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Kurzfassung

Im Rahmen dieser Dissertation erfolgte der systematische Aufbau funktionalisierter, polymerer
Nanopartikel. Das verwendete Polymersystem beschrankte sich dabei auf den Einsatz von
Poly(2-oxazolin)en, da sie sich als nicht toxisch und biokompatibel erwiesen haben und so
beispielsweise fiir den Einsatz als Polymertherapeutika eignen. Zudem bieten sie hinsichtlich
ihres systematischen Aufbaus hin zu definierten Gréfien und Strukturen einen besonderen

Vorteil gegeniliber den meist eingesetzten Systemen.

Uber unterschiedlich polare Monomere wurden in einem ,Bottom-up“-Ansatz, amphiphile
Blockcopolymere aufgebaut, die in einem selektiven Losemittel zu Kern-Schale-Partikeln
aggregierten. Diese Partikel wurden zunichst hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens in

Abhangigkeit von ihrer Struktur genauer untersucht.

Im Weiteren konnten, liber eine gezielte Funktionalisierung der eingesetzten Monomere sowie
iiber eine polymeranaloge Umsetzung, zusatzlich funktionelle Gruppen in das Polymergeriist
eingebaut werden. Die Modifizierung des Polymersystems ermdéglichte nach Aggregation zu
Polymermizellen, iber eine photochemische Vernetzung des Mizellkerns, die Stabilisierung der
Partikel. Uber eine weitere funktionelle Gruppe auf der Partikeloberfliche, wurde im Anschluss
die Moglichkeit der nachtraglichen Modifizierung untersucht. Neben UV-aktiven Verbindungen,
wurden vor allem biomedizinisch relevante Molekiile wie Fluoreszenzfarbstoffe, Peptide und
Rezeptormolekiile wie das Folat eingesetzt, da sie gerade in Hinblick auf den Einsatz als

polymeres Wirkstofftransportsystem von Interesse sind.

Zusatzlich erfolgte iiber die Anbindung von Goldnanopartikeln der Aufbau von multi-
funktionalen Nanopartikeln, die therapeutische sowie diagnostische Anwendung in einem
Partikel kombinieren konnten und gerade in Hinblick auf die Krebsforschung in den letzten

Jahren von Interesse sind.

Im Anschluss erfolgten erste Untersuchungen zur Wirkstoffeinlagerung sowie Freisetzung mit

dem Testwirkstoff Indomethacin.

Um neben der Grofde und Struktur, Einfluss auf die Funktionalisierungsdichte nehmen zu
konnen, wurde in einem neuen Ansatz die Kopplung von polymeren Nanopartikeln untersucht.
Hierfiir wurden zwei unterschiedliche Strategien verfolgt. Neben der Kopplung iiber
komplementdre Funktionalitiaten auf der Partikeloberflache, die anschlief3end spezifisch binden

konnen, wurde der Einsatz eines bifunktionalen Linkers untersucht.



Abstract

In the scope of this thesis functional polymeric nanoparticles were synthesized. The polymer
system was limited to the use of poly (2-oxazoline)s as they have proven to be non-toxic and
biocompatible and are suitable for the use as polymer therapeutics. In addition, they offer a
special advantage over the most frequently used systems in terms of their systematic

composition to defined sizes and structures.

Different polar monomers were used in a “bottom-up” approach to build up amphiphilic
blockcopolymers, which aggregate to core-shell-particles in a selective solvent. These particles
were first examined in more detail with respect to their aggregation behavior as a function of

their structure.

Additional functional groups were placed into the polymeric scaffold by use of targeted
functionalization of the monomer system as well as a polymer analogous reaction. Upon micelle
formation in aqueous media, UV-initiated radical polymerization was used to form core-
crosslinked, stabilized nanoparticles. The dimensions and stability of the core-crosslinked
nanoparticles are characterized by dynamic light scattering and fluorescence spectroscopy. A
further functional group on the particle surface was used to couple UV active compounds and
especially biomedically relevant molecules, such as fluorescent dyes, peptides, and receptor

molecules.

Additionally the binding of gold nanoparticles was tested to build multifunctional nanoparticles

of therapeutic and diagnostic interests.

Following initial studies were carried out for drug incorporation and release with the test drug

Indomethacin.

In a new approach, the coupling of polymeric nanoparticles was tested to influence the size,
structure and functionalization of the particles. For this purpose, two different strategies were
used. The coupling of complementary functionalities on the particle surface and the use of a

bifunctional linker was examined.
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1. Einleitung

In den letzten Jahren ist vor allem die Suche nach neuen Materialien mit verbesserten
Eigenschaften immer weiter in den Fokus von Forschungsarbeiten geriickt. Besonders die
Nanotechnologie, die erstmals 1959 in einer von Richard Feynman beschriebenen Vision
vorgestellt wurde, stellt hier ein vielversprechendes Gebiet und die Schliisseltechnologie des
21. Jahrhunderts dar.[Feynman, 1959] Sje beschaftigt sich mit der Synthese und Verarbeitung von
Materialien im Gréfenbereich von 1-100 nm.[Buzea, 20071 Wegen der strukturellen Ahnlichkeit mit
atomaren Systemen dienen Nanopartikel als wichtiges Modellsystem fiir atomare Studien. Zu
diesem Zweck wurden zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um die Grofle, Form und
Oberflachenbeschaffenheit dieser Partikel mafdzuschneidern. Dabei fiel auf, dass die
Nanostrukturierung der Materialien, deren physikalischen und chemischen Eigenschaften

verandert und somit fiir eine Vielzahl von Anwendungen interessant macht.[Wegner, 2004]

Neben den anorganischen Nanopartikeln, wie ,Quantum-Dots“[Zhang 2012] gder Gold-[Dreaden, 2012]
und magnetische Eisenoxid-Nanopartikel,[lee. 2012] sind auch organische Systeme bekannt, die
nach der Definition zu Nanopartikeln gezdhlt werden kénnen. Die bekanntesten Vertreter sind
Liposomel[Malam, 20091 ynd polymere Mizellen.[Faraji 20091 Die Anwendung der Partikel erstreckt sich
dabei uiber ein breites Feld, u. a. werden sie in der Elektronik!Homberger, 2010l ynd Photonik,[West 2003]
als Sensormaterialien[Shipway, 2000l ynd in der KatalyselAstruc, 2005] eingesetzt. Auch in der Medizin, im
Bereich der Diagnostik und des Wirkstofftransports, liefern sie vielversprechende
Ergebnisse.[Sanvicens, 2008; Pathak, 2007] Vor allem die Liposome und Polymermizellen kommen hier
zum Einsatz, da sie bedingt durch ihre Grofle und funktionelle Vielfalt neue Moglichkeiten
eroffnen, die mit molekularen Arzneistoffen nicht zu erreichen sind. Ihr struktureller Aufbau
ermoglicht den Einschluss hydrophober Verbindungen in ihrem Inneren, wodurch hydrophile
Oberflachen simuliert und somit auch hydrophobe Wirkstoffe zum Einsatz kommen koénnen.
Dies stellt einen entscheidenden Vorteil dar, da schiatzungsweise 40% der heutzutage neu
entwickelten Wirkstoffe schlecht wasserloslich sind und nach Verabreichung nicht ins Blut
gelangen wirden.[wwwmjrpharmajetde, 20141 Der in der Krebstherapie derzeit noch bedeutendste

Wirkstoff Doxorubicin (DOX) zdhlt zu den wasserldslichen Wirkstoffen, besitzt jedoch eine
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Vielzahl an Nebenwirkungen, wie z. B. dem Aussetzen der Blutbildung im Knochenmark
(Myelosuppression)lGupta, 2013] sowie der Verringerung der Leukozytenzahl (Leukopenie).[Sahm, 2003]
Einzeln verabreicht wird das Medikament aufgrund der geringen Gréfie meist schnell wieder
aus dem Korper ausgeschieden oder verteilt sich unkontrolliert, wodurch das kranke Gewebe
nur in geringen Mengen erreicht wird und es im gesunden Gewebe zu unerwiinschten
Nebenreaktionen kommen kann. Diese auftretenden Nebenwirkungen des Wirkstoffes konnen
durch den Einschluss in Nanopartikel deutlich herabgesetzt werden. Das auf dem Markt
bekannteste Beispiel dafiir ist das Praparat Caelyx®, das bereits zur Behandlung von Brustkrebs
eingesetzt wird.lwww.emaeuropaeu, 2014] Es konnte gezeigt werden, dass die Zirkulationszeit im Blut
100 mal langer ist, als beim reinen Doxorubicin. Auch die Toxizitit des Medikaments konnte
deutlich herabgesetzt und um das siebenfache reduziert werden.[Cheng 2012] Der entscheidende
Grund hierfiir liegt in der Grof3e der Partikel, die gesundes Gewebe nicht passieren konnen,
sondern Uberwiegend durch einen passiven Anreicherungsmechanismus ins Tumorgewebe
gelangen. Dieses bereits 1986 von Matsumura und Maeda als EPR-Effekt (EPR = Enhanced
Permeation and Retention) beschriebene Phdnomen nutzt die physiologischen Unterschiede von
Tumorgewebe zu gesundem Gewebe aus.[Maeda, 2000 & 2001] Durch das sehr rasche Wachstum von
Tumorgewebe kommt es bei den Blutgefafien, die dieses Gewebe durchdringen und fiir die
Nahrstoffversorgung verantwortlich sind, zu einem fehlerhaften Aufbau (Angiogenese),
wodurch ein liickenhaftes Endothel entsteht.[Almog 2010] Thre Endothelzellen weisen 50-100 nm
groRe Offnungen in der Endothellage auf, durch die auch gréfere wirkstoffbeladene
Transportmolekiile diffundieren kénnen.[Neha 20131 Abbildung 1 veranschaulicht schematisch die

physiologischen Unterschiede von gesundem Gewebe und Tumorgewebe.

gesundes Gewebe

»freier Wirkstoff* U ® @ +———  mitWirkstoff beladene
o ° ° Nanopartikel
... [d Q o @ <4——— Tumorgewebe
O o e

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Unterschiede von gesundem Gewebe und
Tumorgewebe.
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Trotz der Moglichkeit Arzneimittel in Transportmolekiile zu verpacken, zeigen sich auch
weiterhin noch Probleme, Krankheiten wie Krebs gezielt zu behandeln. Damit die
wirkstoffbeladenen Nanopartikel ihr Ziel auf der Zellebene erreichen, miissen sie Barrieren, wie
Haut und Schleimhaute durchdringen, die meist aus vielen verschiedenen Schichten mit
unterschiedlichen Strukturen und Dicken aufgebaut sind. Anschlieffend gelangen sie in die
Blutbahn und von dort liber das Endothel direkt ins Zielgewebe (Tumor) oder tiber die Blut-
Hirn-Schranke(Pardridge, 2005] ins Zentrale Nervensystem.[Elsabahy, 2012] [n einem von Lahann et al.
veroffentlichten Ubersichtsartikel wurde beschrieben, wie die Uberwindung der Barrieren
durch die Grofle, Form sowie Oberflichenbeschaffenheit der Partikel beeinflusst werden
kann.[Mitragotri, 2009] Daneben liegt die wohl grofdite Herausforderung der Transportmolekiile darin,

erkranktes Gewebe von korpereigenen Strukturen zu unterscheiden und selektiv zu erreichen.

Neue Forschungsansitze verfolgen daher den Aufbau sogenannter ,multifunktionaler
Nanopartikel, die mehrere Materialeigenschaften und Funktionen in einem Partikel
kombinieren.[Torchilin, 2006; Jabr-Milane, 2008; de Dios, 2010] Ejn Beispiel hierfiir ist die Modifizierung der
Partikeloberfliche mit Targeting-Molekiilen, wie z. B. Antikoérpern, Rezeptormolekiilen oder
Peptid-Sequenzen, die gezielt von Zellen aufgenommen werden konnen und eine zielgerichtetet
Anwendung erlauben. Ein Transportmolekiil, das bereits in der klinischen Studie Phase 1
getestet wird, ist ein PEGyliertes Liposom, das neben dem Antitumorwirkstoff Doxorubicin,
zusatzlich auf der Partikeloberfldche ein Antitumorgen tragt.[Cheng 20121 Auch wenn Verbindungen
bereits in klinischen Studien getestet werden, gibt es hierfiir aktuell noch kein
Anwendungsbeispiel in der Medizin. Betrachtet man die aktuelle Entwicklung in diesem Bereich,
dann gewinnt neben dem aktiven und passiven Targeting, die Diagnostik, d. h. das Auffinden und
Quantifizieren von Biomarkern auf Tumorzellen, immer mehr an Bedeutung. Die Kombination
aus Therapie und Diagnostik, die auch als ,Theranostik” bezeichnet wird, wird in der Zukunft

eine entscheidende Rolle in der Krebstherapie spielen.[Kelkar, 2011]

Diese oben genannten Beispiele verdeutlichen recht eindrucksvoll, wie wichtig ein
mafdgeschneideter Aufbau der Partikel ist. Um die Anforderungen der jeweiligen Anwendung zu
erfiillen, miissen Eigenschaften, wie Form, Grofde und Struktur der Partikel, angepasst und
optimiert werden. Zudem ist eine genau definierte und enge Partikelverteilung meist
erforderlich. Die Herstellungsmethode nimmt dabei einen entscheidenden Einfluss auf die
Eigenschaften der Partikel. Daher sollen nun die Moglichkeiten zur Synthese polymerer

Nanopartikel genauer beschrieben werden.
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1.1 Strategien zur Synthese polymerer Nanopartikel

Zahlreiche Methoden zur Darstellung polymerer Nanopartikel wurden in der Vergangenheit
beschrieben. Dabei findet man in der Literatur grofse Unterschiede in der Definition polymerer
Nanopartikel. Wahrend einige Autoren Partikel mit Grofden im Bereich von 1-1000 nm bereits
als Nanopartikel definieren, bezeichnen andere erst stabilisierte Partikel, die im Partikelinneren

kovalent vernetzt sind, als Nanopartikel.[Christian, 2008; 0'Reilly, 2005]

Die wichtigsten Methoden der Nanopartikelsynthese lassen sich dabei wie folgt unterteilen:

1. Synthese nanostrukturierter Materialien durch Zerkleinerungsprozesse

von Mikropartikeln als klassischer , Top-down-Ansatz “IRaab, 2008]

2. Dispersion vorgeformter Polymere, die nach i) Loésemittelverdampfen,
ii)  Aussalzen, iii) der Methode der Nanoprazipitation bzw.

Koazervationsverfahren oder iv) der Dialyse polymere Nanopartikel

ergeben[Desgouilles, 2003; Ibrahim, 1992; Mao, 2001; Riess, 2003]

3. Polymerisationsmethoden wie i) die Emulsion, ii) die Miniemulsion und
Mikroemulsion, iii) die Grenzflichenpolymerisation und iv) kontrollierte/

lebende Polymerisatiostechniken, die in der Lage sind polymere Nanopartikel zu

erzeugen[](ietzke, 2003; Qui, 2001; Gaudin, 2008; Matyjaszewski, 2001]

4. Bildung polymerer Nanopartikel durch Selbstaggregation amphiphiler
Blockcopolymere in Mizellen und anschlieféender Kern-bzw. Schale-Vernetzung

der Partikel[Shimomuraa, 2001]

Grundsatzlich werden in diesen Methoden zwei Strategien verfolgt. Neben der Herstellung nach
dem , Top-down“-Prinzip, in der Mikropartikel durch Zerkleinerungsprozesse zu Nanopartikeln
verarbeitet werden, verfolgt das ,Bottom-up“Prinzip den systematischen Aufbau komplexer
Strukturen ausgehend von den Einzelbausteinen. Wahrend die ersten genannten Methoden in
einem Ubersichtsartikel ausfiihrlich beschrieben wurden,[Prasad Rao, 2011] go]] im weiteren Verlauf

auf das vierte Verfahren genauer eingegangen werden.

Die Herstellung polymerer Nanopartikel ausgehend von amphiphilen Blockcopolymeren ist die

vielfdltigste Methode der Nanopartikelsynthese und ein klassischer ,Bottom-Up“-Ansatz. Man
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nutzt dabei die Eigenschaft amphiphiler Blockcopolymere aus, in einem selektiven Losemittel,
oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration (engl. critical micelle concentration, cmc),
mizellare Aggregate ausbilden zu kdnnen. Der Vorteil dieser Variante liegt darin, dass liber die
Synthese der eingesetzten Blockcopolymere, die Grofle, Morphologie und Funktionalitdt der

herzustellenden Nanopartikel gezielt beeinflusst werden kann.

Die Bildung der Mizellen kann dabei iiber zwei unterschiedliche Methoden erfolgen. In der
ersten Methode wird das Blockcopolymer in ein Losemittel gegeben, das beide Blocke gleich gut
l6st. Anschliefiend wird die Temperatur des Systems verandert oder die Polymerlésung gegen
ein selektives Losemittel dialysiert. Als selektiv wird dabei ein Losemittel bezeichnet, das nur
einen der beiden vorliegenden Polymerblocke 16st. Der zweite Polymerblock liegt weitestgehend
ungeldst vor.[Tyrrella, 2010; Lebouille, 2013] Dje Methode der Dialyse geht dabei auf Tuzar und Kratochvil
zurlick und ist die am haufigsten verwendete Methode, da sie die Bildung grofler Aggregate

unterdriickt und zu einer monodispersen Verteilung der Partikel fiihrt.[Tuzar, 1976]

In der zweiten Methode wird das amphiphile Blockcopolymer als Feststoff, direkt in einem
selektiven Losemittel gelost. Durch die kovalente Verkniifung der beiden Blocke, die sich
unterschiedlich gut in dem Losemittel losen, koénnen die Blocke makroskopisch nicht
voneinander getrennt werden. Dies fiihrt zur sogenannten ,Mikrophasenseparation®, in der
entmischte Mikrodoméanen ausgebildet werden. Die Morphologie dieser Doménen wird dabei
von Parametern, wie der Temperatur, dem Gesamtpolymerisationsgrad, dem Flory-Huggings-
Parameter[Meier, 19691 sowie dem Blockldngenverhaltnis, bestimmt. Ein Gleichgewichtszustand
kann in dieser Methode durch die Verdnderung dufderer Einfliisse, wie z. B. der Temperatur,
durch Aufheizen und Abkiihlen der mizellaren Losung oder dem Stehenlassen der Probe,
erreicht werden.[Riess, 2003] Aufgrund der Bildung polydisperser Partikelverteilungen wird diese
Methode nur selten verwendet. Dennoch konnten Jada et al. zeigen, dass der Einsatz von
Blockcopolymeren mit niedrigen Molmassen zu einer gleichméafiigen Partikelverteilung

fuhrt.[Li 2011]

Zum besseren Verstdndnis soll nun das Phinomen der Selbstaggregation amphiphiler

Blockcopolymere genauer beschrieben werden.

1.1.2 Mizellen auf der Basis von amphiphilen Blockcopolymeren

Bereits 1913 verwendete Mc Bain den Begriff ,Mizelle und beschrieb damit kolloidale

Aggregate, die sich spontan aus amphiphilen Molekiilen in Lésung bilden und thermodynamisch
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stabil sind.[McBain, 19491 Djeses Phdnomen wird in der Literatur auch als Selbstorganisation
bezeichnet.[Israelachvili, 1976a & 1976b] Die amphiphilen Molekiile bestehen dabei aus hydrophilen und
hydrophoben Anteilen. Neben den niedermolekularen Verbindungen, die in der Literatur als
Tenside bezeichnet werden, sind auch hochmolekulare amphiphile Verbindungen bekannt. Die
dabei wichtigsten Vertreter sind die linearen AB-Blockcopolymere, die aus mindestens zwei
unterschiedlich polaren Blocken bestehen. Es kdnnen jedoch auch komplexere Strukturen, wie

Tri-, Multi- oder Sternblockcopolymere, verwendet werden.[Hadjichristidis, 2003; Narrainen, 2002; Yun, 2003]

Ahnlich zu den niedermolekularen Amphiphilen neigen diese Molekiile dazu, in einem fiir einen
Block selektiven Losemittel, oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration,Holmberg, 2002]
Aggregate in Form von Mizellen auszubilden. Die kritische Mizellbildungskonzentration
bezeichnet dabei die Konzentration, ab der die Mizellbildung einsetzt und ist eine
charakteristische Grofle amphiphiler Substanzen. Unterhalb der cmc befinden sich die
amphiphilen Molekiile an der Wasser-Luft-Grenzflache und sind molekular dispers in dem
selektiven Losemittel gelost. Die Triebkraft der Selbstorganisation ist der ,hydrophobe
Effekt".[Southall, 2002] Er resultiert aus dem Entropiegewinn AS, der bei der Freisetzung von
Wassermolekiilen aus den lipophilen Teilen entsteht. Bedingt durch die Mizellbildung kénnen
die abstoféenden Wechselwirkungen zwischen den unterschiedlich polaren Blocken und dem
Losemittel minimiert werden. Dabei bildet der ungeloste Molekiilanteil den Mizellkern,
wohingegen der l6sliche Molekiilanteil die Mizellschale ausbildet. Die Starke der Abstofdung des
hydrophilen und hydrophoben Molekiilsegments kann allgemein durch den Flory-Huggings-
Parameter beschrieben werden.[Leibler, 1983] Da die Mizellbildung mit der charakteristischen
Veranderung einiger physikalischer Eigenschaften, wie der Viskositdt, Lichtstreuung,
Oberflachenspannung und Leitfahigkeit, korreliert, kann die cmc {iber verschiedene Methoden

ermittelt werden.

Solubilisierung

Osmotischer Druck

Oberflachenspannung

Selbstdiffusion

Amphiphilkonzentration ——

Abbildung 2: Auswahl physikalischer Eigenschaften, die sich bei Uberschreitung
der cmc dndern und zum analytischen Nachweis eignen.[Holmberg, 2002]
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Abbildung 2 zeigt eine Auswahl einiger physikalischer Eigenschaften, die sich beim
Uberschreiten der kritischen Mizellbildungskonzentration dndern und sich daher zu ihrer
Bestimmung eignen. Im Gegensatz zu den niedermolekularen Tensiden kénnen
Blockcopolymere, abhdngig von der chemischen Natur ihrer einzelnen Blocke, auch in
organischen Losemitteln aggregieren.[Alexandridis, 1999] Dje cmc amphiphiler Substanzen liegt in der
Regel in der Grofdenordnung von 102 bis 106 mol/L, wobei die cmc amphiphiler
Blockcopolymere typischerweise bei den niedrigen Konzentrationen anzusiedeln ist.
Entsprechende Untersuchungen zeigten, dass sich hierdurch Methoden, wie z. B. die Messung

der Oberflichenspannung nur bedingt zur Bestimmung der cmc von diesem System nutzen

]assen_[Holmberg, 2002; Schonfelder, 2004]

Flir niedermolekulare Tenside lasst sich nach Israelachvili die Form der gebildeten Aggregate

mit Hilfe des Packungsparameters p voraussagen.

hydrophiler Teil
Vhp (GL.1)

hydrophober Teil

Abbildung 3: Packungsparameter nach Israelachvili.[Israelachvili, 1976a]

Der Packungsparameter p ist eine dimensionslose Grofde und definiert als das Verhéltnis von
Volumen V,, des hydrophoben Teils des Tensids zu dem Produkt aus Kopfgruppenplatzbedarf a

und der Lange I, des hydrophoben Teils des Tensids.[Israelachvili, 1976z; Israelachvili, 1991]

Die aus dem Packungsparameter resultierenden Geometrien der Aggregate sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Neben den spharischen Mizellen, kénnen auch wurmartige Mizellen oder
Vesikel gebildet werden. Diese drei Vertreter gehdren zu den héufigsten Aggregationsformen

und wurden in der Literatur bereits ausfiihrlich untersucht.[Blanazs, 2009; Nagarajana, 1989]

Tabelle 1: Aggregatstruktur in Abhingigkeit des Packungsparameters.

Packungsparamterer, p p<1/3 1/3<p<1/2 1/2<p<1

Aggregationsstruktur spharische Mizelle Wurmmizelle Vesikel
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Die allgemein fiir Tenside aufgestellte Theorie des Packungsparameters lasst sich auch auf
Blockcopolymere iibertragen.lisraelachvili, 1976b] Die Morphologie der Aggregate hangt dabei von
unterschiedlichen Parametern, wie der chemischen Struktur des Blockcopolymers, dem
hydrophil/hydrophob-Verhaltnis der Blocke, der Konzentration, dem pH-Wert sowie der
Temperatur, ab.[Chu 199%] Dje spharischen Mizellen stellen unter den Blockcopolymeren die
haufigste Aggregationsform dar. So konnte gezeigt werden, dass vor allem durch einen grofieren

hydrophilen Anteil im Blockcopolymer die Bildung von Kugelmizellen begiinstigt ist.[Letchford, 2007]

Verglichen mit niedermolekularen Tensiden sind Polymermizellen thermodynamisch und
kinetisch auflerordentlich stabil und koénnen so als kolloidale Reaktionsrdume oder
»,Nanoreaktoren“ verwendet werden. Durch ihre besondere Fahigkeit hydrophobe Substanzen
im Mizellinneren einzuschliefden, konnen hydrophile Umgebungen simuliert und somit die
Loslichkeit von hydrophoben Substanzen in Wasser erhoht werden. Diese als ,Solubilisierung”
bezeichnete Eigenschaft wurde bereits in zahlreichen Anwendungen genutzt und in der
Literatur ausfiihrlich beschrieben.[Rangel-Yagui, 2005] So konnten Katalysator getrdgerte amphiphile
Blockcopolymere nach Aggregation in Wasser fiir mizellare Katalysereaktionen eingesetzt
werden.[Liv, 2011; Gall, 2008] Aych im Bereich der Medizin wird der Einsatz polymerer Mizellen als
Wirkstofftransportsysteme immer haufiger beschrieben.[Kwon, 1997; Kataoka, 2012] Hijerbei spielt vor
allem die Stabilitdt der Polymermizellen eine entscheidende Rolle. Die Selbstorganisation stellt
einen dynamischen Prozess zwischen Unimeren und Mizellaggregaten dar. Auch wenn Mizellen
aus amphiphilen Blockcopolymeren im Vergleich zu den niedermolekularen Tensiden ein
thermodynamisch und kinetisch stabileres System darstellen, kann dieser Zustand durch aufdere
Einfliisse, wie pH-Wert, Temperatur oder Amphiphil-Konzentration, verdndert werden.[Gaucher,
2005] Gerade im Bereich der Katalyse, in dem Reaktionen oftmals bei hoheren Temperaturen
erfolgen, werden stabilisierte Partikel benotigt. Auch im Bereich der Medizin kénnen dufdere
Einfliisse im Kérper, wie pH-Wert-Anderungen oder Verdiinnungseffekte, zum Zerfall der
Partikel fithren. Auch die Proteine im Blutserum selbst konnen die Stabilitit der Mizellen
beeintrachtigen. So konnten Savic et al. zeigen, dass Polymermizellen aus Poly(ethylenglycol)-
block-Poly(e-caprolacton) instabil im Blut sind.[Savic 2006] Xja et al. konnten diese Befunde
bestiatigen und eine Wechselwirkung tliber Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen dem
Poly(ethylenglycol) und Proteinen, wie Pepsin, oa-Chymotrypsin oder Lysozym,
nachweisen.[Xia, 1993; Topchieva, 2000; Furness, 1998] [n einem von Kim et al verdffentlichten
Ubersichtsartikel wurden mogliche Mechanismen des Mizellzerfalls in Anwesenheit von

Serumproteinen diskutiert.[Kim 2010l Diese sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
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Serumprotein

e  Wirkstoff

zerfallene
Polymermizelle

Abbildung 4: Mechanismen des Mizellzerfalls in Anwesenheit von Serumproteinen:
(A) Wirkstoffextraktion, (B) Protein-Adsorption, (C) Protein-Penetration.[Kim, 2010]

Neben der Wirkstoffextraktion (A) und der Protein-Adsorption auf der Mizelloberflache (B),
wurde die Protein-Penetration (C) als moéglicher Einfluss beschrieben, der zur Auflésung der
Mizelle fithren kann. Daher ist fiir eine effiziente Anwendung als Transportsystem eine

zusatzliche Stabilisierung der Partikel notwendig.

Im niachsten Abschnitt sollen nun einige Mdglichkeiten der Partikelstabilisierung beschrieben

werden.

1.1.3 Stabilisierung von Polymermizellen

Die Stabilisierung der Mizellen kann auf unterschiedliche Arten erfolgen. Neben der
Verwendung eines hydrophoben Monomers, das zu einer hohen Glaslibergangstemperatur
Tglkwon, 1996] des Polymers fiihrt, kann auch die Beimischung hydrophober Substanzen die
Lebenszeit der Mizelle verlangern.[Owena, 2012 Yokoyama 1998] Ejne weitere Moglichkeit der
Stabilisierung stellt die Schale- und Kernvernetzung der Mizellen dar. Diese bilden dauerhaft
stabile Partikel aus. Dabei bietet die kovalente Vernetzung den entscheidenden Vorteil, dass die

Partikel durch Verdiinnung nicht wieder in ihre Monomere zerfallen konnen.[Kim, 2010; Kim, 2012]

Die Stabilisierung von Mizellen durch die Vernetzung der Mizellhiille wurde erstmals von den
Gruppen WooleylThurmond, 19971 und ArmeslButun, 1998] beschrieben unter Verwendung von
AB-Diblock- oder ABC-Triblockcopolymeren. Die resultierenden Nanopartikel wurden dabei
insbesondere fiir den Wirkstofftransport untersucht und zeigten im Vergleich zu unvernetzten

Mizellen deutliche Unterschiede. Neben der erh6hten Stabilitdt der Nanopartikel wurde haufig
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eine verlangsamte Freisetzungskinetik von eingeschlossenen Wirkstoffen festgestellt.[Rolland, 1992;
Sun, 2008] Dariiber hinaus ergaben in vivo Studien eine deutlich verldngerte Zirkulationsdauer im

Blut, was die Wirkstoffeffizienz erhohte.

Auch Methoden der Kernstabilisierung wurden in der Vergangenheit beschrieben, die auf den
Einsatz von Blockcopolymeren zuriickgehen, deren hydrophober Block eine zusatzliche
Funktionalitat fiir die Vernetzungsreaktion besitzt. Zu den Methoden der Kernvernetzung
gehoren die PhotovernetzunglPios 20111 bzw. freie radikalische Polymerisation(Shuai 2004] yon
Blockcopolymeren mit Doppel- oder Dreifachbindungen, die reversible Disulfidbildung,[Lv. 2010]
die Bildung von Harnstoffeinheiten durch Reaktion isocyanathaltiger Polymere mit
Diaminen,[Kim 2011] dije Amidierung von Carbonsdure enthaltenden Polymeren durch Umsetzung

mit Diaminen[Bontha 2006] sowie die Huisgen 1,3-dipolare Cycloaddition ("Klick-Chemie").[Withey, 2009]

So beschrieben Schubert et al. den Aufbau kernvernetzter Partikel liber die Synthese eines
amphiphilen Blockcopolymers, bestehend aus einem hydrophilen 2-Ethyl-2-oxazolin-Block und
einem hydrophoben Block aus 2-Soja-Alkyl-2-oxazolin mit einem Fettsdurerest als
Seitenkette.[Hoogenboom, 2007a] Dje ungesattigte Bindung der Fettsdureseitenkette konnte durch

Photovernetzung zur Bildung kernvernetzter Mizellen genutzt werden.

Auch Schlaad und Brummelhuis beschrieben die Kernvernetzung von Poly(2-oxazolin)en iiber
Alken- und Alkin-funktionalisierte Oxazoline durch radikalische Thiol-En und Thiol-In-
Reaktionen. Die Generierung der Radikale erfolgte durch UV-Bestrahlung. Dabei untersuchten
sie durch den Einsatz derivatisierter Thiole die Einfiihrung unterschiedlicher Funktionalitdten in
den Mizellkern. Es gelang ihnen Carboxylat- und Amingruppen ins Mizellinnere einzufiihren. Des
Weiteren zeigten sie, dass Alken-substituierte Oxazoline eine geringere Reaktivitat mit Thiolen

besafden.[Brummelhuis, 2011]

Neben dem mafigeschneiderten Partikelaufbau und der Verwendung verschiedener Methoden
zur Partikelstabilisierung, geht der Trend dahin, immer komplexere Strukturen zu erzeugen.
Diese sollen einen grofieren Anwendungsbereich abdecken und noch leistungsfahiger in ihrem
Einsatz werden. Daher sollen im nachfolgenden Kapitel die verschiedenen Ansitze zur

Herstellung multifunktionaler Nanopartikel genauer erldutert werden.
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1.2 Multifunktionale Nanopartikel

Nach dem Vorbild der Natur ist in den vergangenen Jahren die Weiterentwicklung, hin zu
komplexeren Strukturen mit verbesserten Eigenschaften, immer mehr in den Mittelpunkt
geriickt. So erkannte man, dass die Kompartimentierung in biologischen Zellen eine wichtige
Rolle fiir Reaktionen und Transportprozesse spielt, die dadurch parallel durchgefiithrt werden
konnen. Daraus wurden Ansédtze abgeleitet, wie sich die Eigenschaften oder Funktionalititen

unterschiedlicher Materialien in einem Partikel miteinander kombinieren lassen.

Das einfachste Beispiel hierfiir sind die vor rund 20 Jahren von de Gennes beschriebenen ,Janus-
Partikel“.[de Gennes, 1992] Sje sind zentro-symmetrisch aufgebaut und besitzen meist zwei Regionen
mit unterschiedlichen chemischen Funktionalitdten oder Polaritaten.[Walther, 2008] AllJgemein lassen
sich Janus-Partikel nach ihrer Morphologie in unterschiedliche Klassen unterteilen. Neben
i) sphdrischen-, ii) scheiben- oder plattchenartigen Partikeln werden in der Literatur auch
iii) stdbchenférmige Partikel beschrieben.[Perro, 2005; Erhardt, 2001] Dije Herstellung kann dabei mit
unterschlichen Methoden erfolgen. Neben anorganischen Partikeln, die spontan in-situ
hantelférmige Strukturen bilden, [l 2003] werden oftmals MaskierungstechnikenlPerro. 2005] oder die
Methode der MikrofluidikiNisisako, 2010] heschrieben, in der z. B. Polymerschmelzen in Diisen-
systemen zusammengefiihrt und anschliefSend mit UV-Strahlung ausgehartet werden. Neben
diesen Methoden wird auch der systematische Aufbau von auf Dendrimeren basierenden Janus-
Partikeln beschrieben.[Percec. 20101 Dje Methoden sind meist synthetisch sehr aufwendig und

vergleichsweise teuer, was eine Nutzung im grofden Mafdstab verhindert.

Eine Erweiterung dieses Systems beschreibt den Aufbau nicht zentro-symmetrischer Partikel.
Diese Partikel werden in der Literatur oft als ,anisotrope Partikel“ bezeichnet. Dabei kann es
sich um kolloidale Strukturen handeln, die im Kern aus mehreren zusammengesetzten aber
phasenseparierten Domdnen aufgebaut sind (,multicompartment particles“), oder um Partikel,
die auf ihrer Oberfliche liickenhafte Strukturen (,patchy particles) aufweisen.Du 2011]

Abbildung 5 zeigt schematisch die strukturellen Unterschiede der einzelnen Partikel.

»Janus-Partikel” »,multi-kompartimentierte »patchy Partikel”

Partikel“

Abbildung 5: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Partikelstrukturen.[Du. 2011]
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Einen interessanten Ansatz zum Aufbau anisotroper Partikel stellten Lahann et al vor. Sie
nutzten sogenannte Co-Jetting-Prozesse, wie Elektrospraying und Elektrospinning, um polymere
Nano-/Mikropartikel sowie Fasern herzustellen. Im Co-Elektrospinning wurden iiber ein
spezielles Diisensystem zwei fliissige Polymerstufen, die nach Wunsch mit Liganden,
Biomolekiilen oder Fluoreszenzfarbstoffen modifiziert werden konnten, in Kontakt gebracht. Ein
am Ende der Diise entstehender Tropfen wurde einem elektrischen Feld ausgesetzt, in dem sich
dieser zum , Taylor-Kegel” verformte. Nach Uberwinden der Oberflichenspannung des Tropfens,
trat ein Polymerjet aus, der zur Gegenelektrode beschleunigt wurde.[Lahann, 2011] Abbildung 6 zeigt

schematisch das Grundprinzip des Systems.

Polymerlésung A Polymerl6sung B

T I Faser ‘ a
: ; Nano- /Mikropartikel

Abbildung 6: Prinzip des Co-Elektrospinnings nach Lahann.[Lahann, 2011]

Auf diese Art war es Lahann moglich, unterschiedlichste Partikelstrukturen mit kombinierten
Materialeigenschaften aufzubauen. Ein Vorteil dieses Verfahrens ist neben dem Einsatz
wassriger Systeme unter Verwendung von Polymeren, wie Poly(acrylsdure-co-acrylamid)e und
Poly(ethylenglycol)e, die Moglichkeit organische Losemittel zu verwenden. Hier wurde
Poly(milchsaure-co-glycolsdure) eingesetzt. Dabei wurden die besten Ergebnisse bei
vergleichbaren Eigenschaften, wie Leitfahigkeit, Viskositdt und Dichte, erzielt. Ein Nachteil
dieser Methode ist, dass unter anderem LoOsungs- wie Prozessparameter eingestellt werden
miissen, um die gewlinschte Struktur zu erhalten.[Yoon 2011] Aufderdem erhielt man relativ breite
Groflenverteilungen der Produktpartikel, die zur Herstellung von monodispersen Partikel-

verteilungen einen zusatzlichen Trennungsschritt erforderlich machen wiirden.
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1.2.1 Verkniipfung von Partikeln

Neben diesen Ansdtzen beschreibt eine weitere Methode den Aufbau multifunktionaler
Nanopartikel durch Verkniipfen einzelner Nanopartikel miteinander. Dabei werden

unterschiedliche Ansatze verfolgt, die nun im Einzelnen vorgestellt werden sollen.

Direkte/komplementire Bindung

Eine Maoglichkeit der Partikelkopplung beschreibt die selektive Modifizierung der
Kolloidoberflache mit komplementaren funktionellen Gruppen, wodurch eine ortsspezifische
Bindung auftreten kann. Die funktionelle Oberflichenstelle wird dabei meist iiber

Maskierungstechniken erzeugt.

Hofmann und Graf beschrieben hieriiber die kontrollierte Bildung stabiler Goldnanopartikel-
Dimere.[Hofmann, 2011] Dje Untersuchungen gingen auf Arbeiten von Sardar el al. zuriick.[Sardar, 2008]
Diese koppelten Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel iiber Ammoniumgruppen auf eine Silan-
stabilisierte  Glasplatte. Die absorbierten Partikel konnten nun einseitig mit
11-Mercapto-1-undecanol funktionalisiert werden. Unter Ultraschall konnten die Partikel von
der Glasoberflache gel6st und von der anderen Seite mit Thiol funktionalisiert werden. Es war
ihnen somit moglich Partikel mit komplementdren Funktionalititen aufzubauen und diese zu
dimerisieren. Allerdings konnte gezeigt werden, dass dieses Verfahren nicht sehr
reproduzierbar war und zu unkontrollierter Aggregation der Partikel fiihrte. Grund hierfiir war
der Einsatz monovalenter Thiole, die zu einer unzureichenden Stabilisierung der Goldpartikel
fiihrten. Hoffmann und Graf bauten den Ansatz weiter aus, indem sie nach Anbindung der
Goldpartikel auf der Glasoberfliche nicht monovalente sondern trivalente Thiole einsetzten.

Dies fiihrte zu einer Stabilisierung der Goldpartikel und lief3 eine gezielte Dimerisierung zu.

DNS-gesteuerte Bindung

Einstrangige DNS-Oligomere lassen sich mit Hilfe der komplentiren Basenpaarung gezielt
dimerisieren.[Alivisatos, 1996] Werden diese DNS-Oligomere auf der Oberfliche von kolloiden
Partikeln angebracht, lasst sich iiber die komplementare DNS-Hybridisierung eine Verkniipfung
der Partikel erzielen. DNS-Oligomere stellen ein besonders beliebtes System dar, da bereits
chemisch modifizierte Oligomere mit spezifischen Lingen und Sequenzen kommerziell

erhaltlich sind, die sich leicht auf der Nanopartikeloberfliche anbinden lassen.Mirkin, 1996] D3 die
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Hybridisierung der DNS-Strange ein thermoreversibles System darstellt, ist es mdglich durch
Variation der Temperatur eine Steuerung der Partikelkopplung zu erzielen. Ein in der Literatur
beschriebenes Beispiel geht auf die Herstellung von Oligonukleotid-modifizierten
Goldnanopartikeln zuriick und wurde von Yang et al. beschrieben. Sie untersuchten dabei zwei
Ansidtze. In dem ersten Ansatz wurden zundchst Alkylthiol-Oligonukleotide auf
Goldnanopartikeln immobilisiert und anschliefdend hybridisiert. In dem zweiten Ansatz fand
zunachst die komplementire Hybridisierung der Alkylthiol-Oligonukleotide statt und im
Anschluss die Addition der Goldnanopartikel. Es konnte gezeigt werden, dass einzelne
Goldnanopartikel sowie Oligonukleotid-funktionalisierte Goldpartikel aggregierten und
zufillige, selbstorganisierte Dimere bildeten. Auch ein Kontrollexperiment mit nicht
komplementdaren DNS-Goldpartikeln bestitigte diese Ergebnisse. Daher lieferte die zweite

Variante bessere Ergebnisse und liefs eine gezieltere Dimerisierung zu.[Yao, 2007]

Bindung iiber ein Linker-Molekiil

Neben den vorgestellten Moglichkeiten ist auch die Verkniipfung einer einzelnen
funktionalisierten Kolloidsorte durch ein Linker-Molekil méglich. Die Verkniipfung kann dabei
iiber eine kovalente Bindung erfolgen, aber auch ,Donor-Akzeptor‘-Wechselwirkungen
zwischen Halogenatomen wurden beschrieben.[shirman, 2010] Dje Linker-Molekiile sind dabei nicht
auf niedermolekulare Verbindungen beschrankt, auch Polymere kénnen zum Einsatz kommen.
So wurden sogenannte ,Mortel-Ziegel“-Strukturen(Beal. 20001 zwischen Gold- und Polystyrol-
Partikeln beschrieben, die sich iiber Wasserstoffbriicken-Bindungen zu Clustern zusammen

lagerten.

1.2.2 Multifunktionale Polymermizellen

Abgesehen von den Methoden kompartimentierte Partikel zu erzeugen oder Partikel mit
unterschiedlichen Funktionalititen direkt miteinander zu koppeln, stellt auch die gezielte
Synthese stabilisierter Polymermizellen die nachtriglich auf der Oberfliche mit Targeting-
Molekiilen, Antikérpern oder Fluoreszenzfarbstoffen modifiziert werden, einen beliebten Weg
dar, multifunktionale Nanopartikel aufzubauen.[Sutton, 20071 Durch die Moglichkeit mehrere
Targeting-Molekiile auf einem Partikel anzureichern, kann die Rezeptor-Interaktion, zwischen

Transportmolekiil und Zelle, erhoht werden.
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Ein Beispiel aus der Literatur lieferten Wooley et al, die den Aufbau eines amphiphilen
multifunktionalisierten Nanopartikels beschrieben, das anschliefend mit einer mRNS-
inhibierenden Peptid-Nukleinsdure (PNS) modifiziert wurde. Sie untersuchten den potentiellen
Nutzen bei der Erkennung und Hemmung von mRNS-Sequenzen fiir induzierbare Stickmonoxid-
Synthasen, die an Entziindungsstellen, wie z. B. in Fillen von akuter Lungenverletzung
iiberexprimiert werden. Die zusatzliche Modifizierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff
ermoglichte die Charakterisierung des Systems. Uber den Chelatliganden DOTA war es ihnen
moglich liber radiokative Markierung mit ¢4Cu, die Bindungsaffinitat der Partikel an die mRNS-
Sequenzen zu ermitteln. [Shrestha, 2012]

Neben diesem gibt es zahlreiche Beispiele in der Literatur, in denen die Anbindung von
Targeting-Molekiilen an Polymermizellen beschrieben wurde.[Bae 2005; Wei, 2013; Nicolas, 2013] Dabej
wird besonders die zielgerichtete Anreicherung (,aktive Targeting”) eines Partikels am

gewiinschten Wirkungsort intensiv untersucht.[Vicent, 2006]
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freisetzung

Abbildung 7: Multifunktionale Polymermizelle mit Targeting Molekiil (A), Rezeptor-vermittelte Endocytose
»aktives Targeting” und intrazelluldre Wirkstoffabgabe (B).

Dies soll in Abbildung 7 schematisch verdeutlich werden. Durch Targeting-Molekiile auf der
Nanopartikeloberflache konnen diese an Rezeptormolekiile der Zelle anbinden und so durch die
Rezeptor-vermittelte Endozytose ins Zielgewebe aufgenommen werden. Dabei werden die
Partikel nach Adsorption auf der Zelloberfliche, durch Einstiilpung der Zellmembran,
aufgenommen und durch eine anschliefdende Abschniirung ins Zellinnere transportiert.

Vor allem die Anbindung des Rezeptormolekiils Folat stellt einen interessanten Weg dar. Es
spielt als Ci-Ubertriger bei der Biosynthese der DNS sowie im Aminosiurestoffwechsel eine
entscheidende Rolle.Daenike, 19611 Auch Tumorzellen bendtigen aufgrund ihrer schnellen

Wachstums- und Teilungsraten grofiere Folat-Mengen. Einige Tumorzellen wie z. B. die
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Ovarialkrebszellen bilden daher hohe Konzentrationen an Folatrezeptoren auf ihrer Oberflache
aus.[Markert, 2008] Einen interessanten Ansatz hierzu lieferte die Fa. Endocyte,[www.endocyte.com, 2014]
Sie entwickelte das Wirkstoff-Konjugat Vintafolide, das Folat mit dem krebshemmenden
Desacetylvinblastinhydrazid (DAVLBH) verbindet. Dieses Krebsmedikament kann so gezielt in
die Tumorzelle eingeschleust werden. Um die Folatrezeptor-exprimierenden Tumore zu
identifizieren, soll den Patienten vorab das Folsdure-Konjugat Etarfolide als Begleitdiagnostikum
verabreicht werden, das zusatzlich ein Kontrastmittel enthalt. Zusammen mit der Fa. Merck (US)
wird Vitafolide aktuell in einer Kklinischen Studie der Phase III fiir das platinresistente
Ovarialkarzinom, und in einer Studie II fiir das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC) in

Kombination mit dem Begleitdiagnostikum gepriift.

Auch wenn das Konzept des Nanopartikel-Targetings seit mehr als 30 Jahren erforscht wird und
bereits einige Partikel in klinischen Studien untersucht wurden, ist bis heute noch keine
Verbindung klinisch genehmigt worden. Neben den vielversprechenden Eigenschaften der
Partikel gilt es mogliche Herausforderungen, wie die Synthese und Reinheit der Systeme, zu
iiberwinden. Des Weiteren zeigt die Nanopartikelfunktionalisierung mit bioaktiven Liganden
nicht nur Vorteile. Durch die Kopplung an die Nanopartikel gehen, aufgrund von
Konformationdnderungen sowie unzureichender sterischer Freiheit und Orientierung, die
Ligandeigenschaften oftmals verloren.[Lallana, 2012] Auch die bereits beschriebene Wechselwirkung
des meist eingesetzten Poly(ethylenglycol) mit Serumproteinen (Kapitel 1.1.2) stellt eine
besondere Schwierigkeit dar. Daher ist die Suche nach geeigneten Materialien weiterhin

Gegenstand der Forschung.

Im weiteren Verlauf soll nun ausfiihrlich das in dieser Arbeit verwendete Polymersystem

vorgestellt werden.

1.3 Poly(2-oxazolin)e zur Herstellung amphiphiler

Blockcopolymere

Die in dieser Arbeit verwendeten Poly(2-oxazolin)e bieten dhnlich zum meist eingesetzten
Poly(ethylenglycol) eine Reihe von Vorteilen. Bisherige Forschungsarbeiten zeigten, dass
Poly(2-oxazolin)e eine hohe Biokompatibilitit und geringe Toxizitdt besitzen.[Adams, 2007] Zydem
eroffnet die lebend-kationische Polymerisation die Moglichkeit definierte Polymerstrukturen
mit niedrigen Polydispersititen aufzubauen. Ein weiterer Vorteil ist der Einsatz
funktionalisierter Initiatoren, Monomere sowie Terminierungsreagenzien, die eine gezielte und

ortsspezifische Funktionalisierung innerhalb der Polymerkette erlauben.[Reif 20111 Neben der
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einfachen Synthese sind Poly(2-oxazolin)e bei Raumtemperatur und in wassriger Losung stabil

und besitzen eine geringe Viskositét.[Binder, 2000]

Im Abschnitt 1.3.1 wird nun kurz das Monomersystem vorgestellt. Die Abschnitte 1.3.2 und 1.4
beschreiben den Mechanismus der Polymerisation sowie die Moglichkeiten zur Modifikation des

Polymersystems.

1.3.1 2-Oxazoline

Die in dieser Arbeit eingesetzten 2-Oxazoline sind fiinfgliedrige, heterozyklische Iminoether, die
in der organischen Chemie als Schutzgruppenreagenzien fiir Carbonsduren dienen.[Meyers, 1976a &
1976b] Dartliber hinaus werden sie aufgrund ihrer einfachen Synthese, als Monomerbausteine in
der Polymerchemie eingesetzt, das bis heute das bedeutendste Anwendungsgebiet dieser
Verbindung darstellt.[Hoogenboom, 20091 Ein bedeutender Vorteil flir den Einsatz der 2-Oxazoline ist
die Moglichkeit der Modifizierung in 2-Position. Durch die Einstellung unterschiedlich langer
Alkylketten kénnen die Loslichkeitseigenschaften der Verbindung verandert werden. Methyl-
sowie Ethylreste weisen hydrophile Eigenschaften auf, wohingegen 2-Oxazoline mit ldngeren

Alkylketten (n > 2) hydrophob sind.

Die bekannteste Methode 2-Alkyl-2-oxazoline mit unterschiedlicher Alkylkettenldnge zu
synthetisieren, ist die von Witte und Seeliger beschriebene Cadmium(Il)acetat-katalysierte

Reaktion aliphatischer Nitrile mit 2-Ethanolamin.[Witte, 1974]

N—_R + Ho~NHz2 cCd(OAc): f
— —>
-NH,

Schema 1: Darstellung von 2-Alkyl-2-oxazolin nach Witte und Seeliger.[Witte, 1974]

Dariiber hinaus ist eine Vielzahl an Syntheserouten bekannt, die es erlauben 2-Oxazoline mit
unterschiedlichsten funktionellen Gruppen auszustatten. Die Dehydrohalogenierung von

N-(2-Haloethyl)amiden unter Zuhilfenahme einer Base stellt eine weit verbreitete Methode

dar.[Aoi, 1996]

(o}

X

o H N>~ U ~_X Base C{_,\l
> R N _—

RT™CL e H -HX

Schema 2: Darstellung von funktionalisierten 2-Oxazolinen.[Aoi 1996]
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Der Einsatz von 2-Oxazolinen in der Polymerchemie ermdéglicht somit den Aufbau hydrophiler
sowie hydrophober Homopolymere. Des Weiteren lassen sich Blockcopolymere auf diese Weise
erzeugen. Blockcopolymere aus hydrophoben und hydrophilen Blécken fithren zu amphiphilen
Polymeren, die durch Selbstorganisation Mizellen bilden konnen. Dieses Verhalten wurde
bereits in Kapitel 1.1.2 genauer erldutert. Es konnen aber auch gezielt funktionalisierte
Polymere aufgebaut werden, die im Anschluss an die Polymerisation in polymeranalogen
Reaktionen weiter effizient umgesetzt werden konnen. Dies wird in Kapitel 1.4 detailliert

beschrieben.

1.3.2 Kationische Polymerisation von 2-Oxazolinen

Die kationische ringdffnende Polymerisation (CROP) von 2-Oxazolinen wurde erstmals 1966
von Kagiya et al.[Kagiya 19661 beschrieben. Den Arbeiten von Saegusa und Kobayashi et al.[Saegusa, 1972;
Kobayashi, 1986] in den 90er Jahren ist es zu verdanken, dass der Mechanismus der Polymerisation,
der eine bimolekulare, nukleophile Substitutionsreaktion darstellt, heute gut verstanden ist.
Dieser gliedert sich in drei grundlegende Schritte: die Initiation, gefolgt von meist mehreren

Wachstumsschritten und der abschlief;enden Terminierung.[Penczek, 1985]

In Schema 3 ist der allgemeine Mechanismus der ringdéffnenden, kationischen Polymerisation
dargestellt. Die Triebkraft dieser Reaktion ist dabei zum einen die Isomerisierung der
Iminoetherverbindung zur thermodynamisch stabileren Amidverbindung und zum anderen der

Abbau der Ringspannung des Fiinfrings.[Gross, 1996]

Initiation /\ﬂ ki h(g\) )?
Propagation R("l‘g_«g}h(\_\) k Ry N h{%}) £
e K Tf?j

R Nu
T i "IN
erminierung I + HNu —>
f °
n

Schema 3: Mechanismus der lebend-kationischen, ring6ffnenden Polymerisation von 2-Oxazolinen.



Einleitung 23

Eingeleitet wird die Polymerisation durch einen nukleophilen Angriff des Stickstoffatoms des
Monomers an das elektrophile Zentrum eines Initiators. Als Initiatoren Kkonnen
Sulfonsaureester, Lewis-Sduren oder auch Bronsted-Sauren dienen. Es bildet sich eine zyklische,
kationische Zwischenstufe aus, die wahrend der Polymerisation erhalten bleibt. Die Initiierung
verlauft dabei schnell und vollstindig und fiihrt zu einem gleichméafiigen Kettenwachstum,
wodurch sich Polymere mit definierten Molmassen, Zusammensetzungen sowie enger
Molmassenverteilung aufbauen lassen.[Saegusa. 19721 [m Anschluss erfolgt das Kettenwachstum
(Propagation) tiber nukleophile Angriffe der Stickstoffatome weiterer Monomere an die
gebildeten, ionisch-zyklischen Zwischenstufen. Die kationischen, stabilen Kettenenden
ermoglichen den Aufbau von Blockcopolymeren durch die sequentielle Zugabe verschiedener
Monomere. Das Kettenwachstum wird solange fortgesetzt, bis alle Monomere aufgebraucht sind
oder ein Terminierungsreagenz zugegeben wird. Als Terminierungsreagenzien eignen sich
Nukleophile. Hierbei lasst sich vor allem mit zyklischen, sekunddren Aminen, wie Piperidin oder
Piperazin, ein sehr gutes Ergebnis erzielen.[hue. 19931 Durch den Einsatz substituierter Amine ist
auch eine direkte Endgruppenfunktionalisierung des Polymers moglich, worauf in Kapitel 1.4

ndher eingegangen wird.

Neben dem gezeigten ionischen Mechanismus der ringéffnenden Polymerisation ist es méglich,
dass dieser kovalent ablduft. Dabei steht die zyklische kationische Spezies im Gleichgewicht mit
einer geodffneten kovalenten Spezies. Dieses Gleichgewicht ist abhdngig von dem verwendeten
Losungsmittel, der Seitenkette des Monomers sowie der Nukleophilie des Gegenions. Es zeigte
sich, dass bei einer geringen Nukleophilie des Gegenions, das Gleichgewicht zu Gunsten der
zyklischen, kationischen Spezies verschoben werden kann.[Kebayashi, 1984] Diese kann zusatzlich
durch die Verwendung von Losungsmitteln mit Donoreigenschaften stabilisiert
werden.[Saegusa, 1976] Acetonitril gilt an dieser Stelle als geeignetes Losemittel und wurde auch im

Rahmen dieser Arbeit eingesetzt.

In den meisten Fallen verlauft die Polymerisation von 2-Oxazolinen kontrolliert und ohne
Transferreaktionen. Experimentelle Befunde von Litt und Levyllitt. 1975 beschrieben jedoch schon
1968 das Auftreten von Ketteniibertragungsreaktionen. Diese treten besonders bei hohen
Temperaturen sowie beim Aufbau langerer Polymerketten auf. Auch Hoogenboom zeigte, dass
Polymerisationen in der Mikrowelle temperaturabhingig zu Ketteniibertragungs- und

Abbruchsreaktionen fiihren konnen.[Hoogenboom, 2007b]
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Schema 4: Mégliche Ubertragungsreaktionen bei der Polymerisation von 2-Oxazolinen.[Litt, 1975]

Schema 4 zeigt die Méglichkeiten von Ubertragungsreaktionen in der Polymerisation von
2-Oxazolinen. Der mit A bezeichnete Weg zeigt einen Protonentransfer, wobei ein Proton des
lebenden Polymerkettenendes unter Ausbildung einer Enamingruppe auf eine Monomereinheit
iibertragen wird. Dies fiihrt letztendlich zur Terminierung der Kette. Voraussetzung fiir eine
solche Abbruchsreaktion ist die Anwesenheit einer a-CH-Gruppe im Seitenkettensubstituenten.
Des Weiteren kann eine Kettenkupplung eintreten, in der die Enaminfunktion mit dem lebenden
Kettenende eines zweiten Polymers reagiert (B). Das entstandene Oxazolinium kann selbst auch
als Initiator fungieren und eine neue Kette starten (C), wodurch kiirzere Polymere aufgebaut

Werden. [Litt, 1975]

1.4 Funktionalisierung von Poly(2-oxazolin)en

Betrachtet man die Synthese der Poly(2-oxazolin)e aus Kapitel 1.3.2 sind mehrere Wege der
Polymerfunktionalisierung denkbar. So konnen neben dem Einsatz funktionalisierter Initiatoren

und Monomere auch funktionalisierte Terminierungsreagenzien eingesetzt werden.
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Schema 5: Moglichkeiten der Polymerfunktionalisierung.
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In diesem Abschnitt sollen die unterschiedlichen Modifizierungsmoglichkeiten von

Poly(2-oxazolin)en ausfiihrlich vorgestellt werden.

1.4.1 Einsatz funktionalisierter Monomere

Die Dbereits unter 1.3.1 beschriebene Methode der Dehydrohalogenierung von
N-(2-Haloethyl)amiden ist eine weit verbreitete Variante funktionalisierte 2-Oxazolin-
Monomere aufzubauen. Die so synthetisierten Monomere kénnen direkt polymerisiert oder im
Anschluss an die Polymerisation in einer polymeranalogen Reaktion weiter umgesetzt werden.
Es lassen sich in der Literatur bereits viele Monomere finden. Abbildung 8 zeigt einige

literaturbekannte Beispiele, die im Weiteren kurz vorgestellt werden sollen.
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Abbildung 8: Literaturbekannte Beispiele fiir funktionalisierte 2-Oxazoline.
[A: Kempe, 2010; B: Gress, 2007; C: Luxenhofer, 2006; D: Zarka, 2003; E: Cesana, 2006; F: Cesana, 2007; G: Kim, 1989; Hsieh, 1985; H: Levy, 1968]

Der direkte Einsatz funktionalisierter Monomere bietet einige Vorteile. Die Synthese der
Monomere ist in der Regel einfach und erfolgt {iber maximal vier Stufen in guten bis moderaten

Ausbeuten.

Luxenhofer beschrieb die Synthese von 2-(Pent-4-ynyl)-2-oxazolin (B), welches er anschlief3end
mit 2-Ethyl-2-oxazolin zum Blockcopolymer umsetzte. Mittels Klick-Chemie erfolgte danach
unter Kupfer(I)-Katalyse die Verkniipfung eines Azid-funktionalisierten zyklischen

RGDs.[Luxenhofer, 2006]

Auch Brummelhuis verwendete in seiner Arbeit ein Alkin-funktionalisiertes Oxazolin, zur
Synthese von Poly(2-oxazolin)en. Aus diesen bildete er Polymermizellen, die im Kern mit Hilfe
von Thiolen photochemisch vernetzt wurden. Er beschrieb die Monomersynthese analog zu dem

im Arbeitskreis von GresslKempe, 20101 dargestellten 2-(But-3-ynyl)-2-oxazolin (C). Neben diesen
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synthetisierte er auch 2-(But-3-enyl)-2-oxazolin (A). Er konnte zeigen, dass Alken-substituierte

Oxazoline eine geringere Reaktivitdt mit Thiolen besafden.[Gress, 2007]

Des Weiteren wurden Amin-Oxazoline (E)(Cesana 2006] ynd Ester-Oxazoline (D, H)[Zarka, 2003; Levy, 1968]
zur Anbindung von Katalysatoren, DNS- und Peptid-Konjugaten synthetisiert und in

Poly(2-oxazolin)e eingefiihrt.

Neben dem Einsatz substituierter 2-Oxazoline stellt auch die Endgruppenfunktionalisierung eine
weitere Moglichkeit dar, Funktionalitidten gezielt in Poly(2-oxazolin)e einzubauen. Funktionelle
Endgruppen konnen dabei sowohl tlber einen substituierten Initiator, als auch {iber das

Terminationsreagenz eingefiihrt werden.

1.4.2 Endgruppenfunktionalisierung iiber Initiatoren

Die Art des Initiators ist von entscheidender Bedeutung, da die Initiierung fiir den Aufbau
definierter Polymerstrukturen vollstindig und schnell ablaufen sollte. Kinetische Studien
zeigten, dass Triflate sich als besonders geeignet erwiesen, da sie schnell und vollstindig
initiieren und ein schwach nukleophiles, stabiles Gegenion bilden.[Pubois, 20091 Auch Tosylate und

Alkylhalogenide zeigten laut Literatur gute Ergebnisse.[Luxenhofer, 2012]

Der Einsatz funktionalisierter Initiatoren bietet den Vorteil, dass jede Polymerkette eine
Funktionalitat als Endgruppe tragt. Dennoch erweist sich die Synthese der Initiatoren meist als
schwierig, da auftretende Nebenreaktionen selten vermieden werden konnen. Durch die geringe
Stabilitdt der Verbindungen ist die Aufarbeitung meist nicht moglich. Trotz der Lagerung unter
inerten Bedingungen, zerfallen diese teilweise recht schnell und erschweren die

reproduzierbare Synthese der Polymere.

1.4.3 Endgruppenfunktionalisierung iiber Terminierungsreagenzien

Auch die Terminierung bietet eine Mdoglichkeit, funktionelle Gruppen in das Polymer
einzufiihren. Ein bedeutender Vorteil hierbei ist vor allem der mdgliche Einsatz zahlreicher,
kommerzieller Reagenzien. Dabei ist zu beachten, dass die Terminierung thermodynamisch oder
kinetisch ablaufen kann. In Schema 6 sind beide Reaktionswege schematisch dargestellt. Das
Nukleophil kann mit dem ambidenten Oxazolinium-Kation in 2-Position als auch in 5-Position

reagieren.[Cai 1992]
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Schema 6: Mogliche Terminierungsreaktionen.[Cai 1992]

Der reversible Angriff in 2-Position (b) ist kinetisch kontrolliert. Das entstandene Produkt ist
instabil und kann unter Abspaltung des Nukleophils leicht zum Esteramin hydrolysiert werden.
Der Angriff in 5-Position ist irreversibel und lauft thermodynamisch (a) kontrolliert ab. Nuyken
et al. untersuchten einige Nukleophile als Terminierungsreagenzien in der kationischen
Polymerisation und kamen zu dem Ergebnis, dass sekundidre Amine besser terminieren als

tertidre, was unter anderem auf die unterschiedlichen pK,-Werte zuriickzufiihren ist.[Nuyken, 1996]

Dennoch zeigt die Endgruppenfunktionalisierung iliber eine Terminierung einen grofien
Nachteil. So konnen Terminierungen nicht immer quantitativ erfolgen. Fiir eine quantitative
Terminierung muss ein hydrolysestabiles Produkt vorliegen und die Terminierung nach dem
thermodynamisch glinstigeren Reaktionsweg ablaufen. Um dies zu realisieren, spielen die
Reaktionsbedingungen, wie Temperatur, eingesetztes Nukleophil, Reaktionszeit und Art des

Losungsmittels, eine entscheidende Rolle.






2. Ziel dieser Arbeit

Wie bereits in der Einleitung verdeutlicht wurde, besitzen polymere Nanopartikel vor allem im
Bereich des Wirkstofftransports und der Diagnostik grofies Potential. Im Rahmen dieser Arbeit
sollten daher zwei grundsitzliche Fragestellungen, die im Zusammenhang mit polymeren
Nanopartikeln fiir den Medizineinsatz immer wieder diskutiert werden, bearbeitet werden. Die
erste Frage befasste sich mit dem Problem der Stabilitdt von polymeren Nanopartikeln und wie
sich diese verbessern lasst. Die zweite Fragestellung befasste sich mit dem Aspekt der
Funktionalisierung von Nanopartikeln, d. h. wie sich gezielt z. B. auf der Oberfliche oder im

Nanopartikelinneren zusatzliche Funktionalitdten erzeugen lassen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher ausgehend von amphiphilen Blockcopolymeren
und deren Selbstorganisation in Wasser, der gezielte Aufbau von polymeren Nanopartikeln
untersucht werden. Mit Hilfe der lebend-kationischen Polymerisation von 2-Oxazolinen sollten
zundchst amphiphile Blockcopolymere mit unterschiedlicher Alkylseitenkettenldnge im
hydrophoben Block (Pentyl-, Heptyl- und Nonylkettenldnge) aufgebaut und deren Mizellbildung

mit Hilfe verschiedener Methoden charakterisiert werden.

Im Hinblick auf die Herstellung multifunktionaler Nanopartikel sollten im Anschluss daran
verschiedene Methoden untersucht werden, die Polymermizellen einerseits chemisch zu
stabilisieren und andererseits eine Funktionalisierung der Oberfliche zu gewdahrleisten. Dies
sollte durch den Einsatz mafdgeschneiderter Blockcopolymere mit einer Alkin-Seitengruppe im
hydrophoben Block und einer Amin-Endgruppe im hydrophilen Block erreicht werden. Die
Amin-Endgruppe sollte nach der erfolgten Mizellbildung und Nanopartikelherstellung zur
weiteren Funktionalisierung der Oberfliche eingesetzt werden. Als Zielmolekiile sollten
insbesondere biologisch relevante Molekiile, wie das GRGDSF-Peptid, Fluorescein oder die
Folsaure, eingesetzt werden, die z. B. ein aktives Targeting dieser Nanopartikel erlauben wiirde.
Neben organischen Molekiilen sollte auch die Kopplung von Goldnanopartikeln untersucht

werden, da diese in der Diagnostik von grofdem Interesse sind.
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Ein alternativer Ansatz zur Herstellung multifunktionaler Nanopartikel sollte durch die
kovalente Kopplung verschiedener Polymernanopartikel zu Multimeren erreicht werden. Hierzu
sollten die Nanopartikel mit chemisch reaktiven Gruppen oberflichenfunktionalisiert und

anschlief3end kovalent gekoppelt werden.

Die geplanten Arbeitsschritte sind in Schema 7 zusammengestellt.
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Q@ Untersuchung des
ﬂ Aggregationsverhaltens,
f Wirkstoff-

einlagerung/freisetzung

Mizellstabilisierung
durch Kernvernetzung

Ri=o
R~ 0

v

Oberflachen-
funktionalisierung

= Rezeptor,
Peptid, Farbstoff

Nanopartikel-
kopplung
v v
Q. ,\ng:Z?_,o
Kopplung polymerer Kopplung polymere Nanopartikel
Nanopartikel miteinander mit Goldnanopartikel

Schema 7: Schematischer Ablauf der Arbeit.



3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Amphiphile Poly(2-oxazolin)e

Neben der Synthese von Blockcopolymeren, die fiir den Einsatz biomedizinischer Anwendungen
von Interesse sind, spielt deren Charakterisierung eine wichtige Rolle. Da der Aufbau Einfluss
auf das Aggregationsverhalten nehmen kann, sollten im ersten Teil der Arbeit amphiphile
Blockcopolymere auf Basis von 2-Oxazolinen liber eine kationische, ringoéffnende Polymerisation
aufgebaut werden. Der langere hydrophile Block wurde aus dem Monomer 2-Methyl-2-oxazolin
gebildet, wohingegen der hydrophobe kiirzere Block jeweils aus 2-Alkyl-2-oxazolinen mit
unterschiedlich langen Seitenketten gebildet wurde. Als hydrophobe Monomere kamen
2-Pentyl-2-oxazolin, 2-Heptyl-2-oxazolin und 2-Nonyl-2-oxazolin zum Einsatz. Im Anschluss an
die Synthesen wurden die kritische Mizellbildungskonzentration sowie die hydrodynamischen
Radien ermittelt. Dariiber hinaus wurde das Aggregationsverhalten in Abhédngigkeit ihres
hydrophoben Blocks mittels tH-NMR-Spektroskopie bei Temperaturen zwischen 25 °C und 80 °C
untersucht. Ti-Relaxationsmessungen sollten Aufschluss dariiber geben, welchen Einfluss die
Temperatur auf das Aggregationsverhalten und die Stabilitit der Mizellen hat. Derartige
Untersuchungen sind fiir die Anwendung von Mizellen in der Katalyse aber auch bei der

Freisetzung von Wirkstoffen von Interesse.

Fiir die Synthese der Blockcopolymere mussten zundchst die unterschiedlichen
2-Alkyl-2-oxazoline synthetisiert werden. Das hydrophile Monomer 2-Methyl-2-oxazolin sowie
der Initiator Methyltriflat waren kommerziell erhéltlich und wurden nach destillativer

Aufreinigung und Trocknen tiber CaH; direkt eingesetzt.
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3.1.1 Synthese der 2-Alkyl-2-oxazoline

Die Darstellung der 2-Alkyl-2-oxazoline aus aliphatischen Nitrilen erfolgte nach einer von Witte
und Seeliger{Witte, 19741 heschriebenen Syntheseroute. Durch eine Cadmium(II)acetat katalysierte
Reaktion wurde das n-Alkylcyanid 2-4 mit 2-Ethanolamin 1 zum 2-Alkyl-2-oxazolin 5-7
umgesetzt. Der Zusatz von Cadmiumacetat als Lewis-Saure diente der Aktivierung des Nitrils

sowie des intermedidren N-(2-Hydroxyethyl)imidamids.Schubert, 2009]

LN~ OH + N=—R _ay @ (R2)= Rs= CsHi1 (82%)
2 I (R3)= Re™ C7H15 (76%)
(Ra)= R7= CgH19 (65%)

1 2.4 5.7

Schema 8: Darstellung von 2-Alkyl-2-oxazolin;
Reagenzien und Bedingungen: a) Cd(I[)OAcz, 30 h, Riickfluss.

Ein Uberschuss an 2-Ethanolamin 1 und eine verlingerte Reaktionszeit gewahrleisteten hierbei
einen hohen Umsatz der Nitrilkomponente.[Moaddel, 2005] Durch fraktionierte Destillation mit Hilfe
einer K-Destille mit Vigreux-Kolonne, konnten die Monomere 2-Pentyl-2-oxazolin 5,
2-Heptyl-2-oxazolin 6 sowie das 2-Nonyl-2-oxazolin 7 in reiner Form und in moderaten bis
guten Ausbeuten von 65-82% erhalten werden. Die Struktur und Reinheit der Verbindungen
wurden mittels tH-, 13C-NMR-Spektroskopie und Massespektrometrie (ESI-MS) untersucht und

stimmten mit den Literaturwerten iiberein.

3.1.2 Synthese amphiphiler Poly(2-oxazolin)e

Es wurden Polymere mit einem konstanten hydrophilen Block und einem variablen
hydrophoben Block synthetisiert, um das Aggregationsverhalten amphiphiler Poly(2-oxazolin)e
in Abhdngigkeit von ihrer Zusammensetzung zu untersuchen. Der hydrophile Block bildete
dabei immer den ldngeren Block, um eine ausreichende Wasserloslichkeit des Blockcopolymers
zu gewahrleisten. Es wurde eine frei gewaihlte Zusammensetzung von 20 Einheiten
2-Methyl-2-oxazolin zu 5 Einheiten des hydrophoben 2-Alkyl-2-oxazolins festgelegt. Das
Verhaltnis der beiden Blocke sollte dabei gleich gehalten werden, lediglich die Linge der
Seitenkette der hydrophoben Komponente sollte variiert werden. Als 2-Alkyl-2-oxazoline

wurden 2-Pentyl-2-oxazolin 5, 2-Heptyl-2-o0xazolin 6 sowie das 2-Nonyl-2-oxazolin 7 eingesetzt.
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Die Polymerisation erfolgte dabei nach einer von RofSbach[Rofbach, 2006] beschriebenen
Synthesevorschrift mit Methyltriflat als Initiator, in der das hydrophile 2-Methyl-2-oxazolin 2 h
bei 120 °C und im Anschluss das hydrophobe 2-Alkyl-2-oxazolin 4 h bei 110 °C polymerisiert
wurden. Der Abbruch der Reaktion konnte mit dem Terminierungsreagenz Piperidin eingeleitet
werden. Nach Entfernen des Losemittels unter vermindertem Druck wurde der Riickstand in
Chloroform aufgenommen und das Polymer konnte durch Ausfillen in kaltem Diethylether in

moderaten bis guten Ausbeuten von 74-83% erhalten werden.

Die Zusammensetzung der Polymere wurde mittels Endgruppenanalyse aus den 'H-NMR-
Spektren der Polymere bestimmt. Abbildung 9 zeigt beispielhaft das 'H-NMR-Spektrum von
Poly((MetOx)17-block-(HepOx)4)-Piperidin P2. Die chemischen Gruppen im Molekiil wurden

nummeriert und im 'H-NMR-Spektrum den jeweiligen Signalen zugeordnet.
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Abbildung 9: 1H-NMR-Spektrum von Poly((MetOx)17-block-(HepOx)4)-Piperidin (P2).

Die Protonen des Initiators (2.95-3.04 ppm) dienten als Referenz fiir die Endgruppenanalyse.
Uber die Bestimmung des hydrophoben Blocks (0.87 ppm) und des Gesamt-
polymerisationsgrades (3.45 ppm) konnte anschlieffend der Umsatz des 2-Methyl-2-oxazolin

ermittelt werden. Uber die Endgruppenanalyse aus dem !'H-NMR-Spektrum konnte eine
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zahlengemittelte Molmasse (M,) von 2220 g/mol sowie die Polymerzusammensetzung von
17 (MetOx): 4 (HepOx) ermittelt werden. Mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) konnte
ein Polydispersitatsindex von 1.08 bestimmt werden. Dieser liegt in einem fiir die kationische
Polymerisation charakteristischen Bereich und deutet auf eine lebende Polymerisation
hin.[Thieke, 2005] Tabelle 2 fasst die ermittelten analytischen Daten der amphiphilen

Blockcopolymere P1-P3 zusammen.

Tabelle 2: Analytische Daten der amphiphilen Blockcopolymere P1-P3.
Mexp (kal.) Nexp (Kkal.)

M,?

Abkiirzung Polymer 1H-NMR 1H-NMR m:n /g-mol-t PDIP
P1 P((MetOx)m-b-(PentOx)x) 17 (20) 4 (5) 4.2 2110 1.17
P2 P((MetOx)m-b-(HepOx)n) 17 (20) 4 (5) 4.2 2220 1.08
P3 P((MetOx)m-b-(NonOx)n) 22 (20) 6 (5) 3.7 3160 1.10

lal bestimmt tber H-NMR-Spektroskopie basierte Endgruppenanalyse, [P bestimmt mittels GPC in DMF/LiBr; Kalibrierung erfolgte
iiber PS-Standards.

Die aus den !H-NMR-Spektren ermittelten Polymerzusammensetzungen weichen nur
geringfligig von den theoretischen Zusammensetzungen ab. Bei der Auswertung der Spektren
war zu beachten, dass diese bei einer hohen Frequenz aufgenommen wurden, da die Genauigkeit
der bestimmten Polymerisationsgrade besonders von der Integration des Initiatorsignals
abhing, das im Vergleich zum Polymer eine deutlich geringere Intensitit lieferte. Uber den
zusatzlichen Vergleich der Integration der Piperidin-Protonen konnte dennoch eine relativ
genaue Polymerzusammensetzung bestimmt werden. Die aus der GPC-Messung erhaltenen
Polydispersitatsindices fiir P1 und P3 deuten mit Werten von 1.17 und 1.10 ebenfalls auf eine
enge Molmassenverteilung hin und sprechen fiir den lebenden Polymerisationsmechanismus.
Nachdem die Polymere mittels 'H-NMR-Spektroskopie und Gelpermeationschromatographie
(GPC) charakterisiert wurden, sollte im Anschluss die kritische Mizellbildungskonzentration

(cmc) ermittelt werden.

3.1.3 Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration

Eine Eigenschaft von Mizellen ist ihre Fahigkeit hydrophobe Molekiile zu solubilisieren. Diese
Molekiile, die oft eine sehr niedrige Loslichkeit in Wasser besitzen, werden im Inneren der

Mizelle eingeschlossen.Moulik, 1996] Besitzen diese Molekiile eine signifikante Schwingungs-
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feinstruktur, deren Intensitaten stark von der Polaritit ihrer Umgebung abhangig ist, kdnnen sie
als Sonden eingesetzt werden. Mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie ist es dann moglich
zwischen mizellaren und nicht mizellaren Systemen zu unterscheiden. Eine bekannte
Fluoreszenzsonde ist Pyren, da es sich aufgrund seiner photophysikalischen Eigenschaften als

Modellsystem bewdahrt hat und in der Literatur ausfiihrlich charakterisiert wurde.[Xalyanasundaram,

1977; Nakajima, 1973]

Abbildung 10 =zeigt das Fluoreszenzspektrum von Pyren in Wasser mit seinen fiinf
charakteristischen Schwingungsbanden zwischen 370 und 400 nm. Nakajima konnte zeigen,
dass die I:-Bande bei einer Wellenlange von 372 nm, die dem (0<0) Schwingungsiibergang
entspricht, eine Intensitdtserh6hung in polaren Ldsemitteln zeigt. Die I3-Bande bei einer
Wellenldnge von 383 nm, die dem Schwingungsiibergang (0<2) entspricht, &ndert nur minimal
ihre Intensitit mit der Polaritdt des Losemittels. Diese Erkenntnis ermdglichte es, das Verhaltnis
der Intensitat der [/13-Bande als Maf} fiir die Mikropolaritat der Pyrenumgebung zu nutzen und
so zwischen mizellaren und nicht-mizellaren Systemen unterscheiden zu konnen. Die
Veranderung des Verhaltnisses [1/I3 korreliert dabei mit dem Aggregationsverhalten des
amphiphilen Blockcopolymers in Wasser. Ab dem Erreichen der cmc 16st sich das hydropobe
Pyren nahezu vollstindig im Mizellkern, was an der sprunghaften Anderung des Quotienten 1;/I3

deutlich wird.[Kalyanasundaram, 1977]
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Abbildung 10: Fluoreszenzspektrum von Pyren in Wasser.

Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde die Fluoreszenzsonden-Technik mit Pyren als
Sondenmolekiil eingesetzt. Zur Bestimmung der cmc wurde zunichst eine Konzentrationsreihe

des Blockcopolymers in Wasser angesetzt. Jede angesetzte Konzentration wurde mit 10 pL einer
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gesdttigten Pyren-Losung versetzt und 30 Minuten mit Argon entgast. Anschliefdend wurde fiir
jede Konzentration ein Fluoreszenzspektrum mit der Anregungswellenlinge A,,= 334 nm
aufgenommen. Die aus den Fluoreszenzspektren ermittelten Verhaltnisse der Intensitiatsbanden
I1/13 wurden gegen die Konzentrationen aufgetragen. Nach Anlegen einer sigmoidalen Kurve

durch die Messpunkte konnte die cmc graphisch ermittelt werden.
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Abbildung 11: Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration
durch Pyrensolubilisierung am Beispiel von P3.

In Tabelle 3 sind die graphisch ermittelten cmc-Werte der Blockcopolymere P1-P3
zusammengefasst. Diese liegen in einem fiir Blockcopolymere charakteristischen Bereich und
zeigen im Vergleich zu Tensiden, wie z. B. dem Natriumdodecylsulfat (cmc 8.2-10-3 mol-L-! bei

T = 298 K) [Mukerjee, 1971; Dorfler, 2002, S.387] elnen deutllch nledrlgeren Wertl [Forster, 1997]

Tabelle 3: Kritische Mizellbildungskonzentration der Blockcopolymere P1-P3.

Abkiirzung Polymer n:‘;_’;‘jl\(]ll\(:ll{') nf;_‘;’_g;;:i) m:n /1 O_EI_Ilr;aol.L_l
P1 P((MetOx)m-b-(PentOx),) 17 (20) 4 (5) 4.2 40
P2 P((MetOx)m-b-(HepOx),) 17 (20) 4(5) 42 5
P3 P((MetOx)m-b-(NonOx)s) 22 (20) 6 (5) 3.7 1

lalbestimmt iiber Fluoreszenzspektroskopie mit Pyren als Sondenmolekiil.

Fiir niedermolekulare Tenside konnte bereits gezeigt werden, dass die Lange und der chemische
Aufbau des hydrophoben Restes einen entscheidenden Einfluss auf die Mizellbildung

nehmen.[Dérfler, 2002, $.384] Dieser Trend ldsst sich auch bei den synthetisierten Blockcopolymeren
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P1-P3 feststellen. Das Polymer P1, das im hydrophoben Block des Polymers die kiirzeste
Alkylkettenldnge besitzt, zeigt mit einer cmc von 40 pmol-L! den grofiten Wert. Allgemein
nimmt die cmc von P1 zu P3 mit zunehmender Kettenlinge des hydrophoben Blocks
kontinuierlich ab. P3 besitzt, mit der Nonyl-Kette im hydrophoben Block und der damit langsten
Alkylseitenkette, mit 1 pmol-L1 die niedrigste cmc. Diese Beobachtung stimmt mit den
Ergebnissen voran gegangener Arbeiten aus der Literatur gut iiberein. Auch hier konnte gezeigt
werden, dass das Einsetzen der Mizellbildung hauptsachlich durch die Art und die Linge des
hydrophoben Blocks bestimmt wird, wohingegen der ldsliche hydrophile Block nur einen

geringen Einfluss auf die Mizellbildung zeigt.[Astafieva, 1993; Gao, 1993]

3.1.4 Bestimmung des hydrodynamischen Radius

Die Partikelgrofde der in Wasser aggregierenden Blockcopolymere wurde mit Hilfe der
dynamischen Lichtstreuung (DLS) bestimmt. Dabei wird die Probe zunidchst mit Laserlicht
durchstrahlt. Die entstehende Streustrahlung wird anschliefRend in einem bestimmten Winkel
zeitabhdngig gemessen.[Podzimek, 2011, $.59] Das Prinzip geht auf den Doppler-Effekt[Pecora, 1985, 5.724]
zurlick, welcher durch die freie Diffusion von Partikeln verursacht wird. In Losung bewegen sich
dispergierte Partikel aufgrund der Brown'schen Molekularbewegung zufdllig mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit in alle drei Raumrichtungen, wobei die einzelnen Molekilgruppen
rotieren und schwingen konnen. Je nach Viskositidt der Fliissigkeit sowie Gréfde und Form der
Teilchen, kann diese Bewegung schneller oder langsamer verlaufen. Trifft Laserlicht auf einen
Partikel, so wirkt dieser als Streuzentrum. Aufgrund der Bewegung der Teilchen kommt es zu
einer Frequenzverschiebung des gestreuten Lichtes.[Podzimek 2011] Folglich liegt ein Spektrum von
verschobenen Frequenzen beziiglich der eingestrahlten Frequenz vor, das auch als ,optisches
Doppler-Shift-Spektrum® bezeichnet wird. Da die Frequenzverschiebung im Vergleich zur
Frequenz des eingestrahlten Lichtes nur sehr gering ist, betrachtet man nicht das
Frequenzspektrum, sondern die durch Fourier-Transformation erhaltene Autokorrrelations-
funktion g?(t), die aus den zeitabhiangigen Intensitdtsschwankungen mit Hilfe eines Korrelators
bestimmt werden kann. Dies ist in Abbildung 12 veranschaulicht. Durch die rein statistische
Bewegung der Partikel, die zeitabhingig ihre Position und ihren Impuls dndern, verandert sich
die Intensitat des Streulichts. Die Intensitét der Streustrahlung I(t) schwankt dabei zeitabhangig
mit einer gewissen Fluktuationsperiode um einen mittleren Intensitatswert (). Dabei besitzt I(t)

fiir die Zeitpunkte t und (t+7) unterschiedliche Werte.[Dérfler, 2002, 5. 725]
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Abbildung 12: Intensititsfluktuation der Streustrahlung I(t) um den Mittelwert (I)
resultierend aus der Brown’schen Molekularbewegung der einzelnen Partikel

(T stellt dabei die Verzogerungszeit dar).
[www.chemie.uni-regensburg.de/Physikalische_Chemie/Schmeer/PDF_Files/Lichtstreuung_n.pdf]

Dieses Verhalten kann iiber die Intensitiats-Zeit-Korrelationsfunktion beschrieben werden, die

den Mittelwert aus dem Produkt I(t) und I(t+t), gemittelt liber einen grofieren Zeitraum,

darstellt.[Dérﬂer, 2002, S. 726]

T
(IO +1)) = Jim [%] J 10 (¢ + 1)dr (GL2)
t=0

It = Intensitdt zur Zeit t; I(t+t) = Intensitdt zur Zeit t zu einer um t Zeiteinheiten verschobenen Zeit, T = Verzdgerungszeit.

Dabei besitzt die Korrelationsfunktion einen typischen Verlauf, der durch monotones Fallen

gekennzeichnet ist und Informationen tiber die Gréfie der Partikel geben kann.

(I®OI(t + 1))
*

> T/pus

Abbildung 13: Typischer Verlauf der Intensitats-Zeit-Autokorrelationsfunktion

(I(t)I(t + 7)) am Beispiel von groflen (rot) und kleinen Partikeln (schwarz).
[www.malvern.com/de/pdf/secure/TN101104DynamicLightScatteringIntroduction.pdf]
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Durch Division durch das mittlere Intensititsquadrat (I(t))?> ergibt sich die normierte
Intensitats-Zeit-Autokorrelationsfunktion g?(t). Fiir die eigentliche Auswertung dynamischer
Lichtstreuexperimente wird jedoch die Feld-Zeit-Autokorrelationsfunktion g!(t) bendétigt, da die
am Detektor gemessenen Streuintensitdten I(t) keine Phaseninformationen iiber die gestreuten
Lichtstrahlen enthalten. Nach Normierung auf die Basislinie ldsst sich aus der
Intensitiatsautokorrelationsfunktion g?(t) iiber die Sigert-Beziehung, die Autokorrelation des
elektrischen Feldes gI(t) berechnen, die fiir den einfachsten, idealisierten Fall einer verdiinnten

Losung monodisperser Partikel, einer monoexponentiell fallenden Funktion entspricht.

_ _ 2
gigr)=e T =e0P" (G1.3)
D = Translationsdiffusionskoeffizient [m2-s-1]; I'= inverse Relaxationszeit, T= Verzdgerungszeit, q = Streuvektor.

Aus dieser kann dann der Diffusionskoeffizient bestimmt werden, der tUber die Stokes-Einstein-
Beziehung (Gl. 4) bei konstanter Viskositit und Temperatur des Dispersionsmediums in

direktem Zusammenhang mit dem hydrodynamischen Radius steht.[Czeslik, 2009,5.31]

kT

e marh (Gl.4)

D = Diffusionskoeffizient [m2-s-1]; k = Boltzmann-Konstante [N'm-K-1]; T = Temperatur [K];
1 = Dynamische Viskositdt [n'S'm-2]; r,= Hydrodynamischer Radius [nm)].[Czeslik, 2009]

Hier muss beachtet werden, dass der hydrodynamische Radius der Partikel berechnet wird und
somit nicht zwangsliufig eine Ubereinstimmung mit dem tatsichlichen Partikelradius zeigt. Die
Berechnung des hydrodynamischen Radius bezieht sich dabei auf spharische Partikel.Donasz 2007]
Fiir nicht spharische Partikel wird ein Partikeldurchmesser erhalten, der dem einer Kugel mit

gleichem Diffusionskoeffizienten entspricht.

In der Praxis miissen, je nach Breite der Partikelverteilung, Anpassungen an die gemessenen
Korrelationsfunktionen durchgefiihrt werden, wobei die Kumulantenmethode die einfachste Art

der Auswertung darstellt.

In(g'(q,7)) = 2 K; (I (— Ji,) (GL.5)
j
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Dabei wird die logarithmierte Autokorrelationsfunktion in einer Reihe von Kumulanten K;
entwickelt, wobei der erste Kumulant den mittleren Diffusionskoeffizienten liefert, aus dem
anschlieflend der mittlere intensititsgemittelte Partikeldurchmesser (z-Average) ermittelt
werden kann. Der zweite Kumulant, entspricht dem Polydispersitiatsindex (PI). Dieser gilt als
Mafd fiir die Breite der Verteilung der Partikel. Fiir eine enge Verteilung sollte der
Polydispersitatsindex den Wert von 0.2 nicht iiberschreiten. Ein PI-Wert zwischen 0.2-0.5 zeigt
eine breite Grofdenverteilung an. Die Grofdenverteilung gibt dabei zusatzlich Auskunft iiber die
Qualitit der Messung.[Brar, 2011] Da die Intensitat der Streustrahlung stark abhangig von der Grofie
der Partikel ist, sind die Messungen mit einem hohen PI nicht aussagekraftig und geben keine

absolute Grofie wieder.

[~db (Gl 6)

I = Intensitét der Streustrahlung, d= Partikeldurchmesser [nm].

So ist in der Rayleigh-Debye-Ndherung (d << A) die Streuintensitit [ einer Kugel mit dem
Durchmesser d proportional zu dé (Gl. 6).[Geldburg, 19991 An grofden Partikeln kann das einfallende
Licht starker gestreut werden, wodurch die Streustrahlung kleinerer Partikel iiberdeckt werden
kann. Daher sind je nach Zusammensetzung der Probe mehr oder weniger komplizierte
Anpassungen an die Korrelationsfunktion nétig, um verwertbare Ergebnisse aus den Messungen

erzielen zu konnen.

Polydisperse Proben kénnen nicht nach dem Kumulanten-Verfahren gelost werden, da hier jede
Partikelpopulation eine fiir sie typische Abklingkonstante besitzt. Die Losung ist hier weit
komplexer. Die am weitesten verbreitete Methode behandelt eine inverse Laplace-
Transformation und wird nach ihrem Entwickler als CONTIN-Analyse bezeichnet. Die

Beschreibung dieses Verfahrens soll an dieser Stelle nicht weiter besprochen werden.

Die in dieser Arbeit verwendete Software (Zetasizer Nano Z, Fa. Malvern Instruments) stellt
standardméafdig die Kumulanten- wie auch die CONTIN-Methode als madogliche
Auswerteverfahren zu Verfiigung. Dabei kann neben dem mittleren intensitdtsgewichteten
Partikelradius auch der mittlere volumen- und anzahlgewichtete Partikelradius ermittelt

werden.
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Darstellung der eigenen Ergebnisse

Fiir die Bestimmung des hydrodynamischen Radius der Polymermizellen wurde das Polymer
(P1-P3) oberhalb seiner cmc, direkt in dem selektiven Losemittel Wasser geldst, wodurch die
Mizellbildung eingeleitet werden konnte. Nach dem Lo6sen des Polymers wurde der
hydrodynamische Radius mittels DLS ermittelt. Dabei wurden zwei unterschiedliche Versuche
getestet. In dem ersten Versuch wurde das Polymer direkt bei Raumtemperatur vermessen.

In dem zweiten Versuch wurde die Polymerlésung zundchst auf 80 °C erhitzt und erst nach

erneutem Abkiihlen auf Raumtemperatur mittels dynamischer Lichtstreuung vermesssen.

Liidtke untersuchte Dbereits in ihrer Dissertation das Aggregationsverhalten von
Blockcopolymeren auf Basis von Poly(2-oxazolin)en wobei der hydrophobe Block aus dem
Monomer 2-Nonyl-2-oxazolin gebildet wurde.[Ludtke, 2005] Dabei stelllte sie fest, dass diese bei
Raumtemperatur spontan undefinierte, grofse Aggregate mit einem mittleren Durchmesser von
ca. 110 nm bilden und damit etwa zehnmal so grof? waren, wie die erwartete Mizellgréfie von
10 + 2 nm. Sie nahm an, dass es sich dabei um Strukturen im Nichtgleichgewichtszustand
handelte. Durch das Losen des festen Blockcopolymers ist es moglich, dass Strukturen, die im
Festkorper vorliegen, auch in Losung erhalten bleiben. Dieses Verhalten wird vor allem bei
Blockcopolymeren beobachtet, die einen Block mit hoher Glasiibergangstemperatur (Tg)
besitzen. Ein Gleichgewichtszustand kann durch Aufheizen der Losung oder durch schrittweise
Dialyse erreicht werden. Temperaturabhdngige dynamische Lichtstreumessungen zwischen

12-100 °C unterstiitzten diese Annahmen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese Beobachtung nicht bestétigt werden. Die Messungen der
dynamischen Lichtstreuung zeigten nach dem Vermessen der Probe bei Raumtemperatur und

nach dem Tempern bei 80 °C exakt die gleiche Partikelgrofie fiir die jeweiligen Polymere P1-P3.
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Abbildung 14: Mittlerer hydrodynamischer Radius von P2 in Abhadngigkeit von der Konzentration [g-L-1].
Dargestellt ist der Mittelwert Arn aus fiinf Einzelmessungen (gestrichelte Linie) mit der entsprechenden
prozentualen Standardabweichung S/%.
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Wie in Abbildung 14 am Beispiel von P2 gezeigt ist, filhrte auch eine Variation der
Konzentrationen tliber drei Zehnerpotenzen oberhalb dieser Grenze zu keiner signifikanten
Groflendnderung der Mizellen. Die Abbildung zeigt den jeweiligen Mittelwert des
hydrodynamischen Radius mit der entsprechenden Standardabweichung aus fiinf
Einzelmessungen fiir verschiedene Polymerkonzentrationen (P2) oberhalb der cmc. Die
Abweichung vom Mittelwert betragt 0.25 nm mit einer prozentualen Standardabweichung von
8.7%. Es konnte somit keine konzentrationsabhdngige Tendenz der Partikelgrofie festgestellt

werden.

Diese Beobachtung bestitigt die aus der Literatur bekannten Ergebnisse.[Tanford, 1974] Lediglich
eine geringe Verschlechterung der Partikelverteilung von P2 und P3 konnte beobachtet werden.
Munk beschrieb bereits, dass durch das direkte Losen des Polymers in einem selektiven
Losemittel, polydisperser Partikelverteilungen erhalten werden konnen.Munk 1996] Trotz dieser
Methode der Mizellbildung lagen die Partikelverteilungen im Rahmen dieser Arbeit in einem
akzeptabelen Bereich. So konnten fiir die Polymere P1-P3 Polydispersititen zwischen 0.1-0.2
ermittelt werden, die noch monodisperse Partikelverteilungen anzeigten. Ein méglicher Grund
hierfiir konnte in der geringen Molmassse des Polymers liegen. Jada et al. zeigten bereits, dass
fiir Poly(styrol)-block-Poly(ethylenglycol) mit niedrigen Molmasssen gleichmafdige mizellare
Strukturen, nach direktem Ldsen in Wasser, ausgebildet werden konnten.[l 20111 Des Weiteren
konnten in der Regel die DLS-Messungen nicht immer direkt erfolgen, sondern erst ein paar
Stunden spater. Das Stehenlassen der Probe koénnte bereits fiir die Einstellung des

Gleichgewichts ausgereicht haben.

Um die Messbedingungen im Rahmen dieser Arbeit immer konstant zu halten, wurde fiir die
Bestimmung des hydrodynamischen Radius stets eine Losung der Konzentration 1 mmol/L
eingesetzt. Zu Beginn jeder Messung wurden die Proben durch einen 0.2 um PTFE-Spritzenfilter
(Fa. VWR) filtriert, um unlosliche Bestandteile, die zu einer Hintergrundstreuung fiihren
kénnten, von der Losung abzutrennen. Zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius wurde

aus fiinf Einzelmessungen iiber 10 Zyklen und jeweils 10 s Messdauer der Mittelwert gebildet.

Die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung fiir die synthetisierten amphiphilen
Blockcopolymere sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Die Radien entsprechen dabei der

numerisch gewichteten Verteilung.
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Tabelle 4: Hydrodynamischer Radius der Blockcopolymere P1-P3.

Abkiirzung Polymer TR2 /nm PIb
P1 P((MetOx)17-b-(Pent0x)4) 52401 0.1
P2 P((MetOx)17-b-(HepOx)4) 7.7+ 0.5 0.2
P3 P((MetOx)22-b-(NonOx)s) 9.8+ 0.4 0.2

lal Mittelwert aus 5 Einzelmessungen; I PI beschreibt die Polydispersitat der DLS-Messungen?.

Der Vergleich der Polymere P1-P3 zeigt, dass der Radius mit wachsender Kettenldnge des
Alkylrestes zunimmt. Wahrend P1 einen hydrodynamischen Radius von 5.2 + 0.1 nm besitzt,
weist P3 mit 9.8 + 0.4 nm einen nahezu doppelt so groflen hydrodynamischen Radius auf. Diese
Beobachtung bestitigt die aus der Literatur bekannten Ergebnisse.[Li. 2011] So konnten Booth und
Attwood zeigen, dass der hydrodynamische Radius von Poly(ethylenglycol)-block-
Poly(phenylenoxid)-Mizellen in Abhangigkeit der hydrophoben Lange zunimmt.[Attwood, 2007] Kjm
et al. zeigten an Mizellen aus Poly(ethylenglycol)-block-Poly(e-caprolacton), dass auch mit
steigender Molmasse des Blockcopolymers der hydrodynamische Radius der Mizellen

zunimmt, [Lim, 2013]

3.1.5 Bestimmung der Glasiibergangs- und Schmelztemperatur

Die Glasiibergangs- (Tg) und Schmelztemperaturen (Tw) der Polymere P1-P3 wurde mittels
dynamischer Differenzkalorimetrie (engl. Differential Scanning Calorimetry, DSC) ermittelt und
mit den Literaturwerten fiir Poly(2-alkyl-2-oxazolin)-Homopolymere verglichen. Dabei wurde
die Differenz der Warmestrome zwischen einer Probe und einer Referenzprobe (Leertiegel)
wahrend eines kontrollierten Temperaturprogrammes aufgezeichnet. Die Messung erfolgte
dabei mit der ,heat-flux“-Variante, in der sich die Probe und die Referenz in einem Ofenraum

befinden.

Abbildung 15 zeigt beispielhaft das Thermogramm der DSC-Messung von Polymer P1 (A) und
die Literaturwerte der Glasiibergangs- und Schmelztemperaturen von Poly(2-alkyl-2-
oxazolin)en mit unterschiedlich langen Alkylseitenketten zum Vergleich (B). Die Ergebnisse der
Literatur zeigen, dass die Glasiibergangstemperatur der Homopolymere mit zunehmender
Alkylkette der Polymere abnimmt. Wahrend dass Poly(2-methyl-2-oxazolin) einen Ty von ca.
80 °C aufweist, fallt diese fiir Poly(2-pentyl-2-oxazolin) auf einen Wert von 5 °C ab. Poly(2-alkyl-

2-oxazolin)e mit ldngeren Alkylseitenketten besitzen dagegen keine Glasiibergangstemperatur,

1 Alle in dieser Arbeit angegebenen Radien entsprechen, sofern nicht anders gekennzeichnet, der numerisch gewichteten Verteilung.
Der Polydispersitatsindex der DLS Messungen wurde mit PI abgekiirzt um eine Verwechslung mit dem Polydispersitdtsindex der
Molmassenverteilung der Polymere (PDI), ermittelt aus den GPC Messungen, zu vermeiden.
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sondern lediglich eine Schmelztemperatur zwischen 140-150 °C. Die beobachtete Schmelz-

temperatur ergibt sich dabei aus der Seitenketten-Kristallinitat.[Hoogenboom, 2005]
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Abbildung 15 A-B: Thermogramm der DSC-Messung von Polymer P1 (A); Literaturergebnisse der Tg-
und Tm-Werte von Poly(2-alkyl-2-oxazolin)en mit unterschiedlich langen Alkylketten (B).[Hoogenboom, 2005]

Mit Hilfe des Tangentenverfahrens konnten aus den entsprechenden Thermogrammen die
Glastibergangs- und Schmelztemperaturen der Polymere ermittelt werden. Mit Glaslibergangs-
temperaturen von 6.8 °C (P1), 33.7 °C (P2) und 27 °C (P3) zeigen die Polymere
P1-P3 ein etwas anderes thermisches Verhalten. Insbesondere die Werte von P2 und P3 sind
typisch  fiir  kurzkettige  Poly(2-methyl-2-oxazolin)e mit 20-35  Wiederholungs-
einheiten.[Weberskirch, 2000] Der Wert fiir P1 konnte dagegen von der Pentylseitenkette herriihren,

die eine Glasiibergangstemperatur von ca. 5 °C aufweist. Tabelle 5 fasst die ermittelten T, und

Tm-Werte der Polymere P1-P3 zusammen.

Tabelle 5: Glastibergangstemperatur und Schmelzpunkt der Blockcopolymere P1-P3.

Probe Polymer Tg? Tm?
P1 P((MetOx)17-b-(PentOx)4) 6.8 96.8
P2 P((MetOx)17-b-(HepOx)4) 33.7 (52.5) 91.9
P3 P((MetOx)22-b-(Non0x)s) 27.0 65.0

lal ermittelt mittels DSC-Untersuchungen zwischen -60-150 °C

Mit dem Ziel ein besseres Verstindnis dariiber zu bekommen, welchen Einfluss die
Seitenkettenldnge auf die Stabilitit der mizellaren Aggregate hat, wurden zusammen mit
Dr. Wolf Hiller, Leiter der NMR Abteilung der Fakultét fiir Chemie und Chemische Biologie,

temperaturabhdngige Untersuchungen an den mizellaren Aggregaten vorgenommen und
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Ti-Relaxationszeiten ermittelt. Alle Untersuchungen wurden dabei von Dr. Wolf Hiller

durchgefiihrt.

3.1.6 Untersuchung des Aggregationsverhaltens mittels 'H-NMR-
Spektroskopie

Die Kernresonanzspektroskopie stellt eine sehr niitzliche Methode zur Charakterisierung von
Mizellen dar, da die chemische Verschiebung der Signale und auch deren Intensitit direkt von
der chemischen Umgebung abhingen. Dariiber hinaus erdffnen die Bestimmungen der Spin-
Gitter-Relaxationszeiten (Ti-Zeiten) zusatzliche Moglichkeiten, Einblick in die lokale
Beweglichkeit der Kettensegmente bzw. einzelner funktioneller Gruppen zu bekommen. Die
wichtigste Ursache fiir Spin-Gitter Relaxationen sind molekulare Beweglichkeiten. Insbesondere
die Translation bzw. Diffusion von Atomen, lonen, Molekiilen oder die Reorientierungs-
bewegungen von Molekiilen oder Molekiilgruppen um bestimmte Achsen bewirken eine
Kernrelaxation, wenn das Frequenzspektrum der Bewegungen die Larmorfrequenzen der
beteiligten Kerne enthalt, und wenn Bewegung und Kernspins miteinander gekoppelt sind. Die
dadurch entstehenden magnetischen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen sind zeitabhangig und
erzeugen fluktuierende lokale Magnetfelder, die bei passenden Frequenzkomponenten
Uberginge zwischen den Zeeman-Niveaus induzieren und somit Spin-Gitter-Relaxation erzeugen
kénnen. Mit ,Gitter” bezeichnet man dabei die molekulare Umgebung der Spins, in der diese
Bewegungsprozesse und die hiermit verbundenen Fluktuationen des lokalen Magnetfeldes
stattfinden. Ob die Frequenz eines fluktuierenden magnetischen Feldes in der Lage ist einen
Beitrag zur Relaxation zu leisten, hangt insbesondere von der Grofde der Molekiile ab und
inwiefern die Korrelationszeit © die Resonanzbedingungen wo = 21vo des Ubergangs der beiden
Spinzustande erfillt. Bei grofien Molekiilen ist . >> 1/wo, d. h. die Bewegung ist zu langsam fiir
eine effektive Relaxation, wahrend bei kleinen Molekiilen mit n. << 1/wo, die Bewegungen zu
schnell sind. Nur wenn die Resonanzbedingung n. = 1/wo erfillt ist, ist eine effiziente Relaxation
moglich. Dieses charakteristische Verhalten fiir T1 wird auch in Abbildung 16 gezeigt, wobei die
Resonanzbedingung immer durch das Minimum von T; als Funktion der Korrelationszeit

angezeigt wird.

Die Spin-Spin-Relaxationszeiten (T:-Zeiten) werden verwendet, um die Geschwindigkeit des
Zerfalls der Magnetisierung innerhalb der xy-Ebene zu quantifizieren und stehen direkt mit der
Linienbreite des NMR-Signals bei halber Hohe (Av = 1/2) in Zusammenhang. Die Spin-Spin-
Relaxation hangt dabei direkt von der Spin-Gitter-Relaxation ab, da ein Anstieg der

Magnetisierung in z-Richtung nicht ohne eine Abnahme der Magnetisierung in xy-Richtung
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moglich ist. Dabei gilt fiir die Spin-Spin-Relaxationszeit allgemein: T, < T: und im

Festkorper: T, << T.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Verlaufs der Relaxationszeiten T1 und T2
als Funktion der Korrelationszeit tc.[Skrabal, 2008]

In der Vergangenheit wurden bereits zahlreiche NMR-Untersuchungen an Mizellen auf der Basis
von Poly(ethylenoxid)- und Poly(propylenoxid)-Blockcopolymeren durchgefiihrt, die auch als
Pluronics bezeichnet werden.[Godward, 1995; Cau, 1996; Ma 2007; Soderman, 1994; Aubrecht, 2005] Charakteristisch flr
diese Polymere ist deren LCST-Verhalten (LCST = lower critical solution temperature), d. h.
unterhalb einer charakteristischen Temperatur sind die Polymere gut solvatisiert. Die
Mizellbildung wird durch Erwiarmen der wassrigen Polymerlésung oberhalb der LCST
eingeleitet, wobei der Poly(propylenoxid)-Block den Mizellkern bildet und der
Poly(ethylenoxid)-Block die hydrophile Mizellhiille. Die Untersuchung der Ti- und T»-Zeiten der
Systeme zeigten, dass diese fiir den Poly(ethylenoxid)-BlocklGedward, 1995; Ma, 2007] ]inear mit der
Temperatur ansteigen, wahrend beim hydrophoben Poly(propylenoxid)-Block zuerst ein

Anstieg mit der Temperatur beobachtet wird, der im Bereich der LCST dann plétzlich abfallt.

Kawchak et al. untersuchten die Kettenbeweglichkeit von Poly(methylmethacrylat)-block-
(methacrylsiaure)- und Poly(methylmethacrylat)-block-(acrylsdure)-Copolymeren und deren
Mizellen.[Wilmes,  2011] ~ Mit zunehmender Temperatur stiegen die T,-Werte des
Poly(methylmethacrylat)-Blocks  deutlich starker an, als die des hydrophilen
Poly(methacrylsdure) oder Poly(acrylsdure)-Blocks. Die T1-Daten waren jedoch nicht einfach zu
interpretieren, da diese mit der Temperatur nicht streng monoton zunahmen. Als mdogliche
Griinde wurden hierfiir die vielfaltigen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen genannt, die den grofdten
Beitrag zu den Spin-Gitter-Relaxationen liefern und in einem solchen Polymersystem sehr

komplex sein kdnnen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals mizellare Aggregate auf der Basis der Polymere
P1-P3 mit Hilfe der tH-NMR-Spektroskopie in Abhangigkeit von der Temperatur untersucht. Im
Mittelpunkt der Untersuchungen stand dabei die Charakterisierung der Ti-Relaxationszeiten fiir
unterschiedliche, chemische Gruppen der Blockcopolymere P1-P3 als Funktion der Temperatur
(T = 25-80 °C). Des Weiteren wurden in diesem Temperaturbereich auch die Assoziationsgrade
fiir die verschiedenen, chemischen Gruppen iiber deren NMR-Signalintensititen bestimmt. Die
Polymere unterschieden sich dabei in erster Linie durch die Alkylseitenkette des hydrophoben
Monomers, von Pentyl-, (P1), Heptyl-, (P2) und Nonylresten (P3) (siehe auch Tabelle 2 fiir die

Zusammenstellung der analytischen Daten der eingesetzten Polymere).

Zuerst wurden die Polymere P1-P3 mit Hilfe der !H-NMR-Spektroskopie in deuteriertem
Methanol untersucht und die chemischen Gruppen den jeweiligen Signalen zugeordnet. Dies ist
in Abbildung 17 dargestellt. Methanol wurde dabei als Losungsmittel gewahlt, da vorherige
Untersuchungen gezeigt hatten, dass dort keine Aggregation zu erwarten war, d. h. alle
chemischen Gruppen solvatisiert sein sollten und eine maximale Signalintensitit ergeben.
Charakteristisch fiir die Polymere sind die Hauptkettenmethyleneinheiten 3 und 4, mit einer
chemischen Verschiebung von 3.3-3.5 ppm, die sowohl im hydrophilen als auch hydrophoben
Block vorhanden sind. Weiterhin sind die direkt zur (C=0)-Carbonyleinheit benachbarten,

hydrophilen Kettensegmente durch die Methylgruppe 2 bei 1.90 ppm gekennzeichnet.
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Abbildung 17: 1H-NMR Spektrum von P(MetOx)17-block-(PentOx)4 P1 in deuteriertem Methanol.
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Die Alkylseitenkette des hydrophoben Blocks wird durch vier Signale charakterisiert, durch die

—_— -

Polymerhauptkette, wahrend die (CH:)x-Segmente 8 mit x = 2 (P1), 4 (P2) und 6 (P3) die

beiden Methylengruppen 6 und 7, direkt benachbart zur Carbonylfunktion der
Verbindung zur terminalen Methylgruppe 9 herstellen, die den grofdten Abstand zum

Polymerriickgrat besitzt und ein Triplettsignal bei 0.78 ppm zeigt.

In den NMR-Experimenten sollte nun untersucht werden, wie sich die Spin-Gitter-Relaxation
(T1-Zeiten) und der Assoziationsgrad in einer Polymermizelle fiir die oben genannten

unterschiedlichen chemischen Gruppen als Funktion der Temperatur verhalten.

Abbildung 18 A-C zeigt die Ergebnisse der Ti- Relaxationsmessungen fiir die Blockcopolymere

P1 (A), P2 (B) und P3 (C) gegen die reziproke Temperatur (1000/T) in D0 als Losungsmittel.

Die Ergebnisse wurden, fiir unterschiedliche chemische Gruppen im Polymer untersucht und
geben einen hervorragenden Einblick in die molekulare Beweglichkeit der Polymerhauptkette
und den unterschiedlichen Methylengruppen sowie der terminalen Methylgruppe der Polymer-

seitenkette im hydrophoben Block.
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Abbildung 18 A-C: T1- Relaxationsmessungen gegen die reziproke Temperatur (T = 25-80 °C) von P1 (A), P2 (B)
und P3 (C) in D20 als Losungsmittel mit der Resonanzfrequenz von 500 MHz.

Die T1-Werte fiir die Hauptkettenprotonen 3, 4 und die Methylgruppe 2 des hydrophilen Blocks
verlaufen fiir alle drei Polymere nahezu parallel zueinander und nehmen mit zunehmender
Temperatur leicht ab, wobei die Methylseitengruppe des hydrophilen Blocks deutlich grofiere
T1-Werte zeigt, als fiir die Protonen der Riickgratmethyleneinheiten 3, 4. Die Beweglichkeit der
Polymerhauptkette wird offensichtlich kaum durch die unterschiedlich langen Alkylseitenketten

beeinflusst. Das lasst sich damit erklaren, dass ca. 75-80 % der Poly(2-methyl-2-oxazolin)e in
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allen drei Polymeren identisch und in der Mizellhiille solvatisiert sind und offenbar dhnliche
Beweglichkeiten aufweisen. Im Vergleich dazu zeigen die Methylengruppen der hydrophoben
Seitenkette ein ganz anderes Verhalten. Dabei 1dsst sich sehr schon am Verlauf der T1-Zeiten mit
der Temperatur erkennen, dass diese fiir die Methylengruppen 6 und 7 benachbart zur
Polymerhauptkette mit der Temperatur nur leicht zunehmen, dieser Effekt aber fiir die
Methylengruppen 8 und die terminale Methylgruppe 9 wesentlich stiarker wird. Die maximale
Beweglichkeit wird dabei fiir die Methylgruppe von P2 bei 80 °C mit einem Ti-Wert von 1.51 s
gefunden. Der Kurvenverlauf fiir die temperaturabhangige Ti-Zeit der Methylgruppe 9 fiir P1
und P2 scheint dabei eindeutig aus dem Minimum zu kommen und nimmt mit zunehmender
Temperatur zu. Dies passt dabei sehr gut zu dem erwarteten Kurvenverlauf fiir T;-Werte aus
Abbildung 16. Fiir P3 wird dieser Kurvenverlauf noch deutlicher. Nach einem kurzen Anstieg
des Ti-Wertes fiir die terminale Methylgruppe 9 bei T = 25 °C fallen diese Werte bis zu einem
Minimum bei T = 45 °C, steigen danach mit zunehmender Temperatur wieder an und erreichen
bei 80 °C den maximalen Wert vom 1.28 s. Fiir die anderen chemischen Gruppen 2, 3, 4, 6-8 liegt

das Ty1-Minimum nicht mehr im untersuchten Temperaturbereich.

Da die Ergebnisse der Ti-Messungen in direktem Zusammenhang mit der Glasiibergangs-
temperatur bzw. Schmelztemperatur von Polymeren stehen, sollten diese mit den aus Kapitel
3.1.5 ermittelten Werten verglichen werden. Die ermittelten Glasliibergangstemperaturen
betrugen 6.8 °C fiir P1, 33.7 °C fiir P2 und 27 °C fiir P3. Es konnte gezeigt werden, dass die
gefundenen Glasiibergangstemperaturen der Polymere P1-P3 offenbar keinen grofden Einfluf3
auf die Ti-Werte der untersuchten chemischen Gruppen haben, da sie aufderhalb des
Messbereichs liegen. Stattdessen lassen sich die Ergebnisse der Ti-Untersuchungen
ausschliefdlich dariiber erkldaren, ob die untersuchte chemische Gruppe im hydrophilen Block
liegt (2-4) bzw. welchen Abstand die chemische Gruppe von der Polymerhauptkette im
hydrophoben Block hat (6-9).

Eine weitere interessante Grofde, die die Eigenschaften von Mizellen bestimmt und iiber die
NMR-Spektroskopie zuginglich ist, ist der Assoziationsgrad und wie sich dieser mit der
Temperatur verhilt. In der Vergangenheit wurde das temperaturabhidngige Aggregations-
verhalten von Poly(2-methyl-2-oxazolin)en, die mit Alkylketten und auch mit Fluor-
kohlenstoffketten modifiziert waren, intensiv untersucht. Die Ergebnisse der T-Relaxations-
untersuchungen zeigten, dass diese in zwei Komponenten zerlegt werden miissen, eine schnelle
Komponente, die dem Anteil der freien, nicht aggregierten Ketten entspricht und eine langsame
Komponente, die dem Anteil der aggregierten Ketten entspricht. Bei T = 95 °C ist der Anteil der
freien Ketten, unabhingig von der Konzentration des polymeren Amphiphils, nahezu 100%, d. h.

die Ketten sind nicht mehr aggregiert.[Weberskirch, 2000]
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Eine weitere Moglichkeit etwas iiber den Assoziationsgrad der einzelnen Blockco-
polymerbestandteile zu erfahren, wurde mit Hilfe der Charakterisierung der Signale einzelner
chemischer Gruppen durchgefiihrt, deren Intensitit davon abhdngt. Dabei zeigten sich deutliche
Unterschiede, je nachdem ob die untersuchte chemische Gruppe sich im hydrophilen oder
hydrophoben Teil des Blockcopolymers befindet. Die Vorgehensweise fiir diese Untersuchungen

istin Abbildung 19 A-C gezeigt.
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Abbildung 19 A-C: (A) NMR-Signalintensititen der chemischen Gruppen COCH3 und NCHz im hydrophilen Teil, (B)
NMR-Signalintensitaten verschiedener chemischer Gruppen im hydrophoben Block und (C) Assoziationsgrad als
Funktion der chemischen Gruppe und der Temperatur fiir P1.

Der Assoziationsgrad P als Funktion der Temperatur und der chemischen Gruppe wird dabei

iiber die folgenden Formeln bestimmt:

P i (GL7)
i ]élp .
e
hl 0,i i
R ==t (GL 8)
0,i

hp = hydrophober Anteil; hl = hydrophiler Anteil; Ié”; N I;’li = nicht-assoziierte Intensitét fiir die Temperatur i;

h hl . sy e 1 .
]i ’ . Ii = assoziierte Intensitat fiir die Temperatur i.

Die Intensititen der hydrophoben Bestandteile als Funktion der Zeit Iihp in Gleichung 7 sind

dabei experimentell zuginglich, wohingegen der Anteil der nicht-assoziierten Intensitat I(})l,zi7 nur
berechnet werden kann. Die Berechnung des hydrophilen Anteils nach Gleichung 8 gestaltet sich
hingegen etwas einfacher, da die Signalintensitdten 1{;_@ durch lineare Extrapolation des auf ein

Proton normierten COCHs-Signals von 80-25 °C ermittelt werden kénnen und I/ experimentell
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zuganglich ist. I(’)l, ’i’ lasst sich schliefdlich tiber den nicht-assoziierten hydrophoben Molanteil in

Gleichung 9 berechnen:

2o = (GL 9)

Nach Umstellung der Gleichung 9 ergibt sich fiir 13’; (Gleichung 10). Dieser Term kann nun in

Gleichung 7 eingesetzt werden.

Ihl. . hg,mol
J I Y ;ff;;'mol (GL. 10)
I-x 0.4

Interessant sind insbesondere die sich daraus ergebenden Assoziationsgrade fiir die jeweiligen
chemischen Gruppen als Funktion der Temperatur. Wahrend die Methylgruppe COCH;3 des
hydrophilen Polymerblocks bei keiner Temperatur assoziiert vorliegt, zeigen die
Methylengruppen der Alkylseitenketten im hydrophoben Block unterschiedlich starke
Assoziationsgrade in Abhadngigkeit von ihrer Position. Die Methylengruppen 6 und 7 sind bei
25 °C am starksten assoziiert, wahrend die terminale Methylgruppe den geringsten Grad der
Assoziation aufweist. Die Ergebnisse zeigen, dass der Abstand der Methylengruppe zum
Polymerriickgrad entscheidend fiir den Assoziationsgrad ist. In Abhédngigkeit von der Position in
der Alkylseitenkette nimmt die Assoziation mit zunehmender Temperatur linear ab. Bei 80 °C
erscheint die Alkylseitenkette vollkommen dissoziiert. Das korreliert sehr gut mit den
Ti-Relaxationsmessungen, die ebenfalls die grofiten Beweglichkeiten filir die Methylgruppe der

hydrophoben Seitenkette ergaben.

Abbildung 20 A-C zeigt noch einmal alle Ergebnisse zum Assoziationsgrad der Polymere P1-P3

als Funktion der chemischen Gruppe und der reziproken Temperatur.
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—=—NCH, (3,4) —+—COCH3 (2) =*—CH2(6) —~—CHy (7) —<+—(CHp)x (8) ——CHgz (9)

Abbildung 20 A-C: Bestimmung des temperaturabhiangigen Assoziationsgrads
fiir P1 (A), P2 (B) und P3 (C) in D20.
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Wahrend die ermittelten Assoziationsgrade fiir P1 und P2 sehr dhnlich mit der Temperatur und
der jeweiligen chemischen Gruppe verlaufen, zeigt P3 ein deutlich abweichendes Verhalten und
Assoziationsgrade von mehr als 140% fiir die Methylengruppen der Hauptkette an. Dem liegt
allerdings ein experimentelles Problem zugrunde. Da bei P3 die NMR-Signalintensitdten der
chemischen Gruppe COCH3 im hydrophilen Teil auch bei 80 °C teilweise noch assoziiert sind und
nicht mit der Temperatur linear abnehmen, wie das fiir P1 in Abildung 19 A dargestellt wurde,

konnten sie nicht {iber eine lineare Gleichung beschrieben werden.

Zusammenfassend gaben die NMR-spektroskopischen Untersuchungen einen hervorragenden
Einblick in die Dynamik und den Assoziationsgrad der unterschiedlichen funktionellen Gruppen
eines Poly(2-methyl-2-oxazolin)-block-Poly(2-alkyl-2-oxazolin)s in mizellaren Aggregaten. Es
zeigten sich je nach Betrachtung der chemischen Gruppen aus dem hydrophilen oder dem

hydrophoben Block sowie des Abstands zur Polmerhauptkette deutliche Unterschiede.

3.2 Funktionalisierung von Poly(2-oxazolin)e

Der zweite Teil der Arbeit bestand darin, amphiphile Blockcopolymere auf Basis von
2-Oxazolinen herzustellen, die eine zusitzliche Funktionalitit tragen. Uber diese sollte nach
Aggregation der Polymere in Wasser eine Stabilisierung erfolgen. Die Mdglichkeiten der
Mizellstabilisierung wurden in Kapitel 1.1.3 genauer beschrieben. Da diese stabilisierten Partikel
gerade im Bereich des Wirkstofftransports von Interesse sind und Studien zeigten, dass die
Freisetzungskinetik in kernvernetzten Partikeln im Vergleich zu unvernetzten Mizellen deutlich
herabgesetzt werden konnte, sollte die Stabilisierung im Kern der Polymermizelle
erfolgen.[Binder, 2000] Des Weiteren sollte im Rahmen dieser Arbeit die Moglichkeit untersucht
werden, Nanopartikel auf der Oberflache zu funktionalisieren. Daher erschien auch hier fiir eine
erhohte Funktionalisierungdichte auf der Partikeloberfliache, eine Kernstabilisierung vorteilhaft

Zu sein.

Schlaad und Brummelhuis/Brummelhuis, 2011] zejgten bereits, dass eine Kernvernetzung von
amphiphilen Poly(2-oxazolin)en mittels Alkin-Funktionalitdt méglich ist. In Anlehnung an dieses

System sollte ein 2-Oxazolin-Monomer mit Alkin-Funktionalitdt synthetisiert werden.
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3.2.1 AlKin-Funktionalisierung

Die Synthese des 2-(Pent-4-ynyl)-2-oxazolins 13 erfolgte nach Binder und Gruber.[Binder, 2000]
Dabei wurde zunichst 1-Hexinsdure 8 iliber eine Additions-Eliminierungsreaktion mittels
Thionylchlorid 9 in das entsprechende Saurechlorid tliberfithrt 10. Dieses konnte danach mit
Chlorethylamin Hydrochlorid 11, unter Abspaltung von HCl, in die stabilere Amidverbindung 12
tiberfiihrt werden. Der Ringschluss erfolgte anschliefiend in basischer, alkoholischer Ldsung,
unter erneuter HCl-Abspaltung. Das gewiinschte Produkt 13 konnte iiber drei Stufen in
moderaten bis guten Ausbeuten erhalten werden. Die Struktur und Reinheit der Verbindung
wurden mittels tH-, 13C-NMR-Spektroskopie und Massespektrometrie (ESI-MS) untersucht und

stimmten mit den Literaturwerten tUberein.

H
OH Cl N N
m a) M b) m ~cl c) M
(60%) (81%)

(93%)

8 10 12 13

Schema 9: Darstellung von 2-(Pent-4-ynyl)-2-oxazolin;
Reagenzien und Bedingungen: a) SOClz, 90 °C; b) CICH2CH2NH2'HCl, TEA, DCM, 0 °C - RT, 12 h;
c) MeOH/NaOH, 48 h, RT.

Nach erfolgreicher Monomersynthese erfolgte der Aufbau des Polymers in einer ringdéffnenden,
kationischen Polymerisation, mit Methyltriflat als Initiator. Es wurde eine frei gewdhlte
Zusammensetzung von 3 Einheiten 2-Heptyl-2-oxazolin zu 3 Einheiten 2-(Pent-4-ynyl)-2-
oxazolin zu 24 Einheiten 2-Methyl-2-oxazolin festgelegt. Die Synthese erfolgte analog zu den von
Rof3bachlRofbach, 2006] gewihlten Reaktionsbedingungen in Acetonitril als Losemittel. Zunachst
wurde der hydrophobe Block, bestehend aus 2-Heptyl-2-oxazolin und 2-(Pent-4-ynyl)-2-
oxazolin, 4 h bei 110 °C in Acetonitril polymerisiert. Der Einbau der Monomere sollte dabei rein
statistisch erfolgen. Die Reaktion wurde unter Schutzgasatmosphédre mit getrockneten Edukten
durchgefiihrt, um moégliche Nebenreaktionen zu vermeiden. Anschlief}end wurde das hydrophile
Monomer 2-Methyl-2-oxazolin hinzugegeben und 2 h bei 120 °C polymerisiert. Danach konnte
die Reaktion tiber Nacht mit einem Uberschuss an Piperidin als Terminierungsreagenz
abgebrochen werden. Durch mehrmaliges Ausfillen in kaltem Diethylether und anschlieffender

Dialyse in Methanol wurde Polymer P4 in einer guten Ausbeute von 86% erhalten.

Uber die Endgruppenanalyse mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie konnte eine Zusammen-
setzung von (HepOx)s(PentynOx).(MetOx),, sowie eine zahlengemittelte Molmasse von

3200 g/mol ermittelt werden. Die Molmassenverteilung wurde mittels GPC kontrolliert. Die
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GPC-Kurve zeigte dabei einen monomodalen Verlauf. Es wurde ein PDI von 1.07 bestimmt, der
die "lebende" Polymerisation bestdtigt. Anschlieflend wurde das Aggregationsverhalten des
Polymers in Wasser untersucht. Tabelle 6 fasst die Ergebnisse der kritischen

Mizellbildungskonzentration sowie des hydrodynamischen Radius von P4 zusammen.

Tabelle 6: Charakterisierung des Polymers P4.

. M,z2 b cmce T4
Abkiirzung Polymer /g-mol-t PDI /106 -mol-L-1 /nm Ple
P4 P{(HepOx)4(PentOx)4}star-(MetOx)22 3200 1.07 4 6.7+02 0.1

Bestimmt durch: [@I 1H-NMR-Spektroskopie basierte Endgruppenanalyse, [ GPC in DMF/LiBr mit PS als Standard,
I Fluoreszenzspektroskopie mit Pyren als Sonde, [4 DLS in Wasser, l¢! PI entspricht der Gréfienverteilung in der DLS.

Sowohl der mittlere hydrodynamische Radius mit einem Wert von 6.7 + 0.2 nm sowie die cmc
von 4 pmol-L! sind mit den Werten von P1-P3 vergleichbar und liegen in dem zu erwarteten

Bereich.

3.2.3 Endgruppenfunktionalisierung

3.2.3.1 Terminierung mit Piperazin

Die Terminierung mit Piperazin stellte eine weitere Mdoglichkeit dar eine

Endgruppenfunktionalitit in das Polymer einzubauen.

Liidtke et al. beschrieb bereits in ihrer Arbeit die Moglichkeit der Terminierung mit einem
Uberschuss an Piperazin. Sie nutzte dieses System um fluoreszenzmarkierte Poly(2-oxazolin)e
herzustellen, die anschliefend mit Einzelmolekiilspektroskopie untersucht wurden.[Bonné, 2004]
Dieses System erschien interessant, da durch die Verwendung eines sekundiaren Amins eine
vollstindige Terminierung erfolgte. Des Weiteren ermdglicht die endstdandige freie Amingruppe

die polymeranaloge Funktionalisierung.

Fiir die Synthese des Polymers P5 wurde zundchst der hydrophobe Block, bestehend aus
2-Heptyl-2-oxazolin und 2-(Pent-4-ynyl)-2-oxazolin, 4 h bei 110 °C in Acetonitril unter
Schutzgasatmosphire polymerisiert. Anschlielend wurde das hydrophile Monomer
2-Methyl-2-oxazolin hinzugegeben und 2 h bei 120 °C polymerisiert. Die Terminierung konnte

mit einem Uberschuss an Piperazin (20 eq.) bei RT durchgefiihrt werden.[Bonné, 2007]
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Die Reinigung des Polymers erfolgte durch mehrmaliges Ausfdllen in kaltem Diethylether und
anschliefSender Dialyse in Wasser. Nach Entfernen des Losemittels, wurde das Polymer in
Chloroform aufgenommen und in Kaliumcarbonat gewaschen, um die Deprotonierung der
Piperazin-Endgruppe zu erzielen. 'H-NMR-Untersuchungen zeigten, dass dieser Schritt
entscheidend fiir die korrekte Bestimmung der Polymerzusammensetzung ist. Nach Abfiltrieren
des Kaliumcarbonats, konnte Poly({(Hep0x)4-co-(PentynOx).}-block-(MetOx)20)-Piperazin durch

erneutes Ausfillen in kaltem Diethylether in einer guten Ausbeute von 82% erhalten werden.

Im 1H-NMR-Spektrum konnte iiber die 4 Protonen der am Stickstoff benachbarten CH,-Gruppen
der Piperazin-Endgruppe (2.65 ppm) eine quantitative Terminierung festgestellt werden. Auch
in Wiederholungsversuchen konnte dieses Ergebnis bestatigt werden. Die Molmassenverteilung,
die mittels GPC kontrolliert wurde, zeigte einen monomodalen Kurvenverlauf. Ein PDI von 1.08

wurde bestimmt, der auf eine enge Verteilung der Molmassen hindeutete.

4 22

P5

JFHLOROFORM—L{ 1 M]

7
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112.15 3.00 3.96 8.08 30.58 11.19
= 4 = = 4
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 21: Endgruppenfunktionalisierung; P{(HepOx)4-co-(PentynOx)a}-block-(MetOx)zo0-Piperazin P5.

3.2.3.2 Terminierung mit Ethylendiamin

Die Terminierung mit Ethylendiamin sollte eine Endgruppenfunktionalisierung zum primaren
Amin erzielen.[Fik 2012] Dje Synthese des Polymers P6 erfolgte analog zu 3.2.3.1. Die Terminierung

mit Ethylendiamin wurde {iber Nacht bei 45 °C durchgefiihrt. Die Reinigung des Polymers
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erfolgte durch mehrmaliges Ausfillen in kaltem Diethylether und anschliefiender Dialyse in
Wasser. Nach Entfernen des Losemittels, wurde das Polymer in Chloroform aufgenommen und
in Kaliumcarbonat gewaschen. Nach Abfiltrieren des Kaliumcarbonats konnte das Polymer P6 in

einer moderaten Ausbeute von 68% erhalten werden.

Mittels 1H-NMR-Spektroskopie und Endgruppenanalyse konnten eine Zusammensetzung von
Poly{(HepOx)s-co-(PentynOx)e}-block-(MetOx),s-Ethylendiamin mit einer zahlengemittelten
Molmasse von 3780 g/mol ermittelt werden. Dennoch konnte im !H-NMR-Spektrum gezeigt
werden, dass die Terminierung nicht quantitativ erfolgte, sondern nur 59% der Polymerketten
mit Ethylendiamin terminiert wurden. Die Molmassenverteilung, die mittels GPC kontrolliert
wurde, zeigte einen monomodalen Kurvenverlauf. Ein PDI von 1.12 wurde bestimmt, der auf

eine enge Verteilung der Molmassen hindeutete.

Nuyken et al. untersuchten bereits einige Nukleophile als Terminierungsreagenzien in der
kationischen Polymerisation von Poly(2-oxazolin)en, deren Mechanismus eine bimolekulare,
nukleophile Substitutionsreaktion darstellt. Sie zeigten, dass der Einsatz von sekundiren
Aminen, mit einer nahezu quantitativen Terminierung, die besten Ergebnisse erzielte.[Nuyken, 1996]
Sekundadre Amine besitzen einen stirkeren basischen Charakter als primire Amine. Da die
Nukleophilie allgemein mit der Basizitidt einer Verbindung korreliert, stellen sie somit auch ein

stiarkeres Nukleophil dar, wodurch eine bessere Terminierung erzielt werden kann.

P6
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Abbildung 22: Endgruppenfunktionalisierung; P({(HepOx)s-co-(PentynOx)e}-block-(MetOx)zs)-Ethylamin P6.
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Da die Terminierung mit Ethylendiamin nicht quantitativ war, wurde im Rahmen dieser Arbeit

weiterhin mit Piperazin terminiert.

3.2.4 Polymeranaloge Funktionalisierung

In diesem Abschnitt wird nun die polymeranaloge Funktionalisierung der Blockcopolymere iiber
das zuvor liber die Terminierung eingefiihrte endstidndige, sekunddre Amin beschrieben. Fiir die
Untersuchung der polymeranalogen Funktionalisierung an der Piperazinendgruppe wurde, wie
zuvor beschrieben, Poly(HepOx)es-block-(Met0x).4-Piperazin P7 synthetisiert. Hieriiber sollten
mittels einer einfachen basenkatalysierten Substitutionsreaktion verschiedene Molekiile an das

Polymer P7 gekoppelt werden. In Schema 10 sind die Kopplungsreagenzien K1-K4 dargestellt.

Fiir die Kopplungsexperimente wurde P7 mit dem jeweiligen Kopplungsreagenz K1-K4 und
einer katalytischen Menge Nal versetzt und 24 h in Acetonitril refluxiert. Die Kopplung erfolgte

dabei liber eine nukleophile Substitution.

Die Funktionalisierung wurde mit UV-aktiven Testmolekiilen durchgefiihrt, damit eine

Quantifizierung der Molekiile am Polymer mittels UV /vis-Spektroskopie erfolgen konnte.

H,C+N N N—"NH H,C+N N N—"NN_KX
K1-K4
1:0 fo N 1:0 l:o N
7H1s H; 7Hys H,
6 24 6 24
P7

P8-11
o o Cl
O
K1 K2 K3 K4

Schema 10: Polymerfunktionalisierung mit K1-K4 an P7.
Reagenzien und Bedingungen: K2COs, Nal, CHsCN, 24 h, Riickfluss.

Flir die Quantifizierung der Kopplungsreagenzien mittels UV /vis-Spektroskopie musste
zundchst der Extinktionskoeffizient der jeweiligen Kopplungsreagenzien ermittelt werden.
Dafiir wurden verdiinnte Lésungen bekannter Konzentrationen der jeweiligen Reagenzien in
Acetonitril angesetzt. Von jeder Konzentration wurde anschlieflend ein Extinktionsspektrum

aufgenommen.
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Abbildung 23 zeigt beispielhaft das Extinktionsspektrum von 9-(Chlormethyl)anthracen K4 in

Acetonitril (A) sowie die dariiber entwickelte Kalibriergerade (B).
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101 Y 04+
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Abbildung 23 A-B: UV/vis-Spektrum von 9-(Chlormethyl)anthracen K4 bei unterschiedlichen
Konzentrationen (A), Kalibriergerade von 9-(Chlormethyl)anthracen K4 (B).

Um die Kalibriergerade iiber moglichst viele Messpunkte zu erzeugen, wurden neben den oben
angegebenen Konzentrationen bis zu einer Extinktion von 1 Zwischenkonzentrationen
vermessen. Diese sind im obigen UV/vis-Spektrum aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht
dargestellt. Uber die Auftragung der Extinktion gegen die Konzentrationen lieR sich eine
Kalibriergerade (Abb. 23, B) entwickeln, iiber deren Steigung ein Extinktionskoeffizient von

6.1:103 L-mol-I-cm-! ermittelt werden konnte.

Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten konnte liber das Lambert-Beer’sche GesetzlKunze, 2002] dje

Quantifizierung der gekoppelten Molekiile erfolgen.

E=lg(j—:)=e,1-c-d (Gl. 11)

E = Extinktion; lo=Intensitit des transmittierten Lichtes [W-m-2]; [1=Intensitat des einfallenden Lichtes [W-m-2];
ex=molarer dekadischer Extinktionskoeffizien [L-mol-1-cm-1]; c =Stoffmengenkonzentration [mol-I-1];
d = Schichtdicke der Kiivette[cm].[Kunze, 2002]

Neben der Quantifizierung mittels UV /vis-Spektroskopie erfolgte diese zusitzlich iiber die

Endgruppenanalyse mit Hilfe der tH-NMR-Spektroskopie.
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Abbildung 24 zeigt beispielhaft das tH-NMR-Spektrum des Phthalimid-modifizierten Polymers
P8. o
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Abbildung 24: 1H-NMR-Spektrum der Piperazinendgruppen-Funktionalisierung von P8 mit K1.

Tabelle 7 fasst die ermittelten Extinktionskoeffizienten der Kopplungsreagenzien K1-K4 und die
daraus resultierenden Kopplungseffizienzen verglichen mit den Ergebnissen aus den 'H-NMR-

Daten zusammen.

Tabelle 7: Extinktionskoeffizienten und die daraus resultierenden Kopplungseffizienzen.

prove Kopplungsragens Sy O Kopolmeeliens  Kopplung
P8 K1 292 1.84-103 57 58 6.84-10°¢
P9 K2 276 6.78-103 28 35 3.36-10°¢
P10 K3 302 1.35-104 17 13 2.04-10%¢
P11 K4 352 6.10-103 21 23 2.50-10%

lal Extinktionskoeffizient ermittelt aus der Kalibriergeraden der Kopplungssubstanz, [’ bestimmt {iber UV/vis-Spektroskopie in
ACN, [1bestimmt liber 'H-NMR-Spektroskopie basierte Endgruppenanalyse, [9 Konzentration der gekoppelten Komponente K1-K4
auf der Nanopartikeloberflache; die Ergebnisse beziehen sich auf die aus den UV /vis-Spektren erhaltenen Daten.



60 Ergebnisse und Diskussion

Zusatzlich ist in der Tabelle 7 die Konzentration der jeweiligen Kopplungsreagenzien, die am
Nanopartikel errechnet werden konnte, dargestellt. Die Ergebnisse beziehen sich dabei auf die

aus den UV /vis-Spektren ermittelten Daten.

Vergleicht man die Ergebnisse der unterschiedlichen Quantifizierungsmethoden, so lassen sich
nur geringe Abweichungen feststellen. Die Abweichungen aus den 1H-NMR-Spektren resultieren

aus der geringen Signalintensitit der relevanten Protonen verglichen zum Polymersignal.

N-(2-Bromoethyl)phthalimid K1 zeigte mit einer Kopplungseffizienz von 57% nach 24 h
Reaktionszeit hierbei das beste Ergebnis. 2-(Bromomethyl)naphthalin K2 setzte sich mit 28%
nur halb so gut um. Ein Grund hierfiir konnte der grofere sterische Anspruch des Naphthalin-
Ringes sein. 9-(Chlormethyl)anthracen K4 lief} sich zu 21% an die Piperazin-Endgruppe
koppeln. Auch hier kénnte der geringe Modifizierungsgrad mit dem sterischen Anspruch des
Molekiils erklart werden. Des Weiteren liefert das 9-(Chlormethyl)anthracen eine schlechtere
Abgangsgruppe und ist somit weniger reaktiv als das 2-(Bromomethyl)naphthalin. Die geringste
Modifizierung wurde dabei mit 3-(Bromoacetyl)coumarin K3 mit einer Kopplungseffizienz von
17% erreicht. Es konnte festgestellt werden, dass trotz des Uberschusses der jeweiligen

Reagenzien K1-K4 keine vollstiandige Kopplung erzielt werden konnte.

Neben den Reagenzien K1-K4 sollte aufderdem die Modifizierung mit Furoylsidure- und
Acrylsdaurechlorid untersucht werden. Die Modifizierung von P7 mit den entsprechenden
Sdurechloriden erfolgte unter Zuhilfenahme der Basen Triethylamin bzw. Diisopropylethylamin.
Nach Entfernen des Losemittels konnten die Polymere in Chloroform aufgenommen und nach
Ausfillen in kaltem Diethylether in guten Ausbeuten von 72-81% erhalten werden. Der

Modifizierungsgrad wurde mit Hilfe der 1H-NMR-Spektroskopie ermittelt.

- - 1 o
a)
! H,CN NN
N
72% : o o | ¥ —f P12
H H 4
H,C+N N N%NH I I
il b |
7His Hy
6 24 b) - 17 1
= H,CN N LN—"Ny P13
81% ~
P7 1:0 1:0 o
7H1s Hj //
. 6l J24

Schema 11: Polymerfunktionalisierung mit a) Acrylsdurechlorid, b) Furoylsdurechlorid an P7.

Reagenzien und Bedingungen: a) Acrylsdurechlorid, DIPEA, DCM, 0 °C-RT, 24 h,
b) Furoylsaurechlorid, TEA, DCM, 0 °C-RT, 24 h
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Abbildung 25 zeigt das 1H-NMR Spektrum des Acrylsdure-modifizierten Polymers P12. Mit Hilfe
der Endgruppenanalyse aus dem !H-NMR-Spektrum konnte {ber die Protonen des
Acrylsdurerestes bei 6.52, 6.28 und 5.68 ppm der Modifizierungsgrad ermittelt werden. Die

Auswertung zeigte, dass 66% der Polymerketten erfolgreich mit Acrylsdure modifiziert werden

konnten.
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Abbildung 25: 1H-NMR-Spektrum von P12.

Die Auswertung der Furoylsdurechlorid-Modifizierung erfolgte ebenfalls aus dem !H-NMR-
Spektrum (Abbildung 26). Mit Hilfe der Endgruppenanalyse aus dem 'H-NMR-Spektrum konnte
iiber die Protonen des Furoylsiaurechlorid-Restes bei 7.49, 7.05 und 6.49 ppm der
Modifizierungsgrad ermittelt werden. Die Auswertung zeigte, dass die Modifizierung mit
Furoylsdurechlorid zu P13 nach 24 h quantitativ und somit etwas besser als die Kopplung mit

Acrylsdurechlorid erfolgte.
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Abbildung 26: 1H-NMR-Spektrum von P13.

Zusammenfassend lief} sich feststellen, dass die Modifizierung liber aktive Sdurechloride wie
erwartet bessere Ergebnisse lieferte. Wahrend die Modifizierung mit K1-K4 mit
Kopplungseffizienten von 17-57% schlechte bis moderate Ergebnisse erzielte, liefen sich im Fall

der Furoylsadurechlorid-Modifizierung mit einer quantitativen Umsetzung nach 24 h bereits sehr

gute Ergebnisse erzielen.

Um die Kopplungseffizienzen von K1-K4 zu erhéhen, sollten in den nachsten Versuchsansatzen
die Reaktionszeiten auf 48 h und 72 h erh6ht werden. In Abbildung 27 sind die Ergebnisse der
kinetischen Studie graphisch dargestellt.
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Abbildung 27: Zeitliche Kontrolle des Reaktionsverlaufs.
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3-(Bromoacetyl)coumarin (K3) wurde dabei im weiteren Verlauf der Arbeit nicht mehr
betrachtet. Es liefd sich feststellen, dass durch die Erh6hung der Reaktionszeit auf 72 h fiir die
Kopplungsreagenzien K1, K2 und K4 eine Zunahme der Kopplungseffizienz zu verzeichnen war.
Das beste Ergebnis konnte dabei mit N-(2-Bromoethyl)phthalimid K1 erzielt werden. Die
Kopplung betrug nach 24 h 57% und konnte nach 72 h auf einen quantitativen Umsatz
gesteigert werden. Auch die Kopplungen der Reagenzien K2 und K4 liefden sich nach 72 h um
9% und 35% steigern.

Da eine weitere Erhohung der Reaktionszeit wenig sinnvoll erschien, sollte in einem neuen
Ansatz der Einsatz primdrer Amine getestet werden. Diese sind sterisch weniger anspruchsvoll
und konnten eine leichtere Kopplung erméglichen, zudem sind mehrfach Substitutionen bis zur
erschopfenden AlkylierungfBreitmaier, 2005] denkbar. Dafiir wurde Polymer P8, das nach 72 h eine

quantitative Umsetzung mit K1 zeigte, in einer Gabriel Synthese[Brickner, 1996] ymgesetzt.

(0}
N _/_N a) N _/—NHz w~w = Polymer
ane P — . e
~—N ~—N

P8 P14

Schema 12: Umsetzung von P8 zum primaren Amin mittels Gabriel-Synthese.
Reagenzien und Bedingungen: a) H2N-NHz, EtOH, 3 h, Riickfluss.

Das Polymer P8 wurde dabei mit Hydrazin fiir 3 h in Ethanol refluxiert. Die N-Alkylphthalimid-
Gruppe am Polymer spaltet sich dabei durch Hydrazin zum primdren Amin und dem
Phthalhydrazid. Die Aufreinigung erfolgte im Anschluss durch mehrmaliges Ausfillen in kaltem
Diethylether und Dialyse tiber 24 h in Methanol. Das Polymer P14 mit endstidndigem primarem

Amin konnte in einer sehr guten Ausbeute von 98% erhalten werden.

An diesem Polymer wurden die Kopplungen mit K1, K2 und K4 wiederholt. Die Kopplungszeit
betrug dabei maximal 72 h. Die Ergebnisse sind verglichen mit den ersten Kopplungs-

experimenten am sekunddaren Amin zusammen in Abbildung 28 dargestellt.

Es zeigte sich, dass die Kopplung am primadren Amin mit allen drei Reagenzien schneller verlief.
So konnte das N-(2-Bromoethyl)phthalimid K1 bereits nach 48 h quantitativ an das Polymer
gekoppelt werden. Auch 2-(Bromomethyl)naphthalin K2 konnte nach 72 h quantitativ an das
Polymer gekoppelt werden.
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Abbildung 28: Kopplung am primaren Amin (durchgezogene Linie)
verglichen mit Kopplung am sekundéren Amin (gestrichelte Linie).

Die Kopplung von 9-(Chlormethyl)anthracen K4 betrug nach 72 h 77% und zeigte somit einen
prozentualen Zuwachs von 21% im Vergleich mit dem sekunddren Amin. 9-(Chlormethyl)-
anthracen K4 konnte auch nach 72 h nicht quantitativ umgesetzt werden. Der sterische
Anspruch des Molekiils sowie die schlechtere Abgangsgruppe sind die wahrscheinlichen
Ursachen dafiir. Dennoch konnte gezeigt werden, dass die Reaktion mit primidren Aminen
wesentlich bessere Ergebnisse liefert. Durch die weniger sterisch anspruchsvollen Amine ist die

Kopplung erleichtert.

3.3 Nanopartikelsynthese durch Kernvernetzung von

Poly(2-oxazolin)en

Bereits Brummelhuis konnte im Rahmen seiner Dissertation zeigen, dass die Vernetzung von
Alkin-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)en mit Hilfe von Thiolen eine gute Moglichkeit bietet
die Polymermizellen erfolgreich zu stabilisieren. Durch den Einsatz von funktionalisierten
Thiolen, wie z. B. 2-Aminoethanthiol, war es ihm moglich neben, einer erfolgreichen Kern-
vernetzung, eine simultane Funktionalisierung des stabilisierten Mizellkerns zu erzielen. Den
Nachweis der Vernetzung sowie der Kern-Funktionalisierung erbrachte er iiber die Bestimmung
des hydrodynamischen Radius aus DLS-Messungen in dem nicht selektiven Losemittel THF und
der Bestimmung des Zeta-Potentials. Er konnte zudem zeigen, dass in Abhingigkeit der
Thiolmenge die Grofie der Mizellen beeinflusst werden konnten. Im Rahmen seiner Arbeit

untersuchte er Thiol-Aquivalente von 1-10 relativ zur vorhandenen Menge der Alkingruppen im
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Polymer und zeigte, dass 10 Aquivalente Thiol zu einer erfolgreichen Vernetzung und grofieren

Partikeln fiihrten. Die Polydispersitit der Proben wurde nicht betrachtet.[Brummelhuis, 2011]

Darstellung der eigenen Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Stabilisierung der Polymermizellen ebenfalls durch eine
Kernvernetzung tber die Thiol-Alkin-Chemie erfolgen.[Hoogenboom, 20101 Schema 13 zeigt den
moglichen Mechanismus der Reaktion.[Fairbanks, 20091 Eingeleitet wird die Reaktion durch die
UV-induzierte Bildung eines Thiol-Radikals (1), welches anschliefend an die C=C-
Dreifachbindung des 2-(Pent-4-ynyl)-2-oxazolins 13 addieren kann (2). Das nun entstandene
Kohlenstoffradikal kann das Wasserstoffatom eines Thiols abstrahieren, wodurch ein Vinylsulfid
(3) und ein neues Thiol-Radikal entstehen. In einem weiteren Schritt kann das gebildete

Vinylsulfid erneut von einem Radikal angegriffen werden, wodurch ein Thioether (4)

ausgebildet wird.
(2) (4) Riss
SH
S\)\R2 Ry
R1\
R2 H 4— R.” \/\R S
R S/=<:\Q 1 2 N R1/s\)\Rz
-
RN Ry ONAR,
(€} (3)

Schema 13: Schematische Darstellung des moglichen Mechanismus der Thiol-Alkin-Vernetzung.[Fairbanks, 2009]

Die Vernetzungen erfolgten im Unterschied zu Brummelhuis mit 2-Propanthiol. Um die
Mizellbildung einzuleiten, wurde das Blockcopolymer P4 in Wasser, als selektives Losemittel,
oberhalb seiner cmc gelost. Die Ausgangslosung besafd dabei eine Konzentration von 1 mmol/L.
Anschliefend wurde diese Losung 30 Minuten mit Argon entgast. Danach erfolgte die Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen an 2-Propanthiol. Nach 2.5 h UV-Bestrahlung unter

Wasserkiihlung wurden die Proben untersucht.
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Die Untersuchung der Vernetzung sollte mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung erfolgen.
Dafiir sollte zunichst ein Losemittel gefunden werden, in dem das unvernetzte Polymer P4
keine Aggregate ausbildet. Losemittel, die untersucht wurden, waren Chloroform, Acetonitril,
Dimethylformiat und Dimethylacetamid, Tetrahydrofuran und Methanol. Methanol lieferte dabei
das beste Ergebnis. Wie in Abbildung 29 gezeigt ist, flihrte Methanol zu keiner Aggregation des
Polymers und wurde daher im weiteren Verlauf der Arbeit als nicht-selektives Losemittel
verwendet. Die Messungen in Methanol zeigten in der DLS Unimere bei < 1 nm oder fiihrten
aufgrund des Messlimits des Gerates zum Abbruch der Messung. Es konnte somit sichergestellt

werden, dass das Polymer in unvernetzter Form in Methanol keine Aggregate bildet.
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Abbildung 29: Ergebnis der DLS-Messung von P4 in Methanol, (rot) vor der Vernetzung,
(schwarz) nach der photochemisch induzierten Thiol-In Vernetzung des Mizellkerns.

Dies sollte nun als Uberpriifung der Vernetzung dienen. Eine erfolgreiche Kernvernetzung der
Mizellen sollte zu einer Stabilisierung der Partikel fithren und daher in Methanol, als nicht-

selektives Losemittel, nachweisbar sein.

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der DLS-Messungen der einzelnen Vernetzungsversuche
V1-V7 zusammengefasst. Probe V1 dient als Blindprobe. Hier lag das Polymer P4 in

unvernetzter Form vor. Die Ergebnisse der DLS zeigen, dass keine Aggregate ausgebildet werden

konnten.
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Tabelle 8: Bestimmung des hydrodynamischen Radius nach der Vernetzung von P4 in
wadssriger Losung in Gegenwart unterschiedlicher 2-Propanthiol-Konzentrationen.

Probenbezeichnung P;l-n:lel.loi/;)l /1;1h;1 PIb
V1 100: 0 <1 0.1
V2 7:93 <1 0.5
V3 14:86 <1 0.4
V4 28:72 72+25 0.4
V5 44 :56 6.8+ 1.1 0.2
V6 94: 6 6.3+ 0.6 0.1
V7 97: 3 6.1+ 05 0.1

a) die in der Tabelle dargestellten rn-Werte stellen den Mittelwert aus zehn Einzelmessungen dar;
Konzentration von P4 (c= 1 mmol:-L-1) und entsprechen der numerisch gewichteten Verteilung; b) Poly-
dispersitit der Probe.

Auch die Proben V2 und V3 zeigten in der DLS keine erfolgreiche Kernvernetzung und Bildung
stabiler Nanopartikel an. Ein Grund hierfiir kdnnte die erhohte Menge an 2-Propanthiol sein, die
nach UV-Bestrahlung zu einer erhohten Radikalbildung fiihrt. Durch die hohe
Radikalkonzentration werden Abbruchsreaktionen wahrscheinlicher. Die Proben V4, V5, V6 und
V7 weisen auf eine erfolgreiche Vernetzung hin. Es liefd sich ein hydrodynamischer Radius
zwischen 6.1-7.2 nm bestimmen. Die Polydispersitiat der Proben V6 und V7 deutet auf eine sehr
monodisperse Verteilung hin. Dennoch liefd sich die Tendenz erkennen, dass sich die
Polydispersitdt mit steigendem Anteil an Thiol verschlechterte. Vergleicht man die Ergebnisse
nun mit den Arbeiten von Brummelhuis lasst sich feststellen, dass keine deutliche Zunahme der
Mizellgréf3e mit zunehmender Thiolmenge zu beobachten war. Die Versuche mit einer hohen
Konzentration an Thiol fiihrten auch in Wiederholungsversuchen zu keiner erfolgreichen
Vernetzung. Auch die Polydispersitdt der Probe verschlechterte sich deutlich mit zunehmender

Thiolmenge.

Nachdem die Proben V1-V7 mittels DLS charakterisiert wurden, sollte die Solubilisierung mit
Pyren, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, untersucht werden. Dafiir wurde von den Proben V2-V7
eine Konzentrationsreihe angesetzt, die anschliefend mit 10 puL Pyrenlosung versetzt wurde.
Nachdem die Proben fiir 30 Minuten mit Argon entgast wurden, konnten anschliefdend

Fluoreszenzspektren der jeweiligen Probe aufgenommen werden.

Abbildung 30 zeigt das Verhéltnis von I:/I3 in Abhingigkeit von der Konzentration jeder
einzelnen Probe. Eine Veranderung des Kurvenverlaufs der vernetzten Proben im Vergleich zu

dem des unvernetzten Polymers V1 lasst sich deutlich erkennen.
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Abbildung 30: Pyren Solubilisierung.

Vor allem ein Unterschied in den Werten I;/I3 wird deutlich. Wahrend die mizellaren Aggregate
von V1 ein [i/[3-Verhdltnis im Bereich von 1.5 oberhalb der cmc aufweisen, liegen die
[1/13-Verhaltnisse der vernetzten Proben im Bereich von 0.9-1.0, und somit deutlich niedriger.
Bereits in der DLS konnte gezeigt werden, dass die Vernetzungen mit 3 und 6 Mol%
2-Propanthiol zu einer erfolgreichen Vernetzung gefiihrt haben. Dieser Trend wird auch in den

Solubilisierungsexperimenten noch einmal bestatigt.

Der Grund fiir die niedrigen Werte fiir 11/I3 kann durch die Bildung eines erweiterten Alkyl-und
Alkenyl-Netzwerk erklart werden, indem Pyren jetzt eingelagert wird und ganz offensichtlich
eine deutlich hydrophobere Mikroumgebung erfihrt als in den lose aggregierten mizellaren
Aggregaten. Thomas et allKalyanasundaram, 19771 heobachteten dhnliche Werte fiir Pyren in
aromatischen Losemitteln wie Xylol und Toluol. Die Ergebnisse aus den DLS-Untersuchungen
und der Fluoreszenzspektroskopie mit Pyren weisen eindeutig auf eine erfolgreiche
Kernvernetzung der Polymermizellen (V5, V6 und V7) hin. Dies sollte mit AFM Messungen in
Methanol erneut bestitigt werden. Fiir die AFM-Untersuchungen wurden die Proben auf eine
frisch geschnittene Mica-Platte getropft und 30 s bei 4000 rpm gespin-coatet. Untersucht
wurden die Proben im sogenannten dynamischen Modus bei dem das Cantilever-Spitzen System
nahe der Resonanzfrequenz angeregt wurde. Dabei wurden die Proben im tapping-mode
untersucht, bei dem ein oszillierender Cantilever in die Nahe der Probenoberfliche gebracht
wird, wodurch seine Schwingungsparameter veridndert werden. Uber das Signal der
Phasendnderung konnen so physikalische Eigenschaften der Probe wie z. B. Harte oder
Elastizitdt ermittelt werden. Ein besonderer Vorteil des tapping-mode ist, dass sowohl

Topographie wie auch Phasenbilder simultan erzeugt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
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die AFM-Aufnahmen zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius sowie der Betrachtung der

Heterogenitdt der Partikel verwendet.

Abbildung 31 A-B zeigt die Ergebnisse der AFM-Aufnahmen. Zunachst wurde das unvernetzte

Polymer P4 in Methanol als Refernzprobe untersucht (A).

1.0 nm 2.0 nm

0.0 0.0

0.0 Height 5.0 um 0.0 Height 5.0 ym

Abbildung 31 A-B: P4 in MeOH, Topographie (A), P4 in Wasser, Topographie (B).

Die AFM-Untersuchungen zeigten eindeutig, dass keine Mizellen in Methanol gebildet wurden
und bestatigten die vorherigen DLS-Ergebnisse. Als Kontrolluntersuchung wurde die Probe in
dem selektiven Losemittel Wasser untersucht (B). Hier lieflen sich Partikel beobachten, die
allerdings aufgrund des Spin-Coater Prozesses nicht stabil blieben und auf dem Mica-Plattchen
zerplatzten. Diese Beobachtung lief? sich mit den Proben V1, V2 und V3 wiederholen. Auch hier
waren in Methanol keine Partikel sichtbar, womit die Ergebnisse der DLS bestatigt werden
konnten. Untersuchungen der Proben V4-V7 in Methanol zeigten eine sehr monodisperse

Partikelverteilung.

3.0nm

0.0

00 Height 5.0 um 0.0 Height 500.0 nm
Abbildung 32 A-B: AFM-Aufnahmen (Topographie) der Probe V6 in MeOH (A),
Nahaufnahme der Probe V6 (B).
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Die Partikelgrofie, die mittels AFM bestimmt werden konnte, lag zwischen 6-7 nm und bestatigte

damit die Ergebnisse der DLS.

Fiir weitere Synthesen stabiler Nanopartikel wurde im Verlauf dieser Arbeit mit einem
2-Propanthiol-Anteil von 6 mol% gearbeitet, da hier jeweils monodisperse Partikelverteilungen

erhalten werden konnten.

Die oben beschriebenen Vernetzungsexperimente wurden mit dem Piperazin-funktionalisierten
Polymer P5 wiederholt und fiihrten zu exakt den gleichen Ergebnissen.Engelhard, 2013] Es konnte
gezeigt werden, dass die Piperazin-Endgruppe keinen stérenden Einfluss auf die Aggregation
sowie die Vernetzung nimmt. Diese Beobachtung bestatigt das Ergebnis von Brummelhuis, der in
seiner Arbeit Amin-funktionalisierte Thiole einsetzte und ebenfalls Partikel erfolreich vernetzen

konnte.

3.4 Oberflichenfunktionalisierung der Nanopartikel

Mit dem Ziel, die Moglichkeit der Oberflichenfunktionalisierung der Nanopartikel zu
untersuchen, sollten zuerst Kopplungsexperimente mit den Reagenzien K1-K4 durchgefiihrt

werden.

3.4.1 Funktionalisierung mit UV-aktiven Molekiilen

a)
OwNﬁNH —_— OnrN%N_K @< Nanopartikel

NP1 NP2-4

Schema 14: Schale-Funktionalisierung von NP1 mit K1, K2 und K4.
Reagenzien und Bedingungen: a) K1 (K2, K3), CH3CN, K2CO0s, Nal, 24-72 h, Riickfluss.

Fir die Oberflichenfunktionalisierungen wurden 5 mL der kernvernetzten wéassrigen Nano-
partikelprobe bis zur Trockene einrotiert. Der zusatzlich unter Vakuum getrocknete
Nanopartikel wurde in 5 mL Acetonitril aufgenommen. Danach erfolgte die Zugabe des
Kopplungsreagenz (K1, K2, K3), K,CO3z und einer katalytischen Menge an Natriumiodid. Das
Reaktionsgemisch wurde 72 h unter Argon-Schutzgasatmosphare refluxiert. Nach Abfiltrieren

des Feststoffes wurde das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde
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in Chloroform aufgenommen und die Nanopartikel NP2-NP4 durch Ausfillen in kaltem Ether

und anschliefender Dialyse in Wasser erhalten.

Die Ergebnisse der Oberflichenfunktionalisierung der Nanopartikel sind in Abbildung 33
dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Funktionalisierung am Nanopartikel deutlich
schlechter verlief als am Blockcopolymer. Das am Polymer P7 nach 72 h quantitativ umgesetzte
N-(2-Bromoethyl)phthalimid K1, lief? sich am Nanopartikel nur zu 47% koppeln. Auch die

Funktionalisierungen mit K2 und K4 verliefen mit 33% und 4% deutlich schlechter.

100

1 |——K1 an NP1
90 | —— K2 an NP1
804 ——K4 an NP1
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Abbildung 33: Schale-Funktionalisierung von NP1 mit K1, K2
und K4 nach 72 h.

Daher sollten auch diese Kopplungsversuche an einem primaren Amin wiederholt werden. Um
Nanopartikel mit einem endstidndigen primiaren Amin aufzubauen sollte zunachst Polymer P5

mit N-(2-Bromoethyl)phthalimid K1 tiber 72 h umgesetzt werden.

WNfNH a) wan_/_N;:‘@

P5 P15

= Polymer

Schema 15: Polymerfunktionalisierung von P5 mit K1.

Nach Aufreinigung erhielt man Polymer P15 in einer guten Ausbeute von 87%. Das 'H-NMR-

Spektrum (Abbildung 34) zeigte eine quantitative Funktionalisierung der Piperazin-Endgruppe
mit K1.
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Abbildung 34: 1H-NMR-Spektrum von Polymer P15.

Im Anschluss wurde das Polymer P15 mit Hydrazin zu P16 umgesetzt (analog zu Schema 12).
Dafiir wurde das Polymer P15 mit Hydrazin fiir 3 h in Ethanol refluxiert. Die N-Alkylphthalimid-
Gruppe am Polymer spaltet sich dabei durch Hydrazin zum primdren Amin und dem
Phthalhydrazid. Die Aufreinigung erfolgte im Anschluss durch mehrmaliges Ausfillen in kaltem
Diethylether und Dialyse in Methanol. Das Polymer P16 mit endstindigem primdrem Amin

konnte in einer guten Ausbeute von 98% erhalten werden.

Aus P16 liefd sich nun wie in Kapitel 3.3 beschrieben das kernvernetzte Nanopartikel NP5

aufbauen. An diesem wurden die Kopplungsversuche mit K1, K2 und K4 wiederholt.

K
NH, N
i =

—_— ONN\/ Q= Nanopartikel

NP5 NP6-8

Schema 16: Schale-Funktionalisierung von NP5 mit K1, K2 und K4.
Reagenzien und Bedingungen: a) K1 (K2, K3), CHsCN, K2COs, Nal, 24-72 h, Riickfluss.
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 35, verglichen mit der Nanopartikelfunktionalisierung an der

Piperazin-Endgruppe, dargestellt.
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Abbildung 35: Nanopartikelfunktionalisierung am sekundéren
Amin (NP1) und primaren Amin (NP5) nach 72 h.

Es konnte gezeigt werden, dass die Kopplung am primdren Amin mit allen drei
Kopplungsreagenzien deutlich besser verlief. Die Kopplung mit K1 lieferte hierbei nach 72 h mit
einem Umsatz von 97% das beste Ergebnis. Lag die Kopplung am sekunddren Amin nach 72 h
noch bei 47% konnte diese durch den Einsatz des primdren Amins verdoppelt werden. Auch die
Kopplung mit 2-(Bromomethyl)naphthalin K2 zeigte mit 74% eine grofde Steigerung der
Effizienz. Die Kopplung mit 9-(Chlormethyl)anthracen K4 lieferte schon wie am sekundiren
Amin gezeigt werden konnte, den niedrigsten Umsatz, zeigte mit 17% jedoch auch hier eine

deutliche Verbesserung der Ergebnisse und eine Steigerung um 13%.

Nach den erfolgreichen Kopplungsexperimenten, die nach 72 h reproduzierbare Ergebnisse
lieferten und zeigten, dass die Kopplung durch den Einsatz einer primdren Amin-Endgruppe

noch einmal gesteigert werden konnte, sollten nun biomedizinisch relevante Molekiile

eingesetzt werden.
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3.4.2 Oberflachenfunktionalisierung mit biorelevanten Molekiilen

3.4.2.1 Funktionalisierung von Poly(2-oxazolin)-Nanopartikeln mit FITC

Das Anbinden von Fluoreszenzfarbstoffen spielt im Bereich der Diagnostik eine wichtige Rolle.
Fluoreszenzmarkierte Biomolekiile werden unter anderem als Reagenzien fiir Immun-I[Lottspeich,
1998] und in-situ-HybridisierungsfarbunglPe Long 19991 yerwendet. Auch das Anfarben lebender
Zellen und die Farbung in Durchflusszytometriemethoden/Pittrich, 1968] sind maoglich. Vor allem
Derivate des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein werden hierbei oft eingesetzt, da sie vielfaltig

modifiziert und kommerziell erhaltlich sind.

Die Fluoreszenzmarkierung vernetzter Nanopartikel wurde in der Literatur bereits beschrieben.
So stellten Wooley et al. amphiphile Poly(acrylsaure)-block-Poly(styrol) Blockcopolymere her,
die sie nachtréglich mit Aziden oder Alkinen modifizierten. Anschlief3end erfolgte iiber Diamine
die Schale-Vernetzung der Partikel. Durch Alkin- und Azid-funktionalisierte Fluoresceine
konnten die vernetzten Nanopartikel mit Hilfe der Klick-Chemie weiter modifiziert werden. Die
Quantifizierung der Fluorescein-Anbindung erfolgte iiber UV/vis-Spektroskopie. In ihren

Arbeiten beschrieben sie eine quantitative Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffes.[Zhang, 2008]

Auch im Bereich der Poly(2-oxazolin)e wurden bereits fluoresceinmarkierte Polymermizellen
synthetisiert. Schubert et al. beschrieben beispielsweise die Synthese von Fluorescein-
markierten Polymermizellen auf Basis von Poly(2-oxazolin)en, die sie in ersten Untersuchungen
zur Markierung von Fibroblasten nutzen. lhre Polymermizellen wurden allerdings nicht
kernvernetzt und waren mit 200-800 nm deutlich grofler als die in dieser Arbeit synthetisierten

Partikel.[zhang, 2008]

Darstellung und Diskussion der eigenen Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Fluoreszenzmarkierung der Nanopartikel der kommerziell
erhaltliche  Fluoreszenzfarbstoff  Fluoresceinisothiocyanat (FITC) verwendet. Die
Funktionalisierungen zu NP9a und NP9b erfolgten iiber die Reaktionen der primaren und
sekundiren Amine der synthetisierten Nanopartikel mit der Isocyanatgruppe des FITC unter
Ausbildung einer Thioharnstoffgruppe. In Schema 17 sind die Reaktionen schematisch

dargestellt.
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Schema 17: Nanopartikelfunktionalisierung mit FITC;
Reagenzien und Bedingungen: a) Fluorescein-5-isothiocyanat, Ethanol, 16 h, 45 °C, Lichtausschluss.

Fiir die Fluoreszenzmarkierung wurden die Nanopartikel NP1 und NP5 in trockenem Methanol
geldst und mit einem Uberschuss Fluorescein-5-isothiocyanat versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde 16 h bei 45 °C unter Lichtausschluss geriihrt. Nach Abfiltrieren des iiberschiissigen
Farbstoffes wurde das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in
wenig Chloroform aufgenommen, in kaltem Diethylether gefillt und durch Dialyse in Wasser
aufgereinigt. Die fluoreszenzmarkierten Partikel konnten als gelb-orange gefiarbte Feststoffe in

moderaten bis guten Ausbeuten von 72-86% erhalten werden.

Abbildung 36 zeigt die synthetisierten Nanopartikel in MeOH vor UV-Bestrahlung (A) und nach
UV-Bestrahlung (B). Dieser Schnelltest gab erste Auskunft {iber eine erfolgreiche

Fluoreszenzmarkierung der Partikel.

Abbildung 36 A-B: FITC-funktionalisierte Nanopartikel NP9a (1) und NP9b (2) im Tageslicht
(A), unter UV-Bestrahlung (B).



76 Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe der FT-IR-Spektroskopie wurde die Anbindung von FITC an den Partikel analysiert. Das
FT-IR Spektrum zeigt beispielhaft das fluoreszenzmarkierte Nanopartikel NP9a im Vergleich zu

dem nicht markierten Nanopartikel NP5. Als Referenzprobe ist das FT-IR-Spektrum von reinen
FITC dargestellt.
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Abbildung 37 A-B: FT-IR-Spektren der Fluoreszenzmarkierung von NP9a (A); vergrofierter Ausschnitt (B).

Das IR-Spektrum zeigt die charakteristische Valenzschwingung v(-C=0) von FITC im Bereich von
1750 cm-t. Auch das modifizierte NP9a (NP9b) weist diese Bande auf. Fiir das nicht modifizierte
Nanopartikel konnte diese Bande nicht =zugeordnet werden. Die charakteristische
Valenzschwingung v(-N=C=S) der arylischen Thioisocyanatgruppe bei 2150 cm-! ist nach der

Funktionalisierung in den Spektren der Nanopartikel nicht mehr zu beobachten.
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Abbildung 38: Vergleich FT-IR-Spektren von NP5 und NP9a, vergrofierter Ausschnitt.

Die erfolgreiche Funktionalisierung der Nanopartikel NP9a und NP9b kann durch die Bildung

eines Thioharnstoffs und der damit entstehenden symmetrischen v(C=S)-Valenzschwingung, die
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bei 1187 cm! einzuordnen ist, eindeutig nachgewiesen werden. Das nicht modifizierte NP5 zeigt
diese Bande nicht. Auch diese Ergebnisse konnten eine erfolgreiche Fluoreszenzmarkierung

erneut bestatigen.

Der Farbstoffgehalt am Nanopartikel wurde iiber UV /vis-Spektroskopie quantifiziert. Bei einer
Wellenldnge von 495 nm konnte zunidchst konzentrationsabhdngig die Absorption des reinen
Farbstoffes ermittelt und dariiber eine Kalibriergerade erstellt werden. Da das
Absorptionsmaxium von FITC stark pH-abhadngig ist, wurden die UV/vis-Messungen in

wassrigen Natriumhydrogencarbonat-Puffer (pH=8) durchgefiihrt.

07
1 B
0,6 0,6
0.5
c 04+ c 0,4+
kel o
Z -
g £ 03+
i oo
9 0,2+ y =-0.007 + 3.4-106-x
1 R=0.9971
0,14
0,0 0.0 : u - .
Oyo - -8 }-7 -7 -7
460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 30x10 Lax10 18510 elxld
A/nm Konzentration / mol-mL"

Abbildung 39 A-B: UV /vis-Spektrum von Fluoresceinisothiocyanat FITC (A), Kalibrierkurve (B).

Mit dem aus der Kalibriergeraden ermittelten Extinktionskoeffizienten konnte fiir NP9a eine
FITC-Konzentration von 9.7-108 mol-mL! berechnet werden, die mit der theoretischen
Konzentration reaktiver Amin-Gruppen im Nanopartikel (9.8:10-8 mol-mL-1) korreliert und auf

eine nahezu quantitative Kopplung schliefien lasst.

Fiir NP9b konnte eine FITC-Konzentration von 2.5-108 mol-mL! ermittelt werden. Die
Quantifizierung zeigte, dass die FITC-Modifizierung am primédren Amin deutlich besser verlief
als am sekundiren Amin. Dieses Ergebnis bestitigt die bereits beschriebenen Ergebnisse aus
Kapitel 3.4, in denen gezeigt werden konnte, dass die Kopplung am primdren Amin besser

verlauft.

Vergleicht man die Ergebnisse mit denen von Wooley et al. 1asst sich feststellen, dass in dieser
Arbeit eine deutlich héhere Konzentration an Fluoreszenzfarbstoff auf dem Partikel angebunden
werden konnte. In ihrer Arbeit stellte sie Schale-funktionalisierte Nanopartikel, mit einem

Durchmesser von 37 nm her, die sie auf 25% der Oberfliche weiter modifizierte. Nach Anbinden
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iiber Klick-Chemie beschrieb sie eine quantitative Kopplung mit einer Konzentration von
2.510° mol-mL?! Fluoreszenzfarbstoff auf der Partikeloberflache. Der restliche Anteil an
funktionellen Gruppen diente der Schale-Vernetzung und der damit verbundenen Stabilisierung

der Partike].[0'Reilly, 2005]

Trotz des Einsatzes kleinerer Partikel (r, = 6-7 nm) war es im Rahmen dieser Arbeit mdglich,
bessere Ergebnisse und eine hohere Funktionalisierung auf der Oberfldche zu erzielen. Da die
Stabilisierung im Rahmen dieser Arbeit iiber die Kernvernetzung erfolgte, standen die
funktionellen Gruppen auf der Partikeloberflache, im Gegensatz zu den Arbeiten von Wooley et

al,, zur vollstindigen Modifizierung der Oberflache zur Verfiigung.

3.4.2.2 Funktionalisierung von Poly(2-oxazolin)-Nanopartikeln mit Folsaure

Die Synthese und strukturelle Aufklarung der Folsdure erfolgte in den 40 er Jahren durch Angier
et al.IStokstad, 1948], Folsdure selbst hat im Organismus keine Funktion, kann aber durch Folsaure-
Reduktase in Dihydrofolsdure (FH2) und weiter durch Dihydrofolatreduktase zu
5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure (THF, FH4) reduziert und so in den Metabolismus eingeschleust
werden. Das Coenzym THF ist eine biologisch aktive Form der Folsdure und spielt als
Ci-Ubertrager bei der Biosynthese der DNS- sowie im Aminosiurestoffwechsel eine
entscheidende Rolle.[salazar, 20071 Auch Tumorzellen benotigen fiir ihr Wachstum Folsédure. Daher
gibt es zahlreiche Forschungsansatze, Zytostatika an Folsdure-Molekiile anzubinden. Da
Tumorzellen, wie zum Beispiel die Ovarialkrebszellen, Rezeptoren fiir die Folsdure auf ihrer
Oberflache iliberexprimieren, reichern sich Zytostatika-Folsdurekonjugate selektiv auf der

Tumoroberflache an und kénnen gezielt Tumorzellen zerstoren.

Uber die auf Tumorzellen sitzenden Folsidure-Rezeptoren kann der Wirkstoff so gezielt in die
Tumorzelle gelangen.[0Osada, 20091 Auch der Einsatz wirkstoffbeladener Nanopartikel stellt eine

denkbare Moglichkeit dar und macht daher eine Folsdure-Funktionalisierung interessant.

Betrachtet man die Forschungsarbeiten aus der Literatur, lassen sich Beispiele fiir Folat-
modifizierte Nanopartikel finden. Neben anorganischen Nanopartikeln, wie Gold, wurden auch
kernvernetzte polymere Nanopartikel eingesetzt. So beschrieben Li et al. 2013 die Synthese von
Poly(ethylenglycol)-b-Poly(N-(N‘N*diisoproylaminoethyl)glutamin), das sie polymeranalog mit
Folsaure modifizierten und fiir ein aktives Targeting in Leberkrebszellen untersuchten. Der Grad
der Modifizierung wurde in ihren Arbeiten nicht beschrieben, lediglich der Einfluss der Folsdure

wurde in ihrer Arbeit betrachtet.[Li 2013]
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Auch Zhang et al. beschrieben die Synthese Folat-modifizierter, Schale-vernetzter Nanopartikel
aus Poly(acrylsaure)-b-Poly(styrol), die einen hydrodynamischen Radius von 7 + 2 nm besafien.
Sie beschrieben in ihren Arbeiten die mogliche Modifizierung der Partikeloberflache zu 1% und
zeigten, dass so pro Nanopartikel 90 Folatgruppen eingebaut werden konnten.[Rossin, 2005; Zhang, 2008]

Ob die Kopplung dabei quantitativ erfolgte, wurde in der Arbeit nicht diskutiert.

Darstellung und Diskussion der eigenen Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die kommerziell erhaltliche Folsdure eingesetzt. Die fiir die
Kopplung notwendige Aktivierung der Folsdure sollte anhand unterschiedlicher Kopplungs-

reagenzien getestet werden.
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Schema 18: Nanopartikelfunktionalisierung mit Folsaure;
Reagenzien und Bedingungen: 1a) 1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, TEA, 20 h, -78 °C;
2a) Fluoro-N,N,N',N'-bis(tetramethylen)formamidiniumhexafluorophosphat, Folsdure, DIPEA, DCM, 2x 15 min.

Der erste Kopplungsversuch (1a) erfolgte mit Hilfe des Kopplungsreagenzes 1-Ethyl-3(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC-HCI) in Anwesenheit von Triethylamin als Base. Die
zweite Kupplung (2a) der Folsdure sollte mit dem Kopplungsreagenz Fluoro-N,N,N N*
bis(tetramethylen)formamidiniumhexafluorophosphat durchgefiihrt werden. Dies ermoglicht
die rasche Synthese von Carbonsaurefluoriden, die als Intermediat weiter schnell und effektiv zu
Amiden umgesetzt werden konnen.[Carpino, 1995; El-Faham, 1998; Lippert, 2005] Durch Ausfallen in kaltem
Diethylether und anschliefdender Dialyse in Wasser konnte in beiden Fillen NP10 erhalten

werden.

Die Quantifizierung der am Nanopartikel gekoppelten Folsidure erfolgte mit Hilfe der UV /vis-
Spektroskopie in wassriger NaOH-Losung (c = 0.1 mol/L). Uber den Phenylring im Folsiure-
molekiil konnte bei einer Wellenldnge von 363 nm, konzentrationsabhdngig die Absorption

ermittelt und dariiber eine Kalibriergerade erstellt werden.
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Abbildung 40 A-B: UV /vis-Spektrum der Folsaure in wassriger NaOH-Losung (c = 0.1 mol/L) (A);

Kalibriergerade (B).

Abbildung 41 =zeigt die Absorptionsspektren der Folsdure-Kopplung in Abhédngigkeit der

jeweiligen Kopplungsreagenzien. Mit Hilfe der ermittelten Kalibriergerade (Abb. 40 B) konnte

eine Folsdure-Konzentration am Nanopartikel von 9.2:10-9 mol-mL-! berechnet werden. Daraus

ergab sich fiir die Kopplung mittels EDC'HCI eine Kopplungseffizienz von 10%. Die Kopplung

mittels BTFFH ergab eine Anbindung der Folsdure von 7% und lieferte ein fast identisches

Ergebnis.
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Abbildung 41: UV /vis-Spektren der Folsdaure-Kopplung in

Abhidngigkeit von den Kopplungsreagenzien.

Die geringe Kopplungseffizienz kdnnte auf den sterischen Anspruch des Folsduremolekiils und

die geringe Grofde des Nanopartikels zuriickzufiihren sein. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde

aus praktischen Griinden die BTFFH-Kopplung weiter angewendet.
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Vergleicht man die Ergebnisse mit denen von Zhang et al. 1asst sich zeigen, dass die Partikel trotz
vergleichbarer Grofie von 6.3 + 0.6 nm, prozentual einen héheren Anteil an Folsdure besitzen

und die Modifizierung durchaus zufriedenstellende Ergebnisse lieferte.[Rossin, 2005]

3.4.2.3 Funktionalisierung von Poly(2-oxazolin)-Nanopartikeln mit Peptid

Die spezifische Wechselwirkung zwischen einzelnen Zellen und der sie umgebenden
extrazelluliren Matrix (EZM) ist eine der Grundvoraussetzungen fiir die Entstehung
iibergeordneter Strukturen im Korper. Dieser als Zelladhdsion bezeichnete Vorgang regelt
dynamische Abldufe der Immunantwort und neuronalen Informationsverarbeitung, ist daneben
aber auch ein wichtiger Bestandteil in der Differenzierung von Zellen und der Apoptose.lAlberts,
2002; Juliano, 1993; Isacke, 2000] Verantwortlich hierfiir sind membranstiandige Proteine, die aufgrund
ihrer Struktur und ihres Adhasionsmechanismus unterschieden werden. So stellen die Selektine,
Cadherine, Immunglobuline und die Integrine die Hauptfamilien der Zelladhdsionsmolekiile dar.
Es konnte gezeigt werden, dass Integrine eine typische Wechselwirkung mit extrazellularen
Bestandteilen, wie Kollagen, Laminin oder Fibronectin zeigen und somit ein wichtiges
Erkennungssystem fiir die Zelladhdsion darstellen.[Ruoslahti, 1996; Pierschbacher, 1984a] Pjerschbacher und
Ruoslahti beschrieben bereits 1984, dass hierfiir die spezifische Peptid-Sequenz aus Arginin-

Glycin-Asparaginsaure (RGD) verantwortlich ist.[Pierschbacher, 1984b]

Diese Ergebnisse sorgten dafilir, dass die RGD-Sequenz als biologisch aktives
Erkennungsmerkmal auch fiir polymere Wirkstofftransportsysteme in den Fokus von
Forschungsarbeiten geriickt ist. Da das Gebiet seit Jahren erforscht wird, lassen sich in der
Literatur bereits zahlreiche Beispiele fiir RGD-funktionalisierte polymere Nanopartikel finden.
Lavasanifar et al. modifizierten Poly(ethylenoxid)-block-Poly(e-caprolacton)-Mizellen mit RGD
und untersuchten die Freisetzung von Doxorubicin in Tumorzellen. Sie konnten feststellen, dass
durch den Einsatz dieser Mizellen eine verbesserte Arzneimittelabgabe an metastasierenden
Tumorzellen erzielt werden konnte und das System eine deutlich verstiarkte Toxizitit gegen

einige Krebszellen besitzt.[Xiong, 2007]

Dennoch besitzt das Tripeptid-RGD nicht nur Vorteile. Durch die unspezifische Wechselwirkung
mit fast allen Zellen ist ein selektives Targeting mit RGD nicht mdglich. Eine Alternative wére
hier der Einsatz des zyklischen Pentapeptids c(RGDfK). Dieses besitzt eine 10-100 fach hohere
Affinitit gegentiber dem o,f3-Integrin im Vergleich zum osf1- oder oumfB3-Intergrin und kénnte

somit ein aktives Targeting ermdglichen, die das o.fB3-Integrin liberexprimieren.[Pijkgraafa, 2013;

Mondal, 2013]
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Darstellung und Diskussion der eigenen Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit diente die Untersuchung der Modifizierung polymerer Nanopartikel

mit dem linearen RGD-Peptid daher als Modellsystem fiir Peptid-basierte Liganden.

Das noch am Harz gekoppelte und vollstiandig geschiitzte Peptid GRGDS6Ahx6AhxF wurde von
meinem Kollegen Muhammad Sallouh mittels Festphasensynthese iiber die Fmoc-Strategie

synthetisiert und zur Verfiigung gestellt.

Da in der Literatur fiir eine bessere Wirksamkeit des Peptids oftmals der Einbau einer
zusatzlichen Spacer-Gruppe beschrieben wird,[Porta. 20111 wurden zwei zusatzliche
Aminohexansaure-Gruppen an das Peptid gebunden. Die endstdndige Aminosdure Phenylalanin

sollte mit ihrer Phenyl-Gruppe die Charakterisierung des Peptides erleichtern.

Harz

a), b), c)
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F N o H\/\/\)?\
) H/\/\/\g/ NTR)
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Schema 19: Peptid-Modifizierung mit 2,3,4,5,6-Pentafluorobenzoylchlorid;
Reagenzien und Bedingungen: a) 40% Piperidin in DMF, 2x 15 min; b) 2,3,4,5,6-Pentafluorobenzoylchlorid, DIPEA,

0°C-RT, 12 h; ¢) 20% AcOH in DCM, 2 h.



Ergebnisse und Diskussion 83

Bevor das Peptid an den Nanopartikel gekoppelt wurde, sollten zunidchst die Fmoc-
Schutzgruppen abgespaltet werden, damit eine Modifizierung des Peptids mit
2,3,4,5,6-Pentafluorobenzoylchlorid erfolgen konnte. Dies sollte die anschliefdende
Charakterisierung erleichtern. Da die Nanopartikel aufgrund der Kernvernetzung im
1H-NMR-Spektrum kein ausreichend starkes Signal lieferten, war die Charakterisierung liber
1H-NMR-Spektroskopie in der Regel nicht anwendbar. Daher sollte {iber das
2,3,4,5,6-Pentafluorobenzoylchlorid mittels 1°F-NMR-Spektroskopie eine qualitative Aussage
iiber die Kopplung erfolgen.

Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Die Abspaltung der Fmoc Schutzgruppen erfolgte unter basischen Bedingungen (Piperidin in
DMF) nach einem Eisp-Mechanismus.[latscha, 20021 Dabei wurde zunachst das schwach C-H-acide
Wasserstoffatom in 9-Stellung abstrahiert, wodurch ein Carbanion als Intermediat ausgebildet
wurde. Das instabile Intermediat zerfiel unter S-Eliminierung in Dibenzofulven und einem
Carbaminsaureanion. Das reaktive Dibenzofulven wurde anschliefend durch einen nukleophilen
Angriff des Piperidins in das unreaktive Dibenzofulven-Piperidin-Addukt {tiberfiithrt. Das
Carbamat wurde decarboxyliert, wodurch unter Freisetzung von CO; die o-Aminogruppe

erhalten werden konnte.[Greene, 1999]

Im Anschluss erfolgte die Modifizierung mit 2,3,4,5,6-Pentafluorobenzoylchlorid.

Modifizierung mit 2,3,4,5,6-Pentafluorobenzoylchlorid

Ausgehend von dem reaktiven Saurechlorid konnte eine direkte Kopplung an die Aminogruppen

des Peptids erfolgen. Das entstandene HCl wurde mit der Base DIPEA abgefangen.

Nach der Modifizierung mit 2,3,4,5,6-Pentafluorobenzoylchlorid, erfolgte die Peptidabspaltung
vom Harz. Daflir wurde das Peptid 2 h in 5 mL einer Mischung aus 20% Essigsdure in DCM
geriihrt.[Caprino, 1987] Anschliefiend wurde die Losung unter vermindertem Druck eingeengt und

das Peptid durch Ausfallen in kaltem Diethylether in moderaten Ausbeute von 53% erhalten.

Im 19F-NMR-Spektrum konnte gezeigt werden, dass die Kopplung mit 2,3,4,5,6-Pentafluoro-

benzoylchlorid erfolgreich verlief.
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Abbildung 42: 1F-NMR-Spektrum von 2,3,4,5,6-Pentafluoro-benzoyl-
(GRGDS6Ahx6AhXF).

Mit Hilfe der hochaufgeldsten Massenspektrometrie konnte die Masse [M+H]+* des Peptids von
1422.64 g/mol ermittelt und damit die Reinheit des Peptids bestatigt werden.
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Abbildung 43: Hochaufgeldstes Massenspektrum von 2,3,4,5,6-Pentafluoro-benzoyl-(GRGDS6Ahx6AhxF).
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Die Anbindung des nun freien Peptids erfolgte mit Hilfe des Kupplungsreagenzes BTFFH in
Anwesenheit der Base N,N-Diisopropylethylamin. Das NP11 konnte durch Ausfillen in kaltem

Diethylether und anschliefdender Dialyse in Wasser erhalten und zusatzlich aufgereinigt werden.

N\ a) N\ o
O”N\/—N\/\NHZ > OWN\/_N\/\HN(GRGDSGAhXGAhxF)N/ F

F F

NP5 NP11

Schema 20: Nanopartikelfunktionalisierung von NP5 mit Peptid zu NP11;

Reagenzien und Bedingungen: Fluoro-N,N,N',N'-bis(tetramethylen)formamidiniumhexafluorophosphat,
(GRGDS6Ahx6AhxF)-PFb, DIPEA, DCM, 2x 15 min.

Die gewlinschte Auswertung iiber 1F-NMR-Spektroskopie konnte jedoch nicht erfolgen, da im
Spektrum keine Signale zu erkennen waren. Im !H-NMR-Spektrum konnte eine deutliche
Verdnderung der Signale beobachtet werden. Auch die aromatischen Protonen des Peptids
konnten eindeutig zugeordnet werden, jedoch trat in den Spektren eine geringfiigige
Linienverbreiterung auf. Diese auftretende Linienverbreiterung kann durch anisotrope
Wechselwirkungen zwischen den Atomkernen der Probe verursacht werden. Im Gegensatz zum
Festkorper konnen sich in Losungen diese anisotropen Wechselwirkungen durch
Molekularbewegungen ausmitteln. Auch im untersuchten Partikel konnte der Kern, aufgrund
der Vernetzung, als starrer Festkorper angesehen werden. Die Polymerketten der hydrophilen
Nanopartikelhiille sollten dabei weiterhin frei beweglich in Losung vorliegen. Dies erklart wieso
die Linienverbreiterung nicht sehr stark ausgepragt war. Durch die geringe Signalintensitit und
der Uberlagerung der einzelnen Signale war es jedoch nicht méglich eine genaue Quantifizierung
der Probenmodifizierung vorzunehmen. Daher sollte eine weitere Untersuchung mit Hilfe der
HR-MAS-NMR Technik (High-Resolution-Magic-Angle-Spinning) erfolgen.[Alam, 20121 Dabei wird
die Probe um den sogenannten ,magischen Winkel“ von 6 = 54.7 ° relativ zum angelegten
Magnetfeld gedreht. Dies fiihrt dazu, dass alle dipolaren Wechselwirkungen gemittelt werden
und aus dem Spektrum verschwinden. Die Linienverbreiterung kann somit verringert und die
Signalintensitdt erh6ht werden. Seit den spaten 1990er Jahren wird die HR-MAS-NMR Technik
erfolgreich in der kombinatorischen ChemielShariro, 2001l sowie zur untersuchungen von Zellen und
GewebelLee, 2005; Chan 2008] ejngesetzt. Zur Charakterisierung von Nanopartikeln wird diese Methode

bisher allerdings kaum eingesetzt.[Polito, 2008; Lina, 2013]
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Abbildung 44: A-C: 1H-NMR-Spektrum des unfunktionalisierten NP5 (A); 1H-NMR-Spektrum des Peptid-
funktionalisierten NP11 (B); HR-MAS-NMR-Spektrum des Peptid-funktionalisierten NP11 (C).

In Abbildung 44 A-C sind die tH-NMR-Spektren des unmodifizierten Nanopartikel NP5 und des

modifizierten Nanopartikel NP11 zu sehen. Im Vergleich wurde zusitzlich das HR-MAS-NMR-

Spektrum des modifizierten Nanopartikels NP11 dargestellt. Das HR-MAS-NMR Spektrum zeigt

eine deutliche Zunahme der Signalintensitit. Aufgrund der Signaliiberlagerungen ist allerdings

auch hier keine eindeutige Zuordnung und Quantifizierung der Probe mdglich. Basierend auf den
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HR-MAS- und 'H-NMR-Spektren kann allerdings von einer erfolgreichen Kopplung des Peptids

ausgegangen werden.

Die Quantifizierung der Peptid-Funktionalisierung sollte daher iiber die UV /vis-Spektroskopie
erfolgen. Uber den Arylring der Aminosdure Phenylalanin (Abk. F) im Peptid konnte bei einer
Wellenldnge von 254 nm konzentrationsabhingig die Absorption ermittelt und dariiber eine

Kalibriergerade erstellt werden.

0,20 0,5
A B
0,4 -
0,154
NP11 (mit Peptid)
c c 0,3
S 5
£ o110 S
2 c
i £ 0,21
L
0,054
0,14 y =-0.002 + 3.3-106-x
NP5 (ohne Peptid) R =0.9989
0,00 — T T 0,0 T T . T T
230 240 250 260 270 280 290 0,0 5.0x10° 1,0x107 1.5x107

r/nm »
Konzentration / mol-mL

Abbildung 45 A-B: Extinktionsspektrum von NP5 und NP11 (A) in Wasser, Kalibriergerade (B).

Aus der ermittelten Kalibriergeraden konnte eine Peptid-Konzentration am Nanopartikel von
3.4-108 mol-mL-! bestimmt werden. Die Kupplung ergab eine Anbindung des Peptids von 23%.
Das Ergebnis ist sehr gut, bedenkt man die Grofde des eingesetzten Peptids mit einer Molmasse

von 1421.63 g/mol.

Vergleicht man das Ergebnis der Peptid-Modifizierung mit denen aus der Literatur, lasst sich
feststellen, dass bereits hohere Peptid-Anteile, bis hin zur quantitativen Modifizierung, an
Nanopartikel angebunden werden konnten. Dennoch liegt man hier in einem guten Bereich fiir
eine mogliche verbesserte biologische Wirksamkeit. An Hand von Durchflusszytometrie-Studien
konnte bereits gezeigt werden, dass die Zellaufnahme der Transportpartikel mit zunehmender
RGD-Dichte auf der Oberfliche zunimmt. So konnte mit einem Anteil von 5% RGD auf der
Oberflache eine dreifache Erhohung der Zellaufnahme erzielt werden. Ein RGD-Anteil von 76%

fiihrte sogar zu einem 30-fach starkeren Anstieg der Zellaufnahme.[0ba, 2008]
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3.4.2.4 Funktionalisierung von Poly(2-oxazolin)-Nanopartikeln mit

antimikrobieller-Funktion

Antimikrobielle Materialien konnen auf der Grundlage ihres bioziden Mechanismus in zwei
Kategorien unterteilt werden: Freisetzungsbiozide und Kontaktbiozide.[Shelton, 1946, Shelton 1946b] Dje
Freisetzungsbiozide sind meist Substanzen mit niedrigem Molekulargewicht. Typische Beispiele
sind Derivate der Isothazolone und Verbundwerkstoffe aus Silber. Trotz der tlberlegenden
antimikrobiellen Fahigkeit dieser Materialien, zeigen sie ebenso Schwachen, wie die Bildung von
Bakterienresistenzen, Zeitbegrenzung der antibakteriellen Aktivitit sowie Umwelt-
probleme.[Shelton, 1946c] Dem gegeniiber stehen die Kontaktbiozide. Zu ihnen zdhlen neben den
Phosphoniumsalzen und Rhodanin-Derivativen, die quartiren Ammoniumverbindungen [Marris,
1951a; Harris, 1951b, Kelly, 2013], Die Anbindung der Substanzen an die bakteriellen Oberflichen erfolgt
durch die positive Ladung des Molekiils. Mit den meist negativ geladenen Bakterienoberflachen
konnen diese durch elektrostatische Wechselwirkung in Kontakt treten. Diese polykationischen
Substanzen haben den Vorteil, der langfristigen Haltbarkeit sowie der reduzierten bakteriellen

Resistenz.[Gilbert, 2005]

In der Literatur werden neben den vielseitig beschriebenen Silbernanopartikeln auch polymere
Nanopartikel mit antimikrobieller Wirkung beschrieben. So konnte sich Poly-(2-
(tertbutylaminoethyl)methacrylat) aufgrund seiner hohen antibakteriellen Aktivitit und
geringen Toxizitat fiir menschliche Zellen auszeichnen. Das sperrige sekunddre Amin induziert,
ohne weitere Quaternisierung, eine Phasentrennung der Lipide innerhalb des Bakteriums und
leitet dadurch den Zelltod ein. Jang et al. beschrieben in ihren Arbeiten den Aufbau polymerer
Silika-Kern-Schale-Partikel mit antimikrobieller ~Wirkung auf Basis von Poly-(2-
(tertbutylaminoethyl)methacrylat).[Seng 20091 Dije Silika-Nanopartikel stellten sich dabei aufgrund
ihrer abstimmbaren Oberflichenfunktionalitit, geringen Zytotoxizitdt und steuerbaren
Partikelgrofde als ideales Transportsystem heraus. Neben diesen lassen sich in der Literatur nur

wenige Beispiele polymerer Kern-Schale-Partikel mit antimikrobieller Wirkung finden.

Daher erschien die Anbindung einer antimikrobiellen Funktionalitit auf der Nanopartikel-

oberflache als eine weitere Modifizierungsvariante von Interesse.

Darstellung und Diskussion der eigenen Ergebnisse

Als antimikrobielle Funktion sollte im Rahmen dieser Arbeit die Anbindung einer quartiren
Ammoniumverbindung getestet werden. Die Einfithrung der antimikrobiellen Gruppe an das

Nanopartikel wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Zunachst erfolgte tiber eine nukleophile
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Reaktion die Kopplung von Dibrompropan an das polymere Nanopartikel. Dabei wurde
Dibrompropan in einem Uberschuss eingesetzt, um eine mégliche Dimerisierung der Mizellen zu
verhindern. Nach dem Aufreinigen iiber Dialyse in Wasser konnte Nanopartikel NP12 erhalten
werden. Im nachsten Schritt erfolgte durch Zugabe von 1-(Dimethylamino)dodecan die
Ausbildung eines quartiren Amins (NP13) und somit die Generierung einer positiven Ladung
auf der Oberflache des Nanopartikels. Der Einsatz von 1-(Dimethylamino)dodecan sollte dabei

zur potentiellen antimikrobiellen Wirkung des Partikels fiihren.

a), b)
OWN%NH - N&N\/\/\t{\/\/\/\/\/

NP1 NP13

Schema 21: Nanopartikelfunktionalisierung zur quartdren Ammoniumverbindung;
Reagenzien und Bedingungen: a)Dibrompropan, Natriumacetat, DMF, 6 h, Riickfluss;
b) 1-(Dimethylamino)dodecan, Acetonitril, 48 h.

Der qualitative Nachweis der Kopplung erfolgte mit Hilfe der HR-MAS-NMR-Technik.
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Abbildung 46: 1H-HR-MAS-NMR-Spektrum von NP13 in Methanol.
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Wie schon in den Untersuchungen vorheriger Kopplungsexperimente verdeutlicht, konnte die
Auflosung des resultierenden HR-MAS-NMR-Spektrums, verglichen mit den 'H-NMR-Spektren,
erheblich verbessert werden. Abbildung 46 zeigt die erfolgreiche Oberflichenmodifizierung von
NP1 mit 1-(Dimethylamino)dodecan. Vor allem die Zunahme der Intensitat bei 0.83 ppm durch
die endstdndige Methylgruppe wird deutlich. Auch die Intensititszunahme bei 1.28 ppm,
verursacht durch die Methylengruppen der Dodecan-Kette liasst sich klar erkennen. Eine

Quantifizierung mittels HR-MAS-NMR-Technik konnte nicht erfolgen.

Die Untersuchung der antimikrobiellen Wirkung des Partikels war nicht Gegenstand dieser
Arbeit, konnte aber in zukiinftigen Arbeiten mit Hilfe von MIC-Tests untersucht werden. Bei
diesem Test wird die niedrigste inhibierende Konzentration eines antimikrobiellen Stoffes
ermittelt, die sogenannte ,Minimum Inhibitory Concentration“ (MIC).[Andrews, 2001] Diese totet
99.9% der Bakterien ab. Dabei spricht man ab einem ppm-Wert unter 256 von antimikrobiell
wirksamen Stoffen, oberhalb dieser Grenze zeigen die Stoffe eine Wirksamkeit gegeniiber

Bakterien, aber die einzusetzende Konzentration ist zu grof3.[Pavison, 2000]

3.4.2.5 Funktionalisierung von Poly(2-oxazolin)-Nanopartikeln mit Gold-

nanopartikel

Der Nachweis einzelner Medikamente oder biologisch aktiver Transportmolekiile stellt eine
unverzichtbare Notwendigkeit in der Entwicklung neuer Arzneistoffe oder Transportsysteme
dar. Neben den bereits beschriebenen fluoreszierenden Markern spielen auch metallische
Nanopartikel eine zunehmend wichtige Rolle in diagnostischen Verfahren. Ein bekanntes
Beispiel hierfiir ist der von der Fa. Roche Diagnostics entwickelte Schnelltest CARDIAC® der
Goldnanopartikel einsetzt. Als diagnostisches Hilfsmittel dient dieser Test als Nachweis fiir
Herzinfarkt und trdgt zur Abschitzung der Ausdehnung des Infarkts sowie der
Risikostratifizierung bei.[www.roche-diagnostics.de, 20141 Vor allem der Einsatz von Goldnanopartikeln
wird aufgrund ihrer intensiven photochemischen Eigenschaften in der Literatur seit vielen
Jahren beschrieben.[Preaden, 2012; Giljohann, 2010; Dykmana, 2012; Huang, 2010] Durch die hohe Bindungsaffinitat
ihrer Oberflache konnen sie leicht modifiziert und so z. B. als kiinstliche Antikdrper eingesetzt
werden.[Ghosh,  2008] Neben dem weit verbreiteten Einsatz in der Diagnostik koénnen
Goldnanopartikel auch in der Therapie eingesetzt werden. Durch ihre Eigenschaft Licht in
Warme umzuwandeln, kénnen sie die thermische Ablation von krankem Gewebe herbeifiihren.
So stellte Dai et al. 2012 die Entwicklung polymerer Mikrokapseln aus PLA und PVA vor, auf

deren Oberfliche durch elektrostatische Adsorption Goldnanopartikel in Form von Samen
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geimpft wurden, worauf die Bildung von Goldnanoschalen folgte. Diese Goldnanoschalen-
Mikrokapseln stellen ein neuartiges Theranostika dar, das gleichzeitig als Kontrastmittel fiir die
Ultraschall-Bildgebung und als Arzneimittel zur photothermischen Behandlung von Tumoren

dient.[Ke 2011]

Einen interessanten Ansatz stellt die Kombination anorganischer Nanopartikel, wie Gold, mit
polymeren Nanopartikeln dar. Durch die diagnostische Eigenschaft des Goldnanopartikels sowie
der therapeutischen Eigenschaft eines polymeren Wirkstofftransportsystems, konnten beide
Eigenschaften in einem Partikel kombiniert werden. Gerade in Hinblick auf die Krebsforschung
ist eine schnelle Diagnose und Behandlung immer wichtiger geworden. Daher stellt dieses

System einen vielversprechenden Ansatz dar.

Darstellung und Diskussion der eigenen Ergebnisse

Damit die Kernstabilisierten polymeren Nanopartikel NP5 auf der Oberfliche mit
Goldnanopartikeln gekoppelt werden konnten, sollte zunachst eine fiir Goldpartikel selektive
Bindungsgruppe auf der Oberflache der Partikel immobilisiert werden. Als besonders geeignet

erschienen hier Thiole.

Funktionalisierung mit 1,2-Dithiolan-3-pentansiure

Die Funktionalisierung mit 1,2-Dithiolan-3-pentansaure sollte die anschlief3ende Kopplung mit
Goldnanopartikeln ermdéglichen. Dithiolane besitzen zwei direkt benachbarte Schwefelatome,
die beide auf einem Goldpartikel binden konnen. Dies ermdoglicht eine starkere Verankerung auf

dem Goldpartikel_[Brown, 2010; Hou, 2009]

Die Aktivierung der kommerziell erhaltlichen 1,2-Dithiolan-3-pentansdure erfolgte durch
Einsatz des Kupplungsreagenzes 1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid in Anwesenheit

von Triethylamin als Base.

a) (o)
H
QNN — Q™ 2
H

NP5 NP14

Schema 22: Nanopartikelfunktionalisierung mit 1,2-Dithiolan-3-pentansiure;

Reagenzien und Bedingungen: a) 1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, TEA, 20 h, -78 °C.
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Nach Entfernen des Losemittels unter vermindertem Druck wurde der Riickstand in wenig
Chloroform aufgenommen. Durch Ausfillen in Diethylether und anschlief}ender Dialyse in

Wasser konnte Nanopartikel NP14 erhalten werden.

Die Quantifizierung der am Nanopartikel gekoppelten 1,2-Dithiolan-3-pentansaure erfolgte iiber
UV /vis-Spektroskopie in Acetonitril. Uber das Dithiolan konnte bei einer Wellenlinge von
333 nm, konzentrationsabhangig die Absorption ermittelt und dariiber eine Kalibriergerade
erstellt werden. Aus der Kalibriergeraden konnte die Konzentration der 1,2-Dithiolan-3-

pentansdure am Nanopartikel und die damit verbundene Kopplungseffizienz berechnet werden.
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Abbildung 47 A-B: UV /vis-Spektrum der 1,2-Dithiolan-3-pentansédure in Acetontril (A); Kalibriergerade (B).

Die UV-Auswertungen der Modifizierungsversuche zeigten eine Kopplungseffizienz der
1,2-Dithiolan-3-pentansdure von 8-10%. Dieses Ergebnis liegt im Bereich der anderen
Kopplungen. Ein Grund fiir die geringe Kopplungseffizienz koénnte neben dem sterischen
Anspruch des Kopplungsmolekiils, der Einsatz eines Saure-Derivats und der damit zu

verwendeten Kupplungschemie sein.

Das Dithiolan-modifizierte NP14 diente im weiteren Verlauf der Arbeit der Kopplung von

Goldnanopartikeln, die nachfolgend ndher erldutert werden soll.
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Funktionalisierung mit Goldnanopartikeln

Die Goldnanopartikel, die fiir die Kopplung verwendet wurden, stammten aus dem Arbeitskreis
von Prof. Dr. Rehage und wurden von Elena Zwar iiber die ,Citrat-Methode“ nach Hauser und
Lynn[Hauser, 1940; Turkevich, 1951] gynthetisiert und zur Verfliigung gestellt. Die Herstellung der
Goldnanopartikel erfolgte iiber das Bottom-up-Verfahren durch Reduktion des Goldsalzes
HAuCls in Gegenwart von Natriumcitrat als Stabilisator, wodurch die Partikel in fein
dispergierter Form erhalten wurden. Die Bestimmung der Partikelgrofie erfolgte mittels DLS. Es
konnte ein Partikeldurchmesser von 10 + 0.2 nm ermittelt werden. Der Polydispersititsindex
wies mit einem Wert von 0.2 auf eine monodisperse Verteilung der Partikel hin. Die iiber die
DLS Messung ermittelten Groflen konnten mit Hilfe von AFM-und TEM-Aufnahmen bestatigt

werden.
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Abbildung 48 A-B: AFM-Phasenbild der Goldnanopartikel-Stammlésung (A), Histogramm der
Partikelverteilung (B).

Abbildung 48 A zeigt das AFM-Phasenbild der einzelnen Goldnanopartikel. Uber die AFM-
Aufnahme konnte gezeigt werden, dass 77% der Partikel eine Grofde von 10.2 nm besitzen. Die
Aufnahmen zeigten eine relativ monodisperse Partikelverteilung. Die Groféen von 20.1 nm, die
zu 11% beobachtet wurden, kdnnten aus der Probenpraparation resultierende, zusammen-
gelagerte Partikel sein. Auch in den TEM-Aufnahmen liefSen sich Partikel mit einem

durchschnittlichen Durchmesser von 10 nm erkennen.
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Abbildung 49 A-B: TEM-Aufnahmen der Goldnanopartikel in Wasser;
A) Ausschnitt 50 nm; B) Ausschnitt 10 nm.

Diese Befunde decken sich mit den Ergebnissen der DLS-Messung, in der eine durchschnittliche

Partikelgrofde von 10 nm ermittelt werden konnte.

Der Goldgehalt der Losung wurde mittels Inductiviey Coupled Plasma-Optical Emission
Spectroscopyftou. 20001 ([CP-OES) gemessen. Die Goldkonzentration der Losung betrug 73 ppm
(0.0073 Ma%).

Da das Lambert-Beer‘sche Gesetz nur fiir verdiinnte Losungen gilt, musste die Goldnanopartikel-
Losung fiir die Kopplungsexperimente verdiinnt werden (c = 7.3 ppm Gold). Abbildung 50 zeigt
das Extinktionsspektrum der Goldnanopartikel in wassriger Losung. Sie weisen ein
Extinktionsmaximum von 522 nm auf, das damit in dem fiir die Partikelgrofie typischen Bereich

liegt.[Gao, 2012]
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Abbildung 50: Extinktionsspektrum der Goldnanopartikel;
(sAu = einzelne Goldnanopartikel).

Ein Ligandenaustausch auf der Oberfliche der Goldnanopartikel, durch einen Dithiolan-

Liganden, sollte die Kopplung polymerer Nanopartikel mit Goldnanopartikeln erméglichen.
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Schema 23: Funktionalisierung polymerer Nanopartikel mit Goldnanopartikel;
Reagenzien und Bedingungen: a) Gold-NP, DNP, RT, 0.5-20 h.

Die Kopplungsexperimente wurden nach einer Vorschrift von Ren et al.[Tans 20101 durchgefiihrt.
Die verdiinnte Goldnanopartikel-Losung wurde dabei mit unterschiedlich konzentrierten
Losungen an Dithiolan-Nanopartikel-Losung versetzt. Tabelle 9 zeigt die getesteten Ansatze.
Auch die Kopplung in Tris-HCl Puffer wurde getestet.[Li 2012] Diese fiihrte allerdings zu keinem
erfolgreichen Ergebnis. Weder eine Verschiebung der UV-Absorption noch eine Veranderung

der Grofie konnte beobachtet werden.

Tabelle 9: Partikelmischungen fiir die Kopplungsexperimente.

Probe Gold-NP Dithiolan-NP Verhiltnis
n / mol n / mol

NP15 3.6:108 5.4-10-° 1:0.15

NP16 3.6-108 5.4-10-11 1:0.0015

NP17 3.6-108 5.3-10-12 1:0.00015

Nach den Kopplungsexperimenten wurden UV/vis-Spektren der Versuche aufgenommen. In
Abbildung 51 sind die UV/vis-Spektren der einzelnen Goldnanopartikel (sAu) sowie der
Kopplungsversuche NP15-NP17 dargestellt.
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Abbildung 51: Extinktionsspektren der ungekoppelten
Goldnanopartikel und der Kopplungsexperimente NP15-NP17.
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Der Kopplungsversuch NP15 zeigt eine deutlich erkennbare Verschiebung von AAp.x um 25 nm.
Die Verschiebung der Plasmonenbande kann auf eine Agglomeration der Partikel zuriickgefiihrt
werden.Marzan,  2006]  Durch die Kopplung mit den Dithiolan-Nanopartikeln sind die
Goldnanopartikel nicht mehr ausreichend stabilisiert. Ein weiteres Indiz fiir die Bildung
grofierer Aggregate lieferte die Abnahme der Extinktion iiber die Zeit. Um dies zu beobachten
wurden tiber 20 h im Abstand von 30 min UV /vis-Messungen durchgefiihrt. Die erste Messung
nach 30 min zeigte eine Absorption von 0.27. Nach 20 h konnte keine Absorption der Probe

detektiert werden.
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Abbildung 52: Extinktionsspektrum der Probe NP15, gemessen {iber 20 h.

Die Probe entfarbte sich stark und ein tiefroter Bodensatz entstand. Es lag nun die Annahme
nah, dass durch die erhohte Menge an Dithiolan-Nanopartikeln eine Kopplung ans
Goldnanopartikel sehr wahrscheinlich war und sehr grofie Aggregate entstanden sind, die sich

im Laufe der Messungen aufgrund ihrer Gréfse am Kiivettenboden absetzten.

Die Kopplungsversuche NP16 und NP17 zeigten diese deutliche Verschiebung nicht, jedoch war
auch hier eine Verbreiterung der Bande zu verzeichnen. Diese kann auf die Abnahme des

interpartikularen Abstandes zuriickzufiihren sein.[Li 2012; Zhong, 2004]

Die Beobachtungen aus der UV /vis-Spektroskopie konnten mit Hilfe der DLS bestéatigt werden.
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Tabelle 10: Hydrodynamische Radien nach den Kopplungsexperimenten von polymeren
Nanopartikeln mit Goldnanopartikeln und Polydispersititen der Proben.

NP 15 NP 16 NP 17

t/ min ru / om PI ru / nm PI ru / mm PI
30 116.9 0.3 52.9 0.3 32.1 0.6
600 392.1 0.6 90.7 0.5 29.3 0.5
900 >1000 0.8 61.1 0.3 29.2 0.5

Nach 15 h zeigte die Probe NP15 in den DLS-Messungen Partikelgréfden > 1000 nm. Auch hier
lief3 sich, wie bereits in den UV/vis-Messungen gezeigt werden konnte, ein Absetzen der Probe
am Kiivettenboden beobachten. Es liefs sich feststellen, dass der hydrodynamische Radius
kontinuierlich mit der Zeit zunahm. Die Probe NP16 zeigte einen dhnlichen Trend und wies eine
breite Partikelverteilung auf. Fiir die Probe NP17 konnte iiber 15 h ein nahezu konstanter

Partikelradius von 30.2 + 1.7 nm, mit einer breiten Partikelverteilung, bestimmt werden.

Messungen des Zeta-Potentials[Rechberger, 2003; Li, 2007] zejgten, dass dieses nach dem Mischen der
Goldnanopartikel mit den Dithiolan-Nanopartikeln herabgesetzt wurde. Die Goldnanopartikel
zeigten vor der Kopplung ein Zeta-Potential von -46.7 mV, das auf ausreichend stabilisierte
Partikel schliefen lief3.Diang 2009; Xu, 2008] Das Zeta-Potential der Dithiolan-Nanopartikel betrug
+9.7 mV. Nach dem Mischen der Partikel konnte ein Zeta-Potential von -5.9 mV gemessen
werden. Diese Werte lassen allerdings keine Aussage iiber eine erfolgreiche Kopplung zu, da

eine Mischung aus ungekoppelten Partikeln sich in der Messung ebenso summieren wiirde.

Die Beobachtungen der DLS Messungen sollten daher im Rasterkraftmikroskop weiter
untersucht werden. Nach dem Spin-coaten der Losungen auf frisch geschnittene Mica-Platten

wurden die Messungen im ,tapping mode* durchgefiihrt.
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x/nm

Abbildung 53 A-B: AFM-Phasenbild des Kopplungsexperiments NP15 (A), Partikelquerschnitt zur
Groflenbestimmung (B).
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Die AFM Aufnahmen zeigten verglichen zu den Einzelpartikeln eine deutlich grofiere
Phasenverschiebung. In allen Aufnahmen liefden sich zusammengelagerte Partikel erkennen. Im

Folgenden sollen nun die jeweiligen Kopplungsexperimente einzeln erlautert werden.

In den AFM-Aufnahmen des Kopplungsexperiments NP15 konnten Partikel zwischen 130 nm
und 220 nm beobachtet werden. Partikelgréfien im Mikrometerbereich konnten nicht gefunden
werden. Es lasst sich keine Aussage dariiber treffen, ob es sich um gekoppelte Partikel oder

aufgrund der Probenpréparation verursachte Zusammenlagerungen handelt.

Kopplungsexperiment NP16 zeigte verglichen zu den Einzelpartikeln die grofite Phasen-

verschiebung.
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Abbildung 54 A-B: AFM-Aufnahmen des Kopplungsexperiments NP16 in Wasser;
AFM-Phasenbild (A), Vergrofierung (B).

In den Aufnahmen liefden sich zusammengelagerte Partikel erkennen, allerdings lief3 sich iiber
die AFM-Aufnahmen keine eindeutige Aussage iiber die erfolgreiche Kopplung der Partikel
treffen. Die TEM-Aufnahmen zeigten Partikelaggregate aus Goldnanopartikeln und polymeren

Nanopartikeln.

Abbildung 55 A-B: TEM-Aufnahmen des Kopplungsexperiments NP16 in Wasser.
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Fir die TEM-Aufnahmen wurden die in Wasser geldsten Partikel direkt auf das Kupfer-
Tragermaterial getropft. Wasser stellte sich im Rahmen der Arbeit als wenig geeignetes
Losemittel heraus, da die Partikel hier die grofdte Tendenz zur Aggregation zeigten. Der Versuch
die Partikel einzudampfen und in Methanol aufzunehmen fiihrte zu keinem Erfolg.
Untersuchungen in Methanol ergaben in den UV/vis-Messungen kein Signal. Es schien als
konnten die Partikel aufgrund der gekoppelten Goldnanopartikel nicht wieder in Methanol
gelost werden. Daher konnte fiir die Aufnahmen lediglich mit den Verdiinnungen der Probe

experimentiert werden.

Abbildung 56 A-B: TEM-Aufnahmen des Kopplungsexperiments NP16 in Wasser.

Die AFM-Aufnahmen des Kopplungsexperiments NP17 zeigen, wie schon in den DLS Messungen
zu beobachten war, eine einheitlichere Partikelverteilung. Auf der Platte konnten zwei sich
wiederholende Partikelgrofien bestimmt werden. Diese lagen bei einem durchschnittlichen
Durchmesser von 60.6 nm und 87.3 nm. Diese Grofien lagen in dem aus den DLS Ergebnissen

ermittelten Grofienbereichen.
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Abbildung 57 A-B: AFM-Topographie Aufnahme des Kopplungsexperiments NP17 (A),
Vergrofierung (B).
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Die TEM-Aufnahmen des Kopplungsexperiments NP17 zeigen ebenfalls zusammengelagerte

Partikel. Trotz Verdiinnung der Probe war auch hier keine eindeutige Aussage moglich.

Im Anschluss sollten TEM-Aufnahmen Auskunft iiber eine mdgliche Kopplung der Partikel
geben. Diese lieferten allerdings keine eindeutigen Ergebnisse. Es konnte allerdings gezeigt
werden, dass sich deutlich weniger grofie Aggregathaufen bildeten und neben linearen
Strukturen relativ haufig Aggregatgebilde in Form eines Tetraeders zu beobachten waren. Diese
besafden eine durchschnittliche Liange von 60 nm, was ungefdhr den Ergebnissen der DLS sowie

den vorherigen Untersuchungen der AFM-Aufnahmen entspricht.

Abbildung 58 A-D: TEM-Aufnahmen des Kopplungsexperiments NP17 in Wasser.

Die Kopplungsversuche zwischen den polymeren Nanopartikeln und Goldnanopartikeln zeigten
erste interessante Ergebnisse. So konnte tliber die UV /vis-Spektroskopie eine Verschiebung der
Wellenldnge der Plasmonenbande sowie eine Verbreiterung der Bande festgestellt werden.
Diese Ergebnisse korrelieren mit den Grofdenergebnissen der DLS. So konnte gezeigt werden,
dass bei groferen, mittleren intensitatsgewichteten Partikeldurchmessern, die Verschiebung

der Bande grofder wurde. Die Verschiebung der Bande kann auf eine Agglomeration der Partikel
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zurlickgefiihrt werden. Durch die Kopplung mit den Dithiolan-Nanopartikeln sind die
Goldnanopartikel nicht mehr ausreichend stabilisiert. Durch Variation der Konzentration der
polymeren Nanopartikel sollte die Kopplung gesteuert werden. Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Abnahme der Konzentration an polymeren Nanopartikeln die Aggregatgrofie
verringert werden konnte. Die Untersuchungen in Wasser sind jedoch nicht geeignet zwischen
Nanopartikelaggregaten oder der kovalenten Kopplung von Nanopartikeln zu unterscheiden.
Untersuchungen in Methanol ergaben in den UV/vis-Messungen kein Signal. Es schien als
koénnten die Partikel aufgrund der gekoppelten Goldnanopartikel nicht wieder in Methanol
gelost werden. Daher musste im Rahmen der Arbeit die Konzentration der Proben variiert
werden, um die Agglomeration der Partikel zu unterdriicken und so Aussagen iiber eine
tatsachlich kovalente Kniipfung der Partikel treffen zu kénnen. Im Rahmen der Experimente
stellte sich die Grof3e der Partikel als problematisch heraus. So waren die AFM-Untersuchungen
aufgrund der geringen Partikelgrofie schwierig durchzufiihren. In Zukunft miisste die Kopplung
der Goldnanopartikel an gréfiere polymere Nanopartikel erfolgen. Das konnte zumindest die

Analytik der gekoppelten Systeme erleichtern.

3.5 Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung

3.5.1 Indomethacin

In dieser Arbeit wurde der kommerziell erhaltliche Wirkstoff Indomethacin (IMC) als
Testsubstanz verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Indolessigsdurederivat, das genau wie
seine bekannten Vertreter Acetylsalicylsdure, Diclofenac und Ibuprofen, zur Gruppe der
nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) gehort.[Lourenco, 1996; Hans, 20021 Abbildung 59 zeigt die

Struktur des eingesetzten Wirkstoffes.
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Abbildung 59: Eingesetzter Wirkstoff Indomethacin.
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Neben seinem Einsatz zur symptomatischen Therapie bei rheumatischen Erkrankungen, wie
Arthritis oder Morbus Bechterew, wurde es in den letzten Jahren vermehr auf einen potentiellen
positiven Einfluss in der Krebstherapie untersucht.[Fréhlich, 2000] Eine zufallige Entdeckung im Jahre
1980, in dem einem Tumorpatienten aufgrund einer begleitenden Herzbeutelentziindung,
Indomethacin verabreicht wurde, konnte den Riickgang des Tumors feststellen.[Botting, 1974] [n
einer Reihe darauf folgender Studien konnte gezeigt werden, dass diese Anti-Tumorwirkung des
Medikaments auf die Hemmung des Enzyms Cyclooxogenase zurlickzufiihren ist, das die
Prostagladinsynthese katalysiert.[Dannenberg, 2001] Dieses Enzym kommt in drei Isoformen vor
(COX-1, COX-2 und COX-3), von denen das induzierbare COX-2 in vielen Zellen maligner Tumore
zu finden ist. Durch die Inhibierung des programmierten Zelltods (Apoptose) und einer
vermehrten Produktion des Signalmolekiils VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), das die
Blutgefafineubildung (Angiogenese) fordert, tragt COX-2 zur Unterstiitzung des
Tumorwachstums bei.[Howardell, 2006; Li, 2002] Weiterhin wird gepriift, ob der nicht selektive COX-
Hemmer Indomethacin durch die Hemmung des COX-1, das wichtige physiologische Vorgiange
reguliert, zu unerwiinschten Nebenwirkungen fiihrt. Auch die Untersuchung eines moglichen

positiven Einflusses in der Krebstherapie ist Bestandteil aktueller Forschungsarbeiten.[Francis, 2004]

Fiir die Wirkstoffuntersuchungen wurde der Wirkstoff Indomethacin in einfache
Polymermizellen aus P5 sowie in die aus P5 synthetisierten vernetzten Nanopartikel NP1
eingelagert. Uber die Bestimmung der Beladungseffizienz variabler Wirkstoffmengen sowie der
anschliefSenden Freisetzung tiiber mehrere Tage sollte ein Vergleich der beiden

Transportsysteme erfolgen.

3.5.2 Wirkstoffeinlagerung

Die Wirkstoffeinlagerung erfolgte nach dem Losungsmittel-Verdampfungsverfahren.[Timoshenko,
2006; Beharry, 2006] Zundchst wurden 8 mg Polymer P5 in 5 mL Chloroform geldst. Anschlief3end
erfolgte die Zugabe variabler Mengen an Indomethacin (2 mg, 4 mg, 8 mg). Nach 10 Minuten
Schiitteln bei Raumtemperatur wurde die organische Losung unter Ultraschall-Behandlung zu
15 mL Milli-Q Wasser getropft. Das organische Losemittel wurde abgedampft und die L6sung am
Rotationsverdampfer auf 5 mL aufkonzentriert. Um das uberschiissige IMC sowie
Polymeraggregate zu entfernen, wurde die Losung mit einem PTFE-Filter (0.45 pm Porengrofe)
filtriert. Fiir die Bestimmung der Wirkstoffbeladung wurde die Mizell-Losung anschliefiend
gefriergetrocknet. Die Beladung der vernetzten Polymernanopartikel NP1 erfolgte analog

ausgehend von 8 mg Nanopartikel.
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3.5.3 Bestimmung der Wirkstoffbeladungseffizienz

Die Beladungseffizienz eines Wirkstoffes (engl. drug loading efficiency, DLE) ist definiert als
Gewichtsprozent des Wirkstoffes in den beladenen Partikeln.[Huang, 2011] Dje Bestimmung erfolgte
durch gravimetrische Differenzwagung der beladenen Polymermizellen zu den nicht beladenen
Polymermizellen. Durch Gleichung 12 konnte die Beladungseffizienz prozentual ausgedriickt

werden.

IMC in Mizelle .
IMC in Mizelle+Polymer

DLE (%, w/w) = 100 (Gl 12)

Neben der Bestimmung der Beladungseffizienz in Abhdngigkeit von der Wirkstoffmenge sollte
die Grofde (rn) der Partikel mit Hilfe der DLS kontrolliert werden. Die Ergebnisse der DLE sowie
die Partikelgrofien der einzelnen Beladungsversuche sind in Tabelle 11 zusammengefasst. Es
konnte gezeigt werden, dass durch die Erhéhung der eingesetzten Wirkstoffmenge die
Beladungseffizienz der Polymermizellen erhoht werden kann. Dabei nimmt die Mizellgrofie mit

der Beladungseffizienz zu. Diese Ergebnisse stimmen mit denen aus der Literatur

uberein.leong 2009; Ling, 2008]

Tabelle 11: Ergebnisse der Wirkstoffbeladung des Nanopartikels NP1 mit Indomethacin.
Massenverhiltnis

Probe IMC : Partikel DLE / % In/nm
Polymer 0:1.00 0 6.1+0.3
IP 25 0.25:1.00 20.0 6.2+04
IP 50 0.50:1.00 32.8 8.5+£0.7
IP 100 1.00:1.00 50.6 9.7 £1.2
Nanopartikel 0:1.00 0 58+ 0.3
INP 25 0.25:1.00 19.4 9.2+ 0.6
INP 50 0.50:1.00 26.3 121+1.7
INP 100 1.00:1.00 34.6 14.7 £ 2.5

Vergleicht man die Ergebnisse der Beladung der unvernetzten mit denen der vernetzten
Polymermizellen stellt man fest, dass die unvernetzten Polymermizellen insgesamt mehr

Wirkstoff aufnehmen konnen. Wiahrend bei einem IMC : Partikel-Verhaltnis von 0.25 : 1.00 die
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Beladung in beiden Fillen ungefdhr gleich erfolgt, erkennt man bei einem IMC : Partikel-
Verhaltnis von 0.50 : 1.00 schon deutliche Unterschiede. Die Beladung der unvernetzten
Polymermizellen liegt 6.5% hoher im Vergleich zu den vernetzten Partikeln. Bei einem
IMC : Partikel-Verhéltnis von 1.00 : 1.00 liegt der Unterschied der Beladung bei 16%. Diese
geringere Beladung ist auf die Vernetzung des Nanopartikels zuriickzufiihren, durch die der

Mizellinnenraum deutlich verringert wird.

Betrachtet man die Grofden der Partikel, erkennt man in beiden Fallen eine deutliche Zunahme
mit steigendem Wirkstoffgehalt. Kiessel et al. beschrieben in ihren Arbeiten die Grofen-
veranderung unvernetzter und vernetzter Polymermizellen in Abhéngigkeit der eigelagerten
Menge an Doxorubicin. Auch hier konnte in beiden Fallen gezeigt werden, dass die Grofde der

Partikel mit zunehmender Menge an eigelagertem Wirkstoff zunimmt.[Wu 2012]

Vergleicht man die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit denen von Kiessel so lasst sich ein
dhnlicher Trend erkennen. In beiden Versuchsansitzen nehmen die Partikelgroflen in
Abhangigkeit von der Wirkstoffmenge zu. Gerade bei den vernetzten Nanopartikeln ist eine
deutliche Zunahme der Partikelgrofde zu beobachten. Diese hohe Zunahme konnte in der
Literatur so nicht gefunden werden, spiegelt jedoch die Ergebnisse von Brummelhuis wieder, der
nach der Vernetzung mit Carboxy-Thiolen eine Zunahme der Partikel beschreibt und nicht wie
erwartet einen Volumenschrumpf. So ist vorstellbar, dass der Wirkstoff in den Mizellen teilweise
deprotoniert vorliegt und aufgrund der Ladungsabstofdung zu einer Vergréfierung der Partikel

beitragt.

3.5.4 Wirkstofffreisetzung

Die gefriergetrockneten Partikel wurden in 15 mL PBS-Puffer (pH 7.4, ¢ = 0.05 mol/L) auf-
genommen und in einen Dialyseschlauch gefiillt. Anschlieflend erfolgte die Wirkstoff-
freisetzung durch Dialyse gegen PBS-Puffer. Die Freisetzungsuntersuchungen wurden mit einer
konstanten Riihrgeschwindigkeit von 200 rpm und einer Temperatur von 37 + 0.5 °C
durchgefiihrt. Um den freigesetzten Wirkstoff tiber die Zeit zu ermitteln, wurden stiindlich 2 mL
Losung entnommen und gegen 2 mL frischen PBS-Puffer ersetzt. Die Konzentration des
freigesetzten Wirkstoffes konnte tiber UV /vis-Spektroskopie bei einem Absorptionsmaximum
von 319 nm und Korrelation mit der entsprechenden Kalibrierung des freien Wirkstoffes
ermittelt werden. Um einen direkten Vergleich zum freien Wirkstoff herstellen zu koénnen,
wurde in Voruntersuchen die Freisetzung des freien Indomethacin bei Temperaturen von
23 4+ 2.0 °C und 37 % 0.5 °C untersucht (Abbildung 60 A-B). Es lief3 sich feststellen, dass die
Freisetzung bei 23 °C deutlich verlangsamt ablief. So konnte erst nach 6 Tagen der Wirkstoff
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nahezu vollstindig freigesetzt werden. Die Freisetzung bei 37 °C verlief aufgrund der erhéhten

Diffusionsgeschwindigkeit deutlich schneller. Nach 2 Tagen wurde eine vollstindige Freisetzung

des Wirkstoffes beobachtet.

Diese Beobachtung korreliert mit den Ergebnissen aus der Literatur. So konnten Kim et al.[Xim.
1998] bei gleichen Bedingungen eine vollstindige Freisetzung von IMC nach 2 Tagen feststellen.
Da die Labortemperatur sehr stark schwankte und die Freisetzung bei 37 °C fiir den potentiellen
Einsatz als Transportsystem von Interesse ist, wurden die weiteren Untersuchungen nur bei

einer Temperatur von 37 + 0.5 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 60 A-B: Kalibriergerade von Indomethacin (A), Freisetzungskinetik des
freien Wirkstoffs Indomethacin (B).

In Abbildung 61 sind die Ergebnisse der Wirkstofffreisetzung aus den unvernetzten Polymeren

(A) sowie den vernetzten Nanopartikeln (B) dargestellt.

1004 A - 1004 B

freigesetzter Wirkstoff / %
freigesetzter Wirkstoff / %

0+ v T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

t/d t/d

Abbildung 61 A-B: IMC-Freisetzungskinetik aus den unvernetzten Polymermizellen P5 (A),
IMC-Freisetzung aus den vernetzten Polymermizellen NP5 (B).
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Die Freisetzung wurde Uber 6 Tage bei einer Temperatur von 37 + 0.5 °C betrachtet. Die
freigesetzte Wirkstoffmenge bezieht sich prozentual auf die tatsiachlich eingelagerte
Wirkstoffmenge. Als Referenzwert ist zusatzlich die Freisetzungsgeschwindigkeit des freien

Wirkstoffes in beiden Diagrammen dargestellt.

Betrachtet man die Freisetzung des Wirkstoffes aus dem Polymer, so lasst sich in allen drei
Versuchen eine relativ schnelle Freisetzung zu Beginn der Untersuchung feststellen. Im Ansatz
IP 25 sind bereits nach 6 h 59% des kompletten Wirkstoffes freigesetzt. Die Freisetzung aus
dem Polymer verlauft zunachst nahezu identisch zum freien Wirkstoff. Erst nach 24 h
verlangsamt sich die Freisetzung im Vergleich zum freien Wirkstoff. Dieser konnte bereits nach
2 Tagen nahezu vollstiandig freigesetzt werden. Aus den Polymermizellen liefs sich erst nach
5 Tagen eine vollstindige Freisetzung des Wirkstoffes beobachten. Betrachtet man die
Freisetzung in Abhdngigkeit von der Wirkstoffbeladung, so lasst sich zeigen, dass diese mit der
Menge an beladenem Wirkstoff verlangsamt wird. Bei einem Polymer zu Wirkstoff-Verhaltnis
von 1:1 konnten nach 6 Tagen lediglich 63% Wirkstoff freigesetzt werden. Vergleicht man diese
Freisetzungsprofile mit denen der vernetzten Nanopartikel liasst sich zeigen, dass aus den
Nanopartikeln in allen drei Versuchen deutlich weniger Indomethacin freigesetzt werden
konnte. Zu Beginn des Versuches ldsst sich wie in den Versuchen zuvor eine relativ schnelle
Freisetzung beobachten. Nach 6 h sind zwischen 25-44% Wirkstoff freigesetzt. Die
Freisetzungsgeschwindigkeit wird auch in diesem Experiment in Abhéngigkeit von der

Wirkstoffmenge verlangsamt.

Diese erzielten Ergebnisse stimmen gut mit denen aus der Literatur iiberein. So zeigten Hennink
et al.,, dass durch die Vernetzung des Mizellkerns die Freisetzungskinetik deutlich herabgesetzt
werden konnte.[Talleli, 20101 Allgemein lasst sich festhalten, dass die im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten Nanopartikel den Trend der Literatur widerspiegeln. Dennoch lasst sich auch
zeigen, dass die Freisetzungskinetiken der bereits bekannten Systeme langsamer verlaufen, als
sie im Rahmen dieser Arbeit erzielt werden konnten. Diese Partikel sind in der Regel grofder und
besitzen ein deutlich hoheres Molekulargewicht. So zeigten Kim et al. in ihren Untersuchungen,
dass die Freisetzung von Indomethacin aus polymeren Mizellen mit zunehmendem
Molekulargewicht des Transportsystems herabgesetzt werden konnte.Xim 1998 Um diesen
beschriebenen positiven Effekt zu erzielen, ware in Zukunft der Aufbau von grofieren

Nanopartikeln wiinschenswert.
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3.6 Nanopartikel-Kopplung

Eine weitere Moglichkeit die Grofde, Form oder Funktionalisierungsdichte auf einem
Nanopartikel zu erh6hen, konnte durch die Kopplung mehrerer Partikel miteinander ermdéglicht
werden. Gerade in Hinblick auf den Aufbau multifunktionaler Nanopartikel stellt diese Variante
eine vielversprechende Alternative dar. Zusatzlich kénnte die transportierte Wirkstoffmenge
trotz Kernvernetzung erhoht werden. Auch die Einlagerung unterschiedlicher Wirkstoffe ist

vorstellbar.

Betrachtet man die publizierten Forschungsarbeiten, so lassen sich erste Ansidtze mit
anorganischen Nanopartikeln finden. Yang et al. beschrieben in ihrem Ansatz die Herstellung
von Goldnanopartikeln, die sie mit Alkylthiol-Oligonukleotiden modifizierten und anschlief3end
komplementar hybridisierten. Dabei stellte sich vor allem die gezielte Steuerung zu Dimeren

und Trimeren als eine der grofdten Herausforderungen heraus.[Yao, 2007]

Auf der Basis von Poly(2-oxazolin)en gibt es auf diesem Gebiet bisher noch keine
Forschungsergebnisse. Auch iiber die gezielte Kopplung von polymeren Partikeln wurde bisher
kaum berichtet. Wang et al. beschrieben 2012 den Aufbau von kolloidalen Multimeren, aus
amidinierten Polystyrol-Mikrosphdaren, die sie iiber eine Emulsions-Verdampfungsmethode zu
unterschiedlichen Symmetrien und Formen gruppierten. Durch eine Biotin-Funktionalisierung
der amidinierten Stellen auf dem Partikel konnte im Anschluss die Anbindung eines
Streptavidin-DNS-Komplexes erfolgen. Der Aufbau gekoppelter Partikel, {iber die
thermoreversible DNS-Hybridisierung, konnte anschliefend durch Variation der Temperatur

gesteuert werden.[Wang, 2012]

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Kopplung der Nanopartikel iiber eine Diels-Alder-
Reaktion[Hendrickson, 1974] yntersucht werden. Diese bot den Vorteil, dass sie bereits bei
Raumtemperatur unter Normaldruck durchgefiihrt werden konnte. Die Verkniipfung der
Partikel verlief dabei iiber eine kovalente Bindung, die zusatzlich thermoreversibel spaltbar war.
Fiir die Verkniipfung wurden zwei unterschiedliche Methoden untersucht, auf die im weiteren

Verlauf nun detailiert eingegangen wird.
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3.6.1 Variation der Konzentration von Funktionalititen auf der

Partikeloberflache

Eine der grofdten Herausforderungen bei der kovalenten Kopplung der Nanopartikel ist die
Kontrolle dartiber, wie viele Nanopartikel zu Multimeren miteinander verkniipft werden. Eine
Moglichkeit diese Verkniipfung zu kontrollieren besteht darin, die Nanopartikeloberfliche mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Funktionalititen auszustatten, mit deren Hilfe im
Anschluss die kovalente Verkntlipfung durchgefiihrt werden kann. Dafiir wurde das Piperidin-
funktionalisierte Polymer P4 mit dem Piperazin-funktionalisierten Polymer P5 in unter-
schiedlichen Verhiltnissen miteinander gemischt und vernetzt. Da die Polymere aus einem
Versuchsansatz stammten und lediglich fiir die unterschiedliche Terminierung eine Teilung der
Losung vorgenommen wurde, konnte eine identische Zusammensetzung der Polymere

gewahrleistet werden (vgl. 3.2.3).

Schema 24 zeigt die eingesetzten prozentualen molaren Mischungsverhéltnisse der Polymere P4

und P5.

HyC Nf HycLIN NfNH
o
+ lj"w
22 4Ll 22
P4:P5 P4:P5 P4:P5 P4:P5
(mol%) (mol%) (mol%) (mol%)
91:9 95:5 98:2 99:1

NP20

Schema 24: Schematische Darstellung zur Steuerung des Piperazin-Anteils auf der Nanopartikeloberflache;
Reagenzien und Bedingungen: a) 2-Propanthiol, hv, 2.5 h.
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Die Vernetzung wurde, wie bereits in Kapitel 3.3 beschrieben, mit 6 mol% 2-Propanthiol als
Vernetzer durchgefiihrt. Durch DLS-Messungen in dem nicht-selektiven Losemittel Methanol
konnte anschlieflend die Vernetzung der Partikelmischungen kontrolliert werden. Die

Ergebnisse der DLS-Messungen sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Nanopartikel-Charakterisierung der Mischungen aus P4 und P5.

Probe /P:w})?/: Th (7;t$“°]) PI (Methanol) rh}‘:/;s:r] PI (wasser)
NP18 91:9 6.1+0.2 0.1 6.4+0.2 0.2
NP19 95:5 58+0.2 0.1 6.1+0.3 0.2
NP20 98:2 63104 0.2 6.3+ 0.3 0.3
NP21 99:1 54+0.3 0.2 6.8+ 0.6 0.4

lal P4 = Piperidin-funktionalisiertes Polymer; P5 = Piperazin-funktionalisiertes Polymer.

Es konnte gezeigt werden, dass die Vernetzung in allen Fillen erfolgreich durchgefiihrt wurde.
Die Partikel NP18-NP21 wiesen einen durchschnittlichen hydrodynamischen Radius von
5.9 + 0.2 nm auf und deuteten mit Polydispersitdten zwischen 0.1-0.2 auf eine enge Verteilung

der Partikel hin.

Zusatzlich wurden die Partikel NP18-NP21 in Wasser untersucht. Mit einem mittleren
hydrodynamischen Radius von 6.4 + 0.4 nm konnte eine geringfligige Zunahme der Radien
festgestellt werden. Die Polydispersititen der Proben NP18-21 verschlechterten sich dabei
zunehmend und wiesen mit Werten zwischen 0.2-0.4 eine breitere Partikelverteilung auf. Eine
mogliche Ursache fiir die Zunahme der Polydispersitiat in Wasser konnte in der abnehmenden
Konzentration an Aminfunktionalitdt auf der Partikeloberflache liegen. In einem kolloidalen
System sind die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Partikeln fiir die Stabilitdt der
Kolloide entscheidend. Neben sterischen und Fluktuationswechselwirkungen, nehmen auch van-
der-Waals  Krafte, Solvatations- und Hydratations- aber auch elektrostatische
Wechselwirkungen, bedingt durch Ladungen auf der Partikeloberfliche, Einfluss auf die
Stabilitat. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Konzentration an Piperazin auf der
Partikeloberfliche von NP18 zu NP21 durch die unterschiedlichen Mischungsverhaltnisse

kontinuierlich abnimmt.

Uber das Messen des Zeta-Potentials sollte das nach auf3en wirksame Potential der Partikel, das
im direkten Zusammenhang mit der Stabilitdt der Partikel in Losung steht, ermittelt werden. Die

Bestimmung des Zeta-Potentials erfolgte nach der Methode der Laser-Doppler-Elektrophorese.
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Die durch das &dufdere Feld induzierte Bewegung konnte dabei anschlieffend mit Hilfe der

Lichtstreuung analysiert werden.

Die Ergebnisse des Zeta-Potentials fiir die Partikel NP18-NP21 in wassriger Losung sind in
Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Bestimmung des Zeta-Potentials der NP18-21 in wissriger Losung.

Probe P4 : P52 (-Potential
/mol.% /mV
NP18 91:9 +29.8
NP19 95:5 +24.2
NP20 98:2 +17.7
NP21 99:1 +14.1

lal P4 = Piperidin-funktionalisiertes Polymer; P5 = Piperazin-funktionalisiertes Polymer.

Die Messungen verdeutlichen, dass mit abnehmender Piperazin-Konzentration auf der
Partikeloberfldche die Werte fiir das Zeta-Potential kontinuierlich abnehmen. Das Zeta-Potential
von NP18 erreichte dabei mit +29.8 mV den hochsten Wert und zeigte, dass die Partikel hier
noch hinreichend elektrostatisch stabil sind. Die Zeta-Potentiale von NP19-NP21 lagen
zwischen 24.2 mV und 14.1 mV. Die Ergebnisse des Zeta-Potentials bestitigen somit die
abnehmenden Amin-Konzentrationen auf der Partikeloberflache und erklaren folglich auch den

leichten Anstieg der Polydispersitdten von NP18 zu NP21.

3.6.1.1 Aufbau Kern-vernetzter Nanopartikel mit unterschiedlicher Furan-

Konzentration auf der Partikeloberflache

Nach erfolgreicher Synthese und Charakterisierung der Nanopartikel sollten diese weiter mit

Furoylsaurechlorid modifiziert werden.
a)
N— N—"\ O
Ofrm) = Ofcs
\
= X
NP18-21 NP22-25

Schema 25: Nanopartikelfunktionalisierung mit Furoylsaurechlorid;
Reagenzien und Bedingungen: a) Furoylchlorid, TEA, DCM, RT.
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Die Reaktion wurde in Dichlormethan unter Zugabe von TEA als Base bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Um eine vollstdndige Funktionalisierung mit Furoylsdurechlorid zu gewahrleisten,
wurden die Partikel mit einem Uberschuss an Furoylsiurechlorid umgesetzt. Nach Entfernen
des Losemittels unter vermindertem Druck wurde der Riickstand in wenig Chloroform
aufgenommen. Durch Ausféllen in Diethylether und anschlief3ender Dialyse {iber 4 h in Methanol
konnten die Nanopartikel NP22-NP25 erhalten werden. Aufgrund der geringen Signalintensitat
und Linienverbreiterung in den 1H-NMR-Spektren, war keine genaue Quantifizierung der
Partikelmodifizierung moéglich. Dennoch konnte davon ausgegangen werden, dass durch die
Modifizierung der Partikeloberfliche, das Zeta-Potential der Partikel NP22-NP25 abnehmen
misste. Die Abnahme des Zeta-Potentials sollte daher einen indirekten Nachweis fiir die

erfolgreiche Modifizierung mit Furoylsaurechlorid liefern.

Tabelle 14 zeigt die ermittelten hydrodynamischen Radien der Partikel NP22-NP25 sowie die
ermittelten Zeta-Potentiale in wadassriger Losung, vor sowie nach der Modifizierung mit

Furoylsaurechlorid.

Tabelle 14: Nanopartikel-Charakterisierung in wéssriger Losung, nach Modifizierung mit Furoylsdurechlorid.

Probe l/):l off/: r}} gn::lh) PIb (-Pot;nmt‘i,al (vor) Z-Pote/r:rtli‘z;l (nach)
NP18 —» NP22 91:9 6.4+0.1 0.3 +29.8 +3.7
NP19 - NP23 95:5 6.1+0.1 0.3 +24.2 +5.1
NP20 -» NP24 98:2 6.6 +0.2 0.4 +17.7 +2.4
NP21 —» NP25 99:1 6.9+ 0.1 0.5 +14.1 +1.7

[al P4 = Piperidin funktionalisiertes Polymer, P5 = Piperazin funktionalisiertes Polymer; ] Polydispersitat ermittelt aus den DLS-Messungen.

Nach der Kopplung mit Furoylsdurechlorid konnte fiir die Partikel NP22-NP25 eine deutliche
Abnahme des Zeta-Potentials, auf Werte zwischen + 5.1 mV und + 1.7 mV, beobachtet werden.
NP25 zeigte dabei mit einem Zeta-Potential von + 1.7 mV den niedrigsten Wert. Betrachtet man
die Werte aus Tabelle 14, fallt auf, dass auch hier die Polydispersitit der Partikel mit dem Zeta-
Potential korreliert und nach der Modifizierung mit Furoylsdurechlorid nochmals deutlich
zunimmt. Fiir alle Partikel kann nach der Modifizierung keine enge Partikelverteilung mehr
beobachtet werden. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Kopplungen aus Kapiteln 3.4, so
wurde eine derartige Erhohung der Polydispersitit zuvor nicht beobachtet. Eine mdgliche
Ursache hierfiir kdnnte sein, dass zuvor meist grofde, sterisch anspruchsvolle Molekiile, wie das
RGD-Peptid, FITC oder Aromaten, an die Partikel gekoppelt wurden, die wahrscheinlich fiir eine

sterische Stabilisierung der Partikel ausreichten.
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Nach erfolgreichher Modifizierung mit Furoylsidurechlorid erfolgte die Synthese des vollstandig
Maleimid-funktionalisierten Nanopartikels, der im Anschluss mit den Nanopartikeln

NP22-25 umgesetzt werden sollte.

3.6.1.2 Aufbau eines Maleimid-modifizierten Nanopartikels

Ausgehend von dem vollstindig Piperazin-funktionalisierten Nanopartikel NP5 konnte, durch
die Addition von Maleinsdureanhydrid an die Amingruppe des Nanopartikels, zunachst ein
Maleinsduremonoamid gebildet werden. Dies konnte in Gegenwart von Essigsdureanhydrid und

Natriumacetat unter dehydratisiernder Cyclisierung weiter zum Imid NP26 umgesetzt werden.
a)
OWN_\//—\N\/\NH2 — OW”;{\\

NP5 NP26

Schema 26: Nanopartikelfunktionalisierung mit Maleinsdureanhydrid;
Reagenzien und Bedingungen: a) Maleinsdaureanhydrid, Essigsdureanhydrid, Natriumacetat,
DCM, 1 hbei 0 °C, 2 h — 24 h bei 40 °C.

Mit Hilfe der UV/vis-Spektroskopie konnte iiber das Auftreten der Absorptionsbande bei
278 nm, die erfolgreiche Maleimid-Modifizierung des Nanopartikels bewiesen und quantifiziert
werden. Abbildung 62 A zeigt das UV/vis-Spektrum in Acetonitril vor und nach der

Modifizierung mit Maleimid.
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—— NP-Maleimid
0 \j/wO NP (unfunk) y =-0.005 + 5.6:105-x
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Abbildung 62 A-B: A) UV/Vis-Spektrum des unfunktionalisierten NP5 (rot) im Vergleich zum Maleimid-
funktionalisierten Nanopartikel NP26 (schwarz) in Acetonitril. Die Quantifizierung erfolgte iiber die
Absorptionsbande bei 278 nm. B) Kalibriergerade, aufgenommen in Acetonitril.



Ergebnisse und Diskussion 113

Mit Hilfe von Maleimid konnte bei einer Wellenldnge von 278 nm, konzentrationsabhangig die
Absorption ermittelt und dariiber eine Kalibriergerade erstellt werden, aus der anschliefiend die
Maleimid-Konzentration am Nanopartikel und die damit verbundene Kopplungseffizienz
berechnet werden konnte. Das Ergebnis zeigte, dass 81% der Nanopartikel mit Maleimid
funktionalisiert wurden wund damit vergleichbare Ergebnisse zu den vorherigen
Kopplungsversuchen lieferte. Durch die Verlidngerung der Reaktionszeit auf 24 h konnte in
anschliefSenden Versuchen mit 97% eine nahezu quantitative Kopplung des Maleimids erzielt

und die Kopplungseffizienz noch einmal verbessert werden.

Uber die Bestimmung des Zeta-Potentials in wissriger Losung sollte zusatzlich eine qualitative

Aussage der Kopplung erfolgen.
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Abbildung 63: Zeta-Potential vor der Maleimid-Kopplung (NP5)
und nach der Maleimid-Kopplung (NP26).

Die Ergebnisse zeigten, dass vor der Maleimid-Funktionalisierung, mit einem Zeta-Potential von
+28.4 mV, ausreichend elektrostatisch stabilisierte Partikel vorlagen. Nach der Maleimid-
Funktionalisierung sank das Zeta-Potential auf -0.4 mV deutlich ab und bestitigte erneut die

erfolgreiche Modifizierung mit Maleimid.
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3.6.2 Kopplung unterschiedlicher Nanopartikel iiber komplementire

Funktionalititen auf der Partikeloberflache

Die Furan-funktionalisierten Nanopartikel NP22-25 sollten anschliefend mit dem Maleimid-
funktionalisierten Nanopartikel NP26 gekoppelt werden. Die kovalente Verkniipfung der
Partikel sollte dabei in einer Diels-Alder Reaktion, Uiber die komplementdren Furan- und
Maleimid-Gruppen, erfolgen. Fiir die Kopplung wurden die Partikel zu gleichen Aquivalenten in
Ethylacetat aufgenommen und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieflend wurde das
Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Die getrockneten Partikel wurden danach in
Methanol aufgenommen und der Erfolg der Kopplung mittels dynamischer Lichtstreuung

tiberpriift.

OW" N E‘é_\_N/\NMO _— @N N@
&{ ’\,N

NP22-25 NP26 NP-FM1-4

Schema 27: Nanopartikel-Kopplung mittels Diels-Alder-Reaktion iiber zwei
unterschiedliche Partikel mit komplementaren Funktionalititen;
Reagenzien und Bedingungen: a) EtOAc, 24 h, RT.

Tabelle 15 fasst die Ergebnisse der DLS-Messungen mit den mittleren hydrodynamischen

Radien sowie der berechneten prozentualen Standardabweichung zusammen.

Tabelle 15: Bestimmung des hydrodynamischen Radius nach der Nanopartikel-Kopplung iiber zwei
unterschiedliche Partikel mit komplementidren Funktionalititen in Methanol als Losemittel.

Messung Maleimid-NP NP-FM1 NP-FM2 NP-FM3 NP-FM4
/nm /nm /nm /nm /nm
1 5.0 15.1 8.8 8.5 7.1
2 5.4 8.7 10.7 8.6 7.6
3 5.1 8.9 9.3 9.6 7.9
4 5.1 18.3 12.0 5.6 7.7
5 5.3 9.7 10.7 8.8 6.1
Arp? 52%02 12.1+£43 103 £ 1.3 8.2+ 1.5 7.3£0.7
S/%® 3.8 35.5 12.6 18.3 9.6
PIc 0.1 1 0.9 0.5 0.3

a) Mittelwert des hydrodynamischen Radius, ermittelt aus 5 Einzelmessungen; ») prozentuale Standardabweichung,
9 Polydispersitat, direkt ermittelt aus den DLS-Messungen.
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Die DLS Ergebnisse zeigten fiir die Proben NP-FM1-4 eine Zunahme der hydrodynamischen
Radien, wobei NP-FM1 mit einem mittleren hydrodynamischen Radius von 12.1 + 0.2 nm die
deutlichste Verdanderung feststellen lief3. Die Breite der Partikelverteilung nahm dabei von
NP-FM1 zu NP-FM4 kontinuierlich ab und lieferte fiir NP-FM4 die engste Verteilung. Durch das
Auftreten breit verteilter Partikelproben, deren Streuintensititen durch Uberlappung
unterschiedlicher Einzelintensitaten zustande kommt, konnten keine absoluten Grofden aus den
DLS-Messungen ermittelt werden.[Tomaszewska, 2013] Da die Messungen in Methanol durchgefiihrt
wurden, konnte eine Agglomeration der Partikel jedoch ausgeschlossen werden und die
Verdnderung der hydrodynamischen Radien auf eine erfolgreiche Kopplung der Partikel

zuriickgefiihrt werden.

Die Ergebnisse der DLS-Messungen wurden danach mit Hilfe von AFM-Aufnahmen in Methanol
kontrolliert, um so eine genaue Aussage iliber die Grofde der Partikel treffen zu kénnen. Dafiir
wurden die Partikel NP22-25 zunédchst verdiinnt (c= 1-10-> mol-L-1) und aus ihrer Lésung mit

Hilfe eines Spin-Coaters (Fa. Laurell) auf frisch geschnittene Mica-Platten aufgetragen.

Die AFM-Aufnahmen der Probe NP-FM1 unterstrichen die Ergebnisse der DLS-Messungen und
lief3en eine breite Partikelverteilung der Probe erkennen. Vereinzelt konnten Partikel mit einem
Radius von 15.5 + 3.7 nm beobachtet werden (vgl. Abb 64). Diese Ergebnisse bestatigten die
Ergebnisse der DLS-Messungen, die mit einem mittleren hydrodynamischen Radius von
12.1 + 4.3 nm, einen dhnlichen Wert feststellen lief3en. Aufgrund der DLS-Ergebnisse, die mit
Hilfe von AFM-Aufnahmen bestatigt werden konnten, kann hier bereits von einer erfolgreichen

Kopplung der Partikel ausgegangen werden.

0.00 pm 0.50
ST 47.2 deg
LG 20.0
e

0.0
~20.0
~40.0
~50.5

Abbildung 64: AFM Topographie von NP-FM1.
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Die AFM-Ergebnisse der Probe NP-FM2 lief3en ebenfalls eine breite Partikelverteilung der Probe

feststellen und zeigte einen mittleren hydrodynamischen Radius von 15.3 + 1.7 nm.

Die AFM-Aufnahmen der Proben NP-FM3 und NP-FM4 zeigten liberwiegend einzelne Partikel
mit einem durchschnittlichen Radius von 5.2 + 0.5 nm. Dieser Wert entspricht der Grofde der
ungekoppelten Einzelpartikel. Bei der Betrachtung der Aufnahmen lief? sich eine geringere
Breite der Partikelverteilung feststellen. Diese Ergebnisse korrelieren sehr gut mit den
Ergebnissen der DLS-Messungen, in denen sich fiir die Proben NP-FM3 und NP-FM4 die
niedrigste Partikelverteilung mit einem mittleren hydrodynamischen Radius von 7.3-8.2 nm

feststellen lief3en.

Neben den Einzelpartikeln konnten ebenfalls Zusammenlagerungen von Partikeln in den AFM-
Aufnahmen beobachten werden. Durch eine gréfiere Verdiinnung der Proben war es moglich die
Partikel weiter von einander zu separieren. Dennoch konnten auch eine unterschiedliche
Probenpraparation sowie das Eindampfen der Partikel und die erneute Aufnahme in Methanol

die Aggregation der Partikel nicht vollstandig unterbinden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Kopplungsvariante iiber koplementare
Funktionalitdten auf der Partikeloberflache sowohl in den DLS-Messungen als auch in den AFM-
Aufnahmen eine geringfiigige Zunahme der Partikelradien zeigte. Gerade in den AFM-
Aufnahmen blieb jedoch deutlich erkennbar, dass tiberwiegend ungekoppelte Einzelpartikel in
den Proben vorlagen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten keine Bilder aufgenommen werden, die
eine eindeutige Aussage Uber die erfolgreiche Dimerisierung zulieflen. Vor allem die
Agglomeration der Partikel, die lediglich durch die Verdiinnung der Probe minimiert werden
konnte, stellt hier das grofite Problem dar, da diese Verdiinnung die Qualitit der AFM-
Aufnahmen beeintrachtigt. Dennoch zeigten vor allem die Proben NP-FM1-2 mit einer Grofde
zwischen 14-18 nm vielversprechende Ergebnisse, die eine Multimerisierung von Partikeln

erkennen lief3en.

3.6.3 Nanopartikel-Kopplung iiber einen bifunktionalen Linker

Die zweite Kopplung erfolgte iiber die Furan-funktionalisierten Nanopartikel NP22-25, die mit
Hilfe eines bifunktionalen Linkers weiter umgesetzt wurden. Als Linker wurde
1,2-Bismaleimidoethan eingesetzt, der Verkniipfungen mit funktionellen Gruppen innerhalb
einer einzelnen Polymermizelle, aufgrund seiner Kurzkettigkeit, minimieren sollte. Die Synthese

des 1,2-Bismaleimidoethan 21 erfolgte dabei nach Schema 28.
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Schema 28: Synthese von 1,2-Bismaleimidoethan;
Reagenzien und Bedingungen: a) N-Methylmorpholin, Methylchlorformiat, EtOAc, 0 °C-RT, 1 h;

b) Ethylendiamin, NaHCO3/THF (1:1v/v), 0 °C, 10 min — RT, 3 h.

Maleimid 17 wurde mit Methylchlorformiat 18 zum N-(Methoxycarbonyl)maleimid 19
umgesetzt. Das Produkt konnte in moderaten Ausbeuten von 59% erhalten werden. Mit
Ethylendiamin 20 erfolgte die Umsetzung zum 1,2-Bismaleimdoethan 21 in einer Ausbeute von
37%. Die Struktur und Reinheit der Verbindungen 21 wurde mittels 1H-,13C-NMR-Spektroskopie

und Massespektrometrie (ESI-MS) untersucht und stimmten mit den Literaturwerten tiberein.

Nach erfolgreicher Synthese des 1,2-Bismaleimidoethan-Linkers 21, sollte iiber diesen die

Kopplung der Nanopartikel erfolgen.

\@o
N N 0 o
N\
N—\//_\N O \ + Linker i, Ni N Nf”
21
AN

NP22-25 NP-BM1-4 0.5x

Schema 29: Nanopartikel-Kopplung mittels Diels-Alder-Reaktion iiber den bifunktionalen Linker 21;
Reagenzien und Bedingungen: a) EtOAc, 24 h, RT.

Dafiir wurden die getrockneten Nanopartikel NP22-25 in Ethylacetat aufgenommen, mit dem
1,2-Bismaleimidoethan-Linker 21 versetzt und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlief3end
wurde das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Die getrockneten Partikel wurden
danach in Methanol aufgenommen und der Erfolg der Kopplung mittels dynamischer
Lichtstreuung {berpriift. Tabelle 16 zeigt die zusammengefassten Ergebnisse der DLS-
Messungen mit den mittleren hydrodynamischen Radien sowie der berechneten prozentualen

Standardabweichung.
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Tabelle 16: Bestimmung des hydrodynamischen Radius in Methanol nach der
Nanopartikel-Kopplung iiber den Linker 21.

Messung NP-BM1 NP-BM2 NP-BM3 NP-BM4
/nm /nm /nm /nm
1 7.8 8.8 11.9 65.8
2 8.1 9.3 12.5 11.2
3 8.0 8.7 7.2 97.6
4 7.2 8.8 12.8 127.2
5 7.5 9.1 9.7 13.5
Arp? 7.7+ 0.4 89+0.3 10.8 + 2.4 63.1 £51.1
S/%® 5.2 3.4 22.2 81.0
PIc 0.5 0.4 0.9 1

a) Mittelwert des hydrodynamischen Radius, ermittelt aus 5 Einzelmessungen;
b) prozentuale Standardabweichung, 9 Polydispersitdt, direkt ermittelt aus den DLS-Messungen.

Die Ergebnisse der DLS-Messungen zeigten eine kontinuierliche Zunahme des durch-
schnittlichen hydrodynamischen Radius von NP-BM1 zu NP-BM4. Zusitzlich liefs sich eine sehr
breite Verteilung der Partikel feststellen. Wahrend die Partikel NP-BM1 und NP-BM2 mit
20-26% bereits eine deutliche Grofsenzunahme im Vergleich zu den Einzelpartikeln aufwiesen,
lief3en die Ergebnisse fiir die Proben NP-BM3 und NP-BM4 keine einheitliche Grofdenzunahme
erkennen. Aufgrund der breiten Partikelverteilung, deren Streuintensititen durch Uberlappung
unterschiedlicher Einzelintensitdten zustande kommt, lief3en sich keine absoluten Gréfien aus
den DLS-Messungen ermitteln. Da die Messungen in Methanol durchgefiihrt wurden, konnte
eine Agglomeration der Partikel jedoch ausgeschlossen werden und die Verdnderung der

hydrodynamischen Radien auf eine erfolgreiche Kopplung der Partikel zuriickgefiihrt werden.

Die Ergebnisse der DLS-Messungen wurden danach mit Hilfe von AFM-Aufnahmen in Methanol
kontrolliert, um so eine genaue Aussage liber die Grofée der Partikel treffen zu konnen. Zunachst
wurden die getrockneten Nanopartikel in Methanol aufgenommen, 20 pL der Nanopartikel-
Losung (c = 0.001 mol-L-1) auf eine frisch geschnittene Mica-Platte aufgetragen und an-

schlieflend 30 Sekunden bei 4000 rpm gespin-coatet.

Die Aufnahmen der Probe NP-BM1 zeigten eine breite Partikelverteilung. Mit einem
Durchmesser von 13.8-15.6 nm konnten iiberwiegend Einzelpartikel beobachtet werden, deren

Grofie mit den ermittelten Werten von 14.4-16.2 nm aus den DLS-Messungen libereinstimmte.
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Abbildung 65 A-B: AFM-Aufnahmen von NP-BM1, Phasenkontrast (A), Topographie (B).

In vergrofderten Aufnahmen konnten vereinzelt zusammenliegende Partikel beobachtet werden.

Dies ist in Abbildung 66 A noch einmal deutlich veranschaulicht.
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Abbildung 66 A-B: AFM-Aufnahme von NP-BM1, Topographie (A), Hohenprofil der Partikel-Dimere (B).

Da aus den Hohenprofilen der AFM-Aufnahmen nicht ersichtlich war, ob es sich dabei um
kovalent verbundene Partikel handelte, oder die Zusammenlagerung durch die Proben-
praparation induziert wurde, wurde die Probe sukzessive verdiinnt, um so zuféllig
zusammengelagerte Partikel von einander zu separieren. Kovalent gebundene Partikel miissten
auch nach einer Verdiinnung der Probe weiterhin in den AFM-Aufnahmen zu sehen sein. Diese
Annahme konnte bestatigt werden. Auch nach der Verdiinnung der Probenlésung blieben

weiterhin Partikeldimere sichtbar.

Die AFM Ergebnisse der Nanopartikel-Kopplungen NP-BM2-BM4 sind in Abbildung 67 A-F
dargestellt.
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Abbildung 67 A-F: AFM Aufnahme der Kopplungsexperimente NP-BM2-BM4 (A-C), Histogramm
der Partikelverteilung: NP-BM2 (D), NP-BM3 (E), NP-BM4. (F).

Neben den AFM-Aufnahmen wurden die prozentualen Partikelverteilungen in Form von
Histogrammen angegeben, die durch Auszdhlen der Partikel erhalten wurden. Aus den
gefundenen Kernradien konnte im Anschluss ein mittlerer Kernradius berechnet werden. Neben
dem visuellen Eindruck war hieriiber zusatzlich die Aussage tliber die Polydispersitit der Probe

moglich.
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Der Kopplungsversuch NP-BM2 zeigte in den AFM-Aufnahmen Partikel zwischen 9-27 nm,

wobei die Partikel mit einer Grofie von 17-22 nm den prozentual grofdten Anteil bildeten.

Im Vergleich dazu konnte fiir die Probe NP-BM3 eine deutlich breitere Partikelverteilung
festgestellt werden. Die DLS Ergebnisse zeigten mit einem PI von 0.9 einen &hnlichen Trend.
Dabei liefen sich Partikel mit einem Durchmesser von 24-49 nm beobachten, wobei die Partikel
mit einem Durchmesser von 24 nm, mit 42%, den prozentual grofdten Anteil bildeten. Kleinere

Partikel konnten in den AFM-Aufnahmen nicht beobachtet werden.

Der Kopplungsversuch NP-BM4 zeigte in den AFM Bildern sehr grof3e Partikel. Zusétzlich lief3
sich eine breite Verteilung an Partikel beobachten. Die Partikel besafien dabei eine Grofde von

54 nm, 77 nm und 115 nm.

Vergleicht man die Ansitze miteinander, so konnte von NP-BM1 zu NP-BM4 eine
kontinuierliche Zunahme der Breite der Partikelverteilung festgestellt werden.
Kopplungsversuch NP-BM1 zeigte insgesammt das beste Ergebnis. In den DLS Messungen sah
man eine nur geringfiigige Verschiebung der Groéfie des hydrodynamischen Radius. Die AFM-
Aufnahmen zeigten, mit einer Grofde von 6.6 + 0.5 nm, iiberwiegend Einzelpartikel. Diese lagen
sowohl einzeln verteilt als auch agglomeriert vor und konnten durch eine Verdiinnung der
Probe von einander separiert werden. Zusatzlich lieflen sich zusammengelagerte Partikel
erkennen, die trotz Verdiinnung und spin-coaten nicht weiter voneinander getrennt werden
konnten. Da sich die AFM-Untersuchungen aufgrund der geringen Probengrofie sowie der
geringen Konzentration als schwierig herausstellten, sollte exemplarisch die Probe NP-BM1 mit

Hilfe von TEM-Aufnahmen untersucht werden.

Die Proben wurden dabei auf unterschiedliche Wege behandelt und sowohl aus wassriger als
auch aus alkoholischer Losung (Methanol) hergestellt. Das Anfiarben (,staining“) der Probe
erfolgte mit Uranylacetat und Rutheniumtetraoxid. Dabei zeigte sich, dass die Untersuchungen
aus Wasser keine guten Ergebnisse lieferten und trotz einer Verdiinnung der Probe
iiberwiegend agglomerierte Partikel zu beobachten waren. Auch Proben aus Methanol lieferten
kein besseres Ergebnis. Es zeigte sich, dass Trocknungseffekte bei der Praparation der TEM-

Proben, eine Partikelaggregation induzierten.
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d=12+2nm

Abbildung 68 A-B: TEM-Aufnahmen des Kopplungsexperiment NP-BM1 in Methanol.

Die voneinander separierten Partikel, die nur selten in den TEM-Aufnahmen zu sehen waren,
wiesen eine durchschnittliche Partikelgrofden von 12 nm auf (Abb. 68 A) und bestatigten die
Ergebnisse der DLS-Messungen sowie AFM-Aufnahmen fir die Einzelpartikel. Zusatzlich lief3en

sich Partikel mit einem Durchmesser von 20 nm in den TEM-Aufnahmen erkennen (Abb. 68 B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Kopplung tiber einen bifunktionalen Linker
sowohl in den DLS-Messungen, wie auch in den AFM-Aufnahmen eine deutliche Verdnderung
der hydrodynamischen Radien feststellen lief? und auf eine erfolgreiche Kopplung der Partikel
zuriickzufiihren war. Vergleicht man die Ergebnisse mit denen von Wang et al, die Multimere
mit einer Grofle von = 500 nm synthetisierten, lasst sich zeigen, dass die im Rahmen dieser
Arbeit erzeugten Multimere mit einer durschnittlichen Gréfse von 27 nm deutlich kleiner
sind.Wang 2012] [n wie fern diese Kopplung gezielt erfolgte, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart werden, da die Agglomeration der Partikel, die auf die Probenpraparation
zuriickzufuhren war, ein grof3es Problem darstellte. Diese lief3 sich durch eine Verdiinnung der
Probe minimieren, beeintrachtigte allerdings die Qualitdt der AFM-Aufnahmen deutlich. Fiir eine
eindeutige Charakterisierung der Kopplungen miissten in zukiinftigen Arbeiten Wege gefunden

werden, Einzelpartikel und Multimere voneinander zu trennen.



4. Zusammenfassung und Ausblick

Polymere Nanopartikel haben in den vergangenen Jahren eine immer grofdere Bedeutung als
Wirkstofftrager in der Medizin erfahren. Ein wichtiges Verfahren zu deren Herstellung ist der
,Bottom-up“-Ansatz ausgehend von amphiphilen Blockcopolymeren. Typische Vertreter sind
Poly(ethylenglycol)-block-Poly(L-milchsdure) oder Poly(ethylenglycol)-block-Poly(&-capro-
lacton), die in Wasser Mizellen bilden und hydrophobe Wirkstoffe solubilisieren konnen. Die
heute eingesetzten Systeme basieren dabei hdufig auf dem wasserldslichen Poly(ethylenglycol),
welches auch bei PEGylierten Wirkstoffen eine grofde Rolle spielt.

In den vergangenen Jahren konnten jedoch in klinischen Studien auch madgliche
Nebenwirkungen und Komplikationen bei der Anwendung von Poly(ethylenglycol) festgestellt
werden. So zeigten sich Wechselwirkungen mit dem Immunsystem, die eine Hyper-
sensitivitdtsreaktion zur Folge hatten und einen anaphylaktischen Schock auslésen
konnten.[Szebeni, 2005] Auch eine Veranderung der PharmakokinetiklPams, 2000; Ishida, 2003] sowie die
Bildung von toxischen Nebenproduktenlknop, 2010] wurden in verschiedenen Studien vermehrt
festgestellt. Ob diese Nebenwirkungen tatsdchlich in einem direkten Zusammenhang mit dem
Einsatz von Poly(ethylenglycol) stehen oder durch andere Faktoren, wie z. B. Grofde oder
Oberflachenbeschaffenheit der Transportsysteme, ausgelost werden, ist bis heute nicht geklart.
Auch wurde eine moégliche Anreicherung von Poly(ethylenglycol) im Kérper in systematischen

Langzeitstudien bisher nicht untersucht.[Xnop, 2010]

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Synthese polymerer Nanopartikel auf der Basis
von Poly(2-oxazolin)en als Alternative zu den bekannten Poly(ethylenglycol)-Systemen.
Die Poly(2-oxazolin)e wurden dabei durch eine ring6ffnende, kationische Polymerisation
aufgebaut und durch die Wahl geeigneter Initiatoren, Monomere und Terminierungsreagenzien

gezielt funktionalisiert.
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Im ersten Teil der Arbeit wurden drei amphiphile AB-Blockcopolymere auf der Basis eines
konstanten hydrophilen Poly(2-methyl-2-oxazolin)blocks und einem Poly(2-alkyl-2-
oxazoline)block mit einem unterschiedlich langen Alkylrest hergestellt (siehe Abbildung 69).

cmc I'n

H,C+N N N% Polymer R xy /10¢-mol'lL. /nm
EO fo P1 -CsHi1 17 4 40 5.2+ 0.1
3
) y P2 C/His 17 4 5 7.7+ 0.3
P1-P3
P3 -CoH19 22 6 1 9.8+ 0.4

Abbildung 69: Chemische Zusammensetzung der amphiphilen Blockcopolymere
P1-P3 mit ausgewdhlten Analysedaten der Polymermizellen.

Untersuchungen zu deren Mizellbildungseigenschaften zeigten, dass die kritischen Mizell-
bildungskonzentrationen im Bereich von 1 - 40 pumol-L-! lagen und mit zunehmender Lange der
Alkylseitenkette abnahmen. Die Polymermizellen wiesen einen durchschnittlichen hydro-
dynamischen Radius von 5.2 + 0.1 nm (P1) bis 9.8 + 0.4 nm (P3) auf, wobei die Mizellgrofie
ebenfalls mit zunehmender Liange der Alkylseitenkette zunahm. Die NMR-spektroskopischen
Untersuchungen der Ti-Relaxationszeiten der mizellaren Aggregate in Wasser erlaubten einen
hervorragenden Einblick in die Dynamik der unterschiedlichen chemischen Gruppen im
hydrophilen sowie im hydrophoben Polymerblock zwischen T = 25-80 °C. Wahrend der
hydrophile Polymerblock in diesem Temperaturbereich eine fast gleichbleibende Dynamik
aufwies, zeigte der hydrophobe Polymerblock deutliche Unterschiede, je nachdem welche
chemische Gruppe untersucht wurde. Die Beweglichkeit der Methylengruppen sowie der
terminalen Methylgruppe der hydrophoben Seitenkette nahm mit gréfder werdendem Abstand
zum Polymerriickgrat und mit steigender Temperatur zu. Uber die Signalintensititen konnten
zudem Riickschliisse tber den Aggregationsgrad als Funktion der Temperatur gewonnen
werden. Wahrend die Methylgruppe des hydrophilen Polymerblocks bei keiner Temperatur
assoziiert vorlag, zeigten die Methylengruppen der Alkylseitenketten im hydrophoben Block
unterschiedlich starke Assoziationsgrade in Abhangigkeit von ihrer Position. Die Methylgruppe
der hydrophoben Alkylseitenketten von P2 wies bei T = 25 °C den hochsten Assoziationsgrad
auf. Mit zunehmender Temperatur bis T = 80 °C ging diese Assoziation vollkommen verloren.
Des Weiteren konnte fiir die Polymere P1-P3 beobachtete werden, dass die Methylengruppe
benachbart zum Polymerriickgrat den hochsten Assoziationsgrad aufwies. Mit zunehmender
Temperatur nahm die Assoziation der Alkylseitenkette ab und lag bei 80 °C vollstindig

dissoziiert vor.
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Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag in der Synthese und Charakterisierung von
funktionalisierten, amphiphilen Blockcopolymeren mit dem Ziel, Polymermizellen herzustellen,
deren Oberfliche mit einer zusatzlichen Funktion ausgestattet werden kann. Dies ist eine
wichtige Voraussetzung fiir die Entwicklung von polymeren Nanopartikeln, die z. B. mit Hilfe
spezifischer Oberflichenrezeptoren selektiv Tumorzellen erkennen konnen und an diese
binden, wiahrend gesunde Zellen im Idealfall keine bis nur geringe Wechselwirkungen mit den
wirkstoffbeladenen Mizellen bzw. Polymernanopartikeln zeigen (engl. ,active targeting”). Hierzu
wurden Blockcopolymere durch Termination mit Diaminen, wie Ethylendiamin oder Piperazin,
mit einer primdren oder sekunddren Amin-Endgruppe funktionalisiert. In der nachfolgenden
polymeranalogen Reaktion der Amin-funktionalisierten Blockcopolymere P7 und P14 mit
verschiedenen aromatischen Modellverbindungen (K1-K4), wurde mit K1 eine quantitative
Polymermodifizierung erzielt, wihrend K2 und K4 lediglich 40-60%ige Modifizierungsgrade mit
P7 ergaben. Wurde dagegen das Blockcopolymer P14 mit einer primaren Amin-Endgruppe

eingesetzt, so konnte auch mit K4 ein Modifizierungsgrad von 75 % erreicht werden.

NH
H,CN N N—"“\H H,CAN N N_\//_\N_/_ 2
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2 6 24
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Abbildung 70: Amin-funktionalisierte Blockcopolymere P7 und P14
mit den zu koppelnden aromatischen Modellverbindungen K1-K4.

Im Mittelpunkt des nachsten Kapitels standen Untersuchungen zur Stabilisierung der
Polymermizellen. Hierzu wurde eine zusatzliche Alkinfunktionalitit tber ein geeignetes
2-Oxazolinmonomer in den hydrophoben Polymerblock einpolymerisiert. Die kovalente
Vernetzung des Mizellkerns gelang mit Hilfe einer photochemisch initiierten, radikalischen
Polymerisation in Gegenwart von 2-Propanthiol als Initiator. Die erfolgreiche Kernvernetzung
und Stabilisierung der Polymermizellen konnten im nicht-selektiven Losungsmittel Methanol
mittels DLS- und AFM-Messungen nachgewiesen werden. Die Kernvernetzung der
Polymermizellen fiihrte jedoch nicht nur zu einer Stabilisierung, sondern hatte auch

Auswirkungen auf die Freisetzungskinetik eingelagerter Wirkstoffe. Dies konnte am Beispiel des
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Wirkstoffs Indomethacin gezeigt werden, wonach die Freisetzungskinetik in polymeren

Nanopartikeln gegeniiber Mizellen deutlich herabgesetzt wurde.

NH
N~
l:o
H —
S PY) Selbstorganisation o & 5
in Wasser (c>cmc)  RSH, hv, t=2.5 h @
- Ps —Istat. Mizellbildung Kernvernetzung r 5
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NH,
— - /\N—/_ NH,
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3
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Schema 30: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese mit vernetztem Kern und primarer
oder sekundarer Aminfunktionalitédt auf der Oberflache.

Anschlief}end wurde die Herstellung oberflaichenfunktionalisierter Polymernanopartikel
ausgehend von den aminfunktionalisierten Blockcopolymeren P5 und P16 untersucht. Hierzu
wurden Blockcopolymere mit einer zusatzlichen Alkinfunktionalitit im hydrophoben Block
hergestellt und schlief3lich mit Piperazin terminiert (P5) bzw. nach der Terminierung weiter mit
K1 umgesetzt. Nach Entschiitzung mit Hydrazin konnte so das Blockcopolymer P16 mit
primdrer Aminfunktionalitit erhalten werden. Nach Mizellbildung und Kernvernetzung in
wassriger Losung wurden Polymernanopartikel erhalten, die sekundare (NP1) oder primare
Amine (NP5) auf der Oberflache enthielten. Insbesondere die Nanopartikel NP5 mit primaren
Aminfunktionalititen wurden anschliefend mit verschiedenen, biologisch relevanten
Modellverbindungen weiter umgesetzt. Dazu gehorten (a) Fluorescein, (b) Folsdure, (c) das
GRGDS-Peptid als Rezeptor fiir o.fs und osP: Integrine, (d) tertidre Amine und
(e) Goldnanopartikel.

Die Nanopartikelfunktionalisierung mit den Molekiilen (a-c) wurde mittels UV/vis-
Spektroskopie quantifiziert und im Falle des FITC mit Hilfe der IR-Spektroskopie kontrolliert.
Dabei ergaben sich Modifizierungsgrade zwischen 7-23%. Dies entsprach einer Konzentration
von 1-10-8-1-10-7 mol-mL-! an funktionellem Molekiil pro Nanopartikeloberflache. Diese Werte
liegen in den von der Literatur beschriebenen Konzentrationsbereichen und sollten auch fiir die
Interaktion mit Zellen ausreichend sein. Die Kopplung von Goldnanopartikeln mit polymeren
Partikeln konnte ebenfalls mit Hilfe der UV /vis-Spektroskopie als Funktion der Zeit untersucht

werden. Die dabei festgestellte Verschiebung der Plasmonenbande deutete auf eine Bildung von
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Aggregaten hin. Auch die Abnahme der Absorptionsbande nach 20 h zeigte durch die
Sedimentation der Partikel, dass sich grofde Aggregate gebildet haben, was durch DLS-
Messungen bestatigt wurde.

Mit dem Ziel Einfluss auf die Grof3e, Form und Funktionalitiatsdichte der synthetisierten Partikel
zu nehmen, die fiir eine mogliche Anwendung als Wirkstofftransportsystem entscheidend sind,
wurde im letzten Teil der Arbeit die Kopplung von polymeren Nanopartikeln zu Nanopartikel-
multimeren untersucht. Als aussichtsreiche Variante erwies sich dabei die Kopplung Furan-
modifizierter Polymernanopartikel mit Hilfe eines bifunktionalen Maleimid-Linkers (siehe
Abbildung 71). Die Charakterisierung der so erzeugten Nanopartikelmultimere im nicht-
selektiven Losungsmittel Methanol ergab Partikel mit hydrodynamischen Radien zwischen
8-63 nm verbunden mit einer deutlich hoheren Polydispersitidt der Probe. TEM- und AFM-

Untersuchungen bestétigten das Vorliegen von Nanopartikelmultimeren.

0.0 500 nm

Abbildung 71 A-C: A:Nanopartikel-Kopplung iiber Furan-Funktionalitaten auf der Partikeloberflache und
Einsatz eines bifunktionalen Maleimid-Linkers; B: AFM-Aufnahme gekoppelter Nanopartikel aus
Methanol; C: TEM-Aufnahme gekoppelter Nanopartikel aus Methanol.

Ausgehend von den hier erzielten Ergebnissen sollte der Schwerpunkt zukiinftiger Arbeiten die
Entwicklung grofierer Nanopartikel sein, z. B. durch Verwendung der Mini- oder Mikroemulsion.
Interessant wiren zudem weiterflihrende Untersuchungen der Nanopartikel mit relevanten
Zelllinien, so dass auch eine zellbiologische Validierung des hier vorgestellten Konzepts der

oberflachenfunktionalisierten Nanopartikel in vitro erfolgen konnte.






5. Experimenteller Teil

5.1 Gerite und Verfahren

ATR-FT-IR-Spektroskopie: Fiir die IR-Spektren wurde das ATR-FT-IR-Spektrometer Tensor 27
Platinum der Fa. Bruker verwendet. Fiir die IR-Spektren wurden die Polymere direkt als
Feststoff oder die Nanopartikel in Losung eingesetzt. Dabei wurde eine Scanzahl von 32 Scans

gewahlt. Die Spektren-Auswertung erfolgte mit der Software OPUS.

Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC): Die DSC-Messungen wurden mit dem
Differenzkalorimeter Q100 der Fa. TA Instruments durchgefiihrt. Dabei wurde die Methode der
Warmestrom-Differenz-Scanning-Kalorimetrie verwendet. Es wurden jeweils 5-10 Milligramm
des Probenmaterials in Aluminiumpfiannchen eingewogen und mit dem zugehérigen Deckel
verschlossen. Die Pfinnchen wurden mit einer Heizrate von 5 K/min und einem
Temperaturprogramm von -60 °C bis +150 °C vermessen. Als Referenz diente ein leeres
Aluminiumpfinnchen. Die Kiihlung des Systems erfolgte mit Fliissigstickstoff. Die Ausweertung

erfolgte mit der Auswertungssoftware ,Universal Analysis 2000 (Fa. TA Instruments).

Dynamische Lichtstreuung (DLS): Die Messungen der Partikelgrofie mittels Dynamischer
Lichstreuung wurden in der Physikalischen Chemie im Arbeitskreis von Prof. Rehage
durchgefiihrt. Die Partikelgrofenbestimmung erfolgte mit dem Geréat Zetasizer Nano ZS der Fa.
Malvern Instruments. Die Messungen wurden bei einer Temperatur von 25 °C durchgefiihrt. Der
verwendete Laser emittierte Licht mit einer Wellenldnge von 633 nm und das gestreute Licht
wurde in einem Winkel von 178° gemessen. Es wurden Losungen der Polymere in Wasser und

Methanol vermessen. Die Konzentration der Polymere betrug ¢ = 1-10-3 mol/L.

Diinnschichtchromatographie: Es wurden Kieselgel 60 F254 beschichtete Aluminium-DC-
Folien der Fa. Merck verwendet. Neben UV-Detektion (254 nm) wurden die Verbindungen durch
Anfarben mit lod oder alkoholischer Anisaldehyd-Losung und anschlief3endem Erhitzen sichtbar

gemacht.
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Fluoreszenz-Spektroskopie: Die Messungen am Fluoreszenzspektrometer wurden im
Fachbereich der Physikalischen Chemie, in der Arbeitsgruppe von Prof. Rehage, durchgefiihrt.
Verwendet wurde das Perkin-Elmer LS55 Fluoreszenz-Spektrometer bei einer
Anregungswellenldnge von 334 nm. Als Fluoreszenzfarbstoff diente Pyren (0.01 mM Pyren-
Losung), wobei den Verdiinnungsreihen 10 pL Pyren zugesetzt wurde. Die Auswertung erfolgte

mit dem Programm FL WinLab.

Gelpermeationschromatographie (GPC): Die chromatographischen Analysen wurden mit
dem GPCMax der Fa. Viscotek durchgefiihrt. Als Laufmittel wurde Dimethylformamid mit
0.025Gew.-% Lithiumbromid verwendet. Als Sdulen wurden eine Vorsdule (TSKgel HHR-H
Guard Column, 6 mm x 4 cm) sowie zwei Trennsaulen (TSKgel GMHHR-M, 7.8 mm x 30 cm) der
Fa. TOSOH Bioscience mit Poly(styrol-divinylbenzol)-Matrizes (Partikelgrofie 5 um) eingesetzt.
Die Saulentemperatur betrug 60°C, das Injektionsvolumen 100 pul und die Flussrate
0.70 mL/min. Der Brechungsindex des Eluates wurde bei einer Temperatur von 55 °C mit einem
RI-Detektor der Fa. Viscotek gemessen. Die untersuchten Polymere wurden zuvor in
Dimethylformamid (c(Polymere) = 3 mg/mL) gelost. Die Kalibrierung der Sdulen erfolgte mittels
Poly(styrol)-Standards (Fa. Viscotec). Vor jeder Messung wurden die Proben mit einem 0.2 pum

Teflon Filter (Fa. VIWR) filtriert.

Hochaufgeloste Massenchromatographie (HRMS): Die HRMAS erfolgte mit einem Accela-
System, bestehend aus Accela Pumpe, Autosampler und Accela PDA-Detektor unter Verwendung
einer HPLC- Sdule des Typs Hypersil GOLD (Linge = 50 mm, Innendurchmesser = 1 mm,
Partikelgrofde = 1.9 pum), einem Eluentengradienten (A = 0.1% Ameisensdure, B = 0.1%
Ameisensaure in Acetonitril, isokratischer Fluss 50% A: 50% B; Flussrate = 250 pL/min;
Injektionsvolumen 5 pl, Scan im Wellenlangenbereich von 200 bis 600 nm. Die
Elektronensprayionisationmassenspektren wurden mit einem LTQ Orbitrap Massen-
spektrometer (Quellspannung = 3.8 kV; Kapillarspannung = 41 V, Kapillartemperatur = 275 °C,
Tubuslinsenspannung = 140 V, Auflésung = 60000) und unter Detektion von Massen im Bereich
von 150 - 2000 m/z, aufgenommen. Beide Geradte sowie die HPLC-Sdule stammen von der Fa.

Thermo Electron.

Magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR): Die Charakterisierung der Verbindungen
mittels 1H- und 13C-NMR- Spektroskopie wurde an FT-Geraten der Fa. Bruker, Typen DRX-400
(400 MHz) und DRX-500 (500 Hz), bei Raumtemperatur vorgenommen. Dabei dienten die
Restprotonen der verwendeten deuterierten Losemittel (CDCls: 6y = 7.26 ppm, 6¢c = 77.0 ppm;
D20 &u = 4.67 ppm; CD30D: 8y = 3.31 ppm, 6c = 49.05 ppm; DMSO-ds: &u = 2.50 ppm,
Oc = 39.5 ppm) als interner Standard. Die Angabe der chemischen Verschiebung § erfolgte in
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ppm (parts per million), die der Kopplungskonstanten J in Hz (Hertz). Fiir die Angabe der
Signalmultiplizititen wurden die folgenden Abkiirzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett,
t = Triplett, q = Quartett, quin = Qunitett, dd = Dublett von Dublett, ddd = Dublett von Dublett
von Dublett, dt = Dublett von Triplett, m = Multiplett, br = breit. 13C-NMR Spektern wurden H-
Breitbandentkoppelt aufgenommen. Zur Prozessierung der Spektren wurde das Programm
ACD/SpecManager 12.0 verwendet. Die !'H-HR-MAS-Spektren wurden am Spektrometer
DRX-500 (500 Hz), bei Raumtemperatur mit einer Rotationsfrequenz von 3 kHz aufgenommen.
Fiir die Messungen wurde ein Zirkoniumoxid-Rotor mit einem Fiillvolumen von ca. 40 pl

eingesetzt. Alle tH-HR-MAS-Spektren wurden in d-MeOH aufgenommen.

Priparative Saulenchromatographie: Die sdulenchromatographische Reinigung der
Rohprodukte erfolgte in Glassdulen bei Normaldruck. Als stationdre Phase diente Kieselgel 60 M,
der Fa. Macherey-Nagel. Als Eluenten dienten Gemische der Losemittel Cyclohexan (cHex) und
Ethylacetat (EtOAc). Die Mischungsverhiltnisse und Retentionsfaktoren (R-Werte) werden an

entsprechender Stelle jeweils angegeben.

Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM): Die AFM Messungen wurden
am Gerat XE-Series der Fa. Park Systems Corp. bei Raumtemperatur durchgefiihrt und tiber die
Software XEP Data Acquisition Program 1.7.70 ausgewertet. Fiir die Aufnahmen wurden jeweils
20 pL Probe in unterschiedlichen Konzentrationen (c=1:104 - 1-10-6 mol-L-1) auf die Mica-
Scheiben (Fa. science services) getropft und 30 s mit 4000 rpm gespin-coatet. Bearbeitet wurden

die Aufnahmen mit dem Programm Gwyddion 2.31.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM): Als Gerit wurde ein CM 200 der
Fa. Phillips/Fei verwendet. Der Elektronenstrahl betrug 200 kV. Die Probe wurde dabei in
unterschiedlichen Konzentrationen (c=1-104 - 1-10-¢ mol/L) auf das Kupfer-Tragermaterial
(Grid) getropft und das Losemittel vorsichtig abgetupft. Die Proben wurden dabei sowohl mit
RuOs4-Staining, wie auch ungestaint untersucht. Aufgenommen wurden die Bilder mit der

Kamera Orius SC200 der Fa. Gatan.

UV-Vernetzung: Die Photoreaktionen wurden mit einem Quecksilberdampf-Hochdruckstrahler
inklusive Tauch- und Kihlrohr, der Fa. Heraeus, durchgefiihrt. Beide Rohre bestanden aus
Quarzglas und DURAN® 50, Typ TQ 150. Die eingestrahlte Wellenldnge betrug 254 nm. Die

Konzentration der zu vernetzenden Polymer-Lésungen betrug 1-10-3 mol-L-L.

UV/Vis-Spektroskopie: Die UV/Vis-Spektroskopischen Untersuchungen wurden am Gerat
Evolution 201 der Fa. Thermo-Scientific bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fiir die Erstellung

der Kalibriergeraden wurden die zu koppelnden Substanzen in unterschiedlichen
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Konzentrationen, sofern nicht anders im Text markiert, in spektralreinem Acetonitril

untersucht.

5.2 Losungsmittel und Reagenzien

Die Losungsmittel technischer Reinheit wurden durch Destillation unter vermindertem Druck
gereinigt. Trockene, absolute Losungsmittel (Dichlormethan, Dimethylformiat, Diethylether,
Tetrahydrofuran) wurden einem Lésungsmitteltrockenschranksystem der Fa. MBraun des Typs
SPS-800 entnommen. Dieses wird mit Argon als Inertgas, aktivierten Aluminiumoxid-Sdulen und

Losungsmitteln der Fa. Fischer Scientific (HPLC Reinheit) betrieben.

Trockenes Acetonitril wurde von der Fa. Acros (99.9%) in Septumflaschen, iiber Molsieb
gelagert, bezogen. Reaktionen, die unter Ausschluss von Feuchtigkeit durchgefiihrt werden
mussten, wurden in ausgeheizten Glasapparaturen unter Argonatmosphdre durchgefiihrt. Die
Zugabe der fliissigen Reaktanden, in die mit Septen verschlossenen Reaktionsgefife, erfolgte
unter Verwendung von Einmalspritzen. Alle weiteren Chemikalien wurden von den Fa. ABCR,

Acros, Alfa-Aesar, Sigma-Aldrich oder TCI bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt.
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5.3 Synthesen

5.3.1 Synthesen der Monomere

2-Pentyl-2-oxazolin, (5)
<—0
N?

In einem Dreihalskolben werden n-Pentylcyanid (8.00 g 82.3 mmol, 1.0 eq.) und
2-Ethanolamin (7.40 g, 124 mmol, 1.5 eq.) vorgelegt und mit Cadmium(II)acetat-dihydrat
(0.44 g, 1.60 mmol, 0.02 eq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 20 h bei 130 °C refluxiert.
Unter Feinvakuum wird das Rohprodukt mit Hilfe einer K-Destille mit Vigreux-Kolonne,
destilliert und das iiberschiissige 2-Ethanolamin abgetrennt. Das Trocknen des Produktes
erfolgt durch Riithren iiber CaH;. Durch anschliefdende Destillation wird das gewiinschte Produkt

als farblose Fliissigkeit erhalten (9.53 g, 67.5 mmol, 82%).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 0.88-0.92 (m, 3H, CH3), 1.31-1.34 (m, 6H, (CHz)3), 1.60-
1.67 (m, 2H, CH2-CH2-CH3), 2.27 (t, J = 7.7 Hz, 2H, N-C-CHz), 3.82 (t, /] = 9.5 Hz, 2H, CH:-0),
4.22 (t,] = 9.5 Hz, 2H, CH>-N); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): § (ppm) = 13.92 (1C, CH3), 22.31 (1C,
CH:-CH3), 25.66, 27.93 (4C, CH2-CH2-CHz), 31.40 (1C, C-CH2), 54.35 (1C, CHz-N), 67.10 (1C, CHz-
0), 168.67 (1C, N-C-0); HRMS (ESI): m/z fir CsHisNO [M+H]*, berechnet 142.1233 gefunden
142.1225.

2-Heptyl-2-oxazolin, (6)
(0
N?

In einem Dreihalskolben werden n-Heptylcyanid (10.0 g, 79.4 mmol, 1.0 eq.) und
2-Ethanolamin (7.28 g, 188 mmol, 1.5 eq.) vorgelegt und mit Cadmium (II)acetat-dihydrat
(0.43 g, 1.60 mmol, 0.02 eq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 20 h bei 130 °C refluxiert.
Unter Feinvakuum wird das Rohprodukt mit Hilfe einer K-Destille mit Vigreux-Kolonne,

destilliert und das iiberschiissige 2-Ethanolamin abgetrennt. Das Trocknen des Produktes
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erfolgt durch Riithren iiber CaH;. Durch anschliefdende Destillation wird das gewiinschte Produkt

als farblose Fliissigkeit erhalten (10.2 g, 60.3 mmol, 76%).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 0.83-0.86 (m, 3H, CHa3), 1.25-1.30 (m, 8H, (CHz)4), 1.56-
1.63 (m, 2H, CHz-CH2-CH3), 2.23 (t, J = 7.8 Hz, 2H, N-C-CHz), 3.79 (t, J = 9.5 Hz, 2H, CH2-0), 4.18
(t,J=9,5 Hz, 2H, CH2-N); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 13.99 (1C, CHz), 22.53 (1C, CH-
CHa), 25.89, 27.89, 28.85, 29.11 (4C, CHz-CH2-CH3), 31.58 (1C, C-CH:), 54.27 (1C, CH2-N), 67.02
(1C, CHz-0), 168.59 (1C, N-C-0); HRMS (ESI): m/z fiir C10H19NO [M+H]*, berechnet 170.1546
gefunden 170.1542.

2-Nonyl-2-oxazolin, (7)
(0
N?

In einem Dreihalskolben werden n-Nonylcyanid (5.00 g 32.6 mmol, 1.0 eq.) wund
2-Ethanolamin (7.50 g, 48.9 mmol, 1.5 eq.) vorgelegt und mit Cadmium(Il)acetat-dihydrat
(0.17 g, 0.65 mmol, 0.02 eq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 20 h bei 130 °C refluxiert.
Unter Feinvakuum wird das Rohprodukt mit Hilfe einer K-Destille mit Vigreux-Kolonne,
destilliert und das iiberschiissige 2-Ethanolamin abgetrennt. Das Trocknen des Produktes
erfolgt durch Riihren iiber CaH». Durch anschliefiende Destillation wird das gewiinschte Produkt

als farblose Fliissigkeit erhalten (4.18 g, 21.2 mmol, 65%).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 0.83-0.86 (m, 3H, CHa3), 1.24-1.32 (m, 12H, (CHz)s), 1.56-
1.63 (m, 2H, CHz-CH2-CHs), 2.23 (t,/ = 7.7 Hz, 2H, N-C-CH), 3.79 (t, ] = 9.5 Hz, 2H, CH2-0), 4.19 (t,
J = 9,5 Hz, 2H, CH2-N); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 14.00 (1C, CH3), 22.58 (1C, CH»-
CHa), 25.90, 27.91, 29.16, 29.19, 29.34 (5C, CH;-CHz-CHz), 31.79 (1C, C-CHz), 54.31 (1C, CH2-N),
67.02 (1C, CH2-0), 168.59 (1C, N-C-O); HRMS (ESI): m/z fir Ci2H23NO [M+H]*, berechnet
198.1859 gefunden 198.1852.
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5-Hexynylchlorid, (10)

Cl

;

Unter Argon-Schutzgasatmosphire werden 5-Hexinsdure (13.8 g, 111 mmol, 1.0 eq.) und
Thionylchlorid (17.6 g, 148 mmol, 1.2 eq.) bei 90 °C refluxiert. Wenn keine Gasentwicklung mehr
zu sehen ist und sich eine rot-braune Losung gebildet hat, kann die Reaktion abgebrochen
werden. Unter Feinvakuum wird das Rohprodukt destilliert und das gewiinschte Produkt als

farblose Fliissigkeit erhalten (15.3 g, 117 mmol, 93%).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 1.89 (quin., / = 8 Hz, 2H, CH;-CH2-CHz), 2.00 (t, / = 2 Hz,
1H, CH=CHzy), 2.28 (td, J = 4 Hz, 2H, CH=CHz), 3.05 (t, / = 8 Hz, 2H, CH2-CO). 13C-NMR (100 MHz,
CDClz): 6 (ppm) = 17.2 (CHz-CH2-CH:), 23.6 (CH:-CH:-CH2), 45.5 (CH2-CH:-CHz), 69.9 (CH=C(),
82.1 (CH=(), 173.4 (C=0). HRMS (ESI): m/z fiir C¢H,ClO [M+H]*, berechnet 131.0264 gefunden
131.0269.

Hex-5-insaure-(2-chloroethyl)-amid, (12)

H
N
\/\
///\/\g cl

5-Hexynylchlorid (15.3 g, 117 mmol, 1.0 eq.) wird in 250 mL trockenem DCM gelost. Unter
Eiskiihlung wird 2-Chloroethylamin Hydrochlorid (27.2 g, 235 mmol, 2.0 eq.) zugegeben. Danach
wird innerhalb 1 h TEA hinzugegeben (29.2 g, 289 mmol, 2.5 eq.). Das Reaktionsgemisch wird 30
min bei 0 °C, und anschliefdend tiber Nacht bei RT geriihrt. Der entstandene Feststoff wird durch
Zugabe von 10 mL Wasser gelost. Die Losung wird anschlief3end 3 Mal mit je 15 mL Wasser und
3 Mal mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, iber MgS04 getrocknet und das Lésungsmittel
unter verminderten Druck entfernt. Das Produkt wird als gelbes Ol erhalten (12.2 g, 70.3 mmol,

60%).

1H-NMR (400 MHz, CDClz): § (ppm) = 1.86 (t, J = 6,8 Hz, 2H, CH=C-CHz-CH:-CHz), 1.95 (t,
J =3 Hz, 1H, CH=C), 2.24 (m, 2H, CH=C-CH:-CHz3), 2.35 (t, J = 7.8 Hz, 2H, CH,-CH:-CO), 3.61 (m,
4H, NH-CH2-CHz), 5.89 (s, 1H, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6§ (ppm) = 17.81 (=C-CH3), 24.02
(CH2-CHz-CH2), 34.92 (CH2-CH:-CO), 41.17 (NH-CH:), 44.11 (CH:-Cl), 69.27 (CH=C-), 83.36
(CH=C(), 172.36 (C=0); HRMS (ESI): m/z fiir CsH12CINO [M+H]*, berechnet 174.0686 gefunden
174.0680.
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2-(Pent-4-ynyl)-2-oxazolin, (13)

2%

Hex-5-insdure-2-chloroethylamid (12.2 g, 70.3 mmol, 1.0 eq.) wird in 50 mL Methanol gel6st und
anschliefdend mit NaOH (3.66 g, 91.4 mmol, 1.3 eq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 48 h
bei RT geriihrt. Nach Entfernen des Methanols unter verminderten Druck wird der Feststoff in
10 mL DCM gelost und 3 Mal mit Wasser gewaschen und iiber MgSOs getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels entsteht eine hellgelbe Fliissigkeit, die tiber CaH; getrocknet wird.
Durch Destillation wird das gewtlinschte Produkt als farblose Fliissigkeit erhalten (7.78 g,
56.7 mmol, 81%).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 1.88 (ps-quin, / = 7.2 Hz, 2H, CH2-CH2-CHz), 1.95 (t,
J = 2.7 Hz, 2H, CH=C(), 2.27 (td, /] = 7.0 Hz, ] = 2.7 Hz, 2H, CHz-CH2-CHy), 2.39 (t, / = 2.7 Hz, 2H,
CH:-CH2-CHz), 3.80 (t, J = 9,3 Hz, 2H, 0-CHz-CH:-N), 4.20 (t, / = 9,3 Hz, 2H, 0-CHz-CH2-N).
13C-NMR (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 18.17 (1C, C=C-CH>), 24.94 (1C, CH,-CH>-CH>), 26.93 (1C,
CH:-CH2-C-NO), 54.60 (1C, N-CH2), 67.42 (1C, CH2-0), 69.71 (1C, CH=C(), 83.65 (1C, CH=(),
167.96 (1C, C=0); HRMS (ESI): m/z fir CgH11NO [M+H]*, berechnet 138.0920 gefunden
138.0923.

5.3.2 Synthesen der amphiphilen Blockcopolymere

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von Poly(2-oxazolin)e fiir die NMR-

Spektroskopischen Untersuchungen

Die Polymerisationen werden in einem luftdicht verschlossenen Druckschlenkkolben, unter
Inertgasatmosphére durchgefiihrt. Unter Argongegenstrom und Eiskiihlung wird zuerst das
Methyltriflat in Acetonitril vorgelegt und dann 2-Methyl-2-oxazolin (20 eq. bezogen auf die
Stoffmenge des Initiators) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 2 h bei 120 °C geriihrt,
bevor 2-Alkyl-2-oxazolin (5.0 eq. bezogen auf die Stoffmenge des Initiators) hinzugegeben wird.
Das Reaktionsgemisch wird weitere 4 h bei 110 °C gerithrt und anschliefSend bei
Raumtemperatur durch die Zugabe von Piperidin (3.0 eq. bezogen auf die Stoffmenge des
Initiators) terminiert. Nach dem Riihren iiber Nacht wird das Losemittel unter Vakuum

vollstandig entfernt, der Riickstand in Chloroform aufgenommen, mit K,CO3 versetzt und 3 h bei
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RT geriihrt. Der Feststoff wird abfiltriert und das Polymer in kaltem Diethylether geféllt. Das
gefillte Polymer wird abzentrifugiert, in wenig Chloroform geldst und wiederum in Diethylether
gefallt. Dieser Prozess wird einige Male wiederholt. Der erhaltene Feststoff wird abschlief3end

unter Vakuum getrocknet.

Poly[(MetOx)17-block-(Pent0x)4]-Piperidin, (P1)

Hy,C—N N N
fo fo A
H3 5H11
17 4

Ausbeute: 83% (1.03 g).
Polymerisationsgrad (Theor.): CHs-(MetOx)zo-block-(PentOx)s-Piperidin; M, = 2507 g/mol.

1H-NMR (400 MHZ, CDC13): 6 (ppm) =0.89 [S, 12H, CH3, PentOx); 1.26 [m, 16H, (CHz, PentOx)Z). 2.05-
2.12 (m, 51H), 3.01/2.92 (m, 3H, CH3,1), 3.43 (m, 85H, CH2-CH2, riickgrat)-

Polymerisationsgrad (Exp., tH-NMR): CH3-(MetOx)17-block-(PentOx)s-Piperidin;
M,=2111 g/mol.

GPC (DMF/LiBr): M, = 2980 g/mol; PDI = 1.17.

Poly[(MetOx)17-block-(HepOx)4]-Piperidin, (P2)

H,C—N N N
f° fo o
H3 7H15
17 4

Ausbeute: 75% (0.98 g)
Polymerisationsgrad (Theor.): CHs-(MetOx)zo-block-(HepOx)s-Piperidin; M= 2647 g/mol.

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 0.87 (s, 13H, CHs tepox), 1.28 (m, 32H, (CHz, epox)4), 2.05-
2.12 (m, 51H), 3.01/2.92 (m, 3H, CH3.1), 3.45 (m, 85H, CHa-CHy, rickgrat).

Polymerisationsgrad (Exp., tH-NMR): CHs-(MetOx)17-block-(HepOx)4-Piperidin;
M,=2223 g/mol.

GPC (DMF/LiBr): M= 2840 g/mol; PDI = 1.08.
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Poly[(MetOx)22-block-(NonOx)e]-Piperidin, (P3)

Hy,C—N N N
f° fo A
H3 9H19
22 6

Ausbeute: 74% (1.38 g).

Polymerisationsgrad (Theor.): CHs-(MetOx)3o-block-(NonOx)s-Piperidin; M, = 2787 g/mol.

1H-NMR (400 MHZ, CDC13): 6 (ppm) =0.88 (S, 19H, CH3, NonOx); 1.26 [m, 72H, (CHz, NonOX)6); 2.05-
2.12 (m, 68H), 3.01/2.92 (m, 3H, CHs,1), 3.43 (m, 112H, CH2-CHa, rackgrat).

Polymerisationsgrad (Exp., tH-NMR): CHs-(MetOx)22-block-(NonOx)e-Piperidin;
M,= 3155 g/mol.

GPC (DMF/LiBr): My, = 3450 g/mol; PDI = 1.10.

5.3.3 Synthese von funktionalisierten Poly(2-Oxazolin)en

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von funktionalisierten Poly(2-oxazolin)en

fiir die Kernvernetzung.

Die Polymerisationen werden in einem luftdicht verschlossenen Druckschlenkkolben, unter
Inertgasatmosphdre durchgefiihrt. Unter Argongegenstrom und Eiskithlung wird zuerst
Methyltriflat in Acetonitril vorgelegt und dann 2-Methyl-2-oxazolin (24 eq. bezogen auf die
Stoffmenge des Initiators) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 2 h bei 120 °C gertihrt,
bevor 2-Heptyl-2-oxazolin (3.0 eq. bezogen auf die Stoffmenge des Initiators) und das jeweilige
funktionalisierte 2-Oxazolin (3.0 eq. bezogen auf die Stoffmenge des Initiators) hinzugegeben
werden. Das Reaktionsgemisch wird weitere 4 h bei 110 °C geriihrt und anschliefdend bei
Raumtemperatur durch die Zugabe von Piperidin (3.0 eq. bezogen auf die Stoffmenge des
Initiators) terminiert. Nach dem Riihren iiber Nacht wird das Losemittel unter Vakuum
vollstandig entfernt, der Riickstand in Chloroform aufgenommen, mit K;CO3 versetzt und 3 h bei
RT geriihrt. Der Feststoff wird abfiltriert und das Polymer in kaltem Diethylether geféllt. Das
gefallte Polymer wird abzentrifugiert, in wenig Chloroform gelést und wiederum in Diethylether
gefillt. Dieser Prozess wird einige Male wiederholt. Der erhaltene Feststoff wird abschlief3end

unter Vakuum getrocknet.
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Poly[{(HeptOx)4-co-(PentynO0x)ai}stat -block-(Met0x)22]-Piperidin, (P4)

HyCLN N N Nf
l:o ':o l:o
7H1s (CH2)2 Hj
I
4 4 22
stat.

Ausbeute: 86% (2.69 g).

Polymerisationsgrad (Theor.): CHz-{(HepOx)s-co-(Pentyn0x)s}swac-block-(Met0x)24-Piperidin;
Mn = 3060 g/mol.

1H-NMR (400 MHZ, CDC13): 5 (ppm) = 0.88 [S, 13H, CH3, HepOx). 1.29 (m, 35H, (CHz, HepOx)4). 1.88
(ps-quin, 8H, CHz-CH,-CH,), 2.05-2.12 (m, 66H), 3.02/2.93 (m, 3H, CHs, 1), 3.43 (m, 119H, CH,-
CHZ, Riickgrat)-

Polymerisationsgrad (Exp., 'H-NMR): CHs-{(HepO0x)s-co-(PentynOx)a}sac-block-(MetOx)22-
Piperidin; My, = 3196 g/mol.

GPC (DMF/LIiBr): M, = 3740 g/mol; PDI = 1.07.

Poly[{(HeptOx)4-co-(PentynOx)ai}stat -block-(Met0x)22]-Piperazin, (P5)

NH
H;C1+-N N N Nf
l:o |=o l:o
7His | [(CH2)2 Hj
I
4 4 22
stat.

Ausbeute: 82% (2.57 g).

Polymerisationsgrad (Theor.): CHs-{(HepOx)s-co-(PentynOx)s}sac-block-(MetOx)24-Piperazin;
Mn = 3060 g/mol.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 0.88 (s, 13H, CH3, nepox), 1.29 (m, 35H, (CH2, epox)4), 1.88
(ps-quin, 8H, CHz-CH2-CH), 2.05-2.12 (m, 66H), 3.02/2.93 (m, 3H, CHz, 1), 3.43 (m, 119H, CH»-
CHZ, Riickgrat)-

Polymerisationsgrad (Exp., 'H-NMR): CHs-{(HepOx)s-co-(PentynOx)a}swc-block-(MetOx)22-
Piperazin; My, = 3197 g/mol.

GPC (DMF/LiBr): My = 3440 g/mol; PDI = 1.08.
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Poly[{(HepOx)s-co-(Pentyn0x)e}stat -block-(MetOx)2s]-Ethylendiamin, (P6)

NH,
H,CH-N N N N
l:o ':o l:o
7H1s ((|7H2)2 Hj
5 6 25
stat.

Ausbeute: 68% (2.11 g).

Polymerisationsgrad (Theor.): CHs-{(Hep0x)3-co-(PentynOx)s}swc-block-(MetOx)2a-
Ethylendiamin; Mn = 3036 g/mol.

1H-NMR (400 MHZ, CDC13): 5 (ppm) = 0.88 (S, 13H, CH3, HepOx). 1.29 (m, 35H, (CHz, HepOx)4). 1.88
(ps-quin, 8H, CHz-CH,-CH,), 2.05-2.12 (m, 66H), 3.02/2.93 (m, 3H, CHs, 1), 3.43 (m, 119H, CH,-
CHZ, Riickgrat)-

Polymerisationsgrad (Exp., tH-NMR): CH3-{(HepOx)s-co-(PentynO0x)e}swac-block-(MetOx)2s-
Ethylendiamin; M, = 3780 g/mol.

GPC (DMF/LiBr): My = 3340 g/mol; PDI = 1.12.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von Poly(2-oxazolin)e fiir die Kopplungs-

experimente

Die Polymerisation wird in einem luftdicht verschlossenen Druckschlenkkolben, unter
Inertgasatmosphdre durchgefiihrt. Unter Argongegenstrom und Eiskithlung wird zuerst
Methyltriflat in Acetonitril vorgelegt und dann 2-Heptyl-2-oxazolin (6.0 eq. bezogen auf die
Stoffmenge des Initiators) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 4h bei 110 °C geriihrt,
bevor 2-Methyl-2-oxazolin (24 eq. bezogen auf die Stoffmenge des Initiators) hinzugegeben
wird. Das Reaktionsgemisch wird weitere 2 h bei 120°C geriithrt und anschliefiend bei
Raumtemperatur durch die Zugabe von Piperazin (20 eq. bezogen auf die Stoffmenge des
Initiators) terminiert. Nach dem Riihren tiber Nacht werden die Losemittel unter Vakuum
vollstandig entfernt, der Riickstand in Chloroform aufgenommen, mit K,CO3 versetzt und 3 h bei
RT geriihrt. Der Feststoff wird abfiltriert und das Polymer in kaltem Diethylether gefallt. Das
gefillte Polymer wird abzentrifugiert, in wenig Chloroform geldst und wiederum in Diethylether
gefallt. Dieser Prozess wird einige Male wiederholt. Der erhaltene Feststoff wird abschlief3end

unter Vakuum getrocknet.
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Poly[(HepOx)e-block-(Met0Ox)24]-Piperazin, (P7)

H,CN N N—"NH
Al
7H15 H3

6 24

Ausbeute: 82% (2.30 g).
Polymerisationsgrad (Theor.): CHs-(HepOx)¢-block-(MetOx)24-Piperazin; M= 3158 g/mol.

1H-NMR (400 MHZ, CDC13): 5 [ppm) = 085 (S, 18H, CH3, HepOx). 1.26 (m, 48H, [CHz, HepOx)4). 2.05-
2.12 (m, 75H), 3.01/2.92 (m, 3H, CHs,1), 3.43 (m, 120H, CH2-CHa, rackgrat).

Polymerisationsgrad (Exp., tH-NMR): CHs-(HepOx)s-block-(MetOx).4-Piperazin;
M, =3158 g/mol.

GPC (DMF/LiBr): My = 3920 g/mol; PDI = 1.13.

5.3.4 Kopplungsexperimente am Poly(2-Oxazolin)

Allgemeine Arbeitsvorschriften fiir die Kopplungsexperimente mit K1-K4

Kopplung 1. Eine Mischung des Polymers P7 (0.20 g, 0.06 mmol), Kupplungsreagenz K1-K4
(0.08 mmol), K2CO3 (0.02 g, 0.11 mmol) und einer katalytischen Menge an Natriumiodid in
CH3CN (5 mL) werden fiir 24-72 h unter Argon-Schutzgasatmosphare refluxiert. Der Feststoff
wird anschlieflend abfiltriert und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Riickstand wird in Chloroform aufgenommen und das Polymer durch Ausféllen in kaltem
Diethylether erhalten. Das gefillte Polymer wird abzentrifugiert, in wenig Chloroform geldst und
wiederum in Diethylether gefillt. Dieser Prozess wird einige Male wiederholt. Der erhaltene

Feststoff wird abschliefdend unter Vakuum getrocknet.
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P7~N-(2-Bromoethyl)phthalimid, (P8)

(0]
N
""N\/—N\/\N: C

Ausbeute: 62% (0.13 g).

1H-NMR [4—00 MHz, CDC13): ) (ppm) =0.83 (S, 19H, CH3, HepOx). 1.26 (m, 50H, (CHz, HepOx)4). 1.55 (S,
12H), 2.05-2.12 (m, 77H), 2.59 (m, 1H), 3.01/2.92 (m, 3H, CHs,1), 3.42 (m, 122H, CH2-CHz, rackgrat),
3.77 (m, 1H), 7.68 (m, 1H), 7.79 (m, 1H).

P7~2-(Bromoethyl)naphthalen, (P9)

e IO

Ausbeute: 74% (0.16 g).

1H-NMR [4—00 MHz, CDC13): ) (ppm) =0.88 (S, 19H, CH3, HepOx). 1.28 (m, 51H, (CHz, HepOx)4). 1.60 (S,
13H), 2.05-2.12 (m, 91H), 3.01/2.92 (m, 3H, CHs 1), 3.45 (m, 124H, CHz-CHy, rackgrar), 7.53 (m, 2H),
7.86 (m, 2H).

P7~3-(Bromoacetyl)coumarin, (P10)

“ o
s e
z
o}
Ausbeute: 68% (0.15 g).

1H-NMR [4—00 MHz, CDC13): ) (ppm) =0.86 (S, 21H, CH3, HepOx). 1.26 (m, 56H, (CHz, HepOx)4). 1.57 (S,
13H), 2.05-2.12 (m, 81H), 3.01/2.92 (m, 3H, CHs,1), 3.43 (m, 112H, CHz-CHa, rackgrat), 7.65 (m, 1H).
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P7~9-(Chloromoethyl)anthracen, (P11)

Ausbeute: 62% (0.14 g).

1H-NMR (4—00 MHz, CDC13): ) (ppm) =0.86 (S, 21H, CH3, HepOx). 1.26 (m, 56H, (CHz, HepOx)4). 1.57 (S,
13H), 2.05-2.12 (m, 81H), 3.03/2.94 (m, 3H, CHs 1), 3.43 (m, 112H, CHz-CHy, rackgra), 7.38 (m, 4H),
7.89 (m, 2H), 7.96 (m, 2H), 8.15 (m, 1H).

Kopplung II. Polymer P5 (0.20 g, 0.06 mmol) und Triethylamin (0.15 mmol) werden in DCM
gelost. Die Mischung wird auf 0 °C gekiihlt, bevor das Kopplungsreagenz (0.08 mmol)
hinzugegeben und das Reaktionsgemisch iiber Nacht geriihrt wird. Anschliefiend wird das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt, der Riickstand in Chloroform gelést und das Polymer
durch Ausféllen in kaltem Diethylether erhalten. Das gefillte Polymer wird ab zentrifugiert, in
wenig Chloroform geldst und wiederum in Diethylether gefallt. Dieser Prozess wird einige Male
wiederholt. Der erhaltene Feststoff wird abschliefiend unter Vakuum getrocknet. Durch

Dialysieren liber 24 h gegen Wasser erhidlt man das saubere Endprodukt.

P7~Acrylsaurechlorid, (P12)
"N—"W_ o

J
Ausbeute: 51% (0.18 g).

1H-NMR (4—00 MHz, CDC13): ) (ppm) =0.86 (S, 21H, CH3, HepOx). 1.26 (m, 56H, (CHz, HepOx)4). 1.57 (S,
13H), 2.05-2.12 (m, 81H), 3.03/2.94 (m, 3H, CHz 1), 3.43 (m, 112H, CH2-CH2, riickgrat), 5.87 (m, 1H,
CH»=CH, Acrylsaure), 6.10 (m, 1H, CH>=CH, Acrylsaure), 6.39 (m, 1H, CH,=CH, Acrylsaure).
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P7~Furoylchlorid, (P13)

“N

N,
ks

Ausbeute: 87% (0.19 g).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 0.86 (s, 21H, CHs, 11epox), 1.26 (m, 56H, (CHa, epox)a), 1.57 (s,
13H), 2.05-2.12 (m, 81H), 3.01/2.92 (m, 3H, CHs,1), 3.43 (m, 112H, CHz-CHa, rickgrat), 6.49 (d, 1H),
7.04 (d, 1H), 7.49 (d, 1H).

P8~Ethylenamin, (P14)

"‘"N—%N\/\NHZ

Eine Mischung des Polymers P8 (0.10 g, 0.03 mmol) und Hydrazin (0.003 g, 0.09 mmol) werden
fiir 3 h unter Argon-Schutzgasatmosphare refuxiert. Der entstandene Feststoff wird abfiltriert
und mit kaltem Ethanol gewaschen. AnschliefRend wird die Losung basisch eingestellt (pH=8)
und das Losemittel unter Vakuum entfernt. Der Riickstand wird in Chloroform aufgenommen
und das Polymer durch Ausfillen in kaltem Diethylether erhalten. Das gefillte Polymer wird
abzentrifugiert, in wenig Chloroform geldst und wiederum in Diethylether gefallt. Dieser Prozess
wird einige Male wiederholt. Der erhaltene Feststoff wird abschlieRend unter Vakuum

getrocknet.
Ausbeute: 62% (0.13 g).

1H-NMR (4—00 MHz, CDC13): ) (ppm) =0.83 (S, 19H, CH3, HepOx). 1.26 (m, 50H, (CHz, HepOx)4). 1.55 (S,
12H), 2.05-2.12 (m, 77H), 2.59 (m, 1H), 3.01/2.92 (m, 3H, CHs,1), 3.42 (m, 122H, CH2-CHz, rackgrat),
3.77 (m, 1H), 7.68 (m, 1H), 7.79 (m, 1H).
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5.3.5 Nanopartikelsynthese

Die Synthese der Piperazin-funktionalisierten Nanopartikel erfolgte ausgehend von Polymer P5.
Fiir die Synthese des Nanopartikel mit primadren Amin als Funktionalitiat (NP2) musste Polymer

P5 weiter modifiziert werden.

Poly[{(HepOx)4-co-(Pentyn0x)4}stat -block- (Met0x)22-Phthalimid, (P15)
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4 4 22

Eine Mischung des Polymers P5 (0.20 g, 0.06 mmol, 1.0 eq.), N-(2-Bromoethyl)phthalimid
(0.02 g, 0.08 mmol, 1.2 eq.), K»CO3 (0.02 g, 0.11 mmol, 1.9 eq.) und einer katalytischen Menge an
Natriumiodid in CH3CN (5 mL) werden fiir 72 h unter Argon-Schutzgasatmosphare refluxiert.
Der Feststoff wird anschliefRend abfiltriert und das Losemittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wird in Chloroform aufgenommen und das Polymer durch Ausfallen in
kaltem Diethylether erhalten. Das gefillte Polymer wird abzentrifugiert, in wenig Chloroform
gelost und wiederum in Diethylether gefillt. Dieser Prozess wird einige Male wiederholt. Der

erhaltene Feststoff wird abschliefend unter Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 87% (0.18 g).

Polymerisationsgrad (Theor.): CHz-{(HepOx)s-co-(Pentyn0x)4}swac-block-(Met0x)22-Piperazin-
Phthalimid; My, = 3372 g/mol.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0.87 (s, 12H, CH3, nepox), 1.28 (m, 32H, (CH2, nepox)4), 1.88
(ps-quin, 8H, CH2-CH:-CH2), 2.05-2.12 (m, 65H), 3.02/2.93 (m, 3H, CH3, 1), 3.43 (m, 118H, CH:-
CHZ, Riickgrat)-

Polymerisationsgrad (Exp., 'H-NMR): CH;-{(HepOx)s-co-(PentynOx)a}sac-block-(MetOx)22-
Piperazin-Phthalimid; M, = 3372 g/mol.

GPC (DMF/LiBr): M, = 3680 g/mol; PDI = 1.08.
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Poly[{(HepOx)4-co-(Pentyn0x)a4}stat -block- (Me0x)22-Ethylenamin, (P16)
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Eine Mischung des Polymers P15 (0.10 g, 0.03 mmol) und Hydrazin (0.003 g, 0.09 mmol)
werden fiir 3 h unter Argon-Schutzgasatmosphéare refuxiert. Der entstandene Feststoff wird
abfiltriert und mit kaltem Ethanol gewaschen. Anschliefend wird die Losung basisch eingestellt
(pH=8) und das Losemittel unter Vakuum entfernt. Der Riickstand wird in Chloroform
aufgenommen und das Polymer durch Ausfillen in kaltem Diethylether erhalten. Das gefillte
Polymer wird abzentrifugiert, in wenig Chloroform gelést und wiederum in Diethylether gefallt.
Dieser Prozess wird einige Male wiederholt. Der erhaltene Feststoff wird abschliefiend unter

Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 98% (0.09 g).

Polymerisationsgrad (Theor.): CH;3-{(HepOx)s-co-(PentynO0x)as}stc-block-(MetOx)22-Piperazin-
Ethylamin; M, = 3104 g/mol.

1H-NMR (400 MHZ, CDC13): 5 (ppm) =0.87 (S, 12H, CH3, HepOx). 1.27 (m, 33H, (CHz, HepOx)4). 1.83
(ps-quin, 8H, CH;-CH2-CHz), 2.05-2.12 (m, 65H), 3.02/2.93 (m, 3H, CH3, 1), 3.45 (m, 120H, CH»-
CHZ, Riickgrat)-

Polymerisationsgrad (Exp., 'H-NMR): CH;s-{(HepOx)-co-(PentynOx)a}swt-block-(MetOx)z22-
Piperazin-Ethylenamin; M, = 3104 g/mol.

GPC (DMF/LiBr): My = 3360 g/mol; PDI = 1.08.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Kern-Stabilisierung durch Photovernetzung

Fiir die UV-Vernetzungen wird eine 1 mM-Losung des zu vernetzenden Polymers P5 (P16) in
Wasser (20 mL) hergestellt. Die Losung wird anschlieféend 30 min entgast. Danach wird das
Reaktionsgemisch mit 2-Propanthiol (12.5 eq. 6.2 eq., 2.5 eq., 1.3 eq., 0.1 eq., 0.06 eq.,
0.03 eq., 0.02 eq.) versetzt und 2.5 h mit UV-Licht bei Raumtemperatur bestrahlt. Anschlief3end

wird das Losemittel unter verminderten Druck entfernt und die Partikel NP1 (NP5) erhalten.

5.3.6 Kopplungsexperimente an Kernstabilisierten Nanopartikeln

5.3.6.1 Funktionalisierung mit UV-aktiven Testmolekiilen (K1-K3)

Allgemeine Arbeitsvorschrift. 5 mL der vernetzten Probe (0.005 mmol, 1 eq.) werden bis zur
Trockene einrotiert und zusatzlich im Trockenschrank getrocknet. Anschlieffend wird das
trockene Nanopartikel in CH3CN (5 mL) aufgenommen. Danach erfolgt die Zugabe des
Kopplungsreagenz (K1-K3) (0.007 mmol, 1.4 eq.), K.CO3 (0.01 mmol, 2.2 eq.) und einer
katalytischen Menge an Natriumiodid. Das Reaktionsgemisch wird 72 h unter Argon-
Schutzgasatmosphare refluxiert. Der Feststoff wird anschliefiend abfiltriert und das Losemittel
unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in Chloroform aufgenommen und die
Nanopartikel NP2-4 (NP5-8) durch Ausfillen in kaltem Diethylether und anschliefRender

Dialyse, liber 24 h in Wasser, erhalten.

5.3.6.2 Funktionalisierung mit biomedizinisch relevanten Molekiilen

FITC-Funktionalisierung, (NP9a, NP9b)

NP1 (NP5) (17.5 mg, 0.005 mmol, 1.0 eq.) wird in 5 mL Ethanol gelést und mit FITC (1.90 mg,
0.007 mmol, 1.3 eq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 16 h bei 45 °C unter Lichtausschluss
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geriihrt. Anschliefdend wird das Losemittel unter vermindertem Druck destillativ entfernt. Der
Riickstand wird in wenig Chloroform aufgenommen und in kaltem Dietyhlether gefillt. Die

Aufreinigung erfolgt durch Dialyse liber 24 h in Wasser.

Folsaure-Funktionalisierung, (NP10)

Vorschrift 1. NP5 (70.0 mg, 0.02 mmol, 1.0 eq.) wird in 5 mL trockenem DCM gel6st.
Anschliefiend versetzt man die Losung mit Folsdure (17.7 mg, 0.04 mmol, 2.0 eq.) und EDC-
Hydrochlorid (8.00 mg, 0.04 mmol). Die Suspension wird unter Rithren auf -78 °C gekiihlt.
Anschliefend wird langsam TEA (5.00 mg, 0.05 mmol) zu getropft. Die Reaktionsgemisch wird
20 h geriihrt und taut wihrend dieser Zeit langsam auf RT auf. AnschlieRlend wird das
Losemittel unter vermindertem Druck destillativ entfernt. Der Riickstand wird in wenig
Chloroform aufgenommen und in kaltem Dietyhlether gefillt. Die Aufreinigung erfolgt durch

Dialyse tiber 24 h in Wasser.

Vorschrift 2. Folsdure (2.20 mg, 0.005 mmol, 1.0 eq.) wird unter Argonatmosphire in 1 mL
trockenem DMF gelost. Anschlieféend werden BTFFH (1.90 mg, 0.006 mmol, 1.2 eq.) und DIPEA
(1.3 mg, 0.01 mmol, 2.0 eq.) hinzugefiigt. Nachdem das Reaktionsgemisch 15 min geriihrt wurde,
wird es mit einer mit Schutzgas gefiillten Spritze aufgezogen. Anschlieffend wird der
Nanopartikel (17.5 mg, 0.005 mmol, 1.0 eq.) in 4 mL DMF gel6st und mit DIPEA (1.30 mg, 0.01
mmol, 2.0 eq.) versetzt. Die Losung wird nun einige Minuten lang entgast bevor die mit der
Folsdure gefiillte Spritze dazu gegeben wird. Das Reaktionsgemisch wird 30 min geriihrt.
Anschlieflend wird der Feststoff abfiltriert und das Losemittel unter vermindertem Druck
destillativ entfernt. Der Riickstand wird in wenig Chloroform aufgenommen und in kaltem

Dietyhlether gefallt.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Peptid-Funktionalisierung

Bevor das Peptid 14 an das Nanopartikel gekoppelt wurde, erfolgten zunichst die Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe (a), die Modifizierung mit Pentafluorbenzoylchlorid (b) und die

anschliefSende Abspaltung des Peptids vom Harz (c).

Fmoc-Abspaltung

300 mg am Harz gekoppeltes Peptid werden 15 min lang in einer Lésung aus 40% Piperidin in
trockenem DMF (5 mL) geschiittelt. AnschliefSend wird dieses 6 Mal mit DMF gewaschen und
erneut 15 min lang in der Piperidin/DMF-L6sung geschiittelt bevor es abschliefiend wieder mit

DMF gewaschen wird.

Modifizierung mit Pentafluorbenzoylchlorid

170 mg Peptid (0.15 mmol, 1 eq.) und DIPEA (0.08 g, 0.61 mmol, 4.0 eq.) werden in DMF gelost.
Die Mischung wird auf 0 °C gekiihlt, bevor Pentafluorbenzoylchlorid (0.07 g, 0.31 mmol)
hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 12 h geriihrt wird. Anschliefdend wird das am Harz
gekoppelte Peptid 6 Mal mit DMF und im Anschluss 6 Mal mit DCM gewaschen bevor es dann

unter Vakuum getrocknet wird.

Abspaltung vom Harz, (15)

Das modifizierte Peptid wird 2 h in einer Losung aus 20% Essigsdure in DCM geschiittelt. Die
Losung wird vom Harz abfiltriert und auf ein Volumen von 1 mL eingeengt. Dieses wird im
Anschluss in kalten Diethylether getropft und das Peptid fillt als leicht brauner Niederschlag

aus. Der Feststoff wird abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und getrocknet.

1H-NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 1.19 (s, 9H, -CH3), 1.28-1.29 (m, 4H, CH,-CH,), 1.38 (s, 9H,
-CHs), 1.46 (s, 6H, -CHs), 1.52-1.55 (m, 6H, -CH,-CH,-), 1.79 (m, 2H, -CH,-CH,-), 2.05-2.10 (m, 4H,
-CH,-C0), 2.34 (m, 6H, -CHs), 2.69 (m, 2H, -CH2-CO), 2.89 (m, 2H, C-CH,-C-), 3.10-3.20 (m, 4H,
-CH,-CH,-), 3.33 (m, 2H, -CH2-0-), 4.09 (s, 2H, -CH,-NH-), 4.53 (m, 1H, -C-NH), 4.86-4.92 (m, 2H,
-C-C0), 5.19 (m, 1H, -C-NH), 7.29 (m, 2H, -CH=CH-), 7.40 (m, 2H, -CH=CH-), 8.03 (br, 9H, -NH-).
13C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 28.41 (2C, -CHs), 12.22 (1C, -CHs), 18.64 (1C, -CH3), 19.80
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(1C, -CHa), 23.45 (1C, -CHz-CHz-), 25.30 (2C, -CH2-CH>-), 25.75 (2C, -CH2-CH3-), 28.20 (3C, -CH3),
28.40 (4H, -CHs), 28.50 (1C, -CH:-CH2), 28.70 (3C, -CHz3), 29.32 (2C, -CH2-CHz), 36.10 (1C, -CHz-
CO-NH-), 36.50 (1C, -CH2-CO-NH-), 37.41 (1C, -CHz-C=C-), 39.2 (6C, -NH-CH:-CH2), 41.73 (1C, -
CH:-CO), 43.00 (1C, NH-CH:-), 43.58 (1C, -CH:-CO), 56.52 (-C-CO), 58.71 (1C, CHz-C-CO) 61.70
(1C, -CH:-0-), 81.43 (1C, -C-0-CH2), 82.75 (1C, -C-0-CHz), 94.84 (1C, CO), 113.02 (1C, -C=C-F),
119.05 (1€, -C=C-), 124.41 (1C, -C-CHa), 125.94 (1C, -CH=CH-), 127.75 (1C, -CH=C), 128.63 (2C, -
CH=CH-), 131.34 (1C, -C=C-), 135.05 (2C, -C-F), 136.62 (1C, CO-C-CH-), 138.70 (1C, -C-S03),
144.15 (2C, -C-F), 146.72 (1C, -C-F), 160.51 (1C, -C=C), 162.52 (1C, -C0O), 167.80 (1C, -CO-NH),
170.74 (2C, -NH-CO), 171.72 (1C, -COOH), 172.56 (2C, -NH-CO), 173.98 (1C, -CO-NH). 1°F-NMR
(300 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 139.35, 150.12, 159.60; HRMS (ESI): m/z fiir CesHo2FsN11016S
[M+H]*, berechnet 1422.6466 gefunden 1422.6466.

GRGDS6Ahx6AhxF-Funktionalisierung, (NP11)
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Das vom Harz abgespaltene Peptid 15 (4.30 mg, 0.01 mmol, 1.0 eq.) wird unter
Argonatmosphére in 1 mL DMF gelost. AnschliefRend wird BTFFH (1.90 mg, 0.01 mmol, 1.2 eq.)
und DIPEA (1.3 mg, 0.01 mmol, 2.0 eq.) hinzugefiigt. Nachdem das Reaktionsgemisch 15 min
geriihrt wurde, wird es mit einer mit Schutzgas gefiillten Spritze aufgezogen. Anschliefiend wird
der Nanopartikel (17.5 mg, 0.01 mmol, 1.0 eq.) in 4 mL DMF gelost und mit DIPEA (1.3 mg,
0.01 mmol, 2.0 eq.) versetzt. Die Losung wird nun einige Minuten lang entgast bevor die mit dem
Peptid gefiillte Spritze dazu gegeben wird. Das Reaktionsgemisch wird 30 min lang geriihrt.
Anschliefdend wird das Losemittel unter vermindertem Druck destillativ entfernt. Der Riickstand
wird in wenig Chloroform aufgenommen und in kaltem Dietyhlether gefllt. Die Aufreinigung

erfolgt durch Dialyse in Wasser.
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Funktionalisierung mit quartairen Ammoniumverbindung

Funktionalisierung mit Dibrompropan, (NP12)

BrMN$N0

NP1 (0.002 mmol, 1.0 eq.) wird in 5 mL trockenem DMF gel6st und mit Dibrompropan
(0.002 mmol, 1.0 eq.) und Natriumacetat (0.002 mmol, 1.0 eq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch
wird 8 h refluxiert. AnschliefRend wird die Losung mit Na,COz basisch eingestellt. Der Feststoff
wird abfiltriert und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in

wenig Chloroform aufgenommen und in kaltem Dietyhlether gefallt.

Funktionalisierung mit 1-(Dimethylamino)dodecan, (NP13)

NN
/T\/\/\ NﬁNwO

NP12 (0.002 mmol, 1.0 eq) wird in 5 mL trockenem CH3CN gelést und mit
1-(Dimethyl(amino)dodecan (0.002 mmol, 1.0 eq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 48 h
geriihrt. Nach Entfernen des Losemittels unter vermindertem Druck wird der Rickstand in

wenig Chloroform aufgenommen und in kaltem Dietyhlether gefallt.

5.3.6.3 Funktionalisierung mit Goldnanopartikel

1,2-Dithiolan-3-pentansaure-Funktionalisierung, (NP14)

9

D
S

NP5 (70.0 mg, 0.02 mmol, 1.0 eq.) wird in 5 mL trockenem DCM gel6st. Anschliefdend versetzt
man die Losung mit 1,2-Dithiolan-3-pentansdure (8.30 mg, 0.04 mmol, 2.0 eq.) und
EDC-Hydrochlorid (8.00 mg, 0.04 mmol). Die Suspension wird unter Riihren auf -78 °C gekiihlt.
Anschliefend wird langsam TEA (5.00 mg, 0.05 mmol) zu getropft. Das Reaktionsgemisch wird
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20 h geriihrt und taut wihrend dieser Zeit langsam auf RT auf. Anschlieflend wird das
Losemittel unter vermindertem Druck destillativ entfernt. Der Riickstand wird in wenig
Chloroform aufgenommen und in kaltem Dietyhlether gefallt. Die Aufreinigung erfolgt durch

Dialyse liber 24 h in Wasser.

An das 1,2-Dithiolan-3-pentansdure-Nanopartikel NP14 erfolgte anschlief3end eine Kopplung
mit Gold-Nanopartikel. Diese wurden von Elena Zwar aus dem Arbeitskreis von Prof. Rehage zur

Verfiigung gestellt.

Goldnanopartikel-Kopplung, (NP15-17)

ye
I

Zu 980 puL einer Goldnanopartikel-Losung (0.00073 Ma%) wurden 20 pL Dithiolan-
Nanopartikel-Losung (NP14) zugegeben. Um die Kopplung zu steuern wurden unterschiedlich

konzentrierte Dithiolan-Nanopartikel-Losungen getestet (1-10-1- 1-10-3 Ma%).

5.3.7 Synthese des Bismaleimid-Linkers

N-(Methoxycarbonyl)maleimid, (19)

o
fe
Eine Losung aus Maleimid (2.00 g, 20.0 mmol, 1.0 eq.) und N-Methylmorpholin (1.85 g,
21.0 mmol, 1.1 eq.) in 60 mL Ethylacetat wird auf 0 °C gekiihlt und iiber 10 min mit
Methylchlorformiat (2.46 g, 20.0 mmol, 1.0 eq.) versetzt. Die Losung wird 1 h gertihrt und taut
dabei auf RT auf. Anschlieffend wird die Losung mit 100 mL Ethylacetat verdiinnt, mit

gesattigter NaHCO3-Losung und im Anschluss mit NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase

wird abgetrennt, iiber MgSO.s getrocknet und filtriert. Das LoOsungsmittel wird unter
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vermindertem Druck entfernt und das Produkt in einer Ausbeute von 81% (2.6 g) als Feststoff

erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 6.88 (br t, 2H, -CH=CH-CO), 3.97 (s, 3H, COOCHa).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 165.5 (-CH=CH-C=0), 147.9 (-N-COOCH3), 145.1 (-CH=CH-
C=0), 54.1 (-NCOOCH3). HRMS (ESI): m/z fiir C¢HsNO4 [M+H]*, berechnet 156.0298 gefunden
156.0231.

1,2-Bis(maleimido)ethan, (21)

Eine Mischung aus gesattigter NaHCO3-Losung und THF (1:1, 10 mL) wird mit Ethylendiamin
(010 g 1.66 mmol, 1.0 eq.) versetzt und auf 0 °C gekihlt. Anschliefend wird
N-(Methoxycarbonyl)maleimid (0.52 g, 3.33 mmol, 2.0 eq.) dazu getropft und das Reaktions-
gemisch 10 min gerthrt. Danach werden weitere 10 mL der Mischung aus gesattigter NaHCO3-
Losung und THF zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird weitere 3 h geriihrt und durch Zugabe
von NaHCO3/THEF iiber diese Zeit basisch gehalten. Anschlieféend wird mit Ethylacetat extrahiert
und die organischen Phasen mit NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO,4 getrocknet und filtriert.
Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt in einer Ausbeute

von 64% (0.23 g) als weifder Feststoff erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDClz): § (ppm) = 6.69 (br t, 4H, -CH=CH-CO), 3.74 (br t, 4H, -CH:-CHz).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 170.8 (CH-NC=0), 134.5 (-CH=CH), 36.81 (-CH=CH-N).
HRMS (ESI): m/z fiir C1oHgN204 [M+H]*, berechnet 221.0563 gefunden 221.0569.
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5.3.8 Nanopartikel-Kopplung iiber Diels-Alder-Reaktion

Fiir die Nanopartikel-Kopplung mussten zundchst Furan-funktionalisierte Nanopartikel
hergestellt werden. Die Synthese der Furan-funktionalisierten Nanopartikel erfolgte ausgehend
von den Polymeren P4 und PS5, die in unterschiedlichen Verhaltnissen miteinander co-vernetzt
wurden. Die synthetisierten Nanopartikel NP18-21 wurden anschlieffend mit

Furoylsaurechlorid weiter modifiziert.

Furan-Funktionalisierung, (NP22-25)

2 mL von NP18-21 (0.002 mmol, 1.0 eq.) werden bis zur Trockene einrotiert und zusatzlich im
Trockenschrank getrocknet. Anschliefend werden das trockene Nanopartikel und Triethylamin
(0.003 mmol, 1.5 eq.) in DCM gelost. Die Mischung wird auf 0 °C gekiihlt, bevor
Furoylsdurechlorid (0.002 mmol, 1.2 eq.) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch iiber Nacht
gerithrt wird. AnschliefRend wird das Losungsmittel unter Vakuum entfernt, der Riickstand in

Chloroform geldst und das Nanopartikel durch Ausfillen in kaltem Diethylether erhalten.

Maleimid-Funktionalisierung, (NP26)

(o]
| N—\_N
Eg \\//\\uwo

5 mL von NP5 (0.005 mmol, 1.0 eq.) werden bis zur Trockene einrotiert und zusatzlich im
Trockenschrank getrocknet. Anschliefend wird das trockene Nanopartikel in 6 mL DCM
aufgenommen und auf 0 °C gekihlt, bevor Maleinsdureanhydrid (0.49 mg, 0.01 mmol, 1.0 eq.)
hinzugegeben wird. Das Reaktionsgemisch wird 1 h bei 0 °C geriihrt. Anschliefend erfolgt die
Zugabe von Essigsdureanhydrid (1.0 mg, 0.01 mmol, 2.0 eq.) und einer katalytischen Menge

Natriumacetat. Das Gemisch wird 2 h bei 40 °C geriihrt. Danach wird das Losungsmittel unter
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Vakuum entfernt, der Riickstand in Chloroform gelést und NP25 durch Ausfillen in kaltem

Diethylether erhalten. Durch Dialysieren gegen MeOH, erhilt man das saubere Endprodukt.

Kopplung iiber Furan-Nanopartikel mit Maleimid-Nanopartikel

Qv P o N
T

Allgemeine Arbeitsvorschrift. Die Furan-funktionalisierten Nanopartikel NP22-25 werden in
15 mL EtOAc gelost, anschliefSend zu den Maleimid-funktionalisierten Nanopartikeln gegeben
und 24 h bei RT geriihrt. Danach wird das Losemittel unter verminderten Druck entfernt. Der

Riickstand wird in Chloroform aufgenommen und in kaltem Diethylether gefallt.

Kopplung iiber den 1,2-Bis(maleimido)ethan-Linker

N N O o
OwNi SN N%\N“""O

Allgemeine Arbeitsvorschrift. Die Furan-funktionalisierten Nanopartikel NP22-25 werden in
15 mL EtOAc geldst und mit 1,2-Bis(maleimido)ethan (0.5 eq.) versetzt. Das Reaktiosgemisch
wird 24 h bei RT geriihrt. Anschliefend wird das Losemittel unter verminderten Druck entfernt.

Der Riickstand wird in Chloroform aufgenommen und in kaltem Diethylether gefallt.



156 Experimenteller Teil

5.4 Wirkstoffuntersuchungen

5.4.1 Wirkstoffeinlagerung

Polymer P5 (8.0 mg, 0.003 mmol) wird in 5 mL Chloroform gelost. Anschlief3end erfolgte die
Zugabe variabler Mengen an Indomethacin (2.0 mg, 4.0 mg, 8.0 mg). Nach 10 Minuten schiitteln
bei Raumtemperatur wird die organische Losung unter Ultraschall-Behandlung zu
15 mL Milli-Q Wasser getropft. Das organische Losemittel wird abgedampft und die Losung am
Rotationsverdampfer auf 5 mL aufkonzentriert. Um das iiberschiissige Indomethacin sowie
Polymeraggregate zu entfernen, wird die Losung mit einem PTFE-Filter (0.45 pm Porengrofe)

filtriert.

Fir die Bestimmung der Wirkstoffbeladung wird die Mizell-Losung anschliefdend

gefriergetrocknet.

Die Beladung der vernetzten Polymernanopartikel NP1 erfolgt analog, ausgehend von 8 mg

Nanopartikel.

5.4.2 Wirkstofffreisetzung

Die gefriergetrockneten Partikel werden in 15 mL PBS-Puffer (pH 7.4, 0.05 M) aufgenommen
und in einen Dialyseschlauch gefiillt. Anschliefdend erfolgt die Freisetzung durch Dialyse gegen
PBS-Puffer, mit konstanter Riihrgeschwindigkeit von 200 rpm und Temperaturen von
37 £+ 0.5 °C. Um den freigesetzten Wirkstoff iiber die Zeit zu ermitteln, werden stiindlich 2 mL
Losung entnommen und mit Hilfe der UV /vis-Spektroskopie analysiert. Die entnommene Menge

wird gegen 2 mL frischen PBS-Puffer ersetzt.
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7. Anhang

7.1 AbKkiirzungs- und Symbolverzeichnis

AbKkiirzungen

abs. absolut

Abb. Abbildung

AcOH Essigsaure

ACN Acetonitril

AFM Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy)
Au-NP Goldnanopartikel

Boc tert. Butoxycarbonyl

br breites Singulett (NMR-Spektroskopie)
BTFFH N,N,N‘N*-Bis(tetramethylen)fluoroformamidiniumhexafluorophosphat
CDCls deuteriertes Chloroform

CHCl3 Chloroform

cmc kritische Mizellbildungskonzentration
CHCI3 Chloroform

Ccox Cyclooxogenase

CROP kationische ringoffnende Polymerisation
DAVLBH Desacetylvinblastinhydrazid

DC Diinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

dd Dublett von Dublett

DIPEA Diisopropylethylamin

DLE Beladungseffizienz des Wirkstoffs

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMF N,N-Dimethylformiat



170

Anhang

DNS
DOTA
DOX
DSC
EDC
El
engl.
EPR
eq.
ESI

Et
etal.
Et,0
EtOAc
EtOH
exp.
EZM
Fa.
FITC
GPC
IMC
IUPAC
MetOx
Nu
HepOx
HPLC
HRMAS
Hz

IR
konz.
LCST
mg
MIC
min
mL

mM

Desoxyribonukleinsdure
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure
Doxorubicin

engl. differntial scanning calorimetry
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Elektronenstof3-lonisation

englisch

engl. enhanced permeability and retention
Stoffmengendquivalente (engl. equivalents)
Electrospray ionisation

Ethyl-

und andere (lat. et alii)

Diethylether

Ethylacetat

Ethanol

experimentell bestimmt

extrazellulare Matrix

Firma

Fluoresceinisothiocyanat
Gelpermeationschromatographie
Indomethacin

International Union of Pure and Applied Chemistry
2-Methyl-2-oxazolin

beliebiges Nukleophil

2-Heptyl-2-oxazolin

engl. high pressure liquid chromatography
engl. high resolution mass spectrum

Hertz

Infrarotspektroskopie

konzentriert

engl. lower critical solution temperature
Miligramm

engl. minimum inhibitory concentration
Minuten

Milliliter

millimolar
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MMA Methylmethacrylat

mRNS (engl. m=messenger) Ribonukleinsdure
MWCO engl. molecular weight cut off

nm Nanometer

NMR nuclear magnetic resonance

NonOx 2-Nonyl-2-oxazolin

NP Nanopartikel

NSCLC nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (non-small cell lung cancer)
PBS engl. phosphate buffered saline

PEG Poly(ethylenglykol)

PDI Polydispersitdtsindex (GPC)

PLA Poly(lactid)

PLGA Poly(milchsaure-co-glycolsaure)

PI Polydispersitatsindex (DLS)

Pip. Piperidin

PNS Peptid-Nukleinsaure

ppm engl. parts per million

PS Poly(styrol)

PTFE Poly(tetrafluorethylen)

PVA Poly(vinylalkohol)

quant. quantitativ

R beliebiger Rest

RT Raumtemperatur

stat. statistisch

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
Tf Trifluormethansulfonat (Triflat)

TEA Triethylamin

TFA Trifluoressigsaure

theor. theoretisch

Tos Toluolsulfonsaureester (Tosylat)

uv Ultraviolett

VEGF engl. vascular endothelial growth factor
vis sichtbar (engl. visible)

z. B. zum Beispiel
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Symbole
A Absorption
C Konzentration
cm Zentimeter
°C Grad Celsius
D Diffusionskoeffizient
d Schichtdicke
g Gramm
h Stunde
I Intensitat
] Kopplungskonstante
k; Geschwindigkeitskonstante der Initiation
k, Geschwindigkeitskonstante der Propagation
k; Geschwindigkeitskonstante der Terminierung
L Liter
m milli, 10-3
M molar
Mn zahlengemittelte Molmasse
Mw gewichtgemittelte Molmasse
Ty Hydrodynamischer Radius
S Singulett
t Zeit
Ty Glasiibergangstemperatur
Tm Schmelztemperatur
chemische Verschiebung
A Wellenldange
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Extinktion

Extinktion

Extinktion

7.5 UV/vis-Spektren

UV /vis-Spektren der aromatischen Verbindungen K1-K3 und die sich daraus ergebenden
Kalibriergeraden. Das UV/vis-Spektrum der Verbindung K4 wurde bereits in der Arbeit

dargestellt (siehe Seite 58). Alle UV /vis-Spektren wurden in Acetonitril aufgenommen.
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7.6 NMR-Spektren
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2-Heptyl-2-oxazolin (6)
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2-Nonyl-2-oxazolin (7)
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5-Hexynylchlorid (10)
Cl
///\/\g/
CHLOROFORM-d
l + l‘ Al -
—
2.002.02 0.96 2.02
WU U
12 1 10 9 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2
Chemical Shift (ppm)
~
~
(92}
9
[Io}
T ~
©
[sg]
N
N~
o
D
©
o
[ =)
oK
N~
N~
)
3 &
[ s
= I
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20

Chemical Shift (ppm)



184 Anhang

Hex-5-insdaure-(2-chloroethyl)-amid (12)
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2-(Pent-4-ynyl)-2-oxazolin (13)
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Poly(MetOx)17-block-(PentOx)4-Piperidin (P1)
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Poly(MetO0x)22-block-(NonOx)e-Piperidin (P3)
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Poly({(HepOx)4-stat-(PentOx)4}-block-(Met0x)22)-Piperazin (P5)
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Poly[(HepOx)e-block-(Met0x)24]-Piperazin (P7)
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Poly[(HepOx)e-block-(Met0Ox)24]-Piperazin-Naphthalin (P9)
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Poly[(HepOx)e-block-(Met0Ox)24]-Piperazin-Anthracen (P11)
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Poly[{(HepOx)4-stat-(Pentyn)4}-block-(Met0x)2z]-Piperazin-Phthalimid (P15)

Ye)
~
[32]
CHLOROFORM-d
N~
«©
o
(9]
«Q
I 3 T
T 78
. ORI o l
AL S A ‘
2.011.99 118.39 3.00 8.65 11.47
U u = U 3] 5]
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2

Chemical Shift (ppm)



Anhang 193

1,2-Bis(maleimido)ethan-Linker
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