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1 Zusammenfassung / Summary

1.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden in einem ersten Schritt roptiobe Starkederivate (SD) mittels
Veretherungs- und Veresterungsreaktionen nativék&tmit Halogenalkanen und Fettsaure-
Estern dargestellt. Diese Derivate werden zur BHosty von Nanopartikeln verwendet. In
einem zweiten Schritt wird ein Folsdurederivat Ubeinen Hexyldiaminlinker an
Polyvinylalkohol (PVA) geknlpft und zur Darstellungn Nanopartikel verwendet. Weitere
Gegenstande der Arbeit sind die Optimierung derzedren Syntheseschritte und eine
Untersuchung der Einflisse auf Synthese und PHdrkeulierung.

Eine Verkapselung der hydrophoben Wirkstoffe TaseSteund Idarubicifi zeigt eine
deutliche Steigerung der Loslichkeit gegenuiberwtererkapselten Wirkstoffen.

Es wird gezeigt, dass Nanopartikel mit folsaurerfimdrtem PVA eine verstarkte attraktive
Wechselwirkung mit Folsédurerezeptoren exprimiereaneebszellen eingehen als Partikel
ohne diese Liganden. Auch kann eine glnstige Reeisg ohne den so genannten ,burst
effect, der schlagartigen Freigabe des Wirkstgfféas Modellwirkstoffe, mit ,burst effect”
fur Zytostatika wie Idarubicityund Taxoter®, aufgezeigt werden. Die unbeladenen Partikel
zeigen keine Zytotoxizitat.

Die Verwendung der hydrophoben, biokompatiblen Ket@derivate in Kombination mit
Zielgerichtetem Transport durch Verwendung von #igsehen Liganden verspricht die
Verabreichung potenter hydrophober Wirkstoffe inmggeren Konzentrationen und damit mit

geringeren Nebenwirkungen.
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1.2 Summary

In this study starch derivatives (SD) were syntheivia etherification- and esterification
reactions by the use of native starch, halogemakkand fatty acids as the first step of a drug
delivery system. These derivatives were used fer firmulation of nanoparticles. In the
second step a folic acid derivative was coupled dy@-diaminhexane onto polyvinylalcohol
(PVA) and this derivative was used for the formatad nanoparticles. The influences of the
reaction conditions on the synthesis of the staaritd PVA-derivatives were examined and
optimized. Also the influence of PVA on the fornwattiof the nanoparticles was determined.
The encapsulation of hydrophobic drugs as ther€aisoter& and Idarubicin® showed a
significant increase of the solubility comparedhe free drugs.

It has been shown that nanoparticles made of @I&®A have an increased attractive
interaction with cancer cells with folic acid ret@s in contrast to such particles without folic
acid ligands. Over and above that an auspicioeasel of the anti cancer drug over a longer
period of time without a so called burst effect Idobe monitored. The unloaded particles
themselves showed no cytotoxicity.

The use of the hydrophobic biocompatible starchvdeves in combination with targeted
delivery by the use of specific ligands promises #dministration of highly potent and

hydrophobic drugs in lower concentration und thas/wvith fewer side effects.
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2 Einleitung

Diese Arbeit stellt einen Teilbeitrag zum Forscheprgjekt ,Nanoskalige Carrier aus
Starkederivaten fur den gerichteten Transport vaortineoplastischen Pharmaka“ in
Kooperation mit den Firmen ToromaOrganics und BA8&r, welches sich mit der
Derivatisierung von Starke unter dem Aspekt der Amelung in der Medizin als Carrier

beschatftigt.

2.1  Stéarke als Basispolymer

2.1.1 Allgemeines zu Starke

In der Natur werden Polymere der Glukose, zu datienStarke gehort, als Speicherstoff
aufgebaut, da zum einen alle bendétigten Biomoleldilech enzymatische Spaltung der
Polymere erhalten werden kénnen, zum anderen uwerzueiden, dass die Zuckereinheiten,
zu einer gefahrlichen Erhéhung des osmotischen K8rumd damit zu einer schadlichen
Uubermafigen Wasseraufnahme in die Zellen fuhrem.kBrese Erh6hung des osmotischen
Drucks kann durch die Bildung der osmotisch inaktivPolymere vermieden werden. Dies
macht die Starke zu einem der Hauptenergiespeichater Natur und wird von allen
chlorophyllhaltigen Pflanzen bei der Photosynthpeeduziert. Sie stellt neben Cellulose
eines der Hauptpolysaccharide in fast allen Pflardag. Sie ist strukturell eng verwandt mit
dem Polymer Glykogen, dem Reservepolysaccharideren und Pilzen, und besteht aus
einem Gemisch von Amylose und Amylopektin (siehehaAbbildung 1: Struktur von
Amylose (A), Amylopektin (B)) in unterschiedlichBusammensetzung, abhangig jeweils von
der Quelle der Starke. Da es sich um ein Naturgdochandelt lassen sich diese
Zusammensetzungen nie genau definieren und ledigiimbe Richtwerte angeben. So
variieren die Gehalte an Amylose von etwa 20 big&3@lie an Amylopektin von etwa 70 bis
80 941

Beides, Amylose und Amylopektin, stellen PolymerenvGlukose dar, bei denen die
einzelnen Zuckereinheiten Ubew-1,4-glycosidische Bindungen verknipft sind. Der
Unterschied zwischen Amylose und Amylopektin bestéim Verzweigungsgrad der
Polymerketten. Bei Amylopektin kommen zuséatzlichr zblauptkette noch klrzere

Seitenketten aus solchen Glukosepolymeren tbeglyk@sidische Bindungen hinzu, welche
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ihrerseits wieder Uber noch kirzere Seitenkettefiigen. Diese Seitenketten fehlen bei der
Amylose ganzlich.

Starke liegt in Pflanzen selten als offenes lartiget Molekiil vof, sondern in der Regel als
Starkegranula (Starkekorner) mit klar abgegren&eBerer Struktur, aber ungeordneter
Innenstruktur. Diese haben je nach Herkunft unkeesitiche Erscheinungsformen. So sind
die der Kartoffel eher oval mit einem Durchmessan etwa 15 bis 100 um und die aus Reis
gewonnene eher polyedrisch, mit einem Durchmessenur etwa 3 bis 8 plfh So kann die

pflanzliche Herkunft einer Starke schon leicht aan#i des Aussehens der Granula abgeleitet
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Abbildung 1: Struktur von Amylose (A), Amylopektin (B)
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Starke ist nur eines der vielen Polysaccharide.n&bezahlen noch Cellulose sowie die
Cyclodextrine dazu. Wie der Name schon verrat €igdlodextrine ringférmige Molekule,
die sich in ihrer Ringgré3e unterscheiden. So hestaso-Cyclodextrin (Cyclomaltohexaose)
aus sechs Glukoseeinheiten, dd#sCyclodextrin (Cyclomaltoheptaose) aus sieben
Glukoseeinheiten und dasCycloedxtrin (Cyclomaltooctaose) aus acht Glukodesiter®
(sieche Abbildung 2: schematische Darstellung von CyclodeXthn Diese und ihre
verschiedenen Derivate, bei denen die freien Hydmppen durch diverse Reste ergénzt
werden, wurden bereits erfolgreich auf Anwendungés Drug Delivery getestet und sind
auch weiterhin ein markantes Forschungsprojekieruanderem im Arbeitskreis von Herrn
Prof. G. Wenz.

Einer der Nachteile ist jedoch, dass pro Cyclodextolekil jeweils nur ein einzelnes
Wirkstoffmolekil gebunden und transportiert werdeann. Bei dem angestrebten Stéarke-
derivat soll es mdoglich sein, viele Wirkstoffmold&tgleichzeitig zu binden und zu

transportieren.

Abbildung 2: schematische Darstellung von CyclodeXttin

Durch den angestrebten amphiphilen Charakter déskesterivats soll eine strukturell
bedingte Selbstorganisation zu einem Nanoteilcinewdssrigem Medium erreicht werden.
Die Ausbildung von supramolekularen Strukturen oBimevirkung von Aul3en, also lediglich
auf Grund physikalischer Eigenschaften und Wechdalvgen mit der direkten Umgebung,
also dem Ldsemittel, wird von Akiyoshi et al. belicly der Nanopartikelbildung von mit
Cholesterol derivatisierten Pullulan beschriéBerDass schon native Stérke zu solchen

selbstorganisierten Strukturen neigt, wird schamigtarkenachweis mit Lugol scher Losung
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genutzt, bei der sich lodmolekille in die Helicesr détarke einbauen und eine
charakteristische Blauverfarbung der Losung bewirf@eheAbbildung 3: Einschluss von
lod in die Starke-HeliR). Diese Verdrillung zu den Helices ist typisch flieses Polymer.
Bei Erwarmung entspiralisiert sich das Gerust wiedw die typische Blaufarbung, die durch

den Einschluss der lodmolekiile verursacht wirdsetmwvindet wieder.

W 000 starkenelix
@ lod

Abbildung 3: Einschluss von lod in die Starke-Héfx

Dieser Test wird, leicht abgewandelt, auch in dedMin zur Diagnostik von Hyperhidrose
(UberméaRiges Schwitzen) eingesetzt (Minor-Test).dbekturelle Umbruch und die teilweise
irreversible Umstrukturierung von Starke bei Eréitzaverden auch schon beim Phanomen des

Verkleisterns, bzw. der Gelatinisierung deutlich.
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2.1.2 Supramolekulare Struktur von Starke und anderen Poysacchariden

Die Starkederivate sollen letztlich aus einem hgtoben Teil, beispielsweise einer
Alkylkette, Fettsduren oder ahnlichem, welche machnzuséatzlich mit tumorspezifischen
Liganden (Bsp. Folsaure) modifizieren kann, und eeirhydrophilen Seite, die die
Wasserloslichkeit sicherstellen soll, gestaltehsBabei stellt die Glukosepolymerkette das
Grundgerist dar. Die Ausbildung von Nanopartikelmcth hydrophobe Modifizierung von

Polysacchariden, im Speziellen von Pullulan wircelie von Akiyoshi beschriebErf.

OH
OH

HO OH o o .

OH
HO OH @

Abbildung 4: Struktur von Pullulan

Die Verbindung zwischen der Selbstorganisation zandyartikeln und der amphiphilen
Eigenschaften durch hydrophobe Substituenten, mR¥gyel Alkylketten oder ahnlichem,
beschreibt Akiyoshi im Zusammenhang mit der Komigexgsreaktion von substituiertem
Pullulan und B-Cyclodextrif®. Hierbei wird der Partikelverband des mit Cholesite
hydrophobisierten Pullulans durch den Einschluss @&olesterolsubstituenten in die
Kavitdten der Cyclodextrinmoleklle aufgelost. Dieneaite Freigabe der hydrophoben
Seitenketten und damit die Rickbildung der Partidblgt durch Zugabe eines besseren
Komplexbildners mit Cyclodextrin, welcher das Chtézol kompetetiv aus der Kavitat
verdrangt.

Zur Darstellung der Nanopartikel wird fur die Dexie der hier beschriebenen Arbeit ein
Verfahren angewandt, bei dem die Derivate in Etefiat |0slich sein mussen. Mit einer
ahnlichen Prozedur lassen sich hydrophobe Wirlesiofpolymere Micellen einbauéfl. Bei
der hier von Fournier et al. beschrieben Methodedere allerdings wasserlosliche
Nanocarrier verwendet und die WirkstoffmolekulePartikeln mit einer Kern-Hulle-Struktur

und nicht in einer Matrix eingeschlossen.
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2.1.3 Anwendungsgebiete der Starke

Die Anwendungsgebiete der Starke sind reichen vahrdhgsmittel, bzw. der Zubereitung
selbigel'!], tiber Filllmateri&? bis hin zu Binde- und Verdickungsmittel fiir SoR&nch fiir
die Kunststoffe verarbeitende Industrie ist dieri&avon Interesse, da sie einen standig
nachwachsenden Rohstoff darstellt, der auch flHgiestellung von biologisch abbaubarem
Einweggeschirr und andere umweltfreundliche Kunfet?, wie auch Baumaterialien,
geeignet ist. Dartber hinaus wird sie auch fur halistibliche Waren wie z.B. Waschmittel
oder Starke fur Hemdskragen verwendet. Aul3erdertit sie die Grundlage fur die
Herstellung von Hefe, Dextrin, Sorbit, Glukose (@anzucker) und Glukosesiti dar. Die
Verkleisterungseigenschaften der Starke und eiriiivate macht man sich auch fir die
Herstellung von Tapetenkleister und Klebstoffénaber auch fur Schmierstoffezu Nutze.
Die guten Bindungseigenschaften kommen wie beimhkncauch bei der Herstellung von
Farben und Papier zum Tragen. Selbst bei der Sgteftierstellung werden Starkederivate,
im Speziellen Starkenitrate, eingeseétztFir die meisten der genannten Verwendungszwecke
wie auch die ihnen zu Grunde liegenden Eigensamadtr Starke wird das Amylopektin
verantwortlich gemacht, weswegen auch besondersleanZiichtung von teils genetisch
veranderten Pflanzen gearbeitet wird, welche Ullegend oder sogar ausschlief3lich
Amylopektin produziereH.

Auch in der Medizin sind Starkederivate von wackieen Interesse. Es wird derzeit neben
Dextran und Gelatine an kaltwasserloslichen Stamieaten wie Hydroxyethylstarke aus
Amylopektin und Ethylenoxid zur Prophylaxe und Tdme von Blutvolumenmangel
geforscht®, wo letztere Derivate schon erfolgreich als Plastpander und Kryo-
protektoreHt¥ eingesetzt werden. Sie bilden auerdem die Grgadla Tabletten, Zapfchen
oder Salbeéh!. Fiir die Verwendung im Bereich des Drug Delivesy $tarke bereits fir
thermoplastische Materialien fiir Kapseln erforsebtden™, ebenso, wie ihre Derivate als

Kontrastmittel ins Auge gefasst werdéh
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2.1.4 Starkederivatisierung

Die Hydroxygruppen der Starke bilden intramolekels#asserstoffbricken aus, wodurch die
eigentlich zu erwartende Hydrophilie herabgesetatd.wDurch eine Modifikation mit
hydrophoben Seitenketten werden diese Wasserdiokbn gebrochen. Bei einer geringen
Derivatisierung ist der Anstieg der Hydrophilie durden Bruch der H-Bricken starker
gewichtet als der Anstieg der Hydrophobie durch Eiigfliihrung hydrophober Seitenketten.
Aus diesem Grund werden fur die meisten Anwendung@nniedrige Substitutionsgrade
unter 0.2 angestrebt.

Veresterungsreaktionen sind eine bekannte Techoik Senkung der Gelatinisierungs-
temperatur, zur Erhdéhung der Ldsungsstabilitdt niekier Starkepolymere und zur
EinflUhrung von hydrophoben, hydrophilen, ioniscloeler nicht-ionischen Gruppen, z.B. in
Form von Acetaten oder FormiatEh Hierbei wird, auch fur die Umsetzung mit
langerkettigen Fettsauren oder aromatischen Caélooeis auf die jeweiligen Anhydride oder
Saurechloride zuriickgegrifféfl. In ionischen Fliissigkeiten werden Substitutioadgr(DS)
von 0.7 bis zu 3.0 erreidht. Die vollstandige Acetylierung wurde schon 1972 wbark und
Mehltrette!” erreicht. Der Einfluss des Amylosegehaltes derk8tzauf den erzielten
Substitutionsgrad bei der Acetylierung wurde umtederem bei Singh et al. untersucht. Hier
waren Substitutionsgrade von 1.63 bis 2.55 realisierde’?”. In diesem Zusammenhang
stellten Singh et al. fest, dass der Substituticatsdirekt abhéngig ist von der Starkesorte und
mit steigendem Amylosegehalt ein niedrigerer Suldgdnsgrad einhergeht. Far
Maleinsaureester sind DS-Grade von bis zu 4¥87ir Laurate und Stearate bis zu 2.26
respektive 2.3%” erreicht worden. Eine enzymatische Veresterung Hilfe von
Kokosnussol mit einem DS von bis zu 1.55 wird vdchida et al. beschrieb&. Ebenfalls
durch Umesterungsreaktionen wie von Aburto et eéchrieben kénnen Laurinsaureester mit
einem DS von bis zu 0.61 erreicht werd&n Amphiphile Starkederivate kénnen durch
hydrophobe Derivatisierung von hydrophhilen Staekedten, z.B. nach Veretherung mit
Ethylenoxid®, mit Laurin- oder Stearinsaure erhalten welfen Die Synthese von
Hydroxypropyl-Starke wurde von Schmitz et al. niiteen DS von 0.27”) vorgestellt, der
hoher ist, als der von der Food and Drug Administrafiir Hydroxypropyl-Starke erlaubte
Wert von 0.2. Andere hydrophobe Derivate erhalt rdanch Umsetzung von Starke mit
Oxazolin-Derivaten bis zu einem Substitutionsgrad 0.8, Die Alkylierung von Starke

mit Methyl- oder Benzylgruppen, ausgehend von d@&-#hexyldimethylsilyl-Verbindung,
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zum regioselektiven 2,3-substituierten Produkt weurtbn Petzold et al. beschrieféh
Weitere regioselektiv substituierte Derivate erinddtn wie von Chakraborty et al. beschrieben
bei enzymkatalysierten Reaktiofi8h wobei anwendungsbedingt keine DS-Grade tiber 0.2
angestrebt werdé&.

Eine vollstandige Veretherung der Starke zu eineg \dn nahezu 3 ist bisher nur fur
Methylierundg® *¥! und Benzylierung®” bekannt, nicht aber fiir langere Alkylketten. Ein
Erreichen eines Substitutionsgrades von drei isShkirke aufgrund der hohen Verzweigung
des Amylopektins an Position C6 nicht moglich. Dehen DS werden lUberwiegend durch
hohe Temperaturen oberhalb der Gelatinisierungstestyr erreicht. Carboxymethylierte
Starke mit einem DS bis zu £% in einem Schritt, Derivate mit einem DS bis #1in
mehreren Schritten, wurden dargestellt. Ebenfadlsahnt sind Acylierungen der Starke mit
Resten von acht bis 18 Kohlenstoffeinheiten undUheesterung mit n-Oktan-, Laurin- und
Palmitinsaure-Methylester oder Essigsaureanhifrid-iir die Veresterung der Starke mit
Fettsduren wird Ublicherweise das Saurechlorid Byitidin verwendet. Doch schon aus
okonomischen Grinden empfiehlt sich der Verzicht@iurehalogenide und stattdessen der
Gebrauch von Fettsauree§tér

Veresterungsreaktionen von Starke mit den Fetteamtiayl-Laurate und Stearat wurden
bereits beschrieben. Hier wurden DS von 0.24 — Ariér Verwendung der Basen JN& O,
K,CO;s und Na-Acetat in DMSO bei 110 °C erreitfit Aburto et al. gelatinisieren die Starke
vor der Veresterung mit Fettsdurenchloriden um dhisemittel arbeiten zu konnéh. Im
Fall von Oktanylstarke wurden so Substitutionsgrade bis zu 1.8 erreicht. Fir Fettsauren

mit sieben Kohlenstoffeinheiten wurden sogar DS bisrzu 3 beschrieb8f.
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2.2  Polyvinylalkohol

2.2.1 Verwendung von Polyvinylalkohol
Polyvinylalkohol (PVA) ist neben Polypropylen (PMPolystyrol (PS) und Polyvinylchlorid

(PVC) ein in der Industrie gangiges Polymer undiéinAnwendung unter anderem in der
Herstellung von Textilfasern, in der Papierindistals Stabilisator fur Emulsionen und bei
medizinischen Problemstellund&h Seine Biovertraglichkeit ist bekannt, was zumspil
eine Anwendung in sensiblen Gebieten wie dem Aageorm von Kontaktlinséff! oder bei
Langzeitimplantateff! ermdglicht. Auch als Plasmaexpander wird PVA dérgenutzt.
Die Vertraglichkeit und Verteilung im Organismus rd@ schon 1995 von Yamaoka et al.
untersucHt®. Hierbei wurde festgestellt, dass PVA nur geriggé Interaktionen eingeht mit
Zellkomponenten wie Makrophagen und Blutzellen andh nur geringflgig in den Zellen

akkumuliert.

2.2.2  Modifikation von Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol selbst wird durch PolymerisationnvVinyl-Acetat zu Poly-(Vinyl-Acetat)
und anschlieRender Hydrolyse zu Polyvinylalkéfibl synthetisiert. Uber eine
Funktionalisierung des PVA mit Acetylen- und Aziduppen nach vorangehender
Aktivierung des Alkohols mit Carbonyl-Diimidazol @fnete Ossipov et al. die Moéglichkeit
der Erzeugung von Hydrogelen via ,Clickchenfi“ Hierbei wird eine Modifikation von
eins bis fiinf Prozent angestrebt, um die Wassétigdit nicht zu gefahrden. Uber eine
Derivatisierung des PVA mit Oleinsaure konnten Meae mit hydrophoben Wirkstoffen
dargestellt werdéf’. Auch Oster et al. machten sich die Biokompatitlivon PVA zu
Nutze und verwendeten es als Ruckgrat fur ihr Blopllymer mit Poly-(D,L-Milchsaure-co-
Glykolsaure) (PLGA[j‘S]. Eine einfache Methode zur Derivatisierung wirch @acal et al. via
Click-Chemie vorgestelf®’. Die Bioabbaubarkeit via Enzyme und der entspredbe

Mechanismus wurden von Matsumura et al. beschri¢hen
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2.3  Nanopartikel

2.3.1 Allgemeines

Nanopartikel sind Atom- oder Molekllverbande, disgesamt einen GréRenbereich von etwa
1 — 100 nm abdeckEH. Es kdnnen sich demnach von wenigen bis zu taeseAtbme oder
Molekile in einem solchen Zusammenschluss befind&p. sind keineswegs ein rein
synthetisches Phanomen der Neuzeit. Bereits digt&gyur Zeit der Pharaonen setzten sie
ein. So wurde feiner Russstaub in Tinte, oder GolGlasschmelzen (klassische rubinrote
Farbe) eingesetzt. Wie man schon aus der unereart€arbgebung von in Glas
eingeschmolzenem Gold mit dem heutigen Wissen diseRz von Nanoteilchen schliel3en
kann, weisen diese Partikel im Allgemeinen chengsghd physikalische Eigenschaften auf,
die sich deutlich von denen der Festkorper oderirdest deutlich gréReren Teilchen
unterscheiden. Zu diesen Eigenschaften z&hlen ndbemeits erwdhnten optischen
Eigenschaften der Metall-Nanoteilchen auch nocltesehe Leitfahigkeit und chemische
Reaktivitat. Erstere wird besonders in der Comjndeistrie, letztere bei der Verwendung
von Katalysatoren genutzt. Zu den wohl bekanntestéanoteilchen zahlen die
Kohlenstoffverbande der Fullerene und die NanotiisiehieAbbildung 5: Fulleren C-60 und
Abbildung 6: "bucky balls" und Nanotu5&).

Abbildung 5: Fulleren C-60

Abbildung 6: "bucky balls" und Nanotul5é
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Beide gehdren zu den synthetischen Nanoteilchen,irdider Natur in dieser Form nicht
auftreten. Im Gegensatz hierzu gibt es dennoclcfiei, die durch natirliche Prozesse und

Gegebenheiten in die Umwelt freigesetzt werden.

2.3.2 Darstellung von Nanopartikeln

Zu den in im vorangehenden Kapitel angesprocheremotgilchen, die in der Natur durch
naturliche Prozesse entstehen konnen zahlen umederem carbon blacks, feinste
Russteilchen, wie sie bei Vulkanausbriichen oderd@/ahden freigesetzt werden. Polymere
Micellen weisen in wassriger Losung bei einer Gnidédnung von 10 - 60 nm einen Kern-
Hulle-Aufbau auf. Hierbei zeigt die hydrophile Seitach auf3en, die hydrophobe Seite zum
Mittelpunkt hirf>?.

Fur die Herstellung von Nanoteilchen haben sichrerehVerfahren etabliert, unter anderem
chemische Herstellungsmethoden aus Losungen, wie Beispiel durch das Sol-Gel-
Verfahre®®, eine Ausfallung der Teilch€d oder der Hydrothermalsynth&st Die
Herstellungsmethoden Sprih-Trocknen, Verdampfungel€asation, Flammensynthese,
Laser- und HeiBwandreaktionen oder chemische Gasphbscheidung (CVD-Verfahren)
und Reaktionen im Plasma z&hlen ebenso wie dielggukleation von Molekllen aus der
Gasphase, der Aerosol-Prozess zu den GasphaséomeaRt. Durch selbstorganisiertes
Wachstum auf Oberflachen oder mit Templaten, dérektechanische Behandlung von
Grundmaterial, also Zermahle®, und Elektrosprayiftf’ konnen ebenfalls nanoskalige
Strukturen gewonnen werden.

Fur die Synthese von Polymeren, Copolymeren undiciiem Strukturen, die fiur die
Darstellung von Nanopartikeln genutzt werden konmext sich die Atom-Transfer-Radikal-
Polymerisation (ATRP) bewdahrt und es wurden aukehe Weg schon viele amphiphile
Polymere hergestefitl. Die hydrophobe Modifikation von Polymeren welctiann selb-
standig Nanopartikel ausbilden, wurde fir Pullulsoa Kuroda beschriebBH. Ebenfalls die
Ausbildung von Micellen durch Assoziation von méngen Alkylketten derivatisiertem
Poly(2-vinylpyridin) ist bekanft’. Einige der publizierten Starkederivate wurderinkr um
groRe und stabile Partikel, passend zur jeweiligenvendung, zu bildéff’. Durch ein
solches Vernetzen der Starkematrix werden die Mpnéreneigenschaften beeinflusst und

somit z.B. eine Wirkstofffreisetzung gesteffékt
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Nanospharen aus Poly(methylcyanoacrylate) und &blyicyanoacrylat) werden von Brigger
et al. beschriebéif. Ein anderes Polymer, dass bereits fiir gezieltdrkstéfftransport
verwendet wird ist Polyvinylalkohol, welcher mit éhséuregruppen hydrophob modifiziert
wurdd*™l,

Fur die Verkapselung von Wirkstoffen fur Haut, N&iged Haar findet Boltorn H30, ein
Polyalkohol mit dendritischer Struktur mit 32 termalen Hydroxylgruppen (sieh&bbildung

7: Struktur des verzweigten Boltorn® Polyni&t$ und einem Mol-Gewicht von 3600

Dalton, Anwendun§®.
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Abbildung 7: Struktur des verzweigten Boltorn® Polyniéfs
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2.3.3 Verwendung von Starke fur die Formulierung von Nangartikeln

Viel versprechend sind Nanopartikel aus derivatisieStarke wegen ihrer Biokompatibilitat
und Bioabbaubarkeit. Letztere ist zwar als geringererwarten bei Starkederivaten im
Vergleich zu nativer Star&, dennoch sollte sie bei geniigend geringer Modifike
ausreichend hoch sein, um eine etwaige AkkumulatmanKérper zu vermeiden. Als
Naturprodukt ist die native Starke wegen der groBe@isenz und der relativ einfachen
Gewinnung aus grol3flachig angebauten AgrarprodulienKartoffeln und Mais mit einem
Preis von derzeit etwa 390 — 400 € pro Tonne (S2&id) sehr gunstig. Die hohe Molmasse
von Starke betragt je nach Herkunft um die 2000 kibal mehr und vereinfacht die
Handhabung bei chemischen Modifikationen durchetliéachere Aufreinigung der Produkte.
Nanopartikel kbnnen auf verschiedene Art und Wgedgldet werden. Zum einen kann durch
spontane eigenstandige Akkumulation kleinerer Undreiten mit unterschiedlich
polarisierten Enden Micellen ausgebildet werdenmZanderen kdnnen auch wegen
intermolekularer Wechselwirkungen oder durch Zusamfalten von Polymerketten aufgrund
hydrophober Wechselwirkungen der Polymerkette indger intermolekular mit einem dem
Losemittel entgegengesetzt hydrophilen oder hydsbph kleineren Molekul Partikel
ausgeformt werden. Eine solche selbstandige Ausigdron Partikeln von Pullulan mit einer
Modifikation mit Cholesterol mit einem DS von 0.0&d von Akiyoshi et al. vorgestéfit'.
Sollte nicht auf eine spontane Selbstformulierurn \Partikeln zurtickgegriffen werden
kénnen, besteht auch die Mdglichkeit, eine hydrdyghiiomponente in einem entsprechenden
Losemittel geldst mit einem polaren Losemittel eiitem Emulgator zu vermischen und nach
grundlicher Durchmischung das organische Solvent entfernen (solvent evaporation
method). Bei dieser Methode sollte sich die Pagik®e bis zu einem bestimmten Mal3
durch Variation der Konzentrationen beeinflussesséa kbnnen. Rout et al. zeigen in einer
Vergleichsstudie den Einfluss Formulierung mitidés angesprochenen ,solvent evaporation
method”, welche bei Losartan-Mikrosphéaren zu eiRartikelgréRe von etwa 40 — 50 nm
fahrt, und der ,w/o emulsion solvent evaporationtmoe®, die zu Partikeln einer Grél3e von
etwa 126 — 150 nm fuhrt.
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2.4  Medizinischer Hintergrund

2.4.1 Allgemeines

Die Medizin steht immer haufiger vor dem Problemart&heiten und Erreger zu bekampfen,
welche immer resistenter und aggressiver werdenhAlie auftretenden Nebenwirkungen der
bekannten Behandlungsmadglichkeiten fallen entsgmeahstarker ins Gewicht. Um dieser
Herr zu werden, muss die Medizin auf spezifischedikiEmente zurtickgreifen, um die
schadlichen Nebenwirkungen mdoglichst einzuschranked gezielt auf Krankheiten zu
reagieren. Allzu oft stellt aber die Pharmakodyravon Substanzen, die als hochpotente
Wirkstoffe bekannt sind, zum Beispiel wegen mandetniVasserloslichkeit, ein Problem dar.
Diese Wasserl6slichkeit stellt nun aber eine Greddigung flir den Transport eines
Wirkstoffes im Korper, und damit einer effektivengamkeit, dar.

Der Transport nahezu jeder Substanz im menschlidBeganismus verlauft Gber den
Blutkreislauf. Dieser stellt ein wassriges Milieut minem fest eingestellten pH-Bereich dar,
welcher eine nur sehr geringe Abweichung vertr@gmnach miussen Wirkstoffe, um zu
einem Wirkort transportiert werden zu konnen, wdéskch sein und durfen nur einen
geringen bis gar keinen Einfluss auf den pH-Werd &utes haben. Je unldslicher eine
Substanz ist, desto langer kann es dauern, bisWdeestoff an seinen Bestimmungsort
gelangt, sollte tGberhaupt ein Transport stattfindeariiber hinaus ist durch eine geringe
Wasserloslichkeit auch die Aufnahme des Wirkstofé@sgeschrankt, da er bei enteraler
Verabreichung zunéachst tber den Magen-Darm-Trakirbéert werden muss. Dies kann zwar
durch eine parenterale Verabreichung, z.B. Infumnoader intravendsen Spritzen, umgangen
werden, wirde dann aber direkt im wassrigen Medalsnwasserunlésliche Substanz zu
Schwierigkeiten fuhren.

Eine vollig andere Form der Verabreichung stell@mplantate dar, welche die Medikamente
Uber einen langeren Zeitraum oder auf Grund eirms Aul3en einwirkenden Impulses
abgebeli®. Diese Methode funktioniert jedoch nur mit von voerein in Wasser l6slichen
Substanzen.

An diesem Punkt treten nun so genannte Carrier hmher Bindungsaffinitat fur das
Wirkstoffmolekil und hoher Hydrophilie, in den Vamrund. Da auch die Carrier-Molekile
dem normalen Abbau im Organismus unterliegen, sstbesonders wichtig, auf solche

Substanzen zuriickzugreifen, die in ihren Abbaupktetuaus toxikologisch unbedenklichen
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Stoffen bestehen. Cho et al. beschreibt diese Metlder Verkapselung von Wirkstoffen in
Partikeln oder Micellen aus Polymeren mit einer €&rd&on drei bis 200 nfd. Far polymere
Nanopartikel werden Materialien wie Albumin-Tax@bfaxane) oder PGA-Taxol (Xyotax)
verwendet. Fur polymere Micellen werden Materialigie PEG-pluronic-DOX und PEG-
PAA-DOX genutzt. Dartiber hinaus werden von Chol.etiar auch von Carriersystemen aus
Dendrimeren (z.B. PAMAM-MTX), Liposomen (z.B. pegytes liposomales DOX), viralen
Nanopartikeln (z.B. HSP-DOX) und Kohlenstoffnanagin(z.B. CNT-MTX) beschrieben.
Insbesondere Starke bietet sich als Gertstmolekyl da sie im Organismus zu
Glukoseeinheiten abgebaut werden kann. Lediglich dee Wahl der Substituenten zur
Darstellung des amphiphilen Endproduktes ist agiktdogische Aspekte zu achten. Daher
bieten sich bisher besonders Polyphosphate wegem Biodegradierbarkeit z.B. durch
Enzyme (Phosphatasen), und ihrer Biokompatibiltéthatirlich auftretenden Nuklein- und
Teichoinsauren &f. Starke und andere Polysaccharide als Tragermabtdiir die
Verkapselung und den Transport von Wirkstoffen wardvon Bornschein et al.
aufgegrifferf®.

Fur die Medizin ist eine Maskierung negativer Eggraften, seien es Geruchs- oder
Geschmackseigenschaften, wie auch eine gleichmaBigabe des Wirkstoffes und damit ein
Erhalt eines gleichmaRig therapeutisch wirksamemsRaspiegels von Intere$&e Die
Freigabe des Wirkstoffes Uber langere Zeit, sediesh langsamen Abbau einer Hulle, oder
langsame Diffusion durch Selbige, wirde gerade demnoglichen. Im Hinblick der
Anwendung zur Krebsbekampfung wird davon ausgegandass Nanoteilchen fir eine
langere Aufenthaltszeit im Kreislauf kleiner alsvat 100 nm sein und eine hydrophile
Oberflache aufweisen sollten, um eine korpereigkbeehrreaktion Uber Makrophagen zu
vermeidef?® °* ®°1 Dadurch kénnen sich die Wirkstoffe in dem betreffen Gewebe
ansammeln und die Verteilung der Wirkstoffe in Gbevend Zellen mittels der Carrier direkt
mit beeinflusst werdé?f.. So nutzte Li et al. Nanopartikel aus funktiorialiem Dextran um
das Krebsmedikament Doxorubicin einzuschlieRen mmdden Nuklei der Krebszellen zu
transportieret”). Hierbei liegt die Wirkstoffbeladung bei etwa 9vG&6. Allerdings wird der
gezielte Transport von Wirkstoffen auch durch det,Avelche die Teilchen im Kreislauf zu
finden sind, eingeschréankt. Diese wird mit nur etvai bis funf Minuten nach Injektion
angegebéff’. Die Ausscheidung der Partikel und damit der ewtich nicht freigegebenen
Wirkstoffe erfolgt groRtenteils tber Leber, Niemedudas Immunsystefit. Die Fahigkeit der



2. Einleitung 18

Nanoteilchen, gezielt Wirkstoffmolekile reversilzl binden und damit zu transportieren,
macht sie geeignet fur die angestrebten Anwendumgder Medizin. Der gezielte Einschluss
von Molekilen hydrophober Natur in ein partiell hyphob modifiziertes Molekil wurde
bereits bei Cyclodextrin erreidfft " Der groBe Nachteil allerdings ist, dass je
Cyclodextrinmolekdl in der Regel nur ein oder zwéirkstoffmolekule transportiert werden
konnen. Dies fuhrt einen entsprechend grof3en Méaefwand mit sich und damit hohe
Kosten. Andere Nanopartikel, die sich erst in Lagbiiden und dabei die Wirkstoffmolektile
einschlieen, sind in der Lage je Polymermolekigiol mehrere Wirkstoffmolekile
einzuschlieen und zu transportieren.

Eine weitere Anwendung von Nanopartikeln als Carme medizinischen Bereich ist die
lokale Administration mittels externer Magnetfeldeie von Alexiou beschrieb&f !
Hierbei werden die Wirkstoffmolekile tUber Phospéstie an ein Starkerickgrat gebunden.
Diese formen Nanopartikel um Eisenoxidmolekiile, alvel durch Anlegen eines starken
Magnetfeldes in einer deutlich verstarkten Ansanmglum bestrahlten Gewebe nachgewiesen
werden kann. Hier soll also nicht der reversiblesEhluss des Wirkstoffes die Eigenschaften
der Nanopartikel nutzen, sondern der Einschluss HEisenoxidmolekile, welche die
Transportierbarkeit der Wirkstoffe verstarken safidem er einen gerichteten Transport
ermoglicht. In diesem Fall sind die Wirkstoffmolé&iaber nicht einfach eingeschlossen und
konnen durch Offnen der Partikel langsam freigeése¢zden, sondern es miissen zunachst die
Bindungen zu den Phosphatgruppen des Starkertagygelost werden. Allerdings kdnnen
auf diesem Weg Nebenwirkungen durch Belastung voiieten Gewebes deutlich minimiert
werden. Es wurden von Alexiou unter anderem supanpagnetische Partikel von Eisenoxid
(Fe;0,) eingesetzf®. Diese bilden, von Stiarke ummantelt und mit denisich gebundenen
Chemotherapeutikum Mitoxantron, Teilchen der Gr@Bénung von 100 - 250 nm aus.
Durch diese Transportwege aus Uber Nanoteilchemurgime Wirkstoffe und gezieltem
Transport durch externe Magnetfelder konnte bereitse Reduktion der Menge an
bendtigtem Therapeutikum auf etwa 20 % erreichtderer was zum Ausbleiben von
Nebenwirkungen fithrt€!. Die Freisetzung eines Wirkstoffes aus einem Neitubten erfolgt,

je nach bildendem Polymer, einmal durch den Abbau Hille, sofern der Wirkstoff
eingekapselt und nicht an der Oberflache gebunddregt, oder, besonders bei quellfahigen

Polymeren, durch Diffusion des Wirkstoffes aus Héille des Nanopartikef®. Eine pH-
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abhangige Freisetzung des Wirkstoffes durch Ddsenung von Micellen wurde bereits
beschrieber?.

Ein géangiges Problem bei der Verabreichung verkegrs@/irkstoffe ist die Freisetzung. So
beschrieb Ringsdorf den prinzipiellen Aufbau eirsg;thetischen Polymers mit separat
gekoppelten Gruppen zur Lo6slichkeitsvermittlung,mzurargeting und dem reversibel
gebundenen Wirkstdff'.

Polymer-Backbor

spaltbare
Linker
[6slichkeits- '
vermittelnde T;ﬂﬁﬁtti'gr?'
Gruppe
Wirkstoff

Abbildung 8: Ringsdorf-Model fiir Wirkstofftransportsysteme alefr Basis synthetischer Polyméfe

Wird der Wirkstoff, wie im Fall von Alexiodd” beschrieben, kovalent tiber Phosphatgruppen
an das Tragermaterial gebunden ist eine Freisetetsapwert. AuRerdem wird in diesem Fall
auch die Partikelbildung durch Umhillen von Eisddoxon kommerziell erhaltlichem
Ferrofluid erreicht. Dieses kann zwar zu einemalgeten Wirkstofftransport durch Anlegen
eines externen Magnetfeldes genutzt werden, digafgichkeit fir den Organismus ist aber
zweifelhaft. Flur die Freisetzung des Wirkstoffesas entscheidend, ob dies langsam uber
eine langere Zeitspanne geschieht oder der Gro@silWirkstoffes bereits nach kirzester
Zeit die Partikel verlassen hat, welches man demstbeffect” nennt. Eine kovalente Bindung
eines Wirkstoffes ist dartiber hinaus auch sehrchidskend, was die Beladbarkeit betrifft.
Chakraborty et al. beschreibt Nanopartikel aus Wagsstarke mit Glycerol als
Weichmacher und Glyoxal als VernetZ8r Kataoka entwickelte ein Block-Copolymer aus
Polyethylenglycol (PEG), welches fur Wasserl6slghksorgen soll, und Poky(3-aspartic
acid), an welches der Wirkstoff Doxorubicin kovaleebunden wurd€'. Dieses Polymer
bildet Partikel mit einem Kern-Hille-Aufbau. Nebeler kovalenten Bindung besteht die
Moglichkeit die Wirkstoffe durch hydrophobe, respes hydrophile, Wechselwirkungen mit
den Seitenketten des Backbones nach dem coreRfetip einzuschliel3en. Erste Ein-

schlussverbindungen von hydrophoben Wirkstoffend simereits mit Cylodextrin von
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Suzuki®” et al und Meister et & 8 hydrophile Systeme mit Poly(vinylpyrrolidon) von
Brennan - Pepp&3 verdsffentlicht worden. Ein entscheidender Nachdeil Cyclodextrine ist
die bereits erwahnte geringe Beladbarkeit und deridverbundene hohe Materialaufwand.
Nanopartikel zeigen, wie andere Makromolekile awlgn sogenannten EPR - Effekt, den
.enhanced permeability and retention effect”. Diedsezeichnet das Phanomen der passiven
Anreicherung von Makromolekulen, Liposomen oder dfantikeln in Tumorgeweben und
stellt eine Variante des passiven drug targetingso ades passiven gezielten
Wirkstofftransportes, d&f. Hierbei kommt der Umstand zum Tragen, dass Tueveehe
von Gefalen durchzogen ist, welche unorganisiadtléohrig sindf”. Uber diese groReren
Licken kénnen Teilchen in der Grol3enordnung deadtes Nanopartikel von bis zu 200 nm

in die Zelle eindringen (sieh&bbildung 9: Schematische Darstellung des EPR-Effé¥)s

lymphatisches Syste

Normalgewebe
o

pH ~7

kleine ::
Molekule:::.w..

T Makromolekile Blutkreislauf

Abbildung 9: Schematische Darstellung des EPR-Effékts

Die Partikel mit dem Wirkstoff sollen Gber Endocsgovon den Zellen aufgenommen werden,
den Wirkstoff freisetzen und anschliel3end wird @agyermolekil enzymatisch abgebaut und

via Exocytose wieder ausgeschieden.
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wirkstoffoeladener Partikel

.
zellspezifischer Ligand

Abbildung 10: Zellulare Aufnahme durch Endocytose, Freisetzieg Wirkstoffes, Metabolisierung des

Tragermaterials und Exkretion durch Endocytose

Bei Anwendungen in der Medizin stellt die Biovetiiggkeit ebenso wie die Biokompatibilitat

ein wichtiges Kriterium dar. Die verwendeten Medilente sollen nach Mdéglichkeit keine

oder nur schwache Nebenwirkungen auf den mensemi€hrganismus aufweisen. Aul3erdem
soll das Medikament sich gut applizieren lassen siod gleichmaRig im Koérper verteilen

oder im Idealfall direkt an den Wirkort transportie/erden. Ein solcher gerichteter Transport
der Wirkstoffe kann einerseits die dort anzutrefienDosis erhdhen, gleichzeitig aber
Schadigungen an gesunden Organen und GewebencHetgliluzieren. Hierfur ist eine

genauere Kenntnis des Organs oder Gewebes notweNdigy et al. untersuchte die

Moglichkeit des gerichteten Transports durch Anbimgl eines Liganden der fir Rezeptoren
am Wirkziel spezifisch w&P. Es exprimieren zum Beispiel einige Krebsarten dam

Zelloberflache Rezeptoren fur Folsaure in versgirkinzahl.
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Fur die Wirksamkeit der Folsdure als Rezeptor ishtnzwangslaufig eine unverédnderte
Struktur notig. Unter Beibehalt der spezifischennkionalitdt des Molekuls, die eine

Wechselwirkung mit den Rezeptoren eingeht, erlerthéine Verknipfung der Folsaure,
respektive des davon abgeleiteten Derivats, ohnkumMgsverlust. Leamon stellte einen
Zusammenhang her zwischen der Funktionalitat dsékice und der Spacerlange mit welcher

das Folsaurederivat an den entsprechenden Tralkeiife wurdé®® 871

Folsaure

Pteridin > Insaure

Abbildung 11: Struktur der Folsaure

Die Kenntnis uber diese Uberexpression der Folsépeptoren an Krebszellen wurde schon
Ofter ausgenutzt. So wurden 2005 Micellen aus Ipfivb modifiziertem Polyvinylalkohol
untersucht, die zuséatzlich zu lipophilen Antikrelo&atoffen auch noch mit freier Folsaure
beladen wurdéff’. Den gezielten Transport von Molekiilen in Zelleneusuchte bereits 1991
Leamon et af®. Die kovalente Bindung von Folsaure fiir den geeitgn Wirkstofftransport
wurde von Lu et al. 1999 beschrieben. Hierbei whasdure an das Enzym Penicillin-V
Amidase geknupft um ein Doxorubicin Pro-Pharmakoielgerichtet zu Zellen zu
transportieren, wo das Pro-Pharmakon durch doréissige Enzyme von seiner inaktiven
Form in seine aktive Form umgewandelt werder®biDariiber hinaus zeigte man mittels in
vitro Assays, dass mit Folsdaure modifizierte Demvaes Enzyms Penicillin-V Amidase
konjugiert mit dem lodisotop? spezifisch an Folsaurerezeptoren positive KBéfebindet,
nicht jedoch an A549 Zellen, welche keine Folszmeptoren aufweis&d. Vinogradov
zeigte, dass die Modifizierung eines Nanogel zereum das zehnfach hoheren Aufnahme in

Krebszellen des Typs MCF-7 (menschliche Brustkrelesz) fuhrt als ohne eine solche
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Derivatisierun§®. Das amphiphile, sehr stark verzweigte Copolymeltdn H40 (siehe

auch 2.3.2 Darstellung von Nanopartikeln) wurde @men et al. mit Folsaureliganden
versehelf". Ebenfalls konnte erfolgreich das Mosaic Virus Aegenbohne, ein bekannter
Nanopartikel, der bereits zuvor haufiger in der dl@ntechnologie Anwendung findet, mit
einem PEG-Derivat der Folsaure modifiziert werdeadurch die ihm eigene Interaktion des
Mosaic-Virus mit Saugetierzellen Uberwunden und diefInteraktion mit speziellen Zellen

umgelenkt werden konrté.
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2.4.2 Zytostatika

Zytostatika sind bereits seit etwa 100 Jahren alkatoffe zur Bekdmpfung von Krebs
bekannf®. Zu den &ltesten Zytostatika gehoren die sogeeanadkylantien. Dies sind
Molekiile, die Alkylgruppen auf die DNA tbertragednke®. Zu diesen Alkylantien z&hlen
die N-Lost-Derivate, wie z.B. Cyclophosphamid (Exad)¥, Ifosfamid (Haloxafi)®?,

Trofosfamid (Ixotaf!)®®!, Melphala®* und Chlorambudii*. Cyclophosphamid, Ifosfamid
und Trofosfamid sind strukturell sehr &hnlich aliget (sieheAbbildung 12: Struktur von

(A) Cyclophosphamid (Endox&f®®, (B) Ifosfamid (Haloxafi)®®! und (C) Trofosfamid

(Ixotar’®)*3).

(A) (B) (©)

Abbildung 12: Struktur von (A) Cyclophosphamid (Endofaif, (B) Ifosfamid (Haloxaft)!®® und (C)

Trofosfamid (Ixotaff)®*!

Ebenfalls als Alkylantien wirken Alkylsulfonate wiBusulfat®®, Nitrosoharnstoffe wie
Carmustin und Lomustif!, das Triazenderivat Dacarba2thund Thiotep&* !

Als eine der potentesten Chemotherapeutika wirdzdigope der Platinanaloga angesehen. Zu
diesen gehoren Cisplalifl, Carboplatif* °! und Oxaliplatiff®. Diese Analoga vernetzen
durch kovalente Bindung an N7-Position der Guasiereler DNA*!.

Interkalantien, eine weitere Gruppe der Chemotlearga, verhindern die Anbindung der
Polymerasef”. Hierzu gehéren Anthracycline wie Doxorubicin  (Fanycin}®,
Epirubicid® und Idarubicif®. Gerade Idarubicin und Mitoxantron werden als ptate
Alternative zu Doxorubicin gehandeH.

Aber auch Antibiotika kdnnen eine antineoplastisé¥iekung aufweisen. Hierzu gehdren das
Radiomimetikum Bleomyci”, Actinomycin D (Dactinomycidj® und Mitomycin-c*.

Mitomycin-C z.B. wirkt ahnlich wie die Platinanalagaber an O6-Position des Guakihs
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Die Gruppe der Taxane ist bereits seit den 60eredahls Bestandteil der pazifischen Eibe
(Taxus brevifolia) bekannt, allerdings erst seit tdbglichkeit der Synthese auch fur die
Behandlung von Brust-, Prostata- und Hautkrebs Iateressg€”. Hierzu gehéren Paclitaxel
(Taxol¥*® und Docetaxel (Taxotef&y. Paclitaxel eghort zu den Wirkstoffen, welche da$
Zytoskelett einwirkeli®. Ebenfalls auf das Zytoskelett wirken die Mitoseneer Vincristin
(Oncovin}® und Vinblastiff®.

Topoisomerasen | und Il sind Enzyme, die gezieatig teversible Unterbrechungen im DNA-
Strang verursachen und z.B im Fall von Topoisongetasirch Camptothedfi® oder im Fall
der Topoisomerase Il durch Etoposid (VP18) oder Teniposid (VM26)°! gehemmt
werden kdnnen.

Antimetabolite wie der Folsaureantagonist Methadtaxerden als falsche Bausteine in DNA
und RNA eingebaut. Folsaure und Methotrexat hemsi@mhierbei gegenseitt§?.

Die genannten Zytostatika sollen hier nur einenpkea Uberblick darstellen und kénnen

naturlich noch erweitert werden.
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2.4.3 CAM-Modell

Die chorioallantoische Membran von Hihnerembryo&NEist eine bekannte Alternative zu
humanen in vivo Modellen fir Angiogenese- und Td#igtests. Im Zuge des einfihrend
beschriebenen BMBF-Projektes, zu dem diese ArkingneTeilbeitrag darstellt, wird das
CAM-Modell als alternatives in vivo Testsystem enfelt und evaluiert, um die Effizienz
des gezielten Transportes auf dem Level einesfuoktionstiichtigen Gewebes unter reellen
Bedingungen zu untersuchen, ohne dabei auf amiteitsive oder schmerzhafte in vivo Tests
zurtckgreifen zu mussen. AufRerdem verursachen Tastslebenden Organismus in
Deutschland einen birokratischen Aufwand und solltech aus Tierschutzgriinden solange

wie irgend mdglich umgangen werden.

Offnung in der Schale CaCo-2-Zellen
\
CAM
Eierschale
Eiweil Hihnerembryo

Abbildung 13: CAM-Model[*®*!

Nach insgesamt etwa 17 Tagen nach Beginn des BEx@aties muss abgebrochen werden, da
ab diesem Zeitpunkt die Entwicklung des Embryosespfertgeschritten ist, dass von einem
Tierversuch gesprochen werden misste. Die neu &kditeé Methode erlaubt die
Kultivierung und Quantifizierung von CaCo-2 Krebggden auf dem CAM-Gewebe. Dieses
Modell verspricht ein ausgesprochen nitzliches &l zu sein zur Untersuchung von
parenteraler Verabreichung von Medikamenten odem d&irkstofftransport aktueller
Zytostatika.
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3 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Formulierung von Mpartikeln zum effektiven und gerichteten
Transport von hydrophoben Krebsmedikamenten. Hierfgilt es verschiedene
Vorraussetzungen zu beachten. Angefangen bei eivesgangsmaterial, das wegen der
Anwendung in der Medizin eine hohe Biokompatibilittnd um Akkumulation im
Organismus zu vermeiden auch Bioabbaubarkeit asémei muss. Starke erfillt
bekannterweise beide Bedingungen. FuUr den erfalgeai Einschluss der zumeist
hydrophoben potenten Antineoplastika muss diesesdbnaterial entsprechend hydrophob
modifiziert werden um attraktive Wechselwirkungemischen der Partikelmatrix und dem
Wirkstoffmolekil zu erreichen. Diese Synthese é&tbnomisch und reproduzierbar sein und
einem upscaling nicht entgegenstehen. Bei der Betpdder Partikel soll eine hohe
Beladungseffizienz, also eine maoglichst vollstaediyerkapselung des vorliegenden
Wirkstoffes, und eine hohe Beladungskapazitat, @&so glinstiges Massenverhéltnis von
Wirkstoff und Matrixmaterial, erreicht werden. Cheeisetzung des Wirkstoffes soll ebenfalls
ins Auge gefasst werden. Zusatzlich soll die Pelgiol3e in einem Rahmen von 100 — 200
nm liegen, um die Distribution im Koérper und die fAahme in die Zellen zu ermdglichen
und eine enge GrolRenverteilung besitzen. In eirdrhsten Schritt soll eine Modifikation der
Partikel mit zellspezifischen Liganden erfolgen.dDech wird der zielgerichtete Transport
ermoglicht. Die unbeladenen Partikel sollen moghdteine Nebenwirkungen wie eine eigene

Cytotoxizitat aufweisen.
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4 Diskussion der Ergebnisse

4.1  Allgemeine Synthese der Starkederivate

Es konnten Gber die bereits beschriebenen Staikat#* mit Alkylketten bis Hexylketten
und Substitutionsgraden von bis zu 1.45 hinausv@gximit hoheren Substitutionsgraden von
bis zu 2.95 und langeren Alkylketten bis zu einett&nlange von 12 Kohlenstoffeinheiten
synthetisiert werden. Dieser Reaktion liegt eindli@nsonsche Ethersynthese zu Grunde
(sieheAbbildung 14: Allgemeines Reaktionsschema zur Synthese deketté@rivate). Dabei
werden zunachst die OH-Gruppen durch die Base tepest um im Anschluss nukleophil
am Halogenalkan angreifen zu kénnen.

Der Synthese der Starkeether liegt eine Williamsbes Ethersynthese zu Grunde.

Br DMSO

10| 4~ Base + \\M* o (U

10 RT, 3d

Abbildung 14: Allgemeines Reaktionsschema zur Synthese deketérivate

Der allgemeine Mechanismus der Reaktion ist bekandtsoll hier nur in groben Zigen am
Beispiel der Synthese von Propylstarke mit einemvbD% 1.0 bei einer Derivatisierung an der
C6-Position aufgezeigt werden. Dabei werden zun&atibsHydroxygruppen der Starke durch
NaH deprotoniert, wobei fentsteht.

Abbildung 15: Deprotonierung der AGU (Anhydro-Glukose-Unit)
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Dieses Molekil seinerseits greift mit einem freidtflektronenpaar nucleophil am
halogenierten Kohlenstoffatom eines Halogenalkaekids an und bildet durch Eliminierung

des Halogens den Ether.

Q0

HO OH

Abbildung 16: Nucleophiler Angriff der deprotonierten AGU amlbigenalkan

Es wurde fiur die Synthesen Starke von unterscloieei natirlichen Quellen verwendet, um
den Einfluss des Amylosegehaltes auf die Reaktimh den erreichten Substitutionsgrad zu
untersuchen (siehBabelle 1 Verwendete Starkesorten).

Es wurden folgende Starkesorten getestet:

Tabelle I Verwendete Starkesorten

Anteil Molare
Amylose Masse
Starke [%0] [kDa]
Wachsmaisstarke 0% 2000
Maisstarke 23% 2000
Kartoffelstarke 33% 2000
Kartoffelstarke (partiell Saure-abgebayt) 33% 1500
Erbsenstarke (genmodif. Erbse) 50%

Der Amyloseanteil wurde hierbei den Daten der Lrefiéen entnommen.

Es konnte festgestellt werden, dass die Starkesortet hoheren Amylosegehalten
vorwiegend eine bessere Ldslichkeit in Wasser uMBD aufweisen. Dies ist wichtig fur
eine homogene Reaktionsfihrung und damit ein ghe#dliges Derivatisieren Uber die

gesamte Polymerkette. Auf Grund dieser verbesseki#siichkeitseigenschaften wurde
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Uberwiegend mit der teilweise mit Saure hydroligierKartoffelstarke von AVEBE und der
Starke einer amylosereichen Erbse von Nationalb@earbeitet.

Bei der Derivatisierung von Starke musste man abelachten, dass Amylose und
Amylopektin der Starke nicht frei vorliegen, sondésiehe auch 2.1.1 Allgemeines zu Starke)
in Form von kompakten Granula. Um einen homogenensdlz zu erreichen war es
notwendig, dass diese Uberstruktur aufgebroched. Wires erreicht man in der Regel durch
Behandlung mit Hitze. Die Notwendigkeit, bei Stat&avatisierungen zunéchst die Granula
aufzubrechen, wird auch von Hauber et al. am Belisfnin Maisstarke beschrie&h.

Die Temperatur, bei der die Starke im Losemittejugglen wird, stellte einen signifikanten
Gesichtspunkt der Synthese dar. Wie in der Literaachzulesétf® beginnt Starke je nach
Herkunft schon ab etwa 60°C zu quellen, jedoch s@io Temperaturen von etwa 58 - 87°C
zu gelatinisieren, bzw. zu verkleistern. Die Geligierungstemperatur und die
Verkleisterungstemperatur liegen sehr dicht bereded®”. Es weisen unter anderem
Kartoffelstarke und Cassavastarke sehr niedrige atiBedierungstemperaturen auf,
wohingegen tropische Starken eher hohere Temperataufzeigen. So beginnt fir die
meisten untersuchten Starken die Gelatinisierungpitsebei etwa 70 - 75°C, die Ver-
kleisterung dann schon bei 80 - 85°C. Die hohe Begitt an Gelatinisierungstemperaturen
mit deren Abhangigkeit von der natirlichen Quelled ”Zusammensetzung aus Amylose,
Amylopektin und eingebetteten Lipiden zeigte siehdiner Untersuchung von Fredriksson et
al'®l Hier werden unter anderem Weizen- und Erbserestankit einem Beginn der
Gelatinisierung bei etwa 50°C, Kartoffelstarke, ot bei etwa 60°C gelatinisiert, und
Wachsmaisstéarke, mit einer Gelatinisierungstempesain ungefahr 65 - 70°C, miteinander
verglichen. Aus diesem Grund wurde eine maximal@geratur von 80°C nie uberschritten.
Hohere Temperaturen fuhrten jedoch ausschlieBliciPmdukten mit einer Kleisterartigen

Konsistenz, welche nicht weiter verwendet werdemnlai.
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4.2  Charakterisierung der Starkederivate

4.2.1 Qualitative Charakterisierung durch IR-Spektroskopie

Eine Identifikation Uber die IR-Spektroskopie zeigich qualitativ durch die Zunahme der
Schwingungen im Alkylbereich bei etwa 2875 tmnd der Abnahme des Bereichs der OH-
Schwingungen bei etwa 3431¢mDie wichtigsten betrachteten Schwingungen waren b
3431 (OH Streckung); 2960/2932/2874 (asymmetristte Streckung, Alkylkette, C6); 1636
(schwach, adsorbiertes Wasser); 1461/1361 (Winkaiaeerung C-H), 1153 (C-O Ether-
Streckungsbande); 1090; 1020 (Alkohol Streckungdean

0,35
0,30
0,25

Extinktion

0,20

0,15 4

0,10

T T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahl [cm]

Abbildung 17: Vergleich IR-Spektren nativer Stérke (rot) mibpylstarke (schwarz), DS 1.45
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4.2.2 Bestimmung des Substitutionsgrades au$i-NMR-Spektren

Zur Auswertung der NMR-Daten wurde auf ACD Labs @d ACD Labs 10.0 von
Advanced Chemistry Development Inc. zuriickgegrifiei® chemische Verschiebung wird in
ppm (parts per million) angegeben. Der Substitspad (DS) wurde nach Abbau der
Starkederivate mit deuterierter Schwefelsdure inut@@umoxid (2:1) oder mit
Trifluoressigsaure bei 60°C tiber Nacht in einemi@&tdr aus dentH-Spektrum bestimmt.
Hierfur wird nach der Messung d&4-Spektrums (Bruker NMR, 27 °C, 64 Pulse) mit DSS
als internem Standard (1 mg MLder Substitutionsgrad aus dem Verhéltnis derghaie
Uber den Signalen der Methyl- oder der Methylengeugum Integral des Signals des
anomeren Protons im Bereich von 5.4 ppm und @lemomeren Protons bei 4.7 ppm
berechnet. Die Signale des saurei©B¥ind verschoben nach etwa 7.7 ppm und kollidieren
somit nicht mehr mit relevanten Signdféh Die Messungen nach einem Abbau in

deuterierter Schwefelsdure wurden direkt aus dispegchenden LOosung vorgenommen.

/

Starkerlckgrat

-CHz- -CHs

’ UL

0.54 1.00 10.66 4.92 7.64

| | | | | |
6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 18: *H-NMR Spektrum von Propylstarke ohne Abbau (DS 1.5)
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Formel 1: Berechnung des Substitutionsgrades mitt¢#lMR Spektroskopie

- Imethylene
DS_2(|a+|ﬁ)

In der Analytik zeigte sich die Schwierigkeit inrddar differenzierten Darstellung einzelner
Signale des’H-NMR-Spektrums. Ein Abbau des Derivates fiihrte deutlich besser
aufgeldsten Spektren als das Spektrum des Polymers.
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Abbildung 19: 1H-NMR Spektrum von Propylstarke nach vollstaedigSaure-Abbau (DS 1.5)

Fur Derivate hoherer Substitutionsgrade allerdingar ein Abbau in deuterierter
Schwefelsaure nicht moglich, da die LoslichkeitwbBenetzbarkeit, fir eine ausreichende

Hydrolysereaktion zu gering war. Hier erwies siaghA&bbau mit Trifluoressigsaure (TFA) als
effektiver.
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Abbildung 20: *H-NMR Spektrum von Propylstarke, DS 2.36, abgebalitA ohne Entfernen der TFA

Im Gegensatz zu den Messungen in situ wie nachAlgdmau in BO/D,SO, musste die TFA
vor der Messung entfernt und durch DMSPetsetzt werden, um Veresterungsreaktionen

von TFA mit den freien Hydroxygruppen entgegen zken.

H1
alpha- beta-  Clukose
anomer anomer
0.32 0.09 1.97 3.00
[ I— [ E— [ E—
5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 21: *H-NMR Spektrum von Propylstarke, DS von 2.39, alagelin TFA nach Ersetzen der
TFA durch DMSO-¢
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4.2.3 Bestimmung des Substitutionsgrades aus Elementaralyae

Die Berechnung des Substitutionsgrades soll hiedem Beispiel der Propylstarke naher
beschrieben werden. Ausgegangen wird hierbei voridgewogenen Masse flr die Analyse.
Die Elementaranalyse gibt, unter der Vorraussetaings reinen Produktes, den Gehalt an
Kohlenstoff und Wasserstoff des Produktes an. D&ath der Starke aul3er Kohlenstoff und

Wasserstoff nur noch Sauerstoff vorhanden ist karam so den Gehalt an Wasserstoff

berechnen.

Formel 2; Berechnung des Gehaltes an Sauerstoff

C:60.407 %= 2.032m
H:10.213%= 0.344 m: @
N:0%
0:29.370%= 0.988m
Sauerstoff kommt ausschlielich im Starkebackbatseo in den Glukosebausteinen vor.

Durch Ruckrechnung aus der Masse des Sauerstbtift enan die Molmenge an AGU, den
Glukosemonomeren.

Formel 3: Berechnung der Molmenge an AGU

0.988 mg =0.0617 mmol

15'99% ol .

0.0617mmoL ) 1123 mmol AGL

Aus dem Uberschuss der abgezogenen Masse des Kuiffsrerhalt man als Rest die Masse
an Kohlenstoff im Substituent.

Formel 4: Berechnung der Masse an Kohlenstoff im Rickgrat

0.0123 rgmol AGY 6 — 0.0742 mmol

0.0742 mmol*lZ.O% o =0.891ln (4)
2.032mg-0.8911mg =1.141mg

Ausgehend von einem Molgewicht von 36.03 fur demhl€ostoffanteil im Substituenten lasst

sich die Molmenge an Substituent berechnen.
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Formel 5: Berechnung der Molmenge an Substituent im Derivat

1.141mg

36.089/

Aus dem Verhaltnis der Molmenge an Substituent Klgimenge an AGU wird der

=0.0317 mmo (5)

Substitutionsgrad erhalten.

Formel 6: Berechnung des Substitutionsgrades durch dasevtdlitnis von Substituent zum Ruickgrat

0.0617 mmol_

—— =195 (6)
0.0317 mmol
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4.2.4 Einfluss der Base

Es wurden die Basen LiH, NaH und NaOH getestetzteed setzt ein wassriges Milieu
voraus. Auf Wasser sollte aber zu Gunsten geringeeaktandenverluste durch Hydrolyse
des Alkylbromids zum entsprechenden Alkohol verathwerden. In reinem DMSO st
NaOH jedoch nicht l6slich und wurde deswegen ireminfrihen Versuchsstadium auf-
gegeben. Sofern nur niedrige Substitutionsgradedeflich sind kann selbstverstandlich auf
NaOH in vollstandig oder teilweise wassrigem Milieerwendet werden, da in dem Fall ein
Reaktandenverlust weniger ins Gewicht fallt. Beinke der durchgefuhrten Synthesen mit
LiH als Base konnte eine Veretherung von StarkeRmipylbromid oder anderen Halogen-
alkanen nachgewiesen werden.

Die optimale Base stellte NaH dar, welches mit DM&a@h teilweise zu Methylsulfinyl-
methylcarbanion, auch als Dimsyl bezeichnet, rea@seheAbbildung 22: Darstellung des
Methylsulfinylmethylcarbanion als Base). Diesesdagbenfalls als die als Base aktive Spezie
angenommen. So wird unter anderem fur die Permethyg und die Perbenzylierung laut
Literatuf'® % quf Methylsulfinylmethylcarbanion als Base veramtiich gemacht, da eine
vollstandige Alkylierung mittels NaH alleine nicimoglich ist. Es ist davon auszugehen, dass
bei den vorliegenden Reaktionsbedingungen und degéhensweise beide Spezies als Base

vorlagen, also NaH und Dimsyl Natrium.

+

Na
~. /\ ‘H, +

CH
|s 4+ NaH - 2

O

0]

@]

Abbildung 22: Darstellung des Methylsulfinylmethylcarbanion Bise
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425 Einfluss der Reaktionszeit

Es wurde der Einfluss der Reaktionszeit auf derstutionsgrad untersucht. Es zeigte sich,
dass bereits durch eine Verlangerung der Zeit vioene auf zwei Tage eine deutliche
Erh6éhung des erreichten Substitutionsgrades etreigtden konnte. Jedoch fiihrte eine
weitere Erhdéhung zu keiner nennenswerten Verdndedes Substitutionsgrads. Hierbei
wurde ebenfalls der Einfluss des Losemittels mitrdmhtet. Wie erwartet fihrte die
heterogene Reaktionsfiihrung in DMF wegen der genirigislichkeit der Starke in selbigem
selbst nach acht Tagen nur zu Substitutionsgradeaer L0.5. Diese Derivate waren in

Ethylacetat vollig unloslich.

2,6+ e Reaktion in DMSO
2,44 A Reaktion in DMF

2,2
2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6-
0,4

DS

_4 A

1 2 3 4 5 6 7
Reaktionszeit[d]

Abbildung 23: Einfluss der Reaktionszeit auf den Substitutioaddei teilhydrolisierter Kartoffelstérke
in DMSO (Punkte) und DMF (Dreiecke), 20 Aq Brompaop 70°C

Auf die Ausbeute der Reaktionen hatte die Reakziehinen grof3en Einfluss. So erhielt
man nach einem Tag nur wenig mehr als 15 % derdkischen Ausbeute, nach zwei Tagen
aber schon mehr als 25 % und nach vier Tagen sof@n etwa 65 %. Hierbei wurden nur
die Reaktionen von teilweise hydrolisierter Stasa AVEBE unter ansonsten gleichen
Reaktionsbedingungen betrachtet (si&ibildung 24: Einfluss der Reaktionszeit auf die

Ausbeute bei einer Propylierungsreaktion mit tedliojisierter Kartoffelstarke).
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Abbildung 24: Einfluss der Reaktionszeit auf die Ausbeute br@rePropylierungsreaktion mit
teilhydrolisierter Kartoffelstarke, 20 Aq Bromprap&’0°C
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4.2.6 Einfluss der Reaktandenmenge

Im Folgenden wurde der Einfluss der Menge an Redktan der Reaktion auf den
Substitutionsgrad betrachtet. Es konnte nachgewiwseden, dass im Fall der Propylierungs-
Reaktionen bei Verwendung von sechs Aquivalentei Nia Bezug auf die Menge an
eingesetzten Glukoseeinheiten) bei Raumtemperatrdrei Tage hinweg die amylosereiche
Starke bei niedrigen Mengen an Brompropan einertlideuhdheren Substitutionsgrad
erreichte als die teilhydrolisierte Kartoffelstarkdedoch ab etwa 19 Aquivalenten
Brompropan wurde dieser Umstand umgekehrt. Dieialitien Substitutionsgrade bei der
amylosenreichen Starke von NationalStarch varierteur wenig Uber den gesamten
Testbereich. Die teilhydrolisierte Starke von AVEBRhingegen begann mit eher niedrigen
Substitutions-graden von etwa 1.3 (im Gegensatz emem DS von etwa 2.0 bei
NationalStarch-Starke), erreichte aber bei 25 Agjeinten einen DS von 2.9 (im Gegensatz
zu NationalStarch-Starke mit einem DS von maximd).Zin Substitutionsgrad von mehr als
2.9 war nicht zu erwarten, da die dritte Positien @lukosemonomereinheit, die am priméren

Sauerstoff, teilweise durch die QuerverzweigungAiaylopektins blockiert ist.

3.2 @ amylosereiche Erbsenstérke

30, ® teilhydrolisierte Kartoffelstarke

2,84
2,64
2,4
2,2
2,04
1,8-
1,6 o
1,4
22—

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Reaktantenmenge [Aq]

DS

Abbildung 25: Einfluss des Reaktandenverhaltnisses auf dertiutlmsisgrad bei teilhydrolisierter
Kartoffelstarke (schwarz) und amylosereicher Erbtike (grau) (RT, 6 Aq NaH, 3 d)
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4.2.7 Einfluss der Reaktionstemperatur

Eine Temperaturanderung bei einer Erhdhung von Ramperatur zu 30°C zeigte eine
Steigerung des erreichbaren Substitutionsgradestel&/eT emperaturerh6hungen allerdings
fuhrten nur zu einer geringfligigen Erhdéhung dessS8uitionsgrades. Ein Maximum der
Temperatur wird durch die Starke selbst gegeber Méreits zuvor beschrieben stellte die
Gelatinisierung, bzw. die Verkleisterung der Stdokee htheren Temperaturen als etwa 70°C

ein Problem dar.

3,01 = DS Propylstarke

2,84

2,6 .
2,44

2,24

DS

2,0
1,8

1,6

20 25 30 3 40 45 50 55 60 65

Temperatur [°C]

Abbildung 26: Einfluss der Temperatur auf den SubstitutionsgPadpylierung von Kartoffelstarke mit
25 Ag Brompropan, 6 Ag NaH, 3 d



4. Diskussion der Ergebnisse 42

4.2.8 Einfluss der Alkylkettenlange

Der DS der Starkederivate halbierte sich nahezuwZbeahme der Alkylkettenléange im Fall

der amylosereichen Starke von NationalStarch sdi®reiner Verlangerung der Kette von
drei auf sechs Kohlenstoffeinheiten von etwa 2.7 etwa 1.3, wohingegen die teilweise
hydrolisierten Starke von AVEBE auch bei groReregitéhlangen einen deutlich geringeren
Abfall des Substitutionsgrades vorweisen konnteisbtarke besitzt mit 23 % einen nur
wenig geringeren Anteil an Amylose als Kartoffetk&imit 33 %, zeigte aber bereits bei einer
Alkylierung mit Brompropan einen deutlich niedrigar Substitutionsgrad mit 2.0 als die
Kartoffelstarke von AVEBE mit 2.75. Deshalb wurdef &ine weitere Untersuchung von
Maisstarke verzichtet. Die hohere SubstituierbarkeiFall der Kartoffelstarke von AVEBE

wurde auf den partiellen Abbau und die damit vedaune geringere Molmasse zurtickgefuhrt.

® teilhydrol. Kartoffelstarke
25 @ A amylosereiche Erbsenstarke

2,01

1,54

DS

1,0+

0,51

0,0 T y T y T y T T T
4 6 8 10 12

Alkyl-Kettenlange

Abbildung 27: Einfluss der Alkylkettenlange auf den maximalkéchbaren Substitutionsgrad im
Vergleich von teilhydrolisierter Kartoffelstarkectavarz) und amylosereicher Erbsenstérke (grauf\25

Reaktand, 70°C, 3 Tage

Zur Kopplung langerer Ketten als Cl1 bis C3 wurdeeeiAnpassung der Reaktions-
bedingungen benétigt. Da fir die Knlipfung einer @xydkette bei Verwendung von 20 Aq
Dodecylbromid (je AGU) nur zu einem DS von 0.45 réh wéare eine Erhdéhung dieser
Menge an Reaktand fur einen DS von uber 1.0 eherrisichaftlich. Gleichzeitig erreichte
man unter Verwendung langerer Ketten schon beirigetn DS &hnliche hydrophobe

Eigenschaften wie bei kurzen Ketten mit héheren DS.
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4.2.9 Transesterifikation

Halogenalkane sind wegen ihrer eher geringeren ngisitlichen Vertraglichkeit nicht
optimal fur die Verwendung in medizinischen Apptikaen. Daher ist bei der Aufreinigung
der Produkte ein vollstandiges Entfernen der Reada wichtig. Bei einem Abbau der
Nanopartikel in den Zellen sollen die Abbauprodudbenso vertraglich sein wie die Partikel
zuvor. Ein zu hoher DS wirkt sich zudem negativ dah Abbau im Organismus &d¥.
Daher sollte ein besonderes Augenmerk auf langeteeK bei einem niedrigeren DS gelegt
werden. Da die Reaktionen mit langkettigen Halotemen sehr schwierig waren, wird als
Alternative auch eine Veresterung mit langketti@#iuren, bevorzugt Fettsauren, ins Auge
gefasst. Diese sind wegen der Biokompatibilitat tté@airen in Olen und Fetten bei
Lebensmitteln) von Interesse. Hierfur wurde die nBesterifikation herangezogen. Mit
Laurinsdure-Methylester wurden unterschiedlicheki@@asbedingungen ausgetestet. Hierbeli
wurde zunachst die Temperatur im Gegensatz zuratiteé”! unter 100°C gehalten, um einer
Gelatinisierung entgegenzuwirken. Dabei wurde egdniger DS erreicht, der nicht gentigt
um eine Ldslichkeit in EE zu erhalten. Um diesenerdabhen wird ein Temperaturgradient
eingefuhrt. Hierzu wurde die Temperatur schritt@esmihrend der Reaktion auf bis zu 100°C
erhoht. Durch die langsame Erhdhung der Tempeustdiden zwischenzeitlich eingetretenen
geringen Substitutionszustand des Polymers blielbeiirchtete Gelatinisierung aus.

0,25+
0,20
0,15

wn
D 4
0,10 /

0,05

: , :
1,0 15 2,0 2,5 3,0

Reaktionszeit [d]

Abbildung 28: Einfluss der Reaktionsbedingungen der Transéigegtion mit Laurinsaure-Methylester
auf den DS, im Vakuum bei 80°C(schwarz), ohne Vakinei 80°C (ot), mit T-Gradient 80-90-100°C
(gruir), 3d bei 100°CHlau), mit T-Gradient i(irki<)
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4.2.10 Bifunktionalisierte Starkederivate

Die Synthese eines bifunktionalisierten Derivatesrke durch die Funktionalisierung einer
enzymatisch teilweise hydrolisierten Starke erreigbrden (siehe 6.1.4.7 Bifunktionalisierte
Starke).

Hierfir wurde nach einer Propylierung eine Verasigrmit Bernsteinsdureanhydrid durch-
geflihrt. Es zeigte eine gute Loslichkeit in Ethgkat, aber auch eine schwache Ldslichkeit in

Wasser.

H;C

Abbildung 29: mogliche Struktur des bifunktionalen Derivates

Die Struktur des Derivats lieR sich qualitativ dufél-NMR-Spektren bestimmen. Weitere

Tests sind auf Grund von Verunreinigung der Prolid-errocen nicht mehr moglich.

Fur grofdtechnische Anwendungen wurde die o©konorarschariante der Umesterung

hervorgehoben. AulRerdem bot sie durch die Verwegpdiom Triethylamin eine leichter zu

handhabende und kostengunstigere Base als NaH a@li@dikeit auch gré3ere Mengen ohne
nennenswerte Risiken einzusetzen. Das benotigt@haliat kann auch sehr einfach in
grolBeren Mengen hergestellt werden. Der nachstangidnhe Schritt zur grofdtechnischen
Produktion fuhrte zur Vereinfachung der Reaktandemd deren Verflgbarkeit. Da

Laurinsdure-Methylester eine Fraktion des durch &tereng aus Biodlen gewonnenen
Biodiesels darstellt, ware die Verwendung des gelbinahe liegend gewesen. Leider war
Biodiesel nicht mehr in Deutschland in Chargen nu@@00 L erhaltlich. Im Labormalistab

waren Mengen von maximal 1 L fur erste Testrealiomehr als ausreichend. Der nachste
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gedankliche Schritt rickwarts in der Synthesekéiterte zu Pflanzendl, z.B. Sonnen-
blumendl. Die Produktion von Biodiesel im Labormi@Bswirde das Problem mit sich
bringen, eine geeignete Charakterisierung diesaschenproduktes zu entwickeln und eine
zuverlassige Reproduzierbarkeit zu erreichen. Deaehst beflrchtete Mangel an Reaktivitat
des Triglycerids auf Grund fehlender Triebkraft REnschon durch erste Synthesen entkraftet
werden. Jedoch war das Produkt mit dem bisher béchereichten Substitutionsgrad von
etwa 1.1 nicht I6slich in Ethylacetat.

Da die Zusammensetzung des Naturproduktes Sonmeabtl nicht eindeutig festzulegen
ist, konnte bisher der Substitutionsgrad auch nechtdleutig bestimmt werden. Die folgende
Tabelle zeigt die Zusammensetzung des Sonnenblusemidl damit die verschiedenen

maoglichen Substituenten auf.

Tabelle 2 Zusammensetzung von Sonnenblum@ttél

Anteil
Fettsaure Strukturformel
[Gew.%)]

Laurinsaure (12:0) j’\/\/\/\/\/\ 0-0.1
HO

Palmitinsaure (16:0) j\/\/\/\/\/\/\/\ 5-7.6
HO

Stearinsaure (18:0) j\/\/\/\/\/\/\/\/\ 2.7-6.5
HO

Olsaure (18:1) j\/\/\/\/—\/\/\/\/ 14-39.4
HO _

Linolsaure (18:2) j\/\/\/\/_\/_\/\/\ 48.3-74
HO - -

C14-17, 20-24 z.B. Linolenséaure max. 0-0.5

Die Estergruppen im Produkt lieBen sich qualitéider IR-Spektroskopie nachweisen. Hier
waren eindeutig die Schwingungen der Alkylbandeig auch die der Carbonylbanden zu
erkennen. Das folgende Spektrum enthélt neben dpektt®sm nativer Starke (rot) das

Spektrum eines Derivates mit Sonnenblumendl.
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Abbildung 30: IR-Spektrum von nativer Starke (rot) und Sonnentan-Starke (schwarz) mit 1 Aq
NaOMe, 2 h bei 150°C, anschlie3end 16 h bei 100°C

Ebenfalls konnten entsprechende Signale nach sadtemau im *H-NMR nachgewiesen
werden, die allerdings nicht eindeutig einer Spezaler Substituenten zuzuordnen waren.
Daher war eine Berechnung des DS (ber '#8IMR nicht firr die einzelnen potentiellen

Reste mdglich, sondern nur als Ganzes.

Glukose

alpha ungd beta anomjerg fProtonen
iaeinababauthl b 1
1

jk, S P W A

3.29 4.45 23.61 3.00
[ [ | — -

0

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 31: 1H NMR-Spektrum des Transesterproduktes der Reakbn Starke mit

Sonnenblumendl, nach Abbau mig@D,SO,, gemessen in dieser Losung
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Das Produkt stellte durch seine Unloslichkeit insg&x, den Alkoholen Methanol, Ethanol
und Isopropanol und den organischen LésemittelrtgkceChloroform, Dichlormethan, DMF,
DMSO, Ethylacetat und n-Hexan ein Problem fur digakbeitung dar. Es wurde sich daher
auf ein Waschen mit Wasser, Aceton und Ethylacetat Entfernen der darin I6slichen
Bestandteile beschrankt. Die einzelnen Losemittklffonen wurden gesondert vom
Losemittel befreit, lieferten jedoch keinerlei R&tknde die sich als Starke oder Starkederivat
identifizieren lieRen. Aus den Signalen der anométetonen bei etwa 4.6 und 5.3 ppm und
dem Integral Gber dem Signal der Methylgruppe h8i fjlom, welche fur alle moglichen
Substituenten gleich bleiben sollte, lie? sich 8abstitutionsgrad von 0.13 berechnen. Die
Signale bei etwa 1.0 ppm bis 2.0 ppm gehorten za Biethylengruppen der unter-
schiedlichen Reste, die sich teilweise Uberlageuteth somit bei der gegebenen Auflosung
nicht eindeutig zuzuordnen oder separat zu integriewaren. Dass bei langkettigen
Substituenten auch niedrigere Substitutionsgragseetova 0.5 gentigen, um eine Ldslichkeit
in Ethylacetat zu erreichen, wurde bereits bei tbritersuchung des Einflusses der
Alkylkettenlange unter den hydrophoben Starkedégiva mit einfachen Alkylketten
beschrieben. Ebenfalls wurde bereits erwahnt, tasgkettige Substituenten, wie die hier
verwendeten Carbonsauren, mit einer Erh6hung destiBuionsgrades eine deutlich starkere
Zunahme der Hydrophobizitat erreichen, als beiregieichwertigen Zunahme des DS bei
kurzen Ketten wie Propyl oder Butyl der Fall waBemnach war hier davon auszugehen,
dass mit einem DS von 1.1 eine Unl6slichkeit in ermh allen gangigen organischen
Losemitteln erreicht wurde. Es sollte also ein $itddgonsgrad erreicht werden, der deutlich
naher an 0.5 reicht. Fir die CharakterisierungetsitH-NMR-Spektroskopie war daher ein
saurer Abbau wie bei den hoher substituierten 8&ihern notwendig. Die beim Abbau
freiwerdenden OH-Gruppen gleichen mit ihrer Hydibph die Hydrophobizitat der

Substituenten geniigend aus um eine Loslichkeitlzalten.



4. Diskussion der Ergebnisse 48

4.3  Derivate des Polyvinylalkohols

Fur die Formulierung der Nanopartikel wurde Polylatkohol als Detergenz eingesetzt.
Durch den PVA wurden reproduzierbare Partikel nmiee homogeneren Grof3enverteilung
erreicht. Die genaueren Einflisse des Gehalts ah W&fden in Kapitel 4.5.1 ,Partikel ohne

Wirkstoff* naher erlautert. Durch die Derivatisiegn des PVA wurde zusatzlich eine

Modifikation der Partikel mit Folséaure fur den gdrieten Wirkstofftransport erreicht, ohne
das Matrixmaterial Starke zusatzlich modifizierenmtssen. Auf3erdem konnte auf diesem
Weg ein Baukastensystem entwickelt werden, bei @emBaustein, die Starke, auf den
Wirkstoff und dessen Freisetzung zugeschnitten umhd der zweite Baustein, das

Detergenz Polyvinylalkohol, auf den angestrebtdityfeund Rezeptor.

4.3.1 Pteroinsaure-Derivate des PVA

Polyvinylalkohol als solches stellt wie andere Alkte selbst keine sehr reaktive
Funktionalitdt. Es sind bereits einige Reagenziekahnt, die eine Aktivierung und eine
weiterfuhrende Kupplung zu einem Amid ermdéglich8olche sind tber das in dieser Arbeit
verwendete Carbonyldiimidazol (CB#" hinaus noch EDE*, DCC'® DCCIN-
Hydroxysuccinimiét*®, DCC/N-Hydroxyphthalimi#'”!, DCC/Nitrophendt*®, DCC/Penta-
chlorphend®, DCC/Pentafluorphendt”, DCC/Hydroxypiperidift*t, Dcc/HOBH??,
DCC/HOAL#! HBTU2Y HATUM?3 TBTU?® BOP'?®), pyBOP'?"),

Ublicherweise werden Folsaurederivate tiber PEG-&pangeknupft®®. Hier wird davon
abweichend mit Alkylketten, genauer mit Hexylendiam gearbeitet. PEG
(Polyethylenglykol) bietet Ublicherweise zu der &géunktion auch noch eine l6sungs-
vermittelnde Funktion bezlglich der Loslichkeitwd@ssrigen Medien. In diesem Fall sollte
aber eine zu hohe Loslichkeit der Derivate vermiederden, da bei der Formulierung der
Nanopartikel die Gefahr bestiinde, dass sich dasiRséurederivat nicht an den hydrophoben
Starkepartikeln anlagert und stattdessen in desngish Phase in Losung bleibt. Andererseits
konnte auch eine gegensatzlich gerichtete Wechseing zwischen dem hydrophoben
Starkederivat und einem hydrophilen Pteroinsaurealesich negativ auf die Beschichtung

der Partikel auswirken.
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Die Knupfung von Aminen, Amiden oder aminofunktibsi@rten Derivaten an
Polyvinylalkohol wird bereits beschrieben durch iPss et. al*®. Es wird die
Alkoholfunktion des PVA mit Carbonyldiimidazol akiert, was einen nukleophilen Angriff
durch die Aminfunktion des Pteroylamidhexylaminméglicht. Analog zu dieser Vorschrift
wurden die PVA-Derivate in dieser Arbeit dargestdllie ersten beiden Stufen wurden im
Rahmen des Projektes freundlicherweise von Toroge@es synthetisiert und zur

Verfigung gestellt.

H,N H2N
>/—NH
O)\{l N\ /N
N o] >
© o NH HN
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Abbildung 32: Syntheseroute fir die Darstellung von PVA, maikit mit Pteroylamidhexylamin
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In einem ersten Schritt wurde die Folsédure durckbiden eines Imids in die Pyrofolsédure
dberfuhrt. AnschlieBend wurde in einer Stufe dieGlutaminsaure abgekoppelt und
Hexyldiamin als Linker an die S&urefunktion d@Aminobenzoesdure gebunden. Dieses

Pteroylamidhexylamin wurde anschlielRend an PVA gpkt.

(@]
/\/\/\/NH
0 N 2
OH N H
+ CDI + HN | N N
PN G
H,NT N7 N

*

DMSO
Raumtemperatur
1d
o H
N
(@] N YO
H
N
HN AN N (0] OH
Py H )
NS 7 *
HoN N N n m

Abbildung 33: Synthese der PVA-Derivate mit Pteroylamidhexylami

Da Folsaure eine lichtempfindliche Substanz iststersdie Reaktionen wie auch die

Produkte der Synthesen unter Lichtausschluss gafadraufbewahrt werden.
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4.3.2 Charakterisierung der Pteroylamidhexylaminderivate des PVA

Da die Signale der Pteroinsaure nur bei hohen Kuraemonen zu erkennen sind (vgl.
Charakterisierung des Pteroinsaurederivats) undchduwlen sehr niedrigen DS eine
entsprechend notwendige Konzentration nicht erbgichst, wurde an dieser Stelle auf eine
NMR-Charakterisierung verzichtet und der Substigigrad mittels UV-Vis Messung
ermittelt. Der molare dekadische Extinktionskoeéfit ¢ wurde bei einer Wellenlange von
307 nm aus einer 0.5 M HCIl-Loésung des Pteroylamiglasins zu 6804 L mdl cmi'
bestimmt. Die Substitutionsgrade der einzelnen P&kivate wurden ebenfalls aus Losungen
in 0.5 M HCI-Losung bestimmt. Der Kuvettendurchnegsbetrug 1 cm. Hierfir wurden
Messungen von Lésungen mit mehreren bekannten Wiate®nen der
aminofunktionalisierten Pteroinsaure durchgefuhrt.

Gemal Lambert-Beer gilt:
E=¢*c*d

__E (7)
c*d

Hierbei sind E die gemessene Extinktion, d der HKigvelurchmesser und ¢ die molare

Konzentration des Derivates in der HCI-L6sung.

11,8 pg mL*

23,6 pg mL*

47,6 ug mL*

70,8 ug mL™*

T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500

Wellenléange [nm]

Abbildung 34: UV/Vis-Messungen der Kalibrierlésungen mit aminaiftionalisierten Pteroinsaure fur
die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten in M3HCI
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Die Auftragung der Extinktionen der Maxima gegea wliolare Konzentrationen ergibt:

1,24
1,04
0,84

0,61

Extinktion

0,44

0,24

—+ 1 - 1 1 " 1 1 1 " 1T T 1T
0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18

Pteroylamidhexylamin [mmol L]

Abbildung 35: Bestimmung des molaren dekadischen Extinktionf§lzgenten durch UV-Messungen von
Pteroylamidhexylam in 0.5 M HCI-L6sung bei 307 nm

Aus der Steigung der Geraden durch die Messpumgfe dich der Extinktionskoeffizient
ableiten.

Fur die Messung wurde eine Klvette mit einem Duresser von 1 cm benutzt. Die salzsaure
Losung war notig, da das Pteroylamidhexylamin insgéa sonst nicht I6slich war. Nach
Derivatisierung des Polyvinylalkohols mit dem Pyisfurederivat lag eine ausreichende
Loslichkeit in Wasser vor. Es war zwar auch naclsdti@gen der Derivate in rein wassriger
wie auch in salzsaurer Losung kein Unterschiedan Hrgebnissen festzustellen, trotzdem
empfiehlt es sich schon aus Griunden der Reprodwaziezit, auch bei den PVA-Derivaten auf

die Lésung von 0.5 M HCI zurtickzugreifen.
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Abbildung 36: UV/Vis-Spektrum eines PVA-Derivates mit Pteroyldaxylamin, 1 mg m[

Mit Lambert Beer war es mdglich den Gehalt an Rtséure in der Losung der

Massenkonzentration 1 mg fides fertigen Produktes in 0.5 M HCI-Lésung zu inesten.

Hierbei wurde das Signal bei etwa 305 nm ausgetwerte

Formel 7: Berechnung der Pyrofolsdurekonzentration im Deriv

c(PA) = = = xmol (8)
6804 - *1cm L
mol*cm

In der folgenden Rechnung wird sich auf die Betrac von 1 mL der Losung beschrankt,

wodurch es moglich ist, die Einheit mL durch Anmassles molaren dekadischen Extink-

tionskoeffizienten aus der Rechnung zu streicheautch erhalten wir:

Formel 8 Berechnung der Pyrofolsduremenge im Derivat

n(PA) = E - x mol )

6.804*10 BN *1cm
mol*cm
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Im gegebenen Beispiel (siehe autbbildung 36: UV/Vis-Spektrum eines PVA-Derivates
mit Pteroylamidexylamin, 1 mg m) bedeutet dies bei einer Extinktion von 1.5852eein
Menge von 0.233*1® mmol, respektive 0.102 mg, an Pteroinsaurehexylaminder
gemessenen Ldsung.

Zur Berechnung der Masse des PVA in der betraghtéfisung muss die Masse des
Carbonyl-Linkers im Derivat zu der der Pteroinsdnigzuaddiert werden. So lasst sich die

Formel modifizieren zu:

Formel 9: Berechnung der PVA-Masse im Derivat

m(PVA) = m(compl.) -m(PA + CO) = m(compl.) - (n®*M(PA + CO)) (10)

Da wir hier nur Lésungen der Konzentration 1 mghiletrachten kann die Gesamtmasse auf

1 mg festgesetzt werden, wodurch wir erhalten

m(PVA) =1mg- (n(PA)*438.2%
mo

was zu einer Masse fur PVA von 0.898 mg fuhrt. DuRerechnen der Stoffmenge an
Monomereinheiten des eingesetzten PVA in der bletieéen Losung zu 0.0204 mmol lasst

sich der DS folgendermal3en berechnen

Formel 10. Berechnung des Substitutionsgrades an Pyrof@sé&ubDerivat

m(PA)
_ n(PA) _ M(PA)
“n(PVA) m(PVA)
M(PVA)

(11)

Man erhélt auf diesem Weg einen Wert fur den Stuliginsgrad von 0.011.
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4.3.3 Einflusse auf die Synthese der Pyrofolsaure-PVA Derate

Bei der Synthese wurde die Temperatur bei Raumteatyregehalten. Zwischen der Zugabe
des CDI und der Zugabe des Pyrofolsaurederivatdevzavei Stunden geruhrt.

Es wurde gezeigt, dass der Substitutionsgrad ddsati@derivate direkt mit der
Konzentration an Pteroinsédure-Hexyldiamin zusamraegt) nicht aber durch eine Erhéhung
der Konzentration an Carbonyldiimidazol als Aktaerhoht werden kann. Die Reproduzier-
barkeit lie3 sich an Hand einer wiederholten Sysgheines bestimmten DS uberprifen und
die erreichte Abweichung des Substitutionsgradesweniger als 0.003 war schon wegen der
Messungenauigkeiten beim Abwiegen und der UV-Viekdwskopie (Konzentrationen,

Rundungen bei den Berechnungen) als verschwindemuoggzu betrachten.

0,040 ZA DS 0.5 Aq CDI
{ BN DS 1.0 Aq CDI Z
0,035+ I DS 2.0 Aq CDI
0,030
0,025
v) i
R 0,020
0,015- ¢
0,010 7
0,005 %/ 7z
0,000 . : : .
0,00 0,02 0,04 0,06

Aq Pteroinsaure-Hexyldiamine

Abbildung 37: Einfluss der Reaktandenmenge auf den Substitgiaa der Pyrofolsdurederivate an
PVA bei 0.5 Ag CDI (weiR), 1 Aq CDI (grau) und 2 Aschwarz), Aq bezogen auf OH-Gruppen
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4.3.4 Chinin-Derivat des PVA

NH NH
Chinin o2 o o
Chinin-hexyldiamin
: n m
modifizierter
Polyvinylalkohol

Abbildung 38: Syntheseroute der PVA-Derivate mit Chinin

Chinin ist ein Alkaloid, das in seiner natirlichEearm aus der Chinarinde gewonnen werden
kann (siehébbildung 39: Struktur von Chinin).

Chinin besitzt eine Anregungswellenlangé,, von etwa 350 nm und eine
Emissionswellenlanggem, von 340 — 750 nff%. Dies lasst sich gut einsetzen bei Zelltests
die zeigen sollen, dass sich ein Wirkstoff odettiRalrinnerhalb der Zellen und nicht nur an
der aul3eren Peripherie befindet. Die Wahl fur dagien fiel deswegen auf Chinin, da es
neben der gunstigen Fluoreszenzfarbe auch nocht leic modifizierende Bauteile besitzt,
Uber die das Molekil an das Tragerpolymer, in diesall PVA, gekniupft werden kann.
Dartber hinaus erschien es fur die Verwendunggarmischen Systemen weniger bedenklich,
da es bereits in Lebensmittel (u.a. SchwePpemgesetzt wird. Bei Aufbringung auf Zellen
zeigte sich aber eine geringe und nicht von derdHanweisende Zelltoxizitat. Es konnten
Nanopartikel mit Chinin-PVA-Derivat und Propylstarkmit einem DS von 2.0 ohne einen
Wirkstoff und mit Taxotere dargstellt werden. Diartikelgro3e und der PDI (poly dispersity
index) als Mal3 der GroRRenkonstanz waren vergleichitibden Werten fur Partikel, welche

ohne Chinin-modifiziertem PVA dargestellt wurden.
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Abbildung 39: Struktur von Chinin

4.3.5 Charakterisierung der Chininderivate des PVA

Die Bestimmung der Substitutionsgrade der PVA-Dagvmit Chinin erfolgte analog zur
Charakterisierung der PteroylamidhexylaminderivZtmachst wurde der molare dekadische
Extinktionskoeffizient wie bereits beschrieben g 1720 L mof cm™* bestimmt. Hierbei
war der Bereich um eine Wellenlange von 327 nm etwalchten. Die Messungen wurden in

einer 1 cm Quarz-Kivette durchgefihrt.

2,54
2,04
1,54

1,04

Extinktion

0,5
327nm
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Abbildung 40: UV-Spektrum des mit Chinin modifizierten PVA, @1

Ein Vergleich der 3D-Fluoreszenzspektren sollte Alievendbarkeit des Chinins als Marker
aufzeigen.
Fur die Fluoreszenzmessungen wurden die LosungedaniDerivaten des PVA hergestellt

wie im experimentellen Teil beschrieben. Die Kortzstionen der einzelnen Lésungen
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betrugen jeweils 1 mg mtder PVA-Derivate in Wasser, bzw. 1 mg thiles Starkederivates
in Ethylacetat. Die Fluoreszenz der Partikel miin@irmodifiziertem PVA liel3en sich bei
einer Anregung von etwa 295 nm mit einer Emissien450 nm nachweisen. Bei derselben
Anregungswellenlange war zusatzlich eine deutlichwséichere Emission bei 370 nm
erkennbar.
480
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Abbildung 41: 3D-Fluoreszenzspektrum von Propylstarke (DS é&wid)Chinin (DS 0.01)

Ein 3D-Fluoreszenzspektrum von Partikeln aus Petggke mit einem DS von 2.0 und
nativem PVA zeigte keinerlei nennenswerte Fluonesaktivitdt im Bereich einer Anregung
von 240 bis 350 nm und einer Emission von 300 B3 Am. Lediglich bei einer Anregung
bei etwa 245 nm zeigte sich bei 365 nm eine Emmssielche aber eine vernachlassigbar
kleine Intensitat aufwies. Bei Kontrollmessungerr di@se Intensitat noch geringer und nicht
reproduzierbar. Es ist davon auszugehen, dasslesisi geringe Nebeneffekte aus unreinen
Losemitteln oder Glasgeraten handelt. Was ebenfélisdiese Annahme spricht ist die
Tatsache, dass diese Signale bei den Messungé&hratmsn mit derivatisiertem PVA ganzlich

fehlten.
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Abbildung 42: 3D-Fluoreszenzspektrum von Propylstarke (DS @tje Chinin

Erste Tests mit solchen Partikeln wiesen auf eiogtipe Interaktion mit den Zellen hin,
jedoch war die Fluoreszenzaktivitat zu gering umni@ihere Untersuchungen genutzt werden
zu koénnen. Es liel3 sich dagegen sogar eine gewedexizitat dieser mit Chinin versetzten
Partikel nachweisen, was auch die Anwendung in degestrebten Verfahren ausschloss.
Auch Pyrofolsaure und damit die Pyrofolsauredeevaes PVA, wiesen eine gewisse
Fluoreszenzaktivitat auf. Bei einer Anregung baeeiWellenlange von etwa 330 nm war eine
deutliche Emission bei einer Wellenlange von 360arkennbar. Eine weitere Emission mit
deutlich geringerer Intensitat war bei gleicher égung noch bei einer Wellenlange von etwa

480 nm zu beobachten.
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Abbildung 43: 3D-Fluoreszenzspektrum von Propylstarke (DS &idPyrofolsaure (DS 0.1)

Die dafur hergestellten Partikel aus Propylstarké einem DS von 2.0 und PVA,
entsprechend modifiziert mit Chinin, Pyrofolsdureduohne Ligand, zeigten folgende

Eigenschaften bezlglich der relevanten Absorptibeg~ Emissionsmaxima:

Tabelle 3 Haupt- Absorptions- und Emissionswellenlangen Rartikeln mit unterschiedlichen PVA-
Liganden

PVA-Ligand Manregung AEmission

[nm] [nm]
Ohne 245 -
Chinin 295 450

Pyrofolsaure 330 360
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4.4  Erzeugung von Nanopartikel

4.4.1 Darstellung der Nanopartikel

Die Darstellung der Nanoteilchen wurde zusammend®ien graphischen Darstellung und
Analyse im AK des Herrn Prof. Lehr an der Univeisides Saarlandes durchgeftifitt Es
wurde die zu untersuchende Substanz in Ethylagetast (1.0 mg mt) und ein mL dieser
organischen Loésung auf 4.0 mL einer wassrigen Pmaswechselnden Konzentrationen an
PVA gegeben. Dieses heterogene Gemisch wurde miémei Hochgeschwindigkeits-
homogenisator homogenisiert und anschlieend misséfaauf ein Volumen von 10 mL
aufgeflllt, um eine vollstandige Verteilung der amgschen Phase in der wassrigen Phase zu

forcieren. Dann wurde das organische Losungsmiite¢r einen Rotationsverdampfer

abdestilliert.
High speed
) homogenizer
)
Phase Wirkstoff
Y
Polymer - | .. H (L
. Emulsifikation Entfernen des
:Il’ IIIIIIIIIIII> Q IIIIII-IIIIII>
. m ) organls_chen
wassrige | Wassel - @5 on Losemittels
Phase PVA ©
e® o)

Abbildung 44: Darstellung der Nanopartikel nach der Emulsiomag®rations-Method&"



4. Diskussion der Ergebnisse 62

4.5 Bestimmung der Freisetzungskinetik

Die Freisetzung der Wirkstoffe aus den hydrophoB¢srke-Nanopartikeln wurde mittels
einer Franz'schen Diffusionszelle bestimmt (sieh&bbildung 45: Franz'sche

Diffusionszelle). Als Medium diente hierbei einetmiihosphat gepufferte Kochsalzlésung
(PBS, pH 7.4) und eine von 0.1 prozentig ansteigesmiierte Losung von Tween 80 in
besagter PBS-Losung. Es zeigte sich, dass ein terhdBehalt an Tween 80 eine
Verbesserung der Akzeptorphase bedeutet und deesders Wirkstoff besser aufnehmen
konnte. Donor- und Probenvolumen betrug 1 mL, dezetorvolumen ungefahr 12 mL. Als
Membran wurde eine Regeneratcellulose-Membran méreAusschlussgrenze von 10 kDa
eingesetzt. Fur Taxotere wurde auf Grund der Uitldiséit des Wirkstoffes in Wasser auf n-

Oktanol als external Sink, als Akzeptormedium, zigégriffen.

Donor-Volumen

--= |\lembran

Proben-

entnahme <= Akzeptor-Volumen

—

thermostatisiertes
Wasserbad

Abbildung 45: Franz'sche Diffusionszelle
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45.1 Partikel ohne Wirkstoff

Fur die Weiterverwendung der Derivate wurde wieeltgerbeschrieben eine Loéslichkeit in
Ethylacetat (EE) benétigt. Daher wurde sich bei Aefarbeitung und der Aufreinigung
lediglich auf in Essigester losliche Bestandteiesdhrénkt. Es wurde der Zusammenhang
zwischen Alkylkettenlange und Substitutionsgrad rd#r Loslichkeit in Wasser und
Ethylacetat untersucht. Hierbei zeigte sich, dassivate mit einer Propylkette einen
Substitutionsgrad von mindestens etwa 1.0 bendtigenn Ethylacetat gut |0slich zu sein
(siehe auchAbbildung 46: Einfluss der Alkylkettenlange auf die Loslichkeit Wasser
(blauer Bereich) und Ethylacetat, gelbe Zone). ¢e mit niedrigeren DS zeigen je nach
Kettenlange eine verstarkte Ldslichkeit in Wass#aue Zone). Bei einer Kettenlange von
C12, also bei Dodecylketten, hingegen genigte tsemn Substitutionsgrad von 0.45.
AulRerdem zeigte sich, dass ein Derivat mit eine2-8lkylkette mit einem Substitutionsgrad

von etwa 0.5 nicht mehr in Ethylacetat 16slich wiahingegen aber in Hexan.

A  EE-|6sliche Derivate
3,0+ A v EE-unldsliche Derivate
A
2,5 * N
A A
2,0+ i
%) - =
o 1,5+ f : A A
A
110 . A
0,5 A
0,0 M
2 4 6 8 10 12

Alkyl-Kettenlange

Abbildung 46: Einfluss der Alkylkettenlange auf die LéslichkeitWasser (blauer Bereich) und
Ethylacetat (gelber Bereich)
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Zunachst wurde fur die Partikelherstellung ein Gelan 1.0 Gew. % an PVA als Stabilisator
eingesetzt. Unter diesen Bedingungen zeigte sicd sehr gute Reproduzierbarkeit in den
Partikelgré3en, angegeben als Partikeldurchme&serwar erkennbar, dass sowohl die
GroRenordnung als auch die GréfRenverteilung, amgegedurch den PDI, auch bei
mehrmaliger Formulierung der Nanopartikel aus déimeseStarkederivat kaum voneinander
abweichten. Der PDI, der ,Poly Dispersitats Indexgibt an, wie stark die Kurve der
GroRRenverteilung verbreitert ist. Je kleiner ded-R2rt, desto enger ist die Verteilung, da
umso geringer die einzelnen Abweichungen vom eeitgétt Mittelwert ist. Dieser ist
mathematisch definiert als Quotient der Standar@addiwang der Teilchengréf3enverteilung
durch ihren Mittelweft®?. Die PartikelgroBen und PDI wurden mittels einextaBizers
ermittelt (siehe 6.1.2 Gerate und Messmethoden)viden fir jede Probe drei Messungen

derselben Losung vorgenommen.

204
154

10+

Intensitat [%]

T
PartikelgroRe [nm]

Abbildung 47: Vergleich der GréRenverteilung und deren Repraharkeit fur Nanopartikel aus
Propylstarke (DS 1.45), PDI 0.053

Es konnte festgestellt werden, dass weder der Umgpder Starke, noch der Substitutionsgrad
einen Einfluss auf die GroRe der gebildeten Pdrtikesiibten. Der Streubereich der

gemessenen PartikelgrofR3en lag mit etwa 20 nm inmealder Mel3genauigkeit.
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Tabelle 4 Alkylkettenldngen und die zugehdrigen Substitugigrade und PartikelgréRen

Alkyl DS GroRRe [nm]
propyl 2.09 190
2.16 182
2.25 187
2.32 184
2.56 176
2.75 173
butyl 2.20 173
1.32 187
hexyl 1.21 172

Dahingegen konnte fur die eingesetzte Menge an RWA entscheidender Einfluss auf
PartikelgréRe und PDI festgestellt werden. Je geridie Konzentration an PVA ist, desto

groRer war der Partikeldurchmesser und der Einfiless Substitutionsgrade des Derivats

nahm zu.

360 s DS275
340 1 DS 2.4a
] . v DS2.4b
320+ v e DS2.00
= 3004 DS 1.60
£ ]
o 280- -
.& 4
0 2604
k=) J v
2 240
= 1 .
S 2204
a 4 [ ]
2004 e r X
J v v |
1804 8
160 — ! . —
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
PVA [%)]

Abbildung 48: Einfluss der PVA-Konzentration auf die Partiké@§e von Propylstéarke bei

unterschiedlichem DS, Konzentration der Starkedéeid mg mL}, gemessen bei RT
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Da unter anderem fiir den in der Einleitung besblenen EPR-Effekt eine Partikelgréf3e von
nicht mehr als etwa 200 nm empfohlen wird, sinctlselPartikel aus Formulierungen mit
weniger als 0.2 % PVA ungeeignet. Ab einer Menge 82 % PVA liel3en sich Partikel von
stabiler Gro3e und ohne Beeinflussung durch Sulistitsgrade formulieren.

Ahnliches konnte auch bei der Betrachtung der soleedlichen Kettenlangen gezeigt
werden. Erst ab einem Gehalt von mindestens 0.2 BV lie3en sich Partikel mit gleich
bleibender Gro3e unabhangig von der Alkylketterdgéfogmulieren. Auffallig war auch, dass
ohne die Verwendung von PVA nur die Partikelgro8e Hexylstarkederivats relativ konstant

bei einem Wert um die erwiinschten 200 nm lagen.

360- = butyl
340] e hexyl
] propyl
320
1 |
T 300+
= 780 .
a 1 o ®
D 260 -
i=] _
2 240+
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§ 220+ .
2001 e o .
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Abbildung 49: Einfluss der PVA-Konzentration auf die Partiké@@e flr unterschiedliche Kettenlangen,
Propylstarke @riin, DS 1.6), Butylstarke (schwarz, DS 1.6), Hexylstéfot, DS 1.4)

Vor einer Deutung, ohne PVA kodnnten bessere Parfieenuliert werden als mit PVA,

musste auch der PDI betrachtet werden, um eineafyesgiber die Qualitat der Teilchen
treffen zu kdnnen. Hier zeigte sich, dass bei demw¢ndung von 0.2 % PVA der PDI-Wert
konstant und am niedrigsten war. Ohne PVA betrugRi2l-Wert tber 0.25, was eine fir
angestrebte Verwendungszwecke inakzeptable Stredem@GroRen spricht. Ahnlich wie bei
der Betrachtung der PartikelgréRen war auch hierEdefluss der DS-Grade lediglich bei

weniger als 2 % PVA gravierend gegeben.
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Abbildung 50: Einfluss der PVA-Konzentration auf den PDI fuoPylstarke bei unterschiedlichen DS

Dasselbe galt auch fir die Betrachtung der Alky#dinge der Stéarkederivate. Der

konstanteste und auch kleinste PDI-Wert stellte bai der Verwendung von 0.2% PVA ein.
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Abbildung 51: Einfluss der PVA-Konzentration auf den PDI befarachiedlichen Kettenlangen,
Propylstarke {riin, DS 1.6), Butylstarke (schwarz, DS 1.6), Hexylstéfot, DS 1.4)
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Wie auch auf die Partikelgréf3e hatte der Substisjrad keinen nennenswerten Einfluss auf

das Zetapotential. Dieses Potential beschreibDbierflachenladung der Partikel.
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Abbildung 52: Einfluss des DS auf das Zetapotential fur Pragykepartikel mit 0.2 % PVA

Die Nanopartikel aus Propylstarke mit einem DS 2dhund dem Chinin-modifizierten PVA
zeigten sowohl ohne Beladung als auch mit Taxdietaden eine Partikelgrof3e unterhalb der
maximalen 200 nm (siehdabelle 5 Partikelgrof3e und PDI fur Chinin-modifizierte

Nanopartikel aus Propylstarke).

Tabelle 5 PartikelgrofZe und PDI fur Chinin-modifizierte Ngoartikel aus Propylstéarke

Wirkstoff ‘ Grofl3e [nm] ‘ PDI

Kein Wirkstoff 162.5 0.21%
Taxoter: 179.¢ 0.137
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Die dafur hergestellten Partikel aus Propylstarké einem DS von 2.0 und PVA,
entsprechend modifiziert mit Chinin, Pyrofolsduraduohne Ligand, zeigten folgende

Eigenschaften beziglich Gré3e, PDI und relevanbsofptions- bzw. Emissionsmaxima:

Tabelle & Durchmesser der Partikel mit unterschiedlicheRNganden

PVA-Ligand Durchmesser PDI
[nm]
Ohne 195.8 0.044
Chinin 410.8 0.199
Pyrofolsaure 239.7 0.352

Der fast doppelt so grof3e Durchmesser der PartikeChinin als Ligand lasst diese Partikel

eher ungunstig erscheinen fur die angestrebten Adwegen.
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4 5.2 Partikel mit Koffein, Testosteron und Flufenaminsaue

Fur die ersten Verkapselungstests werden auf g@nstind verbreitete Wirkstoffe
zurtckgegriffen, die unterschiedlich starke hydmpd Eigenschaften aufweisen. Die Wahl
fallt auf Koffein, Testosteron und Flufenaminsaufdle drei Stoffe lieRen sich mit einer
hohen Verkapselungseffizienz von tber 80 %, fir lojgahrophilsten der drei Testsubstanzen,
und mit Gber 95 %, flur die beiden eher hydrophabehstanzen, einschliel3en. Die niedrigen

PDI-Werte sprechen fir eine Verkapselung mit selgee Partikelgrof3enverteilung.

Tabelle 7 PartikelgréRen, PDI und Verkapselungseffizienigrdie Modellwirkstoffe Flufenaminsaure,

Testosteron und Koffein, DS der Propylstarke 1.45

Unter dem Elektronenmikroskop erkennt man die kRalrals spharische Objekte mit glatter

Oberflache und gleichmafiger Gréf3e. Weder Form @yéfte wurden entscheidend durch

eine Beladung verandert.

Eingeschlossener GrolRRe PDI Verkapselungs-
Wirkstoff [nm] Effizienz (%)
Ohne Wirkstoff 182+6.7 0.08+0.01 -—--
Flufenaminsaure 185+3.4 0.06+0.02 >95
Testosteron 176+6.0 0.11+0.04 >95
Koffein 183+5.4 0.11+0.01 >80

Abbildung 53: Propylstarke-Nanopartikel, DS 1.0 ohne Wirkstoff
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Abbildung 54: Propylstarke-Nanopartikel, DS 1.0 mit Flufenardine

Beim Aufbau der Partikel wurde davon ausgegangess ddie hydrophoben Wirkstoff-
molekdle in einer Art von Matrix aus dem hydrophol&térkederivat eingeschlossen werden.
Dieser Vorgang wird durch hydrophobe Wechselwirlemgzwischen den Wirkstoff-
molekilen und den Alkylseitenketten unterstiitzs Emulgator und Stabilisator der Partikel

fungierte der Polyvinylalkohol, welcher sich wieeiHulle um diese legt.

Nanopartikel
von

Propylstarke
mit FFA, DS1.0 §

OH
3 CF
CHj, A 3

HaC - | HO  OH

Polyvinylalkohol (PVA) Propylstarke

Flufenaminsaure

Abbildung 55: Darstellung und Aufbau eines mit Flufenaminséedenen Partikéf®!

Fur die Freisetzungskinetiken wurde auf eine Fisoi#g Diffusionszelle zuriickgegriffen. Der

genaue Ablauf wird im experimentellen Teil nahesdbeieben.
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Abbildung 56: Freisetzung der Modellverbindungen Koffein, Tegtoon und Flufenaminséure aus

Propylstarke-Nanopartikel (DS 1.4

Ausgehend von der Menge an freigesetztem Wirkstath 70 h zeigte sich, dass 50 % des
insgesamt freigesetzten Koffeins schon nach et@aStunden freigesetzt wurde. Im Fall der
hydrophoberen Wirkstoffe Testosteron und Flufenaéume lag die Halbwertszeit bei 20 h
(siehe Abbildung 56: Freisetzung der Modellverbindungen Koffein, Testoon und
Flufenaminsaure aus Propylstarke-Nanopartikel (BISf%). Dazu kommt, dass im Fall der
Partikel mit Propylstarke mit einem DS von etwa51lbgi Koffein bereits nach nur etwa 10 h
mit Uber 70 % der insgesamt verkapselten Menge geiximum der Freisetzung erreicht
hatte, wahrend Testosteron nach uber 70 h noch immue etwa die Halfte und
Flufenaminsaure nur etwa Y der Gesamtmenge frékjebatte. Dies deutet auf eine
verstarkte attraktive Wechselwirkung der Wirkstafié der Partikelmatrix.

Es zeigte sich, dass ein hoherer Substitutionsgbsh, eine starkere Hydrophobizitat des
Partikels, die Freisetzung der Wirkstoffe verlamgga Ebenso wurden hydrophobere
Wirkstoffe langsamer freigesetzt als hydrophile k&fioffe (sieheAbbildung 57: Freisetzung
der Modellverbindungen Koffein, Testosteron und f&haminsaure aus Propylstarke-
Nanopartikel (DS 1.@)03]). AuRRerdem wurde im Fall des Koffeins bei Proglse mit einem
DS von nur noch 1.0 nur noch etwa 55 % des Wirkssoim selben Zeitraum von 20 h

freigesetzt im Gegensatz zu uUber 70 % bei der Pstipke mit einem DS von 1.45. Dies
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verweist auf eine starkere Wechselwirkung des Iphiteren Wirkstoffs Koffein mit den
weniger hydrophoben Partikeln aus Propylstarkeemiém DS von nur noch 1.0 als mit den
hydrophoberen Partikeln mit einem DS von 1.45. @saawurden die attraktiven
Wechselwirkungen der Partikelmatrix mit dem hydmopdn Wirkstoff Flufenaminsaure
herabgesetzt, was sich in einer erhdhten Freisgtzan etwa 45 % nach 70 h im Gegensatz
zu den 25 % im Fall der hoher substituierten Stéakikel zeigte. Die Freisetzung des

Testosterons wurde ebenso wie die des Koffeinszieru
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Abbildung 57: Freisetzung der Modellverbindungen Koffein, Tegtoon und Flufenaminséure aus

Propylstarke-Nanopartikel (DS 165

Die Hydrophobizitat eines Stoffes wird unter andemittels des logP-Wertes angegeben. Je
hoher dieser Wert, desto hydrophober ist der umtbte Stoff. Der logP-Wert wird bestimmt
aus dem Verteilungskoeffizienten der geloésten Suizsin gleichen Volumina an Wasser und

n-Octanol.

Formel 11: Berechnung des logP

Cq,or (N - Octanol)

logP =lo
Co,oir (WWasser)
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45.3 Partikel mit Taxotere

Taxotere ist ein hochpotenter Wirkstoff zur Bekaomgf von Lungen- und Brustkrebs.

HO

Oll

o
/=0

Abbildung 58: Struktur von Taxotere®

Die Darstellung der Partikel war analog zu der ixpezimentellen Teil beschriebenen
Methode. Die Verkapselungseffizienz betrug mehr8fls%und etwa 86 % des theoretisch
verkapselten Materials kénnen nach Aufbrechen dertikel wieder gefunden werden

(Entnommen dem Abschlussvortrag von Dr. P. Dandekbschlusstreffen BMBF-Projekt

2010). Das bedeutet dass der Wirkstoff mit hohdiziehz eingeschlossen und auch nicht
wieder abgegeben wurde und damit wenige VerlustddyeFormulierung auftreten. Der hohe
Anteil an eingeschlossenem Material verspricht einesreichende Verkapselung,
Transportierbarkeit und damit Effizienz des Nantigals als Transportmedium. Ebenso lag

die Partikelgréf3e mit 245 nm im akzeptablen Bereich

= -
6/10/2010 | Mag ‘ HV WD | Det |Pressure| HFW

20.0 kV|7.7 mm | ETD 5. TXMP4 Au

2:11:21 PM|50000x

Abbildung 59: SEM-Aufnahme der mit Taxotere beladenen Propdseti&lanopartikel
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Die Bestimmung der Freisetzung stellte wegen ddbdlichkeit des Wirkstoffes in Wasser
ein Problem dar. Unter den ublichen Bedingungendiér Kinetikmessungen mittels einer
Franz'schen Diffusionszelle mit PBS-Medium, auch Indheren Konzentrationen an Tween
80, konnte ebenso wie im parallel durchgefihrtenglgch durch Testungen mit gesattigten
Losungen an Taxotere, um den Durchgang des Wifkstafurch die Membran zu unter-
suchen, kein freier Wirkstoff im Akzeptormedium geflen werden. Tween 80, auch
Polysorbat 80 genannt, ist ein Polyoxyethylensarionooleat und findet als nichtionisches
Tensid und Emulgator Anwendung. Die Hydrophilie ddembran stellt ebenfalls eine

Barriere fur die hydrophoben Wirkstoffe dar, welcheht zu vernachlassigen ist. Die
Freisetzung des Taxotere mit n-Oktanol als extesimd zeigt einen deutlichen ,burst effect"
(sieheAbbildung 60: Freisetzungskinetik von Taxotere® mit Octanol edsernal sink). Das

bedeutet, dass nahezu der vollstdndige eingesehiesd/irkstoff in kirzester Zeit wieder

freigesetzt wurde. Es wird davon ausgegangen, dilassehr hohe Léslichkeit des Taxotere in

n-Octanol zu diesem Effekt fiihrte.

m  Taxotere Freisetzung
100+

80+

60

40-

Freisetzung [%0]

204
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Zeit [h]

Abbildung 60: Freisetzungskinetik von Taxotere® mit Octanoleatternal sink
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45.4 Partikel mit Idarubicin

Idarubicin ist ein bekannter Wirkstoff zur Behantjwon Leuk&mie. Hier wird meist auf das
Hydrochlorid zurtickgegriffen, da die freie BaseMasser nur schwer |6slich ist. Dennoch ist

die freie Base aber die Substanz mit der hohereksafinkeit.

Abbildung 61: Struktur von ldarubicin Hydrochlorid

Durch die Verkapselung des Wirkstoffes wurde eitibene Loslichkeit ermdglicht. Fur die

Verkapselung selbst war die Form des Idarubicisa@idend. Zwar unterscheiden sich die
GroRen der beladenen Partikel nur unbedeutend,daddradekapazitat der Partikel war fir
die freie Base mit 32 Gew % 16 mal so hoch wiefidiielas Hydrochlorid. Ebenso lag fir die

freie Base eine Steigerung der Verkapselungsefizzian mehr als das 12-fache vor.

Tabelle & Grol3e, PDI, Wirkstoffgehalt und Verkapselungsidinz von Idarubicin als Hydrochlorid und

als freie Base

Wirkstoff- |Verkapselungs

_ Grolie -
Wirkstoff PDI | Beladung| Effizienz

[nm]

[Gew%%] [Gew%%]
Ohne Wirkstoff| 197 | 0.05 - -
Idarubicin HCI 212 | 0.04 2 5

Idarubicin freie| 223 | 0.03 32 62

Base
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Eine Untersuchung der mit Partikeln behandeltetedeteigte eindeutig ein Vorhandensein
des Wirkstoffes in den Zellen. Hierfur wurden diefaggbten Zellen mit unterschiedlichen
Wellenlangen angeregt und die Bilder Ubereinanétaggrt. Die Zellmembranen wurden fur
diesen Zweck mit dem Farbstoff ,CellMask™ DeepRedh Invitrogen rot eingefarbt. Das

Idarubicin besitzt von Natur aus eine griine Flureag. Zum Vergleich wurden auch Zellen

ohne Nanopartikelbehandlung angeregt und abfotegraf

—
10 um

Abbildung 62: Colon Carcinom 2 (CaCo2) Zellen mit angefarbtefirdembranen (rot) und Idarubicin
(grun)

—
10 um

Abbildung 63: Referenz CaCo2-Zelle ohne Idarubicin
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Durch entsprechende Aufnahmen liel3 sich zeigers, di@sPartikel sich tatsachlich innerhalb
der Zellen befanden und nicht nur an der Oberfladseziiert waren. Bei dieser Darstellungs-
form stellen die beiden Randstreifen des Bilde® éwfsicht aus einer um 90° verdrehten
Perspektiven dar, also einen Blick von der Seité @eselbe Stelle. Dadurch wurde
erkennbar, dass die griine Fluoreszenz des Idanubicht nur lokal tber oder unter einer
Zelle sich befanden, sondern von der Seite be®actdtsachlich innerhalb des von

Zellmembranen umschlossenen Raums.

Abbildung 64: 3D-Aufnahme von CaCo2-Zellen mit Idarubicin beladn Starke-Nanopartikeln
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455 Partikel mit Artesunate

Als weiterer Wirkstoff wurde Artesunate in Partilals Propylstarke mit einem DS von 2.0
verkapselt. Dieser Wirkstoff wird zur Bekampfungnvalaria eingesetZt®! und wurde
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von HelPmof. Efferth vom Institut fir Pharmazie

der Universitat in Mainz.

Abbildung 65: Struktur von Artesunate

Es handelt sich hierbei um ein Artesiminin-Derivé8eine Verabreichung, stets in
Kombination mit anderen Anti-Malaria Pré&paraten, amer Immunisierung vorzubeugen,
kann in einer oralétt¥, intravenosé®®, intramuskularéh®® oder rektalefi®”
Darreichungsform erfolgen. Als freies Molekl isttdsunate auch wasserloslich. Kritisch zu
betrachten ist jedoch die Peroxidbriicke, welchefeich ist und bei freiem Transport in
wassrigem Milieu im Korper schnell hydrolytisch gaken werden konnte. Sobald dies

geschieht ist keine Wirksamkeit des Molekils mairhenden.

Abbildung 66: Struktur von Artesiminin

Daher ist eine Verkapselung des Wirkstoffes sinipwoh diese Peroxidgruppe zu schiitzen
bis zum Erreichen des Wirkortes. Die Verkapseluitgte zu Partikeln mit einer Grol3e von
etwa 193 nm bei einem PDI von nur etwa 0.01.

Um die Partikel bei der Gefriertrocknung zu schiitaend eine Redispergierbarkeit zu

garantieren wurde auf einen so genannten Kryopiatekirickgegriffen. In diesem Fall war
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dies der Zucker Trehalose. Es wurde die Auswirkwaey Zugabe von Trehalose auf
Partikelgré3e und PDI bestimmt und untersucht, hexicGehalt an Protektor zugeben werden
muss, um eine reproduzierbare Partikelgrof3e mit lictd niedrigem PDI zu erhalten.
Hierbei stellte sich bei Nanopartikeln, die mit @stinate beladen wurden, die Zugabe von 0.4
mg Trehalose je mg Starkederivat als optimal hefaieheTabelle 9 Einfluss der Zugabe
von Kryoprotektant auf die Partikelgré3e nach @efrocknen und Redispersion). Bei dieser
Konzentration an Kryoprotektor wird weder die Raatgrof3e noch der PDI stark abgeandert
nach einer Redispersion. Es wurden auch gréf3enemviod von etwa 20 mL mit etwa 56 mg
geléster Substanz (Partikel mit Artesunate, PVA uikdyoprotektor Trehalose)
gefriergetrocknet und erfolgreich redispergierteda Partikel hatten nach Redispersion einen
Durchmesser von 192.5 nm und einen PDI von 0.03dséDWerte sind vergleichbar mit
denen der entsprechenden Werte nach Gefriertrogknuneines kleineren Bestandteils. Dies
Partikelfpskeinen Einfluss auf die

Gefriertrocknung und Redispersion hat. Das Gefoeknen mit dem Nahrmedium RPMI

zeigt, dass das Volumen an behandelter
anstelle des Kryoprotektor Trehalose zeigte, dass ich Nahrmedium enthaltenen
Bestandteile ausreichen, um auf eine externe Zugaberyoprotektoren zu verzichten. Die
genaue Zusammensetzung des RPMI-Mediums ist deerimxgntellen Teil unter Materialien
zu entnehmen. Bei der optimalen Menge an Kryoptotekon jeweils 0.4 mg je mg
Starkederivat werden Nanopartikel erhalten, die Dorchmesser mit den Partikeln ohne

Kryoprotektor vergleichbar sind.

Tabelle 9 Einfluss der Zugabe von Kryoprotektant auf dietiRalgré3e nach Gefriertrocknen und
Redispersion

Partikeldurchmessel Partikeldurchmessel
vor Zugabe von nach Zugabe von
Trehalose| RPMI Kryoprotektor Kryoprotektor
[mg] [mg] [nm] PDI [nm] PDI
0.2 - 193.3 0.012 248.7 0.163
0.4 - 188.7 0.028 194.0 0.030
- 0.4 - 202.1 0.057
0.6 - 187.9 0.019 247.2 0.139

Diese Partikel wurden an einer Zelllinie von HaCa&dllen getestet werden. Die mit dem

Wirkstoff beladenen Partikel zeigten keinerlei Eff@auf die Zellen. Es wird davon ausge-

gangen, dass der Wirkstoff strukturelle Schadermdaetragen hat und daher, wie einleitend
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beschrieben, seine Wirksamkeit verloren hat. Ob d&ermulierungsprozedur, die
Gefriertrocknung und Redispersion oder Transpod lagerung dies verursacht haben lasst
sich im gegebenen Zeitrahmen nicht mehr bestimnreh ist Bestandteil weiterfihrender

Untersuchungen.

4.6  Zytotoxizitatstests
Fur die verschiedenen Zelllinien wurden untersditkd Medien genutzt.

Tabelle 10 Nahrmedien der einzelnen Zellkulturen

Zelllinie Medium Fotales Zusatz
Kalberserum
CaCo2 DMEM Ja 1% nicht essentielle

Aminosauren

A549 RPMI Ja ohne

HT29 RPMI Ja ohne

Durch die unterschiedlichen Nahrmedien, angepasdieajeweils verwendete Zellkultur,

wird ein optimales Wachstum dieser Zellen erreibiamit wurde vermieden, dass schlechtes
Wachstum, oder sogar ein Absterben der ZellenantitGrund der ungiinstigen Nahrmedien
falschlicherweise als negativer Einfluss der Pattduf die Zellkulturen fehlinterpretiert

werden hatte werden kdnnen.
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4.6.1 Bestimmung der Cytotoxizitat mittels MTT-Assay

Um die Cytotoxizitat des Wirkstoffs mit den respe&h Nanopartikeln zu bestimmen und zu
vergleichen wurde der so genannte MTT-Cytotoxigtest durchgefihrt. Hierfir wurden
Colon-Carcinom Zellen vom Typ CaCo2 C2Bbel dem Wok ausgesetzt. Das Prinzip das
diesem Test zu Grunde liegt ist die Umwandlunggidben Tetrazolium Salzes (MTT) zum
tiefblauen Formazan-Produkt (Absorption bei etw#® %Bn) durch Reduktion durch das
mitochondriale Dehydrogenase-Enzym lebender ZeN&ch einer gewissen Inkubationszeit,
bei der Wirkstoff und Partikel auf die Zellen eimkén konnten, wurde der Gehalt an
lebenden Zellen dadurch bestimmt, wie viel Umsaiz Tetrazolium Salzes noch moglich ist

im Vergleich zu einer Probe mit unbehandelten Zelle

MTT Cytotoxizitats-Assay fur Taxotere und Idarubicin

Es konnten sowohl fur Taxotere als auch flr Idanabnur unregelmafige Ergebnisse ohne
besonderen Trend, unabhangig von verschiedeneesaitajen Konzentrationen, beobachtet
werden. Dies wird zurlckgefihrt auf Wechselwirkumgkes Farbstoffes mit dem Wirkstoff
oder mit einigen zellularen Stoffwechselproduktemctt die Inkubation mit dem Wirkstoff.
Aus diesen Grinden wurden die Studien fur die Tego mit in Nanopartikel

eingeschlossenem Wirkstoff abgebrochen.
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4.6.2 Bestimmung der Cytotoxizitat mittels ATPase-Assay

Ein weiterer Test auf die Cytotoxizitat ist der Adde Cytotoxizitatstest. Dieser wurde
ebenfall an Colon-Carcinom Zellen vom Typ CaCo2 B2B mit dem Wirkstoff
durchgefuhrt. Bei diesem Test wird die Aktivitatsdeelleigenen Enzyms ATPase nach
Behandlung mit den Nanopartikeln betrachtet. DieBagym ist nur bei vitalen Zellen
funktionell und eine reduzierte Aktivitat ist denchaein Mal3 fir das Absterben der Zellen.
Unbeladene Partikel zeigten keine Toxizitat und ilawmch keinen Einfluss auf die Aktivitat
der ATPase.

ATPase Zytotoxizitats-Assay flur Taxotere

110 —=— freies Taxotere
—e— Taxotere beladene Partikel

Zellvitalitat [%6]

30 . T

. , . , .
0 50 100 150 200
Konzentration [pg/ml]

Abbildung 67: Zellvitalitdt im Vergleich bei freiem Taxotere@d in Partikel verkapseltem Taxotere®

Die Zellvitalitat war bei allen Testkonzentrationeach einer Inkubation mit Nanopartikeln
signifikant niedriger als bei einer Behandlung miem freien Wirkstoff. Das
Signifikanzniveauo betrug hierbei weniger als 0.05, was auf eine emeswert héhere
Einwirkung durch die mit Wirkstoff beladenen Nandpel hinweist, als es bei
vergleichbaren Konzentrationen von freiem Wirkstddir Fall ware. Der verbesserte Effekt
kann vermutlich auf die PartikelgréRe zuriickgefitetden. Dies geht einher mit dem in der
Einleitung beschriebenen EPR-Effekt, wonach bessnéartikel in einem GroRenbereich

von 100 - 200 nm verstarkt malignes Gewebe zu diniregen.
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ATPase Cytotoxizitats-Assay fur Idarubicin
Wegen des Scheiterns des primaren Cytotoxizitdsstest einem MTT-Assay wurde wie

zuvor auf den ATPase Assay zurtickgegriffen.

] —a— freies |darubicin
1404 —e— |darubicin beladene Partikel

Zellvitalitat [%]

R

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

Konzentration [ug/ml]

Abbildung 68: Zellvitalitat im Vergleich bei freiem Idarubicind in Partikel verkapseltem Idarubicin

Bei jeder der getesteten Konzentrationen zeigte sach Inkubation mit Nanopartikeln mit

Idarubicin eine signifikant niedrigere Zellvitadit als bei einer Behandlung mit dem freien
Wirkstoff. Auch hier lag ein Signifikanzniveau vaveniger als 0.05 vor. Dies verwies auf
eine merkenswert héhere Liquidation durch die wokbeladenen Nanopartikel als bei

freiem Wirkstoff vergleichbarer Konzentration. Dearbesserte Effekt kann auf die Erh6hung
der lokalen Konzentrationen des Wirkstoffes zuriégidrt werden. Dies geht einher mit dem
in der Einleitung beschriebenen EPR-Effekt, wonBeltikel in einem GroRRenbereich von

100 — 200 nm verstarkt malignes Gewebe zu durchenn
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4.7  Partikel mit Folsaureliganden

Es ist bekannt, dass Partikel der Grol3enordnundl@0n- 200 nm verstarkt von Krebszellen
aufgenommen werden. Dieser Vorgang wurde bereitdldn Einleitung erwéahnt. Eine

zusatzliche Mdéglichkeit, gezielt bestimmte Zellerzagreifen, liegt in der Verwendung von
zellspezifischen Liganden, in diesem Fall Folsaws. wurden Vergleiche zwischen der
Aufnahme durch Zellen des Typs A549 mit nur wenig@saurerezeptoren und des Typs
HAT-29, welche durch Folsaure-Mangelerndhrung auhe e hohe Expression des

Folsaurerezeptors getrimmt wurden, aufgestellt. skdlte sich kein Unterschied in der

Aufnahme der Partikel durch beide Zellkulturen dar.
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Abbildung 69: Schematischer Aufbau eines Wirkstoff-beladenendgartikels mit Folsdureliganden

Im n&chsten Schritt wurden Partikel mit Pteroinsauodifiziertem PVA hergestellt und mit
Idarubicin beladen. Diese Partikel wiesen eine @nih etwa 218 nm bei einem PDI von nur
0.067 bei einer Verkapselungseffizienz von etwa8@uf und waren mit ihrer spharischen
Form vergleichbar mit den Partikeln ohne Folsageeid. Es zeigte sich, dass Partikel ohne
jegliche Rezeptormodifikation nur eine schwachenahime durch die untersuchten Zellen
aufwiesen. Solche Partikel mit Folsduremodifikagionzeigten im Allgemeinen eine
verbesserte Aufnahme durch die Zellen der Zellir@aCo2 und A549.
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4.8  Uptake-Studie mittels konvokaler Mikroskopie

Fur die Betrachtungen der Aufnahme der Wirkstofitels Konfokal-Mikroskopie wurden
C2Bbel-Klone einer CaCo2-Zelllinie, einer Darmkmde, und Zellen vom Typ A549
verwendet. A549-Zellen sind adenocarcinomische ofdithe Alveolar basale Epithelzellen.
Zur Lokalisation der Partikel selbst wurde zur Folierung der Partikel PVA mit kovalent
gebundenem Chinin eingesetzt. Die blaue Fluoresz#eg Chinins ermdglichte eine
differenzierte Erkennung der Partikel innerhalb dgefarbten Zellen, da seine
Emissionswellenlange gut differenzierbar ist vonr dder anderen eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe. Fur die Experimente wurdanilkel ohne Wirkstoffbeladung, Partikel

mit Taxotere, mit FITC-dextran (Fluoresceinisotly@cato-dextran) und mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Dil

CHs H5C
CHa CHs
D ClO,
N
CH3(CH3)16CH> CH5(CH,)16CH3

Abbildung 70: Struktur von Dil {,1‘-dioctadecyl-3,3,3',3'- tetramethylindocarboayae
perchloratg

FITC-Dextran ist ein Derivat nativen Dextran B512Fwnelches mit Fluorescein gekoppelt

ist!%®]. Das FITC-Dextran besitzt einen SubstitutionsgaadFluorescein von 0.002 - 0.008
mol pro Glukoseeinheit.
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Es zeigte sich eine Verklumpung der Partikel im id&dium DMEM. Dies wurde durch
DLS-Messungen bestétigt durch einen Anstieg des BBY Krebs-Ringer Puffer fuhrte nicht
zu merkenswerten Verklumpungen und wurde daherdfér fortfUihrenden Experimente
eingesetzt. Daruiber hinaus wurde festgestellt, d@ssbzw. sechs, Stunden fur die zellulare
Aufnahme der Partikel nicht ausreichend waren. Dehrkonnte eine Anhaufung der Partikel
durch Assoziation an der Zellmembran trotz Wasahéhrend des Fixierens und Anfarbens
beobachtet werden (siedbildung 72: Konfokalmikroskopische Aufnahme von Zellen des
Typs CaCo2 mit gefarbtem Zellkern (blau), Zellmeawbr(grin) und Dil beladene
Propylstarkepartikeln mit Dil beladen (rosa)). Daheirde fur die Inkubation der Zellen mit
den Nanopartikeln eine Zeit von sechs Stundendsstgt. Anschlie3end wurde das Medium
ersetzt durch ein Medium mit einprozentiger Antilialésung und fir weitere sechs Stunden
inkubiert. Das Chinin-modifizierte PVA zeigte nune schwache Fluoreszenz. Daher konnte
auf diesem Weg die Zellaufnahme der Nanopartikehtrklar visualisiert werden. Das FITC-
dextran konnte nicht effizient in die Partikel edbgacht werden. Dies lag vermutlich an der
hohen Loslichkeit des Farbstoffes im wassrigen MediDaher wurde auf den Farbstoff Dil
zuruckgegriffen. Seine Hydrophobizitdt erméglicleiee bessere Beladung und damit eine
bessere Visualisierung.

Die Versuchsreihen wurden zusatzlich in A549-Zellemchgefihrt um zu untersuchen, ob
der Mangel an zellularer Aufnahme in den einfiheentUntersuchungen auf die Natur der
CaCo2-Zellen zuruckzufuhren war. Diese Studienteaigine mogliche Aufnahme der mit
Dil beladenen Partikel durch CaCo2-Zellen, aberRdimreszenzfarben von Dil und dem fur
die Anfarbung der Zellmembranen benutzten Rhodaniinerlappten. Dennoch war eine
deutliche Akkumulation der Partikel um die Zellkerrzu beobachten. Weiterfiihrende
Experimente mit FITC gefarbten Zellmembranen solle&sse Beobachtungen bestéatigen. Bei
den A549-Zellen liel3 sich eine eindeutige Aufnahbasy. eine Akkumulation im Bereich der
Zellkerne, beobachten (sieldbildung 71. Konfokalmikroskopische Aufnahme von Zellen
des Typs Ab549 mit gefarbtem Zellkern (blau), Zelnf@an (grin) und Dil beladene

Propylstarkepartikeln mit Dil beladen (rosa)).
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Abbildung 71: Konfokalmikroskopische Aufnahme von Zellen dep3 549 mit gefarbtem Zellkern
(blau), Zellmembran (griin) und Dil beladene Proggylepartikeln mit Dil beladen (rosa)

Abbildung 72: Konfokalmikroskopische Aufnahme von Zellen dep3 ¥ aCo2 mit gefarbtem Zellkern

(blau), Zellmembran (griin) und Dil beladene Proggylepartikeln mit Dil beladen (rosa)

Es lie3 sich feststellen, dass die Folsaureligargereiner deutlichen Ansammlung der
Nanopartikel in den Zellen fuhrte, dabei aber keitunterschied ausmachte, ob Folsaure-
rezeptoren exprimierende Zellen vorliegen wie HAFZZllen oder A549-Zellen mit nur
wenig Folsaurerezeptoren. Dahingegen lie3 sich d@atlicher Unterschied zwischen
Partikeln mit und Partikeln ohne Pteroinsaureligandeststellen. Mit Liganden werden
Partikel deutlich besser aufgenommen als ohnemliese

Uptake Studie mittels TEM:
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Fur die Untersuchungen mit dem Transmissionsele&trmikroskop (TEM) wird ebenfalls
die C2Bbel Variante der Darmkrebszellen CaCo2 génzitm Vergleich werden Bilder von

unbehandelten CaCo2 Zellen aufgenommen. Dieserzeige glatte Oberflache.

Abbildung 73: TEM Studie einer CaCo 2 Kontroll-Zellkultur

Nach einer Inkubationszeit von vier Stunden lassieh die Partikel aus Propylstarke mit
einem DS von 2.0 an der Oberflache der Zellen aaftgthnachweisen. Dies indiziert die
Mdglichkeit der Aufnahme durch die Zellen.

/
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Abbildung 74: TEM-Studie der Membranassoziation unbeladeneopartikel an CaCo 2 Zellen

Weitere Experimente mit langerer Inkubationszdiesonoch folgen um die Mdglichkeit der

Visualisierung der Zellaufnahme zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Starkederivate mit Alkylketten bis zu einer Langenvl2 Kohlenstoffeinheiten konnten
synthetisiert werden, wobei sich zeigte, dass mihehmender Kettenlange sowohl der
erreichbare Substitutionsgrad als auch die Ausbseke stark abnahmen. So wurde unter
gleichen Reaktionsbedingungen bei einer Alkylieramgy Brompropan ein Substitutionsgrad
von bis zu 2.8 erreicht, mit Bromdodecan nicht mahr0.5. Gleichzeitig stieg die Loslichkeit
der Derivate in organischen Lésemitteln, in diedeatt Uberwiegend in Ethylacetat getestet.
Dodecylstarke brauchte nur einen DS von 0.5, Pst§ke einen DS von mindestens 1.0 um
gut I6slich in Ethylacetat zu sein. Fir die Synéhesigte sich NaH als optimale Base, ist aber
fur grol3technische Anwendungen eher ungeeignetktRaan mit NaOH in wassrigem
Milieu erreichen deutlich niedrigere Substitutiorsste. Ebenso konnte mit einer heterogenen
Reaktionsfihrung kein ausreichend substituiertasvBieerhalten werden. Die Erh6hung der
Reaktionstemperatur von 20 auf 30°C fuhrte zu enheutlichen Zunahme des DS, bei
Temperaturen tber 30°C nur zu besseren Ausbeubemfélls brachte eine Verlangerung der
Reaktionszeit lediglich groRere Ausbeute hervoer &eine bemerkenswerte Steigerung des
Substitutionsgrades. Mit zunehmender Kettenlandede empfiehlt sich eine Reaktionszeit
von nicht weniger als einem, am Besten aber drgefiada mit der hoheren Kettenlange auch
die Ausbeute deutlich abnimmt, dem durch die laadgaktionsfliihrung zumindest teilweise
entgegengewirkt werden kann.

Polyvinylalkohol konnte mit Pteroinsaure-Hexyldiamimittels Carbonyldiimidazol als
Kupplungsreagenz funktionalisiert werden. Der D®irike Uber die Menge an zeigt keinen
Zusammenhang der Substitutionsgrade und der eiageseMenge an Ligand eingestellt
werden. Auf diesem Weg wurde eine Bibliothek veisgbner Substitutionsgrade erstellt.

Die dargestellten Derivate der Starke zeigten eiehr s gutes Einschluss- und
Freisetzungsvermogen fir hydrophobe Wirkstoffe. Dieht vorhandene Toxizitdt der
unbeladenen Partikel gegeniiber den getestetenuRetn CaCo2 und A549 erfillte die in
das Material gesetzten Erwartungen. Die Freisetdandgviodelwirkstoffe erfolgte tber einen
langeren Zeitraum, in Abh&angigkeit von der Hydraphadt des Wirkstoffs. Bei den
hydrophoben Wirkstoffen Flufenaminsdure und Testost war die Freisetzung langsamer als
bei dem hydrophileren Koffein. Fir das Krebsmedikate Idarubicin zeigte sich eine

deutlich schnellere Freisetzung wohingegen Taxotafgezu keine Freisetzung zeigte. Die
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ersten Tests von Partikeln mit Pteroin-derivatisiar PVA zeigten keinen Unterschied in der
Anreicherung dieser Partikel in den Zellen im Behneder Nuklei gegeniber den Partikeln
ohne den zellspezifischen Liganden. Dennoch kofegtgestellt werden, dass beide Arten
von Partikeln eine deutliche Aufnahme in den getest Zellen erreichten als der freie
Wirkstoff. In weiteren Untersuchungen sollen zulséte Wirkstoffe verkapselt werden.
Ebenfalls sollen weitere Zellkulturen mit den Naadjkeln versetzt und auch in vivo Tests
durchgefuhrt werden. Hierbei ist von besonderemrésse, die Freisetzung zu optimieren und
die verbesserte Wirkstoffakkumulation am Wirkorhaézu betrachten. Die Visualisierung
der Partikel in den Zellen erfordern noch weitergti@ierungen zur Differenzierung der

verschiedenen Wirkstoffe und der Bestandteile ddied.
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6 Experimenteller Teill

6.1 Gerate und Methoden

6.1.1 Material

Die beschriebenen Synthesen sind exemplarisch fér verschiedenen Routen. Vor
Reaktionsbeginn werden die Kolben unter Stickstiaffs ausgeheizt. Die Reaktionen werden
unter Stickstoffatmosphare durchgefiihrt. Die Loseshund die Chemikalien werden ohne
weitere Aufreinigung verwendet wie vom Herstellehadten. NaH wird ungereinigt ohne
Abtrennung des Paraffindls eingesetzt. Sofern whasges DMSO eingesetzt wird, wird
solches von Acros Organics (99.7 %, extra trockeer Molsieb, AcroSe8) verwendet. Die

Starke wird im Vakuumtrockenschrank bei 60°C lbaciN getrocknet.

6.1.2 Gerate und Messmethoden

Zum Gefriertrocknen wurde die Lyophille Alpha 1-4 der Firma Christ vemndet.

Die CHN-Analysen wurden am Institut fir Anorganische Chemie der Wrsitat des
Saarlandes auf dem Gerdt CHN-900 Elemental Anaysaér Firma Leco Corporation
durchgeflnhrt.

Fur die Aufnahme deNMR-Spektren wurden Messungen mit einem Bruker NMR Magnet
System 400 MHz Ultra shield plus bei 27°C und 40BiAvdurchgefiihrt. Di¢H-Spektren
werden bei 400.0 MHz mit 64 Pulsen und ti@-Spektren bei 100.6 MHz mit 1024 Pulsen
aufgenommen. Zur Auswertung der Spektren wird digtvwire ACD Labs 7.0 bzw. 10.0 von

Advanced Chemistry Development Inc. verwendet.

Fur die IR-Spektroskopie wird ein Bruker Tensor 27 verwendet. Vermessendemer
pulverisierte Proben auf einer golden gate diamAm& Einheit. Die IR-Spektren werden
durch Scannen von 4000 nm bis 400 nm aufgenommgnjan Software OPUS bearbeitet

und mit der Literatur verglich&f®.
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Die UV/Vis-Spektren werden mit einem UV/Vis Spektrometer Lambda 2 Aankin Elmer
in Lésungen in einer Konzentration von 1 mg mih Wasser in Quarzkiivetten mit einem
Durchmesser von 1 cm aufgenommen und mittels OrigbG ausgewertet. Mittels der

UV/Vis-Spektroskopie wurden die Substitutionsgrdde PVA-Derivate ermittelt.

Die Gel Permeations Chromatographie (GPC)wird in DMACc*LiBr durchgefuhrt. Hierfur
wird eine SDV Saule (Polymer Standard Service.Gm@#8S), PartikelgroRe A,
Trennbereich 1000 - 1000000 Da, RI-Detektor 2410 der Firma Waters, 1515 Isocratic
HPLC Pumpe von Waters) bei einem Fluss von 1 mLNdmaute verwendet. Als Standard
wird Polystyrol mit Molmassen von 1620 Da bis 10BDa (PDI = 1.04 - 1.06) zur

Kalibrierung genutzt.

Die PartikelgroRe, bzw. der Partikeldurchmesserd wittels dynamischer Lichtstreuung
(DLS) in wassriger LOsung bestimmt. Hierfir wird ein MNafetasizer von Malvern
Instruments (Malvern, UK) benutzt. Die Messungemde&a bei 25°C mit einem He-Ne-Laser

bei 633 nm durchgefiihrt.

Das Zeta-Potential wird mittels dynamischer Elektrophorese mit eindano-Zetasizer von

Malvern Instruments (Malvern, UK) bestimmt.

Die Morphologie der Partikel wird mittelg\tomkraftmikroskopie (AFM) mit einem
Nanoscope IV Bio-scopeTM (Veeco instruments, S&adara, CA, USA) untersucht. Die
Messung erfolgt im taping mode auf einem Silizidiggr mit einer Federkonstante von
anndhernd 40 N th und einer Resonanzfrequenz von 170 kHz. Es wird eitier

Scanngeschwindigkeit von 0.2 Hz gemessen.

Fur die Aufnahme der 3PBluoreszenzspektrenund der vorangehenden Absorptionsspektren
zur Ermittlung der Absorptionsmaxima wird ein Abstionsspektrometer V650 und ein

Fluoreszenzspektrometer FP6500 der Firma Jascawmetw
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Mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM, bzw. SEM)werden Bilder der mit Partikeln
beimpften Zellen dargestellt. Dazu wurde ein Gexih Typ Bioscope verwendet, das mit
einem Bioscope BS3-Z2-Scankopf (Digital Instrumefris.), einem Zeiss Axiovert und

einem Nanoscope IV NS 4-Controller (Digital Instremis Inc.) ausgestattet war.

Mittels Konfokalmikroskopie (confocal laser scanning microscopy, CLSM) wurdke
Partikel in den Zellen sichtbar gemacht. HierfUrraden die Zellen mit verschiedenen
Farbstoffen angefarbt. Die Partikel erhalten Faabiig einerseits durch fluoreszenzaktive
Wirkstoffe (Idarubicin). durch gebundene (Chinirgeo verkapselte (DIL) fluoreszenzaktive
Substanzen. Es wird ein Gerat des Typs LSM 510 MBEID (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Gaottingen, Deutschland) mit einem Argon/Nedaser und 63X Wasser
Immersionsobjektiv verwendet. Die zugehérige Sofenvaur Bildbearbeitung ist Volocity
(Improvision, Tubingen, Deutschland). Fur die Adfmeen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
cellmask deep red wird ein He/Ne Laser mit einere§angswellenlénge von 633 nm und
einem Detektionsbereich von 650 — 710 nm verwendet.

Als Dispersionsmedium fir die zu testenden Nandgnvird Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, kurz DMEM, benutzt. Dies ist ein standaielies Nahrmedium fir Zellkulturen
welches mehr Nahrstoffen als das Eagle’s Minimusefisal Medium enthalt. Der pH wird
mit einem Krebs-Ringer Puffer auf 7.4 eingestdiieser wird aus 118 mM NaCl, 4.7 mM
KCl, 1.2 mM KH,PQy, 1.2 mM MgSQ, 4.2 mM NaHCQ, 2 mM CaC4, 10 mM Glukose,
200 mM Sulphinpyrazon und zehn mM He[ﬂﬁé’é zusammengestellt. Nach vier Stunden
Inkubation wird fixiert und angeféarbt. Dieser Vongawird nach weiteren sechs Stunden
wiederholt. Nach zusatzlichen sechs Stunden wirdebs-Ringer Puffer durch ein Medium
mit 1 % Antibiotika ersetzt und weitere 18 Stundgkubiert.
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6.1.3 Reinigung der Derivate

6.1.3.1 Aufreinigung der Starkederivate

Fur die weiteren Tests und Anwendungen der einneBtérkederivate waren nur diejenigen
von Interesse, die vollstandig in Ethylacetat Gisliwaren. Um diese vom Ubrigen

abzutrennen und aufzureinigen wurden zwei versemedWege beschritten. Zum einen
wurde das Reaktionsgemisch auf Wasser gegeben itndemig Phosphorsaure angesauert
um die Base zu neutralisieren und eine vollstanBiggonierung der Starke zu gewahrleisten.
Anschlieend wurde der vorliegende Feststoff alditt oder dekantiert, mit Wasser

gewaschen und mit Ethylacetat gerthrt. Die entsiddd.0sung wurde Uber ein Faltenfilter
filtriert und gegen Ethylacetat ultrafiltriert (Kbc membranes, flat sheet MPF-U20-S
8.5*11"). Das Produkt erhdlt man dann durch En#ar des LoOsemittels am

Rotationsverdampfer im Vakuum.

Abbildung 75: Beispielhafter Aufbau einer Ultrafiltrationsanéfiir die Verwendung organischer

Losemittel
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Eine andere Mdoglichkeit der Produktseparation lstirin, das Reaktionsgemisch mit
Wasser zu verdunnen, mit Phosphorsaure leicht aoneus und anschlielend direkt mit
Ethylacetat auszuschutteln. Hierbei kann die Phismamung durch Zugabe von konzentrierter
Kochsalzlosung erleichtert werden. Nach Abtrennem wassrigen Phase wird mit der

organischen Phase entsprechend der anderen Matéddberen.

6.1.3.2 Aufreinigung der PVA-Derivate

Die Polyvinylalkoholderivate werden mit Wasser \erdt, durch ein Faltenfilter filtriert,
gegen Wasser ultrafiltriert (Celgard membrane P20iF off 20 kDa) und gefriergetrocknet.
Die fertigen Chargen miussen wegen der Lichtemptihkeit der Folsaure und deren Derivate

unter Lichtausschluss und idealerweise kihl getagerden.
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6.1.4 Synthese der Starkederivate

6.1.4.1 Propylstarke mit NaH in DMSO

Abbildung 76: Struktur von Propylstarke

25.0 g Stéarke (145 mmol AGU) werden in 300 mL DMB& 70°C fur %2 h gequollen. Dann
werden 22.2 g NaH (~60 % Suspension in Paraffindg2 mmol NaH, 6 Aq) und 141 mL
Brompropan (99 %, 1.55 mol, 10 Aq) bei Raumtemperam kleinen Portionen hinzu
gegeben und das Reaktionsgemisch fur drei TagRd@intemperatur gertihrt. Dann wird der
Feststoff dekantiert und zweimal mit Wasser gewasaimd mit Phosphorséure neutralisiert.
Der Rickstand wird in Ethylacetat gelost und dueal Faltenfilter filtriert. Anschlie3end
wird die LOsung gegen Essigester ultrafiltrierefs auch 6.1.3.1). (Koch membranes cut off
20 kDa, flat sheet MPF-U20-S 8.5x11°"). Man erleitte Ausbeute von etwa 56 % (18.2 g,
ausgehend von 100 % AGU mit einem DS von 2.0).

Die *H-NMR Auswertung zeigt einen DS von 2.0 bei der Mes des NMR ohne Abbau,
gemessen in CDgl (*H: 400 MHz) 27°C, 64 Pulse): 0.87 (methyl H9, 3H#)57 (methylen
H8, 2H); 3.28-3.85 (Starkeruckgrat, methylen H7)84(H1); 5.0-5.1 (OH-Gruppen) 5.5-5.7
(a-anomere H1).

'H NMR (gemessen in DMSOsd(*H: 400 MHz), 27°C, 64 Pulse): 0.93 (methyl H9, 3H);
1.64 (methylen H8, 2H); 3.18-4.2 (Glukose, methyldd); 4.7 (-anomere H); 5.4 of
anomere H).

13C NMR (nach Abbau mit TFA, gemessen in DMS©OBiuker NMR Magnet System 400
MHz Ultra shield plus*C: 100.6 MHz), 27°C, 1024 Pulse): 89.7 (C1); 7&€8) 77.5 (C3);
74.5/73.1/72.5 (O-Ch; 72.2 (C5); 71.3 (C6); 66.7 (C4); 22.8/22.6/22(6CH,-);
10.3/10.1/10.0 (-CH).
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IR-Spektrum: 3431 (OH Dehnung); 2960/2932/2874 rtamgtrische C-H Dehnung,
Alkylkette, C6); 1636 (schwach, adsorbiertes Wgsget61/1361 (Winkeldeformation C-H),
1153 (C-O Ether-Dehnungsbande); 1090; 1020 (Alk@ethinungsbande).

GPC-Messungen zeigen ein Molgewicht von etwa 1908. Da ein derartiger Abbau nicht
Zu erwarten ist, ist davon auszugehen, dass der-Ns¥Sung der falsche Standard zur
Kalibrierung vorlag.

CHN-Analyse (gefunden): C (60.4 %); H (10.2 %); MWerechnung lUber den Gehalt an C
fuhrt zu einem DS von 1.95.

CHN-Analyse (berechnet): C (58.1 %); H (9.3 %);32.6 %)

-CHs

Glukose

-CH,-

H1
alpha beta
anomer anomere

0.35 0.13 3.85 1.98 3.
I } | — —
0

55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 77: *H-NMR Spektrum Propylstéarke, DS 2.0 nach AbbauTia und Entfernen des TFA,
gemessen in fD
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6.1.4.2 Butylstarke mit NaH in DMSO

Abbildung 78: Struktur von Butylstarke

5.00 g Stéarke (30.8 mmol AGU) werden in 170 mL DM8§€I6st und bei 70°C fur 1 h
gequollen. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wegi88 g NaH (185 mmol) und 83.2 mL
Brombutan (771 mmol) in kleineren Portionen hinAlige und das Reaktionsgemisch tber
drei Tage geruhrt. Dann wird der Feststoff dekantied zweimal mit Wasser gewaschen.
Der Ruckstand wird in Ethylacetat gelost und tUlweere Faltenfilter filtriert und anschlieRend
mit Ethylacetat ultrafiltriert (siehe Kapitel 2.2)2Die Ausbeute betragt 3.11 g eines Derivates
mit einem Substitutionsgrad von 1.6.

'H NMR (nach Abbau mit BD/D,SQy): 0.9 (methyl H10, 3H); 1.4 (methylen H9, 2H); 1.3
(methylen H8, 2H); 2.7 - 4.0 (Glukose, methylen H¥Y @-anomere H); 5.40fanomere H).
CHN-Analyse (gefunden): C (61.3 %); H (10.8 %); Merechnung lber den Gehalt an C
fuhrt zu einem DS von 1.4.

CHN-Analyse (berechnet): C (58.9 %); H (9.3 %);32,8 %)



6. Experimenteller Teil 100
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Abbildung 79: 'H-NMR Spektrum Butylstarke DS1.6, nach Abbau miob,S0;

6.1.4.3 Hexylstarke mit NaH in DMSO
12

Abbildung 80: Struktur von Hexylstarke

Es werden 2.50 g Starke (15.4 mmol, amylosereicHesdastarke) in 170 mL DMSO

(wasserfrei, Uber Molsieb) eine Stunde bei 70°Cugélgn. AnschlieBend werden bei
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Raumtemperatur portionsweise 8.88 g NaH (185 mb®k 60 % in Ol) zugegeben und fir
eine Stunde geruhrt. Dann werden 100.2 mL BromhdXai mmol) zugegeben und das
Gemisch bei Raumtemperatur fiir drei Tage geruhanrDwird das Gemisch filtriert Uber
einen Faltenfilter, der Feststoff in etwa 400 mL3a&xr suspendiert und die Suspension mit
Phosphorsaure neutralisiert. Der Feststoff wircchlns3end mit Wasser gewaschen und nach
Dekantieren in Ethylacetat aufgenommen. Die Loswing erneut Gber ein Faltenfilter filtriert
und gegen Ethylacetat ultrafiltriert. Es werdenOl@eines Produkts mit dem DS von 1.1
erhalten.

1H NMR (nach Abbau mit ED/D,SQy): 0.9 (methyl H12, 3H); 1.5 (methylen H11, 2H)3 1.
(methylen H8-10, 6H); 3.0-3.9 (Glukose, methylenHi% (3-anomere H); 5.20fanomere H)
CHN-Analyse: C (63.3 %); H (10.9 %); Die Berechnuirmpr den Gehalt an C fuhrt zu einem
DS von 1.0.

CHN-Analyse (berechnet): C (61.3 %); H (9.4 %);29.8 %)

-CH,- H*
-CH,
alpha Glukose
anome, L
0.46 0.45 4.14 1.87 5.89 3.00
| | | | | | I R —
1TnﬂTm1TanﬂTmmanﬂmemeﬂTwTﬂﬂTmmwTﬂﬂmeTﬂﬂTmﬂTﬂﬂTmm
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 81: "H-NMR Spektrum Hexylstarke DS 1.10, nach AbbauDaid/D,SO,
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6.1.4.4 Octylstarke mit NaH in DMSO

14
12

13

Abbildung 82: Struktur von Octylstarke

2.00 g Starke (12.4 mmol, teilhydrolisierte Kared$tarke) werden in 100 mL DMSO
(wasserfrei, Uber Molsieb) eine Stunde bei 70°Cugfgn. AnschlieBend werden bei
Raumtemperatur portionsweise 3.55g NaH (74.0 mb®k- 60 % in Ol) zugegeben und fur
eine Stunde geruhrt. Dann werden 54.1mL Bromoc&iil (mmol) zugegeben und das
Gemisch bei Raumtemperatur fir drei Tage geruhatnOr wenig Feststoff vorliegt wird das
Gemisch mit der gleichen Menge an Wasser versetdtmit Ethylacetat extrahiert. Nach
Entfernen des organischen Ldsemittels am Rotateydswnpfer wird der Feststoff erneut in
Ethylacetat gelost und mit Aceton geféllt. Es werd@e20 g des Produkts mit dem DS von
1.26 erhalten.

'H NMR (nach Abbau mit BD/D,SOy): 0.90 (methyl H14, 3H); 1.5 (methylen H13, 2H)3 1
(methylen H8-12, 10H); 2.9 — 3.9 (Glukose, methyldi); 4.6 (3-anomere H); 5.20f

anomere H).
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Abbildung 83: *H-NMR Spektrum Octylstérke DS 1.26, nach Abbauaib/D,SO,

6.1.4.5 Decylstarke mit NaH in DMSO
16 15

14
13

12

11

Abbildung 84: Struktur von Decylstérke
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1.00 g Starke (6.17 mmol, teilhydrolisierte Kare$tarke) wird in 100 mL DMSO
(wasserfrei, Uber Molsieb) eine Stunde bei 70°Cug#egn. Anschlieend werden bei
Raumtemperatur portionsweise 1.78 g NaH (37.0 mb®k 60 % in Ol) zugegeben und fir
eine Stunde gerthrt. Dann werden 25.5 mL Bromdedd8 mmol) vorsichtig unter
Eisbadkuhlung zugegeben und das Gemisch bei Rayratatar fir einen Tag gerihrt. Das
Reaktionsgemisch wird auf die gleiche Menge Wagsgeben, intensiv gerthrt und mit
Phosphorsaure neutralisiert. Der Feststoff wird Wdsser gewaschen und mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden Wasser und konzentrierter
Kochsalzlésung gewaschen und das organische Ldsésghliel3lich entfernt. Es werden nur
etwa 90 mg des Produkts mit dem DS von 0.94 eralte

'H NMR (nach Abbau mit BD/D,SQ): 0.9 (methyl H16, 3H); 1.7 (methylen H14/15, 4H);
1.3 (methylen H8-13, 12H); 2.7 — 4.0 (Glukose, mgketh H7); 4.6 -anomere H); 5.20f

anomere H)

2.20

©
H1 2
alpha beta
anomer /anomer
/L 1 .". Aracnacals ULA—_.J
0.47 0.60 34.71 13.75 3.00 2.63 0.62
| | | | I I
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 85: *H-NMR Spektrum Decylstéarke DS 0.94, nach Abbaubad/D,SO,
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6.1.4.6 Dodecylstarke mit NaH in DMSO

Abbildung 86: Struktur von Dodecylstérke

1.00 g Starke (6.17 mmol, teilhydrolisierte Karedétarke) werden in 100 mL DMSO bei
70°C gequollen. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatudere 1.78 g NaH (37.0 mmol, 6 Aq)
und 12.4 mL Bromdodecan (30.8 mmol, 5 Aq) abwecitsal kleineren Portionen zugegeben
und das Gemisch auf 40°C erhitzt. Es wird fir eiffag bei dieser Temperatur gerthrt und
anschlieBend aus Ethylacetat gefallt, abfiltrierd mit Ethylacetat gewaschen. Dann wird das
Produkt durch Extraktion aus einem Gemisch von Wfasst Hexan als in der organischen
Phase geldster Bestandteil gewonnen mit einem Buthstsgrad von 0.52. Die Ausbeute
betragt etwa 75 mg.

'H NMR (nach Abbau mit BD/D,SQ,): 0.74/0.85 (methyl H14, 3H); 1.14/1.24 (methylen
H8-13, 10H); 2.9 — 3.8 (Glukose, methylen H7); -4nomere H); 5.50fanomere H).
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Abbildung 87: *H-NMR Spektrum Dodecylstarke DS 0.52, nach AbbaD¥D/D,SO,
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6.1.4.7 Bifunktionalisierte Starke

Abbildung 88: mdgliche Struktur des bifunktionalisierten Detas

Als Ausgangssubstanz diente Wachsmaisstarke matreiMolgewicht von etwa 100 kDa.
Nach dem Abbau mit 0.02 #%Amylase und einer Reaktionszeit von einer Sturedgen sich
bei einer GPC-Messung zwei gréf3ere Fraktionen.eDiesrden durch Filtration mittels einer
GrolRanlage mit einer Ausschlussgrenze von etwa & #&s eingebauten Keramikmoduls
getrennt. Die Effizienz der Trennung zeigt sichatiulergleich der GPC Messungen der

getrennten Fraktionen:

40000 - Teilfraktion mit MW > 5kDa
1 Teilfraktion mit MW < 5kDa
35000 - enzymat. abgebaute Starke

30000

25000

R/U

20000
15000
10000

5000

0 LA | T T T T LR | T T
100 1000 10000 100000 1000000  1E7
MW [Da]

Abbildung 89: GroRRenverteilung der enzymatisch abgebauten &tamkder Ultrafiltration (griin) und

der beiden Fraktionen (rot und blau) nach der €illiration
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Stufe 1: Propylierung 5 Aq

Die Synthese ist analog zur Synthese der Proplisté@re zuvor beschrieben. Der Feststoff
wird in Ethylacetat gel6st und ungereinigt fur déchste Stufe weiter genutzt. Es wird ein DS
von 1.8 erreicht.

'H NMR (nach Abbau mit BD/D,SQ;)(400.0, MHz, 27°C, 64 Pulse): 0.89 (methyl H9, 3H)
1.55 (methylen H8, 2H); 2.84-4.06 (Glukose, methyld7); 4.4 B-anomere H); 5.10f
anomere H).

3¢ NMR (nach Abbau mit BD/D,SOs, (100.6 MHz), 27°C, 1024 Pulse): 89.7 (C1); 80.2
(C2); 77.5 (C3); 74.0/73.4/72.5 (O-GH 72.2 (C5); 71.3 (C6); 69.9 (C4); 22.9/22.3/22.0
(-CH,-); 10.3/10.1/10.0 (-Ch).

Stufe 2: Bernsteinsaureanhydrid 10 Aq

Die Losung aus Stufe 1 in Ethylacetat wird mit @ Triethylamin (67.9 mmol, 5 Aq)

versetzt und etwa eine Stunde bei Raumtemperatiihige Dann wird hierzu eine Ldsung
von 13.6 g Bernsteinsdureanhydrid (135 mmol) inmilO Ethylacetat zugegeben und einen
Tag bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgbémasd anschliel3end abfiltriert und

drei Tage ruhen gelassen. Dann wird die Loésungb@0fmL mit Ethylacetat verdinnt, Uber
Cellite schnellfiltriert, auf 600 mL aufgefullt un@nalog zu den monoderivatisierten
Starkeethern in mehreren Portionen ultrafiltriert Ethylacetat Gber eine Membran mit 20
kDa Ausschlussgrenze. Nach Vereinen der Fraktiongd am Rotationsverdampfer das
Losemittel entfernt. An dieser Stelle kam es zurivieeinigung der Probe mit Ferrocen durch
Dritte. Diese Verunreinigung lasst sich auch nacBhmmaligem behandeln mit einem
Magneten und nach mehrmaligem Filtrieren, sowoler (Haltenfilter als auch tber Kieselgel,
nicht entfernen. Davon ausgehend, dass es bei dgmalSbei etwa 2.7 ppm um die

Methylengruppen der Bernsteinsdure handelt, dieein&m DS von 1 eine Integration von 4

aufweisen sollten, kann ein DS von 0.1 fir diesesvat errechnet werden.
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Abbildung 90: "H-NMR Spektrum von Propylstérke mit Bernsteinsguritionalisiert, DS 0.1, nach
Abbau mit BO/D,SO,
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6.1.4.8 Veresterung mit Methyl-Laurat
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Abbildung 91: Struktur des Laurinsaure-Starkeesters

10 g Stéarke (61.7 mmol) werden in 500 mL absoluWSO bei 70°C fur ¥2 h gequollen.

Hierzu werden 0.45 g (14.2 mmol) Natrium-Methanalazugegeben und 66.1 g (308 mmol)
Methyl-Laurat schnell zugetropft. Das Gemisch ward 80°C erhitzt und schwaches Vakuum
Uber Nacht angelegt. Das Gemisch wird Uber Nachiihge und am nachsten Tag die
Temperatur auf 90°C erhoht. Nach Anpassen des \fakthis zum schwachen Destillieren
wird weiter Gber Nacht gerihrt. Am nachsten Tagdwdie Temperatur weiter auf 100°C
erhoht und das Vakuum erneut angepasst. Am nacfigtgnwird das Gemisch auf 3.5 L
Wasser getropft, der Niederschlag abgesaugt undaakikt in Ether geriihrt. Anschliel3end
wird in Aceton gerihrt und tGber Nacht am Hochvakugetrocknet. Es werden 9.35 g

Produkt mit einem DS von 0.3 erhalten. Hierbei tidie Methylengruppe wie bei den

Alkylstarkeether als Referenz.
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Abbildung 92: *H-NMR Spektrum Transesterstarke mit Laurinsaure 008 in DMSO ¢
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6.1.4.9 Veresterung via Transesterifikation mit Sonnenbloéhe

5.00 g Starke werden bei 70°C in 100 mL DMSO fiwaet2z h gequollen. Anschlie3end
werden 1.66 g NaOMe (30.8 mmol) zugegeben und damisgh auf 80°C erhitzt. Hierzu
werden 100 mL auf 80°C vortemperiertes Ol dazugegelnd das gesamte Gemisch auf
150°C erhitzt. Dabei wechselt die Farbe von rotr ltlsaun nach schwarz). Es wird noch zwei
Stunden gerihrt, dann Gber Nacht bei 100°C weitéhge Nach Einengen auf etwa 100 mL
wird Uberschissiges Ol im Scheidetrichter abgetrend das Produkt aus Wasser gefallt. Der
Ruckstand wird in Aceton aufgenommen, mit Acetorwagchen und im Hochvakuum
getrocknet. Der allgemeine DS lasst sich berechmen0.07. Das Produkt ist nicht in
Ethylacetat 6slich.
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rackgrat
-CH3
H1
n
©
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9.89 5.04 15.03 3.00
(I [T 1
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Chemical Shift (ppm)

Abbildung 93: *H-NMR Spektrum Transesterstarke mit Sonnenblumgitéinem allgemeinen DS von
0.07, gemessen in DMSQ-d
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6.2  Darstellung der Polyvinylalkoholderivate

6.2.1 Synthese des Pteroinsaurederivats

Die Derivatisierung der Folsaure zu Pyrofolsédurd &teroyl-Aziden wird beschrieben von

Luo et alt**4,

6.2.1.1 Synthese der Pyrofolsalif&’

Die Synthese der Pyrofolsdure (Pteroinsdure) ausaé@ wird von ToromaOrganics
durchgeflhrt.

25.0 g Folsaure (56.5 mmol) werden in 250 mL TH$psdiert und auf 2 °C gekdhlt. 64 mL
Trifluoressigsaureanhydrid (453 mmol) werden langsaigegeben, so dass die Temperatur
8°C nicht Uberschreitet. Das Reaktionsgemisch winter Eisbadkihlung sechs Stunden
geruihrt und Uber Nacht gekuhlt aufbewahrt. Nactsiebtigem Entfernen des Lésemittels,
wobei die Temperatur unter 40°C bleiben muss, wigd Produkt aus 1.5 L Diethylether
ausgefallt und bis zur Vollstandigen Fallung noetez Stunden gerihrt. Der Niederschlag
wird mit Diethylether gewaschen und im Vakuum b&P@ getrocknet. Man erhalt eine
Ausbeute von 93 % (bezogen auf die eingesetzte &Enfsaure).

84(500 MHz; DMSO-@) = 8.67 (s, 1H, 6-H), 7.65 (m, 2H, 16-H), 7.58 2, 15-H), 5.12
(m, 2H, 12-H), 4.69 (m, 1H, 23-H), 2.52-1.99 (m,,&1/22-H).

6.2.1.2 Synthese des Pteroylamidhexylanfiff$

1,6-Diaminohexan (44.8 g, 385 mmol, 20 Ag) werden260 mL DMSO (trocken, Uber
Molsieb) gertihrt und 10.0 g Pyrofolsdure (Pteraimsa 19.3 mmol, 1 Aq) in kleinen
Portionen zugegeben. Die dabei resultierende ktaenge-rote Losung wird 24 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Reaktionsgemisch wir@tava 30 mL Volumen reduziert und
das orange Produkt aus 400 mL Aceton gefallt. Dexd&Fschlag wird mit Diethylether
gewaschen und im Vakuum bei 40°C getrocknet. DigkRen liefert eine Ausbeute von etwa
89 %. Das Produkt wird unter Lichtausschluss bei € im Kihlschrank gelagert.

ox(500 MHz; DMSO-@/TFA) 1.23, 1.40 (m, 8H, -CHCH,-CH,CH,-CH,-NHy), 2.62 (m,
2H, NH-CH-CH,-), 3.14 (m, 2H, NH-ChCH,-), 4.45 (d, 2H, NH-CHHAr), 6.58 (d, 2H,
aryl), 7.55 (d, 2H, aryl), 8.53 (s, 1H, purineb8(s, 1H, Ar-H),
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5c(100.6 MHz; DMSO/TFA) 25.7, 26.3, 27.2, 29.5 (-E6H,-CH,-CHy-CH,-NH,), 39.2,
40.4 (NH-CH-CHy-), 46.2 (NH-CH-aryl), 111.8, 128.0, 129.0 (aryl), 152.7 Ar-NHR218,
148.0, 150.6, 152.7, 152.8, 153.0 (Purin);

MS(ESI, DMSO/HO) m/z: 411.5 (M+H).

6.2.2 Synthese der Polyvinylalkoholderivate

Die Synthese wird unter Schutzgas,XNind Lichtausschluss mit trocknen Ldsemitteln
durchgefiihrt. Hierbei liegt die Synthesevorschiift Ossipov und Hilboff zu Grunde.

Im Unterschied zur Literatur wird auf Stickstoff shéelle von Argon als Schutzgas
zurtckgegriffen und das Lésemittel nicht azeotrapToluol getrocknet. AuRerdem wird die
Wartezeit zwischen der Zugabe von CDI und der Zagaim Pteroinséure von drei auf zwei
Stunden verkdrzt.

2.00 g PVA (45 mmol, M~31 kDa) werden in 40 mL DM®@cken, Uber Molsieb) geldst.
Nach etwa 30 Minuten werden 3.65 g CDI (22.5 mmidb, Aq) zu dieser Losung gegeben
und 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach der Zugabewveiteren 20 mL DMSO wird 0.81
g Pteroylamidhexylamin (1.97 mmol, 0.042 Aqg) auhmeal hinzu gegeben und bei
Raumtemperatur Gber Nacht (ca. 20 h) geruhrt. ierdchissigen CDI-Funktionalitaten
werden anschlielBend mit 5 mL NHonc. zerstort und das Gemisch fur 1 h gerthre Di
Reaktionslésung wird zu etwa 60 mL Wasser gegebarch ein Faltenfilter filtriert und
gegen Wasser ultrafiltriert (Celgard membrane P20Epff 20 kDa) und im Anschluss daran
gefriergetrocknet. Eine Ausbeute von etwa 90 % veincticht. Der Substitutionsgrad lasst
sich zu 0.01 bestimmen. Eine Charakterisierung (l¢iSpektroskopie analog zur
Charakterisierung der Starkederivate ist wegensdielechten Abbildbarkeit der Folsaure im
'H-NMR Spektrum nicht méglich. Es wurden tber 100 Bwgpstanz geldst in mit TFA
angesauertem DMSQshenttigt um alle Signale des reinen Pteroinsaumeyldmins zu
erkennen. Bei einem DS von 0.01 wirde entsprechegitt Substanz bendtigt werden, was

die Messung allerdings unmaoglich macht.
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Der Zusammenhang zwischen dem Substitutionsgrad derd eingesetzten Menge an

Folséaurederivat lasst sich mit einem Polynom derten Potenz beschreiben.

Formel 12 Formel der Fit-Kurve fiir die Darstellung der P\PAeroinsdure Derivate

Y=A+BX+CX?*+DX3*+EX*
A =-3.33566*10"

B = 0.50682
C=-21.36581
D = 447.87484

E=-1811.16957
Der Fehler dieser mit Origin berechneten Kurvetlimg einer Standardabweichung von nur
1.99277*10% und einem Rvon 0.99992 in einem reprasentativen Bereich. Amddieser

Kurve lassen sich fortfiihrende Substitutionsgragteits erfolgreich abschatzen.

6.2.3 Chinin-modifiziertes PVA

Die Modifikation des PVA mit Chinin besteht aus zweSchritten, der
Aminofunktionalisierung des Chinin und der ansdbdieden Kopplung an CDI-aktiviertes
PVA. Da es sich hierbei um einen Testlauf handelarde die Vorstufe, das

aminofunktionalisierte Chinin, nicht aufgereinigbndern direkt weiter eingesetzt.

6.2.3.1 Chinin-O-6-aminohexylcarbamat Chinin:

1.50 g (4.6 mmol) Chinin werden unter-Ntmosphéare in 50 mL DMSO (trocken uber
Molsieb) gelost. Hierzu werden 1.49 g (9.20 mmoDI@egeben und zwei Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Anschlieend werden 1.07(9®20 mmol) Hexyldiamin
dazugegeben und drei Tage bei 60°C geruhrt. Dakti@esgemisch wird aus Wasser

ausgefallt, abgesaugt und mit Wasser gewaschen.

6.2.3.2 Kopplung des aminofunktionalisierten Chinin an PVA
In einer ausgeheizten Apparatur werden 1.00 g P¥2.5 mmol) in 20 mL DMSO
(wasserfrei Uber Molsieb) gerihrt, bis es faststaldig gel6st ist. Dann werden 1.84 g (11.3

mmol) CDI zugegeben und fur etwa 2 h bei Raumteatper gerihrt. Zu diesem
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Reaktionsgemisch werden dann weitere 4 mL DMSO daslaminofunktionalisierte Chinin

(C6-Spacer, 0.56 g) zugegeben. Nach 20 StundeneRiei Raumtemperatur wird das
Uberschissige CDI mit 2.5 mL konzentrierter Ammaliisung zerstért und etwa eine Stunde
geruhrt. Das Gemisch wird dann auf 12 mL Wasserelgeg und Uber ein Faltenfilter

abfiltriert. Die Losung wird zundchst an der Getfriecknungsanlage eingeengt, da die
ubliche Methode am Rotationsverdampfer eine zu heiteebehandlung darstellen wirde
und die Folsdure hitzeempfindlich ist. Nach Einenga der Gefriertrocknungsanlage wird
gegen Wasser ultrafiltriert. Hierbei wird eine GeldrMembran mit einer Ausschlussgrenze
von 20 kDa (Celgard, P20F) benutzt. Der Substinsipad wird mittels UV-Essay aus einer

Lésung von 1 mg mit bestimmt zu 0.03.
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7 Abschlussbetrachtung

Es missen nur Materialien eingesetzt werden, ddrdsedenklichkeit fir den menschlichen
Organismus garantiert ist. Durch die hohe Beladiianknd die freie Verfiigbarkeit wegen
fehlender kovalenter Bindungen besteht ein gutehalmis zwischen Wirkstoffmenge und
Tragermaterial. Erste Tests bezlglich der Wirkét@fetzung zeigen fur bestimmte
Wirkstoffe (hydrophobe Modellwirkstoffe wie Testestn) kaum einen ,burst effe€®,
eine schlagartige Freisetzung des Wirkstoffes.di@giangestrebte Anwendung, dem Transport
von Zytostatika, sollte die Grof3e der Partikel higel grof3er sein als etwa 100 nm, um eine
Abbaubarkeit durch Makrophagen zu erméglié¢ffef? %! Der Einfluss der Derivatisierung
auf einen enzymatischen Abbau wurde bereits beirigien Substitutionen mit einem DS bis
0.11 von Viswanathan untersucht und als nicht uebehd beschriebEh'.

Die hier dargestellten Partikel weisen eine GroBe &twa 160 — 180 nm auf und konnten
bereits erfolgreich in Zellen eingefuhrt werden.inBpiell muss man beachten, dass
Nanopartikel und andere Nanostrukturen, wie Carbodtubes, schon aufgrund ihrer

Struktur toxisch auf Zellen wirken kénnen.
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