 0.10), (b)
Kinetik von 6b (DSgisthiosuirat = 0.17) (Flussrate: 34 pl/min).
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Bei einem héheren Substitutionsgrad an Bisthiosulfatgruppen wirde man erwarten
dass mehrere Cellulosemolekile immobilisiert werden koénnen und durch das
bekannte Schlingen und Verschlaufen dieser Ketten ein hdéherer Schichtzuwachs
erzeugt wird. Die SPR-Kinetiken zeigen jedoch dass das nicht der Fall ist. Man erhalt
fur das Bunte-Salz 6a eine Schichtdicke von d = 2.4 nm; fir 6b hingegen d = 1.3 nm.
Die niedrigere Schichtdicke von 6b kann darauf beruhen dass bei einem hoheren
DSgisthiosulfat mehrere Anknupfungsstellen der Bisthiocellulose an der Goldoberflache
vorhanden sind. Dies kdonnte nach Bindung an der Goldoberflache zu gestreckteren
Konformationen der Monoschichten filhren kénnen als im Falle von 6a ¥ (siehe
Schema 5.3).

AR B
1
b ' ______ g —x
/ \ 'd=2.4nm /] R v _
S S : S S :d 1.3 nm
l L I l i
Au Au
TSHP-CMC 6a (DSgisthiosuitat = 0-10) TSHP-CMC 6b (DSg;sthiosuirat = 0-17)

Schema 5.3: Schematische Darstellung des Schichtdickenzuwachses mit zunehmendem

Substitutionsgrad an Thiosulfat.

Die Abscheidung der TSHP-CMC 6 direkt aus deren wassriger Losung wurde vor
allem bei Substitutionsgraden von DSgisthiosuitat > 0.10 beobachtet. Dazu wurde eine
0.3%-ige Losung in Wasser bei einer Flussrate von 14 ul/min auf die Goldoberflache
transportiert. In Abbildung 5.11 (a) ist die Kinetik der Adsorption von 6a dargestellt.
Im Vergleich zur Abscheidung aus saurer Losung (Abb. 5.10 (a)) verlauft hier die
Adsorptionskinetik langsamer: erst nach etwa 20 Minuten bildet sich eine stabile
Schicht auf Gold aus.

Der Grund fur die langsamere Abscheidung von 6a aus wassriger Losung auf Gold
liegt wahrscheinlich im Mechanismus der Adsorption. Die Ausbildung der Thiol-
Funktionalitaten die notwendig sind um mit der Goldoberflache stabile S-Au
Bindungen einzugehen, bedarf hier einer gewissen Zeit (siehe dazu Schema 5.1 (a)
und (b)). Dabei muss auch gewahrleistet sein dass sich genugend Cellulosemolekile
in der unmittelbaren Nahe der Goldoberflache befinden um eine optimale Anbindung

an die Goldoberflache zu erlangen.
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Abb. 5.11: (a) Adsorptionskinetik von TSHP-CMC 6a auf Gold (Flussrate: 14 pl/min);
(b) Typische Reflektivitatskurven R(0): Reflektivitat (R) in Abhangigkeit des
Resonanzwinkels (0):
R(6) von H,O:
R(6) von TSHP-CMC 6a:

Injektion 1; Injektion 2;

Injektion 3; Injektion 4;

(c) Vergrolerte Darstellung der R(6)-Kurven von H,O und TSHP-CMC 6a (1. und

4. Injektion) im Bereich des Resonanzminimumes.

Dies wir erreicht indem man eine relativ hohe Konzentration an Bisthiosulfat-CMC

6a, und eine niedrige Flussrate wahlt: eine 0.3%-ige Losung, Fluss = 14 pl/min bei



5. Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten aus funktionellen Cellulosederivaten 98

der Abscheidung von 6a aus wassriger Losung im Vergleich zu einer 0.1%-ige
Lésung, Fluss = 34 ul/min bei der Adsorption von 6a aus saurer wassrigen Losung.

Um die maximale Belegung der Goldoberflache mit TSHP-CMC 6a zu untersuchen
wurden in gewissen Zeitabstanden gleiche Volumina an TSHP-CMC LOsung injiziert
(siehe Abb. 5.11 (a)). Aus der Kinetik der Adsorption (Abb. 5.11 (a)) und den

Reflektivitatskurven der jeweiligen Injektion (Abb. 5.11 (b)) kann man erkennen dass
bei der ersten Injektion der groRte Schichtzuwachs (AO) erreicht wurde. Die

nachfolgenden Injektionen erzeugen zwar weitere Schichtzuwachse auf der

Goldoberflache jedoch sind diese geringer. So betragt der mittlere Schichtzuwachs
zwischen erster und letzter Injektion nur AB = 0.06° (siehe Abb. 5.11 (c)) was einer

Schichtdicke von d = 0.3 nm entspricht.
Man erhalt fiur die TSHP-CMC 6a nach Abscheidung auf der Goldoberflache
Schichtdicken von d = 2.1 £ 0.3 nm.

Der Aufbau von HTSHP-CMC Monoschichten auf Gold erfolgte nach Aktivierung der
Thiosulfatgruppe in wassriger Losung. Vorversuche mit dem wasserloslichen Bunte-
Salz 8 zeigten, dass die Anbindung an die Goldoberflache ohne vorherige
Aktivierung der Thiosulfatgruppe, im Gegensatz zur TSHP-CMC 6, nicht mdglich war.
Zum einen erfolgte die Aktivierung der Thiosulfatgruppe von 8 mit Saure (HCI, H,SO4
oder Zitronensaure), in gleicher Weise wie bei der Aktivierung der
Bisthiosulfatgruppen von TSHP-CMC 6 (siehe Schema 5.2). Zum anderen wurde die
Spaltung der S-S-Bindung der Thiosulfatgruppe von Bunte-Salz 8 mit Hilfe des

219 Dieses

wasserloslichen  Tris(carboxyethyl)phosphin  (TCEP) durchgefuhrt
Reagenz wurde bisher vor allem fur die Spaltung der S-S-Bindungen von Disulfiden
zum Thiol verwendet. Der Mechanismus der Reduktion ist in Schema 5.4 dargestellt.
Mit diesem wasserldslichen Reduktionsmittel konnte ebenfalls die Thiosulfatgruppe
ins Thiol Uberfiihrt werden ['°2. Der Vorteil bei der Verwendung des TCEPs liegt
darin, dass die Reaktion bei einem pH-Bereich von 5-8 durchgefuhrt werden kann.
Dadurch konnte es gerade bei der Abscheidung von reaktiven HTSHP-CMCs auf
Gold oder Silber, aufgrund der Saure/Base-Empfindlichkeit einiger reaktiver

Gruppen, ein Mittel der Wahl sein.
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|P(CH,-CH,-COOH);

(\y ®
S=S05" S—P(CH,-CH,-COOH); SH

R =H, CH,COONa

Schema 5.4: Mechanismus der Reduktion von Bunte-Salz 8 mit Tris(carboxyethyl)phosphin
(TCEP) in Wasser.

Zur Aktivierung der Thiosulfatgruppe der HTSHP-CMC 8 (DSthiosuitat = 0.15) wurde
eine 0.1%-ige Lésung von 8 in 0.2 M Zitronensaure hergestellt und 1 h bei RT
geruhrt (zur Vervollstandigung der Aktivierung). Anschlief3end erfolgte die Aufnahme
der Adsorptionskinetik von 8 auf Gold, bei einem Fluss von 34 pl/min, mittels SPR-
Spektrometer (siehe Abb. 5.12 (a)). In Abbildung 5.12 (b) ist die typische

Reflektivitatskurve R(0) nach Abscheidung von Derivat 8 zu sehen. Durch

Uberlagerung dieser experimentellen Kurve (------ ) mit der theoretisch ermittelten
Kurve (—) kann man im Auswerteprogramm die Schichtdicke von 8 auf Gold
bestimmen.

Man erhalt fir die HTSHP-CMC 8 Schichtdicken von d = 2.0 + 0.4 nm, unabhangig
von der Konzentration der eingesetzten Bunte-Salz Losungen. Das gleiche Verhalten
wurde auch im Fall der Beschichtung mittels TSHP-CMC 6 beobachtet.

Die Adsorptionskinetiken unterscheiden sich lediglich bei niedrigen Konzentrationen
(c < 0.1 mg/ml) von den Kinetiken der hoheren Konzentrationen. Bei der
Beschichtung unter dynamischen Bedingungen (bei konstantem Fluss), wirkt sich
das bei den niedrigen Konzentrationen durch einen niedrigeren Schichtzuwachs in
der Adsorptionskinetik aus. Aufgrund der geringeren Teilchendichte in der Losung
der niedriger konzentrierten Proben, brauchen die Cellulosemolekile langer bis sie

an die Metalloberflache gelangen und dort adsorbiert werden kdnnen. Unter
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dynamischen Bedingungen wird dementsprechend der grofte Teil der Molekile

ausgespult bevor sie an der Goldoberflache binden kénnen.
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Abb. 5.12: (a) Adsorptionskinetik von Bunte-Salz 8 auf Gold (Flussrate: 34 pul/min);
(b) Typische SPR-Kurve; experimentelle Kurve von 8 (------ ) angepasst an die

theoretisch erzeugte Kurve (—) zur Bestimmung der Schichtdicke von 8.

Liepold beobachtete ein ahnliches Verhalten unter statischen Bedingungen. Sie
erhielt fir Konzentrationen ab ¢ = 0.01 mg/ml einen wesentlich langsameren Anstieg
in den Kinetikkurven im Vergleich zu den hoher konzentrierten Proben, als auch

einen niedrigeren Schichtzuwachs "%,

Aus den Schichtdicken der adsorbierten Thiocellulosen 3, 6a, 6b und 8 auf Gold und
dem in Kapitel 5.1.4 bestimmten Brechungsindexinkrement, kdnnen nun die
entsprechenden Oberflachenbelegungen (-konzentrationen), nach folgender Formel

2111 herechnet werden:

F:—nOAnOd (5-9)

wobei I' die Oberflichenbelegung (-konzentration) [mg/m? oder ng/mm?], dn/dc das
Brechungsindexinkrement [ml/mg, oder ml/g] und Aned die optische Dichte [nm]

kennzeichnet. An aus der optischen Dichte ist die Differenz zwischen dem
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Brechungsindex der Thio-CMC (Nypio_cmc ) Und dem Losungsmittel (Nyyaeser ) d ist

die Schichtdicke der Thiocellulose SAM auf Gold.

Die Umrechnung der Schichtdicke in die entsprechende Oberflachenbelegung soll
hier am Beispiel der HTSHP-CMC 8 naher erlautert werden:

dHTSHP-CMC =24nNm=24¢ 10_7 cm

dn dc

——=1.40078 ¢ 10 cm*mg = — = 7.138 « 10° mg/cm?®
dc dn

AN =Nyreip_ome = Nyaer = 1.47 —1.33 = 0.14

= Thrshp_cvc = gc eAned =7.138x10°x0.14 x 2.4 x 107" mg/cm?

dn
= Thrshp_cme = 2.39 ¢ 10 mg/em? = 2.39 10 mg/10™* m? = 2.39 mg/m?

Tabelle 5.4 zeigt nochmals in Ubersicht die bestimmten Schichtdicken und die
daraus umgerechneten Oberflachenbelegungen fir die Thio-CMC Derivate 3, 6a, 6b
und 8.

Tabelle 5.4: Schichtdicken und Oberflachenbelegungen der Thio-CMC Derivate 3, 6a, 6b
und 8 (DS-Grad: Substitutionsgrad; AO: Schichtzuwachs in mdeg (milli®); dhio-
cme: Schichtdicke der Thio-CMCs in nm; I': Oberflachenbelegung in mg/m?)

* Adsorption aus 0.3%-iger wassriger Lésung; ** Adsorption aus wassriger
Ldsung.
Thio- Funktionalitdt DS-Grad A6 [mdeg] dthio-cmuc [nm] T [mg/mz]
CcMC
3 Methylthio 0.55 220" 2.20+0.10 2.19+0.10
310 2.40+0.10 2.39+0.10
6a Bisthiosulfat 0.10 "
280 2.10+£0.30 2.09 £ 0.30
6b Bisthiosulfat 0.17 230 1.30 +£ 0.40 1.29 £0.40
8 Thiosulfat 0.15 340 2.00£0.40 1.99 +£0.40
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5.1.6 Bestimmung der Schichtdicken und Oberflachenbelegungen reaktiver
Thio-CMC-Derivaten mittels SPR-Spektroskopie

Im Folgenden werden fur eine Reihe ausgewahlter reaktiver Thio-CMC-Derivate die
Schichtdicken und die entsprechenden Oberflachenbelegungen nach Adsorption auf
Gold bestimmt. Dabei sollte mittels Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie
untersucht werden ob sich die Schichtdicken und dementsprechend die
Oberflachenbelegungen der reaktiven Thio-CMC-Derivaten von den Thio-CMCs
unterscheiden, um damit Aufschluss Uber den Einfluss der reaktiven Gruppe auf die
Adsorption zu erhalten.

Untersucht wurden die MCT-Thio-CMC-Derivate 10, 14, 17, die NHS-Thio-CMC 16
und die Thio-CMC-EDC 18a.

Die Abscheidung der 6-Methylthio-6-desoxy-O-(2-Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6-yl)-
cellulose 10 (MCT-MTh-Cellulose) aus wassriger Losung auf Gold zeigte die gleiche
Konzentrationsabhangigkeit der Adsorption wie die entsprechende Thio-CMC 3. Die
Adsorptionskinetiken wurden bei einem Fluss von 11 pl/min aufgenommen.

Man erhalt fir 10 eine Schichtdicke auf Gold von d = 2.3 £+ 0.1 nm nach Adsorption
aus einer 0.26%-igen Losung, bzw. d = 1.2 + 0.2 nm nach Adsorption aus einer

0.13%-igen Losung (siehe Tabelle 5.5).

Der Aufbau von Monoschichten aus reaktiven TSHP-CMC-Derivaten auf Gold soll
hier am Beispiel des MCT-Derivats 14 und des NHS-Esters 16 erlautert werden.
Aufgrund der guten Saurestabilitdét der MCT-Gruppen von 14 und um eine schnelle
Adsorption auf Gold zu erreichen, wurden die Thiosulfatgruppen von Verbindung 14
mittels 0.1 M Salzsaure aktiviert.

Man erhalt fur die reaktive MCT-Bisthiosulfatcellulose 14 eine Schichtdicke von d =
1.9 £ 0.1 nm, die um 0.4 nm niedriger ist als die Schichtdicke der entsprechenden
Bisthio-CMC 6a (siehe Tabelle 5.5).

Aufgrund der Saure/Base-Labilitat der reaktiven NHS-Gruppe wurde die Adsorption
des Aktivesters 16 aus wassriger Losung ohne zusatzliche Aktivierung der
Thiosulfatgruppen durchgefuhrt. Nach ungefahr einer Stunde bildet sich eine stabile
Schicht von 16 auf Gold mit einer Schichtdicke vond = 1.6 + 0.3 nm.
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Die Abscheidung der reaktiven HTSHP-CMC Derivate 17 (MCT-HTSHP-CMC) und
18a (HTSHP-CMC-EDC) erfolgte nach Aktivierung der Thiosulfatgruppen mit 0.2 M
Zitronensaure (pH 2.0) bzw. Tris(carboxyethyl)phosphin (TCEP) in 0.4 M Acetat-
Puffer (pH 6.9).

Tabelle 5.5: Schichtdicken und Oberflachenbelegungen der reaktiven Thio-CMC Derivate
10, 14, 16, 17 und 19a (DS-Grad: Substitutionsgrad; AO: Schichtzuwachs in
mdeg  (milli°);  dtniocmc:  Schichtdicke der Thio-CMCs in nm; T:
Oberflachenbelegung in mg/m?)
a: Adsorption aus 0.13%-iger wassriger Losung
b: Adsorption aus 0.26%-iger wassriger Losung
c: Aktivierung der Thiosulfat-Gruppen mit 0.2 M Zitronensaure (pH 2.0)
d: Aktivierung der Thiosulfat-Gruppen mit TCEP in 0.4 M Acetat-Puffer (pH 6.9).

Reaktive Funktionalitit DS-Grad A [mdeg] d [nm] I [mg/m?]
Thio-CMC
" Methylthio 0.55 1502 120020 1.19+0.20
b
MCT 0.17 210 230+0.10 2.29+0.10

Bisthiosulfat 0.10

14 220 1.90+0.10 1.89+0.10
MCT 0.16
Bisthiosulfat 0.10

16 200 1.60+0.30 1.59+0.30
NHS 0.28

. Thiosulfat 0.13 310° 1.80+0.20 1.79 +0.20
MCT 0.30 240° 1.40+0.30 1.39+0.30
Thiosulfat 0.15

18a 260 2.00+0.30 1.90+0.30
EDC 0.23

Man erhalt fur Verbindung 17 nach Abscheidung aus 0.2 M Zitronensaure auf Gold
eine Schichtdicke von d = 1.8 £ 0.2 nm bzw. d = 1.40 + 0.2 nm nach Aktivierung der

entsprechenden Thiosulfatgruppen mit TCEP in 0.4 M Acetat-Puffer pH 6.9.
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5.1.7 Untersuchung der Belegungsdichte von funktionellen Thio-CMC
Derivaten auf Goldoberflachen durch Cyclovoltammetrie und

Impedanzspektroskopie

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Thio-CMC Derivate an der
Goldoberflache adsorbiert werden, sind nun Informationen Uber die Anordnung bzw.
die Belegungsdichte, Beweglichkeit und die Defekte der adsorbierten
Celluloseschichten von groRem Interesse. Dazu eignen sich elektrochemische
Methoden wie die Cyclovoltammetrie (CV) und Impedanzspektroskopie (EIS).

Mit Hilfe der Cyclovoltammetrie konnen erste Abschatzungen der Belegungsdichte
getroffen werden 2628 die Impedanzspektroskopie hingegen erlaubt aufgrund der
Bestimmung der Widerstande dieser Schichten, quantitative Aussagen. In der
Literatur sind  cyclovoltammetrische  Untersuchungen an  verschiedenen

Cyclodextrinschichten 9% % 1991 polymer-, Copolymerschichten %, als auch

92 zyr  Uberpriifung der sterischen Barriere fiir

Cellulosemonoschichten
Redoxreaktionen beschrieben.

Als Redoxpaare fur CV- und EIS-Untersuchungen finden Kaliumhexacyanoferrat (llI)
Ka[Fe(CN)s] und Ferrocencarbonsadure FCAH haufig Verwendung [ 9 133. 219-221]
aber auch Eisensulfat, Kupfersulfat '°?, Rutheniumhexaminchlorid [Ru(NH3)g]Cls ¥

und p-Chinon sind untersucht worden #19:220. 222]

Cyclovoltammetrie (CV)

Die Cyclovoltammetrie (CV) ist die elektrochemische Messmethode, die
routinemalig zur Charakterisierung von redoxaktiven Verbindungen herangezogen
wird. Mit ihr lassen sich einfache thermodynamische Parameter wie das
Redoxpotential oder auch kinetische Parameter wie Geschwindigkeitskonstanten fur
Elektronentransfer-Prozesse bestimmen. Auch Reaktionsmechanismen koénnen
untersucht werden.

Das CV-Experiment erfordert eine Drei-Elektrodenanordnung: die Arbeits- (AE, dort
findet die Reaktion statt), die Referenz- (RE, nicht polarisierbar) und die
Hilfselektrode. Der Strom wird Uber die Arbeits- und Hilfselektrode gefuhrt, wahrend
die Referenzelektrode nahezu stromlos bleibt. Um den Ohmschen Spannungsabfall
zwischen Arbeits- und Referenzelektrode maoglichst klein zu halten, werden beide

Elektroden relativ dicht nebeneinander positioniert.
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In einem einfachen CV-Experiment wird nun zwischen Arbeitselektrode und
Referenzelektrode ein zeitlich veranderbares Potential angelegt. Die Messung
beginnt bei einem Anfangspotential E;, welches sich zeitlich linear mit konstanter
Vorschubgeschwindigkeit (Scangeschwindigkeit) u (u = dE/dt = konstant) verandert.
Nach Erreichen eines Umkehrpotential E; wird die Richtung der Potentialanderung
invertiert, bis der Ausgangswert wieder erreicht ist.

Ein Cyclovoltamogramm wird Ublicherweise als Strom-Spannungskurve dargestellt
(siehe Abbildung 5.13). Seine Form kann durch die potentialabhingige Anderung der
Konzentration der elektroaktiven Spezies an der Arbeitselektrodenoberflache und

den damit verbundenen Diffusionsprozessen erklart werden.

+

Strom i

E
|x+

[
N’; Potentid E

Abb. 5.13: Typischer Verlauf eines Cyclovoltammogramms;
Ei: Anfangspotential, E,: Umkehrpotential, Epo": anodisches Spitzenpotential

(Peakpotential), EpR: kathodisches Spitzenpotential (Peakpotential); ipox:

anodischer Spitzenstrom (Peakstrom), ipR: kathodischer  Spitzenstrom

(Peakstrom); Einheiten: E [V], i [uA].

Mit zunehmendem Potential E(t) nimmt die Oberflachenkonzentration der zu
oxidierenden Spezies (R) ab, wodurch ein Konzentrationsgradient und damit ein
Ladungsfluss anwachst, bis nach Uberschreiten des Standardpotentials E° die
Oberflachenkonzentration von R verschwindend klein wird. Der Strom erreicht ein
Maximum i,%%, der Konzentrationsgradient nimmt ab und damit auch der Strom.
Analoge Phanomene ergeben sich bei umgekehrter Flussrichtung '8 Die
wichtigsten KenngroRen eines Cyclovoltammogramms sind die anodischen und
kathodischen Spitzenpotentiale EpOX und E,*, sowie ihre zugehdrigen Spitzenstrome

i, und i,", die dem CV direkt entnommen werden kénnen (siehe Abb. 5.13).
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Die Belegung einer Elektrode (z. B. Gold) mit einem Film unter Bildung einer so
genannten chemisch modifizierten Elektrode kann zwei Ziele haben, zum einen die
Charakterisierung des Films, zum anderen eine Elektrode mit bestimmten
Eigenschaften zu erzeugen. Das klassische Beispiel zur Filmcharakterisierung ist die
Messung der Durchlassigkeit redoxinaktiver Filme. Dabei wird anhand der an der
freien und an den beschichteten Elektroden gemessenen Faradayschen
Spitzenstrome (ipOX(Schicht) und ipOX(GoId)) verglichen, wie sehr die Filme in der
Lage sind, die Elektrodenoberfliche abzuschirmen 1 %% 221 Dje Wirksamkeit mit
der eine Schicht eine diffusionskontrollierte Elektrodenreaktion unterdrickt, kann zur
Beschreibung der Belegungsdichte genutzt werden.

In dem Male, in dem die strukturelle Einheit einer Schicht (z. B. Monoschicht)
abnimmt, z.B. durch Fehlstellen, Korngrenzen, Einschluss von Lésungsmittel usw.,
nimmt der diffusionskontrollierte Faradaysche Strom zu. Wahrscheinlich findet die
Elektroaktivitat bei chemisch modifizierten Elektroden in den Fehlstellen der

Schichten, in Kanalen oder durch Tunneln der Elektronen durch die Monoschicht
statt 224 2291,

Auch der nicht-Faradaysche Strom (= kapazitiver Strom) wird durch die Anwesenheit
eines Films auf einer Elektrodenoberflache verandert. Der nicht-Faradaysche Strom
hat seinen Ursprung in der Orientierung des Elektrolyten an der
Elektrodengrenzflache. Er ist rein elektrostatischer und nicht chemischer Natur und
tragt zum Reststrom bei. Kommt eine Elektrode in Kontakt mit einem Elektrolyten,
bildet sich an der gemeinsamen Grenzflache eine Doppelschicht aus, in der die
Ladung der Metallelektrode durch eine Schicht entgegengesetzt geladener lonen in
Lésung kompensiert wird. Diese Helmholtzsche Doppelschicht kann als (geladener)
Plattenkondensator beschrieben werden, der bei einer Anderung des angelegten
Potentials ge- bzw. entladen wird.

Befindet sich nun ein Film auf der Elektrodenoberflache, so nimmt in der
elektrochemischen Doppelschicht der Abstand der den Plattenkondensator bildenden
lonen, wegen der dazwischenverschobenen Molekule (= dielektrische Schicht), zu
und die Kapazitat somit ab. Diese Kapazitdt C kann durch folgende Gleichung

beschrieben werden:
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Cz%A (5-10)

C = Kapazitat [uF]
¢ = relative Dielektrizitatskonstante der adsorbierten Schicht
go = Dielektrizitdtskonstante in Vakuum [F/m]

d = Abstand der Kondensatorplatten = Dicke der adsorbierten Schicht
A = Flache der Elektrode [cm?]

Der nicht-Faradaysche Strom nimmt mit zunehmender Dicke eines adsorbierten
Films ab [ 2%l Dje genaue Kenntnis der Dielektrizitdtskonstante und die
experimentell ermittelte Kapazitat der Schicht erlaubt die Bestimmung der

Schichtdicke nach der obenbeschriebenen Gleichung.

Durch die Anwesenheit eines isolierenden Films auf einer Elektrodenoberflache
andert sich die Form der Cyclovoltammogramme. Die Spitzenstrome sind kleiner als
bei den freien Elektroden. Auflerdem wird haufig eine Verschiebung der
Spitzenpotentiale beobachtet, wobei die Ruckreaktion eine starkere Verschiebung
erfahrt. Durch die adsorbierten Schichten kann die zur Reaktion noch zur Verfigung
stehende Elektrodenoberflache so klein werden, dass ihre Eigenschaften denen von

Mikroelektroden gleich kommen %27,

Elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS)

Die elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) erlaubt Elektrodenprozesse
frequenzaufgelOost zu untersuchen. Bei der hier angewandten EIS wird mittels einer
Drei-Elektroden-Schaltung die Impedanz, d.h. der komplexe Widerstand der
Arbeitselektrode (AE) in Abhangigkeit von der Kreisfrequenz ® = 2nv (v =
Messfrequenz) bestimmt.

Die Amplitude der Uber einen Frequenzganganalysator im Potentiostaten angelegten
Wechselspannung zwischen Arbeits - (AE) und Bezugselektrode (RE) wird dabei
moglichst klein gewahlt, um proportionales Verhalten der Strom-Spannungs-
Charakteristik zu gewahrleisten; gleichzeitig muss sie grold genug sein, damit das
Messsignal nicht durch Rauschen Uberdeckt wird. Ublich sind 2-10 mV. Der in der
EIS verwendete Frequenzbereich kann dabei zwischen 1MHz und 1uHz liegen, meist
ist er jedoch Kkleiner. Mit Hilfe einer internen Gleichspannungsquelle des

Potentiostaten kann man gleichzeitig durch einen Gleichstrom zwischen AE und
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Gegenelektrode (GE) das Potential der Arbeitselektrode vorgeben. Der durch die

Messzelle flieRende Wechselstrom (das Antwortsignal) wird an einen

Frequenzanalysator weitergegeben, wo die Amplitude (Betrag der Impedanz|Z|) und

Phasenverschiebung ¢ gegenuber der Eingangsspannung (Storsignal) registriert

werden. Die Impedanz kann in einen Real- und Imaginarteil (Z' und Z") zerlegt

werden:
z| = 2% +2"*)¥2 (Betrag der Impedanz) (5-11)
Z' =|Z|cosg (Realteil) (5-12)
Z" =|Z|sing (Imaginérteil) (5-13)

Impedanzspektren werden durch die drei Messgrofien: Betrag der Impedanz (|Z|),

Phasenwinkel (¢) und Messfrequenz (w) charakterisiert. Zur Darstellung der

Spektren werden zwei Auftragungen verwendet:
1. der Nyquist-Plot (Ortskurve), in dem —Z (@) gegen Z (») und

2. der Bode-Plot, in dem Iog|Z| und ¢ gegen logo aufgetragen wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden die gemessenen Impedanzspektren als Nyquist-
Plot dargestellt. Dazu wird der Imaginar- gegen den Realteil der Impedanz in
Abhangigkeit von der Kreisfrequenz o aufgetragen (siehe Abb. 5.14).

Aus dieser Darstellung der Impedanzmessdaten lassen sich zur Beschreibung einer
elektrochemischen Zelle wichtige GroRen, wie der Elektrolytwiderstand R, und der
Durchtrittswiderstand R (auch als Charge-Transfer bezeichnet) durch Extrapolation
der FuBpunkte des Halbkreises ablesen. Die Kapazitat der Doppelschicht Cgy lasst
sich wiederum sehr einfach aus einer dem Nyquist-Plot analogen Darstellung der
komplexen Kapazitatsebene ablesen. Hier sind Real- und Imaginarteil, C' und C"

durch die entsprechenden Anteile der Impedanz gegeben:

c-1t .¢c- 1 (5-14)
wl Wl

Der Durchtrittswiderstand R ist die wichtigste GroRe bei der quantitativen
Bestimmung von Belegungsgraden von Filmen auf Elektrodenoberflaichen 234 235 23¢]
Aus der Doppelschichtkapazitat Cy4 kann man, wie bei CV-Messungen, die

Schichtdicke dieser Filme ermitteln.
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Abb. 5.14: Nyquist Darstellung von Impedanzdaten; R,: Elektrolyt-Widerstand, R
Durchtritts-Widerstand (auch Charge-Transfer-Widerstand genannt), o*:

maximale Kreisfrequenz, Cq: Doppelschicht-Kapazitat der Arbeitselektrode.

Die Auswertung von Impedanzspektren kann entweder durch Berechnung der
Elektrodenprozesse mittels mathematischer Funktionen #?®! die die Vorgange an der
Elektrode beschreiben oder durch Einfuhrung geeigneter Ersatzschaltbilder (ESB)
erfolgen #° Die letztgenannte Methode setzt voraus, dass sich die
elektrochemischen Prozesse an der Arbeitselektrode durch ein Netzwerk passiver
Schaltelemente wie ohmsche Widerstande und Kondensatoren darstellen lassen,
wobei eine eindeutige Zuordnung der Schaltelemente zu den physikalisch-
chemischen Grofien angestrebt wird.

Ein elektrochemisches System lasst sich im einfachsten Fall, d. h. fur eine Elektrode
in direktem Kontakt mit dem Elektrolyten, durch ein von Randles vorgeschlagenes
Ersatzschaltbild reprasentieren, das als Elemente den Elektrolytwiderstand R,, den
Widerstand der Doppelschicht (Durchtrittswiderstand) R, die Doppelschichtkapazitat
Ca und die Warburg-Impedanz Zy enthalt. Ein solches Schaltbild mit der
Ubertragung auf das Elektrodensystem in einem fliissigen Analyten ist in Abb. 5.15

gezeigt.
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Abb. 5.15: Ersatzschaltbild einer Elektrodenreaktion mit Stofftransport (Randles Ersatz-
schaltbild): Ry: Elektrolytwiderstand; Cg: Doppelschichtkapazitat oder CPE:
Konstantphasenelement; Ret: Widerstand der Doppelschicht
(Durchtrittswiderstand), Zy: Warburg-Impedanz: Transportelement (Diffusion in
Losung).

In einer realen elektrochemischen Zelle kann dass Impedanzspektrum jedoch
komplizierter sein als es durch das Randles Ersatzschaltbild beschrieben wird. Oft
sind die beobachtete Halbkreise (siehe Abb. 5.16) abgeflacht, bzw. nur Drittel- oder
Viertelkreise sichtbar. Durch EinfGhrung eines SO genannten
Konstantphasenelements CPE (CPE: Constant Phase Element) anstelle der
Doppelschichtkapazitat Cq kann dieses Verhalten beschrieben werden 220232,

In  Abbildung 5.16 ist das dem Randles Ersatzschaltbild zugehorige

Impedanzspektrum einer Arbeitselektrode zu sehen.

Kinetische Transport-
Kontrolle Kontrolle

VANNO)

¥

Z'1Q
Abb. 5.16: Impedanzspektrum einer Elektrodenreaktion mit Stofftransport wiedergegeben

durch ein Randles-Ersatzschaltbild.

Durch diese Darstellung der Impedanzspektren kénnen sowohl Elektrodenreaktionen
mit unbegrenzter (infinite) als auch mit begrenzter (semi-infinite bzw. finite) Diffusion
beschrieben werden. Zu den Letzteren (semi-infinite Diffusion) gehoren auch die
Impedanzspektren  von  beschichteten Elektroden (z.B.: mit Cellulose-

monoschichten).
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CV- und EIS-Messungen an Thio-CMC Monoschichten

Um die Qualitat der Celluloseschichten auf den Goldoberflachen bewerten zu
kénnen, wurde ihr Einfluss auf das Redoxverhalten von Kaliumhexacyanoferrat (lll)
Ks[Fe(CN)s] mit Hilfe der Cyclovoltammetrie und Impedanzspektroskopie untersucht.
Beim Ks[Fe(CN)s] handelt es sich um einen Partner eines Redoxpaars bei dem ein

3+).

Elektron (ibertragen wird (Fe** <« Fe Da die Cellulosederivate auf

Goldoberflachen Schichten ausbilden kénnen, kann das Redoxpaar Fe(CN)s>™* nur
durch Fehlstellen innerhalb dieser Schichten zur Elektrodenoberflache diffundieren.
Bei den CV-Messungen dieser Schichten hat sich eine Vorschubgeschwindigkeit
(scan rate) von u = 100 mV/s als ausreichend langsam erwiesen, um einen
thermodynamischen  Gleichgewichtszustand  fir ~ Kj3[Fe(CN)s] an  der
Elektrodenoberflache zu erreichen, bei dem die Elektronenubertragungsrate
hinreichend schnell gegenuber dem Massentransport ist. Bei den EIS-Messungen
wurde ein Storsignal von 10 mV verwendet. Die Messungen (CV als auch EIS)
wurden in einer Drei-Elektroden-Messzelle (KIST Europe GmbH) durchgefuhrt. Als
Arbeitselektrode diente ein Goldplattchen (Au-Elektrode), als Gegenelektrode (GE)
ein Platinkontakt und als Referenzelektrode (RE) eine Ag/AgCl-Elektrode. Die
Elektrolytldsung war eine 2 mM Lésung von Ks[Fe(CN)g] in 10 mM PBS-Puffer pH 7.0
(PBS: 10 mM Phosphat-Puffer + 0.15 M KClI).

Fir die CV- und EIS-Untersuchung der Schicht eines Cellulosederivats wurden
jeweils zwei Goldelektroden (Au-Elektroden) unter gleichen Bedingungen mit dem
entsprechenden Cellulosederivat beschichtet. Dabei wurde mit einer Au-Elektrode
das Cyclovoltammogramm aufgenommen und anschlielend mit der anderen das
EIS-Spektrum. Als Referenzkurve bzw. —spektrum diente das Cyclovoltammogramm
bzw. EIS-Spektrum der reinen Goldelektrode 2% 2%,

In Abbildung 5.17 sind die Cyclovoltammogramme von 2 mM Kj;[Fe(CN)s] in 10 mM
PBS-Puffer pH 7.0 gemessen an der reinen Goldelektrode und den Thio-CMC
Derivaten MTh-CMC 3, TSHP-CMC 6a und HTSHP-CMC 8, zusammengestellt.
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Abb. 5.17: Cyclovoltamogramme von 2 mM Kj3[Fe(CN)s] in 10 mM PBS-Puffer pH 7.0
gemessen an der reinen Goldelektrode und an adsorbierten Schichten aus
Thio-CMC Derivaten gegen Ag/AgCl. Konzentrationen der Thio-CMC Lésungen:
6a und 8 als 0.1%-ig Losung in 0.2 M Zitronensaure, 3 als 0.3%-ige Losung in
Wasser; Messbedingungen CV: E; = -300 mV, E;, = 500 mV, u = 100 mV/s;
Beschichtungszeit tsa = 1-4 h, Elektrodenoberflache A = 0.502 cm?.

Der Vergleich der Cyclovoltammogramme an den durch Thio-CMC modifizierten
Elektroden mit den CV des reinen Goldes zeigt eine Verringerung der Spitzenstrome
ip durch die Anwesenheit der Filme, in der Reihenfolge MTh-CMC 3 > TSHP-CMC 6a
> HTSHP-CMC 8 (siehe Abb. 5.17).

Die HTSHP-CMC 8 zeigt gegenuber der Bisthiosulfatcellulose 6a einen sehr
niedrigen Spitzenstrom. Dieser sehr niedrige i, der Schicht von 8 ist ein zusatzlicher
Beweis fur die groRere Beweglichkeit des Cellulosertckgrates von 8 nach der
Immobilisierung auf Gold und damit fir die Bildung von sehr dicht gepackten
Schichten. Im Gegensatz dazu ist die Bisthiosulfat-CMC 6a bei gleicher Ankerlange
in ihrer Beweglichkeit, aufgrund der zweiten Thiosulfatgruppe, eingeschrankt und
dadurch ihre Schichten etwas schlechter gepackt.

Die Schicht des Methylthio-CMC Derivats 3 zeigt die grofdte Durchlassigkeit
(Permeabilitat) fur die redoxaktive Substanz. Dies ist einerseits durch die kurze
Thioankergruppe zu erklaren die dazu flhrt dass die Beweglichkeit der MTh-CMC 3
nach der Bindung an der Goldoberflache verringert wird und dadurch sich nicht so
dicht gepackte Schichten ausbilden. Anderseits ist die Beschichtung mit Derivat 3

konzentrationsabhangig wie durch SPR gezeigt werden konnte und hat bei niedrigen
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Konzentrationen eine nicht vollstandig mit MTh-CMC belegte Goldoberflache als
Folge.

Diese konzentrationsabhangige Beschichtung mit MTh-CMC 3 wurde nun auch
anhand von CV-Messungen untersucht. Dazu wurde jeweils eine 0.1%- bzw.
0.3%ige Lésung von 3 in Wasser hergestellt. Nach einer Beschichtungszeit tsa von

4 h bei Raumtemperatur wurden die CV aufgenommen (Abb. 5.18).

Au
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Abb. 5.18: Cyclovoltammogramme von 2 mM Kj;[Fe(CN)e] in 10 mM PBS-Puffer pH 7.0
gemessen an der reinen Goldelektrode und an adsorbierten Schichten aus
0.1%- bzw. 0.3%-iger Loésung von MTh-CMC 3 gegen Ag/AgCl.
Messbedingungen CV: analog Abb. 5.17.

Der Vergleich der Cyclovoltammogramme an den durch MTh-CMC maodifizierten
Elektroden mit den CV des reinen Goldes zeigt auch hier eine Verringerung der
Spitzenstréme i, durch die Anwesenheit der Filme. Der oxidative Spitzenstrom i,
des Cyclovoltammogramms gemessen an der Schicht von 3 nach Abscheidung aus
der 0.1%-igen LOsung zeigt eine deutlich ausgepragte Spitze. Der reduktive
Spitzenstrom ipR findet sich dagegen in einem relativ flachen Kurvenverlauf. Im
Cyclovoltammogramm von 3 nach Abscheidung aus der 0.3%-igen Losung finden
sich beide Spitzenstrome in einem flachen Kurvenverlauf, was auf eine bessere
Abschirmung der Goldelektrode gegeniiber der Redoxreaktion von Fe(CN)g>™
hindeutet. Man kann dementsprechend von einer hoheren Permeabilitat der Schicht
von 3 aus der 0.1%-igen Losung und einer niedrigeren Permeabilitat der Schicht von

3-/4-

3 aus der 0.3%-igen Lésung gegenuber dem Redoxpaar Fe(CN)s”"" sprechen.
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Die bessere Abschirmung der Schicht von 3 aus der 0.3%-igen Losung gegenlber
der 0.1%-igen LOsung unterstitzt somit zusatzlich die schon bei den SPR-Versuchen

beobachtete Erh6hung der Belegungsdichte mit steigender Konzentration an 3.

In Tabelle 5.6 sind die aus den Cyclovoltammogrammen ermittelten Kenngrof3en wie

die anodischen Spitzenstrome und Ladungen fur die Thio-CMCs zusammengestellit.

Tabelle 5.6:  Ermittelte Kenngréf3en fur das Redoxsystem Kj;[Fe(CN)s] (2 mM) in 10 mM

PBS-Puffer pH 7.0 an der reinen und an beschichteten Goldelektroden gegen

Ag/AgCl; a: Abscheidung aus 0.1%-igen L&sung; i,”%: anodischer

Spitzenstrom; Q°%: anodische Ladung, Q = J.idt =uJ.idE, E: Spannung [V];

*: nicht ermittelbarer Wert aufgrund des flachen Verlaufs des CVs.

Thio-CMC cv
i WAl Q¥ [uC]

Au 241.50 8.79
MTh-CMC 3° 164.80 7.60
TSHP-CMC 6a 39.00 2.93
HTSHP-CMC 8 -* 1.09

Die EIS-Spektren der mit Thio-CMC beschichteten Goldelektroden sind in Abb. 5.19
zu sehen. Zur Bestimmung des Durchtrittswiderstands R und der
Doppelschichtkapazitat Cy, wurden die gemessenen Impedanzdaten als Ortskurven
(Nyquist-Plot) dargestellt und an einem Randles Ersatzschaltbild (siehe detaillierte
Beschreibung im experimentellen Teil) angepasst 2.

Auch bei den EIS-Messungen zeichnet sich die gleiche Tendenz in der Qualitat der
Schichten aus. Der Durchtrittswiderstand R, der ein Mal} flr die Abschirmung der
Elektrode durch die Schicht ist, nimmt in der Reihenfolge MTh-CMC 3 < TSHP-CMC
6a < HTSHP-CMC 8 zu, die Doppelschichtkapazitat Cq in der gleichen Reihenfolge
ab (siehe Tabelle 5.7).
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Nyquist-Plot von 2 mM K;[Fe(CN)e] in 10mM PBS-Puffer pH 7.0 gemessen an:
(a) reiner Goldelektrode; (b) mit Thio-CMC beschichteten Goldelektroden gegen

Ag/AgCl-Elektrode.

Messbedingungen EIS:

Konzentrationen

Thio-CMCs:
150 mV Potential gegenuber Ag/AgCl mit einer

analog Abb. 5.17.

Amplitude von 10 mV, Frequenzbereich: 10 kHz - 50 mHz.

Zudem erhalt man fur die Schicht von MTh-CMC 3 nach Abscheidung aus der 0.3%-

igen Lésung einen hdheren Durchtrittswiderstand R als im Falle der Schicht aus der

0.1%-igen Losung (Tabelle 5.7).

Tabelle 5.7:

Ermittelte KenngréRen Ry und Cy flr das Redoxsystem Ki[Fe(CN)g] (2 mM) in
10 mM PBS-Puffer pH 7.0 an der reinen und an beschichteten Goldelektroden

gegen Ag/AgCl; R.: Durchtrittswiderstand; Cg: Doppelschichtkapazitat;, a:

0.1%-ige Lésung, b: 0.3%-ige Lésung.

Thio-CMC EIS

Rt [Q] Cal [uF]
Au 15.82 15.12

7132 10.68
MTh-CMC 3

1193° 9.11
TSHP-CMC 6a 2040 7.54
HTSHP-CMC 8 5510 6.10
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Um die Qualitat der Thio-CMC Schichten auf Gold in Zahlen erfassen zu kénnen,
wurden aus den EIS-Messungen der Belegungsgrad 6 der Schichten berechnet.
Die Berechnung des Belegungsgrades 6 aus den Ortskurven (Nyquist-Plots) der

Thio-CMC Schichten auf Gold, erfolgte aus den ermittelten Durchtrittswiderstanden

R fiir die jeweilige Schicht. 8 kann nach folgender Gleichung berechnet werden 3%

236].

g=1-— Ra(AU) (5-15)
R, (Thio— CMC)

Aus den in Tabelle 5.6 dargestellten Doppelschichtkapazitaten Cq war es moglich die
Schichtdicken der Thio-CMC Schichten auf Gold wie folgt zu bestimmen:

Cy =%A (5-16)

Cq = Doppelschichtkapazitat [uF]
¢ = Dielektrizitatskonstante der adsorbierten Schicht

€0 = Dielektrizitatskonstante in Vakuum: 8.854 x 1072 F/m

d = Abstand der Kondensatorplatten = Dicke der adsorbierten Schicht
A = Flache der Elektrode [cm?]: 0.502 cm?

Fir die Derivate 3, 6a und 8 wurde ein Wert fur die Dielektrizitatskonstante von ¢ =
40 eingesetzt "1, Dadurch ergibt sich folgende Gleichung zur Bestimmung der
Schichtdicken der Thio-CMCs auf Gold mittels EIS:

_17.7788
Cy (1F)

[nm] (5-17)

Der Belegungsgrad 6 als auch die ermittelten Schichtdicken der Thio-CMC Derivate
sind in Tabelle 5.8 zusammengefasst.

Alle drei Thio-CMC Derivate zeigen sehr gute Belegungsgrade der Filme auf Gold,
was zusatzlich durch die niedrige Permeabilitat dieser Schichten gegeniber dem
Redoxpaar Fe(CN)s>"* (aus den CV-Messungen) bestatigt wird.

Die berechneten Schichtdicken dgs aus den EIS-Spektren der Filme liegen im
gleichen GroRenordnungsbereich wie die aus den SPR-Messungen. Unterschiede
zwischen dgs und dspr sind durch die nicht genaue Kenntnis der

Dielektrizitatskonstanten ¢ der Thio-CMC Derivate zu erklaren.
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Tabelle 5.8: Berechnete Belegungsgrade 6 und Schichtdicken (aus EIS und SPR) der
Thio-CMC Filme auf Gold. Werte fiir 8 berechnet nach Gleichung (5-15) und

fur dgis nach Gleichung (5-17) mit eschicnt = 40; a: 0.1%-ige Lésung, b: 0.3%-ige

Lésung.
Thio-CMC 0 dgis [nm] dspr [NnmM]
MTh-CMC 3 0.987 1.66%/1.95° 1.50%/2.30
TSHP-CMC 6a 0.992 2.36 2.50
HTSHP-CMC 8 0.997 2.9 2.40

Des Weiteren wurde fur die HTSHP-CMC 8 der Einfluss des Substitutionsgrades an
Thiosulfatgruppen (DSthiosuifat) @uf die Beschichtung von Goldsubstraten untersucht.
Dazu wurden 0.1%-ige Lésungen von 8 mit DSthiosuifast = 0.15 und 0.38 in 0.2 M
Zitronensaure hergestellt. Nach einer Beschichtungszeit von tsa = 1 h wurden die CV
und EIS Messungen durchgefuhrt (Abb. 5.20).

—-+—Au
Al o —+—HTSHP-CMC 8; DS = 0.15
—— HTSHP-CMC 8, DS =0.15 —-—HTSHP-CMC 8; DS =0.38

—— HTSHP-CMC 8; DS = 0.38
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Abb. 5.20: Cyclovoltammogramme (a) und Ortskurven (b) von 2 mM Kj[Fe(CN)g] in

10 mM PBS-Puffer pH 7.0 gemessen an der reinen Goldelektrode und an
adsorbierten Schichten aus HTSHP-CMC 8 (DSthiosutat = 0.15 und 0.35) gegen
Ag/AgCl. Messbedingungen CV: analog Abb. 5.17; Messbedingungen EIS:
analog Abb. 5.19.

Die Spitzenstrome i, aus den CVs und die Durchtrittswiderstdnde R aus den EIS-

Spektren zeigen flr beide Substitutionsgrade sehr dicht gepackte Schichten. Die
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HTSHP-CMC (DSrthiosuitat = 0.38) zeigt jedoch eine noch bessere Abschirmung der
Elektrode als die mit DSthiosuirat = 0.15 (siehe Tabelle. 5.9).

Tabelle 5.9: Berechnete R, Cy und Schichtdicken d (aus EIS und SPR) der HTSHP-CMC
(DSthiosufat = 0.15 und 0.35) Filme auf Gold. Werte flr dgs berechnet nach

Gleichung (5-17) mit eschicnt = 40.

HTSHP-CMC 8 R[] Ca[uF] des[nm] dspr [nm]

DShiosuitat = 0.15 3580 7.89 2.25
2.40

DSthiosulfat = 0.38 5510 6.10 2.91

CV- und EIS-Messungen an reaktiven Thio-CMC Monoschichten

In gleicher Weise wie bei den Thio-CMC Derivaten 3, 6a und 8 wurden auch an

ausgewahlten reaktiven Thio-CMC Derivaten CV und EIS Messungen durchgefuhrt.

Aufgrund der sehr guten Saurestabilitat der MCT-Derivate, erfolgte die Beschichtung
der Goldelektroden mit den reaktiven MCT-Derivaten 14 (DSgisthiosufat = 0.10, DSmct =
0.16) und 17 (DSthiosuitat = 0.15, DSyct = 0.30) aus den 0.1%-igen LOsungen der
Derivate in 0.2 M Zitronensaure (saure Aktivierung der Thiosulfat-Gruppen). Die aus
den EIS Messungen ermittelten KenngroRen Rg, Cgq und die berechneten

Schichtdicken d sind in Tabelle 5.10 zusammengefasst.

Tabelle 5.10: Berechnete Ry, Cq4 und Schichtdicken d (aus EIS und SPR) der MCT-TSHP-
CMC 14 und MCT-HTSHP-CMC 17 Filme auf Gold. Werte flir dgs berechnet

nach Gleichung (5-17) mit escnicnt = 40.

MCT-Thio- Gruppe DS Rt [Q] Ca[pF]  desiser

CMC [nm]
Bisthi Ifat 0.10

14 isthiostiia 1322 9.07  1.96/2.00
MCT 0.16
Thiosulfat 0.15

17 3380  7.69  2.31/2.00

MCT 0.30
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Wie im Falle der Thio-CMC 6a und 8 zeigt auch hier, wie erwartet, das HTSHP-CMC-
Derivat 17 eine bessere Abschirmung der Goldelektrode gegenuber dem Derivat 14.
Das heil3t demzufolge dass die reaktive MCT-Cellulose 17 besser gepackte
Schichten auf Gold ausbildet als die reaktive Bisthiosulfatcellulose 14.

Der Durchtrittswiderstand R der reaktiven Schicht 14 zeigt gegenuber der Schicht
von 6a (DSgisthiosutat = 0.10) einen etwas niedrigeren Wert. Fur die Schicht von 17
wird ein fast gleicher Wert fur R erhalten wie bei Derivat 8 (DSthiosuifat = 0.15).

Des Weiteren wurden die Schichten der reaktiven Cellulosederivate MCT-HTSHP-
CMC 17, HTSHP-CMC-MEDC 18b und HTSHP-CMC-NHS 19 nach Aktivierung der
Thiosulfat-Gruppen mit TCEP in 0.4 M Acetat-Puffer (pH 6.98), mittels CV und EIS
untersucht. Die Wahl des Aktivierungsmittel TCEP wurde aufgrund der Saurelabilitat
der Derivate 18b und 19 getroffen. Die Abscheidung der reaktiven Thiocellulosen 17
und 19 auf die Goldelektroden erfolgte aus den 0.02%-igen Lésungen der Derivate in
0.4 M Acetat-Puffer pH 6.98 (+0.02 Gew.% TCEP), von Derivat 18b aus einer 0.1%-
igen Lésung in 0.4 M Acetat-Puffer pH 6.98 (+0.1 Gew.% TCEP).

Aus den entsprechenden Cyclovoltammogrammen und EIS-Spektren der Schichten
lasst sich folgende Reihenfolge in der Abschirmung der Goldelektrode gegenuber

3-/4-

dem Redoxpaar Fe(CN)s”™"" aufstellen:

MCT-HTSHP-CMC 17 < HTSHP-CMC-MEDC 18b < HTSHP-CMC-NHS (SR 1) 19 ~
HTSHP-CMC-NHS (SR 1) 19

In Tabelle 5.11 sind die dazugehoérigen Kenngrélken der reaktiven HTSHP-CMC
Derivaten zusammengefasst.

Man erhalt fur die MCT-Thio-CMC 17 nach Aktivierung der Thiosulfatgruppen mit
TCEP einen unerwartet niedrigen Wert fur R gegenuber der Abscheidung aus
saurer Losung. Auch eine Erhdhung der Konzentration von 0.02% auf 0.1% brachte
keine Verbesserung der Beschichtung, die konzentriertere Probe zeigte sogar einen
niedrigeren R-Wert als die verdinnte Probe.

Die HTSHP-CMC-NHS 19 die auf zwei unterschiedlichen Syntheserouten hergestellt
wurde zeigt fur beide fast gleiche Rt Werte (siehe Tabelle 5.11).

In Abbildung 5.21 sind die Cyclovoltammogramme und Ortskurven von Ks[Fe(CN)g]
(2 mM in 10 mM PBS-Puffer pH 7.0) an adsorbierten Schichten aus Derivat 19, nach
Abscheidung aus 0.1%- bzw. 0.02%-igen Losung von 19 in 0.4 M Acetat-Puffer pH
6.98 (+TCEP), dargestellt.



5. Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten aus funktionellen Cellulosederivaten

120

Tabelle 5.11: Berechnete Ry, Cq und Schichtdicken d (aus EIS und SPR) der reaktiven
HTSHP-CMC Filme, 17, 18b und 19 auf Gold. Werte fiir dgis berechnet nach

Strom / pA

Gleichung (5-17) mit eschicnt = 40;

a: Derivat hergestellt nach Syntheseroute I;

b: Derivat hergestellt nach Syntheseroute II.

MCT-Thio- Gruppe DS Rt [Q2] Ca[uF]  des/spr
cMC [nm]
Thiosulfat 0.15
17 rosuia 1152 729  2.44/1.70
MCT 0.30
Thi Ifat 0.19
18b ostia 1247  7.03  2.52/2.30
MEDC 0.19
3065°
19 Thiosulfat 0.15 7.85 2.32/1.90
NHS 050 3440 701 253/1.90
HTSH/I\leCMC-NHS (SR 1) 18: ;T.S_HI&CMC-NHS (SR 18:
— aus 0.02%-iger Lésung —+—aus 0.02%-iger Lésung
aus 0.1%-iger Losung 1500 - —e+—aus 0.1%-iger Lésung
g 1500 - v .\.
200 - E‘ | / \
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Abb. 5.21: Cyclovoltammogramme (a) und Ortskurven (b) von 2 mM Kj[Fe(CN)g] in

10 mM PBS-Puffer pH 7.0 gemessen an der reinen Goldelektrode und an
adsorbierten Schichten aus HTSHP-CMC-NHS 19 (SR Il) nach Abscheidung
aus einer 0.02%-igen bzw. 0.1%-igen Lésung von 19 in 0.4 M Acetatpuffer
(pH 6.98, 0.1 Gew.% TCEP), gegen Ag/AgCl. Messbedingungen CV: analog
Abb. 5.17; Messbedingungen EIS: analog Abb. 5.19.
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Die Schicht von 19 auf Gold, nach Abscheidung aus der verdiinnten Lésung (0.02%-
ig) zeigt einen hdéheren Durchtrittswiderstand von Rq = 3440 Q im Vergleich zu der
Abscheidung aus der 0.1%-igen Losung (Rct = 2077 Q). Diese Beobachtung ist auf
die effektivere Spaltung der Disulfidbriicken in den Thiosulfat-Gruppen mittels TCEP

in verdunnter Losung, zurtickzufuhren.

5.1.8 Benetzbarkeit von mit funktionellen Thio-CMC Derivaten beschichteten

Goldoberflachen (Kontaktwinkelmessungen)

Die Benetzbarkeit von Oberflachen kann ein auferst sensitives Maly flr deren
Struktur und Beschaffenheit sein. Eine Benetzung mit Wasser liefert Informationen
(iber die Hydrophilie bzw. Hydrophobie einer Oberflache 123®,

In einem System, in welchem eine Festkorperoberflache, ein Flussigkeitstropfen und
eine gasformige Phase in gegenseitigem Kontakt stehen, bildet die Grenzflache
flissig/gasformig mit der Grenzflache fest/flissig in der gemeinsamen Grenzlinie der
drei Phasen den Kontaktwinkel ® %8 Die Bildung eines Winkels ® durch einen
Tropfen, ist das Resultat des Gleichgewichtes zwischen Kohasionskraften in der
Flussigkeit und den Adhasionskraften zwischen der Flussigkeit und der Oberflache
(Abb. 5.22).

Yiv

®
YsL Ysv

A
\j

Abb. 5.16: Schematische Darstellung eines Flissigkeitstropfens auf einer Festkdrper-

Oberflache % y = Kraft/Lange (mN/m oder dyn/cm)

Die theoretische Beschreibung des Kontaktwinkels ® aus der Bilanz der Krafte

parallel zur Oberflache, ergibt sich aus der Young Gleichung:

Ysv —VsL =YLy COSO (5-18)
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wobei ysy die Oberflachenspannung des Festkorpers, ys. die Grenzflachenspannung
zwischen Festkorper und Flissigkeit und v,y die Oberflachenspannung der Flissigkeit ist.

Stabile Kontaktwinkel stellen sich in den Fallen ein, in denen sich das System im
thermodynamischen Gleichgewicht befindet. Ein solcher stabiler Zustand wird auf
ideal glatten, homogenen und nicht deformierbaren Festkorperoberflachen erreicht,
wahrend sich auf heterogenen oder rauen Flachen ein metastabiles Gleichgewicht
einstellt. Daneben wird zwischen statischen (System in Ruhe) und dynamischen
(System in Bewegung) unterschieden. Im Folgenden beschrankt sich die Diskussion

auf die in der vorliegenden Arbeit gemessenen statischen Kontaktwinkel.

Durch den Kontaktwinkel kdnnen die Benetzungseigenschaften einer Oberflache wie
folgt beschrieben werden: treten die Molekiile oder Atome bevorzugt untereinander
in Wechselwirkung, d. h. es Uberwiegen die Kohasionskrafte, so verringert die
flissige Phase ihre Kontaktflache mit dem Festkorper. Es resultiert ein groler
Winkel, die Oberflache ist schlecht benetzbar. Mit zunehmender Wechselwirkung
zwischen den beiden Phasen stellt sich ein kleinerer Winkel ein. Nimmt der Winkel
den Wert 0° an, bedeutet dies eine vollstandige Benetzung: die Flussigkeit spreitet
sich auf der Oberflache. Bei der Adsorption von Alkanthiolen auf Gold wurde
beispielsweise ein Kontaktwinkel von etwa ® = 100° gemessen, der durch die von
der Oberflache abstehenden hydrophoben Alkylketten verursacht wird ['?®. Eine
Schicht aus Regeneratcellulose weist hingegen flir Wasser einen Kontaktwinkel von
® = 25° auf 1. Eine glatte Goldoberfliche besitzt, bedingt durch hydrophobe

Verunreinigungen aus der Luft, fur Wasser einen Kontaktwinkel von ® = 90° + 2° 239,

Die Wahl der Flussigkeit zur Kontaktwinkelmessung ergibt sich aus der
Beschaffenheit der Festkdrperoberflache. Wasser hat sich z. B. als sehr empfindlich

in der Abschatzung der Anordnung von Hydroxylgruppen in Monoschichten erwiesen
[240]

Kontaktwinkelmessungen an Cellulosemonoschichten

Die Kontaktwinkelmessungen wurden in der vorliegenden Arbeit an Wassertropfen
(H20pg, PB: 10 mM Phosphat-Puffer, pH 7.0), durchgefuhrt. Dazu wurde ein Tropfen
(5 ul) so auf der Oberflache aufgebracht, dass der Tropfen wahrend des Aufbringens
nicht von der Nadel riss 2. Der sich einstellende statische Kontaktwinkel ©ga

wurde danach sofort abgelesen. Die Messungen wurden an mehreren Stellen der
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Probe wiederholt. Als Referenz diente ein frisch bedampftes, unbehandeltes
Goldsubstrat. Zur Beschichtung der Goldsubstrate wurden folgende Losungen der
Thio-CMC benutzt: 0.3%-ige Losung von MTh-CMC 3 in Wasser (pH 7.0), 0.1%-ige
Lésungen von TSHP-CMC 6a und HTSHP-CMC 8 in Wasser (pH 1.5) und 0.2%-ige
Lésung von 6a in Wasser (pH 7.0).

Die verwendeten Filme wurden nach einer Adsorptionszeit von 2 Stunden (fur die
Derivate 6a und 8) bzw. 4 Stunden (fir MTh-CMC 3) vermessen. Die Ergebnisse der
Kontaktwinkelmessungen der ausgewahlten Thio-CMC Derivate 3, 6a und 8 sind in

Tabelle 5.12 zusammengestelit.

Tabelle 5.12: Kontaktwinkel von Wassertropfen (H,Opg) auf mit Thio-CMC beschichteten

Goldoberflachen im Vergleich zur reinen unbehandelten Goldoberflache.

Substrat pH bei der Kontaktwinkel Bild
Beschichtung Ostat [°]
Au - 54 2 I
MTh-CMC 3 7.0 35% 1
7.0 23+2
TSHP-CMC 6a = —
1.5 11+ 1 I
HTSHP-CMC 8 1.5 71 I

Der gemessene Kontaktwinkel Osi(H20pg) fur das unbeschichtete Goldsubstrat
betrug 54°. Im Vergleich zu dieser weisen alle Celluloseschichten niedrigere Werte
auf. Der geringere Kontaktwinkel der Schichten lasst auf eine bessere Benetzbarkeit
der Oberflache mit dem Wassertropfen riickschlieen. Diese bessere Benetzbarkeit
ruhrt von den ungebundenen Hydroxylgruppen und ionischen Carboxylgruppen der

Cellulose her. Das heif’t, dass beispielsweise Wechselwirkungen zwischen dem
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Tropfen und den Hydroxylgruppen ausgebildet werden kdnnen (Wasserstoffbriicken).
Daraus kann gefolgert werden, dass die Hydroxylgruppen zur Grenzflache
Schicht/Wassertropfen hin orientiert sein miussen. Je mehr Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen PB-Puffer und die OH-Gruppen der Celluloseschichten
existieren, desto kleiner ist der Kontaktwinkel Ostat.

Mit der Abnahme der Hydrophilie der Schichten ist eine zunehmende
Oberflachenrauhigkeit verbunden. Ursache hierfir koénnte ein schlechteres
Packungsverhalten der Celluloseketten aufgrund einer geringeren Beweglichkeit mit
abnehmender Ankerkettenlange aber auch bedingt durch deren Thiofunktionalitat,
sein. So zeigt die MTh-CMC 3 den grdliten Kontaktwinkel von Osat(H20pg) = 35° der
in sehr guter Ubereinstimmung mit dem von Liepold berichteten Wert ist "%, Liepold
zeigte dass die Kontaktwinkel ® (H2O) von MTh-CMC Schichten in Abhangigkeit der
eingesetzten Konzentration bei der Beschichtung, keine nennenswerten
Veranderungen erfuhren. Erst ab einer Cellulosekonzentration von 0.05 mg/ml stieg
der Kontaktwinkel fur Wasser leicht an. Sie begrindete dies mit einer beginnenden,
unzureichenden Bedeckung der Goldoberfliche mit Derivat 3 192,

Der grofliere Wert des Kontaktwinkels fir H,Opg von 3 im Vergleich zu den anderen
Thio-CMC Derivaten kann auf den geringeren Bedeckungsgrad der Goldoberflache
mit 3 zuruckgefuhrt werden. Dies konnte auch durch SPR, CV und EIS-Messungen
gezeigt werden.

Die Thiosulfat-CMC Derivate 6a und 8 besitzen die gleiche Ankerkette, Derivat 6a
aber eine zusatzliche Thiosulfatgruppe. Die Abscheidung von 6a und 8 auf Gold,
nach vorheriger Aktivierung der Thiosulfatgruppen mit 0.1 M Salzsaure, fuhrt zu
Schichten die einen sehr niedrigen Kontaktwinkel fur H,Opg besitzen und zwar von
Ostat(H20ps) = 11° flr 6a und Osi(H20pg) = 7° fur 8. Jedoch ist der Kontaktwinkel
Bisthiosulfat-CMC 6a groRer als der von 8. Die Ursache liegt wahrscheinlich in der
zusatzlichen Thiosulfat-Gruppierung von 6a. Durch FTIR-ERS Experimente konnte
gezeigt werden dass durch diese zusatzliche Thiosulfat-Gruppe, die Celluloseketten
von 6a in ihrer Beweglichkeit starker geschwacht werden als im Fall nur einer
Thiosulfat-Gruppe. Dadurch wird die Packung der Celluloseketten starker
beeintrachtigt, was sich durch eine geringere Belegungsdichte von 6a gegenuber der
Thiosulfat-CMC 8 auf Gold auswirkt. Durch die geringere Belegungsdichte nimmt die
Anzahl an Wasserstoffbrickenbindungen zwischen H;Opg-Tropfen und TSHP-CMC
Schicht ab und dementsprechend die Oberflachenrauhigkeit zu. Somit zeigt eine mit
TSHP-CMC beschichtete Goldoberflache einen hoheren Kontaktwinkel Ogtat(H20p5)
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als die Schicht der HTSHP-CMC 8, was auf eine schlechtere Benetzbarkeit und
Hydrophilie zurickzufuhren ist.

Die Beschichtung eines Goldsubstrats mit 6a ohne vorherige Aktivierung der
Bisthiosulfatgruppen, zeigt einen doppelt so grol3en Kontaktwinkel von Ogat(H20ps) =
25° gegenuber der Probe mit Aktivierung. Dieser Befund ist dadurch zu erklaren,
dass aufgrund der anfanglich schwachen Bindung zwischen der Thio-CMC und
Goldoberflache, es zu einer nicht so guten Bedeckung des Goldsubstrats kommt wie
im Fall der Beschichtung mit Voraktivierung. Dadurch nimmt die Oberflachen-
rauhigkeit zu, was sich durch den groReren Kontaktwinkel gegenuber der Probe mit

Aktivierung ausdruckt.

5.2 Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten (SAMs) aus

funktionellen Cellulosederivaten auf Silberoberflachen

5.2.1 Einleitung

Die ersten Arbeiten auf dem Gebiet der SAM-Bildung (Self-Assembled Monolayers)
auf Silberoberflachen stammen aus dem Jahre 1991 von Mitarbeitern um Nuzzo und
Whitesides. Diese untersuchten die SAM-Bildung und strukturbezogene
Eigenschaften von n-Alkanthiolen auf unterschiedlichen Oberflachen wie Cu, Ag und
Au 128 129 Harder et al. berichtete 1998 iber den Einfluss der molekularen
Konformation von Oligo-(Ethylenglykol) terminierten SAMs auf Ag- und Au-
Oberflachen, auf die abweisenden Eigenschaften gegenlber Proteinadsorption.

Auf dem Gebiet der SAM-Bildung von funktionalisierten Polymeren auf
Silberoberflachen, sind Arbeiten von Wenz et al. zu nennen ["*®!, Sie berichteten 2000
uber die SAM-Bildung einer synthetischen Bisthiosulfatcellulose (TSHP) auf Silber.
Das Adsorptions-Gleichgewicht der TSHP auf Silber wurde erst nach 24 h erreicht,
verursacht durch die Oxidschicht auf dem Ag-Substrat. Die Monoschichten aus
TSHP konnten mittels Ellipsometrie, Kontaktwinkel- und XPS-Messungen
charakterisiert werden. Die ermittelten Schichtdicken betrugen d = 5.2 + 0.6 nm.
Zusatzlich wurde gezeigt dass aufgrund der dicht gepackten TSHP-Monoschichten,

sich diese sehr gut als antikorrosive Beschichtung von Silbergegenstanden eignen.
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Basierend auf den oben erwahnten Arbeiten von Wenz et al. ®* % sollte in der
vorliegenden Arbeit versucht werden, das Verfahren fur Silberoberflachen durch
Auswahl einer geeigneten funktionellen Cellulose, hinsichtlich der Abscheidung
(SAM-Bildung) und der antikorrosiven Eigenschaften, zu verbessern. Des Weiteren
sollte die Eignung eines ausgewahlten reaktiven Cellulosederivats als Substrat fur

die Anbindung von Biomolekulen auf Silberoberflachen, untersucht werden.

Nach erfolgreichem Aufbau und  Charakterisierung der funktionellen
Thiocellulosederivate auf Goldoberflachen, erwiesen sich die Monoschichten von
HTSHP-CMC 8 und deren reaktiven Analoga, aufgrund der sehr guten Packung der
Celluloseketten, als die Besten in Bezug auf Benetzbarkeit, Stabilitdt und

Isolierungeigenschaften.

Daher wurde die HTSHP-CMC 8 als Substrat fur den Aufbau von Monoschichten auf
Silberoberflachen verwendet.

Zur Optimierung der Beschichtungsbedingungen (Konzentration der Celluloselésung,
Konzentration des Aktivierungsmittels, Adsorptionszeit) von Derivat 8 auf Ag-
Substrate, eignet sich die elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) als
Untersuchungsmethode. Zur Bestimmung der Schichtdicke und der Langzeitstabilitat
der Schichten wurde die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)

herangezogen.

5.2.2 EIS-Untersuchungen an Monoschichten aus HTSHP-CMC 8 auf
Silberoberflachen

Die Adsorptionsversuche der HTSHP-CMC 8 wurden an Silberplattchen
durchgefuihrt. Dabei spielen die Verschmutzungen und die Oxidschicht auf den
Silberoberflachen eine entscheidende Rolle bei der anschliellenden Abscheidung der
Thio-CMC 8. Demzufolge wurde ein Verfahren zur Reinigung der Ag-Plattchen
entwickelt. Zuerst wurden die Ag-Plattchen mit Toluol entfettet. Kurz bevor die
entfetteten Ag-Plattchen in die Reinigungslosung (0.1 Gew. % NaCl und 0.001
Vol. % Eisessig) eingetaucht worden sind, wurde die benutzte Vorlage mit
Aluminiumfolie ausgelegt. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Ag-
Plattchen aus der Reinigungslosung entfernt, mit destilliertem Wasser gespult und

anschlie3end getrocknet.
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Bei der Verwendung des K3[Fe(CN)s] als Elektrolytldsung war unter den eingesetzten
Messbedingungen die Bildung eines AgCN-Niederschlags auf den gereinigten Ag-
Plattchen zu beobachten. Um dies zu vermeiden, musste eine andere
Elektrolytldsung ausgewahlt werden. Fur die EIS-Messungen an Silberoberflachen
erwies sich eine 1 mM Fe?"**-EDTA Lésung (EDTA: Ethylendiamin-tetraessigsaure
Dinatriumsalz) in 0.1 M Phosphat-Puffer pH 7.0 als geeignet.

Zur Bestimmung der Durchtrittswiderstande R wurden die gemessenen
Impedanzdaten wie im Falle der Messungen an Goldelektroden, als Ortskurven
(Nyquist-Plot) aufgetragen und an das in Abbildung 5.17 dargestellte Ersatzschaltbild

angepasst.

—_F e |
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Abb. 5.17: Verwendetes Ersatzschaltbild bei der Auswertung der Impedanzdaten;

R.: Elektrolytwiderstand; CPE: Konstantphasenelement;

Ret: Durchtrittwiderstand.

In Abbildung 5.18 (a) ist die Ortskurve eines gereinigten Ag-Plattchens im Vergleich
zu einem ungereinigten dargestellt.

EIS-Messungen an gereinigten Ag-Plattchen mit Defekten in der Oberflache, wie z.B.
Kratzer oder Unebenheiten, zeigten voneinander abweichende R -Werte aufgrund
der dadurch entstandenen unterschiedlichen Oberflachenbeschaffenheiten (siehe
Abb. 5.18 (b)). Zusatzlich spielt auch die Zeit zwischen Reinigung der Ag-
Oberflachen und den EIS-Messungen eine Rolle bei der akkuraten Bestimmung der
Rq-Werte der Ag-Plattchen. Es muss gewahrleistet sein, dass die Ag-Substrate direkt
nach der Reinigung gemessen werden, da sich die Oxidschicht auf den gereinigten
Ag-Oberflachen relativ schnell ausbildet und es dementsprechend zu Abweichungen

in den R~-Werten kommen kann.



5. Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten aus funktionellen Cellulosederivaten 128

Ag gereinigt:
—+— Ag ungereinigt (R , = 23550 Q) —+—R,=37920
—<—Ag gereinigt (R, =3792Q) . 3000 4 —+—R, =5464 O
o 10000 = _\\—'—RC‘=8114Q
g ./._,..\,\. @ 2500~ <
3 8 N
£ 80007 ‘€ 2000
£ ®
c
‘S 6000 ./ \' g— 1500
g / N
= /
N 4000 7 1000 o
!
/
2000 ! 500
$
0 ‘ 04
T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T 1
0 5000 10000 15000 20000 25000 0 1500 3000 4500 6000 7500 9000
Z (realer Teil) / @ Z (realer Teil) / Q

(a) (b)
Abb. 5.18: Ortskurven von 1 mM Fe®"**-EDTA Lésung in 0.1 M Phosphat-Puffer pH 7.0
gemessen an:
(a) einem ungereinigten bzw. gereinigten Ag-Plattchen;
(b) gereinigte Ag-Plattchen mit unterschiedlichen Oberflachenbeschaffenheiten,
gegenuber Ag/AgCl. Messbedingungen EIS: -300 mV Potential gegentber
Ag/AgCl mit einer Amplitude von 10 mV, Frequenzbereich: 10 kHz — 0.1 Hz;

Beschichtungszeit tsa = 1 h, Elektrodenoberflache A = 1 cm?.

Unter Berucksichtigung der gewonnenen Erkenntnisse aus den EIS-Messungen der
gereinigten Ag-Platichen, wurde nun versucht, die optimalen Beschichtungs-
bedingungen der Ag-Substrate mit der HTSHP-CMC 8 zu ermitteln.

Als Erstes wurde der Einfluss der Konzentration an Thio-CMC und Aktivierungsmittel
bei der Abscheidung von 8 aus wassriger Losung auf Ag-Oberflachen untersucht.
Die HTSHP-CMC 8 wurde dazu unter sauren Bedingungen mittels Zitronensaure
(ZS) aktiviert. Zur Beschichtung wurden Ag-Plattchen gleicher Oberflachen-
beschaffenheit in die entsprechenden Losungen eingetaucht. Nach einer
Beschichtungszeit von tsp = 1 h bei Raumtemperatur, wurden die EIS-Messungen
durchgefuhrt. Die verwendeten Konzentrationen an 8 und an Aktivierungsmittel sind
in Tabelle 5.13 zusammengefasst. Aus den R-Werten flr die gemessenen
Schichten, lassen sich, wie im Falle der EIS-Untersuchungen an Goldoberflachen,
die Belegungsgrade (8) der Ag-Plattchen mit HTSHP-CMC 8 berechnen (siehe
Tabelle 5.13).
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Tabelle 5.13: Berechnete Belegungsgrade 6 (nach Gleichung (5-15)) aus den R -Werten
der mit HTSHP-CMC beschichteten Ag-Plattchen; R (Ag) = 3792 Q.

Crrstpovc  Crivonensawe  Ret [€2] 0
[Gew. %] [M]
0.2 0.5 13424 0.72
0.1 0.5 23636 0.84
0.1 0.1 24981 0.85
0.1 0.2 30055 0.87

Aus Tabelle 5.13 lasst sich folgende Reihenfolge in der Beschichtungsqualitat der
Ag-Plattchen nach Abscheidung aus den unterschiedlichen Beschichtungs-losungen,

aufstellen:

0.1% HTSHP-CMC in 0.2 M ZS > 0.1% HTSHP-CMC in 0.1 M ZS = 0.1% HTSHP-
CMCin0.5MZS > 0.2% HTSHP-CMC in 0.5 M ZS.

Demzufolge ergab sich die Beschichtungslésung aus 0.1% HTSHP-CMC in 0.2 M
Zitronensaure als die Beste in Bezug auf die Abscheidung von 8 auf

Silberoberflachen.

Mit der 0.1%-igen Losung von HTSHP-CMC 8 in 0.2 M Zitronensaure wurde des
Weiteren der Einfluss der Beschichtungszeit tsa auf die SAM-Bildung auf Silber,
untersucht. Dazu wurden die Ag-Plattchen in die Beschichtungslosung eingetaucht
und jeweils nach einer Beschichtungszeit von tsp = 1h bzw. 2 h mittels EIS
gemessen. Die entsprechenden Ortskurven sind in Abbildung 5.19 dargestellt.
Daraus ist zu sehen, dass eine Beschichtungszeit von tsa = 1 h ausreichend ist, um
Ag-Oberflachen optimal mit der HTSHP-CMC zu beschichten. Eine Verdoppelung
von tsa auf 2 h brachte keine zusatzliche Verbesserung.

Aus den in diesem Kapitel dargestellten EIS-Messungen kann man nun
schlussfolgern, dass aus einer 0.1%-igen Losung von HTSHP-CMC 8 in 0.2 M
Zitronensaure nach einer Beschichtungszeit von tsa = 1 h, sich auf Ag-Oberflachen

Schichten ausbilden die den héchsten Belegungsgrad mit Derivat 8 besitzen.
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Abb. 5.19: Ortskurven von 1 mM Fe®"**-EDTA Lésung in 0.1 M Phosphat-Puffer pH 7.0
gemessen an mit HTSHP-CMC beschichteten Ag-Plattchen nach einer
Beschichtungszeit von tsp = 1h respektive 2h, gegeniber Ag/AgCl.
Messbedingungen EIS: analog Abb. 5.18.

5.2.3 Ultradiinner Korrosionsschutz aus HTSHP-CMC 8 auf Silber

Mit dem in Kapitel 5.2.2 vorgestellten Reinigungsverfahren und unter Verwendung
der ermittelten optimalen Beschichtungsbedingungen fur die Thiocellulose 8, wurde
nun getestet, ob diese auch die antikorrosiven Eigenschaften gegenuber Silber
aufweist wie die schon in der Literatur beschriebenen TSHP-Cellulosen ©% 3¢ Fijr
diese Zwecke wurden Silberloffel verwendet. Nach Reinigung der Silberloffel wurden
diese zur Halfte in die 0.1%-igen Losung von HTSHP-CMC 8 in 0.2 M Zitronensaure
eingetaucht. Nach einer Beschichtungszeit von tsa = 1 h bei Raumtemperatur wurden
sie einem Korrosionstest unterzogen. Dazu wurden die Silberl6ffel bis zu 48 h einer
H,S-Atmosphare ausgesetzt. Die HyS-Atmosphare wurde in situ in der
Korrosionskammer durch Losen von Thioacetamid in Wasser (20 Gew. %-ige
Losung) erhalten. Um wahrend des Korrosionstests eine homogene H,S-Atmosphare
zu erzeugen, wurde die Korrosionskammer geschwenkt.

In Abbildung 5.20 ist ein gereinigter Silberl6ffel und Silberl6ffel nach 24 h bzw. 48 h

in der Korrosionskammer zu sehen.
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(a) (b) (c)

Abb. 5.20: Ultradiinner HTSHP-CMC Korrosionsschutz an Silberl6ffel:
(a) Gereinigter Silberl6ffel zur Halfte beschichtet mit HTSHP-CMC 8;
(b) Gleicher Silberl6ffel nach 24 h in der H,S-Atmosphare;

(c) Silberloffel nach 48 h in der Korrosionskammer.

In Abbildung 5.20 (a) ist zu sehen dass der gereinigte Silberloffel seinen typischen
Metallglanz nach der Beschichtung mit der HTSHP-CMC 8 nicht verliert. In Abbildung
5.20 (b) ist der gleiche Loffel nach 24 h in der sehr korrosiven H,S-Atmosphare
gezeigt. Man sieht dass die obere unbeschichtete Halfte des Silberloffels eine
braunlich-schwarze Farbe aufweist die durch die Bildung von Silbersulfid auf der
Silberoberflache zu erklaren ist. Hingegen ist die untere beschichtete Halfte nur leicht
gelblich. Diese Beobachtungen konnten auch bei einem Silberl6ffel gemacht werden,
der fur 48 h der H,S-Atmosphare ausgesetzt wurde (siehe Abb. 5.20 (c)). Die
gelbliche Farbe der beschichteten Unterhalften der Silberloffel ist dadurch zu
erklaren, dass die H,S-Gasmolekile trotz der sehr dicht gepackten Celluloseketten,
mit der Zeit durch die ultradiinnen HTSHP-CMC Schichten an die Silberoberflache
diffundieren kdnnen.

Aufgrund der sehr korrosiven HyS-Atmosphare und der langen Ausstellungszeit in

der HyS-Atmosphare, kann man schlussfolgern dass diese ultradinnen HTSHP-
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CMC-Schichten als Korrosionsschutz sehr geeignet sind und somit Anwendung in

der Galvanotechnik finden konnten.

5.2.4 SPR-Untersuchungen an Monoschichten aus funktionellen Thio-CMC

Derivaten auf Silberoberflachen

Zur Bestimmung der Schichtdicke und der Langzeitstabilitdt der Schichten von
funktionellen  Thio-CMC Derivaten  auf  Ag-Oberflachen, wurde die
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) herangezogen. Fur die SPR-
Versuche wurden Glasobjektrager (26 x 20mm, n = 1.61) mit 40 £+ 5 nm Ag
bedampft.

Die Abscheidung der HTSHP-CMC 8 auf Silber erfolgte zunachst aus einer 0.1%-
igen Losung von 8 in 0.2 M Zitronensaure. Aufgrund der sauren Bedingungen (pH
2.0) loste sich jedoch nach kurzer Zeit die Ag-Schicht vom Objekttrager. Somit
konnten unter diesen Bedingungen keine Langzeitexperimente durchgefuhrt werden.
Um die sauren Bedingungen zu vermeiden, wurde die Abscheidung von 8 unter
neutralen Bedingungen (0.4 M Acetat-Puffer pH 6.8-7.0), unter Verwendung des
schon vorgestellten TCEP als Aktivierungsmittel, durchgefuhrt. Die Kinetik der
Abscheidung von 8 aus einer 0.1%-igen Losung in 0.4 M Acetat-Puffer pH 6.8 (+ 0.1
Gew. % TCEP) auf Silber und die entsprechenden Reflektivitatskurven, sind in
Abbildung 5.21 dargestellt.

In Abbildung 5.21 (a) ist zu sehen dass die Basislinie am Anfang der Kinetik (Spulen
mit H,O) aufgrund der sich andernden Ag-Oberflache stetig steigt. Nach
Abscheidung der HTSHP-CMC 8 gefolgt vom Spllen zeigt die Basislinie einen
konstanten Verlauf. Dies ist dadurch zu erklaren, dass nach der Abscheidung von 8
sich die Ag-Oberflache aufgrund der Isolatoreigenschaften dieser adsorbierten
Schicht nicht mehr andert. Um die Vollstandigkeit der Oberflachenbelegung mit der
HTSHP-CMC 8 zeitabhangig zu untersuchen wurde nach der Abscheidung das
Laufmittel von H,O auf 10 mM PBS-Puffer umgestellt. Nimmt die Belegungsdichte
der adsorbierten Schicht mit der Zeit ab so besteht die Mdglichkeit dass das KCI aus
dem PBS-Puffer mit der Ag-Oberflache, unter Bildung von AgCI, reagiert. Dies wurde
sich in der Kinetik durch ein starkes Driften der Basislinie auswirken. Beobachtet
man nun den Verlauf der Kinetik in Abbildung 5.21 (a) so zeigt die Basislinie auch

nach 6.5 Stunden einen konstanten Verlauf.
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Reflektivitatskurven von:
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Abb. 5.21: (a) Adsorptionskinetik von Bunte-Salz 8 auf Silber bei Ayax = 670 nm (Flussrate:
68 wl/min); *: Laufmittelwechsel: 10 mM PBS-Puffer pH 7.0;
(b) Reflektivitatskurven von H,O, HTSHP-CMC 8 und PBS-Puffer nach 5 Tagen

bei Raumtemperatur.

Erst nach 5Tagen bei Raumtemperatur zeigte sich eine Anderung in der
Oberflachenbelegung. Die Anderung entspricht der blauen Reflektivitatskurve in
Abbildung 5.21 (b). Diese erfolgte aufgrund der mechanischen Veranderung der Ag-
Oberflache durch das beginnende Ablosen der Ag-Schicht vom Objekttrager und
nicht durch die Reaktion des KCI-Salzes mit der Ag-Oberflache. Auch
Langzeitmessungen (2 Monate) an mit HTSHP-CMC beschichteten Ag-Plattchen in
10 mM PBS-Puffer pH 7.0 zeigten keine Abscheidung von AgCl auf den Oberflachen
als Folge der Reaktion mit dem KCI-Salz aus dem Puffer.

Durch Anpassung der in Abbildung 5.21 (b) dargestellten Reflektivitatskurven fur
Wasser und Derivat 8 an simulierten Kurven (Winspall 2.20), wurde fur die HTSHP-
CMC 8 auf Silber eine Schichtdicke von 4.5 £ 0.5 nm berechnet.

Unter gleichen Bedingungen wie oben beschrieben wurde auch die
Adsorptionskinetik der reaktiven MCT-HTSHP-CMC 17 auf Silber untersucht. Hier ist
ebenso eine Stabilisierung der Basislinie im SPR, infolge der Ausbildung des MCT-
HTSHP-CMC SAMs), zu beobachten. Auch nach 10 Stunden zeigt die Basislinie
einen konstanten Verlauf (siehe Abbildung 5.22 (a)) was auf die antikorrosiven

Eigenschaften des ultradiunnen Films von 17 zurlckzuflhren ist.
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Inj. Derivat 17
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Abb. 5.22: (a) Adsorptionskinetik der reaktiven MCT-HTSHP-CMC 17 auf Silber bei Ayax =
670 nm aus einer 0.1%-igen Losung von 17 in 0.4 M Acetat-Puffer pH 6.8 (+
0.1% TCEP); (Flussrate: 68 ul/min);
*: Laufmittelwechsel: 10 mM PBS-Puffer (0.15 M KCI) pH 7.0;
(b) Bestimmung der Schichtdicke von 17: Anpassung der experimentellen

Reflektivitatskurve von 17 (------ ) an die theoretisch erzeugte Kurve (—).

Fir die Monoschicht von MCT-HTSHP-CMC 17 auf Silber wurde eine Schichtdicke
von 3.6 £ 0.5 nm bestimmt (siehe Abb. 5.22 (b)).

Die Schichtendicken von 8 und 17 auf Silberoberflachen zeigen hohere Werte als
erwartet, die fast doppelt so hoch wie die auf Gold sind.

Da zu Beginn der SPR-Experimenten, vor der Injektion der Thio-CMC Derivate 8 und
17, die Aufnahme der Basislinie in H,O (MilliQ) erfolgte, ist die gleichzeitige Bildung
einer Oxidschicht auf die Ag-Oberflache denkbar (in den SPR-Kinetiken durch einen
stetigen Anstieg sichtbar). Dies wurde die hdher als erwarteten Werte der

Schichtdicken von 8 und 17 erklaren.

Durch die gezeigten antikorrosiven Eigenschaften gegenuber Silber, eignen sich die
SAMs des MCT-Derivats 17 als Substrate zur Anbindung von Biomolekilen auf
Silberoberflachen  unter Verwendung der Oberflachenplasmonenresonanz-

spektroskopie als optischer Transducer.



5. Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten aus funktionellen Cellulosederivaten 135

5.3 Aufbau und Charakterisierung von Monoschichten (SAMs) aus
funktionellen Cellulosederivaten auf Silizium und

Glasoberflachen

5.3.1 Einleitung

Neben den reinen Metallen (z. B.: Gold, Silber) bestehen viele Substratoberflachen
fur Beschichtungen aus Metalloxiden. Die Bedeutung oxidischer Oberflachen ist
durch deren zentrale Bedeutung in der Halbleitertechnologie und die in den letzten
Jahren als eigenstandige Disziplin herangereifte Integrierte Optik begriindet 4!l
Insbesondere letztere stellt einen Bereich zunehmender technologischer Relevanz
dar, welcher Problemlésungsansatze zur Anwendung in der Informationsverarbeitung
und -Ubertragung, Sensorik und Messtechnik bietet. Die Verwendung von Oxiden als
Wellenleitermaterial (z.B: TiO,;, Tax0s) gewinnt mit der verbesserten
Wellenleiterherstellung zunehmend an Bedeutung. Optische Sensoren, die auf
oxidischem Material basieren, sind Gegenstand intensiver Forschung ['01: 242 2431,
Gebrauchliche oxidische Oberflachen sind Silikate wie Glaser, Quarz und Glimmer
deren Struktur und Eigenschaften sehr gut untersucht sind ?** %1, So konnte auf
Borosilikatglaser negativ geladene DNA durch Aufbringen positiver Ladungen Uber
Coulomb-Wechselwirkungen immobilisiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie
abgebildet werden ®*?l. Wieringa und Schouten berichten von Polymerisationen an
aminomodifizierten Siliziumoberflachen 4" 2481, Burghard et al. stellten eine Methode
vor, wie Kohlenstoff-Nanorohren tber Coulomb-Wechselwirkungen an einer positiv
geladenen Siliziumoberflache fixiert werden kdnnen 4%l Keller et al. berichteten tiber
die Adsorption von polymeren Cyclodextrin-Einschlussverbindungen auf Glimmer
[250].

Besonderes Interesse erlangten in den letzten Jahren auch die Untersuchungen von
molekularen Erkennungsprozessen mittels atomarer Rasterkraftmikroskopie (AFM).
Dabei werden Rezeptor und Ligand jeweils an einer Siliziumnitrid-Cantileverspitze
und eine planare Substratoberflache (z. B: Siliziumwafer) gebunden. Auf dem Gebiet
der Untersuchung von Streptavidin-Biotin Wechselwirkung mittels AFM sind Arbeiten

von Florin et al. %" Wagner %2, Lo et al. ?** und Yuan et al. ?**! zu nennen. Micic
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und Mitarbeiter berichteten Uber Rasterelektronenmikroskopie-Studien an Protein-

funktionalisiertem Cantilever %!,

Das Vorhaben dieses Kapitels ist der Aufbau von Monoschichten aus reaktiven
Cellulosederivaten auf Silizium- bzw. Glasoberflachen, die nach entsprechender
Charakterisierung zum Aufbau von Enzymschichtsystemen verwendet werden sollen.
Um das reaktive Cellulosederivat an Silizium- bzw. Glasoberflachen kovalent

anknupfen zu kénnen, mussen diese zuerst chemisch modifiziert werden.

5.3.2 Modifizierte Silizium- bzw. Glasoberflachen

Silizium besitzt eine sehr niedrige Oberflachenrauhigkeit und eignet sich somit sehr
gut als Substrat zur Untersuchung von metallischen, anorganischen und organischen
Schichten. Siliziumwafer haben bei Raumtemperatur einen etwa 2 nm dicken
Siliziumdioxidfilm an der Oberflache und somit auch reaktive Hydroxylgruppen. Im
Durchschnitt  tragt eine  Siliziumoberflache sieben  Hydroxylgruppen pro
Quadratnanometer, so dass eine ausreichende Anzahl an Verknupfungspunkten fur
eine durchgehende Bedeckung zur Verfligung steht. Uber eine gezielte Oxidation
(siehe Kapitel 5.3.3) lasst sich noch eine Erhéhung der Zahl an Hydroxylgruppen und
damit eine Aktivierung der Oberfliche erreichen **". Durch Reaktion mit den an der
Oberflache des Siliziums vorhandenen Silanolgruppen kdnnen funktionelle Gruppen
an das Substrat Silizum gebunden werden. Diese dienen wiederum als
Verknupfungspunkte fir weitere, kovalent mit der Oberflache verbundenen
Makromolekulen wie Polymere (z. B.: funktionelle Cellulosederivate), Proteinen und
Enzymen. Bereits 1978 wurden von Haller ?°® und 1980 von Sagiv " erste SAMs
aus Organosilanen auf Siliziumdioxid beschrieben.

Monoschichten aus Organosilanen bilden das Bindeglied zwischen Silizium (bzw.
Siliziumdioxid) oder Glas und organischen Adsorbaten. Die meist verwendeten
Silanisierungsreagenzien sind Alkyltrichlorsilane *®! und Alkoxysilane °!. Dabei
reagieren die Silanolgruppen an der Oberflache mit den reaktiven Chlorsilanen unter
Abspaltung von Salzsaure oder mit den weniger reaktiven Alkoxsilanen unter
Abspaltung eines Alkohols.

Die Verwendung der weniger reaktiven Alkoxysilane erlaubt eine einfachere Kontrolle

der Polymerisation an der Oberflache.
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Monofunktionelle Organosilane bilden monomere Schichten (Schema 5.5 (a)),
trifunktionelle Organosilane hingegen lateral vernetzte Polymere auf der Oberflache
(Schema 5.5 (b)).
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Si/SiO, oder Glas
(@) (b)

Schema 5.5: (a) Monoalkoxysilan-SAM bzw. (b) Trialkoxysilan-SAM auf Silizium- bzw.

Si/SiO, oder Glas

Glasoberflachen.

Die Abscheidung auf Silizium- und Glasoberflachen kann mittels leichtflichtiger
Silane aus der Gasphase % 2°% 2591 gder durch spontane Selbstadsorption aus
Losung #°” %% erfolgen.

Durch geeignete Wahl der Endgruppe X am Silan werden reaktive Gruppen an der
Siliziumoberflache fest verankert. In einem weiteren Schritt kbnnen dann Molekile
kovalent an der Oberflache gebunden werden, vergleichbar der Adsorption von
Thiolen auf Goldoberflachen.

Eine der wichtigsten Modifizierungen von Silizium- bzw. Glasoberflachen stellt die
Belegung mit Aminogruppen dar. Die Oberflache kann durch die kovalent gebundene
Aminogruppen, abhangig vom pH-Wert, positiv geladene Ammonium-Kationen
tragen. Es ist so moglich, negativ geladene Moleklle oder Teilchen an einer mit
Aminen modifizierten Silizium- bzw. Glasoberflache Uber elektrostatische
Wechselwirkungen zu immobilisieren % 271 Auch die Anbindung von Molekiilen
uber deren Carbonsaurefunktionen an die aminosilanisierte Oberflache er6ffnet den
Weg zu zahlreichen Anwendungen. So eignet sich ein mit Aminogruppen
funktionalisiertes Kieselgel als heterogener, mehrfach verwendbarer Katalysator fur
die Knoevenagelkondensation 1%°7),

Die Belegung der Silizium- bzw. Glasoberflachen mit organischen Schichten kann
durch verschiedene oberflachenanalytische Methoden nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Charakterisierung des Aufbaus der Schichten
auf Siliziumwafer, die Spektral-Ellipsometrie und als bildgebende Methode %°? die

o 1263-266]

Fluoreszenzmikroskopi verwendet.
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5.3.3 Messprinzip der Spektral-Ellipsometrie

Die Bestimmung der Schichtdicke von Filmen auf nicht leitenden Substraten wie
Metalloxiden, Silizium, Glas oder Glimmer ist mittels Ellipsometrie maglich 267 2681
Die Ellipsometrie als zerstorungsfreies optisches Messverfahren beruht auf der
Messung der Anderung des Polarisationszustandes einer an einer Probe reflektierten
elektromagnetischen Welle, vorrangig im sichtbaren Spektralbereich.

Vollstandig polarisiertes Licht lasst sich als Superposition zweier linear polarisierter,
zueinander senkrecht stehender Wellen E, und Es darstellen (siehe Abb. 5.23 (a)).
Die Reflexionseigenschaften einer Probe werden (makroskopisch) durch komplexe

Reflexionskoeffizienten R beschrieben, die den Zusammenhang zwischen

einfallendem (i) und reflektiertem (r) Feldvektor herstellen: E" = RxE'.

3
i index =N,
Einfalls- 5
E, ebons Oberflachennormale T
LA d  Film index = N,
Reflektierende E: T ; i
Oberflache e
e i _— . Substrat
g g™ ]
(a) (b)

Abb. 5.23: (a) Reflexion von polarisiertem Licht an einer Probe; (b) Abhangigkeit der

Reflexionskoeffizienten R von den optischen Eigenschaften der Probe

(komplexer Brechungsindex und Schichtdicken); ¢1: Einfallswinkel.

Fir die Eigenpolarisationen (parallel und senkrecht zur Einfallsebene) lassen sich die
Reflexionskoeffizienten aus den optischen Eigenschaften der Probe (komplexer
Brechungsindex, Schichtdicken) berechnen. Nach Abbildung 5.23 (b) gilt:

Die Anderung des Polarisationszustandes bei Reflexion an der Probe wird durch den
Quotienten der komplexen Reflexionskoeffizienten der parallel (Rp) und senkrechten

(Rs) Komponente erfasst:
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R
p= R—p = tan(\P) - exp(iA) (5-19)

S

vy (Psi) und A (Delta) sind die so genannten ellipsometrischen Winkel. tany ist ein
MaR fir die Anderung des Amplitudenverhéltnisses, die GroRe A fir die Anderung
der Phasendifferenz zwischen der parallel und senkrecht polarisierten Teilwelle.

Lasst man Licht definierten Polarisationszustandes (= linear polarisiertes Licht) auf
die Probe fallen, so kann man aus der Form der Polarisationsellipse nach der
Reflexion auf die optischen Eigenschaften der Probe schlie3en, falls man ein Modell
zugrunde legen kann, das beschreibt, wie die komplexen Reflexionskoeffizienten R,
und Rs von den Parametern der Probe (Brechungsindex, Schichtdicke) und den

Messparametern (Einfallswinkel, Wellenlange) abhangen.

Der schematische Aufbau eines Ellipsometers ist in Schema 5.6 gezeigt.

Lichtquelle Analytzufubr Mono-
‘Ll—lT Analysator chromater
Polarisator
(40 Hz
) &
Quarzfenster [ rObE SEV

Schema 5.6: Schematischer Aufbau eines Ellipsometers mit Messzelle.

Das verwendete Spektral-Ellipsometer (Firma Nanofilm Surface Analysis) ist in
Abbildung 5.24 dargestellt.

Abb. 5.24: Spektral-Ellipsometer (Firma Nanofilm Surface Analysis) mit variablen
Einfallswinkel (35-80°) und Laser-Wellenlangen (405, 532, 635 und 830nm).
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Die Berechnung der Schichtdicken von adsorbierten Filmen mittels Ellipsometrie
erfolgt durch Anpassung der experimentell ermittelten Werten fur y und A (yexp und
Aexp) @n theoretisch berechneten Werten (yper Und Aper). Die theoretischen Werte yper
und Aper Wwerden anhand eines Schichtsystem-Modells (siehe Abb. 5.23 (b))
berechnet, bei genauer Kenntnis der Brechungsindizes von Substrat (n, k) und
adsorbierter Schicht (n) und unter Angabe eines Anfangwertes flr die Schichtdicke
(diheor) der adsorbierten Schicht. Der Anfangswert dineor der Schicht wird solange
variiert (wenn notwendig auch n bzw. k des Substrats in den erlaubten Grenzen) bis
die Werte von er / Aper Mit denen von ey / Aexp in Ubereinstimmung gebracht

werden.

5.3.4 Darstellung von aminofunktionalisierten Silizium- und Glasoberflachen

Um funktionelle Cellulosederivate auf Silizium- bzw. Glasoberflachen anbringen zu

kénnen, wurden diese in der vorliegenden Arbeit zuerst aminofunktionalisiert.

In der Literatur gibt es mehrere Verfahren zur Modifizierung von Silizium- bzw.
Silikatoberflachen mit Aminogruppen. So werden neben 3-Aminopropyltrimethoxy-
silan (APMS) %7 2% ynd 4-Aminobutyldimethylmethoxysilan (ABMS) ! auch 3-
Aminopropyltriethoxysilan (APES) 249 2%81 gingesetzt. Teils werden auch noch die
sehr reaktiven Trichlorsilane verwendet, wie 1-Brom-11-(trichlorsilyl)undecan,
welches an der Oberflache mit Natriumazid in Dimethylformamid und anschliel3ender
Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydrofuran zum entsprechenden
Alkylamin umgesetzt wird 2481,

Die Funktionalisierungen der Silizium bzw. Glasoberflachen mit Aminogruppen
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich mit 3-
Aminopropyltriethoxysilan (APES) durchgefuhrt. Aufgrund der geringeren Reaktivitat
von APES findet ein kontrollierbarer Schichtdickenzuwachs auf der Oberflache der
Siliziumwafer und Glasoberflachen statt.

Zur Darstellung von aminofunktionalisierten Glasoberflachen und Siliziumwafer
mussen diese zuerst gereinigt und oxidiert (= aktiviert) werden.

Die Reinigung und Oxidation der benutzten Glas- und Siliziumoberflachen erfolgte

[269] (

nach einer Vorschrift von De Paoli siehe experimenteller Teil).
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Die gereinigten und aktivierten Glasobjekttrager bzw. Siliziumwafer wurden 5 bis 10
Minuten in eine Losung 1 Vol. % 3-Aminopropyltriethoxysilan (APES) bei 60°C
eingetaucht. Anschlieend wurden diese mit reinem Ldsungsmittel abgewaschen
und mit gasformigem Stickstoff getrocknet 29,

Mittels Ellipsometrie 27027

wurden die Schichtdicken und deren Reproduzierbarkeit
fur zwei Losungsmittel (Ethanol und Toluol) bestimmt und mit den in der Literatur
bekannten Werten verglichen ?®°!. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.14 zusammen-
gefasst. Es wurden dabei jeweils zwei Proben hergestellt. Fir jede Probe erfolgten
ellipsometrische Messungen an drei bis vier verschiedenen Stellen der

Probenoberflache.

Tabelle 5.14: Bestimmung der Schichtdicken von APES-SAMs auf Siliziumwafer mittels
Ellipsometrie und deren Reproduzierbarkeit in Abhangigkeit vom

Lésungsmittel.

Losungsmittel  Mittlere Schichtdicke = Schwankungsbreite

d [nm] [nm]
Ethanol 0.65 0.05
Toluol 1.20 0.10

Die Schwankungsbreite gibt die maximale Abweichung von der mittleren
Schichtdicke bei der Zahl der gemessenen Proben an.

Die erhaltenen Werte der Schichtdicken stimmen mit denen in der Literatur
bekannten Werten sehr gut (iberein 269,

Fur weitere Untersuchungen wurden Glas- bzw. Siliziumsubstrate benutzt die mit

APES aus ethanolischer Losung beschichtet wurden.

5.3.5 Darstellung von MCT-CMC funktionalisierten  Silizium- und
Glasoberflachen

Mit den APES beschichteten planaren Silizium (Si)- bzw. Glasoberflachen sollte es
nun moglich sein, reaktive CMC-Derivate kovalent an die Oberflache zu binden.

Dazu eignet sich am besten die im Kapitel 4.3 beschriebene O-(2-Chlor-4-oxido-
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1,3,5-triazin-6-yl)-carboxmethylcellulose Natrium Salz (MCT-CMC Na) 20 (siehe
Schema. 5.20).

Die ,aktiven“ Chloratome der MCT-Gruppen von 20 kdnnen mit den Aminogruppen
der APES-Schicht unter Freisetzung von Salzsaure reagieren. Aufgrund der -1,4-
glykosidischen Verknupfung der Glcp-Einheiten von Derivat 20 ist gewahrleistet,
dass ein Teil der reaktiven MCT-Funktionalitdten zu den Aminogruppen der APES-
Schicht orientiert sind, der restliche Teil hingegen nach aul3en (siehe Schema 5.7).
Somit fungiert die MCT-Funktionalitat als Ankergruppe zur Bindung an die APES
modifizierte Oberflache und als reaktive Funktionalitat zur Anknupfung von weiteren

Makromolekulen (z. B.: Enzyme).
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Schema 5.7: Immobilisierung von MCT-CMC 20 auf einer mit APES beschichteten Glas

oder Silizium-Oberflache.

Zur Anbindung der MCT-CMC 20 an APES funktionalisierten Glas oder Silizium-
oberflachen wurden diese in einer 0.1%-igen Losung von MCT-CMC in 10 mM
Carbonat-Puffer pH 8.0-8.5 bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubationszeit betrug
zwischen 6 und 24 h. Anschliel’end wurden die beschichteten Si-Wafer gespdlt und
getrocknet.

Mittels Ellipsometrie wurde die Schichtdicke des MCT-CMC-SAMs auf APES
beschichtetem Siliziumwafer in Abhangigkeit der Inkubationszeit gemessen. Erst
nach 6 h bei Raumtemperatur war der Belegungsvorgang abgeschlossen. Fur die
Bestimmung der Schichtdicke von 20 wurden jeweils drei Si-Wafer unter gleichen
Bedingungen gereinigt und aktiviert. Ein Wafer diente zur Ermittlung der Schichtdicke
der nativen SiO, Schicht nach der Reinigung. Der zweite und dritte Si-Wafer wurde

nach der Reinigung und Aktivierung mit APES beschichtet. Dabei diente einer der
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Wafer zur Bestimmung der Schichtdicke der APES Schicht; der andere Wafer wurde
direkt nach der Silanisierung mit MCT-Cellulose beschichtet.

Der schematische Schichtaufbau eines MCT-CMC-SAMs auf einem APES
modifizierten Si-Wafer ist in Schema 5.8 dargestellt. Man erhalt fir die MCT-CMC
Schicht eine reproduzierbare mittlere Schichtdicke von d = 3.46 + 0.20 nm. Die
ellipsometrischen Untersuchungen erfolgten an bis zu sechs unterschiedlichen
Stellen an der mit MCT-CMC beschichteten Si-Oberflache.

APES | 1.30 nm

Si/SiO,

Schema 5.8: Schematischer Schichtaufbau eines mit MCT-CMC 20 modifizierten
Siliziumwafers; Inkubationszeit tycr.cuc: 20 h bei Raumtemperatur;
Bemerkung: Schichtdicke SiO,: 2.0 + 0.1 nm.

Als qualitative Methode zur Untersuchung der Belegungsdichte und deren
Fluktuationen von mit MCT-CMC modifizierten Si-Wafern, wurde die
Fluoreszenzmikroskopie verwendet.

Um eine MCT-CMC funktionalisierte Si-Oberflache abbilden zu kénnen wurde diese
zuerst mit Streptavidin-FITC (FITC: Fluorescein Isothiocyanat) derivatisiert und
anschlieend mit dem Fluoreszenzmikroskop abgebildet. Das Streptavidin-FITC
kann bei einer Wellenlange von Aex = 488 nm angeregt werden; das entsprechende
Emissionsmaximum liegt bei Aem = 520 nm.

Zur Anbindung des Streptavidin-FITCs (SA-FITC) wurde der MCT-CMC beschichtete
Siliziumwafer fur 20 h in eine 0.01%-ige Losung von SA-FITC in 10 mM Carbonat-
Puffer pH 8.0 bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Si-Wafer gespdult und unter

Stickstoffatmosphare getrocknet.
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Als Vergleichsprobe wurde ein APES-modifizierter Siliziumwafer ohne MCT-CMC
Beschichtung unter identischen Bedingungen in der SA-FITC Lésung inkubiert.

Um ein schnelles Ausbleichen des FTIC-Fluoreszenzfarbstoffs zu vermeiden, wurden
die Proben im Dunkeln aufbewahrt.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie, unter Verwendung des entsprechenden FITC-Filters
(siehe experimenteller Teil), wurden nun die zwei trockenen Proben abgebildet. Bei
der Vergleichsprobe konnte keine Fluoreszenz detektiert werden, da das
Streptavidin-FITC beim Spullvorgang ausgewaschen wurde.

Der schematische Schichtaufbau des SA-FITC modifizierten Si-Wafers und die
abgebildete Oberflache sind in Abbildung 5.25 (a) und (b) dargestellt.

In Abbildung 5.25 (b) ist sichtbar, dass nach Anregung des immobilisierten FITC-
Fluoreszenzfarbstoffs, die Oberflache gleichintensiv grun gefarbt ist. Dies spricht fur
eine gute Belegung des Si-Wafers mit SA-FITC und demzufolge auch mit MCT-CMC
20. Auch das gleichmaRige Ausbleichen des belichteten Spots (= runder Fleck)
(siehe Abb. 5.25 (c)) unterstitzt diese Annahme.

o, o, OH
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Abb. 5.25: (a) Schematischer Schichtaufbau eines SA-FITC modifizierten Si-Wafers;
(b) Fluoreszenzmikroskopische Abbildung eines mit SA-FITC modifizierten
MCT-CMC Si-Wafers; Messbedingungen: 400-fache Vergrélerung,
Belichtungszeit: 493 ms;

(c) Spot nach langerer Belichtungszeit.
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5.4 Zusammenfassung

Die Abscheidung von MTh-CMC 3, TSHP-CMC 6a/6b, HTSHP-CMC 8 und deren
reaktiven Analoga auf Goldoberflachen konnte in situ mittels Oberflachenplasmonen-
resonanzspektroskopie (SPR) erfolgreich verfolgt und untersucht werden. Dabei
konnten aus den SPR-Kinetiken der jeweiligen Derivate die Schichtdicken (d) und
Oberflachenbelegungen (") ermittelt werden. Diese liegen in einem Bereich zwischen
d = 1.2 bis 25nm entsprechend I = 1.19 bis 2.49 mg/cm?. Mit Hilfe
oberflachenanalytischer Methoden konnten Aussagen uber die Ausrichtung (FTIR-
ERS), Oberflachenbeschaffenheit (Kontaktwinkel), Belegungsdichte, Beweglichkeit,
Defekte und lIsolierungseigenschaften (CV- und EIS-Messungen) der adsorbierten
Monoschichten der Thio-CMC bzw. reaktiven Thio-CMC Derivaten getroffen werden.
Es ergab sich folgende Reihenfolge in der Belegungsdichte der Thio-CMC SAMs auf
Gold:

HTSHP-CMC 8 > TSHP-CMC (6a/6b) > MTh-CMC (3).

Die reaktiven Thio-CMC Derivaten zeigten die gleiche Tendenz in der Qualitat der

SAMs wie die entsprechenden Thio-CMC Derivate:
HTSHP'CMCreakt > TSHP'CMCreakt > MTh'CMCreakt

Mit Hilfe elektrochemischer Untersuchungsmethoden wie CV und vor allem EIS
konnte die Konzentrationsabhangigkeit bei der Beschichtung von Goldoberflachen
mit MTh-CMC 3 untersucht werden. So ergab sich eine bessere Bedeckung der
Goldoberflachen mit 3 nach Abscheidung aus einer 0.3%-igen LOsung als im Falle
einer 0.1%-igen Ldésung. Dieser Befund konnte durch die Annahme der freien
Beweglichkeit der Methylthio-Ankergruppe (aufgrund der koordinativen Bindung
zwischen Ankergruppe und Gold) und demzufolge auch der des Cellulosertckgrats
von 3 entlang der Goldoberflache, erklart werden.

Des Weiteren wurden die Isolierungseigenschaften des HTSHP-CMC-SAMs in
Abhangigkeit des Substitutionsgrades an Thiosulfatgruppen (DSthiosuitat) mittels EIS
untersucht. Es ergab sich folgende Reihenfolge in der Abschirmung der
Goldoberflache gegenuber Redoxreaktionen und demzufolge in der Qualitat dieser
SAMs auf Gold:
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HTSHP-CMC (DSthiosuat = 0.38) > HTSHP-CMC (DShiosurar = 0.23) ~ HTSHP-CMC
(DSthiosultat = 0.15).

Der Aufbau von funktionellen Thiocellulosederivaten auf Silberoberflachen wurde am
Beispiel der HTSHP-CMC 8 und der reaktiven MCT-HTSHP-CMC 17 gezeigt.

Mit Hilfe von EIS-Untersuchungen konnten sowohl die Reinigung von
Silberoberflachen als auch die Beschichtungsbedingungen fir Derivat 8 und 17
optimiert werden.

Durch SPR-Experimente konnten die Schichtdicken von 8 (d = 4.5 £ 0.5 nm) und 17
(d = 3.6 £ 0.2 nm) ermittelt werden. Diese sind fast doppelt so grofl3 wie die auf Gold,
wahrscheinlich aufgrund der Bildung einer Oxidschicht auf den Ag-Substraten, vor
und wahrend der Beschichtung mit den Cellulosederivaten. Anhand von
Langzeitmessungen (SPR-Experimente) konnte des Weiteren gezeigt werden dass
die Monoschichten von 8 und 17 zu einer sehr guten Passivierung der
Silberoberflachen fuhren. Anhand von Beschichtungsversuchen an Silberloffel erwies
sich die HTSHP-CMC 8 als geeignet zur antikorrosiven Beschichtung von

Silbergegenstanden.

Der Aufbau von Monoschichten auf Silizium- und Glasoberflachen erfolgte durch
Abscheidung der reaktiven MCT-CMC 20 aus wassriger Losung auf mit APES (3-
Aminopropyltriethoxysilan) funktionalisierten Silizium- bzw. Glasoberflachen. Mittels
Ellipsometrie konnte der Schichtaufbau verfolgt werden und die Dicke der jeweiligen
Schichten berechnet werden. Fur die MCT-CMC Schicht wurde eine Dicke von d =
3.46 + 0.20 nm ermittelt die in guter Ubereinstimmung mit den Dicken der
Monoschichten auf Gold ist. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigten
dass die Silizium-Oberflachen eine gleichmalige Bedeckung mit MCT-CMC 20

aufweisen.
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6. Molekulare Erkennung an reaktiven Cellulosederivate

Monoschichten

6.1 Einleitung

Das Immunsystem und die Enzym-Substrat Erkennung sind Beispiele fir naturliche,

(273, 2741 7um besseren

spezialisierte und hoch affine Erkennungssysteme
Verstandnis solcher physiologischen Erkennungsvorgangen versucht die Forschung
der letzten Jahre verstarkt solche Rezeptor-Ligand-Systeme an Oberflachen zu

binden und durch spezifische Detektionsmethoden zu untersuchen #74,

Immunosensoren sind ligandaffinitats-messende Sensoren, bei denen immuno-
chemische Reaktionen (Antigen-Antikdrper Wechselwirkung) Uber eine Transducer-
schaltung aufgezeichnet werden 932752771

Als Substrate zur Anbindung von Antigenen bzw. AntikOpern auf Sensoroberflachen
werden allgemein Alkanthiol- "8 und Polymer-Schichtsysteme """ verwendet.
Diese besitzen die notwendigen Funktionalititen (z. B: COOH) die vor der
Ankniipfung der Proteine aktiviert werden miissen 82781,

Eine Vielzahl an Transducern fur die Immunosensorik ist heutzutage bekannt. Die

(119, 279-281, 2821 44er mechano-akustischen

meisten basieren auf optischen
Phanomenen 1% 2328% Einige Gerate die solche Transducer benutzen, z. B. das
Biacore System [''% 2% sind handelsiiblich erhaltlich.

Eine alternative Methode zur Detektion der Antigen-Antikorper Bindung kann aber
auch die Messung der elektrischen Kapazitét dieser Rezeptor Schichten sein 287 2881,
Auf dem Gebiet solcher kapazitiven Immunosensoren sind auch Arbeiten von Mirsky
et al. 28 2% ynd Pyun et al. °* zu nennen.

Nach den DNA-Microarrays rucken Protein-Arrays immer mehr in den Mittelpunkt des
Interesses. Dabei spielt die Immobilisierung eine immer grofRere Rolle.

Die Eignung von reaktiven Thio-CMC Derivaten als Substrate zur Anbindung von
Proteinen und die anschlieffende Untersuchung deren Erkennungsreaktionen, soll in
diesem Kapitel anhand des Antikérper-Antigen Affinitatssystems Anti-BSA (aBSA)-

BSA (BSA: Bovine Serum Albumine; Rinderserum-Albumin) gezeigt werden.
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Die Immobilisierung des aBSA bzw. BSA an reaktiven Thio-CMC Monoschichten auf
Gold- bzw. Silberoberflachen und die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen
aBSA und BSA soll in situ mittels SPR-Spektroskopie verfolgt werden.

6.2 Affinitatssystem: Anti-BSA-BSA

Antikorper: Anti-BSA

Eine wichtige Rolle bei der Bekampfung makromolekularer Fremdsubstanzen
(Antigene) im Korper spielt die humorale Immunitat, die durch Antikdrper vermittelt
wird. Antikorper sind eine Klasse von Proteinen, die synonym auch als
Immunglobuline  bezeichnet werden. Sie sind eine der wichtigsten
Proteinkomponenten des Blutes und machen etwa 20% aller Plasmaproteine aus

%71 Sje werden ausschlieRlich von B-Lymphozyten hergestellt.

Die Grundstruktur eines Antikdrpermolekils besteht aus vier Polypeptidketten (Abb.
6.1). Zwei identische leichte Ketten (L-Ketten) aus jeweils ca. 220 Aminosauren und
zwei identische schwere Ketten (H-Ketten) aus jeweils ca. 450-600 Aminosauren.

Es gibt nur zwei Arten von L-Ketten, die k und die | Ketten. Im Gegensatz dazu gibt
es 5 Hauptklassen von H-Ketten, die man als Isotypen bezeichnet. Sie bestimmen
die funktionellen Immunglobulinklassen eines Antikérpermolekils, und werden als
IgM, IgD, IgG, IgA und IgE gekennzeichnet. IgG hat eine schwere Kette vom Typus y
(weil griechisch fur g = y), IgM eine vom Typus p (weil griechisch fur m = p), usw. Die
H-Ketten und L-Ketten werden untereinander durch Disulfidbricken zusammen-
gehalten (siehe Abb. 6.1).

Die Struktur des Antikorpermolekuls wurde durch Rontgenstrukturanalyse bestimmt
und ist Y-formig (siehe Abb. 6.1). Jede Kette ist in getrennten Doméanen aufgefaltet,
die Unterregionen von etwa 110 Aminosduren entsprechen. Die obersten 4
Domanen haben stark variierende Sequenzen: diese Region heildt die variable
Region (Domanen VH und VL). Die weiteren Regionen haben konstante Domanen
(CH und CL), die typisch sind fur den Isotyp (H-Kette) oder fur die k- oder |-Kette (L-
Kette).
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variable /[N Fab [
Regionen
Konstante
Regionen
Bl Schwere Kette
[ Leichte Kette
I S-S-Briicken
\ Bl Kohlenhydrate

Abb. 6.1: Struktur eines IgG Antikorpers.

Mit Hilfe eines proteolytischen Enzyms (Papain), das Polypeptidsequenzen an einer
bestimmten Aminosaure oder Aminosauresequenz spaltet, werden Antikorper in zwei
Fragmenten zerteilt: das Fab-Fragment (= variablen Enden des Antikorpers),
welches das Antigen binden kann, und das Fc-Fragment, das an zellulare
Rezeptoren bindet.

In jeder variablen Region (Fab) gibt es des Weiteren drei Bereiche mit hypervariabler
Aminosauresequenz, den komplementaritatsbestimmenden Regionen
(Complementarity Determining Regions, CDR) 292,

Diese sechs CDRs, die aus ca. 50 Aminosauren bestehen, bilden die Region des

Antikorpers, an welcher das Antigen gebunden wird (Paratop).

Das verwendete Anti-BSA (aBSA) ist ein typisches Antikorpermolekul der 1gG-
Klasse. Es ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 150 kDa
(Kilodalton).

Abb. 6.2: Struktur des aBSA (IgG).
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Antigen: BSA

Antigene sind Stoffe der belebten oder unbelebten Umwelt, gegen die in einem
Organismus Antikorper gebildet werden. Die genaue Stelle (Paratop, etwa 3-4
Aminosauren oder Kohlenhydratreste grof3) an die der Antikdrper (Ak) bindet heif3t
antigene Determinante oder Epitop. Verschiedene Antikdrper binden an
verschiedene Antigendeterminanten, da jeder Ak spezifisch fur eine bestimmte Stelle
des Antigens ist. Wichtige Induktoren der Antikorperproduktion sind
Mikroorganismen, wie Bakterien, welche in den Organismus eindringen. Jedes
Antikorpermolekul verbindet sich nur mit einer bestimmten Antigendeterminante
eines der Proteine oder Kohlenhydratreste des Mikroorganismus. Da dieser hunderte
verschiedene solcher Epitope synthetisiert bedeutet das, dass Mikroorganismen die
Produktion vieler verschiedener Antikdrper gleichzeitig induzieren.

Ein Antigen muss folgende Eigenschaften besitzen: zum einen soll es an der
Oberflache Strukturen tragen, welche dem Immunsystem fremd sind, zum anderen
eine besondere Struktur aufweisen, welche nicht zu einfach sein darf. Des Weiteren
soll es ein Molekulargewicht von mindestens 15 kDa besitzen. Es gibt auch kleinere
Antigene (die so genannten Haptene), die in Verbindung mit anderen Proteinen
dennoch zur Antikorperbildung Anlass geben. Antigene sollen letztendlich
phagozytiert und enzymatisch abgebaut werden kdénnen und in genugend hoher
Konzentration vorliegen.

Die klinisch wichtigsten Antigene sind die zellularen (z.B.: Bakterien, Viren) und

hochmolekularen (z.B. Glykoproteine, Nukleinsauren) Antigene.

Das verwendete BSA gehort zu der Klasse der hochmolekularen Antigene mit einer
Molmasse von 66 kDa. Die Struktur und Dimensionen des BSAs sind in Abbildung

6.3 dargestellt.

5.97 x9.70 x 5.97 nm

Abb. 6.3: Bandstruktur (a-Helices) und Dimensionen des BSA Antigens 2%,
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6.3 Antigen-Antikorper Bindung

Bei der Annaherung zweier Proteine (Antigen und Antikorper) in Losung treten
unspezifische AbstolRungskrafte aufgrund der hydrophilen Natur der beiden
solvatisierten Molekille auf. Diese repulsiven Krafte haben eine Reichweite von ca. 2-
3 nm.

Damit eine Wechselwirkung zwischen Antigen und Antikorper auftreten kann,
mussen diese Krafte durch entsprechend langreichweitige (>3 nm) Anziehungskrafte
liberwunden werden ?®. Die wichtigsten Kréfte fiir eine primare Anziehung zwischen
Epitop und Paratop sind hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen. Die
treibende Kraft fur die hydrophobe Anziehung solvatisierter Verbindungen liegt in der
freien Enthalpie der Kohasion von Wasser, die durch intermolekulare
Wasserstoffbrickenbindungen hervorgerufen wird. Abhangig vom betrachteten
Molekul kann dieser Effekt Uberwiegend ein entropischer, enthalpischer oder eine
Mischung aus beiden Effekten sein #*°!. Die Reichweite dieser Kréfte liegt dabei im
Bereich von 3-10 nm.

Die elektrostatischen Coulomb-Wechselwirkungen beruhen auf der elektrostatischen
Anziehung zwischen gegensatzlich geladenen Gruppen des Epitops und Paratops.
Diese Wechselwirkungen sind abhangig vom Abstand der beiden Molekile (Tabelle
6.1) und der Dielektrizitatskonstante. Somit hangen sie auch von der lonenstarke und
dem pH-Wert des umgebenden Mediums (Tabelle 6.1) ab.

Tabelle 6.1:  Abhangigkeit der Orientierungskrafte von der Ladung (q) bzw. Dipolmoment
(M) und dem Abstand (r).

Wechselwirkung Eattr.

(gemittelt Gber alle Orientierungen)

1
Monopol — Monopol ~_ 1 %l
ggg I
2 2 2
Monopol — Dipol ._[ij 1lq il
esy ) T r

1 2 1 2.2
Dipol — Dipol ~[ J — AL
gy ) T




6. Molekulare Erkennung an reaktiven Cellulosederivate Monoschichten 152

Die Bindung des Antigens an den Antikdrper beruht also wie oben aufgeflhrt auf der
Ausbildung vieler schwacher, nicht kovalenter Bindungen, wie hydrophober
Wechselwirkungen, Wasserstoffbriucken, van der Waals Krafte und lonenbindungen.
Die Reaktion eines einzelnen Epitops eines Antigens (Ag) mit einer einzelnen

Antigenbindungsstelle des Antikdrpers (Ak) kann ausgedrickt werden als:

kass
Ag + Ak =—= Ag Ak (6-1)

diss

Aus dem Massenwirkungsgesetz ergibt sich damit fur die Affinitatskonstante

folgende Gleichung:

_ ks _ [AgAK]
o kdiss B [Ag][Ak]

(6-2)

Dabei ist oftmals die Energie, die zur Dissoziation eines Antigen-Antikdrper-
Komplexes notwendig ist, grof3er als die Energie, die aus der Assoziationsreaktion
gewonnen werden kann. Dieses Phanomen wird als Hysterese bezeichnet und wird

durch Ausbildung von zusatzlichen sekundaren Bindungen begriindet 2%,

Die Werte fiir die Affinitatskonstante liegen iblicherweise im Bereich zwischen 10*
I/mol (niedrigaffin) und 10" I/mol (hochaffin).

6.4 Antikorper-Antigen  Affinitatsexperimente an reaktiven

Cellulose-Monoschichten auf Gold und Silber

Die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Anti-BSA (aBSA) und BSA erfolgte
nach Anbindung einer der beiden Komponenten (BSA oder aBSA) an eine reaktive
Cellulose-Monoschicht auf Gold oder Silber.

Als Substrate zur kovalenten Anknupfung von BSA bzw. aBSA wurden der NHS-
Aktivester 16 (TSHP-CMC-NHS) und das Monochlortriazinyl-Derivat 17 (MCT-
HTSHP-CMC) eingesetzt.

Die spezifische (=kovalente) Immobilisierung von Antigen bzw. AntikGrper an das
reaktive Cellulose-Substrat als auch die anschlielenden Affinitatsexperimente

wurden in situ mittels SPR-Spektroskopie verfolgt.
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6.4.1 Unspezifische Bindung von BSA an einer HTSHP-CMC beschichteten
Goldoberflache

Um auf eine kovalente Immobilisierung des BSAs bzw. aBSAs an reaktive Cellulose-
Monoschichten ruckschlieRen zu konnen ist es entscheidend das Ausmald an
unspezifischer Bindung (elektrostatische, hydrophobe Wechselwirkungen) dieser
Proteine an den Cellulose-Monoschichten auf Gold oder Silber zu kennen. Vor allem
ist das BSA fur starke unspezifische Wechselwirkungen mit Materialien wie Glas

oder hydrophobisiertem Glas bekannt 7272,

Um das Ausmal der unspezifischen Bindung zu untersuchen, wurde das BSA an
nicht reaktive Thio-CMC Schichten adsorbiert und die Adsorptionskinetik mittels

SPR-Spektroskopie verfolgt.
In Abbildung 6.4 ist die Adsorptionskinetik von BSA an einer mit Thiosulfat-CMC
Derivat 8 (HTSHP-CMC) beschichteten Au-Oberflache gezeigt.

HTSHP-CMC

PB-T
Hzol ‘ BSA PB-T PB-T
1717 |

1 ]
Il 1 |

79,6 l .
34 68 pl/min

79,24

78,8

78,4

Resonanzwinkel / ©

78,0

130 mdeg._.dBSA <1nm

77,6

0 40 80 120 160 200 240 280
Zeit / min
Abb. 6.4: Adsorptionskinetik von BSA an einer HTSHP-CMC funktionalisierten Au-
Oberflache; Konzentration an BSA: 0.5%-ig in 10 mM PBS-Puffer pH 7.2 (PBS:
Phosphat-Puffer + 0.15 M KCI); PB-T: 10 mM PBS-Puffer + 0.5% Tween-20.

Die Abscheidung der HTSHP-CMC 8 (DSthiosutat = 0.15) auf Gold erfolgte aus einer
0.1%-igen Lésung von 8 in 0.2 M Zitronensaure bei einer Flussrate von 34 pl/min.
Nach Ausbildung des HTSHP-CMC SAMs auf Gold wurde das Laufmittel von
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Wasser auf 10 mM PB-T Puffer pH 7.2 umgestellt, gefolgt von der Adsorption des
BSAs aus einer 0.5%igen Losung von BSA in 10 mM PBS-Puffer pH 7.2. Die
Desorptionskinetik in Abbildung 6.4 zeigt, dass das BSA langsam dissoziiert. Die
verbleibende BSA-Schichtdicke war kleiner als 1 nm. Diese entspricht einer sehr
niedrigen unspezifischen Adsorption des BSAs an die Thio-CMC Schicht.

Das BSA zeigt gegenuber der Bisthiosulfat-CMC 6 (TSHP-CMC) das gleiche
Adsorptionsverhalten. Die adsorbierte BSA Schicht zeigte auch hier eine

Schichtdicke von weniger als 1 nm.

6.4.2 Allgemeiner Aufbau eines Immunosensors auf Basis von reaktiven

Cellulosederivaten

Nachdem gezeigt werden konnte dass das BSA sehr niedrige unspezifische
Wechselwirkungen mit Cellulose-Monoschichten eingeht, wurde ein Immunsensor
auf Basis von reaktiven Cellulosederivaten (TSHP-CMC-NHS 16 und MCT-HTSHP-
CMC 17) auf Gold und Silber aufgebaut.

Der allgemeine Schichtaufbau umfasst drei Durchfuhrungsschritte:

1. Abscheidung der reaktiven Thio-CMC auf Gold oder Silber

2. Immobilisierung des Antikérper oder Antigens an der reaktiven Cellulose-
Monoschicht

3. Deaktivierung der restlichen Reaktivgruppen der Cellulose-Monoschicht mit

Taurin oder Ethanolamin

1. Abscheidung der reaktiven Thio-CMC auf Gold oder Silber

Im ersten Schritt des Aufbaus wurde die reaktive Thio-CMC aus wassriger Losung
auf die Gold (Au)- oder Silber (Ag)-Oberflache abgeschieden.

Die Ausbildung des TSHP-CMC-NHS SAMs erfolgte aufgrund der Saure/Base-
Labilitat der N-Hydroxysuccinimid-Gruppe, ohne Voraktivierung der Thiosulfat-
Gruppen, bei pH 7.0. Die Abscheidung von MCT-HTSHP-CMC 17 wurde durch saure
Aktivierung der Thiosulfat-Gruppen erreicht (pH 2.0).

Schema 6.1 zeigt die schematische Abscheidung am Beispiel der MCT-HTSHP-CMC
17 auf eine Au- oder Ag-Oberflache.

Bei der Beschichtung der Au- bzw. Ag-Oberflachen mit den reaktiven Thio-CMC

Derivaten wurde darauf geachtet, dass die zur Verfligung stehende Oberflache
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(definiert durch die Messzelle) mit dem entsprechenden Derivat vollstandig belegt

wird, da Proteine auch an Au- bzw. Ag-Oberflachen unspezifisch haften konnen.

5 %
\ Au, Ag | e o ) -5 }OH }OH
Glas \ + / 0} o o
RO O
OH OH
is T L
CIJ\\N)\CP L I
Au, Ag
MCT-HTSHP-CMC 17
Glas

Schema 6.1: Abscheidung von MCT-HTSHP-CMC 17 auf eine Au- bzw. Ag-Oberflache;
Schichtdicke und Oberflachenbelegung von 17 auf Gold: dycr-nrsHp-cmc = 1.80
+0.20 nm, I = 1.79 # 0.20 mg/m?.

2. Immobilisierung des Antikérper oder Antigens an die reaktive Cellulose-
Monoschicht

Die Immobilisierung des aBSA oder BSA an die reaktive Cellulose-Monoschicht

erfolgte durch die Reaktion der freien Aminofunktionen der Lysin-Reste an der

Peripherie des aBSAs oder BSAs !'?”), mit den NHS-Gruppen von Derivat 16 bzw. mit

dem CIl-Atomen der MCT-Gruppen von Derivat 17 (Schema 6.2).

NH,

10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0

Au, Ag Au, Ag
Glas Glas

Schema 6.2: Immobilisierung eines Antikoérpers (z. B.: aBSA) an einer mit MCT-HTSHP-
CMC funktionalisierten Au- bzw. Ag-Oberflache; X: MCT-Gruppe.

Die Immobilisierung kann mit oder ohne vorherige Anreicherung der Proteine (aBSA

bzw. BSA) auf der reaktiven Cellulose-Matrix stattfinden.
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Das Schlusselprinzip der Immobilisierung mit vorheriger Anreicherung ist die
Ausnutzung von elektrostatischen Anziehungskraften zwischen Protein und Matrix.
Dazu wird das Protein in einer Pufferldosung mit niedriger lonenstarke gelost, die
einen pH-Wert besitzt der etwas niedriger ist als der isoelektrische Punkt des
Proteins (pH((BSA): 4.7 bzw. pHi(aBSA): 5.5 ?*). Infolgedessen wird das nun positiv
geladene Protein auf der Cellulose-Matrix, die negativ geladene Gruppen tragt (z.B:
Carboxymethyl, MCT) angereichert. Diese Anreicherung des Proteins auf der
Cellulose-Matrix gewahrleistet eine effiziente und schnelle kovalente Immobilisierung
des Proteins an die Matrix, kann aber gleichzeitig unter gewissen Umstanden auch
zu einer Erhéhung der unspezifischen Bindung (= elektrostatische
Wechselwirkungen) zwischen Protein und Matrix fuhren. Dieses Problem kann
jedoch durch Verwendung von optimierten Puffer-Losungen (z.B.: PB-T-Puffer, siehe
Kapitel 6.4.1) vermieden werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das BSA bzw. aBSA sowohl ohne als auch mit

vorheriger Anreicherung immobilisiert.

3. Deaktivierung der restlichen Reaktivgruppen der Cellulose-Monoschicht mit

Taurin oder Ethanolamin

Nach der Immobilisierung des aBSA bzw. BSA muss gewahrleistet sein das alle
reaktiven Gruppen umgesetzt werden, um beim anschlielenden Affinitatsexperiment
das kovalente Anbinden des Analyten (BSA bzw. aBSA) zu vermeiden. Dazu kénnen
die nicht umgesetzten reaktiven Gruppen der Cellulose-Matrix mit Taurin (HoN-CH»-
CH>-SO3’) oder Ethanolamin (H2N-CH>-CH2-OH) umgesetzt und dadurch deaktiviert

werden, wie in Schema 6.3 gezeigt.

HZN/\/SO3-

10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0

Py
Y

Au, Ag Au, Ag
Glas Glas

Schema 6.3: Deaktivierung der reaktiven MCT-Gruppen des MCT-HTSHP-CMC SAMS

mittels Taurin nach Immobilisierung des aBSAs.
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6.4.3 Konsekutive aBSA-BSA Affinitatsexperimente an einer mit TSHP-CMC-
NHS beschichteten Goldoberflache

Nach dem in Kapitel 6.4.2 beschriebenen allgemeinen Aufbau eines Immunsensors
auf Basis von reaktiven Cellulosederivaten wurde nun das BSA an einer TSHP-CMC-
NHS Matrix auf Gold kovalent gebunden (Abb. 6.5).

spulen splilen spulen
(CB-Puffer) (PB-T) (PB-T)
69,7 - TSHP-CMC-NHS BSA | Taurin

] | i T B

69,6

69,5
69,4 -
69,3

69,2—. J/-’—l_“-
69,1- —

T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Zeit / min

Resonanzwinkel (6) /°

Abb. 6.5: Adsorptionskinetik von BSA an einer TSHP-CMC-NHS funktionalisierten Au-
Oberflache; Konzentration an BSA: 0.5%-ig in 10 mM Carbonat-Puffer (CB-
Puffer) pH 8.0; Taurin: 0.1 M in 10 mM CB-Puffer pH 8.0.

Der BSA-Schichtaufbau und die anschlieBenden Affinitatsmessungen wurden mit
Hilfe eines thermostatisierten SPR-Spektrometers mit Spreeta™ Sensoreinheit der
Firma Texas Instruments bei 37°C durchgefuhrt.

Zuerst erfolgte die Abscheidung der reaktiven Bisthiosulfat-CMC 16 aus wassriger
Losung (0.3%-ige Losung von 16 in H,O) auf die Goldoberflache. Um eine gute
Bedeckung der Au-Oberflache mit dem Cellulosederivat zu gewahrleisten, wurde die
wassrige Losung von 16 mit einem Fluss von 1 ml/min an die Oberflache
transportiert, anschlie®end der Fluss gestoppt (= statische Bedingungen), und die
wassrige Losung fur zwei Stunden zur SAM-Bildung auf die Au-Oberflache einwirken
gelassen. Danach wurden die durch Physisorption haftenden Cellulose-Molekule mit
10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0 abgespult (Flussrate: 1ml/min) (siehe Abb. 6.5).

Die Immobilisierung des BSAs an die reaktive Monoschicht von 16 wurde ohne
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Anreicherung des Proteins (siehe Kapitel 6.4.2) durchgefihrt. Die Kupplung erfolgte
durch die Reaktion der freien Aminofunktionen des BSA mit den NHS-Gruppen der
Monoschicht von TSHP-CMC-NHS in 10 mM CB-Puffer bei pH 8.0. Auch hier wurde,
wie im Falle der Cellulose 16, die BSA-Losung (Abb. 6.5) zuerst an die Oberflache
transportiert (Fluss: 1 ml/min) und unter statischen Bedingungen (Einwirkungszeit:
1 h) immobilisiert. Danach erfolgte die Spilung der Oberflache mit PB-T Puffer
(Flussrate: 1ml/min) um den unspezifisch ,gebundenen“ Anteil zu beseitigen.
Anschlie3end erfolgte die Deaktivierung der nicht umgesetzten reaktiven NHS-
Gruppen mit Taurin. Aus der Abbildung 6.5 ist zu beobachten dass aufgrund der sehr
guten Belegung der Oberflache mit BSA, der Anteil an gebundenem Taurin sehr

gering ausfallt.

Durch in situ SPR-Spektroskopie wurden nun konsekutive Bindungsexperimente des
aBSAs an das immobilisierte BSA verfolgt.

Dazu wurde das aBSA mit steigender Konzentration (2.5-100 pg/ml) auf die BSA-
Oberflache injiziert und der jeweilige Schichtzwachs (A6) gemessen (siehe Abb. 6.6
(@)). Durch die Darstellung der gemessenen AB-Werte als Funktion der eingesetzten
aBSA Konzentrationen erhdlt man eine typische Sattigungskurve aus der die
apparente Assoziationskonstante K, app. der Komplexbildung zwischen aBSA und
BSA ermittelt werden kann (siehe Abb. 6.6 (b)).

Die Bestimmung von Ka app erfolgte aus der Sattigungskurve in Abbildung 6.6 (b) und
ist die Konzentration an aBSA die der Hélfte des AO-Sattigungwertes (ABmax)

entspricht.

Anti-BSA (Konz)
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Abb. 6.6: (a) SPR-Kinetik der konsekutiven aBSA-BSA Komplexbildung;
(b) Sattigungskurve AO = f(Cassa) zur Bestimmung der Assoziationskonstante

Ka, app-
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Zur Erlduterung: AB-Sattigung = AOmax = 111.52 mdeg = 72 AOmax = 55.76 mdeg;

Die Konzentration an aBSA (cassa) der einem A6-Wert = 55.76 mdeg entspricht =
CaBsa = 27.82 ug/ml,;

1
Cagsa = 27.82 pg/ml = 1.85 . 107 mol/l = Ka.app = E-lo7 l/mol = 0.54 « 10" I/mol
= Kaapp = 5.40 « 10° I/mol oder Kj, app = 5.40 . 10° M

Die berechnete Assoziationskonstante von Kaa,, = 5.40.10° M7 ist in guter

Ubereinstimmung mit literaturbekannten K,-Werten 2%,

6.4.4 Regenerative BSA-aBSA Affinitatsexperimente an einer mit MCT-HTSHP-
CMC beschichteten Silberoberflache

Zum ersten Mal sollte ebenso versucht werden mittels SPR-Spektroskopie (als
Transducer) ein Immunsensor auf Basis von reaktiven Cellulosederivaten auf

Silberoberflachen aufzubauen.

Zum Aufbau eines Immunsensors auf Silber eignen sich vor allem die reaktiven
Derivate der Thiosulfat-CMC, HTSHP-CMC, am besten.

In Kapitel 5.2.4 konnte gezeigt werden dass Monoschichten der HTSHP-CMC 8 auf
Silber dessen Oxidation passivieren und sich damit als ultradiinner Korrosionsschutz
fur Silber eignen. Diese Eigenschaft ist die Voraussetzung zur Verwendung der
reaktiven HTSHP-CMC Derivate als Substrate zum Aufbau von Sensoren auf

Silberoberflachen.

Im Folgenden soll die Immobilisierung des aBSAs an einer MCT-HTSHP-CMC Matrix
auf Silber erlautert und anschlieend regenerative Bindungsexperimente mit BSA
gezeigt werden.

Der aBSA-Schichtaufbau und die anschlieBenden Affinitatsmessungen wurden mit
Hilfe eines Dual-SPR-Spektrometers (AK Knoll, MPI Polymerforschung Mainz) bei
zwei Wellenlangen: Amax: 633 nm (roter Laser) und Amax: 473 nm (blauer Laser)
durchgefuhrt.

Aufgrund der schnellen Oxidation der verwendeten Ag-Substrate (dag = 33 nm)

wurden diese direkt nach dem Bedampfen in die wassrige Losung von MCT-HTSHP-
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CMC 17 flr 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Abscheidung der reaktiven Cellulose erfolgte durch Aktivierung der Thiosulfat-
Gruppen mittels TCEP.

Die Immobilisierung des aBSAs an die reaktive Monoschicht von 17 wurde mit und
ohne Anreicherung durchgeflhrt.

Bei der Immobilisierung mit Anreicherung wurde das aBSA (0.05%-ig) in 10 mM
Acetat-Puffer pH 5.0 (pH|(aBSA) = 5.5) geldst und an die mit MCT-HTSHP-CMC 17
modifizierten Silberoberflache gekuppelt (Dauer: 1 h, statische Bedingungen). Der
unspezifisch gebunden Anteil an aBSA wurde auch hier wieder mit PB-T Puffer
abgespult gefolgt von der Deaktivierung der restlichen reaktiven Gruppen mit Taurin
(Abb. 6.7 (a) und (b)).

PB-T Anti-BSA PB-T Taurin PB-T

L

SOy

r 17

55,4 4
55,2

55,0 1

Resonanzwinkel / °

54,8 4
54,6 4

54,4 -

54,2 4

Zeit / min

(a) (b)
Abb. 6.7: (a) Schematische Darstellung eines aBSA-Immunsensors auf Silber (X: MCT-
Gruppen von Derivat 17, Y: aBSA, Taurin: H,N-(CH,)>-SO3’;
(b) Adsorptionskinetik von aBSA an einer MCT-HTSHP-CMC funktionalisierten
Ag-Oberflache gemessen bei Anax: 633 nm (roter Laser); aBSA: 0.05%-ig in
10 mM Acetat-Puffer pH 5.0; Taurin: 0.1 M in 10 mM CB-Puffer pH 8.0.

Die Immobilisierung ohne Anreicherung erfolgte durch Abscheidung des aBSA
(0.05%-ig) aus einer 10 mM Carbonat-Puffer Losung pH 8.0. Der Vergleich der
Kinetiken in Abbildung 6.8 zeigt eindeutig dass die Immobilisierung mit Anreicherung
(blaue Kinetik) zu einer etwa doppelt so hohen Belegungsdichte mit aBSA flhrt als

die ohne Anreicherung (schwarze Kinetik).
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Abb. 6.8: Immobilisierung von aBSA an einer MCT-HTSHP-CMC funktionalisierten Ag-

Oberflache, mit (blaue Kinetik) und ohne (schwarze Kinetik) Anreicherung,

gemessen bei Ayax = 473 nm (blauer Laser); aBSA-Lésung: 0.05%-ig in 10 mM

Acetat-Puffer pH 5.0 (Abscheidung mit Anreicherung) bzw. 10 mM Carbonat-
Puffer pH 8.0 (Abscheidung ohne Anreicherung); Taurin: 0.1 M in 10 mM CB-

Puffer pH 8.0.

Nach Immobilisierung von aBSA sollte die Wechselwirkung mit dem Antigen BSA

mittels SPR untersucht werden. Dabei sollte Uberprift werden ob die

Wechselwirkung zwischen aBSA und BSA regenerierbar ist, wie in Schema 6.4

dargestellt.

Ag

Glas

/NH } Bindung ” Regeneration

Schema 6.4: Schematische Darstellung der regenerativen Wechselwirkung zwischen BSA

und aBSA (Y).
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Die regenerativen SPR-Bindungsexperimente zwischen BSA und aBSA immobilisiert
an einer reaktiven MCT-HTSHP-CMC Monoschicht sind in Abbildung 6.9 gezeigt.

In der SPR-Kinetik in Abbildung 6.9 (a) ist zu sehen, dass zuerst die Bindung des
BSAs an die immobilisierte aBSA Schicht erfolgt (I. BSA). Fur die adsorbierte BSA
Schicht konnte eine Schichtdicke von d = 2.3 nm berechnet werden.

Durch Spullen mit PB-T Puffer zeigt die Adsorptionskinetik des BSAs eine
kontinuierliche Abnahme aufgrund der Dissoziation der Bindung zwischen BSA und
aBSA. Die Wechselwirkung zwischen BSA und aBSA konnte anschlielend mit einer
wassrigen SDS Loésung (SDS: Sodium Dodecyl Sulfate; 0.5%-ig in H,O) vollstandig
regeneriert werden.

Regeneration

Dissoziation\l
Bindung ﬂ
| - ——
I. BSA Il. BSA
PB-T! PB-T | | PB-T PB-T
! i
L ‘ [y | |
T T 1T 10 1T 1
54,85
. SDS SDS
T 54,80 e
= -
2
% 54,754
C
2
& 54,70 - 2.3 nm 2.1 nm
54,65
54,60 - L | —
54,55 T T T T T T T T T T T T T 1
100 120 140 225 240 255 270
Zeit / min
(@)

Abb.6.9: (a) SPR-Kinetik der regenerativen molekularen Erkennung zwischen BSA und
aBSA gemessen bei L.x: 633 nm; Konzentration an BSA: 0.5%-ig in 10 mM
PBS-Puffer.

Die vollstdndige Regeneration der Bindung zwischen BSA und aBSA belegen
deutlich auch die entsprechenden Reflektivitdtskurven in Abbildung 6.9 (b): nach
Adsorption des BSAs an die aBSA Schicht (=== |. BSA), verschiebt sich die
entsprechende Reflektivitatskurve nach dem Spulen mit der wassrigen SDS-Lésung

(==== Regeneration) und uberlagert mit der Anfangs-Reflektivitatskurve (=== Spulen
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mit PB-T), vor der Bindung des BSAs. Die Bindungs- und Regenerationsversuche
zwischen BSA und aBSA konnten mehrmals wiederholt werden, wie aus Abbildung
6.9 (a)- zweite BSA Bindung (Il.BSA) und 6.9 (c) —zweite Regeneration, zu

entnehmen ist.

—— Spiilen mit PB-T —— Spiilen mit PB-T

- %-iq i -
—— 1. BSA (0.5%-ig in PBS-Puffer) Il. BSA (0.5%-ig in PBS-Puffer)

———— 1 i 0, H illi
- Regeneration mit 0.5% SDS in HyO (MilliQ) Regeneration mit 0.5% SDS in Hy0 (MilliQ)

0,8+

0,8

0,64
0,6

Reflektivitat

Reflektivitat

0,4 1
0,4

024 0,2 1

010 T T T T 1 0 4 0 T T T T
45 48 51 54 57 60 45 48 51 54 57 60

Winkel (6) / ° Winkel (6) / °

(b) (c)

Abb.6.9: (b) Reflektivitatskurven der ersten BSA Adsorption und Regeneration mit SDS:

(c) Reflektivitatskurven der zweiten BSA Adsorption und Regeneration mit SDS.

Der Vorteil eines Immunsensor-Aufbaus auf Silber liegt zum einen in der glnstigeren
Herstellung, zum anderen und vor allem in der Erhdhung der Empfindlichkeit der
SPR-Messungen im Vergleich zu den Messungen auf Gold

Die Empfindlichkeitserhbhung lasst sich aus der Gegenlberstellung der
Reflektivitatskurven fur das System BSA / aBSA immobiisiert, gemessen bei Amax: 633
nm (roter Laser) und bei Amax: 473 nm (blauer Laser), der charakteristischen
Wellenlange zur Anregung der Silber-Plasmonen (siehe Abbildung 6.10),
entnehmen. Die experimentellen Reflektivitatskurven in Abbildung 6.10 erlauben die
Bestimmung des Schichtzuwachses A8assaimm) und ABgssa bei den zwei oben
genannten Wellenlangen und daraus auch die Schichtdicken von aBSA und BSA.
Man erhalt fur das immobilisierte aBSA und anschliel3end fur das adsorbierte BSA,
gemessen bei Avax = 473 nm, ein AB-Wert von AB473 (aBSA): 800mdeg bzw. AB473
(BSA): 650 mdeg die um den Faktor (EF) 2.4 bzw. 2.8 hoher sind als die gemessen

bei Amax = 633 nm. Diese GrofRen sind in Tabelle 6.2 zusammengestellit.
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Abb.6.10: SPR-Reflektivitatskurven der aBSA Immobilisierung (===0,) an die reaktive

Monoschicht von Cellulosederivat 17 (===0,) und der anschlieRenden BSA

Adsorption (=== 03), gemessen bei Ayax = 633 nm und Ayax = 473 nm.

Tabelle 6.2:  Schichtzuwachs A0 fur das Anti-BSA (aBSA) und BSA gemessen bei Ayax =
633 nm und Ayax = 473 nm und die daraus berechneten
Empfindlichkeitsfaktoren (EF) und Schichtdicken (d); es gilt:

ADg33/ 473(aBSA) = 6, - 01; ADg33/473(BSA) = 63 - 05;
A6473 = EF x A9633.
ABg33 [mdeg]  AB473 [mdeg] EF d [nm]
aBSA 340 800 24 47 +0.3
BSA 230 650 2.8 2.3+0.3

Man kann somit schlussfolgern, dass durch SPR-Messungen an Silberoberflachen

unter Verwendung des Lasers mit der Wellenlange Aumax = 473 nm, charakteristisch

fur die Anregung von Silber-Plasmonen, eine bis zu 3-fache Steigerung der

Empfindlichkeit gegenuber der Silber- / Gold-Plasmonen angeregt bei Ayax = 633 nm
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erzielt werden kann. Die Gegenuberstellung der SPR-Kinetiken in Abbildung 6.11 (a)
und (b) belegt eindeutig diese Empfindlichkeitserhéhung.

PB-T Anti-BSA PB-T Taurin PB-T
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Abb.6.11: (a) Immobilisierung von aBSA an einer mit MCT-HTSHP-CMC modifizierten Ag-
Oberflache, bzw.
(b) SPR-Kinetiken der regenerativen molekularen Erkennung zwischen BSA und
aBSA, gemessen bei Ayax = 633 nm (=) und Ayax = 473 NM ( m—);

Bemerkung: fir den besseren Vergleich wurde die blaue SPR-Kinetik an die

Basislinie der roten Kinetik angepasst.
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6.5 Zusammenfassung

Die reaktiven Thio-CMC Derivate 16 (TSHP-CMC-NHS) und 17 (MCT-HTSHP-CMC)
wurden als nanoskalische Substrate zum Aufbau von Immunosensoren auf Gold-

bzw. Silber-Oberflachen eingesetzt.

Um das Ausmal} an unspezifischer Wechselwirkung zwischen Proteinen allgemein
und einer Cellulose-Matrix zu ermitteln, wurde das Protein BSA (BSA: Bovine Serum
Albumin, Rinderserum-Albumin) an einer nichtreaktiven HTSHP-CMC bzw. TSHP-
CMC adsorbiert. Die drauf haftenden BSA Schichten zeigten Dicken d < 1 nm, was

auf sehr niedrige unspezifische Wechselwirkungen zwischen Protein und Cellulose-

Matrix schlieRen lasst.

Das Antigen BSA konnte nun Uber die Aminogruppe des Lysin-Restes an der
Peripherie des Proteins, an einer mit NHS-Aktivesters 16 modifizierten
Goldoberflache kovalent, ohne Anreicherung, immobilisiert werden. Der BSA-
Schichtaufbau auf Gold konnte eindeutig mittels in situ SPR-Spektroskopie verfolgt
und untersucht werden.

An der BSA modifizierten Goldoberflache wurden konsekutive Bindungsexperimente
mit dem Antikorper Anti-BSA (aBSA) durchgefuhrt. Daraus konnte die
Assoziationskonstante Kjap, mit einem Wert von Kaapp = 5.40 .10° M berechnet

werden, die in guter Ubereinstimmung mit literaturbekannten K,-Werten ist.

Der Antikdrper Anti-BSA (aBSA) konnte an einer MCT-HTSHP-CMC maodifizierten

Silberoberflache mit und ohne Anreicherung kovalent fixiert werden. Dabei zeigte die

Immobilisierung mit Anreicherung eine etwa doppelt so hohe Belegungsdichte mit
aBSA gegenuber der ohne Anreicherung.

Auch hier wurde der aBSA-Schichtaufbau mittels in situ SPR-Spektroskopie verfolgt
und die entsprechenden Schichtdicken bestimmt. Man erhalt fir das immobilisierte
aBSA eine Schichtdicke (d) von etwa d = 5 nm, die einer Belegung von etwa 4
ng/mm? (oder mg/cm?) entspricht.

An der aBSA  moaodifizierten Silberoberflache  wurden regenerative
Affinitatsexperimente mit BSA durchgeflihrt. Dazu wurde das BSA in hoher
Konzentration zugegeben und die Assoziation gefolgt von der Dissoziation mittels

SPR-Spektroskopie verfolgt. Die BSA-Anti-BSA Bindung konnte mittels wassriger
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SDS-Lésung komplett regeneriert werden. Die Bindungs-Regenerationsversuche

konnten mehrmals wiederholt werden.

Die SPR-Kinetiken der BSA/aBSA Erkennung an Silberoberflachen zeigen, bei der
Verwendung der charakteristischen Wellenlange (Avax = 473 nm) fur die Anregung
der Silber-Plasmonen, einen bis zu 3-fachen Anstieg der Empfindlichkeit gegenuber

den SPR-Messungen an Goldoberflachen.
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7. Aktivitat von Enzymen immobilisiert an reaktiven

Cellulosederivat Monoschichten

7.1 Einleitung

Die Immobilisierung von Enzymen ist eine Technik, die weitgehend seit den spaten

[299]

sechziger Jahren erforscht wird . Seitdem ist das Basiswissen uber Enzym-

n [300-302]

Immobilisierungsverfahren standig gewachse , und ist eins der Primargrinde

fur den laufenden Fortschritt in der Enzymtechnologie (enzyme engineering).

Die Anwendung von frei suspendierten Enzymen bringt folgende Nachteile mit sich:
die meisten Enzyme sind unter den normalen Arbeitsbedingungen labil und haben
folglich eine sehr begrenzte Lebenszeit. Enzyme sind wasserloslich, was die
Trennung von deren Substraten und Produkten, und damit auch eine
Wiederverwendung sehr schwierig macht. Dadurch erhdéhen sich die Kosten dieser
Prozesse betrachtlich.

Die Entwicklung von Prozessen mit immobilisierten Enzymen hingegen wirde
folgende Vorteile haben: zum einen zeigen die an wasserunlosliche Partikel
immobilisierten Enzyme eine hdhere Stabilitat gegenltber den freien Enzymen; zum
anderen besteht die Moéglichkeit der leichten Abtrennung vom Substrat und Produkt
und eine Wiederverwendung in einem kontinuierlichen Prozess.

Nachteilig bei immobilisierten Enzymen kann die Heterogenitat dieser Prozesse sein,
welche zu einer Beschrankung der Diffusion fuhrt und somit die Aktivitat der Enzyme
verringern kann.

Als Tragermaterialien zur Anbindung von Enzymen sind folgende Polysaccharide
literaturbekannt: Dextran B% e B 309" gephadex B% 3071 Chitin und
Chitosan %¢),

Von den oben genanten Tragermaterialien, die bei Biosensoren bisher eingesetzt

, Cellulos

wurden, bringen Cellulosestrukturen mit ihren biokompatiblen Eigenschaften beste
Voraussetzungen mit % Fiir den Synergieeffekt von Cellulose- und Protein-

strukturen gibt es in der Natur eine Reihe von Beispielen 21031,
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Im Folgenden soll eine kurze Zusammenfassung der wichtigsten literaturbekannten
Anwendungen von Cellulose bzw. Cellulosederivaten als Tragermaterialien (sowohl
I6slich als auch unléslich) zur Immobilisierung von Enzymen vorgestellt werden.
Bislang wurden eine Anzahl von Cellulosederivate entwickelt, die in der
Biotechnologie oder in der praktischen Biochemie als unldsliche Tragermaterialien
fur die Affinitatschromatographie und vor allem zur Immobilisierung von Enzymen
und Immunoproteine benutzt werden ¥'?*" |n diesem Zusammenhang werden alle
wesentlichen Immobilisierungsverfahren gefunden, wie Adsorption, Einschluss oder
Polymerisation, ionische und kovalente Bindung. Tabelle 7.1 zeigt einige Beispiele
der  Enzymimmobilisierung an  funktionellen  Cellulosederivaten  (siehe
Literaturreferenzen: ['27 310, 311,316, 317, 123]),

Funktionelle Cellulosederivate finden ihre Anwendung auch in der (bio)chemischen
Sensortechnologie, vor allem in Enzym- und Immunosensoren B'8320  Die
Entwicklungen reichen hier von Enzymelektroden bis zu Elektronen-Vermittelnde
funktionalisierte Tragermaterialien wie z.B. Ferrocen-Derivate und Redox-
VermitteInde funktionalisierte Polymere, die die Elektronenubertragungsbarriere
zwischen der Enzymstruktur und der Arbeitselektrode verringern und somit auch die
Signallibertragung verbessern #2132,

Oxidoreductase Enzyme, wie z.B. Glucose-Oxidase (GOD), Lactat-Oxidase und die
Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase, HRP) sind von grof3er Bedeutung
als Analyt-Erkennungssysteme fur die biochemische Sensoren-Entwicklung.
Verschiedene Immobilisierungsansatze, wie z.B. ionische wund kovalente
Immobilisierung B 324 ernetzung (crosslinking) #2°, die auf Bioaffinitat basierende
Methode ?°! Pfropfpolymerisation 1*?®! und Einschluss " 3% sind in der Literatur
beschrieben worden.

Von den erwahnten Methoden weist die kovalente Bindung haufig die hochste
Stabilisierung der Enzymaktivitat auf, begrtindet durch die Stabilisierung der aktiven

Konformation des immobilisierten Enzyms 1233 33

Tragermaterial und
Kupplungsreagenz (-gruppe) bilden die Mikroumgebung des Enzyms. Das
Kupplungsreagenz (bzw. die Kupplungsgruppe) kontrolliert zusatzlich die Anbindung
des Proteins (wie viel und welche Aminosaure-Reste chemisch modifiziert werden).
Beide Faktoren beeinflussen stark die Aktivitdt und Kinetik des immobilisierten

Enzyms.
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Tabelle 7.1:  Beispiele fir Enzymimmobilisierungen an Cellulosederivate
AE: Aminoethyl; CM: Carboxymethyl; DEAE: Diethylaminoethyl;
TEAE: Triethylaminoethyl; PDA: 1,4-Phenylendiamin.

Cellulosederivate Art der Immobilisierung  Enzyme (Beispiele)
Cellulosebutylacetat Einbettung im Trager  z.B. Urease 2%
Nitrocellulose Einbettung im Trager z.B. Lactase, Asparaginase
[329]
DEAE-, TEAE- lonisch z.B. Catalase, Invertase,
Cellulose Pepsin, Aspartase 3"
p-Aminobenzyl Diazo-Kupplung z.B. Catalase, Invertase,
Cellulose Pepsin, Aspartase '
p-Aminobenzoyl Diazo-Kupplung z.B. Trypsin, Chymotrypsin
Cellulose [331]
Bromcyan aktivierte Bromcyan Aktivierung  z.B. Xanthin-Oxidase,
Cellulose Lactase, Dextranase **?
CM-Cellulose, Carbodiimid Methode ~ z.B. Peroxidase, Urease ['*%
AE-Cellulose
Nitrocellulose Membran Einbettung z.B. Glucose-Oxidase,
Membrane Peroxidase '
Bromcyan aktivierte Membran Einbettung,  z.B. Lactase, Trypsin **
Cellulosemembrane Bromcyan Aktivierung

PDA-Cellulosederivate  Glutaraldehyd; Benzo-  z.B. Glucose-Oxidase,
chinon; Cyanurchlorid;  Peroxidase, Lactase-
Diazo-Kupplung Oxidase 12> 1201

Aktivierung

Im vorliegenden Kapitel soll die Anwendung der wasserldslichen reaktiven O-(2-
Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6-yl)-Derivate der CMC bzw. Thio-CMC (MCT-Derivate),

als Substrate zur kovalenten Immobilisierung der Meerrettichperoxidase (HRP) an

unterschiedlichen Oberflachen (Gold, Glas, Silizium), vorgestellt werden.
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Durch Aufnahme von Michaelis-Menten Kinetiken der immobilisierten HRP, sollen

Aussagen Uber deren Aktivitat getroffen werden.

7.2 Die Meerrettichperoxidase (HRP) und das ABTS / H,O, Assay

Die Meerrettichperoxidase (HRP) ist ein wichtiges Ham-haltiges Enzym das schon
langer als ein Jahrhundert untersucht worden ist. Trotzdem konnten erst in den
letzten Jahren Informationen Uber die dreidimensionale Struktur des Enzyms und
deren katalytischen Zwischenprodukte, Uber den Mechanismus der Katalyse und die

Funktion von spezifischen Aminosaure-Resten, erhalten werden 133% 3361,

Die HRP besteht aus einer einzigen Polypeptidkette mit 308 Aminosaureresten 271

und hat ein Molekulargewicht von etwa M = 40000 g/mol (pH, = 8.49). Es enthalt zwei
verschiedene Typen von Metallzentren, das Eisen(lll) Protoporphyrin IX (Ham
Gruppe) und zwei Calcium Atome (siehe Abb. 7.1 (a)). Beide sind sehr wichtig fur die
strukturelle und funktionelle Integritat des Enzyms. Die Hadm-Gruppe ist am Enzym
uber den His170 Rest (proximaler (=naher) Histidin-Rest) durch eine koordinative
Bindung zwischen dem Stickstoff-Atom der Histidin-Seitenkette und dem Fe-Atom
der Ham-Gruppe, angebracht %%, Die zweite axiale Koordinationsseite (die so
genannte distale (=ferne) Seite der Ham-Ebene) ist im Ruhezustand des Enzyms
unbesetzt und steht dem Wasserstoffperoxid (H.0;), wahrend des Enzym-Umsatzes
(turnover), als Bindungsstelle zur Verfliigung.

Kleine Ligand-Molekule wie z.B. Kohlenstoffmonoxid, Cyanide, Fluoride und Azide
binden am Fe-Atom der Ham-Gruppe an deren distalen Seite und geben sechs-
koordinierte Peroxidase-Komplexe. Einige davon binden nur in der protonierten
Form, welche durch Wasserstoffbriickenbindungen mit der distalen Ham-Tasche der
Aminosaure-Seitenketten von Arg38 (distales Arginin) und His42 (distales Histidin)
stabilisiert werden (siehe Abb. 7.1 (b)) *%!,

Die zwei Calcium-bindenden Seiten sind in einer distalen und proximalen Position
zur Ham-Ebene angeordnet und sind mit der Ham-bindenden Region durch ein
Netzwerk von Wasserstoffbricken verbunden. Jede Calcium-Stelle ist siebenfach mit
Sauerstoffdonor-Liganden koordiniert, eine Kombination aus Aminosaureseitenketten

mit Carboxyl- (Asp), Hydroxyl-Gruppen (Ser, Thr), Ruckgrat-Carbonyle und
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Wassermolekiile. Der Verlust des Calciums kann zu einer Erniedrigung der Aktivitat
sowie der thermischen Stabilitat der HRP fiihren 2%,

Die Struktur der HRP besteht groftenteils aus a-Helices und einer kleinen Region
aus B-Faltblattstrukturen (Abb. 7.1 (a)). Die Malie des Enzyms sind 4.03 x 6.75 x

11.7 nm B361,

4.03 x 6.75 x 11.7 nm

® Calcium ® Eisen
(a) (b)

Abb. 7.1: (a) Dreidimensionale R&ntgen-Kristallstruktur der Meerrettichperoxidase. Die
Ham-Gruppe (rot gefarbt) befindet sich zwischen der distalen und proximalen
Domane die jeweils ein Ca-Atom enthalten (als blaue Kugel gekennzeichnet).
a-Helices (17 an Zahl) und B-Faltblattstrukturen des Enzyms sind mit lila bzw.
gelb gekennzeichnet;
(b) Schliisselaminosaurereste in der Ham-bindenden Region der HRP. Der
proximale His170 Rest koordiniert mit dem Fe-Atom der Ham-Gruppe; die

distale Koordinationsseite, oberhalb der Ham-Ebene, ist frei.

Typische Substrate fur die Meerrettichperoxidase sind das TMB (3,5,3'.5'-

Tetramethyl-benzidin)  ®*%  und das ABTS (2,2'-Azido-di-(ammonium-3-

[341]

ethylbenzthiazolin-6-sulfonat)) . Da das ABTS in der vorliegenden Arbeit als

Substrat benutzt wurde, soll das entsprechende ABTS / H,O, Assay fur Peroxidasen
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kurz erlautert werden.

® O ® O
NH4 O3 NH4 O3S
JEt @\N,Et
N .
)\\ N Peroxidase . )\\ ’N(i) S

S
SN H20, S N
N N
Et” Et”
O
505 NHy 509 NH
ABTS ABTS*
2,2'-Azido-di-(ammonium-3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat)
Auax = 340 nm Auax = 414 nm

Schema 7.1: Das ABTS / H,0, Assay fiir Peroxidasen ",

Das ABTS ist ein Benzthiazolin-Derivat das von Peroxidasen (z.B.: HRP) in
Anwesenheit von H,O, als Cofaktor in das entsprechende ABTS", ein Radikal-Kation,
uberfuhrt wird. Dabei verschiebt sich das Maximum der Absorption von Ayax = 340
nm (ABTS = Edukt) nach iuax = 414 nm (ABTS® = Produkt) (siehe Schema 7.1).
Durch die Detektion der Extinktion des entstandenen Produktes ABTS" kann die
Aktivitat des Enzyms bestimmt werden.

Die Meerrettichperoxidase (HRP) findet ihre Anwendung zum einen als Reagenz in
der organischen Synthese (N- und O-Dealkylierung, oxidative Kupplung, selektive

Hydroxylierung und Sauerstoff-Transfer Reaktionen) und Biotransformation 4%

gekoppelte Enzyme Assays %! Chemilumineszenz Assays [*

n 1338

, in
und in der
Behandlung von Abwasser . Zum anderen zeigen jungste Arbeiten von
Wardmann und Kollegen eine potentielle Anwendung der HRP, in Kombination mit

der Indol-3-essigsaure, in der gezielten Krebstherapie 345347,

7.3 Aktivitat von immobilisierter HRP an reaktiven Cellulose-

Monoschichten auf Gold

Durch die breit gefacherten Anwendungsmaoglichkeiten der HRP erweist sich diese
als ein interessantes Modell-Enzym zur Untersuchung des Aufbaus von

Enzymschichtsystemen an verschiedenen funktionellen Oberflachen.
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Vor allem der Schichtaufbau auf Gold bzw. Silizium / Glas-Oberflachen findet in den
letzten Jahren ein immer groReres Interesse aufgrund der Anwendungsmaoglichkeiten
dieser Systeme in der biochemischen Sensortechnologie % 320322

Die Immobilisierung von Enzymen an Goldoberflachen wir in der Literatur allgemein
durch die kovalente Anbindung des Enzyms an Dextran-modifizierte Goldsubstrate

(Biacore Verfahren) (z. B. *4¢))

oder an Alkanthiole bzw. reaktive Alkandisulfide (z. B.:
DTSP: Dithiobis-N-succinimidyl propionat) 2**! beschrieben. Diese Verfahren (mit
Ausnahme der reaktiven Alkandisulfide) bendtigen zur Anbindung jedoch immer eine

Voraktivierung der Carboxyl-Gruppen mit I0slichen Reagenzien wie z. B. EDC / NHS.

Im Folgenden soll die reagenzfreie (reagent free) Immobilisierung der
Meerrettichperoxidase an der reaktiven MCT-TSHP-CMC 14 Monoschicht auf Gold
erlautert werden. Der Enzymschichtaufbau und der Aktivitatstest sollen in situ mittels

SPR-Spektroskopie gekoppelt mit UV, verfolgt werden.

Der HRP-Schichtaufbau an einer mit MCT-Derivat 14 funktionalisierten
Goldoberflache erfolgt in gleicher Weise wie schon im Kapitel 6.4.2 (Aufbau eines

Immunsensor an reaktiven Cellulosederivaten) dargestellt.

ABTS ABTS®

uv =

Au

SPR - UV Transducer

Glas Y,

Schema 7.2: Schematischer HRP-Schichtaufbau an einer MCT-TSHP-CMC 14
modifizierten Goldoberflache und das verwendete SPR-UV Messsystem

(Transducer).

Zuerst wurde die wasserlosliche, reaktive MCT-TSHP-CMC 14 auf der
Goldoberflache abgeschieden, gefolgt von der Immobilisierung der HRP durch die

Reaktion der Aminofunktionalitdten der Lysin-Reste an der Peripherie des Enzyms,
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mit den ,aktivierten“ Cl-Atomen der MCT-Gruppen von 14. Die nicht umgesetzten
MCT-Gruppen wurden mit Taurin deaktiviert (siehe Schema 7.2).

Der in Schema 7.2 dargestellte schematische Aufbau eines HRP-Sensors konnte
erfolgreich in situ mittels SPR-Spektroskopie verfolgt werden (Abb. 7.2 (a)).

Die Abscheidung des reaktiven MCT-Derivats 14 erfolgte aus einer 0.1%-igen
Losung in 0.2 M Zitronensaure. Dabei wurde drauf geachtet dass die gesamte
Goldoberflache mit dem reaktiven Derivat beschichtet wird, indem die Flussrate
niedrig gewahlt wurde (11 ul/min). Nach dem wegspulen der physisorptiven Anteile
mit H,O (MilliQ) wurde dass Laufmittel auf 10 mM CBS-Puffer pH 8.0 (34 pl/min)
umgestellt (siehe Schema 7.2 (a)).

Die Immobilisierung der HRP erfolgte aus einer 12.5 uM Losung in 10 mM CBS-
Puffer pH 8.0 (mit Anreicherung der HRP; pH|(HRP) = 8.49). Anschlie3end wurden
die restlichen MCT-Gruppen von Derivat 14 mit Taurin deaktiviert (siehe Abb 7.2 (a)).
Die ermittelte Schichtdicke der immobilisierten HRP liegt bei 4 nm (entsprechend 4

mg/cm?) was in guter Ubereinstimmung mit den verdffentlichten Daten ist %,

ABTS-Konzentrationen:

1. Inj. 0.550 mM

MCT-TSHP-CMC HRP  Taurin Inj. ABTS 2. Inj. 0.255 mM
AcB
H,0 H,0/CBS | CBS cBS 1,0 1 3. Inj. 0.255 mM
E 0,8
I
76,8 s
. B 06
- <
5 767 A
X
5 04
g 76,6 '
c
@
c
2
2 765 7 0,2
14
76,4
0,0 4
76,3 T T T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 0,0 0,4 0,8 1,2 1,6
Zeit / min Volumen / mi

(a) (b)

Abb. 7.2: (a) Adsorptionskinetik der HRP an einer MCT-TSHP-CMC funktionalisierten Au-
Oberflache; Konzentration an MCT-TSHP-CMC: 0.1%-ig in 02M
Zitronensaure; HRP: 12.5 uM in 10 mM CBS-Puffer pH 8.0 (CBS: 10 mM
Carbonat-Puffer+0.15 M KCI); Taurin: 0.1 M in 10 mM CBS-Puffer pH 8.0;
AcB: 10 mM Acetat-Puffer pH 4.5 + H,O, (0.01%-ig);

(b) Uberprifung der Aktivitat der HRP direkt nach der Immobilisierung.
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Nach der Durchfiihrung des HRP-Schichtaufbaus wurde Uberprift ob die Aktivitat
des Enzyms nach der Immobilisierung erhalten bleibt. Dazu wurde das Laufmittel von
CB-Puffer auf 10 mM Acetat-Puffer pH 4.5 (+H20,) umgestellt und das

B41: zwei Konzentrationen an ABTS

entsprechende ABTS-Assay durchgefuhrt
wurden injiziert (siehe Abb. 7.2 (b)) und die Abnahme des Eduktes ABTS (bei Amax =
340 nm) bzw. die Entstehung des Produktes ABTS" (bei Auax = 414 nm) mittels eines
Dual-UV-Spektrometers verfolgt. Aus der Abbildung 7.2 (b) ist zu sehen dass die
HRP ihre Aktivitat durch Immobilisierung nicht verloren hat und dass der
Enzymumsatz (turnover) reproduzierbar ist (in Abb. 7.2 (b) am Beispiel der 0.255 mM
ABTS-Konzentration gezeigt).

Um jedoch Aussagen Uber die Aktivitat der immobilisierten HRP treffen zu kdnnen
wurde eine Michaelis-Menten Kinetik aufgenommen und der ermittelte Ky (Michaelis-
Menten Konstante)-Wert mit dem des freien Enzyms (in Losung) verglichen.

Die Ku-Konstante ist eine charakteristische Enzym-Substrat-Konstante (typisch: 10°

bis 10 M) und wird durch die Michaelis-Menten-Gleichung ausgedriickt °°:

5] (7-1)

V=V, ————
max KM +[S]

v: Reaktionsgeschwindigkeit [s™;
Vmax. Maximale Reaktionsgeschwindigkeit [s™];
[S]: Konzentration Substrat [M];

Kwm: Michaelis-Menten Konstante;

Die Michaelis-Menten-Gleichung beschreibt die Abhangigkeit der Reaktions-
geschwindigkeit von der Substratkonzentration bei konstanter Enzymkonzentration.
Ist die ermittelte Ky-Konstante grol3 so werden hohe Substratkonzentrationen ([S])
fur hohe Reaktionsgeschwindigkeiten ([v]) gebraucht was auf eine geringe Affinitat
des Enzyms zum Substrat zurlckzufuhren ist, und umgekehrt: Ky-Konstante klein
heillt hohe Affinitat des Enzyms zum Substrat.

Zur  Bestimmung der Michaelis-Konstante Ky  wurden  verschiedene
Substratkonzentrationen (ABTS) nacheinander injiziert und die Produktmenge
(ABTS") durch UV-Absorption gemessen (siehe Abb. 7.3 (a)). Durch Auftragung der
jeweiligen Produktabsorption gegen die Substratkonzentration wurde eine
charakteristische Sattigungskurve erhalten, aus welcher Ky bestimmt wurde (siehe
Abb. 7.3 (b)).
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Die Ermittlung der Ky-Konstante erfolgte durch die mathematische Hyperbelkurven-
annaherung (nichtlineare Regression) der Michaelis-Menten-Gleichung an die
experimentellen Daten (siehe Abb. 7.3 (b)). Man erhalt eine Michaelis-Menten-
Konstante von Ky = 1.98 + 0.44 mM die etwas grofRer ist als die in Losung (Ky = 0.70
mM).

ABS (414 nm)
ABS (414 nm)

Kyy = 2 MM

0,0 024 u

T T T T T T T T T T T T 1 0,0 T T T T T T 1T
10 20 20 40 50 &0 0 500 1000 13000 2000

Zeit / min C (ABTS )/ uM

(a) (b)
Abb. 7.3: (a) UV-Detektion der Produktmengen ABTS" (Auax = 414 nm) bei verschiedenen
ABTS-Substratkonzentrationen (100-4000 puM);

(b) Typische Michaelis-Menten Sattigungskurve zur Bestimmung von Ky.

— T 771
2500 2000 3500 4000

Der grolze Wert der Ky-Konstante flr die immobilisierte HRP lasst darauf schliefl3en,
dass die Affinitat des Enzyms zum Substrat abgenommen hat, wahrscheinlich

aufgrund von Konformationsanderungen des Proteins durch die Immobilisierung =°'-

354]

Fir die Anderung der Aktivitdt und den damit verbundenen kinetischen Parametern
von immobilisierten Enzymen sollen, nach Kobayashi und Laidler B°°! vier
Hauptursachen in Betracht gezogen werden:

1) Konformationsanderungen des Enzyms (speziell am aktiven Zentrum) infolge der

Fixierung: Anderungen der kgt und Ky - Werte durch direkte, quasi irreversible

Wechselwirkung des Enzyms mit dem Trager, durch kovalente aber auch
hydrophobe oder ionische Wechselwirkungen,;

2) Mikromilieueinflisse auf das Enzym (Einfluss auf KM): meist reversible Effekte,

die im Wesentlichen auf Anderungen der Dissoziationsgleichgewichte der
geladenen Gruppen des aktiven Zentrums zuriickgefiihrt werden kénnen [B°°.

Man unterscheidet zwei Typen der Beeinflussung der pK-Werte: a) Verschiebung
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des Dissoziationsgleichgewichts durch Anderung des chemischen Potentials von

lonen, die am Gleichgewicht direkt beteiligt sind (H*, OH") und b) Beeinflussung
des Dissoziationsgleichgewichts durch die Dielektrizitatskonstante des
umgebenden Mediums;

3) Einfluss von Verteilungsgleichgewichten auf immobilisierte Enzyme: infolge von -
Elektroneninteraktion, ionischer, polarer, Wasserstoffbricken- oder hydrophober
Wechselwirkungen zwischen Trager und Substraten, Produkten und/oder
Inhibitoren stellen sich Verteilungsgleichgewichte zwischen fester und flissiger
Phase ein °7],

4) Diffusionseffekte (z. B. in Membranelektroden): Enzymbeladungsfaktor (fg) und
Thiele-Modulus (4/ fg ) geben an, ob in einem Immobilisat das Signal durch die

Enzymkinetik oder durch die Diffusion des Substrats bestimmt wird.

7.4 Aktivitat von immobilisierter HRP an reaktiven Cellulose-

Monoschichten auf Silizium- bzw. Glasoberflachen

Enzymschichtsystemen immobilisiert auf Glas bzw. Siliziumoberflachen finden in den
letzten Jahren immer mehr Interesse aufgrund der kostengtlinstigeren Herstellung (im
Vergleich zu Gold) und der Anwendung dieser Mikroenzymreaktoren in
automatisierten Prozessen, gekoppelt mit verschiedenen analytischen Methoden wie

z. B. Massenspektrometrie %8 3% oder Kapillarelektrophorese 130 361,

Der Aufbau von Enzymschichtsystemen auf Basis von funktionellen Cellulose-
derivaten auf Glas bzw. Siliziumnitrid sind in der Literatur durch Arbeiten von Klemm

und Berlin bekannt geworden. Sie berichten Uber die Anwendung von verschiedenen

[122-124]

Diamino-Cellulosederivate zum Aufbau von supramolekularen Enzym-

strukturen (verwendete Enzyme: Glucose-Oxidase, Peroxidase, Lactase-Oxidase)

['221 ynd Gber den Einfluss verschiedener Kupplungsreagenzien auf die Aktivitat, die

Thermo- und Lagerstabilitat 12> 120,

Im Folgenden soll, im Gegensatz zu den literaturbekannten Verfahren "% die

reagenzfreie (reagent free) Immobilisierung der Meerrettichperoxidase (HRP) an

einer reaktiven MCT-CMC 20 Monoschicht auf Glas bzw. Silizium erlautert werden.
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Bei dem Aufbau eines solchen HRP-Schichtsystems auf Glas bzw. Silizium wird
zuerst eine aminopropylsilanisierte Schicht (APES-Schicht) mit dem MCT-CMC
derivatisiert (Durchfuhrung und Charakterisierung siehe Kapitel 5.3.4). Dabei bindet
ein Teil der reaktiven MCT-Gruppen von Derivat 20, Uber deren Cl-Atome, an die
Aminofunktionalitadten der APES-Schicht. Die restlichen MCT-Gruppen werden zur
Anbindung der HRP verwendet (Schema 7.4 (a)). Der unspezifisch gebundene Anteil
an HRP wird anschliefend mit 1 M NaCl-Lésung und CB-Puffer abgespdult (siehe
experimenteller Teil). Die nicht umgesetzten reaktiven Funktionalitditen werden

zuletzt mit einer wassrigen Taurin-Lésung deaktiviert (siehe Schema 7.4 (b)).

cl cl
i .
o)\ N/)\Oe o)\N/)\oe
cl RO~ OR RO OR
)\ 2 o 3 o
NI SN e I QO Qi Qrunn o—
P o A 0 A
o) N)\Oe { RO OR £ RO OR
10 mM Carbonat-Puffer O Ny o O Ny 9
Q | |
pH 8.0 N._N NN
4 qum 1 o > \r \r
6 h, RT
— RO OR
vCT.oMe
R: H, CH,COONa, MCT

Schema 7.3: Immobilisierung von MCT-CMC 20 auf einer mit (3-Aminopropyl)triethoxysilan

beschichteten Glas oder Silizium-Oberflache.

(a) ®~NH2

10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0

6h, 4°C
b SO5
\ y ( )HQN/\/ 3
X 10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0
30 min, RT

Schema 7.4: (a) Immobilisierung der HRP (X: monochlortriazinyl: MCT);

(b) Deaktivierung der restlichen Reaktivgruppen (X) mit Taurin.

Der HRP-Schichtaufbau wurde ellipsometrisch untersucht und folgende Dicken der
einzelnen Schichten ermittelt: 1.30 nm fiir die APES-Schicht, 3.46 nm fur die MCT-
CMC-Schicht und 4.19 - 6.11 nm fiir die HRP 1% (Schema 7.5).
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Die Schichtdicke der HRP entspricht den Abmessungen der HRP-Molekiile B*, so

dass von einer Monoschicht ausgegangen werden kann.

Schema 7.5: Charakterisierung des HRP-Schichtaufbaus mittels Ellipsometrie;

Bemerkung: Schichtdicke SiO,: 2.0 £ 0.1 nm.

Der HRP-Schichtaufbau konnte auch in Quarzkapillaren (FuSi-Kapillaren; fused
silica) erfolgreich durchgefuhrt werden. Dazu wurden FuSi-Kapillaren mit einem
Durchmesser von D = 180 um und einer Lange von L = 30 cm verwendet.

In einem ersten Schritt wurde die FuSi-Kapillare mit 1 M NaOH-Lésung aktiviert 26",
Nach dem Spulen der Kapillare mit H,O und Trocknen erfolgte die Beschichtung mit
der APES-Lésung. Das Uberschissige APES wurde durch Evakuieren der FuSi-
Kapillare entfernt und Uber Nacht bei 60°C getrocknet. Die Anbindung der reaktiven
MCT-CMC 20 wurde durch Rezirkulation der wassrigen Losung (0.1%-ig in 10 mM
Carbonat-Puffer pH 8.0) fur 2 h durch die APES beschichtete FuSi-Kapillare erreicht.
Im Anschluss erfolgte die Immobilisierung der HRP, Entfernung der unspezifisch
gebundenen HRP-Anteile mit Salzlésung und Deaktivierung der reaktiven MCT-
Gruppen mit Taurin (detailierte Beschichtungsbedingungen / -parameter siehe
experimenteller Teil).

Als Blindproben des HRP-Schichtaufbaus in FuSi-Kapillaren, wurden beschichtete
Kapillaren verwendet die nicht mit dem reaktiven MCT-CMC Derivat funktionalisiert
wurden. Nach der Zugabe der HRP und anschlieRendem Aktivitatstest konnte kein
Umsatz detektiert werden, was durch das Ausspulen der HRP in Abwesenheit des

reaktiven Derivats 20 zuriickzuflhren ist.
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Zur Bestimmung der Aktivitat der immobilisierten HRP in FuSi-Kapillaren wurde ein
Online-Messsystem entwickelt, bestehend aus: Pumpe, Autosampler, thermo-
statisierter Enzymkapillare und UV-Detektor (siehe Abb. 7.3).

@ Pumpe
@) Autosampler
@ thermostatisierte

Enzymkapillare
@ UV Detektor

30 cm

Abb. 7.3: Online-Messsystem zur Bestimmung der Aktivitat von immobilisierten Enzymen in

FuSi-Kapillaren.

Mit dem Online-Messgerat konnte nun die Michaelis-Menten-Kinetik der Peroxidase

aufgenommen und die Ky-Konstante ermittelt werden (siehe Abb. 7.4)

Vi
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Abb. 7.4: (a) UV-Detektion der Produktmengen ABTS" (lyax = 414 nm) bei verschiedenen
ABTS-Substratkonzentrationen (0 - 2 mM);
(b) Typische Michaelis-Menten Sattigungskurve zur Bestimmung von Ky;
Km (HRP in Lésung) = 0.7 mM.
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Man erhalt fir die immobilisierte Meerrettichperoxidase (HRP) eine Michaelis-
Menten-Konstante von Ky = 0.60 £ 0.10 mM. Dieser Wert ist ahnlich dem Ky-Wert
der HRP in Ldsung und lasst darauf schlieBen, dass die HRP durch die
Immobilisierung nicht an Bindungsfahigkeit verloren hat. Der ermittelte Wert von Ky =
0.60 mM stimmt mit den literaturbekannten Ky-Werten (Literaturwert: Ky = 0.63 mM)
fur die immobilisiete HRP (unter Verwendung des Cyanurchlorids als
Kupplungsreagenz) sehr gut {iberein ['%> 12°],

Die an MCT-CMC immobilisierte HRP weist eine gute Langzeitstabilitat der Aktivitat

auf: erst nach einem Monat wird die Abnahme der Aktivitat auf die Halfte des

anfanglichen Werts registriert. Die Erhaltung der Aktivitat ist auch durch die gute

operative Stabilitit des immobilisierten Enzyms zu erklaren *®? da bekanntlich die
HRP in Losung sehr schnell ihre Aktivitat in Anwesenheit des Substrates H20O,
verliert B®3. Zusatzlich zeigt die immobilisierte HRP auch sehr gute Thermostabilitat
(Durchflihrung von Aktivitatstests innerhalb eines Monats bei Raumtemperatur) und
Lagerstabilitat (eine HRP modifizierte FuSi-Kapillare zeigt nach 30 Tagen Lagerung
bei 4°C die gleiche Aktivitat wie zu Beginn).

7.5 Kompetitive Hemmung immobilisierter HRP an reaktiven

Cellulose-Monoschichten mittels p-Kresol

Die Immobilisierung von Enzymen (bzw. Proteinen allgemein) an Glas und/oder
Siliziumoberflachen, vor allem an FuSi-Kapillaren, und deren Einfihrung in
automatisierten Online-Messsystemen, bringt die potentielle Anwendung dieser
Systeme im Hochdurchsatz-Screening von Inhibitoren (Wirkstoffen) sehr nahe.

Dazu soll nun als Anwendungsbeispiel die kompetitive Hemmung der immobilisierten
HRP mittels p-Kresol, vorgestellt werden.

In einem kompetitiven Assay konkurriert ein dem Substrat dhnliches Molekiil P64 3¢°,
in diesem Fall p-Kresol, mit dem Substrat ABTS um das aktive Zentrum der HRP.
Diese Konkurrenzreaktion ist durch die Abschwachung der Farbreaktion von ABTS
zu erkennen. Im durchgefihrten kompetitiven Assay wurden zu einer konstanten
Konzentration an ABTS ([ABTS] = 0.26 mM) verschiedene Konzentrationen an p-
Kresol zugegeben und der Umsatz von ABTS mittels optischer Absorption bestimmt

(siehe Abb. 7.5).
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Abb. 7.5: Graphische Darstellung - ABS = f(log[p-Kresol]) - der kompetitiven Hemmung der
HRP-katalysierten Reaktion bei einer Substratkonzentration von [ABTS] =
0.26 mM.

AnschlieBend wird die Konzentration an p-Kresol ermittelt bei der die Aktivitat des
Enzyms auf die Halfte abgenommen hat. Diese charakteristische Konzentration, der
so genannte IC50-Wert (in diesem Fall: Pseudo-ICsp-Wert) betrug 1.3 mM.

Das vorgestellte Anwendungsbeispiel der kompetitiven Hemmung der
immobilisierten HRP motiviert zur weiteren Anwendung solcher Systeme im

Hochdurchsatz-Screening von Inhibitoren.

7.6 Zusammenfassung

Die Monoschichten der reaktiven MCT-Derivaten 14 (MCT-TSHP-CMC) und 20

(MCT-CMC) konnten erfolgreich zur kovalenten, reagenzfreien Kupplung der

Meerrettichperoxidase (HRP) an Gold- bzw. Glas- und Siliziumoberflachen

eingesetzt werden.

Der HRP-Schichtaufbau auf Goldoberflachen wurde mittels in situ SPR-
Spektroskopie verfolgt und charakterisiert. Die ermittelte Belegungsdichte an HRP
lag bei 4 mg/cm®. Das ABTS/H,O, Assay zeigte, dass beim so erzeugten

Enzymsensor auf Gold, die enzymatische Aktivitat erhalten bleibt.
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Durch Aufnahme von Michaelis-Menten-Kinetiken der immobilisierten HRP auf Gold
konnte die Michaelis-Menten Konstante mit einem Wert von Ky = 1.98 + 0.44 mM
ermittelt werden. Dieser Wert ist im Vergleich zum Ky-Wert der HRP in Losung, Ky =
0.7 mM, relativ gro3, was auf Konformationsanderungen durch die Immobilisierung

zuruckgefuhrt wurde.

Die Meerrettichperoxidase (HRP) konnte erfolgreich an mit MCT-CMC 20
funktionalisierten Glas- / Siliziumoberflachen und in Quarzkapillaren (FuSi-Kapillaren)
gekuppelt werden. Der HRP-Schichtaufbau wurde mittels Ellipsometrie
charakterisiert und die entsprechenden Dicken der jeweiligen Schichten (APES,
MCT-CMC und HRP) berechnet. Fir den HRP-Schichtaufbau in FuSi-Kapillaren
wurde ein Online-Messsystem entwickelt und damit Michaelis-Menten-Kinetiken des
immobilisierten Enzyms gemessen. Die ermittelte Ky-Konstante zeigte hier einen
Wert von Ky = 0.60 + 0.10 mM, der mit dem Wert in Losung sehr gut Ubereinstimmt,
und auf keinen Verlust der Bindungsfahigkeit durch Immobilisierung zurtckzuflihren

ist.

Die immobilisierte HRP auf Gold- und vor allem auf Glas / Silizium bzw. in FuSi-
Kapillaren zeigt eine gute Langzeitstabilitat der Aktivitat, sehr gute Thermostabilitat
(Durchflihrung von Aktivitatstests innerhalb eines Monats bei Raumtemperatur) und

Lagerstabilitat.

Ein kompetitives Assay (mit p-Kresol) ermoéglichte des Weiteren die Bestimmung von
Inhibitionskonstanten (Pseudo-IC50-Wert).

Neben einer gesteigerten Stabilitdt und ausgezeichneter Reproduzierbarkeit
kinetischer Messungen bieten in Monoschichten integrierte Enzyme somit auch die

Madglichkeit, hocheffiziente Screeningtests fir Inhibitoren zu entwickeln.
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8. Experimenteller Teil

8.1 Chemikalien

Die Reagenzien und Ldsungsmittel wurden von den Firmen Aldrich, Fluka oder
Riedel-deHaén erworben und, soweit nicht anders beschrieben, ohne weitere
Reinigung eingesetzt. Als Ausgangsmaterialien fur die Synthesen wurde die
mikrokristalline Cellulose AVICEL PH 101 (Fluka; M,, = 36000 g/mol, DP = 280) und
die Carboxymethylcellulose Natrium Salz (Aldrich, M,, = 250000 g/mol, DP = 925)
verwendet. Absolute Lésungsmittel (DMF, DMSO) wurden mit der Qualitat puriss.
von der Firma Fluka bezogen. Die Ubrigen Losungsmittel wurden in mindestens "zur
Synthese" Qualitat erworben und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Zur Durchmischung der Reaktionen wurde ein Magnetrihrer mit Heizplatte vom Typ
MR 3001 K der Firma Heidolph und ein KPG-Ruhrer der Firma IKA Labortechnik
verwendet. Zum Erhitzen der Reaktionsansatze wurde ein Olbad verwendet.
Reaktionen bei niedrigen Temperaturen (-5 - 8°C) wurden unter Verwendung eines
Kryostaten Lauda RM 6 der Firma Lauda durchgeflihrt. Die eingesetzte Cellulose
wurde vor den Synthesen in einem Hochvakuum von mindestens 102 mbar bei
100°C getrocknet. Die Trocknung aller Produkte die nicht durch Ultrafiltration /
Gefriertrocknung isoliert wurden erfolgte ebenfalls in Hochvakuum bei mindestens
10”° mbar.

Das fir den Aufbau von Thiocelluloseschichten, Immunosensorschichten bzw.
Enzymschichtsystemen verwendete MilliQ-Wasser wurde mittels einer Millipore
Simplicity Reinstwasseranlage der Firma Millipore gereinigt. Das so erhaltene

entionisierte Wasser besal} eine spezifische Leitfahigkeit von k < 0.054 uS/cm.

8.2 Methoden und Gerate

NMR-Spektroskopie

NMR-Spektren wurden an einem Spektrometer des Typs AVANCE 500 ('H: 500.00
MHz, C: 125.71 MHz) der Firma Bruker Biospin bei Raumtemperatur bzw. 60°C
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aufgenommen. Zur Messung der Spektren wurden 30-60 mg der Substanz in 700-
1000 pl Lésungsmittel geldst. Um eine Signalerhdhung bei den anschlieRenden
NMR-Messungen zu erreichen wurden die Proben mit Hilfe eines Titandrahtes in
einem Transsonic 460 Ultraschallbad (Firma Elma) Uber Nacht partiell abgebaut.
Folgende interne Standards wurden fiir die "H-NMR Messungen benutzt: fiir D;O als
Lésungsmittel wurde Acetonitril (1.94 ppm) und Trimethylsilanpropylsulfonat (TMSP;
0.00 ppm) verwendet; fir DMSO-ds diente die eigene Ldsungsmittelresonanz bei
2.49 ppm bzw. Tetramethylsilan (TMS; 0.00 ppm) als innere Standards. Bei den "*C-
NMR Messungen: fur D,O wurde Acetonitril (Signal bei 1.30 ppm und 118.90 ppm),
fur DMSO-ds diente die eigene Losungsmittelresonanz bei 39.50 ppm bzw.
Tetramethylsilan (TMS; 0.00 ppm) als interne Standards. Die Kernresonanzspektren
wurden mit der Software ACDLabs 7.0 der Firma Advanced Chemistry Development
Inc. und teilweise mit der Software Win-NMR der Firma Bruker ausgewertet. Die
chemischen Verschiebungen sind in parts per million (ppm) relativ zu TMS / TMSP
bzw. Acetonitril angegeben. Die Protonen der Glcp-Einheiten der Cellulosen sind mit
H-1, H-2,...H-6 gekennzeichnet, Protonen von Substituenten werden mit H-1', H-2',
H-3', H-1", H-2", H-3" beginnend an der Anknupfungsstelle gekennzeichnet. Die
Kohlenstoffatome der Glcp-Einheiten werden beginnend am anomeren Zentrum mit
C-1, C-2,...C-6, die Kohlenstoffatome der Substituenten mit C-1', C-2', C-3', C-1", C-
2", C-3" gekennzeichnet. Der Exponent A eines Kohlenstoffatoms C-p* gibt an, dass
dieses funktionalisiert ist. Der Exponent B hingegen deutet auf ein unsubstituiertes
Kohlenstoffatom hin.

Bei den Multiplizitaten in den 'H-NMR-Spektren steht s fur Singulett, d fur Dublett, dd
fur Doppeldublett, t fur Triplett, bs fur breites Signal und m flr Multiplett.

Infrarotspektroskopie

Infrarotspektren (IR) wurden mit einem FT-IR-Spektrometer Tensor 27 der Firma
Bruker Optik GmbH als Reflexionsspektren mit der GoldenGate-Micro-ATR-Technik
aufgenommen. Fur die FTIR-ERS Experimente an Monoschichten der Thiocellulose-
derivate 2, 6a und 8 wurde die Reflexionseinheit A518 80° (Einfallswinkel ¢ = 80°)
und ein Polarisator vom Typ A121 der Firma Bruker Optik GmbH verwendet. Die
Auswertung aller IR-Spektren erfolgte mit dem Programm Opus 4 der Bruker Optik

GmbH. Die Wellenzahlen charakteristischer Banden sind in cm™ angegeben. Die
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lokalisierten Schwingungen werden mit v  fur Valenzschwingungen und o fur

Deformationsschwingungen gekennzeichnet.

Elementaranalysen

Die C, H, N-Elementaranalysen (EA) wurden am Institut fur Instrumentelle Analytik
und Bioanalytik (Arbeitskreis Prof. Dr. C. Huber) an der Universitat des Saarlandes
gemessen. Die Chlor-, Brom- und Schwefel-Elementaranalysen wurden von der
Firma Analytische Laboratorien (Prof. Dr. H. Malissa und G. Reuter GmbH) in Lindlar
durchgefuhrt. Die Genauigkeit der Messungen betrug £0.2%.

Von den gemessenen Werten sind die fur die Substanzen berechneten Werte
gegeben. Die gemessenen und berechneten Daten sind auf die monomere
Wiederholungseinheit des Cellulosemolekils bezogen. Aus den Daten der
Elementaranalysen wurden die Substitutionsgrade mit Hilfe der Software
MMCALC 1.8 der Firma Soft Shell International berechnet.

Massenspektrometrie

Das ESI-Massenspektrum von 2,4-Dichlor-6-oxido-1,3,5-triazin 9 wurde mit einem
Waters Micromass ZQ-4000 Massenspektrometer (Firma  Waters) aus

methanolischer Losung aufgenommen.

Ultrafiltration

Die Ultrafiltration (UF) wurde zur Reinigung der Produkte von Salzen und anderen
Verunreinigungen geringer Molmasse verwendet. Dazu wurden die wassrigen
Ldésungen der dargestellten Cellulosederivate mit dem jeweils zwanzigfachen
Volumen an Wasser oder Salzlésung (siehe praparativer Teil) relativ zum Volumen
des zu reinigenden Derivats, gegen Cellulosemembranen kontinuierlich filtriert, um
eine vollstandige Reinigung zu gewahrleisten. Ultrafiltrationen wurden zum einen mit
Centrex UF-2 Ultrafiltrationsrohrchen der Firma Schleicher & Schill in einer
Zentrifuge vom Typ Rotina 35 der Firma Hettich bei einer Drehzahl von 5000 U/min
durchgefuhrt. Die Ausschlussgrenze der Membrane (Regeneratcellulose) betrug 5
kDa bzw. 10 kDa. Zum anderen wurden die Ultrafiltrationen in einer Ruhrzelle GH-
100 der Firma Berghof und in Rihrzellen der Firma Prominent Dosiertechnik GmbH
mit kontinuierlichem Wasserzufluss unter 4 bar durchgefihrt. Als Membranen wurden
UF-C5 bzw. UF-C10 Membranen (Regeneratcellulose; Ausschlussgrenze 5 kDa bzw.
10 kDa) der Firma Microdyn-Nadir eingesetzt.
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Bestimmung des Brechungindex (n) und Brechungsindexinkrementes (dn/dc) der
HTSHP-CMC 8

Der Brechungsindex vom Thio-CMC Derivat 8 wurde durch lineare Extrapolation der
Brechungsindizes wassriger Losungen von 8 auf ein Massenbruch (w) von w = 1.

Die Brechungsindizes der wassrigen Lésungen von HTSHP-CMC 8 (chrshp-cmc = 0-
1.2 mg/ml; ¢ = Konzentration) wurden mit einem LR40 Refraktometer (A = 670 nm)
der Firma Viscotek bestimmt. Dieser wurde vorher mit wassrigen Kaliumchlorid (KCI)-
bzw. Rohrzucker-Lésungen (Ckci; rohzucker = 0-10 mg/ml) kalibriert 22, Fiir Derivat 8
wurde ein Wert fir den Brechungsindex von nyrspp-cmc = 1.470 £ 0.005 bestimmit.
Das Brechungsindexinkrement flir die HTSHP-CMC 8, dn/dc = 0.140 ml/g, wurde aus
der Steigung der Geraden nyrsHp-cmc(CHTsHP-cmc) ermittelt. Der Wert des
Brechungsindex (n = 1.47) und des Brechungsindexinkrementes (dn/dc = 0.140 ml/g)

wurde fur alle hergestellten Cellulosederivate angenommen.

Gelpermeationschromatographie (GPC-MALLS)

Die Molmassen der Cellulosederivaten wurden mittels GPC in wassriger 0.1 M
NaNOs-Lésung unter Verwendung von 10 p MCX Trennsdulen (10° und 10° A,
Polymer Standard Service GmbH, Mainz) ermittelt. Zur Detektion wurde eine
PSS SLD 7000 MALLS (Multi Angle Laser Light Scattering)-Lichtstreueinheit (LS) der
Firma Polymer Standards Service GmbH und eine Rl (Refractive Index)-
Brechungsindexeinheit (LR40, Viskotek) verwendet. Der Fluss betrug 1 ml/min bei
einem Druck von 20 bar. Der Eluent wurde mit einer Waters 1515 Pumpe der Firma
Waters befordert und mit einem Entgaser der Firma VDS Optilab entgast.

Probenvorbereitung: Alle Proben wurden ohne weitere Vorbereitung eingewogen und

im Eluent geldst (Probenkonzentration: 5-20 g/l). Die Proben wurden uber Nacht bei
Raumtemperatur geschittelt und vor der Injektion durch ein 0.45(m
Cellulosemembran filtriert. Die reaktiven Cellulosederivaten wurden durch das Lésen
in einer 0.1 M NaNOg3 / Taurin Lésung deaktiviert, um eine eventuelle Anbindung an
den Saulen zu vermeiden. Als Elutionsmittel wurde hier ebenfalls eine 0.1 M NaNOs /
Taurin Losung verwendet.

Die mittleren Molmassen (M,,) der Cellulosederivaten wurden aus den
entsprechenden Elutionskurven (sowohl LS als auch RI-Elutionskurven) mit dem
Programm WINGPC™ Version 7.12 (Polymer Standard Service GmbH, Mainz)

berechnet. Zur Eichung verwendete man engverteilte Pullulan-Standards mit



8. Experimenteller Teil 189

Molekulargewichten von 342-710000 g/mol. Bei der Auswertung der Mys aus den
LS-Elutionskurven wurde ein Wert fir das Brechungsindexinkrement von dn/dc =

0.140 ml/g verwendet.

Bestimmung der Substitutionsgrade der CMC-Derivate

Die Substitutionsgrade (DS) der CMC, MTh-Cellulose 2, MTh-CMC 3 und AHP-CMC
5 wurden mittels 'H-NMR-Spektroskopie, aus dem Verhéltnis der Integralen der
Signale der Protonen der Carboxymethyl-, Allyl- und Methylthio-Substituenten und
des H-1 Protons der Glcp-Einheit. Die DS-Grade der Thio-, Bromo-,
Monochlortriazinyl (MCT)- und Hydrazid-Substituenten wurden aus der EA bestimmt.
Die DS-Grade der reaktiven EDC/MEDC- und NHS-Thio-CMC Derivaten wurden
sowohl aus den Elementaranalysen als auch mittels 1H-NMR-Spektroskopie
berechnet. Die Ermittlung der DSepcmenc bzw. DSnhs aus den 'H-NMR-Spektren
erfolgte aus dem Integrationsverhaltnis des Signalbereiches fur die Protonen der
Methylgruppen der EDC/MEDC-Funktionalitdten bzw. der Protonen der NHS-
Gruppen und des Signals des H-1 Protons der Glcp-Einheit.

Die partiellen Substitutionsgrade (x2, X3, Xg) der Carboxymethylcellulose (CMC)
wurden mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt % ¢! nach einem totalen
Abbau der CMC mit Trifluoressigsaure 2. Es wurde angenommen dass die
ermittelten  partiellen  Substitutionsgrade der Carboxymethyl-Gruppen der

Ausgangsverbindung CMC, bei den CMC Derivate 5-8 unverandert bleiben.

Gold- und Silber-Substrate fur die SPR-Messungen

Die Gold (Au)- und Silber (Ag)-Substrate fur die SPR-Messungen wurden wie folgt
hergestellt. Glasobjekttrager flr die Mikroskopie (26 x 20 cm, n = 1.51 bei 546 nm)
wurden jeweils mit Aceton (HPLC Grad, Riedel-deHaén), Wasser (MilliQ) und
Methanol (HPLC Grad, Riedel-deHaén) gespdult und fur 15 Minuten in Wasser (MilliQ)
mit Ultraschall behandelt. AnschlieBend wurden die Glassubstrate im Stickstoffstrom
getrocknet und fir 30 Minuten in einer 1 mM NaOH Lésung aktiviert. Danach erfolgte
wiederum das Spulen mit Wasser (MilliQ) und das Trocknen im Stickstoffstrom (N-
Strom). Gold und Silber (99.9%) wurden bei einem N»-Druck von 0.02 mbar und
einer Stromstarke von 25 mA innerhalb von 40s direkt auf die aktivierten
Glassubstrate gesputtert (= bedampft), oder auf Glassubstrate mit einer Chrom (Cr)

oder Titan (Ti)-Zwischenschicht. Dazu wurde ein K575 Turbo Sputter Coater der
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Firma Emitech (UK) verwendet. Die Schichtdicken der Au- und Ag-Substrate lagen
bei d = 40 £ 5 nm, was einer optischen Transmission von 8% bei einer Wellenlange
von A = 500 nm entspricht. Die Chrom (Cr) oder Titan (Ti) Zwischenschichten
besallen Schichtdicken von d = 1.0 £ 0.4 nm. Die verwendeten Sputterbedingungen
fur Cr und Ti waren: N2-Druck 0.02 mbar, Stromstarke 50 mA und Sputterzeit 20 s.
Zum Aufbau von Immunosensorsystemen auf Silberoberflachen wurden Ag-
Substrate mit einer Schichtdicke fur Ag von dag = 30 * 0.3 nm und fur die Cr-
Zwischenschicht von d¢r = 1.7 £ 0.1 nm verwendet. Die Ag-Substrate wurden
aufgrund ihrer erhohten Empfindlichkeit gegenuber Oxidation in einem Exsikkator
unter No-Atmosphare aufbewahrt, in den meisten Fallen jedoch direkt nach dem

Sputtern verbraucht.

UV-VIS Spektroskopie

Die Messung der Aktivitat der Meerrettichperoxidase (HRP) in Losung als auch der
UV-Transmission der gesputterten Gold- und Silbersubstrate (bei A = 500 nm) fur die
SPR-Experimente, wurden mit einem hekiios UV-VIS Photometer der Firma Unicam
durchgefuhrt.

Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)

Der Schichtaufbau der thiofunktionalisierten Cellulosederivate auf Gold und Silber
wurde in situ mit Hilfe eines Bio-Suplar Il SPR-Spektrometers der Firma Analytical p-

Systems, Mivitec GmbH (Regensburg) *¢°!

verfolgt. Dieses ist ausgestattet mit einem
GaAs LED Laser (A = 670 nm) und einem Glasprisma, welches einen Winkel von 65°
(n = 1.61) besitzt. Die verwendete Durchflusszelle hat ein Volumen von ca. 20 pl
(Totvolumen: ca. 170 ul). Entgastes Wasser (MilliQ) wurde durch die
Flissigkeitszelle des SPR-Spektrometers mit einer Spritzenpumpe (kd Scientific)
befordert.

Probenvorbereitung: Von den Thio-CMC Derivate 6a, 6b und 8 wurden 0.1 Gew. %-

ige Losungen in 0.2 M Zitronensaure hergestellt. Bei der Aktivierung der Thiosulfat-

Gruppen der Thiosulfat-CMCs bzw. der reaktiven Thiosulfat-CMCs mit dem
Aktivierungsmittel TCEP wurden jeweils 2 mg des Cellulosederivats und 2 mg TCEP
in 10 ml 0.4 M Acetatpuffer pH 6.9 geldst. Diese Losungen, sowohl bei saurer als
auch neutraler Aktivierung, wurden 1 Stunde (1 h) bei Raumtemperatur gerihrt um

eine vollstandige Aktivierung der Thiosulfat-Funktionalitaten zu gewahrleisten.
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Die wassrigen Lésungen der Thio-CMC Derivate wurden anschliellend mit Hilfe
eines Rheodyne 7125, ausgestattet mit einer 50 ul Probenschleife, im
Durchflusssystem injiziert. Die SAM Bildung von 6a, 6b und 8 erfolgte bei einem
konstanten Fluss von 34 ul /min. Die Abscheidung der TSHP-CMC 6a aus wassriger
Lésung (0.3%-ige Losung) ohne Aktivierung der Thiosulfat-Gruppen erfolgte bei
einem Fluss von 14 pl/min. Die MTh-CMC 3 wurde aus einer 0.3 Gew. %-igen
Lésung in Wasser (MilliQ), bei einem Fluss von 11 ul/min, auf der Goldoberflache

abgeschieden.

FUr den Enzymschichtaufbau auf Gold wurde das Bio-Suplarll Spektrometer
verwendet. Die reaktive Cellulose 14, die Meerrettichperoxidase (HRP; Fluka, M,, =
40000 g/mol, Aktivitat 700 mU, pH, = 8.49), das Taurin (Fluka) und das Substrat
ABTS (Fluka) wurden als wassrige Ldsungen ebenfalls mit Hilfe eines
Rheodyne 7125, ausgestattet mit einer 50 ul Probenschleife, im Durchflusssystem
injiziert. Die Immobilisierung der reaktiven Cellulose 14 (0.1%-ige Losung 0.2 M
Zitronensaure) und der HRP (12.5 uM in 10 mM CBS-Puffer pH 8.0; CBS-Puffer:
10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0 + 0.15 M KCI) erfolgten bei einem Fluss von 11ul/min.
Die Deaktivierung mit Taurin (0.1 M in 10 mM CBS-Puffer pH 8.0) erfolgte unter
statischen Bedingungen (d. h. Fluss gestoppt; Verweilzeit: 15 min). Die jeweiligen
Spulschritte (mit Wasser (MilliQ) und CBS-Puffer) wurden bei einem Fluss von
34 ul/min durchgefihrt.

Bei der Aufnahme von Michaelis-Menten-Kinetiken, wurde das Bio-Suplar I
Spektrometer mit einem Wellchrom-K-2600 UV-Detektor der Firma Knauer
gekoppelt. Als Laufmittel wurde ein 10 mM AcB-Puffer pH 4.5 (AcB: 10 mM Acetat-
Puffer pH 4.5 + H,0, (0.01%-ig) verwendet. Fiur die Aufnahme der Michaelis-Menten
Kinetiken wurden ABTS Ldsungen mit Konzentrationen von 100—4000 uM injiziert.
Die SPR-Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die Aufnahme der
UV-Spektren von ABTS (Edukt ABTS bei (Awax = 340 nm, Produkt ABTS* bei Amax =
414 nm) erfolgte mit der Software Endurance der Firma SunChrom
Wissenschaftliche Gerate GmbH. Die Auswertung der Michaelis-Menten Kinetik

wurde mit dem Programm Origin 7.0 der OriginLab Corp durchgefuhrt.

Der BSA-Schichtaufbau auf Goldoberflaichen und die anschliellenden
Affinitatsexperimente mit aBSA wurden in situ mit Hilfe eines thermostatisierten SPR-

Spektrometers mit Spreeta™-Sensortechnologie der Firma Texas Instruments Co
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(Dallas, Texas) im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. J.-C.
Pyun (Abteilung Human Engineering, KIST Europe GmbH) durchgefihrt. Alle
Reagenzien (reaktive Cellulose 16, BSA und aBSA) wurden als wassrige Losungen
mittels einer peristaltischen Pumpe der Firma Amersham Biosciences in die SPR-
Zelle (500 ul) transportiert. Die Immobilisierung der reaktiven Cellulose (0.3%-ige
Ldsung in Wasser), des BSAs (0.5%-ig in 10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0) und die
Deaktivierung mit Taurin (0.1 M in 10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0) erfolgten unter
statischen Bedingungen. Die entsprechenden Verweilzeiten in der SPR-Zelle waren:
2 h fur die reaktive Cellulose 16, 1 h fur das BSA und 10 min fur das Taurin. Die
Sensoroberflache wurde nach jedem Immobilisierungsschritt jeweils 3 x 10 Minuten
mit dem entsprechenden Ldsungsmittel (Wasser (MilliQ) bzw. 10 mM Carbonat-
Puffer pH 8.0) bei einem Fluss von 1 ml/min gespuilt.

Die konsekutiven Affinitatsexperimente mit dem aBSA wurden wie folgt durchgefuhrt:
nach dem Deaktivierungsschritt mit Taurin wurde das Laufmittel von Carbonat-Puffer
auf PB-T Puffer (PB-T: 10 mM Phosphat-Puffer pH 7.0 + 0.15 M KCI + 0.1 (Gew.)%
T-20) umgestellt. Die Sensoroberflache wurde damit 6 X 10 Minuten bei einem Fluss
von 1 ml/min gespdlt.

Die aBSA Losungen der Konzentrationen: 2.5, 6.25, 12.5, 25, 50 und 100 pug/ml
wurden mit Hilfe eines Autosampler (Midas, Firma Spark, Holland) auf die
Sensoroberflache injiziert. Die Verweilzeit fur jede aBSA Konzentration war 20 min.
AnschlieRend wurde 40 sec mit PB-T Puffer gesplilt, gefolgt von einer 5 minltigen
Wartezeit unter statischen Bedingungen bevor die nachste aBSA Probe injiziert

wurde. Die SPR-Messungen wurden bei 37°C durchgefuhrt.

Der aBSA Schichtaufbau auf Silberoberflachen und die anschlielenden
regenerativen Affinitdtsversuche mit BSA wurden mittels eines Dual-SPR-
Spektrometers (AK Knoll, MPI Polymerforschung Mainz) bei den Wellenlangen Amax:
633 nm (roter Laser) und Amax: 473 nm (blauer Laser) durchgefuhrt.

Aufgrund der schnellen Oxidation der verwendeten Ag-Substrate (dag = 33 nm)
wurden diese direkt nach dem Sputtern in die wassrige Lésung von MCT-HTSHP-
CMC 17 fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Abscheidung der
reaktiven Cellulose erfolgte durch Aktivierung der Thiosulfat-Gruppen mittels TCEP:
2 mg des Cellulosederivats 17 und 2 mg TCEP in 10 ml 0.4 M Acetatpuffer pH 6.9.
aBSA und BSA wurden, wie im Falle des BSA-Schichtaufbaus, als wassrige

Losungen mittels einer peristaltischen Pumpe der Firma Amersham Biosciences in
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die SPR-Zelle (1 ml) transportiert. Die Immobilisierung des aBSAs (pH, (aBSA) = 5.5;
mit Anreicherung: 0.05%-ig in 10 mM Acetat-Puffer pH 5.0 bzw. ohne Anreicherung:
0.05%-ig in 10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0; Verweilzeit in der SPR-Zelle: 1 h) und die
Deaktivierung mit Taurin (0.1 M in 10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0) erfolgten unter
statischen Bedingungen.

Die regenerativen Affinitatsexperimente mit dem BSA wurden wie folgt durchgefihrt:
nach dem Deaktivierungsschritt mit Taurin wurde die Sensoroberflache 15 min lang
mit PB-T Puffer gespult. AnschlieRend wurde eine 0.5%-ige BSA-LOsung injiziert (4-
mal). Nach jeder BSA Injektion wurde nach einer Verweilzeit von etwa 30 min (unter
statischen Bedingungen) die Dissoziation des BSAs durch das Spulen mit PB-T
Puffer eingeleitet, gefolgt, nach etwa 20min, durch die vollstandige Regeneration des
BSAs mit einer wassrigen SDS Losung (SDS: Natriumdodecylsulfat; 0.5%-ig in H20).
Die Auswertungen der SPR-Kinetiken (sowohl bei den Immunosensoren als auch
beim Enzymschichtaufbau) erfolgten mit dem Programm Origin 7.0 der OriginLab
Corp.

Die Auswertung der Schichtdicken erfolgte mit dem Programm Winspall 2.20 vom
MPI far Polymerforschung in Mainz. Die verwendeten Brechungsindices betragen fur
Aun =0,16 =i 3.14 Pl und fur Cr n = 3.58 = i 4.36 °®®. Fir die Cellulosederivaten
wurde ein Brechungsindex von n = 1.470, fir das BSA n = 1.365 9 3 fir das

aBSA n = 1.390 B ynd fir die HRP n = 1.500 verwendet.

Cyclovoltammetrie (CV) und Impedanzspektroskopie (EIS)

Die CV und EIS Messungen als auch deren Auswertung wurden von Herrn S.D. Kim
aus der Arbeitsgruppe von Dr. J.-C. Pyun (Abteilung Human Engineering, KIST
Europe GmbH) im Rahmen einer Kooperation durchgefiuhrt. Die CVs und die EIS-
Spektren wurden an einem ECO Chemie Potentiostaten der Firma Autolab (Holland)
gemessen, unter Verwendung einer Drei-Elektrodenanordnung (Arbeitselektrode AE:
Au-Plattchen mit einer Oberflache von 0.502 cm?; Gegenelektrode GE: Platinkontakt
und Referenzelektrode RE: Ag/AgCI-Elektrode).

Probenvorbereitung: die Thio-CMC Derivate 6a und 8 wurden als 0.1%-ige Losungen

in 0.2 M Zitronensaure, 3 als 0.1%- bzw. 0.3%-ige Losung in Wasser hergestellt. Die
Beschichtungszeit (tsa) der Gold/Silber-Arbeitselektroden (Gold-AE bzw. Silber-AE)

mit den Losungen von 6a und 8 war tsa = 1 h, mit der Losung von 3 tsa = 4 h.
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Fur die CV- und EIS-Messungen auf Gold wurde eine 2 mM Lésung von Ks[Fe(CN)g]
in 10 mM PBS-Puffer pH 7.0 als Elektrolytldsung verwendet.

Messbedingungen fur die CV-Experimente an beschichteten Gold-AE waren:
Anfangspotential E; = -300 mV, Umkehrpotential E, = 500 mV, Vorschub-
geschwindigkeit u = 100 mV/s.

Messbedingungen flur die EIS-Experimente an beschichteten Gold-AE waren: 150
mV Potential gegenuber Ag/AgCIl mit einer Amplitude von 10 mV, Frequenzbereich:
10 kHz - 50 mHz.

Fir die EIS-Messungen an Silberelektroden (Oberflaiche: 1 cm?) erwies sich eine
1 mM Fe*”*3.EDTA Lésung in 0.1 M Phosphat-Puffer pH 7.0 als geeignet.
Messbedingungen flr die EIS-Experimente an beschichteten Silber-AE waren: -300
mV Potential gegenuber Ag/AgCIl mit einer Amplitude von 10 mV, Frequenzbereich:
10 kHz - 0.1 Hz.

Die Auswertung der EIS-Spektren erfolgte durch das in der Software des
Potentiostaten implementierte  Auswertemodul, das auf eine nichtlineare
Anpassungsrechnung der Impedanzdaten an einem Ersatzschaltbild basiert ?**. Die
Auswertung wurde wie folgt durchgefuhrt: Die Impedanzdaten wurden zuerst als
Nyquist-Plot aufgetragen. Man schatzt die Werte fur die Elektrolyt-,
Durchtrittswiderstande und Doppelschichtkapazitaten des Systems ab. Dann gibt
man das Ersatzschaltbild vor und das Auswertemodul berechnet den Fit. Die Gute
der Anpassung kann aus der xz—Summe abgeschatzt werden. Die xz-Summe wurde
wahrend der Anpassung durch Variation der Startwerte minimiert, um Werte kleiner
oder gleich 10 zu erhalten, die eine gute Ubereinstimmung zwischen Modell und

Experiment zeigen.

Kontaktwinkelmessungen (KW)

Die statischen Kontaktwinkel (Ostt) der gemessenen Proben wurden mit einem
DSA 10 Gerat der Firma Kruess (Hamburg) gemessen. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit der Software Drop Shape Analysis Version 1.80. Fiur die Durchflhrung
der KW-Messungen wurden Tropfen (Volumen V = 5 pul) einer 10 mM Phosphat-
Puffer Losung pH 7.0 (in der vorliegenden Arbeit mit H,Opg gekennzeichnet)

verwendet.
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Spektral-Ellipsometrie

Die Schichtdicken der APES, der MCT-CMC 20 und der HRP auf Silizium-Wafern
wurden mit einem EP3-Spektral-Ellipsometer (A(He-Ne-Laser) = 531.6 nm,
Einfallswinkel ¢ = 75° fur die APES- und MCT-CMC-Schicht bzw. ¢ = 72° fir die
HRP-Schicht) der Firma Nanofilm Surface Analysis vermessen. Die Auswertung der
Ellipsometrie-Daten (¥ und A) erfolgte mit der Software EP® View Version 2.0. Fiir
die Bestimmung der Schichtdicken wurden folgende Brechungsindizes verwendet: fur
Silizium n = 4.1579 + i 0.0494, fir Siliziumoxid (Si/SiOy) n = 1.4605 7% 37 fiir das
APES n = 1.460, fur die MCT-CMC 20 n = 1.470 und fir die HRP n = 1.500.

Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszensmikroskopischen Abbildungen der mit Streptavidin-FITC modifizierten
MCT-CMC funktionalisierten  Siliziumwafer wurden von Herrn H. Bohn
(Experimentalphysik, Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U. Hartmann, Universitat des
Saarlandes) im Rahmen einer Kooperation durchgefuhrt. Dazu wurde ein Axioscop
Fluoreszenmikroskop der Firma Zeiss Jena GmbH verwendet. Die Oberflachen
wurde mit einer Kamera Leica DC300F unter Verwendung eines Streptavidin-FITC
Filters (Absorptionsmaximum Xiex = 488 nm, Emissionsmaximum Aem = 520 nm)
abgebildet. Messbedingungen waren: 400-fache VergroRerung, Belichtungszeit: 493

ms.

APES Monoschichten auf planaren Glas- bzw. Siliziumoberflachen

Bevor die Glas- bzw. Siliziumsubstrate mit dem 3-Aminopropyltriethoxysilan (APES)
beschichtet werden missen diese gereinigt und oxidiert werden.

Die Reinigung von Glasobjekttragern erfolgt zuerst in Dichlormethan (HPLC Grad,
Riedel-deHaén) in einem Ultraschallbad 10 Minuten lang bei 20°C, anschliel3end
spult man 2-mal mit H,O (MilliQ).

Die Oxidation der gereinigten Trager erfolgt fir 20 Minuten in einer 80°C heilen
Mischung von Wasserstoffperoxid, Ammoniak und destilliertem Wasser (im
Verhaltnis 1:1:4 Vol.-%). Nach dieser Behandlung werden die Trager funf Mal mit
H,O (MilliQ) gespiilt und dann mit Stickstoff getrocknet 2%,

Planare Siliziumwafer werden ohne weitere Reinigung oxidiert. Dazu werden als
erstes die Teflonbehalter, die mit den Substraten in Verbindung kommen, 1 bis 2-mal
mit frischer Piranha-Losung (50% H>SO4 (konz.) + 50% H20; (35%-ige Losung, nicht
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stabilisiert)) gereinigt. Danach werden die Si-Wafer mindestens 30 Minuten in erneut
frisch hergestellte Piranha-Lésung gelegt und hin und wieder geschwenkt. Im
Anschluss werden die Wafer mit heillem (80-90°C) H,O (MilliQ) abgespult. Substrate
werden bis zu 10-mal in frisches heilles H,O (MilliQ) gelegt (jeweils 5 bis 10
Minuten).

Am Ende werden die gereinigten Siliziumwafer im N,-Strom getrocknet.

Die gereinigten und oxidierten Glasobjekttrager werden mit APES (Fluka) aus
ethanolischer Losung beschichtet. Dazu wird 1 Vol. % APES geldst in Ethanol (HPLC
Grad, Fluka) auf 60°C erhitzt. Man ruhrt die Mischung fir 10 Sekunden. Nun stellt
man die gereinigten und oxidierten Substrate in diese Lésung 5-10 Minuten lang bei
60°C. AnschlieRend werden die Glasobjekttrager aus der Losung genommen, mit
reinem Ldsungsmittel gespult und dann direkt mit gasformigem Stickstoff trocken
geblasen. Die Beschichtung von oxidierten Siliziumwafer mit APES erfolgte sowohl in
gleicher Weise wie oben beschrieben, als auch aus einer 1 Vol. %-igen Lésung von
APES in Toluol.

Darstellung von MCT-CMC funktionalisierten Silizium- und Glasoberflachen

Die frischen APES beschichteten Glasobjekttrager bzw. Siliziumwafer werden in
einer 0.1%-igen Losung von MCT-CMC in 10 mM Carbonat-Puffer pH 8.0 - 8.5 bei
Raumtemperatur flr 6 h inkubiert (Bemerkung: auch langere Inkubationszeiten von
z.B. 24 h sind mdglich). Danach werden die Substrate 2-mal mit Wasser (MilliQ) und
2-mal mit Carbonat-Puffer gespult.

Immobilisierung von HRP an MCT-CMC funktionalisierten Silizium- und
Glasoberflachen

Nach dem Spulen der MCT-CMC funktionalisierten Silizium- bzw. Glassubstrate mit
Carbonat-Puffer (2-mal) werden diese in einer 12.5 uM L6sung der HRP in 10 mM
CB-Puffer pH 8.0 bei 4°C (im Kuhlschrank) inkubiert (Bemerkung: auch langere
Inkubationszeiten von z.B. 24 h sind ebenfalls mdglich). Die Uberschissige,
unspezifisch haftende HRP wird 2-mal mit 1 M NaCl Lésung und 2-mal mit 10 mM
CB-Puffer pH 8.0 abgespult. Im Anschluss werden die Substrate zur Deaktivierung
der restlichen reaktiven MCT-Gruppen in eine Taurin Lésung (0.1 M in 10 mM CB-
Puffer pH 8.0) fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Spulen mit CB-
Puffer konnen diese unter N»-Strom getrocknet und im Kuhlschrank aufbewahrt (1

Woche bei 4°C), oder direkt fur Aktivitatsmessungen eingesetzt werden.
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APES Beschichtung von Fused Silica-Kapillaren
Die verwendeten FuSi-Kapillaren (Durchmesser D = 180 um, Lange L = 30 cm)
wurden von den Firmen LC Packings (USA) und SunChrom Wissenschaftliche

Gerate GmbH erworben.

Beschichtungsprozedur: Die FuSi-Kapillare wird mittels Metall-Fitting (fiur HPLC) an
eine Glasspritze angeschlossen. Alle fur die Beschichtung der Kapillare bendtigten
Reagenzien werden mit Hilfe einer Spritzenpumpe (kd Scientific) durch die Kapillare
beférdert. Die Kapillare wird als erstes mit einer 1 M NaOH-Lésung ¢ fiir 30 min bei
Raumtemperatur (Fluss von 17 pl/min) aktiviert. Danach wird sie 10 min lang mit
Wasser (MiliQ) gespult. Nach dem Trocknen der aktivierten Kapillare in Hochvakuum
(Anschluss an der Hochvakuum-Apparatur dber Metall-Fitting) erfolgt die
Beschichtung mit der unverdiinnten 3-Aminopropyl-triethoxysilan (APES)-Lésung fur
30 min. Zur Entfernung des Uberschissigen APES wird ein Ende der Kapillare mit
Hilfe eines Metall-Fittings mit Schraubdeckel abgedichtet, das andere Ende an der
Hochvakuum-Apparatur angeschlossen. Nach dem Evakuieren (2¢102 mbar) der
FuSi-Kapillare (20 min) bei Raumtemperatur (RT) wird diese Uber Nacht bei 60°C

getrocknet (Trockenschrank).

Darstellung von MCT-CMC funktionalisierten FuSi-Kapillaren

Die APES beschichtete Kapillare wird 10 min mit CB-Puffer (10 mM, pH 8.0) gesplilt.
Die Anbindung der reaktiven MCT-CMC 20 erfolgt durch Rezirkulation der wassrigen
Lésung (0.1%-ig in 10 mM CB-Puffer pH 8.0) fur 2 h durch die APES beschichtete
FuSi-Kapillare (Fluss: 17 ul/min). AnschlieRend wird die Kapillare 10min mit CB-
Puffer gespult.

Immobilisierung von HRP an MCT-CMC funktionalisierten FuSi-Kapillaren

Nach dem Spulen der MCT-CMC funktionalisierten FuSi-Kapillare mit Carbonat-
Puffer (siehe oben) erfolgt die Beschichtung mit einer 12.5 uM Lésung der HRP in
10 mM CB-Puffer pH 8.0 fur 90 min bei RT (Fluss: 17 pl/min). Im Anschluss wird die
Kapillare zuerst 5 min mit einer 1 M NaCl Lésung und danach 10 min mit CB-Puffer
gespult. Danach wird mit Taurin-Lésung (0.1 M in 10 mM CB-Puffer pH 8.0)
deaktiviert (10 min) und 15min mit CB-Puffer gespult.

Bemerkung: Die Menge an immobilisiertem HRP wurde von Frau Dr. S. Jost (AK

Wenz, Organische Makromolekulare Chemie, Universitat des Saarlandes) aus der
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Abnahme der Konzentration der HRP-Beschichtungslésung nach dem Durchlaufen
der Kapillare, mit Hilfe des ABTS Assays ermittelt. Die Menge an immobilisiertem

HRP lag in einem Bereich von 7 — 10 ug / Kapillare.

Michaelis-Menten-Kinetik der HRP immobilisiert in FuSi-Kapillaren

Die HRP beschichtete FuSi Kapillare wurde in ein online Messsystem bestehend aus
einer Waters 515 HPLC Pumpe (Firma Waters), einem Autosampler Endurance
(Firma Spark, Holland; Vertrieb durch Firma SunChrom Wissenschaftliche Gerate
GmbH, Deutschland) und einem Wellchrom-K-2600 UV-Detektor der Firma Knauer,
eingebaut.

Die eingebaute FuSi-Kapillare wurde vor der Durchfiihrung der Michaelis-Menten
Kinetik, 30 min bei RT mit 10 mM AcB-Puffer pH 4.5 (AcB: 10 mM Acetat-Puffer pH
4.5 + HyO, (0.01%-ig) gespult. Fur die Aufnahme der Michaelis-Menten Kinetiken
wurden ABTS Losungen mit Konzentrationen von 50-2000 puM, bei einem Fluss von
3 wl/min, injiziert. Die Aufnahme der UV-Spektren von ABTS (Edukt ABTS bei (Amax =
340 nm, Produkt ABTS* bei Amax = 414 nm) erfolgte mit der Software Endurance der
Firma SunChrom Wissenschaftliche Gerate GmbH. Die Auswertung der Michaelis-
Menten Kinetik wurde mit dem Programm Origin 7.0 der OriginLab Corp
durchgefihrt.
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8.3 Praparativer Teil

8.3.1 Synthese der Thiocellulosederivate

Cellulose-6-O-p-toluolsulfonat 1

e
CH
d 3

Variante | '3

5 g (31.05 mmol) Cellulose (AVICEL PH 101, DP = 280) werden in 200 ml absolutem
DMAc suspendiert und auf 160°C erhitzt. Nach 1 h wird auf 100 °C abgekuhlt und
10 g wasserfreies LiCl zugegeben. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur (RT) geht
die Cellulose uber Nacht in Losung.

Zu der Loésung wird eine Mischung von 15 ml (0.10 mol) Triethylamin in 12 ml DMAc
unter Ruhren zugetropft. AnschlieRend wird die Losung auf 8°C abgekuhlt.

18 g (94.73 mmol) p-Toluolsulfonsaurechlorid werden in 12 ml DMAc gel6st und
innerhalb einer 0.5 h zugetropft. Die homogene Losung wird nun 24 h bei 8°C
geruhrt. Die Reaktionslésung wird vorsichtig auf 11 Eiswasser gegossen. Der
Niederschlag wird abfiltriert, mit 31 Wasser und 400 ml Ethanol gewaschen. Die
Substanz wird in 200 ml Aceton suspendiert und in 600 ml destilliertem Wasser
gewaschen. Es wird nochmals abfiltriert und mit Ethanol gewaschen. Das Produkt

wird dann im Vakuum (5 . 10 mbar) bei 60°C getrocknet.

Variante Il 2

20 g (63.40 mmol) Tetrabutylammoniumfluorid Trihydrat (TBAF x 3H20) werden in
100 ml DMSO geldst. 3.0 g (18.54 mmol) Cellulose (AVICEL PH 101, DP = 280)
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werden in kleinen Portionen zugegeben und die Reaktionslésung kraftig geruhrt.
Nach beendeter Zugabe wird solange gertihrt bis eine klare (leicht gelbliche) Lésung
entsteht.

10.40 g (54.55 mmol) p-Toluolsulfonsaurechlorid (p-TosCl) und 11.2 g (111.17 mmol)
Triethylamin werden gleichzeitig zur Reaktionsldsung zugegeben; anschliellend wird
24 h bei RT geruhrt.

Die Reaktionslosung wird in 500 ml Eiswasser gefallt, abfiltriert und mit 1 | Eiswasser
gewaschen. Der Niederschlag wird in 500 ml Ethanol aufgenommen, geruhrt,
abfiltriert und anschlieend mit 500 ml Ethanol gewaschen.

Der weilRe Feststoff wird nun in 500 ml Aceton aufgenommen, ca. 15 min gerihrt,
abfiltriert und anschlieend mit 400 ml Wasser und 500 ml Ethanol nachgewaschen.
Das Produkt wird dann in Vakuum (5 « 10 mbar) bei 60°C {iber Nacht getrocknet.

Var.  Cellulose p-TosCl Verhaltnis DSiosyl Ausbeute
m.n om0 e EA o] (%]
o] [mmol] [g] [mmoll
| 500 31.05 18.00 94.73 1:3 0.50-0.56 564 75%
I 3.00 18.54 10.40 54.55 1:3 0.30-0.45 411 70%

"H-NMR (DMSO-ds, 25°C): 5 = 7.80 (bs, 1H, H-b), 7.45 (bs, 1H, H-c), 5.56-5.33
(m, 2H, OH), 4.81-3.06 (m, 7H, H-1, 4, 6, 3, 5, 2, OH), 2.40 (bs, 3H , H-e) ppm.

3C-NMR (DMSO-dg, 25°C): & = 145.17 (C-a), 132.40 (C-d), 130.45 (C-c), 128.00
(C-b), 103.04 (C-1), 80.42-79.17 (C-4", C-4®), 74.99 (C-2), 73.21 (C-3), 71.94 (C-5),
69.43 (C-6"), 60.34 (C-6°), 21.39 (C-e) ppm.

FT-IR: 3523 v(OH), 3072 v(CHarom), 2888 V(CH), 1641, 1597 v(CHarom), 1494,
1357 v(SO3), 1176 v(SOy), 1067, 815 v(CHarom), 673, 553 cm™:

EA berechnet fir [C6H9,44O4_44][C7H7OzS]0.56'4H20 (MGIcp =311.58 g/mol):
C 38.24%, H 6.91%, S 5.76%; gefunden: C 38.56%, H 7.01%, S 5.80%.
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6-S-Methylthio-6-desoxy-cellulose 2

SCH;

Unter Schutzgas wird eine Ldésung von 350 mg (5.00 mmol) NaSCH; in 40 ml
absoluten DMF vorgelegt und auf 0°C abgekuhlt.

Eine Losung von 1.2 g (3.85 mmol; DStesyi = 0.56) von 1 geldst in 60 ml absolutem
DMF wird zugespritzt. Die Reaktionslésung wird 8 h bei 0°C gerlhrt, anschliel3end in
Diethylether gefallt und tGber Nacht bei RT stehengelassen. Der weil3e, sehr feine
Niederschlag wird abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Der trockengesaugte
Feststoff wird in 100 ml 1 N NaOH innerhalb einer 0.5 h geldst. Die gelbliche Losung
wird anschlieBend mit Wasser auf 200 ml verdunnt, und durch kontinuierliche
Ultrafiltration gegen eine UF-C5 (5kDa) Membran zuerst mit 0.1 N NaOH, danach mit
destilliertem Wasser, gereinigt. Das Retenat wird gefriergetrocknet.

Man erhalt einen weil3en watteartigen Feststoff.
Ausbeute: 650 mg (2.41 mmol, 64%; DSwethyithio = 0.55).

'H-NMR (DMSO-dg, 25°C): & = 5.19 (m, H-1), 4.87-2.53 (bs, OH, H-4, 5, 6, 3, 2),
2.08 (t, SCH3) ppm.

3C-NMR (DMSO-dg, 25°C): § = 102.72 (C-1), 82.47 (C-4"), 79.92 (C-4®), 74.99-
73.23 (C-5, 3, 2), 60.38 (C-6°), 34.90 (C-6"), 15.79 (SCH3) ppm.

FT-IR: 3334 v(OH), 2962 v(CH), 2874 v(CH), 1411, 1368 v(OH), 1318 v(OH),
1053, 1018 v(CO), 897, 705 v(CS) cm™.

EA berechnet fur [CeHg 4404.44][OHJ0.01[CH3S]0.55*°5H20 (Mgicp = 269 g/mol):

C 29.30%, H 7.85%; gefunden: C 29.25%, H 7.89%.
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6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose Natrium Salz 3

SCH3

R: H, CH,COONa

2 (150 mg, 0.73 mmol; DSwethyitic = 0.55) wird in einem Gemisch aus 10 ml
Isopropanol und 6 ml Ethanol suspendiert und fur 30 min geruhrt. 0.56 g (4.8 mmol)
Chloressigsaure-natriumsalz werden fest zugegeben und 1 h bei RT weitergerthrt.
Anschlief3end tropft man 430 pl einer 30% NaOH Ldsung (4.5 mmol) zu und erhitzt
das Reaktionsgemisch 2 h auf 60°C. Nach Abkuhlen auf RT wird die Suspension mit
Essigsaure neutralisiert. Man gibt solange destilliertes Wasser zu bis das Produkt in
Lésung geht. AnschlielRend wird die klare Lésung mit destilliertem Wasser gegen ein
UF-C 10 Membran (10 kDa) ultrafiltriert. Produkt 3 wird nach der Gefriertrocknung als
weiller watteartiger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 142 mg (049 mmol, 68%; DSCarboxymethyI = 1.00, DSMethyIthio = 055)

'H-NMR (D20, 25°C): & = 4.42 (bs, H-1), 4.25-4.13 (m, H-2,6¢H2), 3.73-2.69 (m,
H-5, 4, 3, 6, 2), 2.05 (m, SCH3) ppm.

3C-NMR (D.0, 25°C): & = 178.50 (COONa), 102.86 (C-1), 82.83 (C-4"), 79.21
(C-4B), 75.44 (C-5), 74.76 (C-3), 73.66 (C-2), 71.80 (CH.-2), 69.57 (CH.-6), 60.81 (C-
67), 35.39 (C-6"), 15.88 (SCHs) ppm.

FT-IR: 3359 v(OH), 2918 v(CH), 1595 v(COO"), 1413 v(COO"), 1320 v(OH), 1247,
1020 v(C-0), 920, 805, 711 v(CS), 673, 570, 554 cm™.

EA berechnet fur [C6H3_44O4_44][OH]0_01[CH3S]0_55[C2H202N8]1_00‘1 .5H20

(Mgicp = 285.73 g/mol): C 35.94%, H 5.33%; gefunden: C 35.91%, H 5.05%.

Molmasse: My, = 25000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 97.
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6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose H (COOH) 3a

120 mg MTh-CMC Na 3 (0.42 mmol; DScarboxymethyl = 1.00, DSpethyitnioc = 0.55) werden
in 10 ml Wasser gelost (pH = 8.0). Mit einer 1 M Salzsaure Lésung wird nun der pH
auf 3.5 eingestellt (Zugabe von ca. 500 ul). Man riuhrt funf Minuten bei RT und
verdinnt anschlieBend die Loésung auf 50 ml. 3a wird durch kontinuierliche
Ultrafiltration mit 2| destillietem Wasser gegen eine UF-C 5 Membran (5 kDa)

gereinigt und anschliel3end gefriergetrocknet.

6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose-ethylester 4

R: H, CH,COOCH,CHs

380 mg (1.41 mmol) 6-S-Methylthio-6-desoxycellulose 2 (DSwethyithioc = 0.55) werden
in 50ml DMSO innerhalb einer 0.5h gelost. 728.2mg (5.94 mmol)
Chloressigsaureethylester werden zugegeben und die Mischung 1 h bei RT gerthrt.
Nun werden 1.22ml einer 30%-igen NaOH-Lésung zugetropft. Die gelbe
Reaktionsmischung wird auf 60°C erhitzt und 1 h geruhrt. Nach dem Abkuhlen wird
das Gemisch (pH~9) mit Essigsaure neutralisiert und in Isopropanol gefallt. Der
Niederschlag wird abgesaugt und in Hochvakuum getrocknet. Der gelbe Feststoff
wird in wenig Wasser geldst und mit destilliertem Wasser durch kontinuierliche
Ultrafiltration (UF-C 5, 5 kDa) gereinigt. Nach dem Gefriertrocknen erhalt man einen

watteartigen, schwach gelblichen Feststoff.

AUSbeUte 370 mg (1 3 mm0|, 93%, DSCarboxymethy|ethy|ester = 016, DSMethy";hio = 055)

'H-NMR (DMSO-ds, 25°C): 5 = 4.56 (m, H-1), 4.32-3.81 (bs, CHacm), H-4, 5, 6, 3),
3.67-3.63 (g, CH,), 3.36 (s, H-2), 2.20 (t, SCH3), 1.18 (t, 3H, CH3) ppm.
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BC-NMR (DMSO-ds, 25°C): § = 177.76 (C=0), 102.90 (C-1), 82.55 (C-4"), 79.41
(C-48), 75.27-69.40 (C-5, 3, 2, CHaomy), 60.31 (C-6°), 57.83 (CH,) 35.02 (C-6"),
17.24 (CHs), 15.92 (SCH3) ppm.

FT-IR: 3334 vOH, 2962 v(CH), 2874 v(CH), 1590 v(C=0), 1411, 1368 v(OH),
1318 v(OH), 1053, 1018 v(CO), 897, 705 v(CS) cm™.

EA berechnet fur [CeH9_2804_44][OH]0_01[CH3S]0_55[C4H702]0.16’5H20 (MGIcp = 283
g/mol): C 30.57%, H 7.87%; gefunden: C 31.01%, H 7.83%.

6-0O-(3'-Allyloxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose Natrium Salz 5

R = H, CH,COONa

Syntheseweg (a)

1.0 g CMC Natrium Salz (4.13 mmol; DScarboxymethyi = 0.91, X2 = 0.43, x3 = 0.17, X =
0.31) wird bei RT in 10 ml 25%-iger Natronlauge gelost und anschlielend mit 30 ml
H20 verdinnt.

Man teilt das entsprechende Volumen an Allylglycidylether (AGE) in 2 gleiche
Portionen auf. Die erste AGE-Zugabe erfolgt direkt nach dem Auflésen der CMC,
tropfenweise (1 Tropfen / 1 Sekunde) unter kraftigem Ruhren. Nach der Zugabe wird
die Losung fur 24 h bei 60°C weitergerthrt. Die zweite AGE Portion erfolgt direkt zur
heilen Reaktionslosung bei 60°C (Vorsicht!!), ebenfalls tropfenweise und unter
kraftigem Ruhren. AnschlieRend wird die Losung weitere 24 h bei 60°C gerlhrt.

Nach insgesamt 3 d wird die Reaktionslosung auf RT abgekuhlt, mit HCI neutralisiert
und durch Ultrafiltration (UF-C 5, 5 kDa) gereinigt. Das Produkt wird als weilder

Feststoff durch Gefriertrocknung isoliert.
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Syntheseweg (b)

1.0 g CMC Natrium Salz (4.13 mmol; DScaroxymethyt = 0.91, X2 = 0.43, x3 = 0.17, X =
0.31) wird bei RT in 40 ml 5%-iger Natronlauge geldst (Bemerkung: es entsteht eine
viskose Losung, gegebenenfalls KPG-Ruhrer verwenden).

Man teilt das entsprechende Volumen an Allylglycidylether (AGE) in 4 gleiche
Portionen auf. Die erste AGE-Zugabe erfolgt direkt nach dem Auflésen der CMC bei
RT, tropfenweise (1 Tropfen /2 Sekunden) unter kraftigem Rihren. Die anderen 3
Portionen werden bei RT, jeweils nach 24 h nach der hervorgegangenen Zugabe
unter kraftigem RuUhren, tropfenweise, zugespritzt. Nach der letzten AGE-Zugabe
(Tag 4) wird die Reaktionslosung einen weiteren Tag bei RT gerlhrt.

Nach insgesamt 5d wird die Reaktionslosung 3-mal mit je 50 ml Diethylether
ausgeschuttelt. Die wassrige Phase wird nun in Isopropanol (200 ml) gefallt. Der
Niederschlag wird 3-mal mit 50 ml Isopropanol gewaschen und trockengesaugt. Der

Feststoff wird nun in destilliertem Wasser geldost und die wassrige Losung

gefriergetrocknet.
CMC Na AGE Verhaltnis DSauyi Ausbeute
m n v n NnaceNcme  EA 'H-NMR  [g] [%]
[g] [mmol]  [mi] [mmol]
0.5 4.38 1:1 0.12 - 0.94 94
1 413 1.0 8.76 21 0.23 0.25 1.06 84
1.5 13.14 3:1 0.43 0.45 1.05 79
5.0 43.80 5:1 0.64 0.65 2.73 87
2 8.26
11.0 96.36 11:1 0.67 0.69 2.60 86

"H-NMR (D,0, 60°C): & = 5.83 (m, H-2"), 5.24-5.20 (d, H-3"yans), 5.18-5.14 (m, H-
3"s), 4.41 (s, H-1), 3.95 (s, H-6¢i12), 3.85 (s, H-1"), 3.82 (m, H-5, H-4), 3.40-3.37 (m,
H-1', H-2', H-3', H-3, H-2, H-6), 3.23 (s, H-2%) , 3.08 (s, H-2*) ppm.

BC-NMR (D0, 60°C): & = 178.30 (COONa), 134.32 (C-2"), 119.63 (C-3"), 102.72
(C-1), 84.43 (C-2"), 80.61 (C-28), 77.23 (C-4), 76.75 (C-3), 74.92 (C-1"), 74.01 (C-1,
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C-3'), 73.63 (C-2'), 72.05 (C-5), 65.83 (CH,-COONa), 63.92 (C-6"), 63.43 (C-6°)
ppm.

FT-IR: 3312 v(OH), 2920 v(CH), 2884 v(CH), 1591 v(COONa), 1414, 1322 v(OH),
1266, 1119, 1052, 932, 896 cm™.

EA berechnet fiir [C6H8,8505][C2H202N8]0,91[C6H1102]0,23°2.5H20
(Maiey = 306.25 g/mol): C 36.10%, H 6.01%; gefunden: C 35.95%, H 5.70%.

EA berechnet fur [C6H3_6605][C2H202N8]0_91[CsH11Oz]o_43‘2H20
(Mgiep = 320.07 g/mol): C 39.05%, H 6.06%, gefunden: C 38.91%, H 5.88%.

EA berechnet fur [Cng,4505][C2H202N3]0_91[C6H1102]o_64'4H20
(Maiep = 380.07 g/mol): C 36.85%, H 6.71%, gefunden: C 36.79%, H 6.61%.

EA berechnet fur [CGH3,4205][CQH202N8]0_91[C6H1102]o_67'3H20
(Maiep = 365.48 g/mol): C 38.91%, H 6.51%, gefunden: C 38.79%, H 6.47%.

Syntheseweq (a):

Molmasse: M, = 15000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 57.
(Mgiep = 306.25 g/mol; DSauy = 0.23).

Molmasse: M, = 15000-36000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 53-127.
(Mgicp = 320.07 g/mol, DSy = 0.43).

Syntheseweq (b):

Molmasse: M, = 95000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 363.
(Mgicp = 306.25 g/mol; DSajy = 0.23).

Molmasse: M, = 106000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 340.
(Mgicp = 365.48 g/mol; DSy = 0.67).
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6-0-(2",3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose
Natrium Salz 6

SSOsNa*
3 on o,
SSO;Na

1

R =H, CH,COONa

Einstufige Synthese (6a): aus AHP-CMC Syntheseweg (a)

5 (400 mg 1.25 mmol; DSauy = 0.43, DScarboxymethyt = 0.91) wird in 90 ml H.O geldst.
Natriumtetrathionat Dihydrat (2.38 g, 7.88 mmol) in 20 ml H,O wird tropfenweise
(1 Tropfen / 1 Sekunde) zugegeben und die Reaktionslosung auf 95°C erhitzt. Nach
2 d wird die gelbliche Losung auf RT abgekuhlt und durch Ultrafiltration (UF-C 10,
10 kDa) mit destillietem Wasser gereinigt. Das Produkt 6a wird als weilder

watteartiger Feststoff isoliert.

AUSbeUte. 360 mg (1.12 mm0|, 89%, DSA||y| = 0.33, DSBisthiosu|fat = 0.10, DSCarboxymethyl
= 0.91).

'H-NMR (D20, 25°C): § = 5.97 (m, H-2"), 5.38-5.34 (d, H-3"ans), 5.30-5.28 (m, H-
3".is), 4.59 (s, H-1), 4.28 (s, H-Bcp2), 4.26 (s, H-2c12), 4.09 (s, H-1"), 3.99 (m, H-2"),
3.95 (m, H-6"), 3.78 (m, H-6%), 3.60-3.45 (m, H-1', H-3', H-5, H-4, H-3), 3.36 (s, H-
2%), 3.22 (s, H-2B) ppm.

BC-NMR (D0, 25°C): & = 178.31 (COONa), 134.34 (C-2"), 119.61 (C-3"), 102.73
(C-1), 84.45 (C-2"), 80.61 (C-2B), 77.23 (C-4), 76.72 (C-3), 74.91 (C-1"), 74.05 (C-1',
C-3'), 73.63 (C-2'), 72.04 (C-5), 65.81 (CHycm)), 63.91 (C-6"), 63.43 (C-6°) ppm.

FT-IR: 3349 v(OH) 2885 v(CH), 1726 v(COONa), 1588, 1412, 1320 v(OH), 1240,
1051, 1018, 895 cm™".
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EA berechnet fur
[CeHs.6605][C2H202Na]o.91[CeH1102]0.33[CeH1108S4Naz]o.10°1.5H2.0
(Mgicp = 337.89 g/mol): C 36.96%, H 5.44%, S 3.80%; gefunden: C 36.75%, H
5.92%, S 3.82%.

Molmasse: My, = 15000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 48.

Einstufige Synthese (6a): aus AHP-CMC Syntheseweg (b)

5 (500 mg 1.37 mmol; DSauy = 0.67, DScarboxymethyt = 0.91) wird in 90 ml H,O geldst.
Natriumtetrathionat Dihydrat (2.61 g, 8.64 mmol) in 20 ml H,O wird tropfenweise
(1 Tropfen / 1 Sekunde) zugegeben und die Reaktionslosung auf 95°C erhitzt. Nach
2 d wird die gelbliche Lésung auf RT abgekuhlt und durch Ultrafiltration (UF-C 10,
10 kDa) mit destillietem Wasser gereinigt. Das Produkt 6a wird als weilder

watteartiger Feststoff isoliert.

AUSbeUte. 385 mg (1.03 mm0|, 75%, DSA||y| = 0.57, DSBisthiosu|fat = 0.10, DSCarboxymethyl
= 0.91).

'H-NMR (D0, 60°C): & = 5.83 (m, H-2"), 5.24-5.20 (d, H-3"yans), 5.16-5.14 (m, H-
3".s), 4.40 (s, H-1), 4.25 (bs, CH,-COONa), 3.95-3.11 (bs, H-6, 5, 4, 3, 2) ppm.

3C-NMR (D0, 60°C): & = 178.89 (COONa), 134.88 (C-2"), 120.11 (C-3"), 102.10
(C-1), 85.57 (C-2"), 82.56 (C-2°), 78.57 (C-4), 75.83 (C-3), 74.68 (C-1"), 74.23 (C-1',
C-3'), 73.62 (C-2'), 72.524 (C-5), 69.54-68.37 (CHzcwmy), 60.71 (C-6) ppm.

FT-IR: 3346 v(OH) 2887 v(CH), 1724 v(COONa), 1585, 1410, 1323 v(OH), 1245,
1050, 1017, 894 cm™".

EA berechnet flr [CeHg 4205][C2H202Na]o.91[CsH1102]0.57[CeH1108S4Naz]o.10°2H20
(Maicp = 374.48 g/mol): C 37.97%, H 5.82%, S 3.42%; gefunden: C 37.75%, H
5.78%, S 3.38%.

Molmasse: M,, = 97000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 287.

Zweistufige Synthese (6b): aus AHP-CMC Syntheseweg (a)

5 (840 mg, 2.63 mmol; DSy = 0.43, DScamoxymethyy = 0.91) wird in 50 ml CHCI3

suspendiert und kraftig 2 h geruhrt. Innerhalb von 3 h wird eine 5%-ige Lésung von
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Br, in CHCI3 zu der kraftig gerlihrten Suspension so lange zugetropft bis keine
Entfarbung der Reaktionslésung mehr zu beobachten ist und die Losung leicht
hellgelb bleibt. Das Uberschissige Br, wird durch Zugabe einiger Tropfen 0.1 M
NaS,03 Losung zerstort. AnschlieBend wird das CHCI; abrotiert und der
zuruckgebliebene Feststoff in Vakuum getrocknet. Der weil3e Feststoff wird in 10 ml
DMSO gel6st. Natriumthiosulfat Pentahydrat (2.38 g, 7.88 mmol) gel6st in 20 ml H,O
wird tropfenweise (1 Tropfen /1 Sekunde) zugegeben und das Gemisch auf 90°C
erhitzt. Nach 4d wird die gelbliche Loésung auf RT abgekihlt und das
Lésungsmittelgemisch in Hochvakuum (5. 102 mbar) abdestilliert. Der gelbliche
Rickstand wird in Wasser geldst, filtriert und durch Ultrafiltration gereinigt (UF-C 10,
10 kDa). Das Produkt 6b wird als weil3er watteartiger Feststoff isoliert.

AUSbeUte. 770 mg (2.10 mm0|, 80%, DSA||y| = 0.25, DSBisthiosu|fat = 0.17, DSCarboxymethyl
= 0.91).

'H-NMR (D20, 25°C): § = 5.84 (m, H-2"), 5.24-5.20 (d, H-3"ans), 5.16-5.14 (m, H-
3"cis), 4.50 (s, H-1), 4.24-4.21 (br, H-6¢cp2, H-2cH2), 4.13 (s, H-1"), 4.03 (m, H-2"), 3.95
(m, H-6%), 3.84 (m, H-6%), 3.67-3.42 (m, H-1', H-3', H-2"gisthiosuifat, H-5, H-4, H-3), 3.31
(s, H-3"gisthiosuttat), 3.23 (s, H-2%), 3.13 (s, H-2%) ppm.

3C-NMR (D0, 25°C): § = 176.64 (COONa), 134.32 (C-2"), 118.74 (C-3"), 102.78
(C-1), 82.38 (C-2"), 78.72 (C-2B), 77.73 (C-4), 76.72 (C-3), 75.32 (C-1"), 74.39 (C-1',
C-3'), 73.36 (C-2'), 72.51 (C-5), 71.34-69.60 (CHz(cm)), 66.34 (C-2"gisthiosuitat) 62.84 (C-
6”), 60.27 (C-68), 37.23 (C-3"gisthiosuitat) PPM.

FT-IR: 3261 v(OH) 2920 v(CH), 1726 v(COONa), 1588, 1414, 1322 v(OH), 12686,
1053, 1024, 895 cm".

EA berechnet fir [CsHg 6605][C2H202Na]o.91[CeH1102]0.25[CeH1108S4Naz]o.17
[C6H1304]0,o1°2H20 (MGlcp = 366.34 g/mol): C 34.1 1%, H 5.30%, S 5.96%;
gefunden: C 34.25%, H 5.57%, S 5.89%.

Molmasse: My, = 28000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 85.
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6-0-(2",3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose H
(freie Saure) 6a

340 mg (1.01 mmol) TSHP-CMC Na 6a (DSay = 0.33, DSgisthiosutat = 0.10,
DScarboxymethyt = 0.91) werden in 20 ml 0.1 N HCI geldst, mit Wasser auf die doppelte
Menge verdinnt und mit destillietem Wasser gegen eine UF-C 10 Membran
(10 kDa) ultrafiltriert. Nach der Gefriertrocknung des Retentats erhalt man einen

weilken watteartigen Feststoff.

Ausbeute: 300 mg (0.94 mmol, 93%; DSgisthiosulfat = 0.10, DScarboxymethyl = 0.91).

6-O-(2"-Hydroxy-3"-bromopropoxy-2'-hydroxypropyl)-carboxymethylcellulose
Natrium Salz 7

R = H, CH,COONa

Eine 5-ige% LOsung von Brz in CHCI3; wird tropfenweise zu einer wassrigen Losung
aus 1.0g (3.26 mmol) 5 (DSay = 0.23, DScaroxymethy = 0.91) in 50 ml H,O
zugegeben bis keine Entfarbung der Reaktionslosung mehr zu beobachten ist und
die Losung leicht hellgelb bleibt. Das Uberschissige Brp, wird durch Zugabe einiger
Tropfen 0.1 M NayS,03; Losung zerstort. Nach abdestillieren des Lésungsmittels wird
die wassrige Losung durch Ultrafiltration (UF-C 10, 10 kDa) gereinigt und
anschlielend gefriergetrocknet. Das Produkt 7 wird als weil3er watteartiger Feststoff

isoliert.



8. Experimenteller Teil 211

'H-NMR (D20, 25°C): & = 4.56 (bs, H-1), 4.32-4.27 (m, H-6¢ch, H-2ch2), 4.10-4.02
(m, H-1"), 3.95-3.72 (m, H-6, H-2", H-3"), 3.67-3.45 (m, H-1', H-3', H-5, H-4, H-3),
3.38 (bs, H-2"), 3.23 (bs, H-2%) ppm.

BC-NMR (D20, 25°C) : § = 178.2 (COONa), 102.7 (C-1), 82.3 (C-2%), 78.7 (C-2°),
77.7-76.5 (C-4, C-3), 75.3 (C-1"), 74.1-73.6 (C-1', C-3"), 72.4 (C-2'), 71.4 (C-5), 69.5
(CHzcmy), 63.4 (C-2"), 60.2 (C-6), 35.5 (C-3") ppm.

FT-IR: 3333 vOH, 2924 vCH, 1732 v(COONa), 1596, 1421, 1375, 1321 vOH,
1248, 1117, 1062, 652 cm”".

EA berechnet flr
[CeHs.8605][C2H202Na]0.91[CsH1203Br]o.20[CsH1304]0.03°2H20 (Mgicp = 317.64 g/mol):
C 34.80%, H 5.55%, Br 5.04%; gefunden: C 35.10%, H 5.65%, Br 4.94%.

6-O-(2"-Hydroxy-3"-thiosulfatopropoxy-2'-hydroxypropyl)-
carboxymethyicellulose Natrium Salz 8

SSO5Na*
-

RO

R = H, CH,COONa

7 (1.0 g, 3.26 mmol; DSgromid = 0.20, DScarboxymethy = 0.91) wird in 100 ml H2O gelost.
1.3 g (8.20 mmol) Na,S,03 werden in 3 gleiche Portionen aufgeteilt (jeweils 450 mq).
Die erste Na;S,03-Zugabe (450 mg, 2.73 mmol) erfolgt direkt nach dem Auflésen der
AHP-CMC 7 bei RT. AnschlielRend wird die Mischung 24 h bei 95°C geruhrt. Die
anderen 2 Portionen werden bei 95°C (Vorsicht!!), jeweils 24 h nach der
hervorgegangenen Zugabe unter Rihren, zudosiert. Nach der letzten Na;S;03-
Zugabe (Tag 3) wird die Reaktionslésung einen weiteren Tag bei 95°C gerlhrt. Nach
insgesamt 4 d bei 95°C wird die wassrige Losung ultrafiltriert (UF-C 10, 10kDa).
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Produkt 8 (weilRer, watteartiger Feststoff) wird durch Gefriertrocknung isoliert.

Ausbeute: 790 mg (2.45 mmol, 75%; DScamoxymethyl = 0.91, DSthiosuifat = 0.15).

"H-NMR (D20, 25°C): & = 4.62 (s, H-1), 4.38-4.24 (m, H-2", H-6¢h2, H-2cH2), 4.10
(m, H-1"), 3.96-3.83 (m, H-6), 3.68-3.50 (m, H-1', H-3', H-5, H-4, H-3), 3.39 (d, H-2"),
3.30 (d, H-3"), 3.26 (m, H-2B) ppm.

BC-DEPT-NMR (D;0, 25°C): & = 102.72 (C-1), 83.28 (C-2%), 82.43 (C-2®), 78.64-
76.32 (C-4, C-3), 75.29-74.38 (C-1', C-3"), 73.36 (C-2'), 72.42 (C-5), 71.59 (CHacm)),
69.15 (C-2"), 60.24 (C-6), 38.01 (C-3") ppm.

FT-IR: 3356 v(OH), 2922 vCH), 1599 v(COONa), 1416, 1323 v(OH), 1203
v(SO7), 1056, 1024 v(S=0), 896, 637 v(C-S) cm™.

EA berechnet fiir [CsHg.8605][C2H202Na]o.91[CeH1206S2Na]o.15[CeH1304]0.08°2H20
(Mgicp =322.78 g/mol): C 34.23%, H 5.47%, S 2.98%; gefunden: C 34.26%, H 5.43%,
S 2.94%.

EA berechnet fiir [CsHg.6605][C2H202Na]o.91[CeH1206S2Na]o.23[CeH1304]0.20°2H20
(Mgicp =352.85 g/mol): C 35.40%, H 5.38%, S 4.18%; gefunden: C 35.38%, H 5.27%,
S 4.16%.

EA berechnet fur [CeHg 4505][C2H202Nalo 91[CeH1206S2Nalo 38[CeH1304]0.26°H20
(Mgicp =392.67 g/mol): C 35.67%, H 5.19%, S 6.21%; gefunden: C 35.63%, H 5.15%,
S 6.18%.

Molmasse: M, = 95000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 331.
(Mgicp = 322.78 g/mol; DSthiosuitat = 0.15).

Molmasse: M, = 98000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 262.
(MG|Cp = 392.67 g/m0|, DSThiosu|fat = 0.38).

AHP-CMC Na NaxS,03 Schwefel DSthiosutat  Ausbeute
DSaiy m[g] n[mmol] m[g] n[mmol]  [%] EA [l  [%]
023 100 326 130 8.20 2.94 0.15 0.79 75
043 050 156 1.00 6.31 4.16 0.23 040 72

064 100 285 135 8.51 6.18 0.38 0.69 62
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8.3.2 Synthese reaktiver Thiocellulosederivate

2,4-Dichlor-6-oxido-1,3,5-triazin 9

Cl

N|)§N
CI)\N/)\O' Na*

10 g (54.2 mmol) 2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin (Cyanurchlorid) werden in 100 ml H>,O
suspendiert. Die Suspension wird nun auf 2°C abgekuhlt. Unter kraftigem Ruhren
wird eine 2 M NaOH Ldsung zudosiert bis der pH der Lésung zwischen 10 und 12
liegt (ca. 30 ml NaOH Lésung entsprechend 60 mmol NaOH). Die Suspension wird
bei diesem pH weitergeruhrt (eventuell noch NaOH LOsung zugeben) bis das
gesamte Feststoff in Losung geht (Dauer: ca. 1 h).

Die klare Losung wird vom restlichen nicht umgesetzten Cyanurchlorid abfiltriert und
mit einer 0.1 M HCI Lésung auf einem pH zwischen 7 und 8 eingestellt. Die Losung
wird anschlieRend gefriergetrocknet. Der weilde flockenartige Feststoff wird in 200 ml
Methanol suspendiert und 30 min geruhrt. AnschlieBend wird abfiltriert und das
Methanol am Rotationsverdampfer abdestilliert. Man erhalt einen weilken Feststoff

der dann in Vakuum (5 x 10 mbar) bei 60°C tiber Nacht getrocknet wird.

Ausbeute: 8.86 g (53.38 mmol, 98%).

BC-NMR (D20, 25°C): & = 169.68 (C-Cl), 168.52 (C-O) ppm.

FT-IR: 3371 v(OH), 1656-1563 v(C=N), 1436, 1368, 1226, 1103-1035 v(C-Cl), 888,
842 v(C-Cl), 805 v(C-Cl) cm™.

MS (ESI'): m/zger, = 163.86 [M(C3HN3CI,0)-H], m/zper. = 164.96 [M(C3HN3CI0)].
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6-S-Methylthio-6-desoxy-O-(2-Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6-yl)-cellulose 10

9 (418 mg, 2.22 mmol) wird in 10 ml Wasser gel6st und auf einer Temperatur von
2°C abgekuhlt. Unter Rihren wird eine Ldésung von 200 mg (0.74 mmol) 6-
Methylthio-6-desoxy-cellulose 2 (DSwethyithio = 0.55) in 5ml 0.4 M NaOH Loésung
(entspricht 2 mmol NaOH) zugetropft so dass der pH der Reaktionslésung zwischen
12 und 13 liegt. Unter regelmafiger pH Kontrolle wird die Loésung nun 1 d bei 2°C
geruhrt und ein weiteren Tag bei RT. Der pH der Reaktionslosung liegt am Ende
zwischen 9.0 — 9.5. Man verdlinnt anschliellend die Lésung auf das 10-fache und
reinigt diese durch Ultrafiltration mit destilliertem H,O (UF-C 5, 5 kDa). Produkt 10
wird nach Gefriertrocknung als weil3er watteartiger Feststoff isoliert.

Ausbeute: 122.9 mg (0416 mmoI, 56%; DSChIor = 0.17, DSMethyIthio = 0.55, DSTriazin =
0.29).

"H-NMR (D0, 27°C): 5 = 4.27-2.53 (bs, H-1, H-4, 5, 6, 3, 2), 2.07 (t, SCH3) ppm.

SC-NMR (D,0, 27°C): § = 170.81-169.21 (C-O, C-Cl, C-O-CH,), 103.06 (C-1),

82.80 (C-4"), 80.30 (C-4°), 75.36-73.00 (C-5, 3, 2), 61.52 (C-6"ycr), 60.83 (C-6°),
35.29 (C-6"), 16.13 (SCHs) ppm.

FT-IR: 3333 v(OH), 2926 v(CH), 2874 v(CH), 1610-1539 v(C=N), 1480, 1335
v(OH), 1223, 1053, 1018 v(CQ), 860, 805 v(C-Cl), 705 v(CS) cm™.

EA berechnet fiir
[CeHs.9804.44][OH]0.01[CH3S]0.55[C3N3O2Naz]o.12 [C3N3ONa]o.17[Cl]o.17°4H20

(Maicp = 294.93 g/mol): C 30.22%, H 6.37%, N 4.13%, Cl 2.04%; gefunden: C
30.17%, H 6.28%, N 3.97%, Cl 2.11%.

Molmasse: M,, = 30000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 134.
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6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethyl-O-2-(N-(3-dimethylaminopropyl)-

N'-ethylcarbodiimidyl)-cellulose Natrium Salz 11 a

SCH,
6 _ —
) 5 o R: CH,COONa, H, HZC\g_O
i ! O / -
3 2,‘ 0 13
%
RO OR NH—C=N"
12\69 10 8 14
NH °
/ 11

15

158 mg MTh-CMC Na 3 (0.55 mmol; DScarboxymethyl = 1.00, DSpetnyithio = 0.55) werden
in 12ml Wasser gelost, mit 320 mg EDC (1.67 mmol) versetzt und unter
regelmaniger pH Kontrolle (Anfangs pH 7.0, pH-Bereich 6.5-7.0) 24 h bei RT geruhrt
(Bemerkung: wenn der pH-Wert der Losung unter 6.0 oder tberhalb von 7.5 liegt, mit
Saure/Base wieder im pH-Bereich einstellen). Die Losung wird anschlieRend mit
Wasser auf 50 ml verdinnt und durch kontinuierliche Ultrafiltration mit 11 0.2 M KCI-
Lésung und anschlieend mit 1 | destillietem Wasser gegen eine UF-C 5 Membran
(5 kDa) gereinigt. Das Produkt wird als weilRer watteeartiger Feststoff durch

Gefriertrocknung isoliert.

Ausbeute: 150 mg (039 mmol, 72%; DSCarboxymethyI = 0.74, DSEDC = 0.26, DSMethyIthio =
0.55).

"H-NMR (D0, 60°C): & = 4.41 (m, H-1), 4.24 (m, CHycwm), 3.96-3.56 (bs, H-65, H-
11, H-4, H-5), 3.26 (bs, H-9), 3.24-3.23 (m, H-3, H-2), 3.17 (m, H-6"), 3.06 (m, H-13),
2.75 (s, 6H, H-12, H-15), 2.06 (bs, SCH3), 1.87 (m, H-10), 1.04 (bs, H-14) ppm.

3C-NMR (D0, 60°C): & = 178.96 (COONa), 168.07 (C-7), 146.95 (C-8), 103.24
(C-1), 82.71 (C-4), 79.40-69.90 (C-5, 3, 2, CHycwy), 60.78 (C-6°), 56.08 (C-11), 43.41
(C-12, C-15), 37.19 (C-9, 13), 35.57 (C-6"), 25.47 (C-10), 14.96 (SCH3), 14.02 (C-14)
ppm.

FT-IR: 3357 v(OH), 2919 v(CH), 1593 v(COONa), 1407 v(COONa), 1317 v(OH),
1058 v(CO), 713 v(CS), 592 cm™.
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EA berechnet fur
[CeHg.4404.44][OH]0.01[CH3S]0.55[C2H202Na]0.74[C11H23N302]0.26*°5H20 (Mgicp = 383.69
g/mol): C 33.28%, H 7.10%. N 2.85%; gefunden: C 32.89%, H 7.39%, N 2.89%.

6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethyl-O-2-(N-(3-trimethylammoniumpropyl)-
N'-ethylcarbodiimidyl)-cellulose Kalium Salz 11 b

SCH,

R: CH2COOK, H, mHzC\7
c=0

75 mg MTh-CMC H 3a (0.28 mmol; DScamoxymethyl = 1.00, DSwetnyithio = 0.55) werden
in 10 ml Wasser suspendiert, mit 252 mg EDC-Methiodid (0.85 mmol) versetzt und
unter regelmafiger pH Kontrolle (Anfangs pH 7.0, pH-Bereich 6.5-7.0) 24 h bei RT
geruhrt (Bemerkung: wenn der pH-Wert der Lésung unter 6.0 oder Uberhalb von 7.5
liegt, mit Saure/Base wieder im pH-Bereich einstellen). Nach dem Abfiltrieren
unléslicher Anteile wird die Losung mit Wasser auf 50 ml verdunnt und durch
kontinuierliche Ultrafiltration mit 0.51 0.2 M KCI-Lésung und anschlieend 1|
destilliertem Wasser gegen eine UF-C 5 Membran (5 kDa) gereinigt. Das weil3e,

watteartige Produkt wird durch Gefriertrocknung isoliert.

AUSbeUte. 36 mg (0.090 mm0|, 32%, DSCarboxymethy| = 0.75, DSMEDC = 0.25, DSMethy|thi0
= 0.55).

'H-NMR (D20, 60°C): 5 = 4.41 (m, H-1), 4.37 (m, CHacm), 3.83 (bs, H-62), 3.69
(bs, H-11), 3.59 (bs, H-9), 3.53-3.52 (m, H-4, H-5), 3.24-3.23 (m, H-3, H-2), 3.17 (m,
H-6%), 2.99 (s, H-12, H-15, H-16), 2.66 (bs, H-13), 2.05 (bs, SCH3), 1.94 (m, H-10),
1.04 (t, 3H, H-14) ppm.

3C-NMR (D0, 60°C): § = 179.92 (COOK), 167.13 (C-7), 149.32 (C-8), 103.11
(C-1), 79.51 (C-4), 74.96 (C-5), 73.91-73.66 (C-3,2), 71.75-69.57 (CHz(cmy), 64.82 (C-
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6"venc), 60.86 (C-6°, C-11), 53.86 (C-12, C-15, C-16), 41.42 (C-9), 38.44 (C-13),
36.33 (C-6"), 23.14 (C-10), 16.02 (SCH3), 14.27 (C-14) ppm.

FT-IR: 3356 v(OH), 2922 v(CH), 1592 v(COONa), 1409 v(COONa), 1317 v(OH),
1057 v(CO), 706 v(CS), 592 cm™.

EA berechnet fur:
[CeHs.4404.44][OH]0.01[CH3S]0.55[ C2H202K]o.75[C10H21N302]0.25°5H20
(Mgicp = 397.94 g/mol): C 32.60%, H 6.93%, N 2.64%; gefunden: C 32.42%, H
6.93%, N 2.71%.

6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose-hydrazid 12

R: H, vvv-HzC N—NHz

370 mg (1.30 mmol) 6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethylcellulose-ethylester 4
(DScarboxymethylethylester = 0.16, DSwmethyithio = 0.55) werden in 60 ml absolutem Methanol
suspendiert und mit 3.1 ml (0.061 mol) Hydrazin Monohydrat versetzt. Die
Reaktionsmischung wird 3 d bei 40°C stehen gelassen. AnschlieRend wird der
Niederschlag abfiltriert, 3-mal mit je 50 ml absolutem Methanol gewaschen und in

Hochvakuum (5 « 10™ mbar) getrocknet. Man erhélt ein dunkelgelbes Pulver.

Ausbeute: 230 mg (082 mmoI; 63%; DSHydrazid = 0.15, DSMethylthio = 055)

'H-NMR (DMSO-ds, 25°C): 6 = 4.56 (m, H-1), 4.35-3.52 (bs, CHacm), H-4, 5, 6, 3),
3.36 (s, CHy), 2.20 (t, SCH3) ppm.

BC-NMR (DMSO-dg, 25°C): § = 164.93 (HN-C=0), 103.00 (C-1), 82.69 (C-4"),
79.17 (C-4%), 75.29-69.24 (C-5, 3, 2, CHycwm), 60.29 (C-6°), 35.00 (C-6"), 15.69
(SCH3) ppm.

FT-IR: 3334 yOH, 2962 v(CH), 2874 v(CH), 1722 v(O=C-NH), 1590 yv(C=0),
1411, 1368 v(OH), 1318 v(OH), 1260, 1053, 1018 y(CO), 897, 705 v(CS) cm™.
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EA berechnet fur
[C6Ho.2804.44][OH]0.01[CH3S]0.55[C4H702]0.01[C2H5N20]0.15*5H20 (Mgicp = 280 g/mol):
C 29.54%, H 7.85%, N 1.50%; gefunden: C 30.01%, H 7.76%, N 1.48%.

6-S-Methylthio-6-desoxy-carboxymethyl-O-(N-hydroxysuccinimidyl)-cellulose
Natrium Salz 13

R: CH,COONa, H,

~eH,C=C=0

|

7 8

3 (150 mg, 0.525 mmol, DScarboxymethyi = 1.00, DSwethyithio = 0.55) wird in 10 ml 50 mM
Phosphat-Puffer pH 6.5 geldst. 742.8 mg (3.60 mmol) N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) und 207 mg (1.80 mmol) N-Hydroxysuccinimid (NHS) gelost in 1 ml DMSO
werden tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird nun 2d bei RT
geruhrt. Anschliel3end wird die Reaktionsldsung bis zur Trockne einrotiert. Der weilde
Niederschlag wird in 100 ml H,O aufgenommen, 0.5 h gerlhrt und vom N,N'-
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Die klare LOosung wird anschlieBend durch
Ultrafiltration (mit destilliertem H,O gegen UF-C 10, 10 kDa) gereinigt. Nach der

Gefriertrocknung erhalt man einen weil3en watteartigen Feststoff.

Ausbeute: 164.8 mg (0.46 mmol, 88%; DScarboxymethyl = 0.70, DSwethyithio = 0.55, DSnHs
= 0.30).

"H-NMR (D20, 60°C): & = 4.40 (bs, H-1), 4.35 (m, CHzc)), 3.97-3.29 (m, H-5, 4,
3,2, 6), 2.30 (bs, H-7, 8), 2.06 (bs, SCHs) ppm.

3C-NMR (D-0, 60°C): 8 = = 178.83 (COONa), 174.22 (C=Onps), 173.82 (-CH-
C=0), 102.90 (C-1), 79.18 (C-4), 75.47-69.43 (C-5, 3, 2, CHycwmy), 63.58 (CHzcm.
NHs)), 60.76 (C-6°), 36.45-35.92 (C-7, 8, 6), 16.65 (SCH3) ppm.

FT-IR: 3336 v(OH), 2920 v(CH), 1700 v(C=Onms) 1595 v(COONa), 1410
v(COONa), 1315 v(OH), 1058 v(CO), 704 v(CS), 592 cm’™.
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EA berechnet fur
[CeHs.4404.44][OH]o.01[CH3S]o.55[C2H202Na]o.70[CeHeN O 4]o.30°4H20
(Mgicp = 353.29 g/mol): C 33.15%, H 6.08%, N 1.19%; gefunden: C 33.81%, H
5.98%, N 1.23%.

6-0-(2", 3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-
O-(2-Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6-yl)-carboxymethyicellulose Na Salz 14

SSO;Na*
3" on
SSO;Na*

1"

N
R=H, CH2COONa,LL'TI/ N
N\fN

Cl

200 mg (0.59 mmol) von 6a (DSauy = 0.33, DSgisthiosuifat = 0.10, DScarboxymethyt = 0.91)
wird in 5 ml Wasser geldst und auf 2°C gekuhlt. Unter Rihren wird eine Losung von
296.5 mg (1.79 mmol) 9 in 10 ml Wasser zugegeben und eine weitere 0.5 h gerthrt.
Nun tropft man 895 pl einer 2 M NaOH Ldésung (1.79 mmol) zu, so dass der pH der
Reaktionslosung zwischen 12 und 13 liegt. Unter regelmaRiger pH Kontrolle wird die
Losung nun 22 h bei 2°C gerthrt. Der pH der Reaktionslosung liegt am Ende
zwischen 8.5 - 9.0. Man verdunnt anschlielfend die Losung auf das 10-fache und
reinigt diese durch Ultrafiltration (destilliertem H,O, UF-C 5, 5 kDa). Produkt 17 wird
nach Gefriertrocknung als weiler watteartiger Feststoff isoliert.

Ausbeute: 113.6 mg (0305 mmoI, 52cyo; DSA||y| = 0.33, DSBisthiosquat = 0.10,
DSCarboxymethyI = 0.91, DSchior = 0.16, DStyiazin = 0.26).

'H-NMR (D0, 25°C): & = 5.97 (m, H-2"), 5.38-5.34 (d, H-3"yans), 5.30-5.28 (m, H-
3"s), 4.59 (bs, H-1), 4.28 (s, H-6¢12), 4.26 (s, H-2cp2), 4.09 (bs, H-1"), 3.99 (m, H-2"),
3.95 (m, H-6%), 3.78 (m, H-6%), 3.60-3.45 (bs, H-1', H-3', H-5, H-4, H-3), 3.36 (s, H-
2%, 3.22 (s, H-2) ppm.
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SC-NMR (D,0, 25°C): 5 = 178.25 (COONa), 170.42 - 169.52 (C-O , C-Cl, C-O-
CHy), 134.32 (C-2"), 118.71 (C-3"), 102.59 (C-1), 82.25 (C-2"), 81.34 (C-25), 78.55
(C-4), 75.28 (C-3), 74.36 (C-1"), 74.01 (C-1', C-3'), 73.92 (C-2'), 72.48 (C-5), 71.35-
69.22 (CHacm), 61.12 (C-6"vicr), 60.23 (C-6%) ppm.

FT-IR: 3349 v(OH) 2922 v(CH), 2885, 1596 v(COONa), 1454, 1415, 1326 v(OH),
1240, 1207, 1055, 1018, 895, 802 v(C-Cl), 650, 594 cm"".

EA berechnet fur
[CeHg.2405][C2H202Na]0.91[CsH1102]0.33[CsH1108SaNaz]o.10[C3N3O2HNa]o.10[C3N3OHJo. 16
[Cllo.16+1.5H20 (Maicp = 371.94 g/mol): C 36.10%, H 4.89%, S 3.45%, N 2.94%, Cl
1.53%; gefunden: C 35.98%, H 4.88%, S 3.38%, N 2.90%, CI 1.50%.

Molmasse: My, = 29000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 84.

6-0O-(2",3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-

carboxymethylcellulose-hydrazid 15

R = H, CH,COOH(Na), »"~yNH-NH:
0

L 3% Jnr2

150 mg (0.45 mmol) TSHP-CMCH 6a (DSayi = 0.33, DSgisthiosurat = 0.10,
DScarboxymethyl = 0.91) werden in 20 ml Wasser gel6st und mit 135.56 mg (0.90 mmol)
EDC versetzt. Nach Zugabe von 205 mg (4.05 mmol) Hydrazin Monohydrat lasst sich
ein Farbwechsel von blau nach gelb beobachten (pH-Wert der Losung 6.5). Die
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Reaktionslosung wird 2d bei 40°C geruhrt (pH-Bereich zwischen 6.0-6.5),
anschlieRend durch kontinuierliche Ultrafiltration gegen eine UF-C5 Membran
(5 kDa) gereinigt (zuerst mit 500 ml 0.2 M KCI-Lésung und anschlieBend mit
destilliertem Wasser) und gefriergetrocknet. Nach der Gefriertrocknung erhalt man

einen leicht gelblichen, watteartigen Feststoff.

Ausbeute: 80 mg (0.25 mmol, 56%; DSgisthiosutat = 0.10, DScarboxymethyt = 0.91,
DShydrazin = 0.20, DSpropyinydroxypropyl = 0.33).

'H-NMR (D20, 25°C): § = 4.53 (s, H-1), 4.26 (bs, H-2,6¢H.), 4.14 (bs, H-1"), 3.97
(m, H-2’), 3.95 (m, H-6"), 3.82 (m, H-6%¢cyc), 3.66 (m, H-6%), 3.60-3.51 (bs, 7H, H-1’,
H-3', H-5, H-4, H-3), 3.34 (s, 2H, H-2"), 3.21 (s, 2H H-2®), 1.59 (m, H-2"), 0.90 (bs,
3H, H-3%) ppm.

BC-NMR (D20, 25°C): & = 174.72 (C=0), 165.36 (-HN-C=0), 105.24 (C-1), 84.93
(C-2%), 81.45 (C-28), 77.82 (C-4), 76.89 (C-3), 76.10-74.14 (C-1”, C-1’, C-3’), 73.61
(C-2), 72.32 (C-5), 71.74 (CHycwm), 62.75 (C-6%), 39.27 (C-6"), 24.88 (C-2"pup),
12.68 (C-3"pHp) ppm.

FT-IR: 3331 v(OH), 2927 v(CH), 2878, 1729 v(O=C-NH), 1588 v(C=0), 1414,
1322 v(OH), 1263, 1057, 1020 cm™.

EA berechnet fur
[CeHs.6605][C2H302]0.71[C2H5N20]0 20[CeH1302]0.33[CeH1108S4Kz]o0.10°1.5H20
(Maicp = 324.20 g/mol):
C 38.46%, H 6.27%, N 1.73%; gefunden: C 38.80%, H 6.16%, N 1.70%.
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6-0O-(2",3"-Bis(thiosulfato)propoxy-2'-hydroxypropyl)-
carboxymethyl-O-(N-hydroxysuccinimidyl) cellulose Na Salz 16
SSO5Na*

3 on
SSO;Na*

1

Variante |

200 mg (0.59 mmol) 6a Na Salz (DSany = 0.33, DSgisthiosufat = 0.10, DScarboxymethyl =
0.91) werden in 10 ml 50 mM Phosphat-Puffer pH 6.5 geldst. 742.8 mg (3.60 mmol)
DCC und 207 mg (1.80 mmol) N-Hydroxysuccinimid gelést in 1 ml DMSO werden
innerhalb einer 0.5 h zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird nun 2 d bei RT geruhrt.
AnschlieBend wird die Reaktionslésung bis zur Trockne einrotiert. Der weil3e
Niederschlag wird in 100 ml H,O aufgenommen, 0.5h gerihrt und vom
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Die klare Lésung wird anschlielend durch
Ultrafiltration  (destillietem H,O, UF-C 10, 10 kDa) gereinigt. Nach der

Gefriertrocknung erhalt man einen weil3en watteartigen Feststoff.

Variante Il

72.3 mg (0.21 mmol) von 6a Na Salz (DSauy = 0.33, DSgisthiosuitat = 0.10, DScarboxymethy
= 0.91) werden in 30 ml Wasser gelost. 240 mg (1.26 mmol) EDC und 145 mg (1.26
mmol) N-Hydroxysuccinimid (NHS) werden zu dieser Losung fest zugegeben (pH-
Bereich 6.0-6.5). Die Reaktionsldsung farbt sich dunkelblau und wird nun 24 h
geruhrt. Die klare gelbliche Lésung (pH = 6.0) wird anschlielend durch Ultrafiltration
(zuerst mit 21 0.5 M NaCl Loésung, danach mit destilliertem H,O gegen UF-C 10
Membran, 10 kDa) gereinigt. Nach der Gefriertrocknung erhalt man einen weillen

watteartigen Feststoff.
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Ausbeute:

Variante I: 136.1 mg (0379 mmol, 64%; DSA||y| = 033, DSBisthiosulfat = 010,
DScarboxymethyl = 0.63, DSnns = 0.28).

Variante 1l: 61.3 mg (0.167 mmol, 80%; DSauy
DSCarboxymethyI = 0.65, DSnhs = 026)

0.33, DSgisthiosulfat 0.10,

'H-NMR (D0, 25°C): & = 5.84 (m, H-2"), 5.22-5.15 (m, H-3"), 4.45 (bs, H-1),
4.15-4.13 (m, H-6¢rz, H-2cH2), 4.10 (bs, H-1"), 3.94 (m, H-2"), 3.86 (m, H-6"), 3.67
(m, H-6%), 3.52-3.41 (bs, H-1', H-3', H-5, H-4, H-3), 3.28 (bs, H-2*), 3.10 (bs, H-25),
2.34 (bs, H-7, 8) ppm.

BC-NMR (D20, 25°C): & = 177.31 (COONa), 174.12 (C=Onpns), 173.62 (-CHy-
C=0), 134.82 (C-2"), 118.51 (C-3"), 102.82-102.40 (C-1%, 1B), 82.50 (C-2), 78.76 (C-
4), 75.50 (C-3), 74.69 (C-1"), 74.31 (C-1', C-3'), 73.60 (C-2'), 72.50 (C-5), 71.58-
69.50 (CHzcmy, CHacmnrs)), 60.58 (C-6), 36.45-35.92 (C-7, 8) ppm.

FT-IR: 3359 v(OH) 2932 v(CH), 2886, 1710 v(C=Ongs), 1596 v(COONa), 1454,
1415, 1326 v(OH), 1240, 1055, 1018, 895, 650, 594 cm’™".

Variante I:

EA berechnet fur
[CeHs.6605][C2H202Na]0.63[CeH1302]0.33[CeH1108S4K2]0.10[CeHeO4N]o 282 1.5H20
(Moo = 359.11 g/mol): C 38.53%, H 5.43%, N 1.09%; gefunden: C 38.68%, H
5.32%, N 1.13%.

Variante Il

EA berechnet fur
[CeHs.6605][C2H202Na]o.65[CeH1302]0.33[CeH1108S4K2]o.10[CeHsO4N]o.26°2H20
(Mgicp = 366.61 g/mol): C 37.48%, H 5.57%, N 0.99%; gefunden: C 37.58%, H
5.36%, N 1.08%.
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6-0O-(2"-Hydroxy-3"-thiosulfatopropoxy-2'-hydroxypropyl)-O-(2-Chlor-4-oxido-

1,3,5-triazin-6-yl)-carboxymethylcellulose Natrium Salz 17

SSO4Na*

Z0OH

3

N
R: H, CH,COONa, LLL,LI’ 0
Y

Cl

9 (1.05¢g, 5.58 mmol) wird in 20 ml Wasser gelost und auf 1°C abgekuhlt. Eine
Lésung von 300 mg (0.93 mmol) 8 (DScarboxymethyt = 0.91, DSthiosuifat = 0.15) in 10 ml
Wasser wird zugegeben und die Reaktionslosung eine weitere 0.5 h geruhrt. Nun
tropft man 2.8 ml einer 2 M NaOH L6sung (5.58 mmol) zu, so dass der pH der
Reaktionslésung zwischen 12 und 13 liegt. Unter regelmaRiger pH Kontrolle wird die
Lésung nun 1d bei 1°C gertihrt und einen weiteren Tag bei RT. Der pH-Wert der
Reaktionslosung liegt am Ende zwischen 7.5-8.0. Man verdunnt anschlielRend die
Ldsung auf das 10-fache und reinigt diese durch Ultrafiltration gegen dest. H,O (UF-
C 5, 5 kDa). Produkt 17 wird nach Gefriertrocknung als weil3er watteartiger Feststoff

isoliert.

Ausbeute: 150.9 mg (0.398 mmol, 43%; DScamoxymetnyy = 0.91, DScnior = 0.30,
DShiosutfat = 0.13, DStviazin = 0.45).

'H-NMR (D0, 25°C): § = 4.45 (bs, H-1), 4.23-4.16 (bs, H-2", H-6¢cHa, H-2ch2),
412 (m, H-1"), 3.97-3.85 (bs, H-6), 3.69-3.51 (bs, H-1', H-3', H-5, H-4, H-3), 3.39
3.30 (bs, H-3"), 3.23 (m, H-2%), 3.08 (bs, H-2%) ppm.

3C-NMR (D,0, 25°C): 5 = 177.80 (COONa), 170.52-169.39 (C-O, C-Cl, C-O-

CH,) 102.74 (C-1), 83.49 (C-2%), 82.37 (C-2°), 78.72 (C-3), 77.31 (C-4), 75.32-73.37
(C-1', C-3', C-2'), 72.59-71.79 (C-5, CHycwmy), 69.17 (C-2"), 63.03 (C-6"vct), 60.24 (C-
6%), 38.04 (C-3") ppm.
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FT-IR: 3345 vOH, 2923 vCH, 2855, 1740, 591 v(COONa), 1414, 1376, 1322
v(OH), 1264, 1205, 1117, 1053, 1025, 896, 810 v(C-Cl), 705, 638, 591 cm™.

EA berechnet fur:
[CeHs.4205][C2H202Na]o o[ CeH1206S2Na]o.13[CeH1304]10[C3N302HNa]o.15[ CsHN3OHJo 30
[Cl]o.30°2H20 (Mgicp = 378.92 g/mol): C 33.44%, H 4.59%, S 2.20% N 4.99%, Cl 2.81;
gefunden: C 33.37%, H 4.62%, S 2.01% N 5.04%, Cl 2.80.

6-O-(2”’-Hydroxy-3"’-thiosulfatopropoxy-2’-hydroxypropyl)-carboxymethyl-O-
2-(N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimidyl)-cellulose Kalium Salz 18a

SSOyNa*
-

R: CH,COONa, H, """"HZC\7
C=0
/

767 mg (4 mmol) EDC werden in 10 ml Wasser gelost. 199.3 mg (0.62 mmol)
HTSHP-CMC Na 8 (DScamoxymethyl = 0.91, DSthiosuirat = 0.15) werden zugegeben (pH =
7.0) und unter regelmaliger pH Kontrolle (pH-Bereich 6.5-7.0) 27 h bei RT geruhrt
(Bemerkung: wenn der pH-Wert der Losung unter 6.0 oder uberhalb von 7.5 liegt, mit
Saure/Base wieder im pH-Bereich einstellen). AnschlieRend wird die
Reaktionslosung (pH ~ 7.0) durch kontinuierliche Ultrafiltration mit 0.51 0.2 M KCI-
Lésung und anschlieRend mit 1 | destilliertem Wasser gegen eine UF-C 5 Membran

(5 kDa) gereinigt und das Produkt gefriergetrocknet.

Ausbeute: 178.3 mg (049 mmol, 79%; DSCarboxymethyI = 0.68, DSEDC = 0.23, DSThiosquat
= 0.15).

'H-NMR (D,0, 60°C): & = 4.41 (bs, H-1), 4.38-4.24 (m, H-2", H-6¢p2, H-2c12), 4.07
(m, H-1"), 3.95-3.82 (m, H-6), 3.73 (m, H-9, 13), 3.68-3.47 (bs, H-1', H-3', H-5, H-4,
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H-3, H-11, 13), 3.30 (bs, H-3"), 3.23 (bs, H-2%), 3.07 (bs, H-28), 2.77 (s, H-12,15),
2.04 (m, H-10), 1.11 (bs, H-14) ppm.

BC-NMR (D0, 60°C) : 5 = 178.08 (COONa), 168.64 (C-7), 146.37 (C-8), 102.75
(C-1), 82.6 (C-2), 78.7 (C-5), 75.30 (C-3, C-4), 74.35 (C-1"), 73.44 (C-1'), 72.57 (C-
2'), 72.43 (C-5), 70.91 (CHacm), 69.3 (C-2"), 63.26 (C-6"enc), 60.27 (C-6°), 55.22 (C-
11), 43.18 (C-12, 15), 39.14 (C-3"), 37.94 (C-9, 13), 24.65 (C-10), 12.96 (C-14) ppm.

FT-IR: 3273 v(OH), 2919 v(CH), 1589 v(COONa), 1410, 1320 v(OH), 1054 v(CO),
911, 583 cm™.

EA berechnet fur
[CeHs.8705][C2H202Na]o.01[C2H202K]o.68[C10H21N302]0.23[CeH1206S2Na]o.15[CeH1304]0.08
*2H,0 (Mgiep = 364.45 g/mol): C 36.38%, H 6.05%, N 2.65%; gefunden: C 36.32%, H
5.88%, N 2.65%.

6-O-(2”’-Hydroxy-3"’-thiosulfatopropoxy-2’-hydroxypropyl)-carboxymethyl-O-
2-(N-(3-trimethylammoniumpropyl)-N'-ethylcarbodiimidyl)-cellulose
Kalium Salz18 b

R: CH,COOK, H, """"HZC\7
c=0
/

? 13
NH—C=N""
8

10 14
12\@I/
15—N 9

yd 11

16

560 mg EDC-Methiodid (1.83 mmol) werden in 10 ml 50 mM Phosphat-Puffer pH 7.0
gelost. 196.5 mg (0.61 mmol) 8 (DScarboxymethyt = 0.91, DSthiosutat = 0.23) werden
zugegeben und unter regelmalliger pH Kontrolle (pH-Bereich 6.5-7.0) 28 h bei RT
geruhrt. Anschlielend wird die Losung mit Wasser auf 50 ml verdinnt und durch
kontinuierliche Ultrafiltration mit 1.51 destilliertem Wasser, 0.51 0.2 M KCI-Lésung
und anschlieBend noch einmal 1| Wasser gegen eine UF-C 5 Membran (5 kDa)

gereinigt. Produkt 18b wird durch Gefriertrocknung isoliert.
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AUSbeUte. 200 mg (0.572 mm0|, 94%, DSCarboxymethy| = 0.72, DSMEDC = 0.19 DSThiosu|fat
= 0.19).

'H-NMR (D0, 60°C): & = 4.41 (m, 1H, H-1), 4.22 (bs, H-6¢H,, H-2cH), 4.08 (bs,
H-1"), 4.04 (m, H-2"), 3.97-3.83 (bs, H-1', H-3', H-5, H-6"), 3.67 (bs, H-11), 3.59 (bs,
H-3, H-4), 3.58 (m, H-9, 13), 3.52 (m, H-3"), 3.47 (bs, H-2'), 3.38-3.23 (bs, H-13, H-
6%, H-2"), 3.08 (bs, H-2°), 2.98 (s, H-12, H-15, H-16), 1.95 (m, H-10), 1.02 (bs, 3H, H-
14) ppm.

3C-NMR (D20, 60°C) : & = 179.65 (COONa), 166.62 (C-7), 151.08 (C-8), 102.75
(C-1), 83.94 (C-2"), 82.53 (C-2°), 78.62 (C-3, C-4), 74.43 (C-1"), 73.66 (C-1’, C-3),
72.92 (C-2'), 71.70 (C-5), 70.80 (CHacm)), 69.42 (C-2”), 64.43 (C-6"yepc), 60.42 (C-
11, C-68), 53.61 (C-12, C-15, C-16), 41.46 (C-9), 39.42 (C-3"), 37.94 (C-13), 22.96
(C-10), 13.88 (C-14) ppm.

FT-IR: 3254 v(OH), 2881 v(CH), 1590 v(COONa), 1408, 1320 v(OH), 1264, 1023
v(CO), 578, 551 cm™.

EA berechnet fur
[CeHg.8705][C2H202K]o.72[C11H23N302]0.19[CeH1206S2Na]o.19[CeH1304]0.04*H20
(Maioy = 349.27 g/mol): C 37.52%, H 5.62%, N 2.29%; gefunden: C 37.53%, H
5.65%, N 2.29%.

Molmasse: My, = 23000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 69.
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6-0O-(2"-Hydroxy-3"-thiosulfatopropoxy-2'-hydroxypropyl)-

carboxymethyl-O-(N-hydroxysuccinimidyl)-cellulose Natrium Salz 19

SSO;Na*
-

Z0oH

R: CH,COONa, H, H,C-C=0
(@)
N
r°

7 8

Variante |

8 (200 mg, 0.62 mmol; DScarboxymethyl = 0.91, DSthiosuifat = 0.15) wird in 10 ml 50 mM

Phosphat-Puffer pH 6.5 geldst. 767.5 mg (3.72 mmol) N, N'-Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) und 214.1 mg (1.86 mmol) N-Hydroxysuccinimid (NHS) gelost in 1 ml DMSO
werden innerhalb einer 0.5 h zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird nun 2 d bei RT
geruhrt. AnschlielRend wird die Reaktionsldsung bis zur Trockne einrotiert. Der weilde
Ubrig gebliebene Niederschlag wird in 100 ml H,O aufgenommen, 0.5 h gerthrt und
vom N,N'-Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Die klare Losung wird anschlielend durch
Ultrafiltration (mit destilliertem H,O gegen eine UF-C 10 Membran, 10 kDa) gereinigt.

Nach der Gefriertrocknung erhalt man einen weilien watteartigen Feststoff.

Variante Il

150 mg (0.465 mmol) von 8 (DScarboxymethyl = 0.91, DSthiosuitat = 0.15) werden in 10 ml
50 mM Phosphat-Puffer pH 6.5 gelést. 820 mg (2.76 mmol) MEDC und 160 mg
(1.38 mmol) N-Hydroxysuccinimid (NHS) werden zu dieser Losung fest zugegeben.
Die Reaktionslosung wird 2 d bei RT geruhrt. Die klare, leicht gelbliche Losung wird
anschlieend durch Ultrafiltration (zuerst mit 21 0.5 M KCI Loésung, danach mit
destilliertem H;O gegen UF-C 10 Membran, 10 kDa) gereinigt. Nach der

Gefriertrocknung erhalt man einen weil3en watteartigen Feststoff.
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Ausbeute:

Variante I: 176.9 mg (0.475 mmol, 77%; DScamoxymethy = 0.41, DSnyus = 0.50
DShiosuitat = 0.10).

Variante Il: 142.7 mg (0.395 mmol, 85%; DScarboxymethyy = 0.44, , DSnus = 0.47,
DSthiosulfat = 0.10).

'H-NMR (D20, 60°C): & = 4.41 (bs, H-1), 4.15-4.00 (bs, H-2", H-6¢h2, H-2cH2, 4.05
H-1"), 3.86-3.70 (bs, H-6"), 3.64-3.53 (bs, H-1', H-3', H-5, H-4, H-3), 3.47 (H-2"),
3.36-3.29 (m, H-6%, H-3"), 3.24 (bs, H-2"), 3.11 (bs, H-2%), 2.30 (bs, , H-7, 8) ppm.

3C-NMR (D0, 60 C): § = 178.5 (COONa), 174.28 (C=Onns), 173.77 (-CH,-C=0),
102.85 (C-1), 84.18 (C-2%), 82.73 (C-2B), 79.15 (C-3), 76.77 (C-4), 75.53-73.64 (C-
2", C-1”, C-1', C-3'), 72.86 (C-2'), 71.30 (C-5), 70.72 (CHzcwm)), 69.44 (C-2"), 63.49
(C-6"\ns), 60.72 (C-65), , 38.37 (C-3"), 36.46-35.93 (C-7, 8) ppm.

FT-IR: 3369 v(OH) 2952 v(CH), 2887, 1705 v(C=Ons), 1599 v(COONa), 1457,
1418, 1324 v(OH), 1239, 1058, 1018, 894, 651, 596 cm™.
Variante I:

EA berechnet fur
[CeHg.8605][C2H202Na]o.41[CeH1304]0.13[CeH1206S2Na]o.10[CeHeO4N]o 50°3H20
(Moo = 372.44 g/mol): C 36.12%, H 5.84%, N 1.88%; gefunden: C 36.25%, H
6.27%, N 1.86%.

Variante Il
EA berechnet fur
[CeHs 8605][C2H202Nalo.44[CeH1304]0.13[CsH1206S2Na]o.10[CsHeO4N]o 4702.5H2,0
(Mao = 361.17 g/mol): C 36.85%, H 5.71%, N 1.82%; gefunden: C 36.87%, H
5.94%, N 1.83%.

Molmasse: M,, = 71000 g/mol, Polymerisationsgrad: DP = 223.
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O-(2-Chlor-4-oxido-1,3,5-triazin-6-yl)-carboxymethylcellulose Natrium Salz 20

o
N _O
R: H, CH,COONa, LL‘,LI’ Y

T

19 (4.13 mmol) CMC Natrium Salz (DScaroxymethyt = 0.91, X2 = 0.43, x3 = 0.17, X¢ =
0.31) wird in 50 ml Wasser gelost (KPG-Ruhrer, 1-2 h) und auf 5 C gekuhlt. 2.04 g
(12.40 mmol) 2,4-Dichlor-6-oxido-1,3,5-triazin 9 werden in 40 ml Wasser gel6st und
unter kraftigem Ruhren zur Reaktionsldsung zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird
eine 1 h bei 5°C zur Homogenisierung weitergerthrt. Man tropft nun 6.2 ml einer 2 M
NaOH Loésung (12.40 mmol) zu, so dass der pH-Wert der Reaktionslosung zwischen
11 und 13 liegt. Nach vollendeter Zugabe wird die Ldosung Uber Nacht bei 5°C
weitergeriihrt. Im Anschluss wird ohne Kiihlung weitergeriihrt bis keine pH Anderung
mehr erfolgt (Dauer: 2-3 d). Der pH-Wert der Reaktionslésung liegt am Ende
zwischen 8.5-9.0. Man verdunnt die Losung auf das 10-fache und reinigt diese durch
Ultrafiltration (destilliertem H>O, UF-C 10, 10 kDa). Produkt 20 wird nach

Gefriertrocknung als weiler watteartiger Feststoff isoliert.

0.33).

'H-NMR (D20, 25°C): & = 4.59 (bs, H-1), 4.10-3.95 (bs, H-2chz, H-6cr,, H-6"),
3.84 (bs, H-5, H-4), 3.63-3.53 (bs, H-3, H-6°), 3.22 (s, H-2"), 3.06 (s, H-2%) ppm.

BC-NMR (D0, 25°C): 6 = 178.22 (COONa), 172.45-170.87 (C-O , C-Cl, C-O-
CH,), 102.69 (C-1), 85.21 (C-2"), 82.60 (C-2°), 78.42 (C-4), 75.43 (C-3), 73.12 (C-5),
71.79 (CHzcwmy), 59.9(C-6) ppm.

FT-IR: 3332 v(OH) 2921 v(CH), 2886, 1656-1596 v(C=N, COONa), 1489, 1459,
1415, 1367, 1328 v(OH), 1240, 1208, 1055, 1018, 916, 895, 828-812 v(C-Cl), 656,
599 cm™.
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EA berechnet fiir [C6H8,7GO5][C2H202N8]0,91[C3N302N82]0,17[C3HN3ONa]0,16
[Cl]o.16°3.5 H20 (Mgicp = 348.44 g/mol): C 30.35%, H 5.08%, N 3.98%, Cl 1.63%;
gefunden: C 30.17%, H 5.08%, N 4.01% CIl 1.65%.
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