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Abstract: Wir berichten iiber eine einfache Strategie zur Her-
stellung supramolekularer Copolymere an Goldoberflichen
durch sukzessive Inkubation einer initiatorbeschichteten
Oberfliche mit Losungen aus gegensitzlich geladenen pepti-
dischen Comonomeren. Ein ladungsreguliertes Wachstum des
Polymers verlangsamt die Kinetik der Selbstorganisation in
dem Mafe, dass kinetisch gehemmte Copolymere im nahezu
neutralen pH-Bereich gebildet werden. Auf diese Weise errei-
chen wir eine Kontrolle der Polymerarchitektur auf drei
Ebenen: Die [-faltblattkodierte Peptidsequenz steuert eine
Wachstumsrichtung der Polymere senkrecht zur Oberfliche,
die Hohe der supramolekularen Copolymerbiirsten wird durch
den schrittweisen Aufbau des alternierenden Wachstums be-
stimmt, und eine Ortsauflosung in zwei Dimensionen wird
mithilfe einer Mikrostrukturierung des Initiatormonomers er-
reicht. Die Programmierbarkeit der Polymerarchitektur ist
besonders fiir die Entwicklung mafigeschneiderter Biomate-
rialien oder chiraler Grenzflichen fiir optoelektronische und
sensorische Anwendungen von Interesse.

Oligopeptid-basierte Grenzflichen werden in den Berei-
chen der Biomimetik und Polymerforschung intensiv er-
forscht, wodurch es moglich wurde, Oberfldcheneigenschaf-
ten wie Benetzbarkeit, Biokompatibilitét, Zelladhésion oder
Antifouling anzupassen.! Bis heute ist jedoch die groBe
Mehrheit der Polymerarchitekturen auf Oberfldchen, die
biologische Funktionen nachahmen sollen, rein kovalenter
Natur."* In Pionierarbeiten stellten Gazit und Mitarbeiter
vertikal angeordnete, supramolekulare Nanorohrchen auf
Oberflachen durch die Kristallisation oder Gasphasenab-
scheidung von hydrophobem Diphenylalanin her.””! Erst vor
kurzem entwickelte die Matile-Gruppe eine elegante Me-
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thode, eine so genannte selbstorganisierte oberfldcheniniti-
ierte Polymerisation,”! basierend auf der Ringéffnung von
cyclischen Disulfiden als Monomere zur Herstellung synthe-
tischer Photosysteme.[*! Ternire supramolekulare Cucurbitu-
ril-Komplexe auf Au-Oberflichen wurden von Kim und
Mitarbeitern® fiir die Anbindung von Poly(pseudorotaxa-
nen) sowie von der Scherman-Gruppe!® fiir eine reversible
Verankerung von Polymeren aus Polyethylenglycol verwen-
det. Bis heute war es nicht moglich, supramolekulare Poly-
merbiirsten zu realisieren, da die kinetisch kontrollierte
Selbstorganisation von supramolekularen Polymeren nach
wie vor sehr anspruchsvoll ist” und verhindert, dass eine
dynamische Polymerisation oberflichengebunden stattfinden
kann. Wir présentieren hier ein simples Konzept in Form
einer Kombination aus einer ladungsregulierten Selbstorga-
nisation und einer supramolekularen Copolymerisation.
Dieser kombinierte Ansatz ermoglicht eine Passivierung des
wachsenden Kettenendes des oberflichengebundenen Poly-
mers, was zu einer ausreichend verlangsamten Kinetik der
Selbstorganisation fiihrt, sodass ein schrittweises Wachstum
der Copolymere senkrecht zur Oberfliche erfolgen kann.
Mithilfe von Oberflichenplasmonenresonanz (surface plas-
mon resonance, SPR) kann gezeigt werden, dass sich die se-
quenzielle Polymerisation nahe einem neutralen pH-Bereich
additiv verhédlt und nur im Sauren und Basischen wieder
aufgehoben werden kann. Schwingungsspektroskopische
Untersuchungen mittels Infrarot(IR)-Spektroskopie und
Summenfrequenzerzeugung  (sum-frequency generation,
SFG) bestitigen, dass die iiber Wasserstoffbriicken mitein-
ander wechselwirkenden Peptidsequenzen die Polymerisati-
onsrichtung, senkrecht zur Oberfliache, steuern konnen.
Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM) in
wissriger Losung ermoglicht die Auflosung der Lénge der
oberflachengebundenen Copolymere sowie einer zweidi-
mensionalen mikrostrukturierten Polymerarchitektur einer
kontrollierten Hohe.

Wir synthetisierten einen Satz an komplementédren su-
pramolekularen Comonomeren 1, 2 und 3 auf Basis einer
dendritischen, C;-symmetrischen Peptidstruktur®® (Abbil-
dung 1). Die Integration der basischen (K) und sauren Ami-
nosduren (E) in eine alternierende hydrophil-hydrophobe
Sequenz aus Oligophenylalaninen ergab die entgegengesetzt
geladenen komplementdren Comonomere 1 und 2. Wir haben
kiirzlich dhnliche dendritische Amphiphile vorgestellt, die in
Losung durch die Kombination attraktiver Coulomb-Wech-
selwirkungen, Wasserstoffbriicken und einer hydrophoben
Abschirmung zu alternierenden supramolekularen Copoly-
meren einer nanostédbchenartigen Morphologie polymerisie-
ren.”) Des Weiteren haben wir einen tripodalen Thioether 3,
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Abbildung 1. Supramolekulare Copolymerisation an Goldoberflichen
sowie Molekiilstrukturen der komplementidren Comonomere 1 und 2
und des Initiators 3.

ein Derivat des kationischen Comonomers, als oberfliachen-
verankerten supramolekularen Initiator fiir Goldoberfldchen
hergestellt.

Fiir die Bestimmung des isoelektrischen Punkts des su-
pramolekularen Copolymers des amphoteren Comonomer-
paares 1 und 2 wurde die Polymerisation in Abhéngigkeit
vom pH-Wert untersucht. In Losungen, die nur eines der
Comonomere enthalten, tritt durch die Ausloschung der La-
dungen im sauren (1) oder basischen pH-Bereich (2) eine
Selbstaggregation (Abbildung S1 der Hintergrundinforma-
tionen) ein. Die Kurven der pH-Titration schneiden sich bei
pH 5.2 (Abbildung S2). Werden beide Comonomere bei
diesem pH-Wert miteinander gemischt, lédsst sich eine deut-
liche Abweichung des Circulardichroismus(CD)-Spektrums
von der Linearkombination der Spektren von 1 und 2 beob-
achten (Abbildung S3). Dabei tritt eine negative Bande bei
A=215nm auf, die charakteristisch fiir die Bildung eines
parallelen fB-Faltblattes ist.*!”! Die Bildung Nanostibchen-
artiger Strukturen wurde zudem mittels transmissions-
elektronenmikroskopischer Aufnahmen bestétigt (Abbil-
dung S4).

Wir postulieren, dass die B-faltblattdirigierte"!! und durch
Ladungen regulierte Selbstorganisation!'” der kationischen
und anionischen Monomere in Losung auf feste Substrate
tibertragen werden kann, um auf diese Weise ein Wachstum
der supramolekularen Polymere an Oberfldchen zu erreichen.
Das multivalente tripodale kationische Monomer 3 bindet
durch die Bildung mehrfacher Gold-Schwefel-Wechselwir-
kungen stark an Goldoberflichen und fungiert dadurch als
substratgebundener Initiator der Copolymerisation. SPR-
Messungen ermdoglichten es, der supramolekularen Copoly-
merisation in Echtzeit zu folgen und dabei die Comonomer-
selektivitidt und die Polymerisationskinetik zu studieren. Um
unspezifische Wechselwirkungen mit der blanken Goldober-
fliche zu verhindern, wurden alle SPR-Experimente auf einer
selbstorganisierten Monoschicht (SAM) aus Triethylengly-
colthioether (4) durchgefiihrt. Kontrollexperimente zeigten
dabei, dass 1 und 2 keine Affinitét fiir die SAM-beschichteten
Oberflichen aufweisen (Abbildung S5). Im ersten Schritt
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Abbildung 2. A) Experimenteller Aufbau der SPR-Messungen, beste-
hend aus der Austauschreaktion durch 3 (rote Scheiben) und der Co-
polymerisation von 1 und 2 (griine und blaue Scheiben); B) SPR-Sen-
sorgramm der Copolymerisation (Addition des Initiators 3 und der
komplementiren Comonomere 1 und 2) mit anschlieRender Depoly-
merisation durch das Spiilen mit Sdure (pH 2, orangefarbener Pfeil)
und Base (pH 12, brauner Pfeil); C) IR-Spektren der oberflachengebun-
denen Copolymerbiirsten und des in Lésung gebildeten Copolymers.

wurde der Initiator 3 durch die Verdriangung des schwécher
bindenden Thioethers 4 angebunden (Abbildung 2 A), was zu
einer Erhohung des Brechungsindex von 1.4 mRIU fiihrte.
Der partielle Austausch von 4 stellte dabei sicher, dass die
SPR-Messungen nicht unter massenlimitierten Bedingungen
stattfinden, was eine Voraussetzung ist, um die sequenzielle
Addition und den Wachstumsmechanismus der Polymers
untersuchen zu konnen (Abbildung 2B). Nach der Anbin-
dung von 3 wurden sukzessiv Losungen des Monomers 1 oder
2im gleichen Zeitintervall iber die Oberfldche geleitet. Jeder
Anbindungsvorgang fiihrte schrittweise zu einem sofortigen
Anstieg des Signals um (1.2+0.3) mRIU, wobei das inner-
halb von 6 min auftretende Plateau auf die Absittigung der
aktiven Kettenenden der oberflichengebundenen Polymere
schlieBen ldsst. Dabei sei bemerkt, dass sich das beobachtete
Plateau durch das Spiilen der funktionalisierten Oberfldche
mit Puffer, auch nach einer verldngerten Spiilzeit von einer
Stunde, nicht abschwichte. Zusammenfassend lédsst sich mit-
tels SPR ein schrittweiser Verldngerungsprozess beobachten,
bei dem die Anzahl der zugédnglichen Bindungsstellen am
Kettenende des supramolekularen Copolymers auch nach der
iterativen Zugabe von 15 Monomeren konstant blieb (Ab-
bildung 2 B, blaue und griine Pfeile).

Eine entscheidende Beobachtung ist dabei, dass durch das
Spiilen der Oberfldche mit Puffer keine Depolymerisation
eintritt, was darauf schlieen lésst, dass die Copolymere ki-
netisch gehemmt sind, und zudem die Stabilitit der oberfla-
chengebundenen Copolymere verdeutlicht. Um zu bestéti-
gen, dass die Ensembles durch reversible elektrostatische
Wechselwirkungen stabilisiert werden, wurden wéssrige Lo-
sungen von pH2 und pH 12 iiber die Oberflidche gespiilt.
Durch das Ausschalten der attraktiven Coulomb-Wechsel-
wirkungen wird der Zerfall des Copolymers initiiert, und ein
Materialverlust kann nach der abwechselnden Zugabe von
Saure und Base beobachtet werden (Abbildung 2B, orange-
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farbene und braune Pfeile). Diese Beobachtungen zeigen,
dass es moglich ist, einen kinetisch gehemmten polymeren
Zustand nahe dem neutralen pH-Regime zu erzeugen, dessen
Strukturen ansprechbar gegeniiber externen Reizen bleiben
und sich durch eine Verdnderung des pH-Wertes abbauen
lassen.

Fiir die Untersuchung der molekularen Ordnung und
Sekundirstruktur der von der Goldoberfliche weg wachsen-
den supramolekularen Copolymere wurden FT-IR-Messun-
gen durchgefiihrt, wobei der Fokus auf den Amid-I- und
Amid-II-Absorptionsbanden lag, die charakteristisch fiir
wasserstoffverbriickte Sekundirstrukturen sind."?! Die ober-
flichengebundenen Copolymere zeigen mit ansteigendem
Polymerisationsgrad (P,=10, 20, 30) zwei ansteigende
Banden bei 7=1638 cm™' (Amid I; C=O-Streckschwingung)
und bei 7 = 1550 cm ' (Amid II; CN-Streckschwingung, NH-
Deformationsschwingung). Diese Banden stimmen gut mit
denen der 1-2-Copolymere iiberein, die in Losung selbstor-
ganisiert und im Anschluss auf eine Goldoberflidche abge-
schieden wurden (7= 1641 und 1548 cm'; Abbildungen 2C,
S6). Diese Beobachtungen zeigen, dass die Sekundérstruktur
mit einem hohen Anteil an -Faltblatt, die durch das ober-
flacheninitiierte Wachstum erzeugt wurde, identisch mit der
durch Selbstorganisation in Losung generierten Struktur ist.
Die FT-IR-spektroskopischen Untersuchungen stiitzen damit
die Schlussfolgerungen aus den CD-spektroskopischen Be-
funden und liefern zusammen mit den SPR-Experimenten
deutliche Hinweise darauf, dass die sperrigen und rigiden
Phenylalanin-basierten, anionischen und kationischen Mo-
nomere geordnete Copolymere mit einer Wachstumsrichtung
senkrecht zur Oberfldche bilden.

Um zu zeigen, dass unser schrittweiser Polymerisations-
ansatz fiir die Herstellung maf3geschneiderter Materialien auf
Goldoberfliachen genutzt werden kann, wurden Biirsten su-
pramolekularer Polymere auf mikrostrukturierten Oberfl4-
chen hergestellt. Mittels Mikrokontaktdruck™ erfolgte die
Strukturierung der Goldoberflichen durch eine SAM aus
Tetraethylenglycolthiol (5; Abbildung3A). Im nichsten
Schritt wurden die erhaltenen unfunktionalisierten Zwi-
schenrdume mit dem Initiator 3 aufgefiillt, um lineare Mi-
krostrukturierungen des oberflichengebundenen supramole-
kularen Initiators zu erhalten. Dabei sei bemerkt, dass 3
direkt als freie Base an der Oberflache angebunden wurde,
um eine moglichst dichte Packung des Initiators zu erhalten,
die fiir biirstenartige Polymerstrukturen grundlegend ist."”
Das Wachstum der Copolymere senkrecht zur Oberfliche
durch die sukzessive Zugabe von Monomer 1 und 2 wurde
mithilfe von AFM untersucht. Diese Experimente wurden in
Phosphatpuffer (20 mm, pH 5.2) durchgefiihrt, um die Mate-
rialien in ihrem hydratisierten und nativen Zustand zu un-
tersuchen.!'’ Da die Monomere keine Affinitit zur Ethylen-
glycol-SAM aufweisen, konnten die Hohe der oberfliachen-
gebundenen Biirste und damit die Linge des Copolymers
relativ zur SAM bestimmt werden. Dazu wurden topogra-
phische Aufnahmen unterschiedlicher Polymerisationsgrade
(P,=10, 20, 30) kombiniert mit verschiedenen linienartigen
Strukturen analysiert (Abbildungen 3B und S7). Es lie$3 sich
ein direkter Zusammenhang zwischen dem Polymerisations-
grad und der Hohe des an der Oberfldche gewachsenen Po-
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Abbildung 3. A) Strukturierte Polymerisation durch AFM; B) topogra-
phische AFM-Aufnahmen verschiedener Polymerisationsgrade (P,=10,
20, 30) und dazugehériges Hohenprofil, aufgetragen gegen die Poly-
merlinge.

lymers erkennen, und eine lineare Regression zeigt einen
Anstieg der Polymerldnge von (0.68 +£0.05) nm pro Mono-
mer. Dieser Wert stimmt gut mit unseren fritheren Molekiil-
dynamik-Simulationen {iiberein, die fiir Alanin-basierte De-
rivate von 1 und 2 Comonomerabstinde von 0.47 nm in
Wasser ergaben.”” Die Robustheit und Selektivitit unserer
schrittweisen Wachstumsstrategie ermoglicht es, die Hohe der
geordneten supramolekularen Polymerbiirsten einzustellen,
und demonstriert damit das grof3e Potenzial dieses Ansatzes.

Um Informationen iiber die innere Ordnung des Ensem-
bles zu sammeln, haben wir SFG genutzt. SFG ist eine ober-
flachenspezifische Schwingungsspektroskopie, wobei die In-
tensitét des Signals proportional zur Ordnung und Dichte der
Spezies an einer Grenzflache ist. Die Auswahlregeln von SFG
diktieren dabei, dass nur geordnete Strukturen an Grenzfla-
chen sichtbar sind. Ungeordnete Liganden oder Molekiile in
Losung nahe der Oberfliche werden nicht detektiert."”! Dies
ermoglichte es uns, SFG-Spektren in situ an Goldoberflidchen
aufzunehmen, die mit dem Initiator 3 beschichtet sind, wih-
rend diese abwechselnd Losungen ausgesetzt wurden, die
Monomer 1 oder 2 enthalten. Der Fokus lag hierbei auf den
Moden der Glutaminsiureseitenketten, um die innere Ord-
nung des Ensembles zu untersuchen, da die mittels IR-
Spektroskopie beobachteten Amidbanden des f3-Faltblattes
(Abbildung 2C) SFG-inaktiv sind."® Die SFG-Spektren
zeigen eine deutliche Bande nahe % =1725 cm™', die geord-
neten C=0O-Funktionen der Glutaminsédureseitenketten von
1 zugeordnet werden kann (Abbildung 4 A)."”! Die Polaritit
des Signals, (d.h. die Phase des Signals) zeigt die Netto-Ori-
entierung aller C=O-Gruppen des Polymerstapels an. Die
beobachteten Signale beginnen mit einem positiven Signal
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Abbildung 4. A) SFG-Spektren der Banden der C=O-Seitenketten ver-
schiedener Polymerisationsgrade (P,); B) Amplitude der C=O-Moden;
C) absolute SFG-Amplituden als Funktion der steigenden Anzahl von 1.

bei der trimeren Spezies (P,=3) und werden dann negativ.

Abbildung 4B fasst die SFG-Amplituden als eine Funktion

von P, zusammen. Der Grund fiir die positive Polaritdt bei

P, =3 ist wahrscheinlich auf eine bipolare Ladungsverteilung

in dem Trimer zuriickzufithren. Abbildung 4 C fasst die Ge-

samtamplitude des SFG-Signals fiir die Anzahl n an 1 inner-
halb des Stapels zusammen. Eine lineare Angleichung der

SFG-Amplitude fiihrt zu einer Steigung von 1.5/n. Da das

SFG-Signal von der Anzahl und der Ordnung der C=O-

Gruppen der Glutaminsdure abhidngt, ldsst eine Steigung

> 1/n darauf schlieen, dass die Gesamtordnung des Ensem-

bles steigt.'”-?) Es ist anzumerken, dass sich das Gesamtsignal
der C=0O-Gruppe nach jeder Zugabe des Lysin-basierten

Monomers 2 erhoht. Dies zeigt, dass die Ordnung des ober-

flichengebundenen supramolekularen Stapels durch die

Wechselwirkung von 1 mit 2 geférdert wird.

In einem analogen Ansatz zur Festphasenpeptidsynthe-
se?!l haben wir hier von der alternierenden supramolekularen
Copolymerisation gegensitzlich geladener Peptid-basierter
Monomere fiir die Herstellung chiraler Polymerbiirsten auf
Goldoberflichen berichtet. AuBerlich betrachtet ist unsere
Strategie nicht unédhnlich zum Layer-by-Layer-Aufbau von
Multischichten durch gegensitzlich geladene Polyelektroly-
te.’*?l Unsere Strategie ermoglichte die Entwicklung einer
oberflichengebundenen dynamischen Polymerisation auf-
grund der Ladungsregulation am aktiven Kettenende des
Polymers, was die Kinetik wihrend des Prozesses der
Selbstorganisation verlangsamt und somit zu kinetisch ge-
hemmten Ensembles nahe dem neutralen pH-Bereich fiihrt.
Diese Ensembles konnen nur durch eine Ausloschung der
Ladungen bei hohem oder niedrigem pH-Wert abgebaut
werden. Unser Ansatz ermoglicht eine Kontrolle der Poly-
merarchitektur auf drei Ebenen:

1) Eine chirale B-faltblattkodierte Ordnung auf der mole-
kularen Ebene dirigiert die Polymerisation senkrecht zur
Goldoberfléche.

2) Die Anzahl der sequenziellen Monomerzugaben be-
stimmt die Hohe der Copolymerbiirste.

3) Eine 2D-Ortsauflosung kann durch die Mikrostrukturie-
rung des Initiators erreicht werden.

Diese leicht zugédngliche Strategie und die programmier-
bare Natur der hergestellten, oberflichengebundenen Mor-
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phologien eroffnen Moglichkeiten fiir ein breites Feld an
Anwendungen, darunter die Entwicklung anpassungsfihiger
Biomaterialien oder chiraler Oberflidchen fiir optoelektroni-
sche und sensorische Anwendungen.
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