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Kurzfassung

Im Kontext der Entwicklung einer patientenspezifischen Therapie durch begleitende
Echtzeit-Diagnostik wird hiiufig der Einsatz von multifunktionalen Nanopartikeln
beschrieben. Allein durch ihre GrioBe besitzen sie eine erhdhte Blutzirkulationszeit und
sind in der Lage verschiedene Barrieren im Korper zu iiberwinden. Dabei sind gerade
Nanopartikel im GriBbenbereich von 20 — 100 nm von groBem Interesse, da sie sich
passiv im Tumorgewebe iiber den EPR-Effekt (engl. emhanced permeability and
retention = erhihte Permeabilitédt und Retention*) anreichern kénnen. Weiter kann ein
gezicltes Binden an bestimmte Tumor-Typen durch geeignete Molekiile erreicht
werden.,  Zusitzlich konnen  bildgebende Molekiile genutzt  werden, um  eine
Echtzeitanalyse eines Wirkstoffes zu ermdglichen.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine reproduzierbare Nanopartikelsynthese
auf Basis der Mikroemulsionspolymerisation entwickelt. Als  Amphiphile und
Makromonomere wurden funktionalisierte  Poly(2-oxazolinje verwendet, welche
nachweislich eine hohe Biovertriiglichkeit aufweisen. Das System der Poly(2-oxazolin)e
ermiiglicht durch die Auswahl an geeigneten Initiatoren, Terminierungsreagenzien und
Monomeren unterschiedliche funktionelle Gruppen in das Polvmersystem emnzufiihren.
So konnten im Rahmen dieser Arbeit polymere Nanopartikel mit einer Groflie zwischen
20— 75 nm kontrolliert dargestellt werden, womit sie im idealen Bereich fiir die passive
Zellaufnahme iiber den EPR-Effekt liegen. Uber nanopartikelanaloge Reaktionen
konnten diese auf der Oberfliche mit bioaktiven Molekiilen, wie Folsiure, einem Peptid
oder einem Fluoreszenzfarbstoff, erfolgreich modifiziert werden. Dies macht sie weiler
interessant fiir das aktive Adressieren von Tumor-Zellen und der Visvalisierung mittels
Fluoreszenz, Zodem wurden Makromolekiile auf Poly(2-oxazolin)-Basis fiir den
potentiellen Einsatz als Kontrastmittel in der Magnetresonanz-Tomographie (MRT) und
als  Radiopharmaka-Vorliufer in  der Positron-Emissions-Tomographie  (PET)
erfolgreich synthetisiert. Die makromolekuolaren Kontrastmittel zeigten eine hohe
Wirksamkeit in der Kontrastverbesserung. Ferner wurden die makromolekularen
Radiopharmaka mit hohen radiochemischen Ausbeuten radioaktiv markiert und mit
guten Ergebnissen in vivo untersucht.
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Abstract

In the context of developing a patient-customized therapy with real-time diagnosis,
multifunctional nanoparticles have received great interest. They provide advantages for
several biomedical applications due to their size and versatility in which their structures
can be functionalized. Particularly, nanoparticle in the range of 20 - 100 nm shows the
tendency to accumulate in tumor issues owing to the EPR effect (enhanced permeability
and retention). Furthermore, the modification with moieties for active targeting of
biological receptors and the incorporation of imaging molecules show great promise in
the treatment, prevention and diagnosis of discases.

Therefore a novel synthesis of biocompatible, polymeric nanoparticles based on
microemulsion  polymerization was developed. Amphiphilic, functionalized
poly(2-oxazoline)s were used as surfactants as well as macromonomers. This
polymersystem was favored, because of its biocompatibility and the high modulation of
chemical functionalities by the initiator, the termination agent and the monomer.
According to the passive targeting of tumor cells via the EPR effect, stable
nanoparticles based on poly(2-oxazoline)s in the range of 20 - 75 nm were synthesized
under controlled reaction conditions in the novel microemulsion approach. As proof of
concept for designing nanoparticles for the active targeting, the surface of these
nanoparticles was modified with bioactive compounds (folic acid, peptide, fluorescein).
Furthermore, contrast agents for the potential application in the magnetic resonance
tomography (MRT) and radiotracer precursors for the positron emission tomography
(PET) were prepared by a bottum-up approach using poly(2-oxazoline)s. The
macromolecular agents showed high efficacy to improve the contrast. Moreover, the
radiotracer precursors, which were immobilized on macro structures, were applied in
radioactive isotopic exchange reaction with high radiochemical vields. First in vive
experiments showed good results.
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MOTIVATION

1. Motivation

Die Erkennung, Behandlung und Heilung von Krebs, (neuro)degenerativen und
Stoffwechselerkrankungen liegen im Fokus von verschiedensten Forschungsfeldern und
gelten nicht nur fiir die Chemie, sondern fiir alle Naturwissenschaftsbereiche, als grof3e
Herausforderungen.

Die Visualisierung von Krankheitsherden und deren selektive Unterscheidung vom
gesunden Gewebe durch geeignete Diagnostika sind heutzutage nur zwei der
Forschungsfelder mit denen sich die Naturwissenschaftler eingehend beschiftigen.
Zudem sind die Aufklirung von Wirkmechanismen und die Optimierung der
bestehenden Methoden weitere Hauptaufgaben der heutigen Wissenschaft. Ein grof3es
Ziel fiir die Zukunft ist die patientenspezifische Therapie durch begleitende Echtzeit-
Diagnostik, welche die heutigen diagnostischen und therapeutischen Standards

. . . 1
revolutionieren wiirde.!"

In der vorliegenden Arbeit wird die Synthese und Untersuchung von
(multi)funktionalen Nanopartikeln basierend auf Poly(2-oxazolin)en fiir den
biomedizinischen Bereich beschrieben und erldutert.

Nach Implementierung einer reproduzierbaren Nanopartikelsynthese auf Basis eines
biokompatiblen Polymersystems und deren Funktionalisierung mit biorelevanten
Molekiilen, lag der weitere Fokus auf der Darstellung von Nanopartikeln fiir die
Diagnostik. Dabei sollte die Immobilisierung eines Kontrastmittels fiir die
Magnetresonanztomographie (MRT) bzw. eines Radiopharmaka-Vorldufers fiir die

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) auf makromolekulare Strukturen erfolgen.

Zunichst werden in der Einleitung die Besonderheiten der unterschiedlichen
Nanopartikel-Typen und deren physikalischen Eigenschaften beschrieben. Zudem
werden die Anforderungen dieser Systeme fiir den Einsatz in der Biomedizin erldutert.

Des Weiteren werden die Grundlagen des gewihlten Polymersystems beschrieben.




EINLEITUNG

2. Einleitung: Nanopartikel

Nanopartikel konnen als Objekte in einem Groflenbereich von 1—100 nm definiert
werden.”” Aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften im Vergleich zu Atomen,
Molekiilen und Feststoffen ist das Interesse an ihnen in den letzten Jahren enorm
gestiegen. Angesichts ihres groBen Oberflichen-zu-Volumen-Verhiltnisses resultieren
einzigartige physikalische Eigenschaften, wie verdndertes optisches Verhalten und
spezifisches Leitvermogen. Diese Eigenschaften macht sie unter anderem interessant fiir
den Elektroniksektor.”) In diesem Bereich finden vor allem anorganische Nanopartikel
auf Basis von Gold[4], Palladium[ﬂ, Silicium!® und Eisenoxid!” Verwendung. Ein
ebenso interessantes Gebiet stellt der Einsatz von Nanopartikeln in der Biomedizin dar.
Der gezielte Transport von Wirkstoffen und Diagostika kann durch nanopartikulidre
Tragersysteme ermoglicht werden. Auch hier finden anorganische Partikel
Verwendung, wobei im Weiteren lediglich auf organische Nanopartikel eingegangen
wird. In Abbildung 1 sind die typischen Vertreter der organischen Nanopartikel-

Systeme dargestellt. Neben Dendrimeren'® und Mizellen', gehéren auch Liposome!™”

[11]

bzw. Polymersome' ' zu moglichen Trigersystemen fiir den Wirkstofftransport und

finden auch Anwendung in der Diagnostik.

a) Dendrimer b) Liposom/Polymersom c) Mizelle

Abbildung 1: Schematische Abbildungen der Strukturen von organischen Nanopartikeln, a) Dendrimer
mit dem Kern (rot), 1. Generation (blau), 2. Generation (violett), 3. Generation (schwarz);
b) Liposom/Polymersom mit hydrophiler Kopfgruppe (blau) und hydrophoben Schwanz (schwarz);
¢) Mizelle mit hydrophiler Kopfgruppe (blau) und hydrophoben Schwanz (schwarz).

Dendrimere sind mit einer Groe von 1-10 nm die kleinsten Vertreter der polymeren
Nanopartikel. Uber einen multifunktionalen Kern (rot) wird durch eine repetitive
Synthese ein hochverzweigtes Makromolekiil mit definierter GroBe und Anzahl

funktioneller ~ Gruppen / Generation aufgebaut.“z]

Liposome  bestehen aus
Phospholipiden, welche Doppelmembranen aufbauen und somit Wasser einschlieBen
konnen. Diese geschlossenen Vesikel konnen durch Ausbildung von mehreren

Schichten Gréen von einigen Nanometern bis hin zu wenigen Mikrometern aufweisen.
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EINLEITUNG

Im Gegensatz dazu bestehen die Doppelschichten der Polymersome aus Di-/Triblock-
copolymeren. Dies ermoglicht im Vergleich zu Liposomen den Einbau von
funktionellen Gruppen.!®! Mizellen hingegen sind sphirische Anordnungen amphiphiler
Blockcopolymere, welche sich oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration
(CMC) bilden.""¥

Polymere Nanopartikel er6ffnen durch ihre hohe Flexibilitit die einfache Modifikation
auf molekularer Ebene. Durch Veridnderung der entsprechenden Monomer- bzw.
Polymereinheit konnen nicht nur aktive, funktionelle Gruppen in ein Nanosystem
eingefithrt werden, sondern auch verschiedene Architekturen aufgebaut und
unterschiedliche iibergeordnete Strukturen ermoglicht werden. In den letzten Jahren
riickte die Darstellung und Entwicklung von multifunktionalen Nanomaterialien mit
definierter chemischer Zusammensetzung fiir den Einsatz in der Biomedizin nicht nur in
den Fokus der akademischen Forschung, sondern auch der industriellen Anwendung. In
Tabelle 1 sind einige Beispiele kommerzieller Anwendungen von organischen
Nanopartikeln im Bereich der Medizin aufgelistet. Dabei werden Liposome von einigen
Firmen als Wirkstofftransport-Systeme zur Solubilisierung von hydrophoben
Arzneimitteln in der Behandlung von Krebs und Pilzinfektionen, aber auch als
Tragersystem fiir Impfstoffe gegen Influenza und Hepatitis A, eingesetzt. Die Firma
Starpharma''®! fokussiert sich hingegen bei der Behandlung von Krebs auf den Einsatz

von Dendrimeren als Trigersysteme flir den gezielten Wirkstofftransport.

Tabelle 1: Beispiele von kommerziellen Anwendungen von Nanopartikeln.®!

Nanopartikel- Anwendung Indikation Firma
Komponente
Liposome Wirkstofftransport  Krebs Liplasoma Pharma (Lyngby,
Danemark)
Schering-Plough Corp.
(Kenilworth, NJ, USA)
Wirkstofftransport  Impfstoff fiir Influenza, Berna Biotech AG (Basel,
Hepatitis A Schweiz)
Wirkstofftransport  Pilzinfektion Enzon (Bridgewater, NJ, USA)
Dendrimere Therapeutikum HIV, Krebs, Starpharma (Melbourne,
Entziindungen Australien)

Vor allem die Moglichkeit polymere Nanomaterialien kontrolliert aufzubauen und zu
funktionalisieren, ermoglicht neue Ansitze in der Therapie und Diagnostik. Aus diesem
Grund werden zunichst einige Strategien zur Nanopartikeldarstellung beschrieben. Im
darauffolgenden Abschnitt werden dann die Anforderungen fiir Nanomaterialien fiir den

Einsatz in der Biomedizin erldutert.
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2.1 Methoden zur Nanopartikel-Synthese

In der Vergangenheit hat das Themengebiet der Nanopartikel und deren Darstellung das
Interesse vieler Forschungsgruppen geweckt. Uber die letzten Jahrzehnte wurden
verschiedene Darstellungsmethoden hin zu organischen Nanopartikeln entwickelt. Es
werden im Allgemeinen zwei Strategien unterschieden: Dipersionen bestehend aus
vorgeformten Polymeren (1) und die direkte Polymerisation von Monomeren (2). Bei
beiden konnen unterschiedliche Prozesse und Methoden zur Einstellung von Grofe,
Form und chemischen Eigenschaften heran gezogen werden. Zu den klassischen
Methoden der Nanopartikeldarstellung iiber vorgeformte Polymere gehdren unter
Anderem das Aussalzen, die Nanoausfillung und das Dialyseverfahren. Weiter wird in
diesem Kapitel auch die Kern-/Schalevernetzung von amphiphilen Polymeren
betrachtet. Die Emulsionsverfahren (Mini-, Mikro-, Makro-Emulsion) sowie die
Grenzfldchenpolymerisation gehoren zu der Darstellungsmethode iiber die direkte
Polymerisation von Monomeren.!"”! Die Wahl der Darstellungsmethode bezieht sich auf
das verwendete Polymersystem und die gewiinschte GroBe, sowie die spitere
Anwendung. Im Folgenden wird auf einige der oben genannten Darstellungsverfahren

eingegangen.

2.1.1 Dispersionen aus vorgeformten Polymeren

In diesem Kapitel werden die Darstellungsmethoden {iiber vorgeformte Polymere
beschrieben und erldutert. Dazu zdhlen unter Anderem der Aussalzungsprozess, die

Nanoausfillung und die Kern-/Schalevernetzung.

Aussalzen

Anfang der 1990er Jahre verdffentlichte Bindschaedler et al. eine Nanopartikelsynthese
iiber einen modifizierten Emulsionsansatz, welcher als Schliisselprinzip einen
Aussalzungsprozess beinhaltet.!"*! Ein groBer Vorteil dieser Methode ist, dass auf grof3e
Mengen organisches Losungsmittel und auf die Zugabe von oberflichenaktiven
Substanzen verzichtet werden kann. In einem typischen Darstellungsprozess wird das
vorgeformte Polymer in einem Gemisch aus Wasser und einem sich in Wasser
16slichem Losungsmittel (meist Aceton) dispergiert. Durch anschlieBende Zugabe von
einer hochkonzentrierten wassrigen Salz-Losung, meist bestehend aus Magnesium- oder
Calciumchlorid, wird die Loslichkeit des organischen Losungsmittels in der wissrigen
Phase herabgesetzt. Dadurch ist das organische Losungsmittel nicht mehr in Wasser
16slich ist und eine Dispersion entsteht. Das Polymer ist im Organischen besser 16slich,

wodurch es in die organischen Tropfchen gedringt wird. Durch Verdiinnen der
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Mischung mit einem Uberschuss an Wasser kommt es zur Ausfillung des Polymers.
Durch die rapide Konzentrationsinderung wird das organische Losungsmittel wieder in
Wasser 16slich. Die Wanderung des organischen Losungsmittels in die wéssrige Phase
bewirkt den Ausfillungsprozess des Polymers als Nanopartikel. Neben Aceton, werden
auch Ethanol oder Tetrahydrofuran (THF) als organische Losungsmittel genutzt.!"”! Die
verwendeten Polymere basieren meist auf Polylactiden oder Polyacrylaten. Durch diese
Methode konnen Partikel im GroBenbereich 100 — 250 nm hergestellt werden. "’

Poly(2-oxazolin)-basierte Nanopartikel, dargestellt iiber das Aussalz-Verfahren, sind
nicht in der Literatur bekannt. Giiner et al. verwendeten den Aussalzungsprozess
lediglich zur Darstellung von Poly(2-ethyl-2-oxazolin)-Faser. Die Loslichkeit des
hydrophilen Homopolymers wurde jeweils durch die Zugabe von Natriumacetat- und
Natriumthiocyanat-Losungen in Wasser so herabgesetzt, dass sich Fasern mit einem

Durchschnittsdurchmesser von 2.7 # 0.5 um ausbildeten.*"!

Nanoausfiallung

Das Prinzip der Nanoausfillung basiert auf der Grenzflichendeposition eines Polymers
nach Verdriangung eines semipolaren Losungsmittels, welches in einem unpolaren

t.22l Bei der Fillung kommt es durch intensives Vermischen aus

Losungsmittel vorlieg
drei Komponenten zu einer Ubersittigung im Reaktionsraum. Dieser besteht aus dem
Polymer, einem selektivem Losungsmittel, in welchem das Polymer 16slich ist, und
einem nicht-selektivem. Zur Induzierung dieses Stoff-iibergangs von einer Phase in die
andere muss eine thermodynamische Triebkraft aufgeprigt werden, hier die iibersittigte
Losung an Polymer. Nach Erreichen der Ubersittigung werden mit Hilfe homogener
und heterogener Keimbildung nanokristalline Partikel erzeugt. Nach Bildung der
Primérpartikel beginnt ein  diffusionskontrolliertes  Partikelwachstum.  Eine
Nanoausfillung wird somit durch drei Mikroprozesse bestimmt: Keimbildung (1),
Partikelwachstum (2) und Reifung der gebildeten Nanopartikel (3). Meist werden als
organische LoOsungsmittel, die in Wasser 10slich sind, wie Aceton oder Ethanol
gew.":ihlt.[zs] Zudem sollten diese leicht verdampfen, um die Ubersiittigung zu erzeugen.
Bei dem nicht-selektive Losungsmittel handelt es sich meist um ein Gemisch aus
Wasser mit einem Tensid. In Nanoausfillungen kommen unterschiedliche Polymere
zum Einsatz, vor allem biodegradierbare Polymersysteme, wie Polyester.[24] Durch
diesen Prozess konnen Nanopartikel mit einer engen Verteilung in einem

GroBenbereich von 60 — 600 nm dargestellt werden.>”!

Kempe et al. synthetisierten 200 — 800 nm grofle Poly(2-oxazolin)-Partikel tiber die
Nanoausfillung. Dabei verwendeten sie Copolymere bestehend aus dem hydrophilen
2-Ethyl-2-oxazolin (EOx) und dem hydophoben 2-Decyl-10-en-2-oxazolin (DOx),

welche endstindig mit einem Fluoreszenzfarbstoff funktionalisiert wurden. Als
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organisches Lisungmittel wurde N,N-Dimethylacetamid gewiihlt, welches im nicht-
selektiven Wasser laslich ist. Weiter konnte die Biokompatibilitit der dargestellien

Partikel in Zell-Experimenten gezeigt werden.™

Kern- und Schalevernetzungen von amphiphilen Polvmeren

Eine weitere Miglichkeit der Darstellung von stabilen Nanopartikeln sind die Kern-
oder Schale-Vernetzung von amphiphilen Blockcopolymeren. In Abbildung 2 sind die
beiden Arten der Vernetzungen schematisch dargestellt. Mizellare Strukturen kinnen
iiber kovalente Bindungen im hydrophoben (Kern, rot) oder hydrophilen Bereich
(Schale, blau) mittels funktioneller Gruppen bzw. geeigneten Vernetzer-Molekiile
stabilisiert werden.

AN

1

Kernvernetiung = Schalenvernetiung

A
7

=,

Fa

Abbildung 2: Schematische Duarstellung  der Kem- bew.  Schalevernetzung  von  amphiphilen
Blockcopolymere.

In der Literatur finden sich viele Beispiele, in welchen amphihile Blockcopolymere
tiber unterschiedliche Gruppen vernetzt und so fiir die Anwendungen in der Biomedizin
stabilisiert wurden. Neben Ausbildung von Disulfiden'*”!, Reaktionen von polymeren

Amingruppen mit Isncynutvernetzernlml oder aktivierten Cu_rb-c}xylatenm'mj. wurden
auch  Stabilisierungen mittels der Klick-Chemie'”!!  und photo-induzierten

A "
Vernetzu ngen”‘] beschrieben,

Im Folgenden soll speziell auf die Vernetzung von amphiphilen Poly(2-oxazolinjen
eingegangen werden.""! In 2006 beschrichen Huang et al. die UV-induzierte
Kernvernetzung eines Diblockpolymer mit Doppelbindungen in der Seitenkette. Es
wurde gezeigt, dass die Morphologie der dargestellten Partikel in Wasser und Aceton
reversibel von sphiirisch in stabformig umgewandelt werden kann."" Zschoche et al.
pfropfte an amphiphile Poly(NiPAAm)-Strukturen Poly(2-ethyloxazolin)! und Poly(2-
carboxyethyl-2-oxazolin)e™ auf. Die Kernvernetzung wurde durch Elektronen-
bestrahlung durchgefiihrt. Die Partikel zeigten thermo-responsives Verhalten, welches
untersucht wurde. Schlaad und ren Brummelhuis entwickelten eine weitere Variante der
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Kernvernetzung. Sie stellten ein amphiphiles Poly(2-oxazolin) her, in dessen
hydrophoben Teil Alkin-Funktionalititen eingebaut wurden. In Wasser bildeten diese
amphiphilen Poly(2-oxazoline) Mizellen, die durch Zugabe unterschiedlicher Thiol-
Derivate mittels UV-Strahlung im Kern vernetzt werden konnten. Durch die UV-
Bestrahlung wird ein Thiolradikal generiert, welches mit einer Alkin-Gruppe
radikalisch unter Ausbildung eines Vinylradikals reagiert. Diese reaktive Zwischenstufe
greift schnell weitere Dreifachbindungen an und fithrt so zu einer Vernetzung des
Mizellkerns. Der Abbruch der Reaktion mit Wasserstofiradikalen verlduft nur sehr
langsam. Ein méglicher Mechanismus ist in Schema 8 dargestellt., Schlaad und ren
Brummelhuis untersuchten durch den Einsatz verschieden derivatisierter Thiole das
Einbringen unterschiedlicher Funktionalititen in den Mizellkern. Es gelang ihnen unter
anderem Carboxylat- und Amingruppen einzufiihren und deren Einfluss auf Anderung

der Temperatur, des pH-Wertes und der lonenstirke zu untersuchen.'’’!

Rz u- Ry
R~§- + =—R, G i " —/ " (Funktionalisierung ),
L R-r'ﬁ‘ langsam R,-HSH

=—R,ln=hnun

H l
Rz
ergm

Schema 1: Miglicher Mechanismus der Thiol-Funktionalisierung und Vemetzung von amphiphilen
Poly(2-oxazolinjen.

Uber den gleichen Vernetzungsmechanismus beschrieben Engelhardt et al. die
Synthese von polymeren Nanopartikeln im Griébienbereich von 15 nm. Dabei lag neben
der Optimierung der einzusetzenden Thiolmenge auch die anschliebende
Oberfliichenfunktionalisierung im Fokus. Uber den statistischen Einbau des 2-Pentinyl-
2-oxazolins mit dem 2-Heptyl-2-oxazolin im hydrophoben Teil des Polymers, wurden
vernetzbare, amphiphile Blockcopolymere aufgebaut. Uber das Terminationsreagenz
konnte eine primiire Amingruppe generiert werden, die nach der Kernvernetzung iiber
nukleophile Substitutionen mit verschiedenen UV-aktiven Molekiilen umgesetzt

15
wurde."™
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2.1.2 Polymerisationen von Monomeren

In diesem Kapiel wird auf die Nanopartikeldarstellung iiber die direkte Polymerisation
von Monomeren eingegangen. Hierbei wird zundchst kurz auf die
Grenzflachenpolymerisation eingegangen, anschliefend werden die

Emulsionspolymerisationen eingehend betrachtet.

Grenzflichenpolymerisation

Bei der Grenzflichenpolymerisation handelt es sich um eine fest etablierte
Nanopartikelherstellung. Dabei wird eine Stufenpolymerisation von zwei reaktiven
Monomeren ausgelost, welche in zwei nicht miteinander mischbaren Phasen gelost

[39

sind.””! Die eigentliche Polymerisation findet somit nur an der Grenzfliche der beiden

Phasen statt. Dabei kann durch Wahl der Polymerisationsart die Gestalt und Form der

1“1 Hohle Nanopartikel kénnen iiber Polyadditionen

Nanopartikel eingestellt werden.
oder auch Polykondensationen dargestellt werden.*"! Nanokapseln, welche einen
Olhaltigen Kern besitzen, werden iiber eine Grenzflichenpolymerisation in einem

121 Dabei kann die Bildung von Nanokapseln durch Zugabe

Wasser/Ol-System erhalten.
von Acteon oder Acetonitril zur wissrigen Phase unterstiitzt werden. Die erhaltenen
Nanosysteme besitzen eine GroBe von 20—350nm.*' Es sind keine
Grenzflachenpolymerisationen mit dem hier verwendeten Poly(2-oxazolin)-System

bekannt.

Emulsionspolymerisation

Im Allgemeinen versteht man unter einer Emulsion ein feinverteiltes Gemisch aus zwei
nicht mischbaren Fliissigkeiten. Dabei unterscheidet man zwischen Makro-, Mini- und
Mikroemulsionen. Eine Fliissigkeit bildet in der anderen kleine Tropfchen aus. Die
Tropfchen-bildende Phase nennt man disperse Phase und die Phase in der die Tropfchen

schwimmen wird kontinuierliche Phase genannt (Abbildung 3)

a) Makroemulsion

Ein typisches Beispiel einer Makroemulsion (> 1 um) sind Ol-Tropfchen in Wasser.
Generell sind Emulsionen thermodynamisch instabil, da die disperse Phase bestrebt ist
zusammen zu flieBen. Diesen Vorgang nennt man Koaleszenz. Eine weitere
Destabilisierung kann das System iiber die Ostwald-Reifung erfahren. Hier wird der
Konzentrationsunterschied verschieden groBer Tropfen ausgeglichen, indem ein

Materiestrom von den kleinen zu den groB3en Tropfchen flief3t.
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Dizsperse Phase
(2.8. &)
Kontinuierliche Phase
{z.B. Wasser)

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Emulsion mit der kontinserlichen Phase (blau) und der
dispersen Phase (rot).

b) Miniemulsion

Bildet die disperse Phase TrépfchengréBen von 50 nm bis hin | pm handelt es sich um
eine Miniemulsion.™**! Gegen die Ostwald-Reifung werden diese durch die Zugabe von
einer hydrophoben Substanz (2.B. langkettige Alkane) stabilisiert, welche nicht in der
kontinuierlichen Phase l6slich ist. Weiter wird eine geringe Menge an Tensiden
hinzugegeben. Diese soll die Diffusion der Tropfchen einschrinken, was dazu fiihrt.
dass Miniemulsionen fiir einige Tage stabil sind.

Landfester et al, beschiftigen sich seit Jahren eingehend mit der Darstellung von

B39 und  Nanokapseln™ iiber die Miniemulsions-

polymeren  Nanopartikeln
polymerisation. Dabei werden meist wasserunlésliche Monomertripfchen radikalisch in
Wasser polymerisiert. Durch Zugabe von niedermolekularen Tensiden, wie zum
Beispiel Natriumlaurylsulfat (engl. soditum dodecyl sulfat, SDS), und einem
langkettigen Kohlenwasserstoff wird das System stabilisiert. Unter anderem untersuchte
die Gruppe Einfliisse der Homogenisierung mittels Ultraschall-Behandlung, sowie das

4T Es  wurde beobachtet, dass mit  ausreichender

Tensid-zu-Monomer-Verhiiltnis.
Sonifizierung eine bessere Dispersitit des Systems erreicht werden konnte. Zudem
konnte gezeigt werden. dass mit steigendem Tensid-Anteil kleinere Partikel erhalten
werden. Auch der Einsatz von modifizierten Makroinitiatoren und —monomeren fiir den
Aufbau von multifunktionalen Nanokapseln iiber die Miniemulsionspolymerisation fiir

. v u 4
biomedizinische Anwendungen wurde untersucht."**!

Matvjaszewski er al. beschiiftigten sich ebenfalls mit der Darstellung funktionaler
Nanokapseln {iber die Miniemulsionspolymerisation. Amphiphile Blockcopolymere
wurden mit einer Azid-Endgruppe funktionalisiert und in eine Miniemulsion
eingebracht. Diese dienten als Tenside fiir die Stabilisierung des Systems und zeitgleich
als Makroinitiator fiir die ATRP (engl.: Atomic Transfer Radical Polvmerization) durch
eine Halogenid-Endgruppe. Uber das Azid konnten anschlieBend weitere
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nanopartikelanaloge Reaktionen auf der Oberfliche der 140 — 195 nm groB3en

Nanopartikel durchgefiihrt werden."*”’

Amato et al. zeigten eine weitere Methode der Oberflichenmodifizierung. Uber eine
UV-induzierte Photopolymerisation von Thiolen und Alkenen in einer Miniemulsion
stellten sie Nanopartikel im GroBenbereich von 100 nm her. Durch die Variation der
Menge an Thiol- bzw. Alken-Komponente konnte eine Thiol- bzw. Alken-
funktionalisierte Schale erhalten werden. Diese Oberfliche konnte in entsprechenden
nanopartikelanalogen Reaktionen weiter mit verschiedenen Farbstoffen umgesetzt

werden.”

¢) Mikroemulsion

Eine weitere Strategie im Bereich der Emuslionspolymerisationen ist die
Mikroemulsion. Diese beschreiben Dispersionen, bestehend aus einem Gemisch aus
hydrophober Fliissigkeit und einem Tensid in Wasser. Die Grenzflichenspannung ist
aufgrund der hohen Tensidkonzentration fast gleich null. Hierdurch entsteht ein
thermodynamisch stabiles System, welches Tropfchen von 1 — 100 nm ausbildet."**!
Somit ist durch die Mikroemulsionspréparation die komplette Monomer-Oberfliche mit
dem eingesetzten Tensid bedeckt. Dies ist einer der Griinde warum diese Technik so
attraktiv fiir die Stabilisierung von {iibergeordneten Strukturen geworden ist. 1977
veroffentlichten Riess und Nervo die ersten Versuche der Kombination von Polymeren
und dem Mikroemulsionsansatzes.”"! 1985 beschrieben Candau, Leong, Fitch die
Kinetik des Polymerisationsprozesses von mit Monomeren geschwollenen Mizellen
tiber ein Model. Die Polymerisation wird hierbei radikalisch in der wéssrigen Phase
gestartet und die Monomere werden von der unpolymerisierten Mizelle durch das
Wasser in den wachsenen Partikel transportiert. Dieses Verfahren fiihrt zu Partikeln im
GroBenbereich von 1 — 100 nm und leeren Mizellen. In den darauffolgenden Jahren
wurde weiter intensiv geforscht und der (Konzentrations)einfluss von unterschiedlichen

531 und Monomeren™" ¢!

Tensiden™, Initiatoren auf die Partikelsynthese untersuch
Neben der radikalischen Polymerisation wurden auch kontrolliert radikalische
Polymerisationsarten, wie die NMPpLe! (engl.: Nitroxide-mediated Polymerization,
ATRPP" und die RAFT"® (engl: Reversible Addition—Fragmentation Chain
Transfer), in der Darstellung von Nanopartikeln iiber den Mikroemulsionsprozess
eingesetzt. In der Mikroemulsion konnen allgemein Oberflichen-funktionalisierte
Partikel durch die Copolymerisation von zwei hydrophoben Monomeren dargestellt
werden. Dabei sollte eines dieser Monomere weniger hydrophob sein und sich an der
Grenzfliche orientieren.””! Antonietti et al. stellten durch den Einsatz von Lecithin als

Tensid biokompatible Latex-Partikel auf Basis von Styrol und m-Diisopropenylbenzol
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her. Durch Oberflichen-aktive Proteine konnten sie die 10 — 20 nm groBen Partikel auf

der Schale funktionalisieren (ein Protein pro Partikel).®”

Nachteil bei dieser Methode ist der vorhandene Restanteil an Tensid in der
Nanopartikelprobe, welcher vor weiterer Anwendung, z.B. im Medzinbereich, iiber
Ultrazentrifugation, Ultrafiltration oder Dialyse entfernt werden muss. Daneben wurden
Untersuchungen angestrebt gewiinschte Funktionalititen {iber entsprechende
amphiphile, bifunktionale Blockcopolymere ein zu bringen. Diese dienen somit als
Makromonomere bzw. Makroinitiatoren im Mikroemulsionsprozess und werden

kovalent am Partikel gebunden. Damit ist keine weitere Aufreinigung notwendig."

Die bisher bekannten Systeme, in welchem Blockcopolymere als Makromonomere
eingesetzt wurden, wurden von Piskin et al. vertffentlicht. Sie setzten Poly(N-
acetylethylenimin)e ~ mit  polymerisierbaren  Zimtalkohol-Endgruppen'®®  und

1631 41s Co-Makromonomere neben

Maleinsdure-terminierten Poly(N-acetylethylenimin)e
dem eigentlichem Tensid (SDS) in einer Mikroemulsion ein und erhielten Acrylat-

basierte Nanopartikel im GréBenbereich von 40 — 100 nm.

Mitte der 1990er beschrieb Kobayashi et al. den Einsatz von vinyl-modifizierten
Poly(2-oxazolin)en als Makromonomere in der Darstellung von monodispersen
polymeren Partikeln im Mikrometer-Bereich auf Basis von Styrol'®"! bzw. Acrylaten'®.
Zur Herstellung der polymeren Partikel wurde die Dispersionspolymerisation
verwendet, wobei das Makromonomer zusitzlich als Stabilisator in einer wissrigen
Alkohollosung diente. Weiter wurde der Einfluss der Makromonomerkonzentration von
1-5 Gew.-% auf die resultierende PartikelgroB3e untersucht. Es zeigte sich eine Abnahme
des Durchmessers mit steigendem Poly(2-oxazolin)-Gehalt und eine gleichzeitige

Verbesserung der Monodispersitiit.

Somit gibt es bis jetzt keine bekannte Nanopartikelsynthese, welches Poly(2-

oxazolin)en als Makromonomere in einer Mikroemulsion einsetzt.

2.2 Anforderungen an polymere Nanopartikel in der Biomedizin

1975 l16ste Ringsdorf mit seiner Forschung auf dem Gebiet der Polymer-basierten
Wirkstoff-Konjugate groBes Interesse bei Chemiker und Pharmazeuten aus,
Makromolekiile in der Biomedizin einzusetzen. Er zeigte damit entgegen der damaligen
Skepsis, dass pharmakologisch aktive, makromolekulare Strukturen Vorteile im Bezug
auf Loslichkeit, Toxizitit und Bioverteilung im Korper besitzen.'® Auch Jahre spiter
zeigt sich, dass nicht nur Polymer-Wirkstoffkonjugate, sondern auch makromolekulare
Komponeneten im Nanometerbereich in der Biomedizin als Grundgeriist fiir

diagnostische und therapeutische Zwecke verwendet werden konnen. Aufgrund ihrer
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Grobe sind gerade Nanopartikel attraktiv fir den Einsatz in biomedizinischen
Anwendungen geworden, da diese in der Lage sind, viele Korperbarrieren zu
durchqueren. Gleichzeitiz miissen Nanosysteme Anforderungen auf zellularer Ebene
tiberwinden und somit verschiedene Vorraussetzungen erfiillen.

Ein Beispiel fiir einen idealen Nano-Triger fiir biomedizinische Anwendung ist in
Abbildung 4 dargestellt. Im besten Fall soll sich der nanopartikuliire Triger gezielt in
der kranken Zelle anreichern, um dort selektiv den Wirkstoff abzugeben. Dies kann
durch sogenannte ., Targering -Molekiile, welche sich auf der Oberfliiche des Partikels
befinden, realisiert werden. Weiter ist eine hohe Beladung eines Wirkstoffes in den
hydrophoben Kern des Partikels notwendig, wobei fiir viele Anwendungen eine
konstante Freisetzungskinetik wiinschenswert ist. Zusitzlich soll die Lokalisation des
Nanopartikels detektierbar sein. Aus diesem Grund ist ein bildgebendes Molekiil
(,Jmaging*) im Kern oder auf der Schale des Partikels unerlisslich,'®"!

Verschiedene Faktoren miissen bei dem Aufbau multifunktionaler Nanopartikel fiir die
Anwendung als Wirkstoffiransportsysteme oder diagnostische Kontrastmittel beachtet
werden, Neben der Biokompatibilitit, sind auch die Biodegradierbarkeit und die
Bioverteilung des Nanosystems von grobier Bedeutung.

Targeting-/
Imoging-Molekiile

Imaging-Molekiile/ '

Abbildung 4 Schematische Darstellung  eines  idealen  multifunktiondlen  Nanopartikels,
Schalefunktionalititen (rot) und Kernfunktionalititen (griin),

Die genannten Faktoren sind wiederum von der Grolle, der Morphologie, der
Oberfliichenladung, der Stabilitiit und der Art der Verabreichung des Nanopartikels
abhiingig. Bei einer intravendsen Verabreichung umgeht man die duberste Barriere,
ndmlich die der Haut und auch den Magen. Dennoch miissen die Nanopartikel bis zur
Zellaufnahme bzw. bis zum Erreichen des Wirkungsortes weitere Barrieren tiberwinden.
Hierzu ziihlt vor allem die Verhinderung der Opsonisierung. Dies bezeichnet den
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Mechanismus der Erkennung und Entfernung von Fremdsubstanzen im Korper durch
das Immunsystems. Aber auch das Ausscheiden iiber die Niere (MWCO-Grofle von
~ 10 nm), iiber die Milz (Fenestrations-Poren <500 nm) und iiber die Leber sollte
vermieden werden. Ein wichtiger Aspekt ist die sogenannte Tarnkappeneigenschaft
(,,stealth“-Eigenschaft) solcher Nanosysteme. Diese verhindert die Absorption von
Plasmaproteinen und die Erkennung durch das mononukleir-phagozytierende System
(MPS). Das MPS ist Teil des Immunsystems und erkennt fremdartige Stoffe im Korper,
um sie dann aus dem Korper zu entfernen.®® Ein erfolgreicher Ansatz, die Erkennung
des Immunsystems zu vermeiden, ist das dichte Umhiillen des Nanosystems mit
flexiblen, neutralen, hydrophilen Polymerketten. Eine Beschichtung mit unterschiedlich
langen PEG-Ketten zeigte zum Beispiel einen starken Einfluss auf die
Blutzirkulationszeit und die Beseitigung der Nanopartikel aus dem Korper.'® Die
Oberflachenladung der Partikel beeinflusst dabei stark die Toxizitdit und die
Bioverteilung. Eine zu hohe positive Ladung bewirkt eine schnelle Entfernung durch
das MPS, was eine Verstopfung der Blutgefille zur Folge haben kann. Dennoch ist eine
leicht positive Ladung der Oberfldache niitzlich bei der Zellaufnahme iiber den EPR-
Effekt (engl. enhanced permeability and retention = ,erhohte Permeabilitit und
Retention®). Die Einstellung der Oberfldchenladung fiir die ideale Zellaufnahme stellt
eine grofe Herausforderung dar.”” Auch die GroBe und Form der Nanopartikel hat
einen Einfluss darauf, ob die Opsonisierung eingeleitet wird, eine Ausscheidung iiber
die Niere erfolgt oder ob eine Zellaufnahme stattfindet. Sind die Partikel kleiner als
10 nm, erfolgt oft eine schnelle Ausscheidung iiber die Niere Zwischen 10 — 200 nm
liegt die optimale GroBe, um iiber den EPR-Effekt in die Zelle aufgenommen zu
werden. Auch beschidigte Zellwinde, wie es bei Tumorzellen der Fall ist, besitzen

71 Bei groBeren Partikeln (> 200 nm) steigt wiederum

maximal 200 nm groBe Poren.
die Toxizitdt an, da hieraus eine Verstopfung der Blutgefile resultieren kann. Neben
der GroBe, spielt auch die Morphologie der Partikel eine Rolle bei der Zellaufnahme.
Die sphdrische Form ist die meist genutzte bzw. synthetisierte Form polymerer
Nanopartikel, weil diese im Vergleich zu zylindrischen Formen eine bessere Aufnahme
zeigen.m] Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Stabilitit von polymeren Nanopartikeln.
Nanopartikel aus Aggregaten, welche lediglich iiber entropische oder elektrostatische
Wechselwirkungen stabilisiert werden, konnen ihre Strukturen in vivo durch duBere
Einfliisse, wie pH-Wert- und Temperatur-Anderungen, oder Verdiinnungseffekte
verlieren.  Mizellen zum  Beispiel liegen  unterhalb  der  kritischen
Mizellbildungskonzentration (CMC) als einzelne Polymerketten vor. 31 Die
Unterschreitung der CMC kann durch die Verdiinnung im Blut ausgeldst werden. [74]
Aus diesem Grund ist eine Stabilisierung der eingesetzten Nanomaterialien sinnvoll und
meist notwendig. In dem Kapitel 2.1 wurden einige géngige Synthesen zur

Nanopartikelstabilisierung beschrieben und erldutert.
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2.3 Verwendetes Polymersystem

In dieser Arbeit wurde das Polymersystem basierend auf 2-Oxazolinen verwendet.
Dieses bietet vor allem fiir den Einsatz in der Biomedizin zahlreiche Vorteile. Poly(2-
oxazolin)e gelten im Allgemeinen als nicht-toxisch und biokompatibel. Gerade die
hydrophilen Poly(2-oxazolin)e weisen geringe Interaktionen mit dem menschlichen
Serumproteinen auf. Somit werden sie als Alternative!””! zum Polyethylenglycol (PEG)
gesehen, welches zurzeit in der Medizin und Kosmetik das meist eingesetzte
Polymersystem ist.’® Weiter weisen Poly(2-oxazolin)e strukturelle Ahnlichkeit zu
Polypeptiden auf (Abbildung 5) und werden daher zu den sogenannten Pseudopeptide
geziihlt.””
o]
ok -t
R

Poly(2-oxazolin) Polypeptid

Abbildung 5: Strukturausschnitte eines Poly(2-oxazolin)s (links) und eines Polypeptids (rechts).

Weitere  Vorteile sind die zahlreichen Modifikations-Moglichkeiten — des
Polymersystems, welche damit den groBen Nachteil des PEG-Systems ausgleicht.”®! Im
Gegensatz zu PEG konnen viele Modifikationen am Monomer, dem
Terminierungsreagenz und dem Initiator erfolgen, wodurch eine Menge von
Funktionalititen in das Polymer eingebracht werden konnen.””” Ein weiterer Vorteil ist
der lebende Charakter dieser Polymerisation. Hierdurch kann der Polymerisationsgrad
eingestellt und eine definierte Polymerstruktur mit niedriger Polydispersitidt aufgebaut
werden.®™ Jedoch zeigt das System den grofen Nachteil, dass die Polymere nicht
bioabbaubar sind.®"

In den folgenden Abschnitten wird zunédchst der Mechanismus der kationischen Ring-
Offnenden Polymerisation der 2-Oxazoline beschrieben und weiter auf die
Moglichkeiten der Funktionalisierung iiber das Monomer, den Initiator und das

Terminierungsreagenz eingegangen.

2.3.1 Die kationische Polymerisation von 2-Oxazolinen

Die Polymerisation von 2-Oxazolinen gehort zu der Klasse der lebenden
Polymerisationsarten, die 1956 von Szwarc definiert wurde."® Mitte der 1960er wurde
die Poly(2-oxazolin)-Synthese von vier Forschungsgruppen unabhingig voneinander
beschrieben.™ Die Polymerisation liuft nach dem Kkationischen ringdffnenden

Mechanismus ab. In Schema 2 wird die Polymerisation mechanistisch betrachtet. Diese
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verlduft iiber eine ionisch-zyklische Zwischenstufe und wird in drei Schritte gegliedert:

Initiierung, Kettenwachstum und Terminierung.

1) Initiierung

S}
) X
oy PN e
= i -
2 2 R2

2) Kettenwachstum

X9

T x©
R1—N/\g,,\o &+ N N/\_\O — e, R,—N N{g@
Y Y o | 1S
RZ R2 R2 R2

n

3) Terminierung

j[F ?ﬂ—» F )

n

Schema 2: Mechanismus der kationischen Polymerisation von 2-Oxazolinen.

Gestartet wird die Polymerisation durch den nukleophilen Angriff des Stickstoffatoms
eines 2-Oxazolins auf das elektrophile Zentrum des Initiators. Als Initiatoren konnen
starke Brgnsted-Sdauren (z.B. H,SO,4), Lewis-Sduren (AICl;, BF;), Sulfonsidureester
(MeOTs, MeOTf) oder Benzylhalogenide dienen. Es bildet sich eine kationische,
zyklische Spezies, die mit einer offenkettigen, ladungsneutralen Spezies im
thermodynamischen Gleichgewicht liegt. Bei einem idealen Verlauf dieser
Polymerisationsart wird vorausgesetzt, dass k; >> k; ist. Dies bedeutet, dass die
Initiierung schnell und vollstindig verlduft. Somit kann von einem gleichmiBigen
Kettenwachstum ausgegangen werden. Auf diese Weise lassen sich Polymere mit
definierter Molmasse, Zusammensetzung und enger Molmassenverteilung herstellen.™*!
Im néchsten Schritt erfolgt das Kettenwachstum durch wiederholte Anlagerung weiterer
Monomereinheiten. Nach Verbrauch aller Monomermolekiile bleibt das Makrokation
aktiv, somit kann durch Zugabe neuer Monomere die Polymerkette weiter wachsen.
Dies wird dazu genutzt Blockcopolymere mit Monomerblocken aufzubauen, welche
unterschiedliche chemische Eigenschaften besitzen konnen. Die Isomerisierung der
Iminoethergruppe zur energetisch giinstigeren Amidgruppe trigt wesentlich zur guten
Polymerisierbarkeit der Monomere bei. Die Terminierung des Systems wird durch die
gezielte Zugabe eines Nukleophils (z.B. Piperidin, Piperazin, Wasser) erreicht.

Trotz des ideal-vorausgesetzten Mechanismus, entdeckten 1975 Litt et al. mogliche
Neben- und Abbruchreaktionen.”®! Besonders beim Aufbau von lingeren Ketten und

bei hohen Temperaturen werden Nebenreaktionen der Oxazolinpolymerisation
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beschrieben. In Schema 3 sind die Folgen von méglichen Ubertragungsreaktionen
aufgefiihrt.

c)

ol
o
VA
I-0
o—<
o
@
(2]
I
~
(2]
I
@
o@
o

nN

4</

/\ CH,
H+N N.©.0
" Loow
)=0 - oTf
CH, n 3
0 |
c. N ©
H{-N N> \(@ oTf
o o o
CH; n CH,

Schema 3: Ubertragungsreaktion bei der Polymerisation von 2-Oxazolinen: a) Umwandlung eines
Kettenendes (A) in eine Enamin-Ether-Endgruppe (B) und eine neue wachsende Spezies (C), b) Reaktion
der Enamin-Ether-Spezies (B) mit einer aktiven Polymerkette zu hochmolekularen verzweigten
Polymeren, c) Entstehung niedermolekularer Ketten.

Dabei wird ein Proton von einem lebenden Polymerkettenende unter Ausbildung einer
Enamingruppe auf eine Monomereinheit transferiert (A). Diese Enaminfunktion kann
mit dem lebenden Kettenende eines zweiten Polymers reagieren (B), wodurch sich
verzweigte Makromolekiile bilden konnen. Das entstandene Oxazolinium kann nun als

Initiator reagieren und somit eine neue Kette starten (C).[86]

2.3.2 2-Oxazolin-Monomere

2-Oxazoline (Dihydrooxazole) sind fiinfgliedrige Heterozyklen mit einem Sauerstoff-
und Stickstoffatom in 1,3-Stellung zueinander. In Abbildung 6 ist die allgemeine
Strukturformel dargestellt. Uber die Alkyl-Kettenlinge in Position 2 kann die
Eigenschaft des entsprechenden Homopolymers generiert werden. Handelt es sich beim

Rest R um eine Methyl- bzw. Ethylgruppe, ist das Homopolymer gut wasserloslich. Die

Wasserloslichkeit nimmt jedoch mit linger werdender Alkylkette stetig ab.!*7!
4 5
3 Nl O\ ’ R = -CHj3, -CH,CH; (hydrophile Eigenschaft des Homopolymers)
§|/2 -C,Hz,41, N> 2 (hydrophobe Eigenschaft des Homopolymers)
R

Abbildung 6: Allgemeine Strukturformel eines 2-Oxazolins und die Loslichkeitseigenschaften des
Homopolymers in Abhéngigkeit der Monomer-Seitenkette.
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Durch den sequentiellen Aufbau  von Monomereinheiten  unterschiedlicher
Alkylkettenlinge kiinnen amphiphile Polymere dargestellt werden. Zudem kénnen auch
funktionelle Gruppen iiber den Rest R in ein Polymer eingebracht werden. Hierfiir gibt
es vielfiltige Darstellungsméglichkeiten, um 2-Oxazolinen zu erhalten.™ In Abbildung
7 sind drei gingige Moglichkeiten dargestellt. Unter a) ist die Darstellung eines
2-Oxazolinrings {iber eine einstufige Reaktion von Nitrilen mit Ethanolamin gezeigt,
wobei Cadmium(llDacetat als Katalysator eingesetzt wird. Auch kann iber die
Lithiierung des kommerziell erhiltlichen 2-Methyl-2-oxazolin und anschlieBender
Umsetzung mit einem Halogenderivat ein  funktionelles  2-Oxazolin  hergestellt
werden (b). Ein weiterer Zugang zu einem funktionalisierten 2-Oxazolins ergibt sich
iiber die Dehydrohalogenierung von N-(2-Haloethyl)amiden unter Zuhilfenahme einer
starken Base (c).

a) R-CN+ H N~

l Cd{0Ac),

M\
RS

i ’_‘o LN b b

Gl e S

Li

Abbildung 7 Allgemeiner Zugang zu 2-Oxazolinen, a) Cadmiumillacetat-katalysierte Reaktion
#wischen Nitrilen und Ethanolamin, b) Lithiierung von MOx mit anschlielender Umsetzung mit einem
Halogenderivat, ¢) Dehydrohalogenierung von N-{2-Haloethyl Jamiden.

Uber diese Strategien konnten eine Vielzahl an 2-Oxazolinderivaten mit
unterschiedlichen Funktionalititen hergestellt werden. In Abbildung 8 sind einige

o__.N O__N
(CH,) (CH), I\fuij
|

R
d 4

Beispiele dargestellt.

s
?GH

) O

o__N a N
(CH,) ;gl,] (cH,)
T2y P2 x

";" O° o’J‘u-cH; x=28

Hs

Abbildung 8: Eine Auswahl an funktionalisierten 2-Oxazolinderivate fiir die Polymerisation,"™!
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Unter anderem konnen aromatische Systeme, sowie (endstdndige) Doppel- und
Dreifachbindungen iiber entsprechende Monomere in das Polymer eingebracht werden.
Zudem werden Amine, Alkohole und Thiole in geschiitzter Form einpolymerisiert und
anschliefend polymeranalog entschiitzt.

Weitere Moglichkeiten, Funktionalititen in ein Polymer einzubringen, ergeben sich

durch die Derivatisierung des Initiators bzw. des Terminationsreagenzes.

2.3.3 Endgruppenfunktionalisierung

Durch den Einsatz von funktionalisierten Initiatoren bzw. Terminierungsreagenzen
konnen funktionelle Gruppen endstdndig ins Polymer eingebracht werden. Dabei bietet
der Einsatz von funktionalisierten Initiatoren den Vorteil, dass von einer hohen

Funktionalisierungsdichte ausgegangen werden kann.

Initiatoren

Bei der Initiierung der kationischen Polymerisation von 2-Oxazolinen handelt es formal
um eine Sy2-Reaktion. Aus diesem Grund muss der Initiator eine gute Abgangsgruppe
besitzen, welche als stabiles Gegenion wihrend der Polymerisation vorhanden bleibt. Es
konnte gezeigt werden, dass neben Benzylhalogeniden, Triflate besonders geeignet
erscheinen.””’ Gerade das Triflat-Ton ist durch seine Resonanzstrukturen duBerst stabil
und die Reaktion lduft schon bei Raumtemperatur quantitativ ab. Dadurch ergibt sich
eine groBe Vielfalt an moglichen Initiatoren. In Abbildung 9 ist zum einen das oft
verwendete Methyltriflat (a) und ein funktionalisierter Initiator auf Triflat-Basis
dargestellt (b). Auch das simultane Starten von zwei Polymerketten kann durch die

Wahl eines geeigneten Initiators erfolgen (c).

a) b) c)
(I? F Br
H;C-0-S$—F = oTf \—Q—\
& F z Br
| S —
oTf

Abbildung 9: Beispiele fiir mogliche (funktionalisierte) Initiatoren, a) Methyltriflat, b) Pent-4-ynyl-
, ¢) 0,0’ -Dibromo-p-xylol*?.

Terminierungsreagenzen

Die Polymerisation von 2-Oxazolinen kann aufgrund ihres lebenden kationischen
Mechanismus gezielt durch starke nukleophile Reagenzien beendet werden. In Schema

4 ist eine Auswahl von verschiedenen Nukleophilen dargestellt. Dabei konnen nicht nur
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Thiole (1), Amine (2), Natriumazid (4) und deprotonierte Carbonsiduren (5) zur
Terminierung verwendet werden, auch Spuren von Wasser (3) fiihren zum Abbruch der
Polymerisation. Aus diesem Grund ist eine wasserfreie Durchfithrung wichtig fiir eine
erfolgreiche Polymerisation. Um eine Funktionalisierung iiber die Termination zu
erreichen, muss der Rest R, entsprechend modifiziert werden oder im Falle der

Azidendgruppe (4) kann direkt eine funktionelle Gruppe erhalten.

N~ eoJL

R, HS-R
MmN T e 2 N®O

R, R,
H,N-R NaN,
/RZ /2)/ (3) H20 >\

Schema 4: Eine Auswahl an Terminationsreaktionen von Poly-(2-oxazolin)en iiber (1) Thiole, (2)

Amine®!, (3) Wasser®, (4) Natriumazid®' und (5) deprotonierte Carbonsiuren®.

Eine Endgruppenfunktionalisierung iiber einen geeigneten Initiator hat den Vorteil, dass
die funktionelle Gruppe zu 100% an der Polymerkette vorhanden ist, wohingegen bei
einer Terminierungsreaktion nicht von einer 100%igen Funktionalisierung ausgegangen

werden kann. Nuyken et al?

testeten unterschiedliche Nukleophile auf ihre
Terminationseigenschaft und analysierten die Kinetik der Terminierungen {iber
"H-NMR-Spektroskopie. Dabei wurde gezeigt, dass ein hoherer pKs-Wert des

Nukleophils eine schnellere Terminierung erreicht.
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3. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen polymere Nanopartikel auf Basis von
amphiphilen Poly(2-oxazolin)en fiir biomedizinische Anwendungen dargestellt und
charakterisiert werden. Die Arbeit gliedert sich in vier Teile, wie in Schema 5 zu sehen
isL.

Ausgehend von amphiphilen, funktionellen Poly({2-oxazolin}en:

(1) Nanopartikelsynthese mit Hilfe der
Mikroemulsion

{2) Nanopartikelanaloge
Oberflaichenfunktionalisierung

(3) Aufbau funktionalisierter
Manopartikel

(4) Assemblierung von Nanopartikeln

"\

Schema 5: Schematische Darstellung der Aulgabenstellung und Zielsetzung, 1) NManopartikelsynthese mit
Hilfe der Mikroemulsion, 2) Nanopartikelanaloge Oberlichenfunktionalisicrung, 3)  Autbau
funktionalisierter Nanopartike! iiber modifizierte amphiphile Blockcopolymere fiir die PET bzw, MRT-
Diagnostik,  4)  erste Untlersuchungen zur  Assemblicrung  von  Nanopartikeln  dber  Metall-
Ligandwechselwirkungen.

Im Kapitel 4 der Arbeit sollen Nanopartikel mit Hilfe der Mikroemulsion und
amphiphilien Poly(2-oxazolin)en-Makromonomeren hergestellt und charakterisiert
werden. Ziel ist es mithilfe der Makromonomere ein Verfahren zu entwickeln, welches
ein grobes Problem der Mikroemulsion. nidmlich hohe Tensidkonzentrationen., lost.
Zudem sollte die Gribe der enstehenden Nanopartikel in Abhiingigkeit verschiedener
Reaktionsparameter, wie  Zusammensetzung des  polymeren  Amphiphils,
Homogenisierung, Polymerisationszeit und die eingesetzte Monomerkonzentration
genauer untersucht werden. Dariiber hinaus befasst sich dieses Kapitel mit
verschiedenen Moglichkeiten der Oberflichenfunktionalisierung der hergestellten
Nanopartikeln. Im Vordergrung stehen biologisch-relevante Molekiile, wie ein RGD-
funktionalisiertes Peptid und Folsiure, die fiir ein aktives Targeting von Bedeutung
sind. Zudem soll der Fluoreszenzfarbstoft FITC als bildgebendes Molekiil im Bereich
der Diagnostik auf die Partikeloberfliche gebracht werden.
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Daran schlieBt sich im Kapitel 5 und 6 die Synthesen von DO3A- bzw. SiFA-
modifizierter Polymermizellen und Nanopartikel auf der Basis amphiphilier Poly(2-
oxazolin)e an. Diese konnen eine mogliche Anwendung in der Magnetresonanz-
Tomographie (MRT) bzw. Positronen-Emissions-Tomographie (PET) finden.

Im letzten Ergebniskapitel 7 sollte dann untersucht werden, wie sich polymere
Nanopartikel iiber kontrollierte Metall-Ligand Wechselwikungen zu groBeren

Aggregaten assemblieren lassen.
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4. Nanopartikelsynthese mit Hilfe der Mikroemulsion

Heutzutage werden die meisten industriellen Polymerisationen in dispergierten
Systemen durchgefiihrt. Polymerdispersionen und Polymere, die in Dispersion
hergestellt wurden, kommen in verschiedenen Bereichen, wie Kosmetika, Farben,
Klebstoffe, Mikroelektronik und der Medizin, zum Einsatz. In der Forschung sind die
Miniemulsions- und Mikroemulsionspolymerisation von groer Bedeutung, da iiber
diese Partikel im Bereich von 10 — 100 nm produziert werden konnen. Im Kapitel 2.1
wurde auf die beiden Techniken im Zusammenhang mit amphiphilen Polymeren als
Makromonomer bzw. Initiatoren eingegangen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die

Nanopartikelsynthese mit Hilfe der Mikroemulsion durchgefiihrt.

Zielsetzung

Ziel dieses Kapitels war die reproduzierbare Darstellung von polymeren Nanopartikeln
im Bereich von 20— 100nm mittels der Mikroemulsionspolymerisation und
amphiphiler Poly(2-oxazolin)-Makromonomere. Diese Partikel sollten neben
biokompatiblen Eigenschaften, auch die Moglichkeit einer nanopartikelanalogen
Oberflachenfunktionalisierung besitzen. Daher sollten auch Modifikationen mit
bioreleventen Molekiilen iiber Kopplungreaktionen durchgefiihrt werden, um die
mogliche Anwendung dieser Partikel in der Biomedizin zu zeigen.

Es wurde zunichst das bekannte Alkin-basierte System von Engelhardt et. al. auf die
Mikroemulsionspolymerisation (Mikroemulison I) iibertragen. Weiter wurde die Grofe
der enstehenden Nanopartikel in Abhingigkeit der Zusammensetzung des polymeren
Amphiphils, Sonifkations- und Polymerisationszeit und der eingesetzten Monomer-
sowie Polymerkonzentration untersucht. Im Weiteren wurde das verwendete
Polymersystem weiter entwickelt und so optimiert, dass eine bessere Kompatibilitét der
funktionellen Gruppen der polymeren Amphiphile und des eingesetzten Monomers
(1,6-Hexandioldimethacrylat) gewihrleistet wurde. Dies sollte durch den Austausch der
Alkin-Funktionalitdt durch Acrylatgruppen erreicht werden (Mikroemulsion II). Zudem
sollten drei wunterschiedlich groe Nanopartikel mit Hilfe des zweiten
Mikroemulsionsansatzes und Amin-endfunktionalisierten Polymeren dargestellt werden

und anschlieBend auf der Oberfliche mit bioaktiven Molekiilen modifiziert werden.
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4.1 Ergebnisse und Diskussion — Mikroemulsion I

4.1.1 Synthese von Alkin-funktionalisierten = amphiphilen Poly(2-
oxazolin)en

In diesem Abschnitt wurden zunichst zwei amphiphile, Alkin-basierte Poly(2-
oxazolin)e mit unterschiedlicher Zusammensetzung synthetisiert und charakterisiert.
Diese wurden im Anschluss zur Nanopartikelsynthese in der
Mikroemulsionspolymerisation als amphiphile Makromonomere eingesetzt. Hierbei
wurde der Einfluss der Polymer- und Monomerkonzentration, der Reaktionszeit und der

Homogenierungsdauer auf die Partikelgro3e untersucht.

Monomersynthesen und Charakterisierung

Um die notigen Polymere iiber die kationische Polymerisation aufzubauen, mussten
zunidchst die Monomere 2-Heptyl-2-oxazolin (HOx) und 2-Pent-4-inyl-2-oxazolin
(PenOx) dargestellt werden. In Schema 6 sind die beiden Strukturen der gewiinschten

Monomere aufgezeigt.

Ethanolamin, Cd(OAc),,
N 130°C,48 h

=
a /\/\/\// N
) 85% (_Y\/\/\/
(0]
1 2 (HOx)
Thionylchlorid,
b) Ho\n/\/\\ 90°C,3h C|\n/\/\\
5 N 95% 5 N
3 4
2-Chlorethylamin Hydrochlorid, 61%
TEA, DCM, RT, ii.N. °
N NaOH/MeOH H
AN RT,48 h N
Y 75% S N
6 (PenOx) 5

Schema 6: Darstellung der hydrophoben Monomere a) 2-Heptyl-2-oxazolin (HOx) und b) 2-Pent-4-inyl-
2-oxazolin (PenOx).

Das hydrophobe Monomer 2 (HOx) wurde iiber eine einstufige Reaktion ausgehend

von n-Heptylcyanid mit Ethanolamin nach Witte und Seelinger”” mit einer Ausbeute

[98]

von 44 % und das PenOx iiber drei Stufen nach Luxenhofer mit einer

Gesamtausbeute von 85 % dargestellt. Fiir Letzteres wurde ausgegangen von
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5-Hexinsdure (3), welche mittels Thionylchlorid chloriert wurde. Das entstehende
Sdurechlorid 4 reagierte anschlieBend mit 2-Chloroethylamin Hydrochlorid zum
entsprechenden Amid 5. Im letzten Schritt wurde unter basischen Bedingungen der
Ring zum 2-Oxazolin 6 geschlossen. Um sicherzustellen, dass die dargestellten
Monomere wasserfrei vorliegen, wurden beide Monomere iiber CaH, getrocknet und
iber Molsieb gelagert. Das fiir den hydrophilen Teil des Polymers bendtigten 2-Methyl-
2-oxazolin (MOx) ist kommerziell erhéltlich. Eine Aufreinigung fand ebenfalls iiber die

Destillation iiber CaH; und anschlieBende Lagerung iiber Molsieb statt.

Polymersynthesen und Charakterisierung

Ausgehend von den erhaltenen Monomeren wurden die beiden Polymere P1 und P2
durch die in Schema 7 dargestellte Polymerisation synthetisiert. Uber den Einsatz von
doppelt so vielen Aquivalenten an den hydrophoben Monomeren HOx und PenOx und
1,5 Mal mehr MOx bei der Polymerisation von P2 zu P1 sollten zwei Polymere mit
unterschiedlicher Zusammensetzung hergestellt werden. Zuerst wurde der hydrophobe
Block aufgebaut. Dabei wurden HOx und PenOx zusammen in Acetonitril mit
trockenem Methyltriflat initiiert. Nach Verbrauch der hydrophoben Monomere wurde
der hydrophile Block durch Zugabe von MOx synthetisiert. Die Polymere wurden dann
mit einer basischen Methanollosung terminiert. Hierdurch wurde eine Hydroxyl-
Endgruppe am hydrophilen Teil des Polymers erhalten.

MN_O NPN_O ©N_ O
) ) Y

C7H4s (CH,) CH;
I 3 H;CHN N N OH
KOH/MeOH
MeOTf © |=° o |=°
4h, 110°C 2h,120°C  Uberschuss, CrHis | |(CH,), | || CHs
20 eq. x y z
| | stat.
P1:x=2,y=3,z=20
P2:x=7,y=8,z=29

Schema 7: Allgemeine Polymerisation der amphiphilen Blockcopolymere P1 und P2.

Die Polymere wurden mittels Dialyse gegen Wasser aufgereinigt (MWCO=1000).
Dabei wurden die Polymere fiir mindestens 24 h in Wasser gerithrt. Nach
Gefriertrocknung folgten eine Fillung der Polymere in kaltem Diethylether und eine
Trocknung am Hochvakuum. Somit konnte P1 in einer Ausbeute von 63 % und P2 in
einer Ausbeute von 33 % erhalten werden. AnschlieBend wurden beide Polymere 'H-
NMR-spektroskopisch auf ihre Zusammensetzung untersucht. In Abbildung 10(A) ist
beispielhaft das 'H-NMR-Spektrum von P1 mit Zuordnung der Signale dargestellt.

Uber das Referenzsignal des Initiators bei einer chemischen Verschiebung von
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3.01/2.98 ppm kann die Zusammensetzung und somit die Umsetzung der drei Blocke
ermittelt werden. Unter (B) und (C) sind die entsprechenden GPC-Chromatogramme
der Polymere P1 und P2 zusiitzlich gezeigt,
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Abbildung 10: A) 'H-NMR-Spektrum (CDCl:) von P1 mit Zuordnung der Signale, B) GPC-
Chromatogramm von P1, C) GPC-Chromatogramm von P2, jeweils gemessen in DMF+5 g/l. LiBr
(PMMA-Standards).

In Tabelle 2 sind die berechneten Blocklingen angegeben, hierbei sind die jeweils
eingesetzten Aquivalente in Klammern beigefiigt. Es zeigte sich, dass die theoretischen
Werte gut erreicht werden konnten. Weiter gab die Analyse iiber die GPC-Analytik
Aufschluss iiber die Dispersitiit der beiden Polymere. Mit einem Dispersitiitsindex B
von 1.19 fir P1 und 1.09 fiir P2 weisen beide Polymere enge Molmassenverteilungen
auf. Zudem zeigte die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers iiber die DLS-
Methode fiir die jeweiligen Polymere von ca. 9 nm fiir P1 und 23 nm fiir P2 auf. Beide
liegen im Literatur-bekannten Bereich. Der massive Grailienunterschied von tiber 10 nm
resultiert aus dem dreimal so groben hydrophoben Block von P2 und stimmt somit gut

% 3 s = LT HRTL]
mit der Literatur iiberein. ™™
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Tabelle 2: Analytische Daten der Polymere P1 und P2.
M.,"/ M.,/
g mol™” g mol™”

# HOx* PenOx* MOX* pP d;,S/nm

P1 2(4) 3(4) 20(20) 2530 3300 1.19 8.8+04

P2 7(8) 8(8) 29(30) 4780 6930 1.09 22.4 £3.7

a) Blockcopolymerzusammensetzung und Molmasse wurde iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt, die
theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben; b) Molmasse M, und
Dispersititsindex D wurden iiber GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards, DMF+5 g/L LiBr; c) Der
hydrodynamische Durchmesser (d;) wurde iiber DLS Messungen einer 1 mM Polymerldsung in Wasser
bestimmt.

4.1.2 Nanopartikelsynthese mittels der Mikroemulsionspolymerisation und
amphiphiler, Alkin-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)-Makro-
monomere

In der hier beschriebenen Mikroemulsionspolymerisation zur Darstellung der
Nanopartikel werden die hergestellten amphiphilen Blockcopolymere P1 und P2
sowohl als Amphiphile als auch als Makromonomere eingesetzt. Durch Einlagerung
eines hydrophoben Monomers (1,6-Hexandioldiacrylat, HDDA) in den Kern, soll neben
der Quellung der Mizelle, ein vernetzter Kern entstehen. Hierbei fungiert die
Alkingruppe des hydrophoben Blocks ebenfalls als funktionelle Gruppe fiir die
Kernvernetzung und ermoglicht so eine kovalente Bindung des Polyacrylats im Kern

zum umhiillenden Polymer.

Im Vordergrund stand eine reproduzierbare Methode zu entwickeln, die eine einfache
Variation der PartikelgroBe ermoglicht. Hierfiir wurden zunidchst zwei verschiedene

B sollte  die

Initiatorsysteme  betrachtet. Anlehnend an Engelhardt et al!
Mikroemulsionspolymerisation iiber den Photoinitiator 2-Propanthiol gestartet werden,
analog wurde dieselbe Partikelsynthese mit dem Azoinitiator Azobis(isobutylnitril)
(AIBN) durchgefiihrt. Beide Systeme sollten im Anschluss auf ihre Durchfiihrbarkeit

und Reproduzierbarkeit verglichen werden.

In Schema 8 ist der Mikroemulsionsprozess schematisch dargestellt. Zuerst wird das
amphiphile Poly(2-oxazolin) mit einer Konzentration von ¢ =1 mmol/L in Wasser
vorgelost. Damit wurde eine Konzentration oberhalb der CMC gewihlt (A). Zu dieser
Mizell-Losung wurden unterschiedliche Mengen an HDDA, 5 Gew.-% Heptadekan und
0,06 eq. 2-Propanthiol bzw. 0,1 Gew.-% AIBN gegeben. AnschlieBend wurde die
Mikroemulsion fiir 30 Minuten mit Argon entgast und eine Minute mittels Ultraschall
behandelt (B). Somit wird eine homogene Einlagerung des hydrophoben

Vernetzermonomers HDDA im Mizellkern gewihrt (C).[47’101]
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Schema 8 Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung der Mikroemulsion.
A) Mizellbildung der Blockcopolymere in Wasser oberhalb der CMC, B} Entgasen mit Argon fiir 300 min
und Homogenisierung des Systems durch Sonifizierung, C) Einlagerung des Diacrylats HDDA in den
Mizellkern, D) Start der Vemetzungsreaktion durch UV -Bestrahlung fir 2,5 h mit 2-Propanthiol bew.
Erhitzen auf 65 °C iiber Nacht mit AIBN als Initiator, E} Erhalten der Nanopartikel,

Durch  Starten der Initiatoren entweder durch UV-Bestrahlung im  Fall des
Photoinitiators 2-Propanthiol oder durch Erhitzen der Reaktionslésung auf 65 °C zur
Aktivierung des AIBNs, wird die Kernvernetzung der Nanopartikel eingeleitet (D).

Die Validierung des besser geeigneten Initiatorsystems wurde lediglich mit P1
durchgefiihrt. In Tabelle 3 sind die erhaltenen hydrodynamischen Durchmesser der
jeweilig erhaltenen Partikel zusammengefasst.

Tabelle 3: Hydrodynamische Durchmesser dy, ermittelt fiber DL.S-Messungen (Malvern Zetasizer) nach
erfolgter Mikroemulsionspolymerisation in Wasser (a) und Methanol (b) mit ¢ = | mg/mL.

; Azo-Initiator UV-Initiator
" HDDA / (AIBN) (2-Propanthiol)
Gew -%
d,"'/nm dy" /nm dy" /nm d,’/nm
| 50 264 £5.2 208+24 27.2+1.8 26252
(0.24 £ 0.01) (0.26 £ 0.01) (0.30 £0.03) {(.65 £0.01)
5 100 27.0+4.2 30014 27.2+£22 d
(0.27 £0.01) (0.27 £0.02) (0.34 £0.05) b
3 200 40.0 £ 1.4 364 +34 35614 39.0+63
- (0.21 £0.01) (0.20 £0.01) (0,19 £0.01) (0,535 £0.09)
n 400 366 4.8 43.0+2.6 444 +2.6 442 +44

(0.20 = 0.01) (019 £0.01) (0,19 £0.01) (.47 +0.06)

() Mikroemulsionsbedingungen: | mM Polymerlasung P1, (0.1 Gew, <% Initiator, 5 Gew.-% Heptadekan.
PDIs der jeweiligen DLS-Messungen sind in Klammern angegeben,

Fiir jedes Initiator-System wurden vier verschiedene Gewichtsanteile HDDA (50, 100,
200, 400 Gew.-%) verwendet. Die erhaltenen Nanopartikel wurden anschlieBend mittels
dynamischer Lichtstreuung in Wasser als selektives und in Methanol als nicht-
selektives Losungsmittel vermessen. Dabei verdeutlichen die Messungen in Wasser die
ausgezeichnete Wasserloslichkeit der Partikel, welche auch nach der Einlagerung des
hydrophoben Vernetzers vorhanden bleibt. Dies weist auf die vollstiindige Umhiillung
der Nanopartikel mit dem synthetisierten Polymer P1 hin. Dies ist ein Merkmal der
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Mikroemulsion. Die DLS Messungen in Methanol zeigen hingegen die Stabilitat und
die erfolgreiche Kernvernetzung der Partikel.™

Betrachtet man nun die Ergebnisse im Detail, kann festgestellt werden, dass die
Partikelgriibe mit zunehmendem HDDA-Anteil von 27 auf 40 nm steigt. Diese Relation
ist bezeichnend fir ein Mikroemulsionssystem und wird auberdem auch im

W2 Die Vergriberung der

Zusammenhang der Wirkstoffeinlagerung beschrieben.
Partikel mit ansteigendem HDDA-Anteil kann damit erklart werden, dass mit
zunchmender HDDA-Menge der Mizellkern stiirker quillt. Dennoch zeigen die
Messungen kein lineares Verhalten, so dass ab 200 Gew.-% die Partikelgribe um die 40
nm stagniert. Dies weist auf eine Limitierung der Gribe durch die Einlagerung einer
hydrophoben Substanz hin, #dhnlich zu den limitierten Beladungskapazitiiten von
Mizellen in der Wirkstoffeinlagerung.'""' Der Einfluss der Vernetzerkonzentration

HDDA auf die Nanopartikelgribe wird im Folgenden detaillierter betrachtet.

1) UV-initiator
a) RS Ry Jm
o {m :
ITT_; I ‘Jumuizung
— 5 0. _O-R;
2
b} Re—= RS, Rr"‘%“"’s‘ﬂa R -
2) Azo-Initiator
‘Q_

an_l

i nc’I‘""" ‘1’“

C
b) Ri—= =  Keine Reaktion/Vernetzung

Schema 9 Maigliche Reaktionsmechanismen der Vernetzung von der Acrvlat- (la) und der
Alkinfunktionalitiit (1b) iiber UV-Initiation mittels Thiolen wnd der Acrylat- (2a) und  der
Alkinfunktionalitit (2b) Giber den Azo-Initiator AIBN.

Interessanterweise liefern die beiden Initiator-Systeme dhnliche Ergebnisse. Es zeigen
sich keine grofien Unterschiede in der Partikelgrobe. weder in Wasser noch in
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Methanol. Die moéglichen Reaktionen sind in Schema 9 dargestellt. Unter (1) ist der
Mechanismus ausgehend iiber die UV-Initiierung gezeigt. Ein Thiolderivat kann unter
UV-Bestrahlung aktiviert werden und sowohl die Polymerisation von Acrylaten"'*" (a)
und Alkinen"®' (b) starten. Die dann entstehenden Radikale sind in der Lage sowohl
Homopolymere aufzubauen als auch Copolymerisationen mit der jeweils anderen
Funktionalitdt einzugehen. Am Ende wird eine kovalente Verbindung zwischen der
Alkingruppe des eingesetzten Polymers und der Acrylatfunktion des eingelagerten
Vernetzers HDDA herbeigefiihrt.

Im Fall des Azoinitiators AIBN erfolgt die Aktivierung iiber Temperaturerhohung (AT).
Dabei zerfillt das Molekiil in zwei Isobutyronitril-Radikale und molekularer Stickstoff
entweicht. Unter dem Punkt (2a) ist die Initiierung des Acrylats gezeigt, was wiederum
eine Alkinfunktion einpolymerisieren kann.!"%" Anders der Fall (2b), hier gibt es keine
bekannte Literatur zu. Dennoch zeigt der Blick in die Literatur, dass bei (kontrolliert)
radikalischen Polymerisationen Alkinfunktionalititen geschiitzt vorliegen und erst
anschlieBend polymeranalog entschiitzt werden.""” Dies bedeutet, dass die
Kernvernetzung schnell iiber die Polymerisation des Acrylats gestartet wird und die
Einpolymerisation der Alkingruppen des Polymers langsam erfolgt. Dadurch entsteht
eine kovalente Bindung zwischen dem eingelagerten Diacrylats und dem Polymer und
somit kann ein stabiler wasserloslicher Nanopartikel aufgebaut werden.

Aufgrund der einfachen Handhabbarkeit des AIBN-Systems und der hohen
Sauerstoffempfindlichkeit des Thiol-Systems wurden im Folgenden weiterfithrende
Parameterstudien der Mikroemulsionspolymerisation nur auf Basis der AIBN-
Initiierung untersucht.

Neben der Variation der HDDA-Menge wurde nun auch der Polymerisationsgrad
betrachtet. Zudem zeigte die Literatur, dass auch die Sonifizierungsdauer einen grof3en
Einfluss nicht nur auf die Homogenitit, sondern auch auf die PartikelgroBe hat.!"*!

Zudem sollte die Polymerisationsdauer betrachtet werden.

Einfluss der Vernetzerkonzentration HDDA auf die Partikelgrofie

Wie schon im ersten Experiment (Tabelle 3) gezeigt worden ist, hat die Menge des
eingesetzten Diacrylats HDDA einen wesentlichen Einfluss auf die resultierende
PartikelgroBe. Basierend auf dem AIBN-Initiationssystems wurde ein breiteres
Spektrum von Polymer P1 zu Vernetzer HDDA untersucht (0-1600 Gew.-%). Die
Polymerkonzentration wurde bei ¢ = 1 mmol/L, die Sonifizierungsdauer bei t = 1 min

und die Polymerisationsdauer bei 65 °C iiber Nacht konstant gehalten.
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Abbildung 11: Einfluss der Vernetzerkonzentration HDDA auf die PartikelgroBe ausgehend von P1

(c= 1 mmol/L, Ultraschallbehandlung: t=1min, Reaktionsbedingungen: T =65 °C, iiber Nacht,

hydrodynamische Durchmesser d, wurde iiber DLS-Messungen einer methanolischen Nanopartikel-
Losung (c = 1 mg/mL) bestimmt).

In Abbildung 11 sind die iiber die DLS gemessenen hydrodynamischen Durchmesser
gegen die Gewichtsanteile an HDDA aufgetragen. Von 0 bis 200 Gew.-% steigt der
Durchmesser der Partikel stetig an bis diese eine GroB3e von ungefihr 40 nm erreichen.
Mit der Stagnation der PartikelgroBe ab 200 Gew.-% wird die limitierte
Aufnahmekapazitidt der Mizellen bestétigt. Weiter kann beobachtet werden, dass sich
bei der Aufreinigung der Partikel iiber die Zentrifugation mehr unloslicher Feststoff
absetzt je mehr HDDA eingesetzt wird. Es scheint, dass es sich hierbei um
durchpolymerisiertes Diacrylat handelt, dass wasserunloslich ist und deshalb ausfillt.
Dies stimmt mit der ,,Anfonietti-Wu“-Auftragung iiberein. Diese geht detailliert auf die
Korrelation zwischen der PartikelgroBe und der eingesetzten Monomer-Menge

ein. [52,108]

Einfluss der Polymerkonzentration auf die PartikelgroBe

Im Folgenden sollte nun der Einfluss der Polymerkonzentration auf die Partikelgrof3e
untersucht werden. Ein groer Vorteil von hoher einsetzbaren Konzentrationen ist die
grofere Menge an Partikeln, die produziert werden kann. Hierfir wurden
Polymerlosungen ausgehend von P1 mit ¢ =1, 5, 10 mmol/L hergestellt und einem
Vernetzeranteil von 200 Gew.-% gewihlt. Dieser, sowie die Sonifizierungsdauer von
t=1min und die Polymerisationsdauer von 65 °C iiber Nacht wurden konstant

gehalten.
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Abbildung 12: Einfluss der Polymerkonzentration P1 auf die Partikelgrole (HDDA-Menge: 200 Gew.-%,
Ultraschallbehandlung: t=1 min, Reaktionsbedingungen: T =65 °C, iiber Nacht, hydrodynamische
Durchmesser d, wurde iiber DLS-Messungen einer methanolischen Nanopartikel-Losung (c = 1 mg/mL)
bestimmt).

In Abbildung 12 sind die PartikelgroBen in Wasser und Methanol in Abhédngigkeit der
Polymerkonzentration dargestellt. Es zeigte sich, dass der Partikeldurchmesser
unabhingig von der eingesetzten Menge an Polymer ist und jeweils bei 1, 5 und

10 mmol/L eine Partikelgro3e von um die 40 nm erreicht werden konnte.

Einfluss der Ultraschalldauer auf die Partikelgrofie

Weiter wurde der Einfluss der Sonifizierungsdauer auf die Partikelgro3e untersucht. In
diesem Versuchsansatz wurden jeweils Polymerlosungen von P1 und P2 mit
c=1mmol/L und einem Vernetzeranteil von 100 Gew.-% verwendet. Die
Reaktionsbedingungen blieben mit 65 °C iiber Nacht auch konstant. Die
Sonifizierungsdauer variierte von 10 s bis hin zu 30 min. In Abbildung 13 ist die
Sonifizierungszeit gegen die PartikelgroBe in Methanol aufgetragen. Auch hier ist eine
anfdangliche VergroBerung des Durchmessers mit lingerer Ultraschallbehandlung zu
beobachten, bis die GroBe der Partikel ab einem bestimmten Zeitpunkt nicht weiter
ansteigt. Bei P1 wird das Grofenmaximum bei 3 min mit rund 35 nm und bei P2 bei 5
min mit ca. 70 nm erreicht. Die Mizellgro3e von P1 liegt bei nur 8,8 + 0,4 nm und ist
damit dreimal so klein wie von P2 mit 22,4 * 3,7 nm. Aus diesem Grund ist die
maximale Einlagerung von HDDA in P1 eher erreicht. Weiter wurden auch nur halb so

grof3e Nanopartikel erhalten.!'"”!
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Abbildung 13: Einfluss der Ultraschalldaver auf die Partikelgrofie (¢ (PLI/P2) = | mmol/L, HDDA-
Menge: 100 Gew.-%, Reaktionsbedingungen: T = 65 °C, liber Nacht. hyvdrodynamische Durchmesser d,
wurde iiber DLS-Messungen einer methanolischen Nanopartikel-Losung (¢ = | mg/mL) bestimmt).

Veranschaulichen ldsst sich der Effekt der begrenzten MizellgriBie in Abhiingigkeit der
eingesetzten Polymere und der Ultraschallbehandlung anhand von Schema 10. Zu
Anfang der Nanopartikelsynthese liegen die amphiphilen Poly(2-oxazolinje als
Mizellen und der Vernetzer HDDA als Kleine Tripfchen in Wasser vor. HDDA
diffundiert in einer bestimmiten Zeit 1) in das Mizellinnere. Wird das System Uliraschall

it so dass das

ausgesetzt, wird das dynamische Gleichgewicht der Mizelle gesti
Diacrylat schneller in den Mizellkern gelangt, bis die Mizelle maximal beladen und
gesiittigt  ist.  Ein  weiterer wichtiger Effekt der Ultraschallbehandlung ist die

Homogenisierung der Partikel.

o) @ g
£ 3 + S S %

O n {.Fé Ultraschall ? @
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o Poly(2-oxazolin)-Mizellen 4+ HDDA-Tropfchen
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Schema [0: Schematische Darstellung der HDDA Einlagerung in die Polymermizellen durch die
Ultraschalldauer.
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Die Homogenitit der Partikel konnte weiter iiber TEM Messungen gezeigt werden, In
Abbildung 14 sind die synthetisierten Nanopartikel aus P1 nach 30, 60, 300s
dargestellt, Die Bilder zeigen weiter die sphiirische Morphologie der Nanopartikel.

l"-

Abbildung [4: TEM-Aufnahmen der Nanopartikel ausgehend von P1 (c = | mmol/L) und 100 Gew.-%
HDDA nach 0.5 Min. (A) 1 Min. (B} und 5 Min. (C) Ultraschalldaver und 65 “C iiber Nacht
{ Probenpriiration und Aufnahmen wurden von Frau M. Meuris, AK J. Tiller, Fakultit BCL, durchgefithrt),

Einfluss der Polymerisationsdauver auf die Partikelgrifie

Als nichstes folgte die Untersuchung des Einflusses der Polymerisationsdauer auf die
Mikroemulsionspolymerisation. Hierfiir wurde eine Polymerkonzentration von
c=001 mmol/L (P1} und ein HDDA-Anteill an 100 Gew.-% gewiihli. Die
Sonifizierungsdaver betrug | min. Die Reaktionen wurden jeweils bei 65 °C
durchgefiihrt. Der hydrodynamische Durchmesser wurde anschliebend in Methanol
(c=1mg/mL) gemessen. Es wurden Polymerisationszeiten von 10 min bis 24 h
gewihlt.

Abbildung 15; Einfluss der Polymerisationsdaver auf die Partikelgribe ic (1) = | mmol/L, HDDA-
Menge: 100 Gew.-%, Reaktionsbedingungen: T = 65 °C, hydrodynamische Durchmesser d, wird Giber
DLS eciner methanolischen Nanopartikel-Lissung (¢ = | mg/mL) gemessen ).
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Wie in Abbildung 15 zu sehen, haben unterschiedliche Polymerisationszeiten keinen
signifikanten Einfluss auf die Partikelgribe. Es zeigte sich, dass schon nach 10 min
stabile Nanopartikel um die erwarteten 40 nm entstehen, aber auch nach 24 h konnten
Partikel im Bereich von 30 — 50 nm erhalten werden.

Langzeitstabilitiit der Partikel

Um die Langzeitstabilitiit der synthetisierten Partikel zu beweisen, wurde der Partikel,
ausgehend von P1 mit 100 Gew.-% HDDA und einer Sonifizierungsdaver von 30 min
(65 °C, iiber Nacht), nochmals nach 150 Tagen mittels der DLS vermessen. Wie in
Abbildung 16 zu schen ist, bleibt der synthetisierte Nanopartikel auch nach finf
Monaten stabil in Losung. was e¢ine kovalente Verbindung vom Polymer zum
Kernvernetzer HDDA unterstiitzt.

-]

38.7+1.9nm - B : 39.8 +7.4nm

oot

fin rahigemitteltin %
= =

Angahlgemitteltin ¥
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Abbildung 16: DLS-Kurven von einem synthetisierten Nanopartikel nach 0 (A) und 150 (B} Tagen mil
c=1 mg/mL in Methanol (Reaktionsbedingungen: | mmol/L P1, W Gew.-% HDDA, 30 min
Sonifizicrungszeitl, 65°C tiber Nacht).

4.1.3 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurden zum ersten Mal Nanopartikel mit Hilfe der Mikroemulsion
und Poly(2-oxazolin)-Makromonomeren erfolgreich dargestellt. Zudem wurde der
Einfluss einiger Parameter auf die NanopartikelgriiBe untersucht. Dabei hatten der
HDDA-Anteil und der Polymerisationsgrad der verwendeten Polymeramphiphile den
grifiten Einfluss auf die resultierende NanopartikelgriBe. Weiter kann die Grobe der
Partikel tiber die Ultraschalldauer beeinflusst werden, wobei dieser Prozess auch starken
Einfluss auf die Homogenitit des Systems nimmt. Die Art des Initiators, die
Polymerkonzentration und die Polymerisationszeit hingegen haben keinen signifikanten
Einfluss auf die PartikelgriBie. Somit kénnen griBere Mengen an Nanopartikeln einfach
und unkompliziert iiber die AIBN Initiierung dargestellt werden.

Im Folgenden soll nun das hier dargestellte Mikroemulsionssystem unter Verwendung
von amphiphilen, Alkin-funktionalisierten Poly(2-oxazolinjen optimiert werden. Dazu
sollte im kernbildenen Block die Alkin-Funktionalitit durch eine Acrylatfunktion
ersetzt werden.
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4.2 Ergebnisse und Diskussion — Mikroemulsion II

4.2.1 Synthese von Acrylat-funktionalisierten amphiphilen Poly(2-
oxazolin)en

In diesem Abschnitt soll die eingangs betrachtete Mikroemulsion I basierend auf Alkin-
funktionalisierten, amphiphilen Poly(2-oxazolin)en fiir das AIBN-Initiationssystem
angepasst und optimiert werden. Dabei sollte zunichst eine Acrylatfunktionalitdt an die
Stelle des Alkins in die polymeren Amphiphile eingebaut werden. Dies sollte iiber die
Synthese eines neuen Acrylat-funktionalisierten 2-Oxazolinmonomers erfolgen.
Anschlieend sollte das Monomer in der Polymerisation von 2-Oxazolinen evaluiert
werden, bevor die Polymere in der Mikroemulsion eingesetzt werden. Hierbei wurden
die gewonnenen Erfahrungen iiber den Einfluss der Vernetzerkonzentration gezielt

genutzt, um drei unterschiedlich gro3e Nanopartikel zu erhalten.

Monomersynthese und Charakterisierung

Die im hydrophoben Block einpolymerisierte Alkinfunktion sollte durch ein Acrylat-
modifiziertes Monomer ersetzt werden, um eine bessere Kompatibilitdt und Umsetzung
des polymeren Amphiphils mit dem eingesetzten Diacrylats (HDDMA) in der

Mikroemulsionspolymerisation zu gewéahrleisten.

In Schema 11 ist das Reaktionsschema zur Darstellung des neuen Monomers
2-(5-Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-methacrylat)]-oxazolin (12) dargestellt.

NaN; DMSO, NHS, EDC*HCI, o)
OH 60°C,18h oH DCM,RT, 18h o.
Br/\/\/\n/ - N3/\/\/\n/ —_ N3/\/\/\n/ N
o 85°/n o 88% O
7 8 9 o
Et;N, CICH,CH,NH
0, 3N 2 2 2
80% HCI, DCM, RT, 72h
PropargylMMA,
o CuSO, 5H,0,
o Natriumascorbat,
THF:H,0 (1:1), KOH/MeOH,
= N RT, u.N. N 50°C, 72h
) N\/\/\/M’> N3 - B — N3/\/\/\n/
- (o) 76% [o) 83%
12 1 10

Schema 11: Reaktionsschema zur Darstellung von 2-(5-Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-methacrylat)]-
oxazolin (12).
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Ausgehend von 6-Bromhexansidure (7) wird in einer Substitutionsreaktion das Brom
durch ein Azid ersetzt. Anschliebend wird die Carbonylfunktion der erhaltene 6-
Azidohexansiure 8 mittels EDC-HCI und NHS zum Aktivester 9 umgesetzt. Die
aktivierte Carbonsiure wurde im niichsten Schritt in das entsprechende Amid 10
tiberfithrt. Zum Erhalten des Oxazolinrings 11 wurde unter basischen Bedingungen der
Ring geschlossen und 2-(5-Azidopentyl)-2-oxazolin  erhalten.'"" Das gewiinschte
Produkt 12  wurde iiber eine Kupfer-katalysierte-Alkin-Azid-Cycloaddition
(CuAAC)""" von 11 mit Propargylmethacrylat synthetisiert.

Die Strukturformel von 12 wurde sowohl iiber 'H- und ""C-NMR spektroskopisch, als
auch tlber ESI'MS aufgeklirt. In Abbildung 17 ist das 'H-NMR-Spcklrum vom
Monomer 12 abgebildet. Zu erkennen sind die zwei charakteristischen Signale des
Oxazolinrings e und f bei einer chemischen Verschiebung von 3.70 und 4.18 ppm.
Weiter sind die Signale ¢ und j§ (5.55/6.10 ppm) der Vinylgruppe des Acrylats zu
zuordnen. Eine kovalente Verbindung zwischen dem 2-Oxazolin und der
Acrylatfunktion bestiitigt das Signal k bei 7.58 ppm. welches das Proton des
Triazolrings kennzeichnet.
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Abbildung 17: "H-NMR-Spektrum von 2-(5-Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-methacrylat)]-oxazolin (12),

Eine vollstindige Umsetzung des Azids konnte qualitativ mit Hilfe der FT-IR
Spektroskopie gezeigt werden. In Abbildung 18 sind die beiden IR-Spektren fiir 11 und
12 dargestellt. Im oberen Spektrum ist deutlich die N:-Schwingungsbande des Azids bei
2090 cm” zu sehen, die im Produktspektrum (unten) komplett verschwindet. Zudem

erscheint neben der C=0-Schwingung bei 1665 cm™ des 2-Oxarolins im unteren
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Spektrum zusiitzlich eine Esterschwingungsbande bei 1715 cm”, welche der

Acrylatgruppe zugeordnet werden kann.
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Abbildung 18: FT-IR-Spektren vom 2-(5-Azidopentyl)-2-oxazolin (11, oben) und von 2-(5-Pentyl-
[(1,2,3-triazol)-4-yl-methacrylat)]-oxazolin (12, unten).

Im néchsten Abschnitt soll nun das neue Monomer 2-(5-Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-
methacrylat)]-oxazolin (12) in der Herstellung von amphiphilen Poly(2-oxazolin)en

eingesetzt werden.

Polymersynthesen und Charakterisierung

Das neue Acrylat-funktionalisierte Monomer 12 wurde anschlieBend in der Synthese
von drei Polymeren mit unterschiedlicher Zusammensetzung des hydrophoben Teils
eingesetzt. In Schema 12 ist das Reaktionsschema zu den Polymersynthesen der
Polymere P3-PS dargestellt. Bei P3 handelt es sich um ein Triblockcopolymer. Hier
sollte das Monomer 12 zundchst den ersten Block bilden, als zweite hydrophobe
Komponente wurde wieder HOx eingesetzt. Zum Aufbau der Amphiphilie wurde
sequentiell MOx einpolymerisiert. Das Polymer P4 unterscheidet sich lediglich in der
Reihenfolge der Monomere im hydrophoben Teil, hier wurde erst HOx, gefolgt von
Monomer 12 und anschlieBend MOx polymerisiert. Bei PS handelt es sich um ein
Blockcopolymer, dessen hydrophober Block sich statistisch aus HOx und Monomer 5
zusammensetzt. Initilert wurden die Polymere P3-P5 mit Methyltriflat und die
Termination fand bei den Polymeren P3 und P4 iiber Luftsauerstoff statt. Eine
Terminierung iiber eine basische Methanollosung bei 60 °C iiber Nacht war nicht

moglich, da unter diesen Bedingungen die Acrylatgruppe abgespalten wurde.''*!
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Schema 120 Darstellung der Polymere P3 (kern-nah). P4 (schale-nah) und PS (statistisch), 2-(5-Pentyl-
[{1.2.3-trinzol }-4-yl-methacrylat)]-oxazolin ( 12) ist blav und die hydrophile Endgruppe rot markiert.

Zur Termination von P5 wurde ein leichter Uberschuss an Natriumazid (5 eq.) bei 50 °C
iiber Nacht verwendet."”! Hierdurch konnte eine Azid-Endgruppe generiert werden, die
zur weiteren Modifikation des Polymers zur Verfiigung stand (vgl. Kapitel4.2.3). In
Tabelle 4 sind die analytischen Daten der erhaltenen Polymere dargestellt.

Tabelle 4: Analytische Daten der Polymere P3-P5.

:1“;: HOX'  12°  MOx" M,gmol’ Mgmo' H"  d,/nm
28.6 + 3.1
P3  5(4)  3(4) 28(30) 4180 6710 K oo 8
P4 34) 34 24(30) 3500 6734 129 92%37
(0.4420.02)

PS5  5(4) 34 30030 4377 8478 (13 19048
- B : 13 0212001

a) Blockcopolymerzusammensetzung und Molmasse wurde iber "H-NMR-Spekiroskopie bestimmt, die
theoretisch  eingesetzien  Aguivalente sind in  Klammem  angegeben: b) Molmasse M, und
Dispersititsindex P wurden iiber GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards, DMF/5 mg-mL" LiBr;
) Der hydrodynamische Durchmesser (dy) wurde Gber DLS Messungen einer | mM Polymerlésung in
Wasser bestimml.

Beispielhaft ist in Abbildung 19 das 'H-NMR-Spektrum von P35 dargestellt und die
entsprechende Zuordnung der einzelnen Signale beschrieben. Es zeigte sich, dass die
Acrylatfunktion nach den Bedingungen der Polymerisation von 2-Oxazolinen in Takt
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bleibt. Die Signale j und k weisen auf das Vorliegen der Vinylgruppe hin und das Signal
I bei einer chemischen Verschiebung von 7.85 ppm bestiitigt die kovalente Bindung
zum Polymer {iber den Triazolring. Uber die Referenzierung des Initiatorsignals f bei
2.95/3.05 ppm mit drei Protonen, ergab sich fiir P5 eine Polymerzusammensetzung von
vier Einheiten Monomer 12, fiinf Einheiten HOx und einem hydrophilen Teil bestehend
aus 30 Methyl-Einheiten.

ok
393 3.06 318 587 583 15018 3.00 2087 10E.301B.OR 17.2143.60 1531
=] [ =] —_ d =] T o e o o oy ==
7.5 TH &5 B0 5 L1 45 40 As a0 25 20 1.8 1.0 k.3

Chemical Shifl ippem)
Abbildung 19: 'H-NMR-Spektrum von P5 mit zugehiriger Zuordnung.

Auch die Polymerzusammensetzungen von P3 und P4 liegen nahe an den theoretisch
eingesetzten Mengen. Zusitzlich wiesen die jeweiligen Polymere P3-P5 mit
Dispersitiiten B von 1.31, 1.29 und 1.13 enge Molmassenverteilungen auf. Betrachiet
man dazu die gemessenen hydrodynamischen Durchmesser der 1 mM Polymerldsungen
i Wasser Fillt auf, dass P4 (9.2 + 3.7 nm) die kleinsten und P3 (28.6 + 3.1 nm) die
orifbten Mizellen bei dhnlicher Polymerzusammensetzungen ausbilden. Dies weist
darauf hin, dass das Monomer 12 einen erheblichen Einfluss auf die Mizellbildung in
Wasser ausiibt. Eine genauere Betrachtung des Monomers 12 zeigt, dass der Triazolring
die Polaritiit der hydrophoben Kette erhéht. 1,2,3-Triazole sind stabile Heterozyklen,
die in der Lage sind Wasserstoffbriickenbindungen einzugehen und Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen ausbilden.""! Hier ist der Grund fiir die unterschiedlichen
Mizellgrében zu sehen.

Hiermit konnte der erfolgreiche Einsatz von Monomer 12 in der CROP gezeigt werden.
Uber 'H-NMR-Spckimskﬂpic wurde bestiitigt, dass die Vinylgruppe des Acrylats nach
der kationischen Polymerisation erhalten bleibt. Zudem konnte gezeigt werden, dass der
Triazolring der Seitenkette einen Einfluss auf die Mizellbildung ausiibt. Im Folgenden
sollten die Polymere P3-P5 in der Mikroemulsion eingesetzt und untersucht werden.
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4.2.2 Nanopartikelsynthese mittels der Mikroemulsionspolymerisation und
amphiphiler, Acrylat-funktionalisierten  Poly(2-oxazolin)-Makro-
monomere

Die in Kapitel 4.1.2 beschriebene Mikroemulsionspolymerisation wurde in diesem
Abschnitt nun auf die acrylat-funktionalisierten Polymere P3-P5 zur Darstellung
polymerer MNanopartikel angewendet. In Schema 13 ist die Durchfithrung der
Mikroemulsion schematisch dargestellt. Im Gegensatz zu den alkin-funktionalisierten
Polymeren wurden hier die Polymere P3-P5 eingesetzt, zudem wurde das Methacrylat
des Vernetzers (HDDMA) verwendet, um eine bessere Kompatibilitit der beiden
Acrylate zu erhalten.

3
\ + AIBN, Heptadecan /

Schema 13: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung von P3PS in der
Mikroemulsion. A) Mizellbildung der Blockcopolymere in Wasser oberhalb der CMC, ¢ = | mmol/L,
B) Entgasen mit Argon fiir 30 min und Homogenisierung des Systems durch Somifizierung (5 min),
C) Emlagerung  des  Diacrylats HDDMA  (0-100 Gew.-%) in den  Mizellkern, D) Start  der
Vernetzungsreaktion durch Erhitzen auf 65 °C iber Nacht mit 0.1 Gew.-% AIBN und 5 Gew.-%
Heptadekan, E) Erhalten der Manopartikel NF1-NP9,

Zur Synthese von unterschiedlich grobien polymeren Nanopartikeln wurden Diacrylat-
Mengen von 0, 50, 100 Gew .-% gewihlt. Hiermit sollten Durchmesser im Bereich von
20-75 nm erzielt werden. Weiter wurde die optimierte Sonifizierungzeit von 5 min aus
Kapitel 4.1.2 {ibernommen. In Tabelle 5 sind die hydrodynamischen Durchmesser der
jeweiligen polymeren Nanopartikel NP1-NP9 gemessen in Wasser (a) und Methanol (b)
dargestellt. Die erhaltenen PDIs der DLS Messungen sind in Klammern angegeben.
Sowohl die Messungen in Wasser als auch Methanol zeigten jeweils idhnliche Griiben
der Partikel. Auch die erwartete VergroBerung der Partikel mit ansteigendem HDDMA
Anteil war in allen drei Fillen zu beobachten, Doch zeigten sich Unterschiede bei der
Betrachtung der verschiedenen Nanopartikel basierend auf den jeweiligen Polymeren
P3-P5.
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Tabelle 5: Hydrodynamische Durchmesser di, von NP1-NP9 in Wasser (a) und Methanol (b).

HDDMA/

# Polymer Gew.-%" dy, /nm?* d,,/nm"
2233247 21,98 £ 2.94
NP1 P3 0 (0.26+0.02) (0.27+0.01)
2872 711 29.08 + 6.18
NP2 P3 50 (0.20+0.01) (0.190.01)
74.84 + 1.56 75.85 £2.17
NP3 P3 100 (0.16+0.02) (0.14+0.02)
1144 %158 10822133
NP4 P4 0 (0.41+0.09 (0.27+0.01)
35.80 + 5.62 30.44 + 2.54
NP5 P4 50 (0.30+0.03) (0.27+0.01)
43.31 +5.29 28.56 + 2.46
NP6 P4 100 (0.420.06) (0.24+0.01)
2563 £1.20 20.80 = 6.88
NP7 P> 0 (0.4620.01) (0.37+0.01)
47.04 + 6.84 41.48+2.34
NP8 P5 50 (0.240.02) (0.1620.01)
72.64 £ 6.05 67.99 + 6.57
NP9 P> 100 (0.56:0.12) (0.17£0.02)

*Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 1mM Polymerlosung, 5 Gew.-% Heptadekan, 0,1 Gew.-%
AIBN, 5 min Sonifizierung, 65 °C iiber Nacht, PDIs der jeweiligen DLS-Messungen sind in Klammern
angegeben.

Die Nanopartikel NP1-NP3 wurden ausgehend vom Polymer P3 aufgebaut, welches
einen Mizelldurchmesser von 28.6 = 3.1 nm besitzt. Ohne Zugabe von HDDMA
verkleinert sich die GroBe zundchst. Ohne den Zusatz des Vernetzers handelt es sich
hier um eine klassische Kernvernetzung mit Volumenschrumpf und nicht um eine
Mikroemulsion, bei welcher eher Volumenzunahmen beschrieben werden.!"'¥ Die
beobachtete Verkleinerung des Durchmessers ist auf die Einschrankung des
Freiheitsgrades von Monomer 12 zuriickzufiihren.

Bei einer HDDMA Zugabe von 50 Gew.-% wichst der Durchmesser wieder auf die
urspriingliche MizellgroBe. Die Verdoppelung der HDDMA Menge auf 100 Gew.-%
filhrt zu einer Groe von 74.84 = 1.56 nm in Wasser und liegt somit im erwarteten
Bereich.

Bei dem Einsatz von P4 in der Mikroemulsionspolymerisation ist ohne Zugabe von
HDDMA der beschriebene Volumenschrumpf, wie bei dem Nanopartikel NP1, nicht zu
beobachten. Hier trat keine signifikante Anderung des Durchmessers durch die
Kernvernetzung ein. Bei einer Zugabe von 50 Gew.-% an HDDMA wichst die
MizellgroBe auf ungefihr 30 nm. Eine Vergroferung auf ca. 35-50 nm war bei
weiterer HDDMA Zugabe (100 Gew.-%) zu beobachten. Diese geringe Vergroflerung
im Vergleich mit P3, ist auf den relativ kleinen Mizelldurchmesser von P4
zuriickzufiihren. Wie schon in Abschnitt iiber den Einfluss der Sonifizierungsdauer
gezeigt wurde, hat die Mizellgr6Be bzw. der Polymerisationsgrad des verwendeten

Polymers einen Einfluss auf die resultierende NanopartikelgroBe.
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Die Darstellung der NP7-NP9 unter Verwendung von PS5 weist eine fast lineare
Korrelation zur eingesetzten HDDMA Menge auf. Auch hier war bei der
Kernvernetzung ohne HDDMA eine leichte VergroBerung des Nanopartikel-
Durchmessers zum Mizelldurchmesser von PS5 zu beobachten. Die Zugabe von
50 Gew.-% fiihrte zu 47.04 £ 6.84 nm groen und 100 Gew.-% zu 72.64 + 6.05 nm
grofen Partikeln in Wasser. Diese Ergebnisse deckten sich mit denen, welche iiber das
Alkin-funktionalisierte Polymersystem erhalten wurde.

In der Literatur sind keine vergleichbaren Systeme bekannt, in welchen die
polymerisierbare Einheit unterschiedllich in das Blockcopolymer eingebaut wurde.
Doch konnten Xu et al. zeigen, dass unterschiedlich lange Alkylketten von Tensiden zu
unterschiedlichen PartikelgroBen nach der Mikroemulsion fiithren. Je grofer die
Alkylkette, desto groBer der Partikeldurchmesser.!""”! Zudem zeigten Sharma et al., dass
bei einer Mischung aus Tensiden mit unterschiedlich langen Alkylketten bei der
Mizellbildung keine einheitlichen Monoschichten ausgebildet werden. Hieraus

161 1 dem dargestellten System besitzt das

resultierten unterschiedliche MizellgroBen.
Monomer 12 durch den Triazol-Ring und der Acrylat-Gruppe einen hoheren sterischen
Anspruch und beeinflusst scheinbar, aufgrund der unterschiedlichen Lage in den

Polymeren P3-P5, nicht nur die Mizellbidlung, sondern auch die Nanopartikelsynthese.

4.2.3 Nanopartikelfunktionalisierung mit biorelevanten Molekiilen

In diesem Kapitel geht es um die Funktionalisierung der iiber die Mikroemulsion
hergestellten Nanopartikeln. Das gewihlte Poly(2-oxazolin)-System eignet sich
aufgrund der vielfiltigen Modifizierungsmoglichkeiten™*''"!  und | Steath*
Eigenschaften!''® hervorragend fiir Applikationen in der Therapie und Diagnostik (vgl.
Kapitel 2.3). Es gibt verschiedene Moglichkeiten funktionelle Molekiile kovalent an
einen Nanopartikel zu binden. Um die Schale eines synthetisierten Nanopartikels zu
funktionalisieren, kann eine nanopartikelanaloge Oberflachenmodifikation durchgefiihrt
werden.

Der folgende Abschnitt behandelt zunichst die Reduktion der Azid-Endgruppe des
Polymers PS in ein primires Amin. AnschlieBend werden iiber die Mikroemulsion
polymere Nanopartikel mit Amin-Endgruppen synthetisiert. Diese werden dann iiber
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid (EDC-HCI) bzw.
N,N,N",N"-Bis(tetramethylen)fluoroformamidiniumhexafluorophosphat (BTFFH)
vermittelte Amidbildungen (Folsdure bzw. RDG-Peptidsequenz), sowie iiber eine
Additionsreaktion (FITC) auf der Oberfldche funktionalisiert. Die Charakterisierung der
Partikel findet tiber DLS- und UV/vis-Messungen statt.
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Endgruppenmodifikation am Polymer

Um eine Oberflichenfunktionalisierung durchzufiihren, muss eine geeignete
funktionelle Endgruppe gewihlt werden, welche eine einfache Modifizierung der
Schale ermoglicht. Primdre Amine erlauben eine Vielzahl an nukleophilen
Substitutionsreaktionen oder die Bildung von Amiden unter Verwendung aktivierter

Carbonsiuren.!''!

Die Einfiihrung einer primdren Amingruppe am Ende des hydrophilen Blocks sollte
genau dies ermoglichen. Der anfingliche Ansatz iiber die Terminierung mit
Ethylendiamin (EDA) nach Fik et. al."*” fiihrte zu keinem positivem Ergebnis. Es
schien als wiirde das EDA unter den Terminierungsbedingungen eine Michael Addition
mit der Acrylatendgruppe eingehen. Nach der Polymerisation wurde ein unloslicher,
klebriger Feststoff erhalten, was auf ein vernetztes Polymer bzw. eine gelartige Struktur
hinwies. Aus diesem Grund wurde ein Umweg iiber die Azid Terminierung”> und

anschlieBende Reduktion zum Amin iiber die Staudinger-Reaktion!'*"!

gewihlt. In
Schema 14 ist die Umwandlung des Polymers PS (Azid-Endgruppe) zum Polymer P6
(Amin-Endgruppe) mittels Triphenylphosphan und anschlieBender wéssriger
Aufarbeitung dargestellt. Triebkraft dieser Reaktion ist die Freisetzung von
elementarem  Stickstoff. Das durch die Zugabe von Wasser ausfallende
Triphenylphosphanoxid ist wasserunloslich und wird iiber mehrfache Zentrifugation
vom Produkt abgetrennt. Das Polymer P6 wird {iber Gefriertrocknung aus der wissrigen

Phase gewonnen. Der erhaltene Feststoff wird anschlieBend in Chloroform

aufgenommen, in kaltem Diethylether gefillt und am Hochvakuum getrocknet.
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o || ko
CrHis | |(CHa)
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Schema 14: Staudinger-Reaktion von P5 zur Reduktion der Azidgruppe zum priméren Amin (P6).

Die Umsetzung des Azids zum primédren Amin konnte qualitativ mit Hilfe der FT-IR-
Spektroskopie verfolgt werden. In Abbildung 20 ist deutlich das Verschwinden der
Azidbande bei v=2112cm” zu sehen. Weiter ist erkennbar, dass weder die
Acrylatfunktion noch das Polymer an sich wihrend der Staudinger Reaktion reagiert.
Die Ester-Schwingungsbande des Acrylat bei v = 1720 cm™ und die Amid-I-Bande des

Polymerriickgrats bei v = 1629 cm™ waren nach der Reaktion vorhanden.
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Abbildung 20: FT-IR-Spektren vom Polymer P5 vor (A) und vom Polymer P6 nach der Staudinger
Reaktion (B).

Die Bildung des primiren Amins konnte zudem qualitativ iiber den Ninhydrin-Test!'??
belegt werden. Hierfiir musste das Polymer P6 zunéchst deprotoniert werden. Zu dem
gelosten Polymer P6 in Chloroform wurde eine Spatelspitze K,CO3; gegeben und fiir 2 h
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde der Feststoff abfiltriert und das
organische Losungsmittel entfernt. Es zeigte sich, dass eine Deprotonierung des
Polymers P6 notwendig ist, da protonierte Amine keine Reaktion mit Ninhydrin zeigen.
In Abbildung 21 sind die UV/vis-Spektren des Polymers PS5 mit der Azid-Endgruppe

und des Polymers P6 vor und nach der Deprotonierung mit K,CO; gezeigt.
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Abbildung 21: UV/vis-Spektren des Ninhydrin-Test und Nachweis des entstehenden Ruhemann’s Purpur
von P5 (rot), P6-vor der Deprotonierung (grau) und P6-nach der Deprotonierung (schwarz).
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Weder das Polymer P5 noch P6 vor der Deprotonierung zeigen das zu erwartende
Absorptionsmaximum bei 577 nm. Nach der Deprotonierung der Amin Endgruppe von

1230y und zeigt das

P6 verfirbt sich die gelbe Ninhydrinlésung blau (Ruhemann s Purpur
erwartete Absorptionsmaximum bei 577 nm. Zudem wurde eine Quantifizierung der
Aminendgruppe angestrebt. Dafiir wurde das Polymer P6 in einer nukleophilen

Substitution mit 2-Brommethylnaphthalin umgesetzt und anschlieBend mittels 'H-

NMR-Spektroskopie auf die Umsetzungseffizienz untersucht.
HyC=tH N Hy HC——N N
0 o o K2CO,, Nai, ACN, o ( j :
‘[t"'u {Fﬂﬁ T&a L .[t ) ii
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R

PE Pé-Naphthalin

Schema 15: Reaktionsschema zur Aminguantifizierung am Polymer P6 iiber die Umsetzung in ciner
nukleophilen Reaktion mit 2-Brommethylnaphthalin.

Nach Engelhardt et. al"™ sollte nach 72 h ein vollstiindiger Umsatz der vorhandenen
Amingruppen vorliegen. In Schema 15 ist die durchgefiihrte Reaktion dargestellt. Nach
72 h wurde die Reaktion abgebrochen und das Polymer P6-Naphthalin iiber Filtration
zur Entfernung der Salze und Fillung in kalten Diethylether aufgereinigt. Nach
Trocknung am Hochvakuum wurde das in Abbildung 22 dargestellte '"H-NMR-
Spektrum aufgenommen. In rot sind die wichtigen Signal markiert.
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Abbildung 22: 'H-NMR Spektrum (CDCls) vom Polymer P6-Naphthalin.
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Zur Referenzierung des Polymers diente das Signal des Initiators (a), welches in
Verhiltnis zu der Methylengruppe des Naphthalins (b) gesetzt wurde. Dies ergab eine
Umsetzung des 2-Brommethylnaphthalins mit der primédren Amin-Endgruppe des

Polymers P6 von ca. 79 %.

Nanopartikelsynthese und Charakterisierung

Nun sollten aus dem Amin-modifizierten Polymer P6 drei Nanopartikel
unterschiedlicher Grof3e hergestellt werden. In Anlehnung an Kapitel 4.2.2 wurden 0, 50
und 100 Gew.-% HDDMA gewdhlt, um Partikel im Bereich von 20— 75 nm
herzustellen. Auch die dort beschriebene Darstellungsmethode der Mikroemulsion
wurde angewandt. In Tabelle 6 sind die hydrodynamischen Durchmesser d, der
synthetisierten Partikel NP10-12 gemessen in Wasser und Methanol zusammen gefasst.
Es wurden d&hnliche Gro8en wie bei der Verwendung von PS5 erhalten. Die
PartikelgroBen stiegen mit steigendem HDDMA-Anteil an, so dass Nanopartikel im
GroBenbereich von 20 —70 nm erhalten werden konnten. Zudem konnte gezeigt
werden, dass die Endgruppenmodifikation von P5 zum Polymer P6 keinen Einfluss auf
die Nanopartikelbildung ausiibt. Somit konnten polymere Partikel mit primidren Aminen

auf der Oberfliche dargestellt werden.

Tabelle 6: Hydrodynamische Durchmesser dy, der Nanopartikel NP10-NP12 gemessen in Wasser (a) und
Methanol (b).

HDDMA/

# Polymer Gew.-%" dy,/nm? d,,/nm"
26.15%3.07 1866357
NP10 P6 0 (0.22+0.01) (0.22+0.01)
4216 + 5.43 37.80 + 1.91
NP11 P6 50 (0.56+0.07) (0.19+0.01)
70.25 = 16.60 69.38 = 2.66
NP12 P6 100 (0.41£0.01) (0.13£0.01)

*Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 1 mM  Polymerldsung, 5 Gew.-%  Heptadekan,
0,1 Gew.-% AIBN, 5 min Sonifizierung, 65 °C tiber Nacht, PDIs der jeweiligen DLS-Messungen sind in
Klammern angegeben.

Weiter konnte iiber TEM-Aufnahmen die sphirische Morphologie der Nanopartikel
NP10-12 bestdtigt werden. In Abbildung 23 sind die Partikel mit 0 Gew.-% (a),
50 Gew.-% (b) und 100 Gew.-% dargestellt. Zusétzlich sind unter (d) die DLS-Kurven
der einzelnen Nanopartikel NP10-12 aufgefiihrt. Zudem zeigte eine genauere
Betrachtung der TEM-Aufnahmen, einen unterschiedlichen Massenkontrast der
jeweiligen Nanopartikel NP10-12. Dies weist auf verschiedene Dichten der Partikel hin.
Der Nanopartikel NP10 wurde lediglich im Kern vernetzt, hier wurde keine

Einlagerung des Vernetzer-Monomers HDDMA vorgenommen.
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Abbildung 23: TEM Aufoabmen von NP1O (a), NP11 (b) und NP12 (c) mit ¢ = 0,01 mg/mL in Wasser
{ Probenpriiration und Aufnahmen wurden von Frau M, Meuris, AK J. Tiller, Fakultit BCI, durchgefiihrt),
DLS Kurven der NP7-NP% mit ¢ = | mg/mL in Wasser gemessen mit der DLS (Malvern, Zeiasizer SZ),

Daher weist die TEM-Aufnahme (a) auch den geringsten Massenkontrast auf, was mit
der geringen Vernetzungsdichte korreliert. Im Gegensatz dazu besitzen NP11 und NP12
einen dichten, hochvernetzten Kern durch das eingelagerte HDDMA.

Oberflichenfunktionalisicrung der Nanopartikel NP10-NP12

Im niichsten Schritt wurden die hergestellten Nanopartikel NP10-12 jeweils iiber die
Aminfunktionalitit mit drei unterschiedlichen, biorelevanten Molekiilen modifiziert. In
Schema 16 ist eine Ubersicht der durchgefiihrien Oberflichenmodifikationen der
Nanopartikel NP10-12 schematisch dargestellt.

Dabei sollten zunichst zwei unterschiedliche Targeting-Molekiile auf der Obertliche
kovalent gebunden und untersucht werden. Diese Molekiile erhishen die Selektivitiat von
Diagnostika bzw, Therapeutika Tumorzellen zu adressieren, wodurch unerwiinschte
Nebenreaktionen mit gesunden Zellen vermieden werden kdnnen. Folsiiure (FA) und
eine RGD-beinhaltende Peptidsequenz (GRGDS6Ahx6AhXF) stellen typische Vertreter
von Targeting-Molekiilen dar,

47



NANOPARTIKELSYNTHESE MIT HILFE DER MIKROEMULSION

Folsaure * HCI, N. N
EDC « HCI, HPY T
TEA; CH,CI,, N SN N

o H
_RT,24h | O N\'p/ OH
(a) N 0 2

HO” ~O

NH,

NP10a-NP12a

N
Peptid, )/ E F
BTFFH, Q Oy 0 H

N HJJ\/N E

DIPEA, DMF, Jl\/
Q RT,24 h On H o H o H HN \g/\
v M
NH, (b) \ﬂ/\H SHiﬁ/
NP10-NP12 /i\

NP10b-NP12b

bW,
FITC, EtOH O
24 h, 45°C i O O
N~ "N (o] OH
H H

(c)

NP10c-NP12c

Schema 16: Ubersichtsschema der Oberflichenfunktionalisierungen der Nanopartikel NP10-12 iiber die
Amin-Endgruppe mit Folsdure (a), FITC (b) und Peptid (c).

Dabei wird Folsdure flirs Zellwachstum benotigt und bindet an die auf der Oberfliche
befindlichen Folatrezeptoren mit einer hohen Affinitit.!"**! Gerade diese sind auf der
Oberfliche von menschlichen Epithel-Krebszellen iiberexprimiert und werden dagegen
seltener auf gesunden Zellenoberflichen gefunden.' Es konnte gezeigt werden, dass
Folsdure-Konjugate eine bis zu 45-fach hohere Aufnahme in kanzerogene Zellen
zeigten als ihre unfunktionalisierten Analoga.“%]

Die Tripeptidsequenz aus Arginin-Glycin-Asparaginsdure (RGD) bindet spezifisch mit
den auf der Zelle befindlichen a,fs-Integrinen, welche entscheidend sind fiir die
Zelladhision, weshalb es in der Forschung oft als Targetingmotiv benutzt wird.'?
Zudem hat diese Sequenz den Vorteil gegeniiber enzymatischer Degradierung stabil zu
sein.!'?®

Weiter sollte der Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) als
bildgebendes Molekiil auf die Oberfliche gebracht werden. Das Markieren von

[129] [130] [131]

Polymeren" ', Dendrimeren und Nanopartikeln mit FITC ist eine gingige

Methode um die modifizierten Makromolekiile in Zellexperimenten zu beobachten und

zu verfolgen.
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a) Folsiaure-Funktionalisierung

Die Nanopartikel-Modifizierung iiber die kommerziell erhiltliche Folsdure sollte iiber
das Kopplungsreagenz EDC-HCI stattfinden. Vorangegangene Arbeiten des
Arbeitskreises Weberskirch'>*! zeigten hiermit eine bessere Kopplungeffizienz als mit
dem Kopplungreagenz BTTFH. Zudem hat EDC-HCl im Gegensatz zu
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) den Vorteil, dass das bei der Reaktion
entstehende Harnstoffderivat aufgrund seiner besseren Wasserloslichkeit leichter aus
der Reaktionslosung entfernt werden kann. Die Reaktion wurde unter Zugabe der Base
Triethylamin (TEA) fiir 24 h bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Aufreinigung der
funktionalisierten Nanopartikel NP10a-12a erfolgte anschlieBend iiber Dialyse gegen
eine 0,1 M NaHCOs-Losung (MWCO = 5000) fiir 48 h. Die nach Gefriertrocknung
erhaltenen Riickstinde wurden in Chloroform gel6st und in kaltem Diethylether gefillt.
Der Feststoff wurde abzentrifugiert und am Hochvakuum getrocknet. Die Konzentration
der auf der Oberfliche gekoppelten Folsdure-Molekiile erfolgte iiber UV/vis-
Spektroskopie und die PartikelgroBen wurden mittels DLS Messungen bestimmt. In

Tabelle 7 sind die erhaltenen analytischen Daten zusammengefasst.

Tabelle 7: Analytische Daten der Folsdure-Modifizierung von NP10a-12a.

# f(l;]e)v?}}do/? ; &l/m PDI’ 10°* 1(1::(/)1'L'1 eflz'ilz(;glilf'zlzlig:\i’l.g-so;o ’
NP10a 0 2138+£7.62 047#0.01 1,74 %0.85 770 £3.77
NP1la 50 39.56+535  0.48+0.09 1,97 +1.05 8.70 £ 4.62
NP12a 100 60.64+7.85 048+0.17 2,00 +0.64 8.82 £2.81

a) Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 1 mM Polymerlésung, 5 Gew.-% Heptadecan,
0,1 Gew.-% AIBN, 5 min Sonifizierung, 65 °C tiber Nacht, b) hydrodynamischer Durchmesser bestimmt
iber DLS Messungen einer 1 mg/mL NP-Losung in Methanol bei RT und der zugehorige PDI-Wert (es
wurde eine Dreifachbestimmuing durchgefiihrt), c) Konzentration der Folsdure-Modifizierung bestimmt
iber UV/vis-Spektroskopie (Ap.x=363 nm) einer 1 mg/mL 0,1 M NaOH-Losung.

Die Partikel wiesenGro3en von jeweils 21.38 + 7.62, 39.56 = 5.35 und 60.64 £+ 7.85 nm
fir NP10a-12a auf. Es zeigte sich keine signifikante Anderung der PartikelgroBe nach
der Modifizierung der Partikeloberfliche. Der Einfluss der Folsdure-Molekiile auf die
GroBe der Partikel sollte gering sein und sich deshalb kaum auswirken. Uber den
Extinktionskoeffizienten von £33,m = 1800 L/mol- cm!®? wurde die Konzentration der
gekoppelten  Folsdure-Molekiille  bestimmt. Hierfir ~wurden unterschiedliche
Konzentrationen an Nanopartikellosungen in einer wissrigen 0,1 M NaOH-Losung

mittels UV/vis-Spektroskopie vermessen.
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Abbildung 24: UV/vis-Spektren der Folsdure-funktionalisierten Nanopartikel NP10a (schwarz), NP11a
(rot) und NP12a (blau).

In Abbildung 24 sind die UV/vis-Spektren einer Konzentrationsbestimmung der
jeweiligen Nanopartikel-Proben NP10a-12a mit den entsprechenden Konzentrationen
angegeben. Normiert auf eine 1 mg/mL Nanopartikel-Losung ergaben sich
Konzentrationen von ca. 2,0 10* mol/L. Folsidure auf den Oberflichen der
entsprechenden modifizierten Nanopartikeln NP10a-12a. Eine auf das Gewicht der
Folsdure bezogene Modifizierungseffizienz ergaben 7.70 + 3.77 %, 8.70 £ 4.62 % und
8.82 £2.81 % fiir die zugehorigen Nanopartikel NP10a-12a.

In den vorangegangenen Arbeiten von Engelhardt wurde eine Folsdure Konzentration
von 9.2-10° mol/L erzielt, was einer Kopplungseffizienz von 10 % der Nanopartikel
entspricht. Dies stimmt mit den hier ermittelten Werten {iiberein. Auch aktuelle
Forschungen von Weberskirch et al. beziiglich der Folsdure-Funktionalisierung von
Silica-Nanopartikeln mit einer Gro3e von ca. 60 nm zeigten mit 1.0- 10* mol/L einen
vergleichbaren Wert. 13!

2003 zeigten Pan et. al. eine Beladung von Folsdure auf ihren schale-vernetzten
Acrylat-basierten Nanopartikeln von 66 %. Hier erfolgte die Funktionalisierung jedoch
tiber Seitengruppen des hydrophilen Blocks, womit der hohe Modifizierungsgrad erklart
werden kann.'**! Weiter zeigten Arbeiten von Rossin und Mitarbeitern lediglich eine
1%ige Modifizierung der vorhandenen COOH-Gruppen ihrer 20 nm grofen Schale-
vernetzten Nanopartikel mit einem PEG-modifizierten Folatmolekiil. Eine hohere
Funktionalisierungszahl war aufgrund weiterer Kopplungen von bioaktiven Substanzen

hier nicht erwiinscht und wurde deshalb durch die Reaktionsfiihrung vermieden.!'>”
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b) RGD-Funktionalisierung

Die Modifizierung der Nanopartikel NP10-12 mit der Peptidsequenz
GRGDS6Ahx6AhXF erfolgte iiber eine BTFFH vermittelte Amidbildung. Diese lieferte
in vorherigen Arbeiten''’ gute Ergebnisse. Das hier verwendete Peptid
GRGDS6Ahx6AhXF wurde von O. Sallouh bereitgestellt. Zur Reaktion wurden zwei
Aquivalente Diisopropylethylamin (DIPEA) gegeben und die Reaktion in DMF fiir 24 h
geriihrt. Nachdem das organische Losungsmittel entfernt wurde, fand die weitere
Aufarbeitung durch Dialyse gegen Wasser fiir 48 h statt (MWCO = 5000).
Anschliefend wurden die Proben gefriergetrocknet und die entstandenen Riickstdnde in
Chloroform aufgenommen und in kaltem Diethylether gefillt. Der ausgefallene
Feststoff wurde am Hochvakuum getrocknet. Die Grolen der modifizierten
Nanopartikel NP10b-12b  wurden mittels DLS in Methanol bestimmt
(Dreifachbestimmung). Die Konzentration an gekoppeltem Peptid wurde mittels
UV/vis-Spektroskopie mit dem Extinktionskoeffizienten €;54nm= 3300 L/mol-cm {iiber
das Lambert-Beer'sche Gesetz berechnet. Dabei erfolgte die Messung von
unterschiedlichen Nanopartikel-Konzentrationen in wissriger Losung. In Tabelle 8 sind
die erhaltenen analytischen Daten der Peptid-Funktionalisierung NP10b-12b
zusammengefasst.

Tabelle 8: Analytische Daten der Peptid-Modifizierung von den Nanopartikeln NP10b-12b.

# f(l;]e)v?}}do/? ; &l/m PDI’ 10°* 1(1::(/)1'L'1 eflf\iqz(;glilf;z/ig:xﬁ;o ’
NP10b 0 28.86£632  0.42+0.02  0.110.02 20.02 £9.36
NP11b 50 4129+223  045+0.01  0.18 +0.04 18.20 +2.55
NP12b 100 6820+7.66 0.24+0.01  0.13 £0.05 23.00 £0.25

a) Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 1 mM Polymerlosung, 5 Gew.-% Heptadecan,
0.1 Gew.-% AIBN, 5 min Sonifizierung, 65 °C tiber Nacht, b) hydrodynamischer Durchmesser bestimmt
iiber DLS Messungen einer 1 mg/mL NP-Losung in Methanol bei RT und der zugehorige PDI-Wert,
c) Konzentration der Peptid-Modifizierung bestimmt iiber UV/vis-Spektroskopie (Apn,x=254 nm) einer
1 mg/mL einer wissrigen Losung.

Auch hier konnte keine signifikante Anderung der PartikelgroBe nach der
Funktionalisierung mit dem Peptid GRGDS6Ahx6AhxF beobachtet werden. Weiter
zeigte sich hier, analog zur Folsdure-Funktionalisierung, eine etwa gleich hohe
Konzentration an gekoppeltem Peptid auf den jeweiligen Nanopartikeln NP10b-12b mit
0.11,0.18 und 0.13 10 mol-L™" (normiert auf eine 1 mg/mL NP-Losung).
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Abbildung 25: UV/vis-Spektren der RGD-funktionalisierten Nanopartikel NP10b (schwarz), NP11b
(blau) und NP12b (rot).

In Abbildung 25 sind beispielhaft drei UV/vis-Messungen mit den entsprechenden
Konzentration der Nanopartikel NP10b-12b  dargestellt. Die ermittelten
Konzentrationen wiesen aber einen 10-mal kleineren Wert auf im Vergleich zu den FA-
modifizierten Nanopartikeln. Die geringeren Konzentrationen sind auf die sterisch

anspruchsvolle Struktur des Peptids im Gegensatz zum FA-Molekiil zuriickzufiihren.

In den Arbeiten von N. Engelhardt wurde bei der Funktionalisierung mit der gleichen
Peptidsequenz eine dhnliche Kopplungkonzentration von 0.34- 10* mol- L™ erhalten.!"**!
Vergleicht man diese Peptid-Funktionalisierung mit weiteren Beispielen aus der
Literatur, dann zeigte die Gruppe um Yao eine Oberflichenfunktionalisierung ihrer
Maleiimid-modifizierten PEG-PLA-Nanopartikel (100 nm) mit dem zyklischen Peptid
c¢(RGDyC) iiber eine Michael Reaktion von 0.08- 10* mol-L™'.1"% Der Verzicht eines
Kopplungsreagenzes, wie BTFFH, und der Einsatz eines zyklischen und damit weniger
flexibleren Peptids konnen Griinde fiir die Abweichung zu den in dieser Arbeit erzielten
Ergebnissen sein. Die Kopplungeffizienz eines sterisch anspruchsvolleren, linearen
Peptids (K237-HTMYYHHYQHHL) an Aldehyd-funktionalisierte =~ PEG-PLA
Nanopartikel (150 nm) zeigten wiederum einen stdrker abweichenden Wert von

0.02-10* mol-L'.[137
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¢) FITC-Funktionalisierung

Die Modifizierung der Nanopartikel NP10-NP12 mit dem Fluoresenzfarbstoff FITC
erfolgte iliber eine Additionsreaktion zwischen dem endstindigen Amin auf der
Oberflache des Partikels und der Isothiocyanatgruppe am Fluoreszenzfarbstoff unter
Ausbildung einer Thioharnstoffgruppe. Die Reaktion fand bei 45 °C unter
Lichtausschuss fiir 24 h statt. Zur Entfernung von nicht gekoppeltem Farbstoff wurden
die Nanopartikel NP10c-12¢ mehrfach in kaltem Diethylether gefillt bis die Etherphase
kein FITC mehr aufwies. Die Nanopartikel NP10c-12¢ wurden abschlieBend im
Hochvakuum getrocknet. Die hydrodynamischen Durchmesser der funktionalisierten
Nanopartikel NP10c-12¢ wurden mittels DLS bestimmt. Weiter wurden die
Kopplungskonzentrationen iiber UV/vis-Spektroskopie mit dem Extinktions-
koeffizienten €495,m = 3400 L/mol-cm iiber das Lambert-Beer’sche Gesetz berechnet.
Die Modifizierungseffizienz wurde iiber die Konzentration auf das Gewicht des
Nanopartikels bezogen. In Tabelle 9 sind die erhaltenen analytischen Daten
(Dreifachbestimmung) zusammengefasst, dabei wurden die Daten auf eine 1 mg/mL

Nanopartikel normiert.

Tabelle 9: Analytische Daten der FITC-Modifizierung von den Nanopartikeln NP10c-12c.

# f(l;]e)v?}}do/? ; &l/m PDI’ 10°* 1(1::(/)1'L'1 eflf\iqz(;glilf;z/ig:x.g-i;o ’
NP10c 0 24.67+7.62 0424002  1.25%0.03 4.85%0.10
NP1lc 50 38.68 £2.48  0.45+0.01  1.160.12 4.52+0.48
NP12¢ 100 59.42+332 024+0.01  1.04+0.22 4.06 % 0.84

a) Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 1 mM Polymerlosung, 5 Gew.-% Heptadekan,
0.1 Gew.-% AIBN, 5 min Sonifizierung, 65 °C tiber Nacht, b) hydrodynamischer Durchmesser bestimmt
tiber DLS Messungen einer 1 mg/mL NP-Losung in Methanol bei RT und der zugehorige PDI-Wert,
c) Konzentration der FITC-Modifizierung bestimmt iiber UV/vis-Spektroskopie (Ama.x =495 nm) einer
1 mg/mL 0,1 M NaHCOj3;-Losung.

Die GroBlen der funktionalisierten Nanopartikel NP10c-12¢ weichen von den
eingesetzten Nanopartikeln NP10-12 kaum ab. In Abbildung 26 sind unter (A) die
Spektren der Nanopartikel NP10c-12¢ einer UV/vis-Messung mit unterschiedlichen
Konzentrationen in einer wissrigen NaHCOs3-Losung gezeigt, zudem wurden die
entsprechenden Nanopartikellosungen unter UV-Licht aufgenommen (B). Dies gibt

einen optischen Beleg der Fluoreszenzmarkierung an.
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Abbildung 26: UW/vis-Spektren der Nanopartikel NP10e-12¢ (A) und der optische Beleg der
Fluoreszenzmarkierung unter UV-Licht (B).

Zudem konnte eine kovalente Anbindung des FITC-Molekiils an die Partikelober{liche
bewiesen werden. Das beispielhaft gezeigte FT-IR-Spektrum von NP11e in Abbildung
27 zeigte die charakteristische C=S-Bindungsschwingung der Thioharnstoffgruppe bei

v=1187 cm”, was eine kovalente Anbindung an den Nanopartikel belegt.
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Abbildung 27: FT-IR-Spektren des unfunktionalisierten NP11 (cben, blau) wnd des FTIC-
funktionalisierten NP11e (unten, rot).

Die ermittelten FITC-Konzentrationen auf der Oberfliiche wiesen Werte zwischen 1.04
bis 1.25 10" mol-L™" auf, was einer Modifizierungseffizienz von um die 4-5 Gew.-%
entspricht. Aus den Arbeiten von N. Engelhardr geht eine FITC Konzentration von
0.98 - 107" -mol-L”" hervor."™*" Auch in den Arbeiten von G. Bissadi bei der FITC-

Funktionalisierung von Amin-funktionalisierten Silica-Nanopartikeln wurde eine

54



NANOPARTIKELSYNTHESE MIT HILFE DER MIKROEMULSION

Kopplungskonzentration von 6.32 10* mol-L" erzielt."**! Beide Ergebnisse zeigen
Werte im dhnlichen Bereich. O Reilly und Mitarbeiter stellten einen 40 nm grofen
Alkin-funktionalisierten Schale-vernetzten polymeren Nanopartikel auf Acrylatbasis
her. Diesen lieBen sie mit einem Azid-funktionalisierten FITC-Molekiil iiber die
CuAAC reagieren und erhielten eine FITC Konzentration von 2.5-10° mol/L und einen
Modifizierungsgrad von 25 % bezogen auf die Alkingruppen des Nanopartikels.!**! Die
geringere FITC Konzentration kann durch den Einsatz des Kupferkatalysators erklért
werden, der in situ regeneriert werden muss um eine nidchste Kopplung zu katalysieren,

anders als im Fall der hier angewendeten Additionsreaktion.

4.2.4 Zusammenfassung

Hiermit konnte die erfolgreiche Synthese eines neuen Acrylat-funktionalisierten
2-Oxazolins 12 und dessen Einsatz in der CROP gezeigt werden. Zudem konnte die
erfolgreiche Anwendung der dargestellten Acrylat-funktionalisierten Polymere in der
Mikroemulsion gezeigt werden. Weiter konnten bifunktionale Amphiphile mit einer
endstindigen Amingruppe dargestellt und in der Mikroemulsion eingesetzt werden.
Diese konnten anschlieBend auf der Oberfliche mit bioaktiven Molekiilen modifiziert
werden. Diese Oberflichenfunktionalisierung wurde auf unterschiedlichen Wegen
erreicht. Die Anbindung von Folsdure unter Ausbildung einer Amidbildung und
Verwendung von Kopplungsreagenzen (EDC-HCI und BTFFH) zeigte im Vergleich mit
der Literatur gute und vergleichbare Ergebnisse. Die Modifizierung der
Partikeloberfliche mit FITC iiber eine Additionsreaktion lieferte bessere Ergebnisse im
Vergleich zu Literaturergebnissen. Dies weist darauf hin, dass Reaktionen ohne
Katalysatoren bzw. Kopplungsreagenzien bevorzugt werden sollten, wenn hohere

Funktionalisierungsgrade angestrebt werden.
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S. Synthese funktionalisierter = Nanopartikel fiir die
Magnetresonanztomographie (MRT)

Eine weitere Moglichkeit zur Darstellung von modifizierten Nanopartikeln ist das
Einbringen von funktionellen Gruppen bzw. Molekiilen in das amphiphile Polymer,
welches dann als Makromonomer in der Mikroemulsion eingesetzt werden kann. Dabei
hat gerade das Poly(2-oxazolin)-System den Vorteil, dass funktionelle Gruppen {iiber
den Initiator und das Monomer, aber auch iiber ein geeignetes Terminierungsreagenz in

das amphiphile Blockcopolymer eingebracht werden konnen.

Zielsetzung

In diesem Kapitel soll ein neues Kontrastmittel-System auf Basis von Poly(2-
oxazolin)en und dem, in der Magnetresonanztomographie (MRT) hiufig als
Kontrastmittel verwendete, Ligand DO3A(tBu)s dargestellt werden. Der Ligand soll,
aufgrund der vorhandenen sekundidren Amingruppe, als Terminierungsreagenz in der
Polymerisation von 2-Oxazolinen eingesetzt werden. Hieriiber sollen unterschiedliche
Strukturen, vom Homopolymer bis hin zum Nanopartikel, mit dem Chelatliganden
funktionalisiert werden. Die erhaltenen makromolekularen Strukturen sollen
anschlieBend mit paramagnetischen Gadolinium(Ill)ionen komplexiert und in ihrer
Wirkung auf die Kontrastverbesserung mittels Relaxationsmessungen und MR-

Aufnahmen untersucht werden.

5.1 Einleitung: Molekulare Bildgebung

Nicht-invasive bildgebende Methoden, wie die Magnetresonanztomographie (MRT),
die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), die Computer-Tomographie (CT) oder
die Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT), spielen eine bedeutende
Rolle in der heutigen Diagnostik von Krankheiten. Auch die Beobachtung und
Verfolgung eines Krankheitsverlaufes stellt eine wichtige Anwendung der
medizinischen Diagnostik dar. 11391401

Dabei stellen MRT und PET die kostenintensivsten Vertreter dar, besitzen aber eine
unbeschrinkte Eindringtiefe in das Gewebe. Daneben haben das MR- und CT-
Verfahren eine hohe rdumliche Auflosung. Ein groBer Nachteil der MRT-Methode ist
die relativ niedrige Sensitivitit und der hohe Zeitaufwand der Untersuchung. Im
Gegensatz dazu besitzt die PET-Methode eine sehr hohe Sensitivitdt und kann in
Ganzkorperscans eingesetzt werden. Weiter ist das PET-Verfahren eine quantitative

Methode, was fiir die Beobachtung biologischer Prozesse genutzt werden kann."'*" In
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Tabelle 10 ist eine Ubersicht der heutigen iiblich verwendeten bildgebenden Systeme
aufgefiihrt.

Tabelle 10: Ubersicht der hochauflsenden, Kleintier bildgebenden Systeme!'**!

Technik Auflésung Tiefe Dauer Bildgebende Ziel* Kosten®
Komponente
Kein ) Gd, Dy, A, P,
MRT 10-100 pm Limit min-h s enoxid-NP M $$3
Kein .
CT 50 um Limit min Tod AP $$
Ultraschall 50 um mm min Mikroblasen AP $$
PET 1-2 mm Kein min BE, e, 50 P,M $$$
Limit
Kein . 99mpe M-
SPECT 1-2 mm Limit min Chelate P,M $$

*Primire Bereiche der bildgebenden Verfahren: A, anatomisch; M, molekular; P, physiologisch; * Kosten
des Systems: $$ 100-300,000 US-$, $$$: > 300,000 US-$.

In den néchsten Abschnitten soll nun ausfiihrlicher auf das MRT-Verfahren
eingegangen werden. Hierfiir wird eine kurze Einleitung des Messverfahrens, das
Prinzip der Methode und der heutige Stand der Forschung beziiglich des in dieser Arbeit

thematisierten Molekiils gegeben.

5.2 Einfiihrung in die Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einer der
wichtigsten diagnostischen Techniken in der heutigen Medizin entwickelt. Dabei
handelt es sich um ein bildgebendes Verfahren, welches Struktur und Funktion von
Organen und Gewebe durch die unterschiedliche Verteilung von Wassermolekiilen im
Korper mehrdimensional visualisiert. Diese Technik basiert auf den physikalischen
Grundlagen der Kernspinresonanz (engl.: Nuclear Magnetic Resonance (NMR)). Der
Kontrast des Bildes hingt von der charakteristischen Relaxation der in Gewebe,
Proteinen und Lipiden befindlichen Protonen des Wassers ab.!" In Abbildung 28 ist
beispielhaft eine medizinische MRT-Aufnahme eines menschlichen Knies dargestellt.
Durch den unterschiedlichen Kontrast sind die verschiedenen Regionen, wie z.B. der

Knochen vom Muskelgewebe deutlich zu unterscheiden. !+

57



NANOPARTIKEL FUR DIE MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE

Abbildung 28: Beispielhafte medizinische Magnetresonanzaufnahme eines menschlichen Knies."*"!

Fiir die Entdeckung der Magnetresonanz erhielten Edward M. Purcell und Felix Bloch
1952 den Nobelpreis fiir Physik. Anfang der 1970er-Jahre erkannte Paul C. Lauterbur
die MRT als bildgebendes Verfahren und verdffentlichte 1973 die Theorie zu dieser
Technik."*"! Aber erst 2003, erhielten Lauterbur und der britische Physiker Sir Peter
Mansfield fur ihre Forschung und Entwicklung auf diesem Gebiet den Nobelpreis fiir
Medizin und Physiologie.

Prinzip und Messverfahren der Magnetresonanztomographie

Grundlage fiir den Bildkontrast sind die unterschiedlichen Relaxationszeiten
verschiedener Gewebearten und der unterschiedliche Gehalt an Wasser bzw. den
Wasserstoffatomen in den Korperregionen. Auf Grundlage des physikalischen
Hintergrunds der Magnetresonanz sind der Kernspin I der Wasserstoffkerne von % und

. . . C 1 1
deren magnetische Kernspinquantenzahl my mit den zwei Orientierungen +5 und — S Zu

betrachten. Diese Energiezustinde liegen entartet vor. Erst durch die Anwesenheit eines
duBeren Magnetfeldes entsteht eine Energiedifferenz zwischen den beiden Zustinden.
Wird ein solcher Wasserstoff-Kern nun in ein statistisches magnetisches Feld B_O)
gebracht, richten sich das magnetische Dipolmoment [ parallel dazu aus, um die
Energie zu verringern. Auf alle Atomkerne wirkt nun ein Drehmoment, das die
Richtung des magnetischen Moments in die Richtung des Feldes B_(; auszurichten
versucht. Aufgrund der Drehimpulserhaltung dreht sich der Kern um die Richtung des
angelegten Magnetfeldes. Diese Prizessionsbewegung bzw. Drehimpulsorientierung

des Kerns erfolgt mit der Larmorfrequenz wy. Diese ist in Gleichung (1) dargestellt:
Wo=7" B—0> (1

Die Larmorfrequenz wo hidngt von der Stirke des dufleren Magnetfeldes BT) und dem
gyromagnetischen Verhiltnisses y des betrachteten Kerns ab. Im Falle von
Wasserstoffatomen ist y = 42,58 MHz bei 1 Tesla. Durch Anlegen und Variation der

Frequenz eines elektromagnetischen Wechselfeldes senkrecht zum Hauptmagnetfeld
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kinnen die Wasserstoff-Kerne Energie aus diesem Feld aufnehmen. Hierdurch
veriandert sich die Stromstiirke des Wechselfeldes, welche gemessen werden kann, Der
Vorgang der Kerme nach der Auslenkung bzw, Anregung wieder in ihren
Gleichgewichtszustand zuriick zu streben, nennt man Relaxation. Diese beruhen auf
verschiedenen Relaxationsmechanismen und wird durch die Relaxationszeiten T und
T> beschriecben. In dieser Arbeit wird lediglich auf die longitudinale Relaxation
charakterisierende Relaxationszeit T eingegangen. Diese bestimmt die Zeit, welche die
Kerne nach dem Anregungsvorgang bendtigen, um annihernd wieder an ihren
Gleichgewichtszustand zuriick zu kehren. In Abbildung 29 ist die Riickkehr zum
Grundzustand nach einer Auslenkung in  z-Richtung (180° Puls) graphisch
r:iaa.r,ga.=:¢ah:lII.1 1]

Y
—— 100° pulow sl
= ﬁ"' H'\ B e it e e
Eﬂ‘ \ f..-r""
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der Riickkehr zum Grundzustand von w, nach einem 1807 Puls."*"!

Die Kerne orientieren sich anschliebend wieder in dem statistischen Magnetfeld E
Diese Ausrichtung erfolgt exponentiell und kann mit folgender Gleichung (2)
beschrieben werden.

uz(t) = pp [1 —2e~ /M) (2)

Wobei pg die Stirke der Magnetisierung in Richtung des Magnetfeldes E{: im
Gleichgewichtszustand angibt. Fiir reines Wasser ist T, eines Protons ~4 5.1 Der
Kontrast in den MRT-Bildern hiingt somit von der T,-Relaxationszeit ab und ist eine
wichtige zu betrachtende Grobe im Bereich der bildgebenden Diagnostik.

Zwar konnen Wunden und Verletzungen auf diese Weise deutlich erkannt werden, doch
fithrt der geringe strukturelle Unterschied zwischen gesundem und erkranktem Gewebe
meist zu einem unzureichenden Kontrast in den Aufnahmen. Dies erschwert besonders
die Lokalisierung von Tumorgewebe. Der Einsatz von geeigneten Kontrastmitteln kann
die Relaxation der umliegenden Wasserprotonen in den verschiedenen Gewebearten

beeinflussen und damit zu einer besseren Auflésung des Kontrastes fiihren, ™"
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Einsatz von Kontrastmitteln in der Magnetresonanztomographie

Anfang der 1980er gaben die Wissenschaftler um Weinmann und Gries den Startschuss
fiir die Erforschung der auf paramagnetischen Metallionen-Komplexen basierten MRT
Kontrastmittel.'>"'*?! Thre ersten Berichte beschiftigten sich mit der Synthese und
Charakterisierung eines Gadolinium(Ill)ions komplexiert mit dem Liganden
Diethylentriaminpentaessigsdure (Gd-DTPA, Gadopentetat-Dimeglumin®), welches

1984 als erstes Kontrastmittel in der Kernspintomographie eingesetzt wurde.!**

Dabei verkiirzen die Kontrastmittel die Relaxationszeiten T; und T,. Je nach Art des
Kontrastmittels werden die Relaxationszeiten bzw. die Relaxationsrate 1/T; (i= 1, 2)
unterschiedlich stark beeinflusst. Dies fiihrt zu einer Einteilung der Kontrastmittel in
zwei Gruppen. Die sogenannten positiven Kontrastmittel basieren meist auf Gd(IIl)-,
Mn(II)-, Fe(Ill)- oder Dy(Ill)-Metallkomplexe und verkiirzen vornehmlich die T;-
Relaxationszeit und flihren zu einer Aufhellung des entsprechenden Bereichs. Ein
entsprechendes Beispiel ist in Abbildung 30 dargestellt. Es zeigt eine MRT-Aufnahme
eines Gehirns vor (links) und nach (rechts) der Injektion eines Gadolinium-basierten
Kontrastmittels. Der Tumor, welcher mit einem Pfeil markiert ist, erscheint heller auf
dem rechten Bild. Die zweite Gruppe umfasst die negativen Kontrastmittel, welche die
T,-Relaxationszeit stiarker beeinflussen. Zu diesen zihlen unter anderem Eisenoxid-

Nanopartikel. Hierdurch erscheint der untersuchte Bereich dunkler in der MRT-

Aufnahme. Nach Schitzungen werden in etwa 50 % aller MRT-Messungen
1

Kontrastmittel verwendet.!"”

Abbildung 30: T;-gewichteten Spin-Echo-Bild vom Gehirn vor (links) und nach (rechts) Injektion des
Gadolinium-basierten Kontrastmittels.!">*!

Gadolinium(III)-basierte Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie

In dieser Arbeit wurde sich auf die Verwendung von Gadolinium(Ill)-basierten
Kontrastmittel fokussiert. In 2006 waren Gadolinium-Chelate die meistgenutzten
unspezifischen Kontrastmittel, von denen insgesamt sieben fiir den klinischen Einsatz

auf dem internationalen Markt zugelassen waren.!"”® Aus diesem Grund wird im
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Folgenden lediglich genauer auf das System der Gadolinium(IIl)-Komplexe

eingegangen.

Metallionen mit einem oder mehr ungepaarten Elektronen sind paramagnetisch und
besitzen daher ein permanentes magnetisches Moment. Gadolinium(IIl) besitzt sieben
ungepaarte Elektronen in den f-Orbitalen. Dies fiihrt zu einem groBen magnetischen
Moment von 7.94 BM.!'*] Ungebundene Gadolinium(III)-Ionen sind sehr toxisch.!>!
Liegt das Metall aber komplexiert vor, vervielfacht sich der LDsp-Wert um das
100-fache.!*® Die meisten untersuchten Komplexbildner des Gadolinium(III) basieren
auf Poly(aminocarboxylaten), welche acht Koordinationssphiren besetzten. Dabei bleibt
eine Koordinationsstelle frei fiir ein Wassermolekiil, welches so von dem Kontrastmittel
beeinflusst wird. Dieser Einfluss des Kontrastmittels auf die Relaxationseigenschaften
des Protonenkerns der Wassermolekiile ist fiir die Kontrastinderung verantwortlich.
Dies ist anders als bei dem Einsatz von Rontgen-Kontrastmitteln oder Radionukliden,
wo der beobachtete Effekt proportional zu der eingesetzten Konzentration ist. Sobald
Wasser in viel hoherer Konzentration vorliegt als das MRT-Kontrastmittel, muss dieses
katalytisch wirken, um einen Effekt zu erzielen.

Die Fihigkeit des Kontrastmittels die Relaxationsrate 1/T; der Wasserprotonen zu
verdndern bzw. zu beeinflussen, wird quantitativ iiber die Relaxivitét r; beschrieben. Es
gibt die Anderung der Relaxationsrate in Abhiingigkeit der Kontrastmittelkonzentration
an. Die Beeinflussung der Wasserprotonen-Relaxation durch das Gadolinium(III)ion
entsteht durch eine dipolare, magnetische Interaktion zwischen dem elektronischen
magnetischen Moment des paramagnetischen Atoms und dem kleineren magnetischen
Moments der umgebenen Wassermolekiile. Aus diesem Grund ist eine (oder mehrere)
austauschbare Koordinationsstelle fiir das Wasser wesentlich. In Abbildung 31 ist die
Wechselwirkung eines Gd-DOTA-Komplexes mit den umgebenen Wassermolekiilen

dargestellt. 1171

Abbildung 31: Darstellung der Wirkungsweise eines Gd-DOTA-Komplexes in Gegenwart von
Wasser.*"!
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Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der Austausch der Wassermolekiile in der ersten
Koordinationssphire des Gadolinim(III)-Komplexes. Dieser muss schnell ablaufen
damit eine hohe Relaxivitit r; erhalten wird. Substrate mit hoherer Relaxivitit ergeben
auch bei geringerer Konzentration an MRT-Konstrastmitteln einen besseren Kontrast.
Zwei Ansitze konnen genutzt werden, um eine Erhohung der Relaxivitdt r; zu
bewirken. Zum einen kann die Anzahl an Gadolinium(III)ionen pro Molekiil erhoht
werden oder die molekularen Parameter, welche die Relaxivitit ry beeinflussen, miissen
optimiert werden. Dabei ist die Relaxivitét r; abhdngig von der Molekularbewegung des
Molekiil, welche wiederum abhiingig von der Gréfle und Steifigkeit des Molekiils ist. Je
langsamer sich das Molekiil durch das Wasser bewegt, desto hoher ist die Relaxivitét

[159]
1.

r Die in den Kliniken eingesetzten niedermolekularen Gadolinium-basierten

Kontrastmittel, wie das von Bayer Schering Pharma vermarktete MRT-Kontrastmittel
Gd-DO3A-butrol (Gadovist®), haben meist einen kleinen r;-Wert im Bereich von
3-5 mM"-s”. Um die Relaxivitit r; von niedermolekularen Komplexen zu erhdhen, geht

man dahin iiber, die Komplexe kovalent an makromolekulare Komponenten zu

binden.!"®” Hierbei spielen sowohl Kern-Schale-Hybridnanopartikel!'®", Liposome!'®?,

[164 [165 [167]

Proteine!'®!, Dendrimere!'®”, Polymere!'®, polymere Nanopartikel'°®, Fullerene

Nanotubes!'®®!

sowie anorganische Nanopartikel'® eine wesentliche Rolle in der
heutigen Forschung. Makromolekiile besitzen eine langsame , Taumelrate*
(engl. tumbling rate) wodurch eine erhohte Rotationskorrelationszeit resultiert. Diese
hat wiederum einen Einfluss auf die Relaxivitit r;.

Weiter haben makromolekulare Substanzen den Vorteil, dass die Blut-Zirkulationszeit
im Korper erhoht wird. Diese ist unter Anderem stark abhédngig von der GroBe, Struktur
und Architektur der Tragermaterialien. Bisher konnten zum Teil iiber die kovalente

Bindung an Makromolekiile 3-10-fach hohere r;-Werte erzielt werden.!'”"!
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5.3 Ergebnisse und Diskussion: Darstellung von Poly(2-oxazolin)-
DO3A[Gd]-basierten Kontrastmitteln

In diesem Abschnitt geht es um den Einsatz des Poly(aminocarboxylaten)-
Komplexbildners, Tri-tert-butyl-2,2',2"-(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)tri-
acetat DO3A(#Bu);, als Terminationsreagenz in der Polymerisation von 2-Oxazolinen.
Die Synthese des Chelatliganden und dessen Einbringung in ein Homo- und
Blockcopolymer, sowie in ein Nanopartikel-System basierend auf Poly(2-oxazolin)en

sollen im Folgenden betrachtet werden.

5.3.1 Darstellung des Chelat-Liganden DO3A(fBu);

In dieser Arbeit wurde der Chelat-Ligand 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7-
triessigsdure (DO3A) fir die Komplexierung des Gadolinium(IIl)ions verwendet.
Aufgrund des freien sekunddren Stickstoffatoms, wurde dieser Ligand als
Terminierungsreagenz in der Polymerisation von 2-Oxazoline gewihlt. In Schema 17 ist

7

die Reaktion ausgehend von Cyclen (13) nach Jagadish et a iiber zwei Stufen mit

einer Gesamtausbeute von 66 % gezeigt.

oo oo
B> j/ j/
NaOAc, tBu-BrOAc @/ \N 10 mol% KOH, NH \N

NH HN

[ j DMA, 24 h, -16 °C—> Rt [NHZ j 40 °C, 15 min [ j
> T
NH HN 77% N N 86% N N
— LA X
et I
13 14 15
(DO3A(tBu);-HBr) (DO3A(tBu);)

Schema 17: Reaktionsschema zur Darstellung des Terminierungsreagenz DO3A(fBu);.

Im ersten Reaktionsschritt wurde der Heterozyklus 13 mit Natriumacetat und
tert-Butylbromacetat umgesetzt. Die Stickstoffatome am Cyclen werden mittels
Natriumacetat deprotoniert und greifen nukleophil am f-stindigen Kohlenstoffatom des
tert-Butylbromacetats an, wodurch das Bromion abgespalten wird. Dabei sollte eine
Tetraalkylierung des Cyclens vermieden werden. Aus diesem Grund wurde neben den
eingesetzten 3.3 Aquivalenten des Acetats, das Cyclen mit Natriumacetat in
Dimethylamin (DMA) bei -16 °C geriihrt und zu dieser Losung wurde langsam das in
DMA vorgeloste fert-Butylbromacetat getropft.

Nach 24 h Riithren und Aufwédrmen auf Raumtemperatur wurde die Reaktion durch

Zugabe von Wasser abgebrochen und mittels KHCOs3 neutralisiert. Dichlormethan
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wurde zur Extraktion des Produktes verwendet. Nach Entfernen des organischen
Losungsmittels wurde zur weiteren Aufreinigung zu der erhaltenen Fliissigkeit
Diethylether gegeben. Das Produkt 14 fiel als weiler Feststoff aus. Nach Filtration
wurde 14 am Hochvakuum getrocknet und in einer Ausbeute von 77 % erhalten.

Um den Chelat-Liganden fiir die Terminierung in der Polymerisation von 2-Oxazolinen
einsetzen zu konnen, musste anschlieBend, das als Salz vorliegende, DO3A (fBu);- HBr
durch die Zugabe von einer 10%igen wissrigen KOH-Losung entsalzt werden. Hierfiir
wurde der Ligand 14 in Wasser suspendiert und auf 70 °C erhitzt. Nach dem
vollstandigen Losen des Edukts wurde eine basische KOH-Losung hinzugegeben und
das Reaktionsgemisch auf 40 °C abgekiihlt. Nach 15 Minuten Riihren bei dieser
Temperatur wurde die Reaktion abgebrochen. Das Produkt DO3A(Bu); wurde durch
Extraktion mittels Cyclohexan aus der wissrigen Phase gewonnen. Diese wurde
anschlieBend mit Wasser gewaschen und iiber MgSQOy getrocknet. Nach Entfernen des
organischen Losungsmittels wurde das Produkt 15 am Hochvakuum getrocknet und als

weiBlicher Feststoff mit einer Ausbeute von 86 % erhalten.

5.3.2 Darstellung von DO3A[Gd]-basierten Homopolymeren

Im folgenden Abschnitt wurde zundchst der Einsatz des Liganden DO3A(fBu); als
Terminationsreagenz in der Homopolymerisation von 2-Methyl-2-oxazolin (MOx) und
Methyltriflat als Initiator eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen der Terminierung,
Entschiitzung des Chelat-Liganden und die Komplexierung mit Gadolinium(III) wurden

untersucht und optimiert.

o
1. 30 eq. MOx, \ﬁojﬁ \|<

ACN, 120 °C, 2 h N— @
2. 5 eq. DO3A(tBu);, H,C—N { ’R_):O
MeOTf Tt - Ho v
3

Terminierung

TFA:H20:TIPS
(90:5:5),
40 min, rt
(o) (0]
Oﬂﬁ HO
N~ GdCl;*6H,0, HO
\~N—.-O 3°0H; N
(\/ 1 =0 H,t, T ("N =0
HsC—N N«G\d3*N—)= <P hedN ¢ N
o | il o | Ui
CH, Kn,O CH, krrOH
x o) X (o)
Komplexierung Entschiitzung

Schema 18: Allgemeines Reaktionsschema der Darstellung des DO3A[Gd]-Homopolymers.
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In Schema 18 ist das allgemeine Reaktionsschema der Darstellung eines hydrophilen
Poly(2-methyloxazolin)-DO3A[Gd] iiber drei Stufen gezeigt. Im ersten Schritt wurde
tiber den Initiator Methyltriflat das hydrophile Monomer MOx bei 120° C fiir 2 h
polymerisiert. Zur Termination wurde ein leichter Uberschuss (5eq.) an dem
synthetisierten Liganden DO3A(fBu); verwendet. Hohere Aquivalente an
Terminationsreagenz wiren unrentabel. Dabei wurden sowohl die Reaktionstemperatur,
als auch die Reaktionszeit variiert, um den Terminationsgrad zu optimieren. Weiter
folgte im zweiten Schritt die Entschiitzungen der Carbonsduren des Liganden 15 unter
Verwendung eines Gemisches aus TFA:H,O:TIPS in einem Verhéltnis von 95:5:5. Um
eine Abspaltung der Seitenketten zu verhindern, wurde die Reaktion bei
Raumtemperatur durchgefiihrt und die Reaktionszeit betrug lediglich 40 Minuten. Im
darauffolgenden Schritt sollte das paramagnetische Gadolinium(Ill)ion {iiber den
entschiitzten Liganden DO3A gebunden werden. Hierfiir wurde das kommerziell
erhiltliche Salz GdCl;-6 H,O eingesetzt. Weiter wurden die Reaktionstemperatur sowie

die Reaktionszeit variiert, um eine hohe Komplexierungseffizienz zu erhalten.

Optimierung der Terminierung mit DO3A(tBu); am Homopolymer

Zuerst sollte anhand der Polymerisation eines hydrophilen Homopolymers, basierend
auf MOx, die Terminierung mit dem Liganden DO3A(fBu); getestet und untersucht
werden. Hierzu wurde die Polymerisation von 30 Aquivalenten MOX in Acetonitril mit
dem Initiator MeOTf gestartet und 2 h bei 120 °C gerithrt. Zum Beenden der
Polymerisation wurden fiinf Aquivalente des geschiitzten Liganden DO3A(fBu)s
hinzugegeben und bei unterschiedlichen Temperaturen (50 bzw. 120 °C) und
Reaktionszeiten (12, 24 oder 48 h) reagieren gelassen. In Schema 19 sind die Polymere

P7a-d mit den verschiedenen Reaktionsbedingungen angegeben.

(0]
1. 30 eq. MOx, OJH \|<
. o
ACN, 120 °C, 2 h \ﬁ(\N’R_):O P7a: 50°C, 12h

2.5 eq. D03A(tBu)3, H3C N N P7b: 50°C. 24 h
Tt o
MeOTS . ’:o N P7c: 120 °C, 24 h

CH, Kn’o_é P7d: 120 °C, 48 h
0

Schema 19: Reaktionen der Terminierungsexperimente von P7a (50 °C, 12 h), P7b (50 °C, 24 h), P7c
(120 °C, 24 h) und P7d (120 °C, 48 h).

Der erste Terminierungsversuch orientierte sich an den Reaktionsbedingungen der
Terminierung mit Piperazinderivaten.[79’172] Nach 12h bei 50°C wurde die
Terminierung abgebrochen und das Acetonitril unter verminderten Druck entfernt.
Anschlieend wurde das Roh-Polymer in Chloroform aufgenommen und in kaltem

Diethylether gefillt. Der ausgefallende Feststoff wurde abzentrifugiert. Dieser
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Fiéllungsprozess wurde noch weitere viermal wiederholt. Da das Terminierungsreagenz
DO3A(fBu); eine gute Loslichkeit in Diethylether besitzt, konnte so der eingesetzte
Uberschuss, der nicht reagiert hat, entfernt werden. Uber das 1H—NMR—Spektrum
wurden eine Umsetzung von 25 Methyl-Einheiten und ein geringer Terminierungsgrad
von 28 % ermittelt. Um eine hohere Terminierung zu erreichen wurde die Reaktionszeit
auf 24 h verdoppelt. Dies hatte eine Steigerung auf 45 % DO3A(fBu)s Gruppen pro
Polymer P7b zur Folge. Eine anschlieBende Erhohung der Reaktionstemperatur hatte
keinen wesentlichen Einfluss auf den Terminierungsgrad (P7¢ mit 48 °C). Aus diesem
Grund wurde die Reaktionszeit weiter auf 48 h erhoht, was zu einer DO3A(fBu)s-
Modifizierung von 86 % fiihrte. In Tabelle 11 sind die erhaltenen Ergebnisse

zusammengefasst.

Tabelle 11: Analytische Daten der Polymere P7a-d der Terminierungsexperimente.

# t/h T/°C MOx* M.,*/g-mol™ Modpo3za®
P7a 12 50 25 (30) 2656 (3083) 28 %
P7b 24 50 29 (30) 2996 (3083) 45 %
P7c¢ 24 120 21 (30) 2316 (3083) 47 %
P7d 48 120 28 (30) 2911 (3083) 86 %

a) Bestimmt iiber 'H-NMR-Spektroskopie: Polymerisationsgrad und Molmasse mit den theoretischen
Werten in Klammern; DO3A(#Bu);-Modifizierungsgrad iiber Signal bei 1.44-1.47 ppm = 27 Protonen.

Die Berechnungen der Terminierungseffizienzen bzw. der DO3A(/Bu)s;-Anteile pro
Polymerkette Modpop3a wurden iiber die 1H—NMR—Spektren der jeweiligen Polymere
P7a-d berechnet. In Abbildung 32 sind die entsprechenden Ausschnitte der Spektren
gezeigt. Die Terminierungseffizienz bzw. der Modifizierungsgrad an DO3 A-Molekiilen
pro Polymerkette (Modpo3za) wurde iiber die in Gleichung 3 beschriebene Rechnung

bestimmt.

1.47
[.° Protonen

MOdDOSA =144—100% (3)

27 Protonen

Dabei wird das Integral der tert-Butyl-Gruppe des geschiitzten Liganden DO3A(1Bu)s
bei 1.44-1.47 ppm in Verhiltnis zum Initiatorsignal bei 2.9-3.0 ppm mit drei Protonen
gesetzt. Die daraus erhaltene Anzahl an Protonen wird durch 27 Protonen dividiert,

welche einer 100%igen Terminierung mit dem Liganden entspricht.
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Abbildung 32: 'H-NMR-Spektren (in CDCly) der Terminierungsexperimente von P7a (50 °C, 12 h), PTb
(30 °C, 24 h), P7c (120°C, 24 h) und P7d (120 °C, 48 h), Initiatorsignal (rot), fen-Butylgruppe von
DO3A(rBu)y (blaw).

Entschiitzung des Liganden DO3A(tBu); am Homopolymer

Der néichste Abschnitt behandelt die Entschiitzung des Chelat-Liganden DO3A(¢Bu); an
den zwei Homopolymere P7h und P7d. In Abbildung 33 ist die Entschiitzungsreaktion
zu den entsprechenden Polymeren P8b und P8d dargestellt.

o]
TFA:H,O: TIPS
v/ ,I:" L
Hy Kgﬂ—é 1
PTb: 50°C, 24 h PBb
P7d: 120 *C, 48 h Pad

Abbildung 33: Entschiltzungsreaktion der Polymeren P7h und P7d 7u den entsprechenden Polymeren
P8b und P8d..
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Nach Luxenhofer'™

wurde das Polymer in einem Gemisch aus TFA:H:O:TIPS im
Verhiiltnis von 90:5:5 fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur gerithrt. Die vollstindige
Entschiitzung der drei Carbonsiduren des endstiindigen Liganden konnte iiber "H-NMR-
Spektroskopie ( Abbildung 34) beobachtet werden. Unter (A) ist das Polymer P7h und
unter (B) das Polymer P7d in blau dargestellt. Die jeweils in schwarz dargestellien
Spektren zeigen wiederum die entsprechenden entschiitzten Polymere P8bh und P8d.
Das Verschwinden der terr-Butyl-Gruppen bei der chemischen Verschiebung von

1,44 ppm belegt die erfolgreiche Entschiitzung der Carbonsduren der Liganden.

A B |

f=————== S T — = — . ol

3 TR L R L T S e e i [ e o I 0 I3 e A I T TR T B A R e T
e e, i

Abbildung 34: "H-NMR-Spektren von (A) dem geschiitzien Polymer PTh (blau) und des entschiitzten
Polymers P8b (schwarz) und (B) dem geschiitzten Polymer P7d (blaw) und des entschiltzien Polymers
P8d (schwarz ).

In Tabelle 12 sind die analytischen Daten der Polymere P8b und P8d nach der
Entschiitzung zusammengefasst. Eine leichte Abnahme der MOx-Einheiten war nach
der TFA Behandlung zu beobachten. Aufgrund der stark sauren Bedingungen kann es
zur Abspaltung der Methyl-Seitengruppen gekommen sein. Doch war die Abweichung
vernachlidssighar gering. Weiter zeigte die Dispersitit D mit 1.08 und 1.10 fiir die
jeweiligen Polymere P8h und P8d cine enge Molmassenverteilung.

Tabelle 12: Analytische Daten der Polymere PSh und P8d der Entschiitzungsreaktionen.

# DO3A(BU)amod” MOx" M, Yg-mol M, /g-mol’ p°
P8b 43% 23 (29) 2113 3947 1,08
P8d B84%, 25 (28) 2411 3568 1,10

a) Blmkmpn['mlej zusammensetzung und Molmasse wurde tiber "H-NMR-Spekiroskopie bestimmt, die
theoretisch eingesetzien Aquivalente sind in Klammern angegeben; DO3A(/Bu)-Modifizierungsgrad
iiber Signal bei 1.43-1.47 ppm = 27 Protonen b) Molmasse M, und Dispersitiitsindex B wurden iiber
GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards, DMF/5 mg-mL" LiBr).
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Komplexierung der Homopolymere

Im nichsten Abschnitt wurde die Komplexierung der DO3A-funktionalisierten
Homopolymere P8b und P8d betrachtet. Auch hier wurden die optimalen
Reaktionsbedingungen fiir die Einbringung des Gadolinium(IIl)ions in den Chelator
untersucht. In Abbildung 35 sind die Bedingungen der unterschiedlichen Reaktionen
dargestellt. Das Polymer wurde zunichst in Wasser gelost und der pH-Wert auf 6
eingestellt, bevor 1,5 Aquivalente an GdCls;-6H,O zu der wissrigen Losung gegeben
wurden. Der leicht saure pH-Wert verhinderte, dass das Gadolinium als stabiles

1149 Erst dann wurde der pH-Wert langsam auf 8 erhoht, um die

Hydroxidsalz ausfillt.
Carbonsduren zu deprotonieren. Die Reaktionszeit wurde von 24 auf 72 h und die
Reaktionstemperatur von Raumtemperatur auf 50 °C variiert. Die Entfernung von nicht
gebundenem Gadolinium(IIl)ionen fand iiber Dialyse gegen Wasser fiir 48 h statt
(MWCO = 1000). AnschlieBend wurden die wissrigen Proben gefriergetrocknet und der
Gadoliniumgehalt der polymeren Proben P9b und P9d iiber Massenspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) ermittelt. Hierfir wurde eine bestimmte

Menge (siehe Kapitel 9.1) an polymerer Probe in 10 mL leicht saurem Milli-Q-Wasser

gelost.
o o
HoJJ\ o Gdfllgé-GHszo, Oﬂﬁ o
NN pH 6—>8, =N
4 o (/-1 >0 = 0
HsC—N N N—)= — Tt hedn N~bd3+N—)= T=RT, 50°C
! t =24,72h
o K,N\) '=0 K,N\\
CH, Kn,OH CH, kn’o
29 fe) 29
P8b P8b-[Gd]
P8d P8d-[Gd]

Abbildung 35: Optimierung der Komplexierungbedingungen der Homopolymere P8b und P8d iiber
Variation der Reaktionstemperatur (T = RT, 50 °C) und Reaktionszeit (t = 24, 72 h).

Die Optimierung der Reaktionszeit und Temperatur wurde mit dem Polymer P8b
durchgefiihrt und anschlieBend auf das Polymer P8d iibertragen. Der erste
Komplexierungsversuch wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die anschlieBende
Bestimmung des Gadoliniumgehaltes ergab 18 pg Gadolinium in 1 mg Probe. Mit
folgender Gleichung (4) konnte die Anzahl an Gadoliniumatomen pro Polymerkette

berechnet werden:

N — Mgd/Mgd 4

Gd Mpolymer/Mn,Polymer ( )

Dabei wird die Stoffmenge an Gadolinium, welche in 1 mg Probe enthalten ist, durch
die entsprechende Stoffmenge des Polymers dividiert.

Fir die erste Komplexierungsreaktion ergab sich, dass lediglich 6 von 45 moglichen

DO3A-Molekiilen ein Gadoliniumatom komplexiert haben. Dies entspricht 13 %
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bezogen auf die DO3A-Molekiile. Durch Erhihung der Reaktionszeit auf 72 h konnte
der Wert auf 40 % verdreifacht werden. Bessere Ergebnisse liefert dagegen die
Erhéhung der Temperatur auf 50 °C mit einer Reaktionszeit von 24 h. Mit diesen
Reaktionsbedingungen  konnten 84 %  der DO3A-Molekiille mit  einem
Gadolinium(I1)ion beladen werden. Die optimierten Reaktionsbedingungen mit 50 “C
fir 24 h wurden auf das Polymer P8d iibertragen. Hier konnte eine quantitative
Umsetzung mit den vorhandenen DO3A-Molekiilen erreicht werden. Die erhaltenen
Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Analytische Daten der Komplexierungsreaktionen -4 mit den Polyvmeren P8b und P8d.

y Empchend Modpoas” t/h TFC  [Gdlpg”  Ned Modq"

yon
I PSh 45% 24 RT 18 0.06 13 %
2 P8b 45% 72 RT 32 0.18 40 %
3 P8b 45% 24 50 59 0.38 84 %
4 P8d  86% 24 50 70 090  >9%

a) Bestimmt iiber 'H-NMR-Spektroskopie, DO3A-Modifizicrungsgrad iiber Signal bei 1.43-1.47 ppm =
27 Protonen der terr-Butylgruppe; by Bestimmit iiber I1CP-OES, Gadoliniumgehalt in Img Polymer,
¢) Bestimmt diber Gleichung 2, Anzahl an Gadoliniumatome pro Polymer: d) Bestimmt lber das
Verhiiltnis an vorhandenen DO3A-Molekiilen und Gadoliniumionen pro Polymerkette.

T-Relaxationsmessungen der Homopolymere

Im nichsten Abschnitt sollten die dargestellten komplexierten Homopolymere P8b[Gd]
und P8d[Gd] auf ihren Einfluss auf die longitudinale Relaxationszeit Ty untersucht
werden. Diese bestimmt die Dauver bis die Probe nach einem Anregungsvorgang wieder
hinreichend nah an ihrem Gleichgewichtszustand angekommen ist. Durch die Zugabe
eines paramagnetischen Gadolinium(IT)komplexes wird die Relaxationszeit T; der
umgebenen Wassermolekiile erniedrigt, wodurch es bei der MRT zu einem besseren
Kontrast kommt. Eine wichtige GriBie stellt dabei die Relaxivitiit r; dar. Diese wird iiber
die Steigung der Aufiragung von I/T; (londitudinale Relaxationsrate) gegen die
Gadolinium(II)konzentration bestimmt und gibt einen charakteristischen Wert fiir die
Qualitiit des jeweiligen Kontrastmittels an. Dabei ist dieser Wert stark abhiingig von der
verwendeten magnetischen Feldstirke. In Abbildung 36 sind die entsprechenden
Auftragungen zur Bestimmung der Relaxivititen ry von P8b[Gd] (A) und P8d|[Gd] (B)
gemessen in einer magnetischen Feldstirke von 9.4 T (400 MHz) dargestellt.
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Abbildung 36: Aufiragung von 1T, gegen die Gadoliniumi[IDkonzentration in einer magnetischen
Feldstirke von 9.4 T (400 MHz) von den Homopol ymeren PBb{Gd] (A) und P8d[Gd] (B),

Fiir das Homopolymer P8b[(d] ergab sich emn r-Wert von [.12 mM s und fiir
P8d[Gd] ein etwa doppelt so hoher Wert von 2.32 mM™-s". Der Unterschied der
beiden Polymerproben resultiert aus der hdheren Molmasse des Polymers P8d im
Vergleich zu P8b. Die erhaltenen Relaxivititen r; sind im Verhiiltnis zu der
Magnetfeldstirke (9.4 T) hsher als zu den niedermolekularen Analoga mit 4-6 mM ™5™
bei 1.5 T.I"*"!

Zusitzlich wurde von dem Homopolymer P8d[Gd] eine sogenannte Phantom-

Magnetresonanz- Aufnahme (MR-Aufnahmne) aufgenommen (Abbildung 37).

P8d[Gd]

9,9 - 10°* mmal/L

0.8

(= ]
o

1,4 - 10 mmal/L

Signal amplitude [a.u.]

Lo |

—

2 mm 3,7 - 107 mmol/L

Abbildung 37 Phantom-Magnetresonanz-Aulnahme des Homopolymers PBA[Gd] in verschiedenen
Konzentrationen gemessen gegen Luft,

Diese dient 2ur Visualisierung der Leistungsfiihigkeit von  synthetisierten

Kontrastmitieln in der MRT, Dabei werden unterschiedliche Konzentrationen des
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makromolekularen Kontrastmittels gleichzeitig gegen Luft vermessen und eine
schwarz-weil-Kontrast-Aufnahme generiert. Wie zu erwarten wird mit steigender

Konzentration der Kontrast zum Hintergrund heller.

Vergleicht man die erhaltenen Ergebnisse mit der Literatur, stimmen diese gut
miteinander iiberein. 2008 beschrieben Zarabi et al. die Synthese eines linearen
Polymers aus 90 mol% N-2-Hydroxypropylmethacrylamid (HPMA) und 10 mol% eines
DOTA-modifizierten Monomers. Nach anschlieBender Komplexierung der Liganden
konnte iiber ICP-OES ein Gadolinium-Gehalt von 0,4 mmol/g Polymer ermittelt
werden, was 64 ug/mg Polymer entspricht und somit gut mit den erhaltenen
Ergebnissen iibereinstimmt. Die ermittelte Relaxivitidt des dargestellen HPMA-DOTA-
Polymers betrug 19.6 mM™-s™" bei 1.5 T.!'"*

Die Gruppe um Soleimani synthetisierte 2013 ein lineares Polymer auf Acrylat-PEG-
Basis, an welches iiber eine Michael-Addition der Chelator DTPA gekniipft wurde.
Nach der Komplexierung iiber GdCls-6H,0 konnte iiber ICP-MS ein Gadolinium(III)-
Gehalt von 58 ug/mg Polymer und eine Relaxivitit r; von 11.5mM"-s’ bei 3T
(15.7 mM s bei 1,5 T) erhalten werden.!'”!

Allgemein zeigen Gadolinium(III)-basierte Kontrastmittel an linearen Polymeren meist
niedrigere Relaxivititen als z.B. an ihren Protein-Konjugation-Analoga. Es wird
vermutet, dass es bei Proteinen an dem sehr hohen Molekulargewicht, der hohen
Steifigkeit und der definierten Struktur liegt. Lineare Polymere hingegen weisen oft

dhnlich schnelle Rotationsbewegungen auf wie ihre niedermolekularen Komplexe.!'”®!
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5.3.3 Darstellung eines DO3A[Gd]-Blockcopolymers

In diesem Abschnitt riickte die Darstellung des DO3A[Gd]-basierenden Kontrastmittels
auf Basis eines amphiphilen Poly(2-oxazolin)s in den Fokus. Hierbei sollten die
gewonnenen Erfahrungen des vorherigen Kapitels auf die Blockcopolymerisation von
2-Heptyl- (HOx) und 2-Methyl-2-oxazolin (MOx) iibertragen werden. Zudem sollte der
Einfluss auf die Relaxivitdt r; durch die Ausbildung von mizellaren Strukturen in

Wasser untersucht werden.

Darstellung von Poly(heptyl-b-methyloxazolin)-DO3A

Hierfiir wurde zunéchst das in Schema 20 dargestellte amphiphile Polymer P9 unter
Verwendung von HOx (8 eq.) als Baustein fiir den hydrophoben Block und MOx
(30eq.) zum Aufbau des hydrophilen Teils iiber die kationische ringdffnende
Polymerisation  synthetisiert. =~ Zur  Termination wurden die  optimierten
Reaktionsbedingen basierend auf der Homopolymer-Terminierung beriicksichtigt. Fiinf
Aquivalente an DO3A(fBu); wurden zur Termination des amphiphilen Polymers

verwendet und bei 120 °C fiir 48 h reagieren gelassen.

o
N X
1.8 eq. HOX, ACN, 120°C, 4 h \ﬁ(\N,\ o,
2. 30 eq. MOx, 120°C, 2 |‘: HyC+N N N N—)=
MeOTf 3. 5 eq. DO3A(tBu);, 120°C, 48 h o |=0 \,N\)
CsHi5 | |CHs Kn/O—é
5 29 o
P9

Schema 20: Reaktionsschema der DO3A(7Bu);-Funktionalisierung {iiber Termination des
Blockcopolymers P9.

Es wurde ein Terminierungsgrad von 97 % an geschiitzten Chelatliganden DO3A (1Bu)s
iiber das 'H-NMR-Spektrum von P9 erhalten. AnschlieBend erfolgte die Abspaltung der
tert-Butyl-Gruppen iiber das Reaktionsgemisch TFA:H,O:TIPS (90:5:5). In Abbildung
38 sind die beiden lH—NMR—Spek‘tren der Polymere P9 (1) und P10 (2)
gegeniibergestellt.
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Abbildung 38: 'H-NMR-Spektren von (1) dem geschiitzien Blockcopolymer P9 (blau) und (2) dem
entschitzten Blockeopolymer PLO (schwarz),

Deutlich ist das Verschwinden des Signals der rert-Butylgruppe bei einer chemischen
Verschiebung von ca. |.44 ppm zu erkennen. Die analytischen Daten der beiden
Polymere P9 und P10 sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Analytische Daten der Blockeopolyvmerr P9 und P10 vor und nach der Entschiitzung,

# HOx,MOx" Modpaas® M.’ N M, A p" dy’ /nm
: J’g*mul J"g-mnl
Py 5(8),29(30) 7% 3843 4281 1.18 T.3+0.6
P10 5(5).23(29) 0% 3150 3690 1.18 12.6 0.7

a) Bestimmi iiber "H-NMR-Spekiroskopie: Polymerisationsgrad und Molmasse, DO3A{1Bu);-
Modifizierungsgrad tiber Signal bei 1.43-1.47 ppm = 27 Protonen: b) Molmasse und Dispersitiitsindex D
wurden iiber GPC-Analyse bestimmt (PS Standards, DMF/5 mg-mL"' LiBr); ¢) Der hydrodynamische
Durchmesser (dy ) wurde Uber DLS Messungen einer | mM Polymerlsung in Wasser bestimmt.

Von den theoretisch eingesetzten Monomeriiquivalenten der acht Heptyl-Einheiten
haben sich lediglich fiinf einpolymerisiert. Der Umsatz des hydrophilen Monomers
MOx war hingegen fast quantitativ. Die Blockzusammensetzung der Polymere P9 und
P10 veriinderte sich nach der Entschiitzung nur minimal. Auch die erhaltenen
Dispersititen P zeigten fiir beide Polymere eine enge Molmassenverteilung. Der
Mizelldurchmesser des Polymers P9 von um die 7 nm stieg auf 12 nm nach der
Entschiitzung an. Die Abbildung 39 erliutert den miglichen Einfluss der geschiitzten
Carbonsiduren auf den Durchmesser der Mizellen. Durch die hydrophoben
Eigenschaften der rerr-Butylgruppen orientiert sich dieser Teil vor der Entschiitzung
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zum Kern hin (links), wobei sich diese Orientierung nach der Entschiizung umkehrt

{rechts).
@ < 3., ! ,E
— - >

2l L%f "‘Triﬁr e

Abbildung 39: Bildliche Darstellung des Einflusses der geschiitzten Carbonsiuren auf den
Muzelldurchmesser von den Polymeren P9 und P10

Komplexierung des Blockcopolymers P10

Im folgenden Abschnitt sollte nun das erhaltene Blockcopolymer P10, nach der in
Schema 21 dargestellten Reaktion, komplexiert werden. Auch hier wurden die aus
Kapitel 5.3.2 erhaltenen Optimierungsbedingungen zur Komplexierung verwendet.

D ﬂ
Gﬁlﬂﬂ f-u-'\ -Q
ﬁf’j_k_ny) _s0°c,24h H,C H/T[fj_" Gd”':
CrHyg CrHys Hy
P10[Gd]

Schema 21: Komplexierungsreakiion des Blockcopolymers PLD.

Das Polymer P10 wurde in leicht saurem Wasser (pH-Wert =6) vorgelist und
1,5 Aquivalente an GdCl;-6H.O wurden hinzugegeben. AnschlieBend wurde der pH-
Wert langsam auf 8 erhiht. Die Reaktion wurde auf 50 °C erhitzt und fiir 24 h bei dieser
Temperatur geriithit. Zur Entfernung der freien Gadolinium(Ill)ionen wurde das
Polymer P10[Gd] fiir 48 h gegen Wasser dialysiert (MWCO = 1000). Anschliebend
wurde das Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Der Gadolinium(lll)gehalt des
Polymers P10[Gd] konnte mit 26 pg/mg Polymer iiber ICP-OES bestimmt werden.
Hierfiir wurde eine bestimmte Menge (siehe Kapitel 9.1) an polymerer Probe in 10 mL
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leicht saurem Milli-Q-Wasser gelost. In Tabelle 15 sind die erhaltenen analytischen
Daten zusammengefasst,

Tabelle 15: Analytische Daten der Komplexierungsreaktion des Polvmers P10-[Gd].
# Modpos® th  T/SC  [Gdlpg” Ngd©  Modg," dy’ /nm
P10[Gd] 97% 24 50 26 0.70 65% 151 %156

a) Bestimmt tiber 'H-NMR-Spekiroskopie, DO3A-Modifizierungsgrad iiber Signal bei 1.44-1.47 ppm =
27 Protonen der drei rer-Butylgruppen; b) Bestimmi iiber ICP-OES, Gadoliniumgehalt in 1 mg
Polymerprobe: c) Bestimmt iiber Gleichung 2, Anzahl an Gadoliniumatome pro Polymer: d) Bestimmi
tiber das Verhiilinis an vorhandenen DO3A-Molekillen und Gadoliniumionen pro Polymerkeite,

Die Messung des hydrodynamischen Durchmessers nach der Gadolinium(I1l)-
Komplexierung des Blockcopolymers zeigte ecine geringfiigige Vergriberung von
12nm auf 15nm, was mit der AbstoBung der geladenen Chelat-Liganden
zusammenhiingen kann. Uber Gleichung (2) konnte eine Gadolinium(I1T)anzahl von
0,70 pro Polymerkette berechnet werden, wWas einer 65%igen
Gadolinium(IDmaodifizierung der méglichen DO3A-Molekiile entspricht.

y=10,10-x + 1,45 ]
R*=0,9961

3E
0
25 4

20

1T, [s71
L

t T T T T T T T
X BE 1.0 rE 2.0 25 an

Gd" [mi]

Abbildung 4 Aufiragung von 1T, gegen die Gadoliniumkonzentration in einer magnetischen Feldstirke
von 9.4 T (400 MHz) des Blockcopolymers P10-[Gd].

AnschlieBend wurde die Relaxivitiit r; iiber die Steigung der Aufiragung von 1/T,; gegen
die Gadolinium(IIljkonzentration bei 94T bestimmt. In Abbildung 40 ist die
Auftragung mit zugehiriger Geradengleichung dargestellt. Hieraus konnte ein r;-Wert
von 10.1 mM"'s' bestimmt werden. Die Verbesserung  des ri-Wertes vom
Homopolymer zum Blockcopolymer hiingt mit der erhdhten Rotationszeit des
Gadolinium(III)-Komplexes in der mizellaren Struktur zusammen. Ahnliche Werte in
Bezug auf den Gadolinium(III)gehaltes und der Relaxivitiit ry konnten in der Literatur

gefunden werden. 2016 zeigten Tong et al >

eine polymeranalog durchgefiihrie
Endgruppenfunktionalisierung von amphiphilen PEG-5-P(AAm-co-AN) liber eine
Michael-Addition unter Verwendung von DOTA-NHS und einer endstindigen

Thiolgruppe am hydrophilen Block des Amphiphils. Im Weiteren fiihrten sie die
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Wirkstoftbeladung mit Doxorubicin und die Komplexierung des Makrozyklus DOTA in
einem Schritt durch. Hiermit erhielten sie einen Wirkstoff-Einlagerungseffizienz von
4 Gew.-% und einen relativ geringen Gadolinium(III)gehalt von 2.8 pg/mg. Die in
Wasser gebildeten Mizellen wiesen nach der Komplexierung eine Grofle von 130 nm
auf. Die ermittelte Relaxivitit r; zeigte einen Wert von 25.88 mM™"-s™ bei 3 T.

Die Gruppe um Zhang synthetisierten biodegradierbare Mizellen auf Basis von
Poly(L-Glutaminsédure)-b-polymilchsdure  (PG-b6-PLA) mit dem Chelatliganden
p-Aminobenzyldiethylentriaminpenta(essigsdure) (DTPA), welcher mit
Gadolinium(III)ionen komplexiert wurde. Die Mizellen wiesen sphédrische Gro3en von
230 nm und einen relativ hohen Gadolinium(IIl)gehalt von 50 pg/mg auf. Hieraus
resultierte eine Relaxivitit r; von 7.90 mM™-s™ bei 4.7 T. !'"®

Kaida et al. wiederum synthetisierten einen polymeren, mizellaren Nanotriger auf Basis
von Poly(ethylenglycol)-b-poly(glutaminsidure) (PEG-b-PG), wobei sie den
komplexierten Chelatliganden Gd-DTPA iiber einen 1,2-Diaminocyclohexan-Platin(II)-
Komplex an die Carboxylatfunktion der Glutaminsdure gebunden haben. Der Platin(II)-
Komplex diente weiter als Therapeutikum. Die so hergestellten Mizellen formten
sphérische Partikel mit der Gro3e von 30 nm und hatten einen Gadolinium(IIT)gehalt
von 40 pg/mg Polymer. Hieraus konnte bei einer geringen Feldstirke von 0,59 T eine
hohe Relaxivitit r; von 80.7 mM™-s! erreicht werden.!'”!

Diese Beispiele aus der Literatur zeigen dhnliche Ergebnisse zu den hier gewonnenen.
Sowohl der Gehalt an eingebrachten Gadolinium(III)ionen liegt meist in einem gleichen
GroBenbereich, als auch die Relaxivititen r; zeigen in Abhédngigkeit der eingesetzten
magnetischen Feldstirke eine vertretbare Korrelation. Li et al. untersuchten neben dem
Einfluss der genauen Position des Kontrastmittels am Makromolekiil, auch den Einfluss
der eingesetzten Magnetfeldstirke auf die Relaxivitit r; des Kontrastmittels basierend
auf dem Chelatliganden DO3A-Gd. Sie zeigten, dass mit steigendem Magnetfeld die
Relaxivitdt r; abnimmt. Zum Beispiel wies ein hochverzweigtes, kernvernetztes
Nanogel (10 nm) auf Acrylatbasis mit einem Gadolinium(III)gehalt von ungefdhr
17 pg/mg eine Relaxivitit r; von 21.57 mM™-s” bei 0.47 T, 15.63 mM™"-s” bei 1.41 T
und 4.71 mM™"s" bei 9.4 T auf."*"

Im Falle des Blockcopolymers P10[Gd] wurde ebenfalls eine Visualisierung der
Leistungsfiahigkeit iiber eine Phantom-Magnetresonanz-Aufnahme vorgenommen
(Abbildung 41). Auch hier ist eine Kontrastverbesserung mit steigender

Gadoliniumkonzentration zu beobachten.
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Abbildung 41: Phantom-Magnetresonanz-Aufnahme des Blockcopolymers PIO[Gd] in verschiedenen
Konzentrationen gemessen gegen Lull

5.3.4 Darstellung eines DO3A[Gd]-basierten polymeren Nanopartikels

In diesem Abschnitt sollte nun ein polymerer Nanopartikel auf Poly(2-oxazolin)-Basis
iiber eine Kernvernetzung dargestellt werden. Hierfiir sollte zuniichst ein amphiphiles
Polymer mit vernetzbarer Seitenkette synthetisiert werden. Hierfiir wurde das. in
Kapitel 4.2.1 dargestellte. neue Monomer 12 im hydrophoben Teil des Polymers P11
eingebaut werden. In Schema 22 ist die Reaktionsgleichung der Polymerisation
dargestellt. Die Monomere 12 und HOx wurden mit jeweils 4 Aquivalenten gleichzeitig
iiber den Initiator MeOTf gestartet und somit statistisch eingebaut. Nach Verbrauch
dieser Monomere nach 4 h, wurden 30 Aquivalente MOXx sequentiell fiir den Aufbau
des amphiphilen Polymers genutzt. Die Terminierung lief analog 20 dem in Kapitel
5.3.2 optimierten Bedingungen ab. Lediglich die Reaktionstemperatur wurde auf 50 °C

verringert, um migliche Nebenreaktionen der funktionellen Seitenkette zu verhindern.

o
fjl
1. 4 aq. HOx, 4 eq. 12, (‘ J\_’}:D
: HyC1N N N N N
ACN, 120 °C, 4h ¢
2,30 eq. MOx, 120°C, 2 h 0 0 o N/
3. 5 eq. DO3A(tBu),, 50 °C, 48 h CrHas | [(CH), Hy anﬂ—é
MeOTf ———— - 4 "N 28 o
N
)\rn\ﬁ_g .
o P11

Schema 22: Reaktionsgleichung der Terminierungsreaktion des Polymers P11 mit DO3A(/Bu)s.
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Das 'H-NMR-Spektrum des Polymers P11 zeigte eine quantitative Umsetzung des
Monomers HOx und einen Einbau von zwei Einheiten des Monomers 12 in den
hydrophoben Block. Auch die Umsetzung des hydrophilen Blocks war mit 28 von 30
MOx-Einheiten nahezu quantitativ. Weiter konnte iiber die '"H-NMR-Spektroskopie ein
Terminierungsgrad des Chelatliganden DO3A(fBu); von 63 % bestimmt werden. Der
moderate DO3A-Modifizierungsgrad kann auf die reduzierte Temperatur zuriick gefiihrt
werden. Im nichsten Schritt sollte nun die Carbonsiuren des Chelatliganden entschiitzt
werden. Die angewandte Entschiitzungsreaktion ilber das Reaktionsgemisch
TFA:H,O: TIPS (90:5:5) bei Raumtemperatur fiir 40 Minuten wies zu harsche
Bedingungen auf. Es konnte neben der Entschiitzung der Carbonsiiuren, eine zusiitzliche
Abspaltung der Acrylatgruppe beobachtet werden. In Abbildung 42 sind die 'H-NMR-
Spektren vom Polymer P11 vor der Entschiitzung (A) und P11-TFA nach der
Entschiitzung (B) dargestellt. Zusiitzlich ist neben der Vinylprotonen-Abnahme des
Acrylat-Monomers 12 bei 6 = 5.59 bzw. 6.13 ppm, keine vollstindige Entschiitzung des
Chelatliganden erfolgt (blau markierte Region).

LY

cocl,

A J ;LJ#—JM u

180

"l WA fppest

1

Abbildung 42: '"H-NMR-Sprektren von (A) P11 und (B) P11-TFA nach dem Entschiitzungsversuch mit
dem Gemisch aus TFACH,O:TIPS (90:5:5), mil blau ist die chemische Verschiebung der rer-Butyl-
Gruppen markiert,

Darauthin wurde die selektive Entschiitzungsstrategie von terr-Butylestern iiber das
CeCly- TH-O/Nal-System nach Marcantoni er al"™ verwendet. In Schema 23 ist der
Mechanismus der Abspaltung tiber das Cer-System dargestellt.
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o CeCl; -7H,0,

(o]
I Moo e | g A

R + [(CHy);cH)

Schema 23: Mechanismusvorschlag der selektiven Entschiitzung von terr-Butylestern mit
CeCl;- 7H,0-Nal nach Marcantoni er al"®".

Die freien Elektronenpaare der Sauerstoffatome koordinieren an das Cer-
Metallzentrum. Hierdurch entsteht eine positive Teilladung am tertidren
Kohlenstoffatom der tert-Butylgruppe, welches durch das Iodidion nukleophil
angegriffen werden kann. Das 2-lod-2-methylpropan verlisst als Abgangsgruppe das
Molekiil und durch wissrige Aufarbeitung wird die Carbonsdure generiert. Fiir die
Entschiitzungsreaktion wurde das Polymer P11 in trockenem Acetonitril gelost.
AnschliefBend wurden die Salze Cerchlorid (CeCls-7H,0) und Natriumiodid (Nal) zu
der Losung gegeben und die Reaktion bei 120 °C refluxiert. Zur Validierung einer

vollstandigen Entschiitzung wurden unterschiedliche Reaktionszeiten von 12, 24, 48 h

gewihlt.
o
\OK CeCly-7H,0,
TN %o maaen f”’\ Vo
N N reflux, t/h
Eo xNJ R Ly
C-,H15 cI:Hz)5 CH3 c7H15 c CH3 '\[rOH
\ ” stat. \ " stat.
P12-12h:t=12h
P11 P12-24h: t=24 h
P12-48h: t=48 h

Schema 24: Entschiitzungsreaktion des Polymers P11 mit CeCl;-7H,0O-Nal nach 12 h (P12-12h), 24 h
(P12-24h) und 48 h (P12-48h).

In Schema 24 ist die Entschiitzungsreaktion der Polymere P12-12h,-24h,-48h
dargestellt. Nach Abkiihlen der Reaktionen wurde das organische Losungsmittel
entfernt. Zur Entfernung der Salze wurden die Polymere P12-12h,-24h,-48h jeweils fiir
48 h gegen Wasser dialysiert (MWCO = 1000). AnschlieBend wurden die Polymere
P12-12h, -24h, -48h gefriergetrocknet, in Chloroform aufgenommen und in kaltem
Diethylether gefdllt. Nach Trocknen am Hochvakuum konnten die in Abbildung 43
dargestellten 'H-NMR-Spektren der jeweiligen Polymere erhalten werden. Zusitzlich
wurde das Edukt P11 mit O h in der Abbildung angegeben.
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Abbildung 43: "H-NMR-Spektren der Entschiitzungsreaktionen des Triblockpolymers P11 (Oh) nach
12 (P12-12h), 24 (P12-24h) und 48 h (P12-48h), chemische Verschiebung der ferr-Butylgruppe mit blau

markiert.

Der Bereich der chemischen Verschiebung der rer-Butylgruppe bei ca. .44 ppm st
blau unterlegt. Anhand der Abbildung 43 ist die Abnahme des Signalintegrals mit
steigender Reaktionszeit deutlich zu erkennen. Nach 12 h lagen noch 42 % aller
Polymerketten geschiitzt vor und erst nach 48 h konnte eine vollstiindige Entschiitzung
der Carbonsiiuren beobachtet werden. Weiter wurden die Acrylatgruppen durch die
Verwendung des Cerchlorid/Natrinmiod-Systems nicht  angegriffen und die
Vinylgruppen blieben erhalten. In Tabelle 16 sind die Blockzusammensetzungen, sowie
Molmassen bestimmt iiber 'H-NMR-Spektmskﬂpie und GPC der Polymere P11 und
P12-48h zusammengefasst. Die Dispersititen B wiesen mit 1.34 und 1.30 fir die
jeweiligen Polymere P11 und P12-48h moderate Molmassenverteilung auf.

Tabelle 16: Analytische Daten der Polymere P11 und P12-48h.

# HOx" 12° MOx"  Modpgas® M.’ 1 My’ 1 p®
A /g mol /g mol
P11 4{4) 2id) 2R(30) 63 % 4201 4357 1.34
P12-48h ) 2(2) 37(28) 0 % 4798 4931 1.30

a) Bestimmt iiber 'H-NMR-Spekiroskopie: Polymerisationsgrad und Molmasse, DO3A(/Bu);-
Modifizierungsgrad iiber Signal bei 1.43-1.47 ppm = 27 Protonen; b) Molmasse M, und Dispersitiitsindex
B wurden iiber GPC-Analyse bestimmt (PS Standards, DMF/5 mg-mL"' LiBr).
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In Abbildung 44 sind die Mizelldurchmesser der Polymere P11 und P12-48h gemessen
in Wasser mit einer Konzentration von | mol/L. dargestellt, Auch hier wurde eine
Vergriberung des Durchmessers nach der Entschiitzung der Carbonsiuren beobachtet
(vel. Abbildung 39).

|=— 1 2-48h

Intensitaet ja.u.)
1

o _frurry
L]

Abbildung 44: DLS Graphen der Polymere P11 (schwarz) und P12-48h (rot) gemessen in Wasser
(c = 1| mol/L).

MNanopartikelsynthese iiber Kernvernetzung des Polymers P12-48h

Ausgehend vom wvollstindig entschiitzten Polymer P12-48h wurden iiber die
eingebauten Acrylatgruppen ein kernvernetzter, polymerer Nanopartikel synthetisiert.
Die Stabilisierung der mizellaren Struktur wurde iiber eine radikalische Polymerisation
mittels AIBN im Kern durchgefiihrt. In Abbildung 45 sind die Reaktionsbedingungen
der Kermvernetzung dargestellt.

uuﬂ\,
""\;_}}:u H,0, AIBN
T ’ 30 min. Ar, 5 min, SOND

B5°C Uber Macht

Abbildung 45 Darstellung des DO3A-funktionalisierten  Nanopartikels NP15  iiber radikalische
Kernvernetzung der Acrylai-Einheiten des Polymers P12-48h.

Dabei wurden 40 mg des Polymers P12-48h in 3 mL Wasser geltst, was einer Polymer-
Konzentration von 3 mmol/L entspricht. Dann wurden 0.1 Gew.-% AIBN hinzu
gegeben und mithilfe von Argon eine Sauverstoff-freie Polymerlosung hergestellt.
Anschliebend wurde das System zur Homogenisierung fiir finf Minuten im
Ultraschallbad behandelt. Die Reaktion fand bei 65 °C iber Nacht statt. Das Wasser
wurde durch Gefriertrocknung entfernt und der erhaltene Feststoff in Chloroform
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aufgenommen, Der geloste Nanopartikel wurde dann in kaltem Diethylether ausgefillt
und am Hochvakuum getrocknet. Die erfolgreiche Vernetzung wurde iiber DLS-
Messungen des Nanopartikels in dem nicht-selektivem Lésungsmittel Methanol
bestimmt, Mit einem Durchmesser von 15,23 = 3.40 nm in Methanol zeigte der Partikel
gegentiber der Messung in Wasser nur eine geringe Quellung (dy= 13.71 £ 1.39 nm in
Wasser), was auf ein dichtes Netzwerk im Nanopartikelkern hinweist.

Komplexierung des Nanopartikels NP15

Im néichsten Schritt wurden die DO3A-Molekiile der Nanopartikel NP15, analog zu den
Homopolymeren und dem Blockcopolymer, mit Gadolinium(III)ionen komplexiert. Bei
dieser Umsetzung wurde eine lingere Reaktionszeit von 72 h gewiihlt, um eine gute
Komplexierungseffizienz der, durch die nanopartikuliire Struktur gehinderten, DO3A-
Molekille zu erreichen. In Abbildung 46 sind die Reaktionsbedingungen der
Komplexierung schematisch dargestellt.

o
GACly 6H,0, o \
pH B-=8, N
50°C, 72 h 0 = | aGd""h!—’}:D
AN/
Hrﬂ-
0

NP15 NP15-[Gd)
Abbildung 46: Komplexierung des Nanopartikels NP15 mit GdClL- 6H.O zum Nanopartikel NP15-[Gd].

Der Nanopartikel NP15 wurde in leicht saurem Wasser (pH-Wert = 6) vorgelist. Es
wurden 1.5 Aquivalente an GdCly-6H-O hinzugegeben und der pH-Wert wurde langsam
auf 8 erhiht. Die Reaktion wurde auf 50 “C erhitzt und fiir 72 h bei dieser Temperatur
gerithrt. Zur Entfernung der freien Gadolinium(Il)ionen wurde der Nanopartikel
NP15-[Gd] fiir 72 h gegen Wasser dialysiert (MWCO = 5000). Die Dialysezeit wurde
erhéht. um miglich eingelagerte Salze im Partikelinneren ebenfalls zu entfernen.
AnschlieBend wurde das Wasser durch  Gefriertrocknung  entfernt.  Der
Gadolinium(Illjgehalt des erhaltenen Nanopartikels NP15-[Gd] konnte mit 16 pg/mg
Nanopartikel iiber ICP-OES bestimmt werden. Hierfiir wurde eine bestimmte Menge
(siche Kapitel 9.1) an polymerer Probe in 10 mL leicht saurem Milli-Q-Wasser gelost.
In Tabelle 17 sind die erhaltenen analytischen Daten zusammengefasst. Mit der
ermittelten Menge an Gadolinium(I1)ionen von 16 pg/mg lieb sich berechnen. dass fast

jede zweite Polymerkette des Nanopartikels NP15[Gd] ein Gadolinium(11T)ion trigt.

Tabelle 17: Analytische Daten der Komplexierungsreaktionen des Nanopartikels NP15[Gd].
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# Modpoas" th  TAC  [Gdlpg” Neo  Modgs  dy/nm

NP15[Gd] 63 % 12 S50 16 0,48 76 % 329+7.8
a) Bestimmt Giber 'H-NMR-Spekiroskopie. DO3A-Modifizierungsgrad iiber Signal bei 1.44-1.47 ppm =
27 Protonen der rert-Butylgruppe: by Bestimmt fiber 1CP-OES, Gadoliniumgehalt in lmg Polymer;
c) Bestimmit iiber Gleichung 2, Anzahl an Gadoliniumatome pro Polymer; d) Bestimmit fiber das
Verhiiltnis an vorhandenen DO3A-Molekiilen und Gadoliniumionen pro Polymerkette,

Dies bedeutet, dass lediglich 76 % der vorhandenen DO3A-Molekiile -ein
Gadolinium(IIDion komplexieren. Zudem zeigte die Messung des hydrodynamischen
Durchmessers in Wasser (c= 1 mg/mL) enen sprunghaften Anstieg nach der
Komplexierung auf 32,9+ 78 nm. In Abbildung 47 sind die DLS-Graphen des
unkomplexierten Nanopartikels NP15S (schwarz) und des komplexierten NP15-[Gd]
(rot) gegeniiber gestellt. Eine modgliche Erklirung fiir den enormen Anstieg kann in der
AbstoBung der positiv geladenen Komplexe auf der Oberfliche des Partikels liegen. Der
gleiche Effekt war auch schon bei der Komplexierung des Blockcopolymers P10 zu
P10[Gd] zu sehen. Hier erhohte sich der Mizelldurchmesser um einige Nanometer. Der
geringere Anstieg des Durchmessers der Mizellen, im Vergleich zu den Nanopartikeln
NP15[Gd], kann in der hoheren Beweglichkeit der Polymerketten im unvernetzten
Polymer P10[Gd] liegen. Durch die Kernvernetzung wird der dynamische Austausch
einzelner Polymerketten unterbunden. Weiter zeigen die TEM-Aufnahmen in
Abbildung 47B die sphiirische Gestalt der synthetisierten polymeren Nanopartikel.

k1c

—— P15
A —— NP15.Gd]
25
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Abbildung 47: DLS Graphen der Nanopartikel NP15 (schwareg) und NP15]Gd] (rot) gemessen in Wasser
mit der Konzentration © = | mg/mL (A) und TEM-Aufnahmen des Nanopartikel NP15[Gd] mit ciner
Konzentration ¢ = (0,01 mg/mL in Wasser, eingefirbt mit Uranylacetat, Mabstab: 50 nm (Probenpriration
und Aufmahmen wurden von Frau M. Meuris, AK J. Tiller, Fakultit BCI, durchgefihrt),

AnschlieBend wurde die Relaxivitiit ry tiber die Steigung der Aufiragung von 1/T, gegen
die Gadolinium(IIT)konzentration bei 9,4 T bestimmt. Die Aufiragung ist in Abbildung
48 dargestelll und iiber die zugehorige Geradengleichung konnte ein r;-Wert von

6,77 mM™-s" ermittelt werden. Dieser Wert ist minimal geringer als der des
Blockcopolymers PY.
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Abbildung 48: Aufiragung von /T, gegen die Gadoliniumkonzentration in einer magnetischen Feldstiirke
von 9.4 T (400 MHz) des Nanopartikels NP15[Gd].

Aufgrund der eingeschriinkten Beweglichkeit der Ketten im Nanopartikel war ein
hiherer ri-Wert zu erwarten. Aber dadurch, dass lediglich jede zweite Polymerkette ein
Gadolinium(IIDion triigt, war die Konzentration hier der entscheidende Faktor, die zu
einer etwas geringeren Relaxivitiit ry fithrt. Bei der Phantom-Magnetresonanz-
Aufnahme vom Nanopartikel NP15[Gd] konnten, auferund geringer Probenmenge,
lediglich zwei verschiedene Gadolinium(IlI}konzentrationen vermessen werden. Die
Aufnahme in Abbildung 49 zeigt, wie erwartet, eine Kontrastverbesserung mit

steigender Gadolinium(II1)konzentration.

NP15[Gd]

100

980 99- lﬂr’ mmﬂlfL

300
350
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3,7 - 10 mmol/fL

Signal amplitude [a.u.]

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Abbildung 49 Phantom-Magnetresonanz-Aulnahme des Nanopartikels NPLIS[Gd] in verschiedenen
Konzentrationen gemessen gegen Luft.

In der Literatur finden sich viele Beispiele. in welchen die Untersuchung von polvmeren
Nanopartikeln mit Gadolinium(IIT)-Komplexen fiir die Anwendung als Kontrastmittel

in der MRT beschrieben wird. Es zeigte sich. dass zum Teil dhnliche Werte erhalten
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werden konnten. Seleimani et al, synthetisierten kovalent vernetzte Nanogele auf Basis
der Copolymerisation von PEGmethacrylat und  N-(2-Aminoethyl)methacrylamid
Hydrochlorid. Als Vernetzer wurde Ethylglycoldimethacrylat eingesetzt. Uber die
erhaltenen Aminogruppen auf der Oberfliiche des Nanogels wurde die Isothiocyanat-
derivatisierte Chelat-Einheit DTPA mittels einer Additionsreaktion auf den Partikel
immobilisiert und anschliebend mit GdCl: bei pH 7 komplexiert. Die Menge an
gebundenen Gadolinium(IITionen wurde iiber ICP-MS bestimmt und betrug 60 pg/mg
Nanogel. Das dargestellte Nanogel besalh eine Grife von 10 nm und erzielte eine
Relaxivitit ryvon 17,5 £ 0.4 mM ™5™ bei 1,5 T.!'™

Bandvopadhvay et al. synthetisierten Nanopartikel iiber  amphiphile
Poly(n-butylacrylat)-b-poly(arylsiure)  (PnBA-b-PAA). welche zur  weiteren
Funktionalisierung Hydrazon-Gruppen auf der Schale besabien. Zur Herstellung eines
Kontrastmittels  fiir die MRT wurde ein  Hydrazin-derivatisierter DOTA-
Gadolinium(ITl)-Komplex auf der Oberfliiche der 80nm grolien polymeren
Nanopartikel immobilisiert. Die Auftragung  von I/T) gegen  die
Gadolinium(IIkonzentration in emner magnetischen Feldstirke von 1,5 T ergab eine

Relaxivitit ry von um die 50 mM .5 1181

5.3.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden die ersten DO3A|Gd]-funktionalisierten Makromolekiile auf
Poly(2-oxazolin)-Basis dargestellt und in ihrer Wirkung auf die Kontrastverbesserung
mittels Relaxationsmessungen und MR-Aufnahmen untersucht. Vergleicht man die
erhaltenen Relaxivititen und die MR-Aufnahmen (Abbildung 50) des DO3A|Gd]-
Homopolymers P8d[Gd], der DO3A[Gd]-Mizelle PI0[Gd] und des DO3A[GA]-
Nanopartikels NP15[Gd] miteinander, so Eisst sich sagen, dass die Relaxivitit r; mit

steigendem Molekulargewicht, dem strukturellem Aufbau und der Konzentration an

gebundenen Gadolinium(lljionen korreliert,. Weiter sind die Ergebnisse der
150,159, 176]

synthetisierten Systeme mit der Literatur vergleichbar,

A B

Abbildung 30; Vergleich der Phantom-Magnetresonanz- Aulnahmen des Homopolymers P8d[Gd] (A),
des Blockcopolymers P10[Gd] (B} und des Nanopartikels NP15[Gd] (C) mit einer Konzeniration von
¢= 9910 mmol/L.
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6. Synthese funktionalisierter = Nanopartikel fiir die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Wie im vorangegangenen Kapitel, wird hier die Verwendung von modifizierten
amphiphilen Blockcopolymeren genutzt, um funktionalisierte Nanopartikel auf Basis
von Poly(2-oxazolin)en aufzubauen. Im Gegensatz zu Kapitel 5 wurde der Einbau des
funktionellen Molekiils iiber den Initiator gewihlt. Diese Vorgehensweise besitzt den
Vorteil, dass bei erfolgreicher Polymerisation eine 100%ige Modifizierung der

Polymerketten vorliegt.

Zielsetzung

Ziel dieses Kapitels ist die Einfiihrung eines Radiopharmaka-Vorlaufer-Molekiils in
makromolekulare Poly(2-oxazolin)-Strukturen. In dieser Arbeit wurde der Silicium-
Fluor-Akzeptor, 4-(Brommethyl)phenyl)di-fert-butylfluorosilan (SiFA-Br), gewdhlt.
Dieses Molekiill wird in der akademischen Forschung im Bereich der Positron-
Emissions-Tomographie (PET) als Radiopharmaka-Vorldufer verwendet und eignet
sich, aufgrund seiner Benzylbromid-Gruppe, ideal als Initiator in der CROP. Die
makromolekularen Radiopharmaka-Vorldufer wurden anschlieBend radioaktiv markiert
und in in vivo Experimenten eingesetzt. Bislang sind keine SiFA-Poly(2-oxazolin)-
Systeme bekannt, welche in der PET eingesetzt werden. Damit stellen die folgenden

Ergebnisse die ersten Arbeiten auf diesem Gebiet dar.

In den nichsten Abschnitten soll nun ausfiihrlicher auf das PET-Verfahren eingegangen
werden. Hierfiir wird eine kurze Einleitung des Messverfahrens, das Prinzip der
Methode und der heutige Stand der Forschung beziiglich des in dieser Arbeit

thematisierten Molekiils gegeben.

6.1 Einfiihrung in die Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) stellt, wie die Magnetresonanz-
tomographie (MRT), in der Medizin ein bildgebendes Verfahren dar. Anders als in der
MRT, welche paramagnetische Substanzen zur Kontrastverstirkung verwendet, benotigt
die PET radioaktiv-markierte Molekiile, um eine Diagnose durchfiihren und eine
bildliche Aufnahme erzeugen zu konnen. Diese Substanzen werden in der
Nuklearmedizin Radiopharmaka oder Tracer genannt und ermoglichen die

Visualisierung von physiologischen und biochemischen Prozessen im Korper.

87



NANOPARTIKEL FUR DIE POSITRONEN-EMISSIONS-TOMOGRAPHIE

Schon Anfang der 1950er Jahre lokalisierten Brownell und Sweer einen Hirntumor iiber

[182]

einen Positronenemitter’ "', aber die Erfindung der PET wird den amerikanischen

Physikern Ter-Pogossian und Phelps zugesprochen. 1975 veriffentlichten sie ihre
Arbeiten auf dem Gebiet der Annihilation Detektion,!'™"

Das Prinzip bzw. die Funktionsweise der PET ist schematisch in Abbildung 51
dargestellt. Das in den Kérper injizierte Radiopharmakon ist durch eine ausgeprigte
Kerninstabilitit mit Protoneniiberschuss charakterisiert. Es zerfiillt in einer bestimmten
Halbwertszeit t;», wodurch unter fi'-Strahlung ein Proton des Isotops ein Positron ¢’
emittiert. Dieses legt eine bestimmte Weglinge durch das umliegende Gewebe zuriick,
bis es auf ein Elektron e trifft. Es kommt zur Annihilation. Das Elektron e und das
Positron ¢’ bilden ein Positronium. Die Masse des Positroniums wird in Energie
umgewandelt, welche unter Emission eines Photonenpaares zerfillt. Diese Photonen
werden gleichzeitig in einem 180° Winkel mit einer Energie von E =511 keV
ausgestrahlt. Uber einen Photo-Detektor, welcher ringformig um den Patienten
angeordnet ist, wird iiber die elektronische Verarbeitung der ortlichen und zeitlichen
Anordnung der elektrischen Signale der Ursprungsort errechnet. Hierdurch wird
abschliebend ein Schnittbild generiert.

A
Positron ~ p ,:'ﬁ Detektor
@ v ! r }" y-Strahlung

{""' - 511 ke
Annihilation ™\

Radionuklid

y-Strahlung
Detektor 511 kel

Abbildung 51: Prinzip der Positronen-Emissions-Tomographie (A) und Generierung eines Schnitthildes,
(B) wransaxiales Schnittbild eines menschlichen Gehims (FDG-PET)"™".

In diesem Fall stellt die PET-Aufnahme ein transaxiales Schnittbild eines menschlichen
Gehirns dar. Dabei zeigen die roten Bereiche ein vermehrtes Vorhandensein des Tracers
und die blau-griinen Regionen weisen eine geringere Anwesenheit auf. Die
Abschwiichung des Signals durch das umliegende Gewebe ist minimal und die
Eindringtiefe betrigt bis zu 5 mm.""™"' Durch diese Art der Bildgebung erméglicht die

185 .
U531 sondern dient

[186]

PET die Unterscheidung nicht nur von gut- und bisartigen Tumoren

auch als Hilfsmittel zur Perfusionsuntersuchung von koronaren Herzerkrankungen

oder zur Lokalisierung von Rezeptoren im Gehirn''""

. Eine Fehldiagnose ist bei

Verwendung wvon unspezifischen Radiopharmaka méglich, daher wird oft eine
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Kombination mit der Computer-Tomographie (CT)!'® oder der

[189

Magnetresonanztomographie' ™" gewihlt.

Radiopharmaka in der Positronen-Emissions-Tomographie

In der PET werden verschiedenste Substanzen und Nuklide eingesetzt. Dabei spielt die
molekulare Struktur des Radiopharmakons eine entscheidende Rolle fiir die
Pharmakokinetik im Organismus und die Stabilitit des Radionuklids. Das heutzutage
am hiufigsten eingesetzte Radiopharmakon ist die 2-['*F]Fluor-2-desoxy-D-glukose
(FDG). Uber den Zuckermetabolismus wird FDG in kranke sowie in gesunde Zellen
aufgenommen. Da FDG ebenfalls in der Lage ist die Blut-Hirn-Schranke zu
tiberwinden, wird es in den Bereichen der Kardiologie und Onkologie, als auch in der
Neurologie eingesetzt. Das '®F-Isotop zerfillt mit einer Halbwertzeit t;, von 109,7 min
in '*0, im Falle der FDG fiihrt dies zur Bildung von Glukose mit einem schweren
Sauerstoftkern. Diese ist ungefihrlich flir den Organismus und wird wie ,,normale*
Glukose verstoffwechselt. Die Herstellung der bendtigten Radionuklide fiir die
entsprechenden Tracer findet in einem Zyklotron statt. Ein Zyklotron ist ein zyklischer
Teilchenbeschleuniger, welcher Ionen auf Energien von 10-500 MeV beschleunigen
kann. In Tabelle 18 sind einige Isotope, welche iiber das Zyklotron hergestellt werden

konnen, mit ihren biologischen und physikalischen Halbwertszeiten zusammengefasst.

Tabelle 18: Eine Auswahl an Isotopen und ihre Herstellung iibers Zyklotron.

Isotop Zyklotron* t1/2,piol. ** t1/2, phys/ Min
BN NH; Stunden 9,9
50 H,0 Sekunden 2.1
e Acetat/Palmitat Minuten 20,4
Bp FDG Stunden 109,7

* eingesetzte Substanz, welche im Zyklotron markiert wird, **bezieht sich auf die Halbwertszeit im
Gewebe.

Das 18F—Isotop wird iber '*O angereichertes Wasser hergestellt, das mit
hochenergetischen Protonen beschossen wird. Der Positronen-Emitter 18R liegt
anschlieBend in der wissrigen Phase als Anion vor, welches iiber einen
Ionenaustauscher vom Wasser abgetrennt und dann vom Ionentauscher gewaschen
werden muss. Ein giingiges Verfahren ist die Verwendung einer Losung aus Acetonitril,
Kryptoﬁx®222 (4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabicyclohexakosan) und
Kaliumkarbonat."*! 1978 synthetisierten Ido et al. das erste radiomarkierte FDG!"*"!
aber erst die Synthese des Radiopharmaka in groBem Mafstab brachte Ende der 1980er
den Durchbruch fiir die PET'""",

Die Darstellung, die Markierung und die Optimierung der Aufreinigungsschritte von

neuen, (Zell)-spezifischen Radiopharmaka stehen seit einiger Zeit im Fokus der
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Forschung. Dabei sollen vor allem harsche Reaktionsbedingungen, inerte
Arbeitstechniken und Synthesen iiber mehrere Stufen vermieden werden. Ein wichtiger
Aspekt ist zudem die Entfernung der nicht umgesetzten '’F-Atome. Die Trennung des
gewiinschten Produkts von moglichen Nebenprodukten verlduft in den meisten Fillen
iiber chromatographische Aufreinigungsschritte. Diese sind nicht nur aufwendig,
sondern auch zeitintensiv. Zusitzlich miissen die, als Radiopharmaka in der PET
eingesetzten, Molekiile spezielle Anforderungen erfiillen. Denn sie miissen an
biokompatiblen Molekiilen gebunden sein, welche eine Austauschreaktion zum
eigentlichem Radiopharmaka ermdglichen und wihrend dieser Reaktion stabil und
unverdndert bleiben. In den folgenden Abschnitten wird auf die Entwicklungen der
Darstellung von "SF_markierten Tracern fir die PET auf Basis von Bor und Silicium

niher eingegangen.

[ISF]-markierte Radiopharmaka auf Bor-Basis

Die Arbeitsgruppe um den amerikanischen Chemiker Perrin verdffentlichte 2005 erste
Synthesen von '*F-markierten Arylfluorboraten und Alkylfluorsilicaten als mdgliche
bildgebende Molekiile fiir die PET. Im Rahmen dessen, beschrieben sie die erste
'"E_Markierungsreaktion in Wasser iiber eine Stufe. Sie markierten die Biotin-
funktionalisierten Halbmetalle mit dem '*F-Isotop durch eine Substitutionsreaktion.
Dabei setzten sie KHF, mit wissriger '*F-Lésung um und lieBen diese mit den Bor-
bzw. Silicium-Derivaten reagieren. Sie erreichten eine quantitative Fluorierung der
eingesetzten Vorldufer-Molekiile, Boronylpinacolate bzw. Triethoxysilane. Es konnte
gezeigt werde, dass diese eine hohe kinetische und thermodynamische Stabilitit
aufwiesen, wobei die Organoborate eine hohere Stabilitit gegeniiber den

Organosilicaten besaBen.'

0 ['8F]-KHF, '®F
R B _ R—@—B\—F
o F

Abbildung 52: Allgemeiner Zugang von Radiopharmaka auf Bor-Basis iiber die Radiomarkierung von
Boronsiureester-Konjugaten mit radioaktivem KHF,.

In Abbildung 52 ist der allgemeine Zugang von Radiopharmaka auf Bor-Basis liber die
Radiomarkierung von Boronsdureester-Konjugaten mittels nukleophilen 8F_Jonen,
welche generiert werden aus radioaktivem [18F]KHF2, dargestellt. In den
darauffolgenden Jahren beschiftigte sich die Gruppe verstirkt mit der Synthese von
weiteren potentiellen radiopharmazeutischen Vorldufer-Molekiilen basierend auf
Boronsiureestern zur Darstellung von bioaktiven '*F-markierten Borfluoriden.!*?

Neben der Untersuchung von Myokardperfusionen mittels '°*F-Trifluoroborat-Derivate
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[194] [195] [196]

, wurden auch lineare
[197]

des Triphenylphosphoniums und cyclische Peptide

sowie viele weitere Rezeptor-Ligand-Systeme mit 18-Fluor markiert und als

potentielle Radiopharmaka erforscht.

[ISF]-markierte Radiopharmaka auf Silizium-Basis

Neben Bor (730 kJ/mol) besitzt auch Silizium mit einer Bindungsenergie von
>570 kJ/mol eine hohe Bindungsaffinitit zum Fluoratom.""”™ Schon 1985 zeigte
Rosenthal et al. die Markierung von Chlorotrimethylsilan mit dem '*F-Isotop in
wissrigem Acetonitril mit einer radiochemischen Ausbeute von 65 %, was die
kinetische und thermodynamische Stabilitdt dieser Systeme bewies. Jedoch zeigte sich

in vivo eine schnell einsetzende Hydrolyse.!"”!

Weitere Untersuchungen iiber
nukleophile Substitution von Silanolen an bioaktiven Molekiilen folgten, sowie die
Umsetzungen von Trialky-, Arylhydroxyl- oder Alkoxysilanen in saurem Medium zu

[200]

den entsprechenden Triorganofluorsilanen. Durch den Einbau von sterisch

anspruchsvollen Substituenten am Siliciumatom konnte die Hydrolyse verringert
werden. Hohne et al. konnte dies iiber die Dichte-Funktional-Theorie untermauern.*’"!
Eine interessante Variante zeigten 2006 Schirrmacher, Jurkschat und Wéiingler mit der
Markierung von Trialkylsilanen iiber eine Isotopen- Austausch-Reaktion."”’* Dabei wird
das '"Fluoratom am Silizium durch sein '*F-Isotop ausgetauscht. Fiir die
Hydrolysebestidndigkeit wird die Silicium-Fluor-Bindung, wie in Abbildung 53a
gezeigt, iiber zwei tert-Butyl- und eine Phenyl-Gruppe stabilisiert. Dieses Grundgeriist
wird als Silicium-Fluor-Akzeptor (SiFA) bezeichnet. Das '*F-Isotop wird bei der
Reaktion in situ durch den Einsatz des derivatisierten Kronenether Krytofix®222 (Ks20)
und ["*F]Kaliumfluorid gebildet (Abbildung 53b). Mit dieser Methode konnten
innerhalb von 10 Minuten und bei Raumtemperatur hohe radiochemische Ausbeuten

erlangt werden.

\I/ KIFIFKzzz \}/
R Si-18F
/|\ RT 10 min /i\

b) (—0/_\0—3 0/—\0
N N K18F N K*
<o o~ T~ _) + 18
\—o\_' —/ \_0 (o]
K22, [18F]F Kpp

Abbildung 53: a) Markierung eines Fluoro-di-fert-butylphenylsilyl-Derivats (SiFA-R) iiber eine Isotopen-
Austausch-Reaktion mittels K['"*F]F\K»,, und b) Generierung des '*F-Isotops iiber Kryptofix©®222.

Damit bewiesen Schirrmacher et al. das die Isotopen-Austausch-Reaktion eine hohe

Effektivitit bei Raumtemperatur zeigt. Nachteilig an dieser Methode ist die
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Verwendung eines Uberschuss an dem Vorlidufer-Molekiil. Die Abtrennung des nicht-
markierten Molekiils ist nicht moglich, wodurch eine geringe spezifische Aktivitit
erhalten wird. In Kooperation mit Jurkschat et al., synthetisierten Schirrmacher et al.
verschiedene niedermolekulare  SiFA-Molekiile®®**  sowie SiFA-modifizierte
Peptide™' und Proteine™. Bei den Markierungen der niedermolekularen SiFA-
Molekiile konnten iiber die Isotopen-Austausch-Reaktion moderate bis gut
radiochemische Ausbeuten von 40 — 95 % erhalten werden. Auch die Markierung der
Peptidstruktur zeigte moderate Ausbeuten von 55 — 65 %, wobei die Markierung des
Proteins lediglich eine radiochemische Ausbeute von 12 % bei einer verlingerten
Reaktionszeit von 20 - 30 min zeigte. Weiter wurden die wasserloslichen SiFA-
Molekiile als Radiopharmaka in vitro und in vivo in der Detektion von Tumoren

t. [207

eingesetz I'Es wurde gezeigt, dass die hohe Lipophilie des SiFA-Geriistes durch

Anbindung an Peptide mit polar-auxilidren Aminosiuren ausgeglichen werden konnte

und die SiFA-Peptid-Konjugate somit eine hohe Stabilitit im Plasma aufwiesen.***!

Weitere *F-markierte Systeme

Neben der Bor- und SiFA-Systeme von Perrin und Schirrmacher, werden auch
Aluminium-basierte Systeme verwendet. Die Aluminium-Fluor Wechselwirkung ist mit
670 kJ/mol eine der stirksten im Vergleich zu anderen Metallen.!"”®! McBride et al.
synthetisierten Biomolekiile modifiziert mit mehrzihnigen Liganden, welche in der
Lage sind den Aluminium-[18]Fluor-Komplex zu binden. Diese Komplexierung
verlauft im Allgemeinen schnell und effizient, ist aber instabil in in vivo Experimenten
und bedarf somit weiterer Optimierung."**”’

Schweifer et al. untersuchten die Synthese undlSF—Markierung von Fluoro-azomycin-2-
deoxy-p-D-ribofuranosiden ("*F-FAZDR), welche als Biomarker fiir die Untersuchung
von Sauerstoffunterversorgung eingesetzt werden. Sie betrachteten zudem
mechanistische Transportprozesse der Radionuklid-Aufnahme. Sie erhielten eine
radiochemische = Ausbeute von 11 % iber die Markierung in einem
»GETRACERIabFXg.n Synthesizer®, welcher [ISF]—Tracer iiber nukleophile Substitution
herstellt.*!!

Yuan et al. fokussierten sich auf die Darstellung von BE_markierten 2-(1-(3-
Fluorophenyl)-2-oxo-5-(pyrimidin-2-yl)-1,2-dihydropyridin-3-yl)benzonitrilen, welche
fir die Adressierung von entsprechenden Neurotransmitter-Rezeptoren des
Zentralennervensystems verwendet werden. Sie erhielten eine radiochemische Ausbeute
von 10—-60 % iiber die nukleophile Substituionsmethode. Zusitzlich zeigten die
synthetisierten Radiopharmaka eine gute Aufnahme ins Gehirn mit einem

standardisiertem Aufnahmewert (SUV) von 2,3 £ 0,1.[2“]
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Radioaktiv-markierte Poly-2-oxazoline

Gdrtner et al. synthetisierten 2007 ein radioaktiv-markiertes Poly(2-oxazolin) auf Basis
2-Methyl-2-oxazolin bzw. 2-Ethyl-2-oxazolin. Uber die Terminierung mit einseitig
Boc-geschiitztem Piperazin konnten sie eine sekunddre Amin-Endgruppe in das
Polymer einfiihren. Uber diese brachten sie den derivatisierten Chelatligaden
2-(4-Isothiocyanatobenzyl)-N,N’,N",N"-tetraazacylododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure

(p-SCN-Bz-DOTA) unter Ausbildung eines Thioharnstoff-Derivats in das Polymer ein.

111

Anschlieend wurde " Indium(III)ionen iiber den DOTA-Liganden komplexiert und in

vivo in der SPECT eingesetzt. Weiter wurde die Bioverteilung der hydrophilen
Homopolymere untersucht. Es zeigte sich, dass die Polymere schnell aus dem Korper

ausgeschieden wurden und keine vermehrte Akkumulation in den Organen stattfand.”*'*!
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6.2 Ergebnisse und Diskussion: Darstellung von SiFA-Poly(2-
oxazolin)-basierte Radiopharmaka

In dieser Arbeit sollten Markierungsvorliufer fiir die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET), basierend auf dem SiFA-System nach Schirrmacher, Jurkschat
und Wingler, dargestellt werden. Aus dem Arbeitskreis Jurkschar wurde ein SiFA-
Derivat zur Verfiigung gestellt, welches aufgrund seiner Molekiilstruktur in der Lage ist
die Polymerisation von 2-Oxazolinen als Initiator zu starten, Die Synthese von SiFA-
funktionalisierten Homo- und Blockcopolymeren, sowie Nanopartikel, basierend auf
Poly{2-oxazolin)jen, sollten mit Hilfe dieses SiFA-Derivats untersucht werden und nach
anschliebender is'F—]"vlurki-:rur||g in in vive Experimenten eingesetzt werden.

6.2.1 Darstellung eines SiFA-Homopolymers

Uber die Darstellung eines hydrophilen SiFA-Homopolymers sollte zunichst die
Reaktivitiit des Silicium-Fluor-Akzeptors, SiFA-Br, als Initiator getestet werden. In
Abbildung 54 ist das Reaktionsschema der Synthese von SiFA-Br nach lovkova et
al."™*" jiber drei Stufen dargestellt. Der potentielle Initiator wurde im Arbeitskreis

von Frau Britta Glowacki (AK Jurkschat) synthetisiert und zur Verfiigung gestellt.

fBuli,
O-TBS  (Bu,SIF, \|/ O-TBS
|
HCIMeOH
T
CHry, \|/
Br PPh, = OH

SiFA-Br

Abbildung 54: Darstellung des Initiators (4-( Brommethyl )phenyl di-ter-butyl luorosilan SiFA-Br.

Ausgehend von (4-Bromobenzyloxy)-(tert-butyl)dimethylsilan wird die Di-terr-butyl-
fluorosilan-Gruppe in das Molekiil eingefiihrt. Anschliebend wird der geschiitzte
Alkohol mittels einer sauren Methanol-Lisung entschiitzt und iiber Tetrabrommethan
und Triphenylphosphin in das korrespondierende Benzylbromid tiberfiihrt. Aufgrund
der Brombenzyl-Gruppe kann das SiFA-Br exzellent als Initiator in der Polymerisation
von 2-Oxazolinen eingesetzt werden."" Die Verwendung des SiFA-Br als Initiator hat
den groBen Vorteil. dass jede Polymerkette nach der Polymerisation ein SiFA-Molekiil
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tragt. Zuniichst sollte ein SiFA-funktionalisiertes Homopolymer auf Basis von 2-
Methyl-2-oxazolin (MOx) synthetisiert und charakterisiert werden. Hierzu wurde der
als Feststoff vorliegende Initiator 24 h am Hochvakuum getrocknet, bevor er in der
Polymerisation eingesetzt wurde. Es wurden 20 Agquivalente an MOx in trockenem
Acetonitril vorgelegt und anschlieBend die entsprechende Menge an SiFA-Br
hinzugegeben. Die Reaktion wurde fir 4 h auf 120 °C erhitzt. Nach Abkiihlen des
Polymerisationsgemisches wurde diese durch Rithren iiber Nacht mit dem in der Luft
vorhandenen Feuchtigkeit terminiert. Uber die gewihlte Terminierung konnte so eine
Hydroxyl-Endgruppe erhalten werden. In Schema 25 ist die Polymerisation des
Homopolymers P13 dargesiellt.

F}\ij sy Qﬁtﬁ

SiFA-Br

Schema 25: Polymerisation des SiFA-funktionalisierten Homopolymers P13,

Die Aufarbeitung des Polymers P13 fand iiber mehrfache Fillung in kaltem
Diethylether statt. Der ausgefallende Feststoff wurde tber Zentrifugation abgetrennt
und am Hochvakuum getrocknet. In Abbildung 55 sind die 'H-NMR-Spektren des
eingesetzten Initiator SiFA-Br und des synthetisierten SiFA-funktionalisierten
Homopolymers P13 vergleichend gegeniiber gestellt.
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Abbildung 55: 'H-NMR-Spektren des Initiators SiIFA-Br (A) und des Homopolymers P13 (B).
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Uber die vier aromatischen Protonen im Tieffeld bei 7.13-7.56 ppm und die 18 Protonen
der tert-Butyl-Gruppe bei .98 ppm kann die kovalente Bindung des Initiators fiir die
Referenzierung des Homopolymers P13 verwendet werden. Dadurch ergab sich eine
quantitative Umsetzung von 200 2-Methyl-2-oxazolin Einheiten und eine Molmasse von
Mr.i'll-NMR} = 1970 g/mol. Hiermit zeigte sich, dass das SiFA-Br unter den bekannten
Polymerisationsbedingungen eingesetzt werden kann und gute Ergebnisse liefert.
Weiter zeigten die ~'Si- und '"F-NMR-Spektren die hohe Bestindigkeit und Stabilitit
der Si-F-Bindung gegeniiber den harschen Reaktionsbedingungen der Polymerisation
{ Abbildung 56).
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Abbildung 56: “Si-NMR- (A) und ""F-NMR-Spektrum (B) des Homopolymers P13,

Basierend auf den Ergebnissen aus den Kapiteln 4.1.1 und 4.2.1 dber die Darstellung
von  polymeren Nanopartikeln  {iber die Mikroemolsionstechnik  wurden  SiFA-
bifunktionalisierte, amphiphile Blockcopolymere mit einer Alkin- bzw. Acrylat-Gruppe
im hydrophoben Kern synthetisiert und in der Mikroemulsionspolymerisation eingesetzt

und untersuchi.
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6.2.2 Darstellung von SiFA-funktionalisierten Nanopartikeln auf Basis von
amphiphilen Alkin-Blockcopolymeren

Im folgenden Abschnitt wird die Synthese SiFA-funktionalisierter Nanopartikel
ausgehend von  Alkin-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)en beschrieben. Hierfiir
wurden zuniichst drei unterschiedliche Polymere synthetisiert und charakterisiert.
AnschlieBend wurden diese entweder in der Mikroemulsionspolymerisation eingesetzt
oder mittels photo-chemischer Kernvernetzung stabilisiert.

Synthese der Alkin-basierten amphiphilen Blockcopolymeren

In Schema 26 sind die Synthesen der Polymere P14-16, initiiert mit dem Silicium-
Fluor-Akzeptors SiFA-Br, dargestellt. Das Polymer P14 stellt ein amphiphiles
Blockcopolymer ohne weitere funktionelle Gruppe im hydrophoben Teil dar. Die
Polymere P15 und P16 hingegen besitzen eine wvernetzbare Alkin-Einheit im
hydrophoben Block.
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Schema 26: Darstellung der SiFA-funkiionalisierten Polyvinere P14-16 lber den Einsatz von SiFA-Br als
Imitiator in der Polymerisation von 2-Oxazolinen,

Gestartet wurden die drei Polymerisationen mit 2-Methyl-2-oxazolin (MOx) mittels
SiFA-Br in Acetonitril bei 120 °C fiir 2 h. Nach Verbrauch des hydrophilen Monomers
MOx, wurde sequentiell der hydrophobe Block statistisch bestehend aus 2-Heptyl-2-
oxazolin (HOx) und 2-Pentin-53-yl-2-oxazolin {(PenOx) aufgebaut. Dabei unterscheiden
sich die Polymere P15 und P16 durch die Wahl der eingesetzten Aquivalente. Bei der
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Polymerisation von P14 wurde lediglich HOx zum Aufbau des hydrophoben Blocks
verwendet. Nach der Polymerisation der hydrophoben Monomere bei 120 °C fiir 4 h,
wurde das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekiihlt und iiber das Offnen des
Reaktionsgefiles mittels der in der Luft vorhandenen Feuchtigkeit iiber Nacht
terminiert. Hierdurch konnte eine Hydroxyl-Endgruppe generiert werden. In Tabelle 19
sind die analytischen Daten der SiFA-funktionalisierten Polymere P14-16

zusammengefasst.

Tabelle 19: Analytische Daten der SiFA-funktionalisierten Polymere P14-P16.

#  MOx' HOx' PenOx' Mo, Ma dy/nm*
/g mol /g-mol
P14 2422) 7(8) a) 3479 4463 114 5.59+0.19
P15 3130) 4(4)  5(4) 4278 5503 1.08 242021
P16  56(60) 11(12) 12(12) 8540 6823 119 4504084

a) Bestimmt iiber 'H-NMR-Spektroskopie: Polymerisationsgrad und Molmasse, b) Molmasse M, und
Dispersititsindex D wurden iiber GPC-Analyse bestimmt (PS Standards, DMF/5 mg-mL" LiBr),
¢) hydrodynamsicher Durchmesser wurde bestimmt tiber DLS-Messungen mit einer Konzentration von
¢ =1 mmol/L.

Uber die 'H-NMR-Spektroskopie konnte fiir die jeweiligen Polymere eine nahezu
quantitative Umsetzung der einzelnen Blocke erhalten werden. Dies weist auf die gute
Polymerisationseigenschaft des SiFA-Br Molekiils als Initiator hin. Weiter zeigten die
Dispersititen mit 1.14, 1.08 und 1.19 fiir die entsprechenden Polymere P14-16 eine
enge Molmassenverteilung. Die hydrodynamischen Durchmesser sind mit 2.4-5.6 nm
relativ klein im Vergleich mit den ermittelten Blockzusammensetzungen und der
Literatur.”” Ein moglicher Grund hierfir kann der hydrophobe SiFA-Rest am
hydrophilen Teil des Polymers sein. Dieser kann sich in den hydrophoben Kern, der
sich in Wasser bildenden Mizelle, drehen und so den hydrodynamischen Durchmesser

moglicherweise verkleinern.

Nanopartikelsynthese iiber die Mikroemulsion mit P14-16

Im nichsten Schritt wurden die synthetisierten Polymere P14-16 in der
Mikroemulsionspolymerisation mit 1,6-Hexandioldimethacrylat (HDDMA) und
Heptadekan eingesetzt. Als Initiator wurde der Azoinitiator AIBN gewdhlt. Bei der
Mikroemulsionspolymerisation von Polymer P14 sollte ein physikalisch vernetzter
Nanopartikel aufgebaut werden, welcher eine hohe Quellung besitzt. Durch den
Verzicht der Alkin-Funktion im hydrophoben Teil sollte keine kovalente Vernetzung
zwischen dem eingesetzten Monomer HDDMA (50 Gew.-%) und dem Polymer
entstehen, wodurch eine Stabilisierung des Partikels lediglich tiber Verschlaufungen
(engl.: ,.entanglements) entsteht. Mit den Polymeren P15 und P16 sollten hingegen
polymere SiFA-funktionalisierte Nanopartikel unterschiedlicher Grofe in Abhédngigkeit
der eingelagerten HDDMA-Menge hergestellt werden. In Abbildung 57 ist die
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Mikroemulsionspolymerisation unter Verwendung der Polymere P14-16, HDDMA und
Heptadekan schematisch dargestellt. Die Polymere P14-16 wurden mit einer
Konzentration von ¢ = | mmol/L in Wasser vorgelist. Nach Zugabe der entsprechenden
Mengen an Vernetzermonomer HDDMA, Heptadekan und AIBN wurde aps dem
Reaktionsgemisch der Sauerstoff durch Durchstromen von Argon (30 Minuten)
entfernt. Die Homogenisierung des Systems wurde durch Ultraschallbehandlung der
Reaktionskisung fir 5 Minuten erhalten. Anschliebend wurde die radikalische
Vernetzungsreaktion durch Erhitzen auf 65 °C iiber Nacht initiiert.

L =

ﬂ k p1l:h=24.5d 7. I=
i P18 2= 31, y= 4, z=
P16: x= 58, y= 11, 7= 12 e, 1
M

HDOMA as i TERY o e
- Ay - @ CAE I

& 3 ) - . =
k + AIBN, Heptadekan /

Abbildung 57: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung von P14-16 in der
Mikroemulsion. A) Mizellbildung der Blockcopolymere in Wasser oberhalb der CMC mit ¢ = | mmol/L
und Zugabe von 0-200 Gew -% HDDMA, (11 Gew.-% AIBN und 5 Gew.-% Heptadekan B) Entgasen mit
Argon fiir 30min  und Homogenisierung des  Systems  durch  Sonifizierung (5 min),
Reaktionsbedingungen: T=65 °C, iber MNacht.

Unter Verwendung der Alkin-modifizierten SiFA-Polymere P15 und P16 sollten durch
den Einsatz von 50-200 Gew.-% HDDMA unterschiedlich grobe Nanopartikel
synthetisiert werden. In Abbildung 58 sind die eingesetzten HDDMA-Anteile gegen die
hydrodynamischen Durchmesser dy, der Nanopartikel ausgehend von P15 und P16 in
Wasser (A) und in Methanol (B) aufgetragen. Der erwartete Anstieg der Griébe mit
ansteigendem HDDMA-Anteil war zu beobachten. Auch der Griobenunterschied
zwischen P15 und P16 erfiilllte die Erwartungen. Es konnte gezeigt werden, dass die
SiFA-funktionalisierten Nanopartikel in Wasser ausgehend von P16 in etwa 20 — 40 nm
griber sind als die Nanopartikel ausgehend von P15 in Abhiingigkeit des HDDMA-
Anteils. Aufgrund des mehr als doppelt so grolien hydrophoben Blocks des Polvmers
P16 ist eine hdhere Quellung mit der jeweils eingesetzten HDDMA-Menge méglich
(vel. Kapitel 4.2.2).
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Abbildung 58: Aufiragung der hydrodynamsichen Durchmesser der Nanopartikel unter Verwendung der
Polymere P15 (schware) und P16 (rot) gegen den eingelagerten HDDMA-Anteil von 30, 100, 150,
200 Gew.-% gemessen in Wasser (A) und Methanol (B).

Ein anderes Verhalten zeigten die synthetisierten Nanopartikel in Methanol ( Abbildung
58B). Die Messungen in dem nicht-selektivem Losungsmittel belegten die erfolgreiche
Stabilisierung und Vernetzung der polymeren Partikel."™ Aber die erhaltenen
hydrodynamischen Durchmesser d;, der Methanol-Messungen zeigten starke
Quelleffekte, was auf einen niedrig vernetzten Mizellkern hinweist. Diese Quelleffekte
konnten bei den Nanopartikeln ausgehend von den Alkin-funktionalisierten Polymeren
P1 und P2 nicht beobachtet werden. Dies liisst den Schluss zu, dass die SiFA-Gruppe
einen Einfluss auf die Nanopartikelbildung ausiibt. Eine mogliche These ist, dass die
hydrophoben SiFA-Gruppen durch ihre Einkehr in den hydrophoben Kern eine enge
Vernetzung der eingelagerten HDDMA-Molekiile mit den Alkin-Gruppen der Polymere
verhindern. Wie in Kapitel 4.2.2 ausfithrlich beschrieben erfolgt die kovalente
Vernetzung der Acrylat-Gruppe der HDDMA-Molekiile und der Alkin-Einheiten des
Polymers recht langsam, wodurch die Reaktion durch vorhandene SiFA-Reste gestort
und zusitzlich verlangsamt wird. Der gleiche Effekt war bei der Nanopartikelsynthese
ausgehend vom Polymer P14 zu becbachten. Hier wurde der Nanopartikel NP16
erhalten, welcher in Wasser eine Grofie von 33.7 £ 2.9 nm und in Methanol eine von
414.2 £ 8.8 nm besitzt. Wie eingangs erldutert, besitzt der Nanopartikel NP16 einen
physikalisch stabilisierten Kern. Aufgrund der stark abweichenden erhalienen
hydrodynamischen Durchmesser in Wasser und Methanol fiir NP16, kann auch hier von
einem nur schwach vernetzten Netzwerk im Mizell-Inneren ausgegangen werden. In
Tabelle 20 sind die Groben von zwei Nanopartikel NP16 und NP17 zusammengefasst.
Beide Nanopartikel wurden mit dem Zusatz von 50 Gew.-% HDDMA iiber die
Mikroemulsionspolymerisation hergestellt. Beide Polymere besitzen ein @hnliches
hydrophil-zu-hydrophob-Verhiiltnis x/(y+z) von 3.42 bzw. 3.44. Doch der Nanopartikel
NP16 ausgehend von P14 zeigt eine wesentlich hishere Quellung in Methanol als der
Nanopartikel NP17, ausgehend von P15, Diese starke Vergriberung des
hydrodynamischen Durchmessers von NP16 in Methanol belegt die physikalische
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Kernvernetzung und bestitigt die Notwendigkeit der Alkin-Gruppe im hydrophoben
Block des Polymers bei der Nanopartikelsynthese iiber die
Mikroemulsionspolymerisation.

Tabelle 20: Hydrodynamische Durchmesser der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel NP16 und NP17.

5 Polymer  x/(v+z)  HDDMA/ Gew.-%" dy" /nm d,’ /nm
NP16 P14 342 30 33729 414288
NP17 P15 344 50 196 +59 30.0+2.3

a)  Mikroemulsionspolymerisationshedingungen: 1 mM  Polymerldsung, 5 Gew.-% Heptadekan,
0.1 Gew.-% AIBN, 5 min Sonifizierung, 65 °C iiber Nachi, b) hydrodynamischer Durchmesser bestimmi
liber DLS Messungen einer | mg/mL NP-Lisung in Wasser (b) und Methanol (¢} bei RT.

Zusiitzlich wurden TEM-Aufahmen aus den wiissrigen Nanopartikel-Lisungen NP16
und NP17 untersucht und zur besseren Kontrastierung mit Phosphorwolframsiure
angefiirbt. Die Aufnahmen in Abbildung 59 belegen nicht nur die sphirische
Morphologie der beiden Nanopartikeln NP16 und NP17, sondern auch die Griilien,
erhalten iiber die dynmamische Lichtstreuung. Zudem zeigen die Aufnahmen eine
einheitliche GriéBenverteilung.

Abbildung 5% TEM- Aufnahmen der SiFA-funktonalisierten Manopartikel NP16 (oben) und NP17
{unten), erhalten iiber Mikroemulsionspolymerisation mit jeweils 50 Gew,-% HDDMA, Konzentration
¢ =1 mg/mL in Wasser, angefiirbt mit Phosphorwolframsiiure (Probenpriration und Aufnahmen wurden
im AK Schimrmacher durchgefiihrt),
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Tumor-Aufnahme-Experimente

Der Nanopartikel NP17 wurde in der Einrichtung des medizinischen Isotopen-
Zyklotrons der Universitiit von Alberta (Kanada) im Fachbereich der onkologischen
Bildgebung iiber die Isotopen-Austausch-Reaktion mit 'EF-Ismup markiert. In Schema
27 ist die Markierungsreaktion iiber den Einsatz von Kr:.rmﬁxﬁﬂi in Acetonitril fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur dargestellt.

K["FIF TK 22
ACN, RT, 20 min
j:’F \l:'F
A %— A
[19FJNP17 [18FINP17

Schema 27; ""F-Markierung des SiFA-funktionalisierten Nanopartikels NP17.

Es wurde eine radiochemische Ausbeute von 43 % erhalten, welche das Verhiilinis der
in einem Stoff eingebundenen Menge zu der Anfangsmenge an Radioaktivitiit darstellt.
AnschlieBend wurde der '*F-markierte Nanopartikel [18FINP17 in der Aufnahme von
miiusespezifischen Brustkrebs (EMT-6) untersucht. In Abbildung 60 sind die Zeit-
Aktivitiitskurven der Verteilung von [I18F]NP17 iiber 2 h in der Leber (A), in der Niere
(B), im Blut (C) und im murinen Brustkrebs-Model (EMT-6, D) dargestellt.
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Abbildung 60 Zeit-Aktivitgitskurven der Aufnahme/Verteilung von [18FINP17 in der Leber (A}, der
Niere (B), im Blut (C) und im Miuse-Brustkrebs-Model (EMT-6, D), Bioverteilung gemessen in zwei
Miiusen.
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In Zeit-Aktivititskurven wird die Zeit gegen den standardisierten Aufnahme-Wert
(SUV, engl.: standardized uptake value) aufgetragen. Der SUV quantifiziert die
regionalen Radioaktivititskonzentrationen im Gewebe und wird iiber folgende
Gleichung (4) berechnet:

. g : B
Aktivitatskonzentration [m—i]

SUV =

applizierte Aktivitit [Bq] Normierungswert )
Der Normierungswert setzt sich aus den physikalischen Gerite-Korrekturparametern,
den patienten-spezifischen GroBen, sowie der Eigenschaften des verwendeten
Radionuklids zusammen. >

Die Zeit-Aktivitdtskurven zeigten, dass der Nanopartikel [18F]NP17 sich hauptsichlich
in der Leber und Niere anreichert. Wobei eine hohere Radioaktivitdt in der Niere
gemessen wurde (SUV = 6). Nach 120 Minuten war keine Abnahme der Radioaktivitét
in den beiden Organen zu beobachten. Im Blut war zunichst eine starke Anreicherung
zu verzeichnen (SUV - = 10), welche aber nach ungefihr 30 Minuten auf einen Wert
von SUV=30=1 abfiel. Die Radioaktivitit im Tumormodel nahm uiber die Zeit bis zu
einem Wert von SUV = 0.5 zu, wohingegen die Radioaktivitit in den Muskeln iiber 120
Minuten leicht ausgewaschen wurde. Die erhaltene Tumor-Aufnahme ist im Vergleich
zur Literatur sehr gering. Litau et al. erhielten eine standardisierten Tumor-Aufnahme
(SUV) in einen méiusespezifischen Tumor von knapp 7. Dabei verwendeten sie ein
[lsF]SiFA-modifiziertes, zyklisches Peptid, welches den Tumor adressierte und dort
vermehrt angereichert werden konnte.*’”!

Im Weiteren sollte jedoch das passive Adressieren von Tumorgewebe iiber die
PartikelgroBe und deren Einfluss auf die Aufnahme iiber den EPR-Mechanismus
betrachtet werden. Aus diesem Grund wurden die drei unterschiedlich grof3e
Nanopartikel NP18-20 mit jeweils hydrodynamischen Durchmessern dy, von 30 — 70 nm
in Wasser iiber die Mikroemulsionspolymerisation ausgehend von P15 mit 100, 150
und 200 Gew.-% HDDMA synthetisiert. Anschliefend wurde diese mit dem 18F—Isotop
markiert. Dabei wurde die Reaktionsfithrung des Isotopen-Austausches leicht variiert.
Die Reaktion wurde in Ethanol bei 65 °C fiir 30 Minuten durchgefiihrt. In Abbildung 61
ist die Reaktionsgleichung mit dem derivatisierten Kronenether Kryptoﬁx®222
dargestellt.

K['8FIF7K,z,
EtOH, 65 °C, 30 min

NP18-20 /T;”F % NP18-20 /sii:BF

19F

[19FINP18-20 [18F]NP18-20

Abbildung 61: "*F-Markierung der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel NP18-20.
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Es konnten die ""F-markierten Nanopartikel [18FINP18-20 mit einer durchschnittlichen
Ausbeute von etwa 70 % gewonnen werden. Die radiochemische Auwsbeuten der
"*F-Markierungen lagen um die 40 %. Diese Ergebnisse unterschieden sich damit nicht
wesentlich von der ""F-Markierung in Acetonitril bei Raumtemperatur. In Tabelle 21
sind die hydrodynamischen Durchmesser und radiochemischen Ausbeuten der SiFA-
funktionalisierten Nanopartikel [18FINP18-20 ausgehend von Polymer P15 dargestellt.

Tabelle 21: Hydrodwynamischen Durchmesser  wnd  radiochemischen  Ausbeuten  der  SiFA
funktionalisierten Nanopartikel NP18-20 avsgehend von Polymer P18,

" Polvmer Hl}ll] MA" d," /nm Radiochemische Ausbheute’
2 ! Gew.-% ! %
NP18 P15 1060 3281 £349 4.0
NP1Y9 P13 150 45,12 £ 5.80 38.0
NP20 Pl5 200 71.90 £9 28 41.00

a)  Mikroemulsionspol ymerisationsbedingungen: T mM Polymerlisung, 5 Gew.-%  Hepladekan,
(.1 Gew.~% AIBM, 5 min Sonifizierung, 65 °C ober Nacht, b} hydrodynamischer Durchmesser bestimmt
iiber DLS Messungen einer | mg/mL NP-Losung in Wasser bei RT, ¢} bestimmi mittels Radio-HPLC
{durchgefithrt in der Arbeitsgruppe Schirrmacher ),

Die Tumor-Aufnahme des IIEF]SiF.-‘j\-i'-IlI'Iin['II'Iﬂlihit.?ﬂf.‘r'l Nanopartikel [18FINP18 wurde
iiber eine Klein-Tier-PET aufgenommen. Die erhaltenen Aufnahmen sind in Abbildung
62 dargestellt. Die linke Abbildung zeigt die Tumor-Aufnahme 1 h nach der Injektion
des ["*F]SiFA-funktionalisierten Nanopartikel [1I8FINP18. Mit dem weiBen Pfleil ist die
Lage des Tumors markiert, welcher nach 1 h einen durchschnittlichen SUV von 0.90
aufwies, Nach 4 h nach der Injektion erhéhte sich der SUV auf 1.23 (rechte Abbildung).

NP18-1 h p.i. NP18-4 h p.i.

/f" Q
EATT-6& EMT-5

Tumor Turnor

SUV, o UV

RN

0.80 1.23

Abbildung 62: Klein-Tier-PET Aufnahmen des |'HF’lFiiFr‘\-funktjmm]ir-'tcnen Manopartikel [18FINP18
nach 1 h {links) und nach 4 h der Injektion, der Durchschnitts-SUV gefunden im Tumor-Gewebe ist mit
emem weillen Pleil markiert.
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Im Vergleich mit der Tumor-Aufnahme von [18F]NP17 konnte durch die VergroBBerung
des Durchmessers um 10 nm die Aufnahme in das Tumor-Gewebe 1 h nach der
Injektion um 80 % erhoht werden. Die verbesserte Anreicherung des groBeren
Nanopartikels im Tumor-Gewebe veranschaulicht das passive Adressieren iiber die
GroBenvariation und die Aufnahme iiber den EPR-Effekt. Dieser ist unter anderem
abhingig von der undichten Vaskulatur des Tumorgewebes und der Verweildauer der
Nanopartikel im Blut.”"”! Nanopartikel mit einer GroBe > 10nm dringen im
Allgemeinen nicht in gesundes Gewebe ein. Optimal ist eine GroBe von 50 —
150 nm™*'®), um iiber den EPR-Effekt in das kranke Gewebe aufgenommen zu werden.
Zusitzlich ist eine optimale Grofe abhingig von der Tumorart.”'” Die meisten
Nanopartikel zeigen eine moderate Tumoraufnahme-Effizienz von 1 - 15 % ID/g nach
4-72h (ID =injizierte Dosis) nach der Injektion abhingig von Tumor- und

2181 Wang et al. untersuchten die Akkumulation von unterschiedlich

Nanopartikelart.
groBBen Goldnanokifigen (30 und 50 nm) im EMT-6 Model in vivo. Sie konnten zeigen,
dass der kleinere Nanopartikel sich vermehrt iiber den EPR-Effekt im miuse-

spezifischen Tumor anreichert.*"!

Auch unter Verwendung der polymeren
Nanopartikeln auf Poly(2-oxazolin)-Basis zeigte der 30 nm grof3e Partikel eine hohere
Tumoraufnahme im Vergleich zu dem 20 nm grof3en. Aus zeitlichen Griinden konnte im
Rahmen dieser Arbeit die Aufnahme der 50 und 70 nm groflen Partikel nicht mehr

betrachtet werden und sollten daher Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.
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Synthese von kleineren Nanopartikeln iiber photo-induzierte Thiol-Vernetzung

Eine weitere Uberlegung war Nanopartikeln mit einer GroBe kleiner als 10 nm zu
synthetisieren und ihren Effekt auf die Tumor-Aufnahme zu untersuchen. Eine
mogliche Variante Nanopartikel in diesem GroBenbereich herzustellen, ist die photo-
induzierte Alkin-Thiol-Kernvernetzung von amphiphilen Poly(2-oxazolin)en nach
Engelhardt et al.”®.

Zunichst erfolgte der Versuch das in Wasser vorgeloste Polymer P15 iiber die Zugabe
von 0.06 Aquivalenten 2-Propanthiol mittels UV-Bestrahlung (2.5h, bei
Raumtemperatur) im Kern zu vernetzen. Uber diesen Ansatz konnten keine stabilen
Nanopartikel in Methanol erhalten werden. Ein méglicher Grund dafiir kann der sehr
kleine Mizelldurchmesser des Polymers P15 mit 2.42 + 0.21 nm in Wasser sein. Dieser
resultiert aus der SiFA-Funktionalitdt am hydrophilen Teil der Polymerkette. Um den
Effekt der SiIFA-Gruppe zu minimieren, wurde ein Alkin-basiertes, amphiphiles Poly(2-
oxazolin) ohne SiFA-Funktionalitit synthetisiert. In Schema 28 ist die Polymerisation

von dem Polymer P17, ausgehend von Methyltriflat als Initiator, dargestellt.

MOx, ACN HOx, PenOx Luft, RT H;C—N N N LOH
° ° tiber Nacht
MeoTs _120°C,2h _120°C,4h X |=o |=o |=0
CH3 C7Hys (CHz)3
29 4 |
],

stat.

P17

Schema 28: Darstellung des Alkin-funktionalisierten Polymer P17.

Nach Verbrauch des Monomers MOx nach 2 h und 120 °C, wurden statistisch die
hydrophoben Monomere HOx und PenOx bei 120 °C und 4 h polymerisiert. Nach
Abkiihlen der Polymerisationslosung wurde das Polymer iiber das Offnen des
ReaktionsgefidBes und Riihren tiber Nacht bei Raumtemperatur iiber die Luftfeuchtigkeit
terminiert. In Tabelle 30 sind die analytischen Daten des Polymers P17
zusammengefasst. Uber die 'H-NMR-Spektroskopie konnte eine fast quantitative
Umsetzung der Blocke von 29:4:4 fir MOx:HOx:PenOx ermittelt werden.

Tabelle 22: Analytische Daten des SiFA-funktionalisierten Polymers P17.

# MOx* HOx* PenOx* M, 1 M,’ 1 p® dy/nm°
/g- mol’ /g-mol’
P20 29(30) 44) 4(4) 3724 5127 1.09 8.11+0.41

a) Bestimmt iiber 'H-NMR-Spektroskopie: Polymerisationsgrad und Molmasse, b) Molmasse M, und
Dispersititsindex D wurden iiber GPC-Analyse bestimmt (PS Standards, DMF/5 mg-mL"' LiBr),
¢) hydrodynamischer Durchmesser wurde bestimmt tiber DLS-Messungen mit einer Konzentration von
¢ =1 mmol/L.
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Zudem weist die Dispersitit B von 1.09 auf eine enge Molmassenverteilung hin, Auch
der hydrodynamische Durchmesser von 8.11 £ 0.41 nm liegt im erwarteten Bereich.
Anschliebend wurde nach Optimierung der Mischungsverhiltnisse, ein Verhiltnis von
I:4 von P15:P17 i 10 mL Wasser, mit einer gesamt Polymerkonzentration von
¢ = | mmol/L, gemischt. In Abbildung 63 ist die Versuchsdurchfithrung schematisch
dargestellt. Es wurden 0.06 Aquivalente 2-Propanthiol zugegeben und die
Polymerlosung fiir 30 Minuten mittels Argon entgast. Die photo-induzierte Alkin-Thiol-
Vernetzung wurde durch UV-Bestrahlung bei Raumtemperatur gestartet. Nach 2.5 h
wurde die Reaktion abgebrochen und das Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Der
erhaltene Riickstand wurde in Chloreform aufgenommen und in kaltem Diethylether
gefillt, Der ausgefallende Feststoff wurde zentrifugiert und am Hochvakuum
getrocknet.
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Abbildung 63: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung von P15 und P17
in einem VYerhiilinis von 4 fiber  Thiol-vermiticlte  Photo-Vernetzung, A} Mizellbildung  der
Blockcopolymere in Wasser oberhalb der CMC mit ¢ = | mmol/L und Zugabe von  0L06 eq,
2-Propanthicl B) Entgasen mit Argon fiir 30 min und Homogenisierung des Systems durch Sonifizierung

{5 min), Reaktionsbedingungen: 2.5 h, RT, UV-Licht.
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Fiir den erhaltenen Nanopartikel NP21 wurde mittels dynamischer Lichtstreuung in
Wasser eine Gribe von 4.89 £0.79 nm und in Methanol einen Durchmesser von
6.99 £ 2.52 nm erhalten. Dies belegte die erfolgreiche Stabilisierung der Polymere P15
und P17 iiber die photo-induzierte Thiol-Alkin-Kernvernetzung. Weiter konnte die
Stabilitiit und die sphirische Morphologie der Partikel NP21 tiber die in Abbildung 64
dargestelten TEM-Aufnahmen gezeigt werden. Die Aufnahmen wurden aus der
Nanopartikel-Lésung mit einer Konzentration ¢ = (.1 mg/mL in Wasser erhalten. Fiir
eine bessere Kontrastierung wurde die Probe mit Phosphorwolframsiiure angefirbt, Die
TEM-Aufnahmen zeigten zudem, eine monodisperse Verteilung der Nanopartikel
NP21. Lediglich wenige griBere Partikel (= 30 nm) sind auf der rechten Aufnahme zu

erkennen.
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Abbildung 64: TEM-Aufnahmen der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel NP21 bestehend aus einem
I:4-Gemisch aus PI8:P20, erhalten iiber photo-induzierte Thiol-Kernvernetzung, Konzentration
c=0.0 mg/mL in Wasser, angefirtht mit Phosphorwolframsiure (Probenpriiration und  Aufnahmen
wurden im AK Schirmacher durchgefiihrt).

Eine '“F-Markierung der SiFA-funktionalisierte Nanopartikel NP21 konnte im Rahmen
dieser Arbeit aufgrund von Resuspendierungsproblemen nicht vorgenommen werden.

Eine weitere Maoglichkeit polymere Nanopartikel zu synthetisieren, ist die
Mikroemulsionspolymerisation mit Acrylat-modifizierten SiFA-Poly(2-oxazolinen). Im
niichsten Abschnitt geht es um die Synthese von SiFA-funktionalisierten, amphiphilen
Poly(2-oxazolinjen. welche eine Acrylat-Funktion im hydrophoben Block. als
vernetzbare Einheit, besitzen.

6.2.3 Darstellung von SiFA-funktionalisierten Nanopartikeln auf Basis von
amphiphilen Acrylat-Blockcopolymeren

In diesem Abschnitt wird nun die Einfithrung der SiFA-Funktionalitit iiber die
Initiierung auf das Acrylat-basierte Poly(2-oxazolin)-system beschrieben. Hierfiir
wurden zuniichst zwei Polymere mit unterschiedlicher Blockzusammensetzung
synthetisiert  und  charakterisiert.  AnschlieBend  sollten  diese in  der
Mikroemulsionspolymerisation eingesetzt werden. Weiter sollten jeweils ein bi- und
trifunktioneller Nanopartikel dargestellt werden. Neben der SiFA-Funktionalitit, soll
Folsiiure auf die Partikeloberfliche gebracht werden und Fluoresceinmetharylat im Kern
kovalent ein polymerisiert werden. Somit erhiilt der Nanopartikel ein weiteres
bildgebendes Molekiil und ein Molekiil, welches Tumorzellen gezielt adressieren kann.

Synthese der Acrylat-basierten amphiphilen Blockcopolymeren

In Schema 29 sind die Polymerisationen der Polymere P18 und P19, initiiert mit dem
Silicium-Fluor-Akzeptor-Derivat SiFA-Br, dargestellt. Zuerst wurde der hydrophile
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Block aufgebaut, dafiir wurde das Monomer MOx in Acetonitril fir 2 h auf 120 °C
erhitzt. Anschliebend wurde der hydrophobe Teil sequentiell an das erste Monomer
angeschlossen. Hierfiir wurden die hydrophoben Monomere 12 und HOx statistisch bei
120 °C fiir 4 h polymerisiert. Nach Abkiihlen der Polymerisationslosung wurden die
Polymere iiber das Offnen des Reaktionsgefilies und Riihren iiber Nacht bei

Raumtemperatur tiber terminiert. wodurch eine Hydroxyl-Endgruppe erhalten wurde.
R )

MO, ACN, 120 *C, Z h 7{ - -

1.
2. HOx, 12, 120 °C, 4 h N~ = | ki
3. Luft, RT, dber Macht 'y T
l:ﬂ l:ﬂ o
H
x -

SiFA-Br
o= ‘h z
= = R
]

P18:x=32,y=2, 2= 2
P18 :x= 29 y=5,2=3

Schema 29: Darstellung der SiFA-funktionalisierten Polymere P18 und P19 iiber den Einsatz von
SiFA-Br als Initiator in der Polymerisation von 2-Oxazolinen,

In Tabelle 23 sind die analytischen Daten der Polymer P18 und P19 zusammengefasst.
Uber die 'H-NMR-Spektroskopie konnte die Umsetzung der Monomere bestimmt
werden. Dabei zeigte sich, dass der Einbau des Acrylat-Monomers 12 nur moderat
verlief. Auch die erhaltenen Dispersitiiten P von 1.35 und 1.33 fiir die entsprechenden
Polymere P18 und P19 wiesen auf breitere Molmassenverteilungen hin, wobei der
lebende Charakter der Polymerisation erhalten blieb. Die Verdopplung des
hydrodynamischen Durchmessers von P18 mit 5.71 £ 2.78 nm auf 11.14 £2.99 nm fiir
das Polymer P19 spiegelten die VergriBerung des hydrophoben Blocks wider. Zudem
scheint die SiFA-Gruppe keinen so grofien Einfluss auf die Mizellbildung zu haben, wie
bei den Polymeren P14-16. Ein moglicher Grund hierfiir, kann die Polaritit des
Triazolrings des Acrylatmonomers 12 sein, welche den Eindreh™Effekt der SiFA-

Gruppe in den Mizellkern mindert.

Tabelle 23: Analytische Daten der SiFA-funktonalisierten Polymere P21 und P22,

, | M, M," e
#  MOx" HOxX' 12° jemol?  Jgmol’ p" dy/nm
P18  32(30) 2(4) 24 3942 4770 1.35 5.71+£2.78
P19 29¢40)  5(6) 3(6) 4526 4323 1.33 11.1422.99

a) Bestimmt iber 'H-NMR-Spektroskopie: Polymerisationsgrad und Molmasse, b) Molmasse M,. un
Dispersititsindex B wurden iiber GPC-Analyse bestimmt (PS Standards, DMF/S mg mL"' LiBr),
¢) hydrodynamischer Durchmesser wurde bestimmi Gber DLS-Messungen mit einer Konzentration von
¢ =1 mmeol/L,

109



NANOPARTIKEL FUR DIE POSITRONEN-EMISSIONS-TOMOGRAPHIE

Auch kann exemplarisch iiber das 'H-NMR-Spektrum vom Polymer P19 gezeigt
werden, dass die Acrylat-Gruppe, unter der Verwendung von SiFA-Br als Initiator,
erhalten bleibt.
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Abbildung 65: 'H-NMR-Spektrum vom SiFA-Acrylat-Blockcopolymer P19.

In Abbildung 65 sind die Signale der einzelnen Protonen im Polymer P19 zugeordnet.
Uber das Signal b bei einer chemischen Verschiebung von 1.05 ppm kann das
'H-NMR-Spektrum referenziert werden und die jeweilige Zusammensetzung der
Blocke ermittelt werden.

Nanopartikelsynthese iiber die Mikroemulsion mit P18 und P19

AnschlicBend wurden die Polymer P18 und P19 in der Mikroemulsionspolymerisation
mit jeweils 50, 100, 150, 200 Gew.-% HDDMA und 0.1 Gew.-% AIBN eingesetzt.
Zusiitzlich sollte die radikalische Kernvernetzung lediglich mit AIBN, ohne den Zusatz
(0 Gew.-%), von HDDMA untersucht werden. In Abbildung 66 st die
Nanopartikelsynthese schematisch dargestellt. Das jeweilige Polymer wurde mit einer
Konzentration von ¢ = | mmol/L in Wasser gelist und die entsprechende Menge an
HDDMA., AIBN und Heptadekan wurde hinzugegeben. Durch die Reaktionsgemische
wurde 30 Minuten Argon durchgestrémt und unter Ultraschallbehandlung (5 Minuten)
homogenisiert. Die Polymerisation wurde anschlieBend durch Erhitzen auf 65 °C

gestartet,

110



NANOPARTIKEL FUR DIE POSITRONEN-EMISSIONS-TOMOGRAPHIE

ﬁk P18: x= 32, yw 2, 252
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Abbildung 66: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung von PIB und P19
iiber dic Mikroemulsionspolymerisation. A) Mizellbildung der Blockcopolvmere in Wasser oberhalb der
CMC mit ¢ = | mmol/L und Zugabe von 0, 50, 100, 150, 200 Gew.-% HDDMA, 0,1 Gew.-% AIBN,
3 Gew.-% Heptadekan B) Entgasen mit Argon fiir 30 min und Homogenisierung des Systems durch
Sonilizicrung (5 min), Reaktionsbedingungen: 65 °C. liber Nacht.

Die Proben wurden anschliebend 2-mal 30 Minuten zentrifugiert und die wiissrige
Phase wurde jeweils ab dekantiert. Das Wasser wurde dann mittels Gefriertrocknung
entfernt und der resultierende Feststoff in Chloroform aufgenommen und in kaltem
Diethylether gefillt. Die ausgefallenen Nanopartikel wurden iiber Zentrifugation
abgetrennt und am Hochvakuum getrocknet. Die erhaltenen Partikel ausgehend von den
beiden Polymeren P18 und P19 wurden iiber dynamische Lichtstreuung in Wasser und
Methanol mit einer Konzentration von ¢ = 1 mg/mL vermessen. In Abbildung 67 sind
die hydrodynamischen Durchmesser der Nanopartikel aus dem Polymer P18 (A), und
aus dem Polymer P19 (B). gemessen in Wasser (rot) und Methanol (schwarz) gegen die
eingelagerte HDDMA-Menge aufgetragen.
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Abbildung 67: Auftragung der hydrodynamischen Durchmesser der Nanopartikel (A) aus dem Polvmer
P18, gemessen in Wasser (rot) und Methanol (schwarz) und (B) aus dem Polymer P19, gemessen in
Wasser (rot) und Methanol (schwarz) gegen den eingelagerten HDDMA-Anteil von @, 50, 100, 150,
200 Gew,-%,
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Beide Messreihen zeigten die erwartete Korrelation zwischen der Nanopartikelgrobe
und dem eingesetzten Vernetzer-Anteil an HDDMA. So konnten fiir beide Polymere
P18 und P19 Nanopartikel in einem GriBenbereich von 20— 75 nm hergestellt werden.
Es wurde nur ein geringer Unterschied zwischen der Verwendung der beiden Polymeren
beobachtet werden, obwohl sich die Mizelldurchmesser der Polymere P18 und P19
deutlich unterschieden. Diese Beobachtung ist auf den Einfluss der Acrylateinheit im
hydrophoben Block (vegl. Kapitel 4.2.2) zuriick zu fithren. Um einen groBeren Effekt bei
der Einlagerung von HDDMA zu schen, miisste der Unterschied zwischen den
Blockzusammensetzungen der Polymere weitaus griber sein. Weiter war kein Quell-
Verhalten in den beiden Nanopartikel-Systemen bei der Vermessung in Methanol zu
verzeichnen. Dies weist auf ein engmaschiges Netzwerk im Kern der Partikel hin und
resultiert aus der Einfihrung der Acrylat-Gruppe als Vernetzungspunkt der amphiphilen
Polymere. Auch wurde schon auf den geringen Effekt der SiFA-Gruppe auf die
Mizellbildung eingegangen, der hier zu keiner Storung und Verlangsamung der
Kernvernetzung fiihrt.

Synthese eines Fluoreszenz-modiflizierten SiFA-Nanopartikels

In diesem Abschnitt soll ein Fluoreszenz-modifizierter SiFA-Nanopartikel durch die
Verwendung des SiFA-funktionalisierten Polymers P19 und eines Fluorescein-Derivats
hergestellt werden. Die Einbringung des Fluoreszenzfarbstoffes in den Kern des
Partikels kann so als komplementiires, bildgebendes Molekiil dienen. In Schema 30 ist
die Nanopartikelsynthese tiber die Kernvernetzung mit AIBMN in Wasser ausgehend vom
Polymer P19 und Fluoresceinmethacrylat  (FMA)  dargestellt.  Analog  zur
Mikroemulsionspolymerisation wurde dic Reaktionslisung 30 Minuten mit Argon
durchstromt und 5 Minuten im Ultraschallbad homogenisiert. Anschlieiend wurde die
Polymerisation durch Erhitzen auf 65 °C gestartet und iiber Nacht reagieren gelassen.
Wichtig war den Reaktionskolben abzudunkeln um ein Photobleaching des Farbstoffes
zu verhindern.

g
L&
HOD™ g - —(f
Fluorescelnmethacrylal
(FhaR)

AIBN, Heptadekan, H;0,

30 min Ar, 5 min S0NO
65 “C {iber Macht

P19 NP22

Schema 30: Synthese des fluoreszenz-modifizierten SiFA-Nanopartikel NP22 iiber radikalische
Kernvernetzung.
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Nach Beenden der Reaktion wurde die Reaktionslisung 30 Minuten zentrifugiert und
die wiissrige Phase abdekantiert. Das Wasser wurde {iber Gefriertrocknung entfernt und
der erhaltene Feststoft nach Fillung in kaltem Diethylether weiter aufgereinigt. Hier
wurde das nicht eingelagerte FMA entfernmt. Der Feststoff wurde anschlieBend am
Hochvakuum getrocknet. In Tabelle 25 sind die Partikelgroben von NP22 in Wasser
und Methanol zusammengefasst.

Tabelle 24: Analytische Daten des SiFA-funktionalisierten Nanopartikels NP22,

il a
# Polymer BDDMA, TR dy/nm" dy/nm*

Gew.-% [ Gew.-%
35745700 22.9944.84
{ 9
NP22 P19 0 2 0412001  0.380.01

a)  Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 1| mM - Polymerlésung, 5 Gew.-%  Heptadekan,
0,1 Gew.-% AIBN, 5 min Sonifizierung, 63 °C iiber Nacht, b) hydrodynamischer Durchmesser bestimmt
tiber DLS Messungen einer | mg/mL NP-Lisung in Wasser (b) und Methanol (c) bei RT.

Es ist eine Vergroberung des Durchmessers zum Mizelldurchmesser von P19 von
11.14 £2.99 nm auf 35.74 £7.92 nm zu beobachten, was mit der Einlagerung des
Fluoreszenzfarbstoffes FMA zusammenhiingt. Weiter zeigten die Messungen in
Methanol, das stabile, kernvernetzte Nanopartikel erhalten werden konnten. Die
Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes FMA konnte qualitativ iiber UV/vis- und
Fluoreszenz-Spektroskopie gezeigt werden. In Abbildung 68 sind beide Spektren
gegeniibergestellt. Das Absorptionsmaximum des Fluorescein-Derivats FMA lag bei
495 nm und das Emissionsmaximum bei 525 nm und stimmt somit gut mit der Literatur
iiberein.”" Auch zeigten die Messungen, dass der Fluoreszenzfarbstoff FMA unter den

Kernvernetzungs-Bedingungen stabil bleibt.

A L 200
i

I V A=525nm

absorbtion (U.a.)
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Abbildung 68: UV/vis-Spektrum (schwarz) und entsprechendes Fluoreszene-Spektrum  (grau) des
MNanopartikels NP22.

Im niichsten Abschnitt sollte nun emn SiFA-Nanopartikel synthetisiert werden. der
zielgerichtet Tumorzellen adressiert. Hierfiir wurde ein Gemisch aus einem SiFA- und
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Amin- endfunktionalisierten Polymer hergestellt und iiber die Kernvernetzung mittels
Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes FMA stabilisiert. Im  Anschluss wurde die
Partikeloberfliche zusitzlich mit Folsdure-Molekiilen dekoriert, wodurch eine gezielte
Anreicherung in kranken Geweben ermiglicht wird (vgl. a)).

Synthese eines trifunktionalisierten SiFA-basierten Nanopartikeln

Zum Autbau eines mehrfach funktionalisierten polymeren Nanopartikels auf Poly(2-
oxazolin)-Basis  wurde die  Kernvernetzung von  zwei  unterschiedlich
endfunktionalisierten  Polymeren unter Zugabe des  Fluoreszenzfarbstoffes
Fluoresceinmethacrylat  (FMA)  durchgefiihrt.  Im Anschluss  sollte  eine
nanopartikelanaloge  Oberfliichenfunktionalisierung  mit  Folsdure (FA)  zum
gewiinschten Nanopartikel filhren. welcher drei unterschiedliche Molekiile fiir den
Einsatz in der Diagnostik und die gezielte Anreicherung in Tumorzellen besitzt,

In Abbildung 69 ist die Synthese zum trifunktionalisierten Nanopartikel NP24 iber
zwei Stufen schematisch dargestellt.

ey
Lu*
) i
H,0, AN, 30 min. Ar, NP23 1. Foishure, EDC HEl NP24

DCM, <78 °C, 30 min
2, TEA. RT, 24 h

5 min. SOND, 65°C dber Nacht

P ——

Abhildung 69: Schematische Darstellung des bifunktionalisierten Nanopartikels NP23 und  des
trifunktionalisierien Nanopartikels NP24 besichend aus den Polymeren P19 und P6 in einem Verhiilinis
von 1:1.

Zuniichst wurde ein 1:1-Gemisch aus dem SiFA-endfunktionalisierten Polymer P19 und
dem Amin-endfunktionalisierten Polymer P6 in Wasser hergestellt. Nach der Zugabe
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von 2Gew.-% FMA und 0.1 Gew.-% des Initiators AIBN, wurde das
Reaktionsgemisch 30 Minuten mit Argon durchstromt, 5 Minuten mittels
Ultraschallbehandlung homogenisiert und durch Erhitzen auf 65 °C gestartet. Dabei
musste darauf geachtet werden, dass alle Arbeitsschritte im Dunkeln durchgefiihrt
werden. Hierdurch sollte ein Photobleaching des Fluoreszenzfarbstoffes FMA
vermieden werden. Nach Beenden der Kernvernetzung wurde das Reaktionsgemisch
zentrifugiert und der wissrige Uberstand iiber Gefriertrocknung entfernt. Das nicht
eingelagerte bzw. abreagierte FMA wurde iiber Fillung in kaltem Diethylether vom
Nanopartikel NP22 abgetrennt. AnschlieBend wurde dieser in einer EDC-HCI-
vermittelten Amidbildungsreaktion mit Folsdure umgesetzt. Die Reaktion wurde bei -
78 °C unter Zugabe von Triethylamin (TEA) als Base fiir 24 h durchgefiihrt.
Anschlieend wurde das organische Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt.
Die gewiinschten Nanopartikel NP24 wurden von der {iiberschiissigen Folsdure iiber
Dialyse gegen eine 0,1 M NaHCO;-Losung (MWCO = 5000) fiir 48 h getrennt. Das
Wasser wurde dann iiber Gefriertrocknung entfernt. Der erhaltene Feststoff wurde in
kaltem Diethylether gefillt und am Hochvakuum getrocknet. Die erhaltenen
Nanopartikel NP23 und NP24 wurden anschliefend mittels dynamischer Lichtstreuung
auf ihre GroBe und mittels UV/vis-Spektroskopie quantitativ auf die Beladung an
Folsdure und mittels Fluoreszenz-Spektroskopie qualitativ auf die Fluoreszenz
untersucht. Die erhaltenen analytischen Daten sind in Tabelle 25 zusammengefasst. Fiir
den FMA-modifizierten Nanopartikel NP23 konnte ein hydrodynamischer Durchmesser
von ca. 30 nm in Wasser und Methanol erhalten werden. Die Vergroerung des
Nanopartikels NP23 zu den eingesetzten Polymer-Mizelldurchmesser von P6
(17.24 £369nm) und P19 (11.14 £2.99 nm), stimmt mit der Einlagerung des
Fluoreszenzfarbstoffes FMA iiberein. Auch die fehlende Quellung in Methanol weist

auf ein eng-vernetztes Polymer im Kern iiber die Acrylat-Gruppen hin.

Tabelle 25: Hydrodynamische Durchmesser der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel NP23 und NP24
und die Folsdure-Beladung des Nanopartikels NP24.

. FMA/ b ¢ c/
# P19:P6 Gew.-%" d, /mm dy, /nm 10°* mol-L"!
NP23 1:1 2 35.13+£3.96 32.64 £4.92 -
NP24 1:1 2 37.83 +8.29 42.05 +14.47 1.18

a) Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 1 mM Polymerlosung, 5 Gew.-% Heptadekan,
0,1 Gew.-% AIBN, 5 min Sonifizierung, 65 °C tiber Nacht, b) hydrodynamischer Durchmesser bestimmt
tiber DLS Messungen einer 1 mg/mL NP-Losung in Wasser (b) und Methanol (c) bei RT.

Die GroBen der Nanopartikel NP24 stiegen nach der Folsdure-Modifikation minimal an,
was auf die dichte Beladung der Oberfliche und der relativ sterisch anspruchsvollen
Oberflichenmolekiile, SiFA und die Folsédure, hinweist In Abbildung 70 sind die
UV/vis-Spektren der NP23 und NP24 gemessen in einer 0.1 M NaOH-Ldsung
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dargestellt. Der Fluoreszenzfarbstoff FMA wurde kovalent im Kern des Nanopartikels
NP23 (grau) gebunden. Deutlich ist hier das Absorptionsmaximum des Fluorescein-
Derivats bei A =497 nm zu sehen. Bei dem zusiitzlich mit Folsiure-modifizierten
Nanopartikel NP24 (schwarz) ist diese Bande weniger stark ausgepriigt und ein neues
Absorptionsmaximum der Folsidure bei 4 = 363 nm erscheint. Uber diese wurde mittels
des Lambert-Beer'schen Gesetzes und einem Extinkstionskoeffizienten von
Ei=163nm = 1800 L/mol-cm eine Beladungskonzentration von 1,14 10™ mol/L bestimmt.
Dieser Wert stimmt gut mit den Folsidure-Modifizierung aus Kapitel a) iiberein.
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Abbildung 70: UV/vis-Spektren der Nanopartikel NP23 und NP24 gemessen in einer 0.1 M NaOH-
Lisung,

In Abbildung 71 sind neben dem Fluoreszenzspektrum, zwei Fluoreszenzmikroskop-
Aulnahmen des Nanopartikels NP24 mit unterschiedlicher Einstrahlungswellenlinge
dargestellt. Das Fluoreszenzspektrum (A) wurde mit einer Konzentration von
¢=1mg/mL in Wasser vermessen und zeigte die erwartete Emission bei einer
Wellenlinge von A =525 nm und einer Stokes-Verschiebung von 30 nm in den
hisheren Wellenlingenbereich.

Die Fluoreszenzaufmahmen (B. C) wurden mit einer Nanopartikel-Losung mit einer
Konzentration von 0,1 mg/mL Wasser aufgenommen. Bei der Aufnahme B wurde die
Nanopartikel-Probe mit einer Extinktionswellenliinge von A, = 514 nm angeregt. Diese
Wellenkiinge liegt im Absorptionsbereich des Fluoreszenzfarbstoffes FMA  (siehe
Abbildung 70) und regt die Nanopartikel NP24 zur Emission an. Anders sieht es bei der
Aufnahme C aus, hier wurde die Nanopartikel-Probe mit einer Extinktionswellenliinge
von Ag,=640nm angeregt. Diese liegt auBerhalb des Anregungsbereiches des
Nanopartikels NP24 und es resultiert keine Emission.

116



NANOPARTIKEL FUR DIE POSITRONEN-EMISSIONS-TOMOGRAPHIE

g

:

A= 525 nm
{Fluorescein)

Isbpvaiby (o
&

g

[

T ™ T—T T
50 300 G0 M0 450 300 350 MO0 &R TOO

phm

Abbildung 71: Fluoreszenzspektrum des Nanopartikels NP24 mit L., = 497 nm (A) und Fluoreszenz-
Mikroskopie-Aulnahmen des Nanopartikels NP24 mit A, = 314 nm (B) und mit 3., = 640 nm (C),
¢ = 0,1 mg/mL in Wasser (Malstab: 150 pm).

Der Einsatz des rifunktionalisierten Nanopartikels NP24  in Zellaufnahme-
Experimenten konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden.
Trotzdem konnte gezeigt werden, dass die implementierte Nanopartikelsynthese
Partikel mit unterschiedlichen Eigenschafien hergestellt werden kénnen.

6.2.4 Darstellung von SiFA-kernfunktionalisierten Nanopartikeln

Die Darstellung von kernfunktionalisierter Nanopartikel hat den Vorteil, dass die
Oberfliiche fiir die Modifikation mit Molekiilen zur Verfiigung steht, welche eine
gezielte Anreicherung in bestimmten Zelltypen ermiglichen. Im Fall der Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) bietet die Einbringung des Radiopharmakons in eine
dichte hydrophobe Umgebung des Mizell- bzw. Nanopartikelkerns eine mogliche
Verbesserung der Auflisung der PET-Aufnahme. Die erzielte Auflisung der heutigen
PET-Aufnahmen liegt zwischen 1-2 mm und ist damit einer der gribten Nachteile
dieser Methode. Aus diesem Grund wird die PET vermehrt in Kombination mit der
Computer-Tomographie (CT) oder der Magnetresonanz Tomographie (MRT)
verwendet.

Die vergleichsweise schlechte Auflosung der PET resultiert aus der zuriick gelegten
Wegliinge des Positrons bis es auf ein Elektron stébt. Hierdurch kommt es zur
Annihilation und Bildung eines Positroniums. Erst durch die Umwandlung der Masse
des entstehenden Positroniums in Energie wird die Emission eines Photonenpaares mit
einer Energie von E=511keV in einem 180° Winkel ausgestrahlt. Und der
Ausstrahlungsort dieser Photonen wird detektiert. Dies bedeutet, dass ein leicht zur
Realitit verschobenes Bild aufgenommen und generiert wird.

Daraus ergab sich die Uberlegung, den Silizium-Fluor-Akzeptor (SiFA) in den Mizell-
bzw. Nanopartikel-Kern einzubringen, um so die Weglinge des emittierten Positrons
durch die dicht-umliegenden Polymerketten zu verringern. Hierfiir wurden zuniichst die

in Schema 31 dargestellten Polymere P20 und P21 synthetisiert. Dabei wurden die
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hydrophoben Blocke mittels SiFA-Br initiiert. Bei dem Polymer P20 wurde 2-Heptyl-2-
oxazolin (HOx) fiir den Aufbau des kernbildenden Teils verwendet und beim Polymer
P21 wurden HOx statistisch mit dem Alkin-modifizierten Monomer 2-Pent-4-inyl-
2oxazolin (PenOx) polymerisiert. Nach 4 h bei 120 °C wurde jeweils sequentiell der
hydrophile Block mittels 2-Methyl-2-oxazolin (MOx) iiber 2 h bei 120 °C aufgebaut.
Anschlieend wurden die Reaktionen abgekiihlt und mit offenem Schlenk iiber Nacht

mittels Luftfeuchtigkeit bei Raumtemperatur terminiert.

.

HOx MOx, ACN  Luft-O,, RT 7(
120 °C,4 h 120 °C,2 h iiber Nacht
> > > N N OH
o [Tko
C,Hy5 CH;
8 49
NP
F;T\—@—/ — )4 P20
SiFA-Br HOx, PenOx MOx, ACN Luft-O,, RT 7(

120°C,4h 120°C,2 h  Uber Nacht OH
C-,H15 CHz

stat.

Schema 31: Synthese von SiFA-funktionalisierten Polymeren P20 und P21.

Die Polymere P20 und P21 wurden iiber mehrfache Féllung in kaltem Diethylether
aufgereinigt und am Hochvakuum getrocknet. In Tabelle 26 sind die
Blockzusammensetzungen, Dispersititen und der hydrodynamische Durchmesser der

Polymere P20 und P21 zusammengefasst.

Tabelle 26: Analytische Daten der SiFA-funktionalisierten Polymere P20 und P21.

# MOx* HOx"* PenOx’ My 1 M.’ 1 p® dy/nm*
/g mol /g-mol
P20 49(40) 8(8) - 5780 5373 1.09 11.24%+1.22
P21  42(40) 8(5) 5(5) 5880 4789 1.15 16.77+£2.45

a) Bestimmt iiber 'H-NMR-Spektroskopie: Polymerisationsgrad und Molmasse, b) Molmasse M, und
Dispersititsindex D wurden iiber GPC-Analyse bestimmt (PS Standards, DMF/5 mg-mL" LiBr),
¢) hydrodynamischer Durchmesser wurde bestimmt iiber DLS-Messungen mit einer Konzentration von
¢ =1 mmol/L.

Uber die "H-NMR-Spektroskopie konnte eine gute Umsetzung der Blocke bestimmt
werden. Die Dispersitidten von 1.09 und 1.15 der jeweiligen Polymere P20 und P21
wiesen auf eine enge Molmassenverteilung hin. Die Polymere bilden in Wasser
Mizellen von 11.24 +1.22 nm fiir P20 und 16.77 = 2.45 nm fiir P21. Diese Werte sind
im Vergleich zu den Alkin-basierten Polymeren mit der SiFA-Gruppe am hydrophilen
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Teil des Polymers (P14-16) grofer, was mit dem hydrophoben SiFA-Rest im Kern
zusammenhingt. Weiter sollte das Polymer P21 in der Mikroemulsionspolymerisation
mit dem Monomer HDDMA eingesetzt werden. Hierfiir wurden drei verschiedene
HDDMA-Mengen (50, 100, 200 Gew.-%) ausgewihlt, um eine breite GroB3enverteilung
der Partikel zu erhalten. Das Polymer P21 wurde in Wasser gelost und die
entsprechenden Anteile an HDDMA, 5 Gew.-% Heptadekan und 0,1 Gew.-% AIBN
wurden hinzugefiigt. Das Gemisch wurde anschlieBend mit Argon 30 Minuten
durchstromt und 5 Minuten im Ultraschallbad homogenisiert. Zum Starten der
Polymerisation im Kern wurde die Reaktionslosung auf 65 °C iiber Nacht erhitzt. Nach
Abkiihlen wurden die jeweiligen Nanopartikel-Losungen 2-mal 30 Minuten
zentrifugiert und die wissrige Phase abdekantiert. Das Wasser wurde iiber
Gefriertrocknung entfernt und der erhaltene Feststoff in Chloroform aufgenommen. Die
im organischen Losungsmittel gelosten Partikel wurden in kaltem Diethylether gefillt
und am Hochvakuum getrocknet. Die Charakterisierung der erhaltenen Nanopartikel
NP25-27 erfolgte iiber die Grolenbestimmung mittels dynamischer Lichtstreuung. In
Tabelle 27 sind die erhaltenen hydrodynamischen Durchmesser in Wasser (a) und
Methanol (b) zusammengefasst. Die Messungen in Wasser zeigten den erwarteten
Trend der PartikelvergroBerung mit steigendem HDDMA-Anteil. Zusitzlich fiel auf,
dass die GroBen von 50 — 140 nm mit entsprechendem HDDMA-Anteil von 50 —
200 Gew.-% groBer waren, als bei dem analogen Polymer P15, bei welchem die SiFA-
Gruppe am hydrophilen Teil gebunden ist. Obwohl die Polymere P15 und P21 ein
dhnliches Verhiltnis von hydrophil:hydrophob mit 3,42 fiir P15 und 3,23 fiir P21
besitzen, sind die erhaltenen Durchmesser in Wasser um ein Vielfaches groer unter der
Verwendung von P21. Ausschlaggebend hierfiir ist der fast doppelt so grofie
Mizelldurchmesser von P21 im Vergleich zu P15.

Tabelle 27: Hydrodynamische Durchmesser d;, der Nanopartikel NP25-27 ausgehend vom Polymer P21
gemessen in Wasser (a), Methanol (b).

# HDDMA/ Gew.-%" d;, /nm? d;,/nm”
1844152 26.43 £ 4.01
NP25 50 (0.29+0.02) (0.29+0.02)
62.92 + 10.25 27.97 +2.33
NP26 100 (0.20£0.01) (0.27£0.01)
141.6 % 20.5 32.11 £5.07
NP27 200 (0.48+0.05) (0.24£0.01)

* Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 1mM Polymerlosung, 5 Gew.-% Heptadekan, 0,1 Gew.-
% AIBN, 5 min Sonifizierung, 65 °C iiber Nacht, PDIs der jeweiligen DLS-Messungen sind in Klammern
angegeben.

Dieser resultiert aus dem Vorliegen der SiFA-Gruppe im Mizellkern. Im Inneren der
Mizelle verteilt sich der hydrophobe SiFA-Rest, durch den sterischen Anspruch,

innerhalb der zusammengekndulten hydrophoben Ketten. Dies fithrt wiederum zur
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Ausdehnung des hydrophoben Teils und somit zur Vergriberung des
hydrodynamischen Durchmessers in Wasser. Dieser Effekt ist bei den Nanopartikeln
ausgehend von Polymer P15 nicht vorhanden, da die SiIFA-Gruppen durch die Bindung
an die hydrophilen Methylketten beweglicher sind und so der sterische Anspruch
verringert werden kann, Im Vergleich dazu zeigten die gemessenen Durchmesser in
Methanol keine Quellung, wie die Nanopartikel basierend auf dem Polymer P15. Im
Gegenteil, die Werte der Methanol Messungen wiesen unabhiingig von der eingesetzten
HDDMA-Menge eine Gribe von ungefiihr 30 nm auf. Eine migliche Erklirung dieses
Effekts kann die Solubilisierung des hydrophoben Teils durch das Methanol sein.
Hierdurch kénnen sich die hydrophoben Ketten im Mizellkern umorientieren und
dichter zusammen kommen. Hierdurch wirken die Nanopartikel in Methanol kKleiner.

K[ FIF K gz
EtOH, 65 °C, 30 min

o SR

‘IiF

[19F]NP24.28 [18F]NP24.28

Schema 32: '“F—Mmktcrung der SiFA-Molekiile im Kern der Nanopartikels NP25-27 iiber die Tsotopen-
Austausch-Reaktion in Ethanol bei 65 *C fiir 30 Minuten,

AnschlieBend wurde versucht die Nanopartikel NP25-27 in der Einrichtung des
medizinischen Isotopen-Zyklotrons der Universitit von Alberta (Kanada) mit dem
'?'F—Iﬁmup zu markieren. Bei der in Schema 32 beschriebenen Isotopen-Austausch-
Reaktion muss die Zugiinglichkeit zum austauschenden Atom gewiihrleistet sein, Die
Reaktion wurde in Ethanol bei 65°C fir 30 Minuten mittels '*F-markiertem
Krytofix®222 durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass ein Isotopen-Austausch im
Inneren der Mizelle unter den beschriebenen Reaktionsbedingungen stattfindet, da
radiochemische Ausbeuten von um die 40 % erhalten werden konnten, Die Ergebnisse

sind in Tabelle 28 zusammengefasst.

Tabelle 28: Radiochemische Ausbeuten von NP25-27 iiber die Isotopen- Austausch-Reakiion

# NP25 NP26 NP27

Radiochemische

Ausbeute® [ % i Gl 29

“bestimmi Gber Radio-HPLC, durchgefiihrt in der Arbeitsgruppe Schirrmacher.

Ein solcher Ansatz zur Verbesserung der Auflisung der PET iiber Einbindung des
Radiopharmakons in ein dichtes Polymernetzwerk wurde bisher in der Literatur nicht
beschrieben. Es wurden Ansiitze zur Kombination mit Computer-Tomographie (CT)
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oder der Magnetresonanz-Tomographie (MRT) beschrieben.**'! Weiter andere Gruppen

221 oder der

beschiftigen sich mit der Parameteroptimierung der Bildrekonstruktion'
Entwicklung von effizienteren PET-Verfahren durch Verringerung des Signal-zu-

Rauschen-Verhiltnisses iiber die TOF (engl.: time-of-flight)-Methode.**!

6.2.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnten erste SiFA-modifizierte Poly(2-oxazolin)-Systeme
dargestellt werden. Das SiFA-Derivat SiFA-Br wurde als Initiator in der CROP von
2-Oxazolinen eingesetzt, wodurch funktionalisierte Amphiphile unterschiedlicher
Zusammensetzung hergestellt werden konnten. Diese wurden in der Mikroemulsion
eingesetzt, um SiFA-modifizierten Nanopartikel im Grof3enbereich von 20 - 100 nm zu
erhalten. Weiter konnten einige der synthetisierten Nanopartikel in der Einrichtung des
medizinischen Isotopen-Zyklotrons der Universitit von Alberta (Kanada) mit dem '“F-
Isotop radioaktiv markiert und in in vivo Experimenten untersucht werden. Dabei wurde
der Fokus auf die GroBen-abhingige Tumoraufnahme iiber der EPR-Effekt gelegt. Es
konnte gezeigt werden, dass im Falle des betrachteten miuse-spezifischen Models
EMT-6 eine PartikelgrofBe von 30 nm im Vergleich zu 20 nm grof3en Partikeln eine um

80 % bessere Tumoraufnahme zeigte.
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7. Darstellung von Nanopartikel-Multimeren

In diesem Kapitel wird die Mikroemulsion I aus Kapitel 4.1 verwendet, um iiber Alkin-
funktionalisierte Poly(2-oxazolin)e Nanopartikel unterschiedlicher Grée zu erhalten.
Unter Verwendung von Piperazin als Terminierungsreagenz konnen die
Partikeloberflichen mit dem Chelat-Liganden 4'-(4-(Bromomethyl)phenyl)-2,2":6',2"-
terpyridin (tpy-Br) modifiziert und anschlieBend iiber Eisen(II)ionen miteinander

komplexiert werden.

Zielsetzung

In diesem Kapitel sollen erste Untersuchungen zur Assemblierung von Nanopartikeln
iiber Metall-Ligandwechselwirkungen durchgefiihrt werden. Auf Basis der
Mikroemulsion unter Verwendung von verschieden endfunktionaliserten Poly(2-
oxazolin)en als Makromonomere, sollen unterschiedlich viele Modifizierungsstellen auf
der Partikeloberfliche geschaffen werden, um eine kontrollierte Aggregation der
Nanopartikel zu erreichen. Die Analytik erfolgt iiber DLS-Messungen und TEM-

Aufnahmen.

7.1 Anisotrope Partikel

Die Entwicklung in der Nanopartikel-Synthese hat iiber die letzten Jahrzehnte zur
Darstellung  von  Partikeln  unterschiedlichster ~ Gestalt ~und  chemischen
Zusammensetzungen gefiihrt.”**! Die Nanopartikel in der Form eines Wiirfels, einer
Scheiben'?*”! oder in Stiibchenform basieren vor allem auf Metallen, wie z.B. Goldm6],
Silber oder Metalloxiden'**”). Weiter riickte die Synthese von Kern-Schale- und Hybrid-
Partikeln auf Basis von anorganischen Materialien in den Fokus zur Darstellung von

2281 ynd  biomedizinische

multifunktionalen ~Nanomaterialien fiir katalytische
Anwendungen[zzg]. Aber auch in dem Bereich der organischen Polymere wurde sich auf
die Darstellung von anisotropen Nanostrukturen mit voneinander getrennten Teilen
fokussiert. Dabei basieren diese Strukturen entweder auf Verkniipfung zweier oder
mehrerer Partikel oder auf einen Partikel mit unterscheidbarer Oberflidche. In Abbildung
72 sind schematisch beide Varianten dargestellt, unter (A) ein Janus-Partikel mit zwei
verschiedenen Oberflidcheneigenschaften I und II und unter (B) eine Verkniipfung, in

rot dargestellt, zweier Nanopartikel zu einem Dimer.
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Abbildung  72:  Schematische Darstellungen  wvon (A} einem  Janus-Partikel und (B} einem
Munopartikeldimeren mit der Verknbiphingsstelle in rot.

In den niichsten Abschnitten wird zunichst genauer auf die in der Literatur bekannten
Systeme zu den Janus-Partikel und den Nanopartikelverkniipfungen eingegangen und
anschliebend das in dieser Arbeit verwendete System beschrieben und erlautert.

Polymere Janus Partikel

Der Begriff des Janus Partikels leitet sich von dem riimischen Gott des Anfang und des
Endes ab, welcher als zweikopfiger Mann dargestellt wird. Allgemein zihlen Janus-
Partikel zu den anisotropen Partikeln. Diese bilden den Oberbegriff zu den Partikeln mit
verschiedenen physikalischen bzw. chemischen Eigenschaften durch strukturelle

Unterschiede oder unterschiedlicher Oberflichenbeschaffenheit."

Zhang et al. synthetisierten 2015 Janus Partikel iiber mizellare Dimere basierend auf
dem Triblockcopolymer Poly(methylmethacrylat)-b-poly(2-zimtsidureethylmethacrylat)-
b-poly(2-dimethylaminoethylmethacrylat)  (PMMA-6-PCEMA-6-PDMAEMA).  In
Abbildung 73 sind die dazu gehdrigen TEM Aufnahmen dargestellt. Der PMMA-Block
des Polymers bildet zundchst ein verbriickendes Element zwischen den sich
ausgebildeten Partikeln aus (A). Uber UV-Bestrahlung kann eine Umstrukturierung zu

den gewiinschten Janus-Partikeln eingeleitet werden (B).'="

2100 nm 4B S 20 om

e m—

Abbildung 73: TEM Aufnahmen der mizellaren Dimere (A) und der Janus Partikel (B) nach der
Synthesestrategic von Zhang et al =l
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Cheng et al. beschrieben den Aufbau von unimolekularen polymeren Janus
Nanopartikeln iiber die Vernetzung des P2VP-Block des Triblockcopolymers
Poly(styrol)-b-poly(vinylpyridin)-b-poly(ethylenglygol)  (PS-b6-P2VP-b6-PEG)  mit
1,4-Dibrombutan. Uber diese kleinen Partikel konnten in DMF sogenannte
,Supermizellen® in einem GroRenbereich von 50 — 115 nm dargestellt werden.'”*! Die
Darstellung von polymeren Janus-Partikeln iiber Tensid-freie Emulsionspolymerisation
zeigten Pham et al. iiber den Einsatz von RAFT-Poly(styrol)-b-poly(acrylsidure)
(RAFT-Sty-b-AA) als Makro-RAFT. Dieses fungiert als Amphiphil bei der Einlagerung
von Styrol in den Mizellkern, welcher den Partikelkern der entstehenden 25 nm grof3en
vernetzten Partikel bildet. Durch Quellung der Nanopartikel mit Divinylbenzol und
anschlieBender Polymerisation konnten so anisotrope Janus-Partikel dargestellt

werden. !>

Nanopartikel-Verkniipfung

Weitere Methoden zur Darstellung von anisotropen Nanomaterialien stellt die
Verkniipfung von Nanopartikeln dar. Diese konnen auf der Oberfliche oder im Kern
mit unterschiedlichen chemischen oder physikalischen Eigenschaften ausgestattet sein,

wodurch eine Anisotropie entsteht.

Manoharan und Pine entwickelten 2003 die Synthese von dicht gepackten,
symmetrischen Partikelcluster auf Basis von Styrolpartikeln im Mikrometerbereich.'**¥
Damit wurde der Grundstein fiir den Aufbau der sogenannten ,,Patchy Particles* gelegt.
2012 zeigten Pine et al. die Darstellung von Oberflichen-modifizierten Partikelclustern,
welche iiber Biotin-DNS-Wechselwirkungen unterschiedlich definierte Geometrien

aufbauen konnen.

>
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<l

Abbildung 74: Spezifische direkte Bindung zwischen den kolloidalen Partikeln unter Hellfeldmikroskopie
(links) und konfokalem Fluoreszenzmikroskop.[235]
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In Abbildung 74 sind zwei Beispiele der moglichen Geometrien dargestellt. Unter (A)
ein AB- und unter (B) ein AB:-Systs:m,'?'m Eine weitere Miglichkeit der
intermolekularen Bindung zwischen diesen Partikeln stellten die Autoren ein Jahr spiter
iiber Metallkoordination vor,' ™!

In der Literatur finden sich einige Beispiele zu der Verknipfung von Gold-
Nanopartikeln iiber bestimmte Linker zur Darstellung von Dimer-Strukturen. Lim et al.
modifizierte 20 — 30 nm groben Gold-Nanopartikel mit DNS-Einzelstringen und durch
Zugabe des komplementiren Stranges wurden die beiden Partikel iiber die
Hybridisierung der DNS miteinander verkniipft.'”" Auch Busson et al. arbeiteten in
dem Bereich der Dimerisierung von Gold-Nanopartikeln iiber die DNS-Hybridisierung,
wohingegen sie sich auf asymmetrische Dimere und unterschiedliche Abstiinde

- - + 23K
zwischen diesen fokussierten.'”"!

7.2 Ergebnisse und Diskussion: Darstellung von Nanopartikel-
Multimeren iiber Bis-Terpyridin-Eisen(II)-Komplexe

In dieser Arbeit sollte das in Abbildung 75 dargestellic Bis-Terpyridin-Eisen(ll)-
Komplex-System als Verkniipfungsmethode der polymeren Nanopartikel verwendet
werden. Ziel ist es die Partikel so in riumliche Nihe zu bekommen. um die
Funktionalisationsdichte zu erhéhen. Zudem ergibt sich dadurch auch die Méaglichkeit
iiber eine Art .Baukastensystem™ Partikel mit unterschiedlichen Eigenschaften bzw.
beladen mit unterschiedlichen Wirkstoffen miteinander zu verkniipfen.

Abbildung 75: Nanopartikelverkniipfung iiber einen Bis- Terpyridin-Eiseni 1T)-Komplex,

Die im Anschluss beschrichene Methode der Nanopartikelverkniipfung basiert auf der
Masterarbeit ™" mit dem Titel Svnthese und  Charakterisierung  von  polvimeren
Nanopartikeln - mit - Terpyridin-Einheiten”™. Es wurden aufbavend Optimierungen
hinsichtlich der Nanopartikelgriie und Steverung der Nanopartikelverkniipfungen
betrachtet und untersucht.
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7.2.1 Synthese des Terpyridin-Motivs

Das Terpyridin-Molekiil ist ein Stickstoftheterozyklus, welcher 1932 von Morgen und
Burstall als Nebenprodukt bei der Dehydrierung von Pyridin entdeckt wurde.**"! Es
handelt sich um einen weien Feststoff, welcher die Fidhigkeit besitzt
Ubergangsmetallionen wie Cobalt(Il), Kupfer(Il), Eisen(Il), Nickel(Il) und

Ruthenium(II) auBerordentlich effektiv und stabil zu komplexieren.

Mz

Schema 33: Komplexierung eines 4-funktionalisierten 2,2°:6",2“-Terpyridins mit einem Metall zu einem
Bis-Terpyridin-Metall-Komplex.

Aus diesem Grund wird dieser dreizdhnige Chelatligand gerne in der Komplexchemie
eingesetzt.”*"! In Schema 33 ist die Komplexierung eines an der 4-Position
derivatisierten Terpyridin mit einem Metallion zu einem Bis-Terpyridin-Metall-
Komplexes. Erste Synthesen hinsichtlich derivatisierter Terpyridin-Molekiile wurden
1961 ausgehend von 2-Acylpyridinen, Aldehyden und Ammoniak entwickelt.***!
Constable und Ward beschrieben 1990 eine Zweistufensynthese ausgehend von
2-Pyridincarboxylat und Aceton, iiber die Bildung eines Triketons und anschlieBender

[243

Kondensation zum Terpyridingeriistes.”*! In Schema 34 ist die zweistufige Synthese

des Terpyridin-Liganden tpy-Br nach Xu et al. (2441 dargestellt.

Q |° KOH, NH;,
2] SN . 120°C, 48 h
_—
N H,C
3

16 (tpy-Me)

NBS, BPO, CCl,,
120°C, 8 h

17 (tpy-Br)

Schema 34: Reaktionsschema der Synthese von 4'-(4-(Bromomethyl)phenyl)-2,2":6',2"-terpyridin
(tpy-Br).
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Dabei wird im ersten Reaktionsschritt p-Toluolaldehyd mit zwei Aquivalenten 2-
Acetylpyridin in einer wissrigen KOH/NH3-Losung in 36 Stunden umgesetzt. Das
Terpyridin-Derivat tpy-Me entsteht iiber eine Aldolkondensationen zwischen zwei 2-
Acetylpyridinen und p-Toluolaldehyd und anschlieBender Halbaminalbildung durch den
nukleophilen Angriff des zugesetzten Ammoniaks. Nach Wasserabspaltung wird durch
einen intramolekularen Angriff des Amins am entstandenen Carbonylkohlenstoffs der
mittlere Terpyridinring gebildet. Die Aromatizitdt des Ringes wird iiber Abspaltung
eines weiteren Aquivalents Wasser und Deprotonierung des para-stindigen
Wasserstoffatoms erreicht. Der Mechanismus ist in Schema 35 dargestellt.

tpy-Me

Schema 35: Mechanismusvorschlag zum tpy-Me (16).

Die Aufreinigung erfolgte iiber Umkristallisation in Diethylether und die Verbindung
tpy-Me konnte mit einer Ausbeute von 75 % erhalten werden. Im nachfolgenden
Reaktionsschritt erfolgt eine Wohl-Ziegler-Reaktion, wodurch die Methylgruppe in
Allylstellung mittels N-Bromsuccinimid (NBS) bromiert wird. Das gewiinschte Produkt

konnte mit einer Ausbeute von 40 % erhalten werden.

7.2.2 Polymersynthese und Charakterisierung

Im nédchsten Abschnitt wird auf die Polymersynthese der zwei Polymere P22 und P23

fir die spatere Nanopartikelsynthese eingegangen. In Schema 36 ist das
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Syntheseschema der Polymerisation dargestellt. Zuerst wurde mittels des Initiators
Methyltriflat (MeOTf) die Polymerisation mit dem hydrophoben Block bestehend aus
2-Heptyl-2-oxazolin  (HOx) und 2-Pent-4-inyl-2-oxazolin  (PenOx) in  Acetonitril
begonnen. Nach 4 h Erhitzen bei 110 °C wurde nach Abkiihlen der Reaktion 2-Methyl-
oxazolin (MOX) hinzugegeben und somit sequentiell an den hydrophoben Block
polymerisiert. Der hydrophile Block wurde 2 h bei 120 °C aufgebaut, bevor der
Polymerisationsansatz geteilt wurde. Dabei wurde das Polymer P22 mittels eines
leichten Uberschusses an Piperidin (3 eq.) bei Raumtemperatur und das Polymer P23
mit einem hohen Uberschuss an Piperazin (20 eq.) bei 80 °C iiber Nacht terminiert.
Anschliebend wurden die Polymere P22 und P23 iiber Dualyse gegen Wasser
(MWCO = 1000) fiir 48 h auf gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde der Riickstand in
Chloroform aufgenommen und in Diethylether gefillt, Die entstandenen Feststoffe
wurden am Hochvakuum getrocknet. Somit unterscheiden sich die Polymere P22 und

— HyC—N N N G NH
20ea.HN  NH II.:-E, {‘Fl if'
, B0°C I 3 »

PEON I N
) t: t}ir, eaN b
Il

:
e
ACN, 4 h, 120°C,

110°C 2h

P23 lediglich in der Terminierung.

P22

Schema 36: Reaktionsschema der Polymersynthesen P22 und P23,

Zur  Charakterisierung  der Polymere P22 und P23  wurden  die
Blockzusammensetzungen und die Molmassen tiber IH*NMR-SpEklmSkﬂpiE. sowie
GPC bestimmt und jeweils eine | mM Polymerlosung in Wasser mittels DLS
vermessen. In Tabelle 29 sind die erhaltenen analytischen Daten der Polymer P22 und
P23 zusammengefasst. Der  erhaltene Polymerisationsgrad und die
Blockzusammensetzungen stimmen mit den eingesetzien ﬁiquivalenten gut iiberein,
weiter wiesen die Dispertiiten D der Polymere P22 und P23 mit jeweils 1.14 enge
Molmassenverteilungen auf. Die hydrodynamischen Durchmesser von 11.6 £ 1.4 und
7.4 £0.2 nm fiir P22 und P23 liegen im erwarteten Bereich.
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Tabelle 29: Analytische Daten der Polymere P22 und P23,

#  HOX* AOx" MOx* M, Yg'mol' M,"g-mol' D" d,*/nm

P22 11(8) 148) 35(24) AR5 6024 .14  11.6=14
P23 11(8) 148) 42(24) 7430 5676 1.14 74+02

a) Blockcopolymerzusammensetzung und Molmasse wurde iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt, die
theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben; b) Molmasse und Dispersitit D
wurden  fiber GPC-Analyse  bestimmt  (PMMA  Standards, DMF/S mg-mL' LiBry ¢ Der
hydrodynamische Durchmesser (d,) wurde iiber DLS Messungen einer | mM Polymerlisung in Wasser
bestimmt,

Im niichsten Abschnitt wird nun die Nanopartikelsynthese mittels der Polymere P22 und

P23 beschrieben und erliotert.

7.2.3 Nanopartikelsynthese und Charakterisierung

Im folgenden Abschnitt wurden die erhaltenen Polymere P22 und P23 in der bereits
entwickelten Nanopartikelsynthese eingesetzt. Dabei wurden unterschiedliche Mol.-%
an P22 und P23 miteinander gemischt, um  unterschiedlich  viele
Substitutionsmiglichkeiten Uiber die Piperazin-Endgruppe von P23 auf der Oberfliiche
der Partikel zu erhalten. Mit dieser Methode sollte eine kontrollierte
Oberflichenfunktionalisierung mit dem Chelatliganden tpy-Br untersucht werden. In
Abbildung 76 sind die Mischungsverhiiltnisse ausgehend von den Polymeren P22 und
P23 mit 100:0, 95:5, 98:2, 99:1 und 100:0 schematisch dargestellt.

Abnahme an P22-Konzentration

50 Gew.-% HDDMA, 5 Gew -% Hepladakan, 0,1 Gew.-% AIBN
30 min Ar entgasen, 5 min SONO, 65 °C dber Nacht

&

a, I L - O - w
K {100-x) mal% P23 //
NP28 NP29 NP30 NP31 NP32

Abbildung 76: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese ausgehend von verschiedenen
Mischungsverhiiltnissen der Polymere P22 und P23 von 0: 100, 95:5, 98:2, 99:1 und 100k:0.

Die Konzentration an dem Piperazin-endfunktionalisiertem Polymer P22 nimmit dabei
stetig ab. Somit stellt der Nanopartikel NP32 mit dem Verhiltnis 100:0 von P22:P23
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ein nicht zu funktionalisierenden Partikel dar. Dieser Nanopartikel dient bei den
folgenden Untersuchungen als Negativ-Probe. Fiir die Nanopartikel Herstellung wurden
50 Gew.-% an 1,6-Hexandioldimethacrylat (HDDMA) benutzt umso PartikelgroBen um
die 40 nm zu erhalten. In Tabelle 30 sind die erhaltenen hydrodynamischen
Durchmesser der DLS Messungen von einer 1 mg/mL Nanopartikellosung in Methanol
gegeben. Die GroBen liegen im erwarteten Bereich. Dies wies darauthin, dass die
Mischung von zwei unterschiedlich terminierten Polymeren keinen signifikanten
Einfluss auf die Partikelbildung ausiibt. Auch die gleichbleibenden PDIs um die 0,2
zeigten, dass die verschiedenen Mischanteile keine Stérung in dem System

hervorbringen.

Tabelle 30: Hydrodynamische Durchmesser der synthetisierten Nanopartikel NP28-32 mit
unterschiedlichen Anteilen an den Polymeren P22 und P23.

# P22:P23 / mol% d, /nm PDI’
NP28 100:0 41.80 + 3.94 0.25
NP29 5:95 30.56 + 0.76 0.24
NP30 2:98 39.22 + 0.90 0.20
NP31 1:99 37.16 +2.02 0.21
NP32 0:100 34.80 + 0.94 0.36

*Der hydrodynamische Durchmesser und der PDI wurden mittels DLS-Messungen einer 1 mg/mL
Nanopartikellosung in Methanol bei RT erhalten.

Im néchsten Schritt sollen die Nanopartikel NP28-32 {iber eine nukleophile Substitution
an der Piperazin-Endgruppe mit dem Terpyridin Motiv tpy-Br modifiziert werden, so
dass Nanopartikel mit unterschiedlichen Anteilen an dem Chelat-Liganden erhalten

werden.

7.2.4 Funktionalisierung der Nanopartikel mit dem Terpyridin-Motivs

In diesem Abschnitt wird nun die Oberflichenfunktionalisierung iiber die Piperazin-
Endgruppen der erhaltenen Nanopartikel NP28-32 iiber eine nukleophile Substitution
mit dem Chelat-Liganden tpy-Br erldutert und charakterisiert. In Schema 37 ist die
Reaktion, die auf der Schale stattfindet, dargestellt. Dabei wird die Benzylgruppe des
Terpyridin-Derivats nukleophil vom Stickstoff-Atom des Piperazins angegriffen. Als
Base wird Kaliumcarbonat (K>CO;) verwendet und in katalytischen Mengen

Natriumjodid (Nal) hinzugegeben.
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K,CO; Nal,
ACN, 24 h, reflux
—_—

N’»
K/NH
NP27-NP31 tpy-Br NP27tpy-NP31tpy

Schema 37: Schematische Darstellung der Oberflachenfunktionalisierung iiber die Piperazin-Endgruppe
der NP28-32 iiber eine nukleophile Substitution mit dem Chelat-Liganden tpy-Br.

Nach der Filtration der Nanopartikel-Losungen zum Entfernen der Salze, erfolgte die
Aufreinigung der modifizierten Partikel NP28tpy-32tpy iiber Dialyse gegen
Chloroform (MWCO = 5000). Hierfiir mussten zunéchst die in 20%iger Ethanollosung
vorliegenden Dialysemembranen auf Methanol und anschlieBend auf Chloroform
umkonditioniert werden (sieche Kapitel 9.1). Nach 24 h wurden die Inhalte der
Schlduche eingeengt und anschlieBend in kaltem Diethylether gefillt und nach
Zentrifugation am  Hochvakuum  getrocknet.  AnschlieBend wurden die
hydrodynamischen Durchmesser der erhaltenen Nanopartikel NP28tpy-32tpy
vermessen. In Tabelle 31 sind die Ergebnisse zusammengefasst, zusitzlich sind zum
Vergleich die Durchmesser der unfunktionalisierten Nanopartikel NP28-32 in

Klammern angegeben.

Tabelle 31: Hydrodynamische Durchmesser der funktionalisierten Nanopartikel NP28tpy-32tpy mit
unterschiedlichen Anteilen an den Polymeren P22 und P23.

P22:P23/

# ol% dy, /nm PDI'
NP28tpy 100:0 49.52 + 1.84 (41,80 + 3,94) 0.28
NP29tpy 5:95 58.01 = 0.32 (30,56 + 0,76) 0.19
NP30tpy 2:98 40.58 +2.11 (39,22 + 0,90) 0.19
NP31tpy 1:99 46.34 +3.14 (37,16 £2,02) 0.24
NP32tpy 0:100 42.30 +2.91 (34,80 + 0,94) 0.25

*Der hydrodynamische Durchmesser d;, und der PDI wurden mittels DLS-Messungen einer 1 mg/mL
Nanopartikellosung in Methanol bei RT erhalten, in Klammern sind die hydrodynamische Durchmesser
der unfunktionalisierten Partikel NP28-32 angegeben.

Zu beobachten ist eine geringe Vergroferung der Partikeldurchmesser nach der
Oberflichenmodifizierung, die vergleichbar ist mit den GroBenverdnderungen aus
Kapitel 4.2.3. Bei der Probe NP29tpy zeigte sich jedoch eine extreme VergroBerung des
hydrodynamischen Durchmessers von 30.56+0.76 auf 58.01 +0.32 nm. Neben
NP28tpy, besitzt  Nanopartikel  NP29tpy die  wahrscheinlich  hochste
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Funktionalisierungsdichte. ~Aus diesem Grund wurde im Anschluss der
Modifizierungsgrad der Terpyridin-Liganden auf der Oberfliche der jeweiligen
Nanopartikel iiber UV/vis-Spektroskopie bestimmt. Hierfiir wurde der aus der
vorangegangenen Masterarbeit ermittelte Extinktionskoeffizient von
&, = 44628 L/mol-cm bei hmax = 277 nm in Methanol benutzt.** In Abbildung 77 sind
die UV/vis-Spektren der Nanopartikel NP28tpy-32tpy gezeigt und zu sehen ist das

Maximum bei einer Wellenlidnge von 277 nm.

- NP28tpy
0,3 - = NP29tpy
= NP30tpy
- = NP31tpy
= = NP32tpy
= 0,2
c
2
2
S
o
]
< 01
0,0 T

T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A/ nm

Abbildung 77: UV/vis-Spektren der Nanopartikel NP28tpy-32tpy gemessen in Methanol mit einer
Konzentration von ¢ = 0,1 mg/mL.

Daraus lieBen sich die Terpyridin-Modifizierungseffizienzen Mody der einzelnen
Nanopartikel NP28tpy-32tpy iiber das Lambert-Beer 'sche Gesetz berechnen. In Tabelle
32 sind die erhaltenen Modifizierungseffizienzen prozentual angegeben. Hier zeigte
sich der erwartete Trend, dass der Nanopartikel mit den meisten Piperazin-Endgruppen
die hochste Beladung mit dem Chelatliganden von 43 % aufweist. Nanopartikel
NP32tpy mit keiner Piperazin-Endgruppe zeigt auch keine Kopplung mit dem
Chelatliganden.

Tabelle 32:Modifizierungseffizienzen der Nanopartikel NP28tpy-32tpy.

# P22:P23 / mol % Modpy / %*
NP28tpy 100:0 43
NP29tpy 5:95 21
NP30tpy 2:98 11
NP31tpy 1:99 8
NP32tpy 0:100 0

* Die Modifizierungseffizienz wurde mittels UV/vis-Spektroskopie mit € = 44628 L/mol-cm bei
Amax = 277 nm in Methanol mit einer Konzentration von ¢ = 0,1 mg/mL bestimmt.

Eine 100%ige Terpyridin-Modifizierung bei der Probe NP28tpy war nicht zu erwarten,

da der Chelat-Ligand einen hohen sterischen Anspruch aufweist.
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7.2.5 Komplexierung der Nanopartikel

In diesem Kapitel sollte nun die Komplexierung und die damit stattfindende
Verkniipfung der Nanopartikel untereinander beschrieben und erldutert werden.
Zuniichst soll die Komplexbildung des Terpyridins insbesondere mit Eisen{Il)ionen
niher betrachtet werden und die daraus resultierenden moglichen Analysemethoden
tiber UV/vis-Spektroskopie gezeigt werden.

Terpyridin-Komplexe mit Eisen(1I)

Der dreiziihnige Ligand bildet sowohl Mono- (1:1) als auch Bis-Komplexe (1:2) mit
verschiedenen Metallionen (Fe™*, Co™, Ni*", etc.) aus.”! Im Folgenden lag der Fokus
lediglich auf Bis-Terpyridin-Eisen(1l)-Komplexe, welche besonders stabil sind. Diese
starke Stabilisierung der Eisen(ll)-bis-Komplexe der Terpyridin-Chelate beruht auf
einer hohen Ligandenfeldstabilisierungsenergie. Betrachtet man hierzu die in Abbildung
78 dargestellte d"-Elektronenkonfiguration des Eisen(Il) liefert die d’-low-spin-
Elektronenkonfiguration des Fe’*-Zentrums die nitige Energie. Denn bei Bis-
Terpyridin-Eisen(ll)-Komplexen ordnen sich die sechs Stickstoffatome des Terpyridins
oktaedrisch um das Metallzentrum an. Dadurch werden die Orbitale d,” und d;.}-z
energetisch angehoben, die Orbitale d,y, dy, und dy, energetisch abgesenki. Dieser
Energiegewinn ist grof fiir die d*-Konfiguration mit low-spin-Anordnung, da bei dieser

Konfiguration nur das energetisch giinstige ta,-Niveau mit sechs Elektronen besetzt
. . [246]
Ist.

g,-Niveau
d;z d*z y2
d. d

I ;.;' \l?
H+ bL 4| A et
'y 1y |y
dy de dy d d d
L1 KL i
high spin low spin

Abbildung 78:High und low Spin der d"-Elekirenenkonfiguration des Eisens(ll) bei der Bildung des
oktaedrischen Terpyridin-Eisen(11-Komplexes,

Der Bis-Terpyridin-Eisen(11)-Komplex bildet sich schnell und bei Raumtemperatur. Die
schlagartig eintretende violette Firbung ist ein Indikator fir die Bildung eines solchen
Bis-Komplexes. Typisch fiir Eisen-Komplexe ist die in Abbildung 79 gezeigte metal 1o
ligand charge transfer-Bande (MLCT), die bei hohen Wellenlidngen aufiritt und die fir
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die intensive Farbe verantwortlich ist. Oft wird auch die metal centered-Bande (MC) bei
niedrigeren Wellenlingen beobachtet.”™"!

A B ”
[a-u] 1 LC frel
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Abbildung 79 UV/Vis-Spektrum eines unkomplexierten-(durchgezogene Linie) und eines komplexierten
i gestrichelte Linie) Terpyridinliganden.

Komplexierung der Nanopartikel NP28tpy-32tpy iiber Fe(ll)-lonen

Im folgenden Schritt sollten die Nanopartikel NP28tpy-32tpy iiber die Komplexierung
der auf der Oberfliche befindlichen Terpyridin-Einheiten miteinander verbunden
werden. Hierfiir wurde die in Abbildung 80 dargestellte Reaktion durchgefiihrt.

NP28tpy-32tpy NP28komp-32komp

1. 0.5eq.FeBr, 2h,RT
2. 20eq. NH,PF,, 30 min, RT ”

b

Abbildung 8k Schematische Darstellung der Komplexierung der Nanopartikel NP28tpy-32tpy iiber
FeBr: zu den Nanopartikel-Komplexen NP28komp-32komp, Terpyridin-Einheiten in rosa und die
Terpyridin-Eiseni IT}-Komplexe in violett.

Im ersten Schritt wurden die jeweiligen Nanopartikel in Methanol vorgelist und 0.5 eq.
FeBr: bezogen auf die liber UV/vis-Spektroskopie bestimmte Terpyridin-Modifizierung
zu den Nanopartikellosungen gegeben. Bis auf die Reaktionslosung NP28komp,
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verfarbten sich die restlichen Losungen augenblicklich violett. Nach zwei Stunden
Riihren bei Raumtemperatur, wurde ein Uberschuss (20 eq.) an einer wissrigen
NH4PFs-Losung zu den entsprechenden Komplexierungen gegeben und weitere 30
Minuten bei Raumtemperatur rithren gelassen. AnschlieBend wurden die ausgefallenden
Salze abzentrifugiert und das organische Losungsmittel entfernt. Die wéssrigen
Nanopartikel-Komplexe NP28komp-32komp wurden dann iiber Dialyse gegen Wasser
fir 48 h (MWCO =5000) weiter aufgereinigt, gefriergetrocknet und gefillt. Somit
wurden die Nanopartikel-Komplexe NP28komp-32komp als leicht violette Feststoffe
erhalten.

Weiter wurde die erfolgreiche Komplexierung der Nanopartikel NP28komp-32komp,
wie auch die nicht Komplexierung von NP32komp, iiber UV/vis-Spektroskopie gezeigt
In Abbildung 81 sind die UV/vis-Spektren der Nanopartikel-Komplexe NP28komp-
32komp dargestellt. Die MLCT-Bande der Proben NP28komp-31komp bei ungefihr
570 nm sind deutlich erkennbar. Lediglich bei NP32komp fand keine Komplexierung

statt, da keine Terpyridin-Einheiten auf der Oberfldche immobilisiert werden konnten.

2,5
= NP28komp
= NP29komp
= NP30komp
2,0 1 —— NP31komp
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-]
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Abbildung 81: UV/vis Spektren der Nanopartikel-Komplexe NP28komp-32komp gemessen in
Methanol.

Die DLS Messungen ergaben Ergebnisse mit sehr hohen Polydispersititen und waren
aus diesem Grund nicht auswertbar. In Tabelle 33 sind die erhaltenen Ergebnisse
zusammengefasst. Alle Proben, ausgenommen NP32komp, zeigten hohe
Standardabweichungen von bis zu 60 % bei NP30komp und PDIs zwischen 0,29 bis
0,98 fiir die jeweiligen Nanopartikel-Komplexe NP28komp-31komp. Dabei zeigte die
Probe NP32komp keine signifikante Anderung in der GroBe des hydrodynamischen
Durchmessers und mit einem PDI von 0,15 keinen Hinweis auf die Bildung von

groeren Aggregaten.
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Tabelle 33: Hydrodynamische Durchmesser der komplexierten Nanopartikel NP28komp-32komp mit
unterschiedlichen Anteilen an den Polymeren P22 und P23.

# P22:P23 / mol% dn /nm PDI’
NP28komp 100:0 192.3 £51.2 0.98
NP29komp 5:95 87.22 + 6.41 0.29
NP30komp 2:98 26.37 £16.37 0.64
NP31komp 1:99 44,13 +15.38 0.79
NP32komp 0:100 38.02+ 1.16 0.15

*Der hydrodynamische Durchmesser d, und der PDI wurden mittels DLS-Messungen einer 1 mg/mL
Nanopartikellosung in Methanol bei Raumtemperatur erhalten.

Zusitzlich wurden TEM Aufnahmen von den jeweiligen Nanopartikel-Komplexen
NP28komp-32komp angefertigt, um eine bessere Aussage iiber die Verkniipfung der
Partikel untereinander treffen zu konnen. Hierfiir wurden von den jeweiligen Proben
eine Konzentration von 0,1 mg/mL in Wasser angesetzt und die Proben mit
Uranylacetat versetzt. 20 uLL der entsprechenden Probe wurde auf das Kupfergrid
gegeben und nach einer Minute wurde der Tropfen iiber ein Filterpapier vorsichtig
entfernt. In Abbildung 82 sind die Aufnahmen in unterschiedlichen Skalierungen
dargestellt, dabei entspricht der MaB3stabsbalken bei (1) 200 nm, bei (2) 100 nm und bei
(3) 50 nm und die Buchstaben A-E stehen fiir die Nanopartikel-Komplexe NP28komp-
32komp. Auf den Aufnahmen ist die sphirische Morphologie der Nanopartikel von den
einzelnen Proben zu erkennen, auch zeigt die GroBBaufnahme unter (1) eine einheitliche
GroBenverteilung der Nanopartikel und weist auch auf keine intermizellaren
Vernetzungen hin. Die Grof3e der Partikel NP28komp-32komp liegen laut den TEM
Aufnahmen zwischen 25 — 50 nm und sind damit geringfiigig kleiner als die, welche
tiber die DLS-Messungen ermittelt wurden. Die unkomplexierten Proben NP28tpy-
32tpy zeigten hydrodynamische Groen um die 40 — 50 nm."*”!

Betrachtet man die Probe NP28komp, welche den hochsten Anteil an Terpyridinen auf
der Oberflidche besitzt, beobachtet man grole Aggregate um die 100 — 150 nm. Der teils
hohere Massenkontrast weist weiter auf iibereinander liegende Partikel hin. Betrachtet
man hierzu die Probe NP32komp, welche keine Terpyridin-Einheiten auf der Schale
tragt, fallt auf, dass keine Aggregation der Partikel erkennbar ist und Einzelpartikel
vorliegen. Weiter ist die groBBte Aggregatbildung bei der Probe NP30komp (C1-3) zu
sehen. Die Terpyridin-Modifizierung von 11 % scheint optimal fiir die Bildung grof3er
Nanopartikel-Cluster. Eine Erhohung der Terpyridin-Modifizierung auf 21 %
(NP29komp) bzw. 43 % (NP28komp) zeigte keine vermehrte Komplexbildung. Dies
ist auf den sterischen Anspruch des Terpyridin als auch des Eisen(II)-bis-Komplexes

zuriick zu fiihren, was eine Limitierung zur Folge hat.
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Abbildung 82: TEM-Aufahmen der Nanopartikel-Komplexe NP28komp-32komp, A: NP28komp,
B: NP29komp, C: NP30komp, D: NP3 lkomp, E: NP32komp, 1: 200 nm, 2: 100 nm, 3: 50 nm Mabsiab
{ Probenpriration und Aufnahmen worden von Fran M. Meuris, AK 1, Tiller, Fakultit BCT, durchgefiihrt),
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7.2.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden die ersten Untersuchungen zur Assemblierung von
Nanopartikeln basierend auf Poly(2-oxazolin)en iiber Metall-Ligandwechselwirkungen
durchgefiihrt. Es wurden zwei verschieden endfunktionaliserte Blockcopolymere mit
Alkinseitengruppen in  unterschiedlichen  Verhiltnissen gemischt und als
Makromonomere in der Mikroemulsion eingesetzt. Hierdurch wurden unterschiedlich
viele Modifizierungsstellen auf der Partikeloberfliche geschaffen. Uber eine
nukleophile Substitution wurden so erfolgreich unterschiedliche Konzentrationen des
Liganden 4'-(4-(Bromomethyl)phenyl)-2,2":6',2"-terpyridin (tpy-Br) auf der Schale der
Partikel immobilisiert. Die funktionalisierten Nanopartikel wurden anschlieBend mittel
Eissen(Il)ionen iiber eine starke Metall-Ligandwechselwirkung zur Aggregation
gebracht. Uber DLS-Messungen und TEM-Aufnahmen konnten in Abhingigkeit der

Ligand-Konzentration Nanopartikel-Assemblierungen beobachtet werden.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung neuer und die Optimierung bestehender Verfahren zur Erkennung und
Behandlung von Krebs, (neuro)degenerativen, sowie Stoffwechselerkrankungen stehen
im Fokus der heutigen Wissenschaft. Ein vielversprechendes Konzept ist die
Umsetzung einer patientenspezifischen Therapie verbunden mit einer Echtzeit-
Diagnostik. Eine mogliche Vorgehensweise zur Realisierung dieses Konzeptes ist der
Einsatz von multifunktionalen Nanopartikeln. Im Idealfall sind diese mit diversen
funktionellen Molekiilen ausgestattet, so dass sie gleichzeitig eine therapeutische
Wirkung zeigen und fiir die Diagnostik eingesetzt werden konnen. Zur
Funktionalisierung stehen sowohl die Partikeloberfldche, als auch das Partikelinnere zur
Verfiigung. Der Partikelkern wird in den meisten Fillen zur Einlagerung von
hydrophoben Wirkstoffen genutzt. Hierdurch soll eine Anreicherung des im Kern
eingeschlossenen Wirkstoffes im Tumorgewebe erméglicht werden. Molekiile, die in
der Lage sind gezielt krankes Gewebe zu adressieren, sollten auf die Partikeloberfliche
gebracht werden. Die Immobilisierung bildgebender Molekiile auf der Oberfldche oder
im Kern wiirde es zudem erlauben, den Wirkungsort eines sich freisetzenden

Medikaments zeitaufgelost visualisieren zu konnen.

Aus diesem Grund beschiftigte sich diese Arbeit mit der Darstellung von polymeren
Nanopartikeln fiir den potentiellen Einsatz als Diagnostika in der Medizin. Als
Ausgangspunkt stand die Entwicklung eines biokompatiblen Nanopartikelsystems, das
variabel modifizierbar sein sollte, mit dem Ziel, unterschiedliche funktionelle Gruppen
einfach und kontrolliert in das Nanopartikelsystem einfithren zu kénnen. Daher wurde
das Poly(2-oxazolin)system als Basis fiir die Nanopartikelsynthese gewdhlt. Dieses
weist neben einer guten Biovertridglichkeit, vielfiltige Modifizierungsmoglichkeiten

tiber die Wahl funktioneller Initiatoren, Terminierungsreagenzien und Monomeren auf.

Zundchst wurde in Kapitel 4 die Nanopartikelsynthese mithilfe der
Mikroemulsionspolymerisation untersucht. Hierbei wurde in Wasser das hydrophobe
Diacrylat-Monomer, 1,6-Hexadioldi(meth)acrylat (HDD(M)A), in Mizellen aus
amphiphilen Poly(2-oxazolin)en eingelagert und unter radikalischen Bedingungen
polymerisiert.

Das Ziel war, eine reproduzierbare Nanopartikelsynthese zu entwickeln, welche es
ermoOglicht, stabilisierte Nanopartikel unterschiedlicher GroBe im Bereich von
20 — 100 nm herzustellen. Hinsichtlich der passiven Anreicherung iiber den EPR-Effekt
(engl.: enhanced permeability and retention) in Tumorzellen, decken diese
Nanopartikelgroen einen interessanten Bereich ab. Um diese Flexibilitdt in der
NanopartikelgroBe  zu  erhalten, sollten neben der HDDM)A- und
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Polymerkonzentration, der Polymerisationsgrad, der Homogenisierungsprozess mittels
Ultraschall und die Polymerisationsdauer untersucht werden. In Abbildung 83 ist das
verwendete Mikroemulsionssystem schematisch dargestell,

Mizelibildung @ HDD{M)A Einlagerung, Vernetzungsreaktion,
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Abbildung 83: Schematische Darstellung der Mikroemulsionspolymerisation von HDINM)A  und
amphiphile Poly{2-oxazolinjen.

Die amphiphilen Poly(2-oxazolinje fungieren einerseits als Tenside und solubilisieren
das hydrophobe Monomer HDD(M)A im Kern der gebildeten Mizellen. Zum anderen
besitzen die Amphiphile eine funktionelle, radikalisch polymerisierbare Gruppe im
hydrophoben Block, wodurch sie zusitzlich als Makromonomere in der Mikroemulsion
dienen.

Zuniichst wurde der hydrophobe Teil der amphiphilen Poly(2-oxazolinje mit einer
Alkin-Gruppe funktionalisiert und fiir die Nanopartikel-Stabilisierung verwendet.
Weiter wurde die radikalische Kernvernetzung des Monomers HDDA mittels des UV-
Initiators  2-Propanthiol und des Azo-Initiators Azobis(isobutyronitril) (AIBN)
untersucht und miteinander verglichen. Uber beide Startreaktionen konnte eine
kovalente Bindung zwischen dem Polymer und dem eingelagertem Kernvernetzer
HDDA hergestellt und somit stabile Nanopartikel erhalten werden. Aufgrund der
deutlich einfacheren Probenpriiparation und der Handhabbarkeit, wurde das AIBN-
System favorisiert und im Weiteren als Standard-Initiator-System verwendet.

In Abbildung 84 sind die erhaltenen FErgebnisse auf Grundlage der Alkin-
funktionalisierten Polymere P1 und P2 zusammengefasst. Es konnte gezeigt werden,
dass die NanopartikelgriBe abhiingig vom Polymerisationsgrad des Amphiphils (P1 und
P2) und der eingesetzten Menge des Kernvernetzers HDDA ist. Gribere Polymere und
hihere Mengen an eingelagertem HDDA fiihrten zu gréberen Nanopartikeln.
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Abbildung 84: Polymerstrukturen von P1 und P2 (A), der Einfluss der HDDA-Menge (B) und der
Einfluss der Ultraschallbehandlung auf die Partikelgrisbe (C).

Als ein weiterer wichtiger Einflussfaktor stellte sich die Homogenisierung des
Partikelsystems mittels Ultraschallbehandlung heraus. Lingere Sonifizierungszeiten
fithrten zur maximalen Quellung der Mizellen mit dem hydrophoben Monomer HDDA
und somit zu gréBeren Nanopartikeln. Uber dieses Verfahren konnten gezielt polymere
Nanopartikel auf Poly(2-oxazolin)-Basis iiber die Mikroemulsions-polymerisation im
Gribenbereich von 20 — 75 nm synthetisiert werden,

Fiir eine Verbesserung der kovalenten Vernetzung vom eingelagerten Monomer und
dem umbhiillenden Poly(2-oxazolin)s, wurde die Alkin- durch eine Acrylat-Funktion
ersetzt.  Dafiir wurde ein  newes Monomer, 2-(5-Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-
methacrylat)]-oxazolin (12), erfolgreich iiber eine fiinfstufige Synthese mit einer
Gesamtausbeute von 38 % dargestellt.

Weiter wurden drei amphiphile Blockcopolymere aufgebaut, welche im hydrophoben
Teil des Polymers das Monomer 12 in Kern-Region (P3), in Schalen-Region (P4) oder
statistisch (P5) mit 2-Heptyl-2-oxazolin eingebaut haben. In Abbildung 85 sind die
jeweiligen Molekiil- bzw. Polymerstrukturen dargestellt. Es wurde beobachtet, dass die
Lage des Monomers 12 die Mizell- und die Nanopartikelbildung aufgrund der lingeren
Alkylkette beeinflusst. Dieser Effekt war am stiirksten bei dem Polymer P3 ausgepriigt.
Der hydrodynamische Durchmesser der Polymermizelle wvon P3  betrug
dppa=286+31nm und des entsprechenden kernvernetzen Nanopartikels
dywpr =223 £2.5nm.
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Abbildung 85: Molekiilstrukturen des Acrylat-funktionalisierien Monomers 2-(5-Pentyl-[( 1.2, 3-triazol )-4-
yl-methacrylat)]-oxazolin (12) und der amphiphilen Polyi2-oxazolinje P3-P5.

AnschlieBend wurden im Kapitel 4.2.3 drei unterschiedlich groBe Nanopartikel
(20, 40, 65 nm) mit biorelevanten Molekililen fiir das aktive Adressieren und
Visualisieren von Tumorzellen dargestellt werden. Hierflir wurde zuniichst ein Amin-
endfunktionalisiertes Polymer, iiber die Reduktion der Azid-Endgruppe des Acrylat-
funktionalisierten Polymers PS, synthetisiert. Nach wvollstiindiger Umsetzung zum
primiren Amin, wurde das Polymer P6 in der Mikroemulsionspolymerisation mit
(0, 50 100 Gew.-% HDDMA  eingesetzt. Hiermit Kkonnten Nanopartikel im
GriobBenbereich von 20 —70 nm mit einer Amin-modifizierten Oberfliche erhalien
werden. Fiir das gezielte Adressicren an kranke Zellen wurden Folséure (FA) und eine
RGD-beinhaltene Peptidsequenz (GRGDS6Ahx6AhXF) iiber Amidbindungen auf der
Oberfliche der Nanopartikel immobilisiert. Weiter wurde der Fluoreszenzfarbstoff
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) mittels einer Additionsreaktion, als bildgebendes
Molekiil, auf die Oberfliche gebracht. Es Kkonnten moderate bhis gute
Beladungskonzentrationen der einzelnen Molekiile im Vergleich zu der Literatur
erhalten werden. Die iiber UV-Quantifizierung erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 34
dargestellt. Es zeigte sich, dass die Beladung mit den unterschiedlichen bioaktiven
Muolekiilen von der Nanopartikelgrilie unabhiingig ist. Allerdings spielten die GriiBe der
Molekiile und die Art der Oberflichenreaktion eine entscheidende Rolle bei der
Modifizierungseffizienz. Aus diesem Grund konnte das sterisch anspruchsvolle RGD-
Peptid lediglich mit einer 10-mal geringeren Beladungskonzentration auf der
Oberfliche immobilisiert werden als das Folsiure-Molekiil. Im Rahmen dieser Arbeit
waren weiterfihrende Zell-Experimente mit den funktionalisierten Nanopartikeln
NP10a-c. NP11a-¢ und NP12a-¢ nicht miglich. Die Untersuchungen zur gezielten
Zellauinahme sollten Gegenstand zukiinftiger Studien sein.
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Tabelle 34: Zusammenfassung der Oberflachenfunktionalisierungen der Nanopartikel NP10-12 mit
Folsdure (a), einer RGD-Peptid-Sequenz (b) und dem Farbstoff Fluoresceinthioisocyanat (c).

NP10a 0 FA 21.38 £7.62 1.74 +0.85°
NP11a 50 FA 39.56 £5.35 1.97 + 1.05°
NP12a 100 FA 60.64 £ 7.85 2.00 +0.64°
NP10b 0 RGD 28.86 +6.32 0.11 £0.02°
NP11b 50 RGD 4129 +223 0.18 +0.04¢
NP12b 100 RGD 68.20 = 7.66 0.13 +0.05*
NP10c 0 FITC 24.67 +7.62 1.25 +.0.03°
NP11c 50 FITC 38.68 £2.48 1.16 £0.12°
NP12¢ 100 FITC 59.42 £3.32 1.04 £0.22°

a) Mikroemulsionspolymerisationsbedingungen: 0 — 100 Gew.-% 1,6-Hexandioldimethacrylat, 5 Gew.-%
Heptadekan, 0.1 Gew.-% AIBN, 30 min. entgasen, 5 min. Sonifizierung, 65 °C {iiber Nacht,
b) Hydrodynamischer Durchmesser d, wurde mittels DLS Messungen einer wissrigen 1 mg/mL
Nanopartikel-Losung bei Raumtemperatur bestimmt (Zetasizer SZ from Malvern), ¢) Konzentration der
Folsdure-Modifizierung bestimmt iiber UV/vis-Spektroskopie (Ay,=363 nm) einer 1 mg/mL 0,1 M
NaOH-Losung, d) Konzentration der Peptid-Modifizierung bestimmt iiber UV/vis-Spektroskopie
(Amax=254 nm) einer 1 mg/mL wissrigen Losung, e) Konzentration der Fluorescein-Modifizierung
bestimmt iiber UV/vis-Spektroskopie (Ay.=495 nm) einer 1 mg/mL 0,1 M NaHCO;-Losung.

Die darauffolgenden Kapitel 5 und 6 befassten sich mit der Darstellung von
modifizierten Makromolekiilen fiir den Einsatz in der Magnetresonanz-Tomographie
(MRT) bzw. der Positronen-Emission-Tomographie (PET). Diese stellen zwei der
heutzutage wichtigsten bildgebenden Verfahren in der klinischen Diagnostik dar.

In der MRT werden zur Unterscheidung von gesunden und kranken Bereichen
tiberwiegend Gadolinium(IIl)-Komplexe eingesetzt. Diese bewirken durch ihre
paramagnetische Eigenschaft eine Verkiirzung der T;-Relaxationszeit und tragen somit
zur Kontrastverstirkung bei. Eine Verkniipfung an makromolekulare Strukturen
verstdrkt diesen Effekt durch die hohe molare Masse und die verlangsamte Brown sche
Molekularbewegung zusétzlich.

In dieser Arbeit wurde der, in der MRT hiufig als Kontrastmittel verwendete, Ligand
DO3A(#Bu); als Terminierungsreagenz in der Polymerisation von 2-Oxazolinen
eingesetzt. Es konnten erfolgreich ein mit Gadolinium(IIl)-komplexiertes
Homopolymer, ein Blockcopolymer und ein Nanopartikel, auf Basis von
Poly(2-oxazolin)en, synthetisiert und untersucht werden. In Abbildung 86 sind die
erhaltenen makromolekularen Strukturen schematisch dargestellt. Es wurden

Relaxivititen (r;) von 2,32 — 10,10 mM™-s™ fiir die jeweiligen Systeme erhalten.
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Abbildung 86: Schematische Darstellung der DO3IA[GA]-Systeme aul Basis von Poly(2-oxazolinjen und
den erhaltenen DO3A-Modifizierungen Modpoas,  Gadolinium{ITmeodifizierungen Modgy  und
Relaxivititen 1.

Die angegebenen Relaxivititen r; lassen eine qualitative Aussage iber die
Makromolekiile als Kontrastmittel zu. Je hoher der Relaxivititswert r; ist, desto stiirker
ist der Kontrast in der MRT-Aufnahme in Abhiingigkeit der eingesetzten
Kontrastmittel- Konzentration. Ein Vergleich mit der Literatur zeigt dhnliche Ergebnisse
fiir vergleichbare makromolekulare Systeme. Dies macht sie duflerst interessant fiir in
vive Experimente und Untersuchungen hinsichtlich der unterschiedlichen Bioverteilung
im Kdrper in Abhiingigkeit von der molaren Masse der polymeren Systeme. Dies und
die Darstellung von bifunktionalen Nanopartikeln mit geeigneten Molekiilen, die gezielt
an bestimmte Tumorzellen binden, sollten deshalb Gegenstand zukiinftiger Forschung

sein.

Fiir die Bildgebung in der PET sind sogenannte Radiopharmaka notwendig, welche eine
radioaktive Substanz beinhalten. Dieses Radionuklid emittiert ein Positronium, welches
durch Annihilation mit einem Elektron detektierbare Photonen aussendet. Zur
Visualisierung von Krankheitsherden mittels PET wird heutzutage hauptsiichlich mit
P E-markierte 3—[’HF]Fqur—E—dﬂsuxy—[}—glukme verwendet.

In dieser Arbeit wurde der Einsatz des Silizium-Fluor-Akzeptors SiFA-Br fir die
Initilerung der Polymerisation von 2-Oxazolinen untersucht. Dieses Molekiil wird in
akademischen PET-Studien als Radiopharmaka-Vorliufer verwendet und ist durch
seine einzigartige Struktur stabil gegeniiber harschen Reaktionsbedingungen. Dieses
Molekiil wurde von Frau Britta Glowacki (AK Jurkschat) zur Verfigung gestellt und
die ’3F-Markiemngen und PET-Aufnahmen wurden von Schirmmacher et al
durchgefiihrt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Alkin-basierte SiFA-funktionalisierte Poly(2-
oxazolinje synthetisiert und in der Mikroemulsionspolymerisation mit unterschiedlichen
HDDMA-Anteilen (50, 100, 150, 200 Gew.-%) eingesetzt. Somit konnten Nanopartikel
im Gribenbereich von 20 — 70 nm erhalten werden. Diese wurden anschlieBend in der
Einrichtung des medizinischen Isotopen-Zyklotrons der Universitit von Alberta
(Kanada) mit dem 'HF~I1-:nmp radioaktiv markiert.
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Abbildung  87;  Polymerstrukturen  der  SiFA-funktionalisierten  Polymere P15 und P16 (A),
Hydrodynamische Durchmesser und radiochemische Ausbeuten der Nanopartikel NP17-200 (B, Zeii-
Aktvititskurve der Tumor- und Muskelaufnahme des Nanopartikels NP17 (C) und die Klein-Tier-PET-
Aufnahme 4 h nach Injektion des Nanopartikels NPIS.

Die erhaltenen radiochemischen Ausbeuten betrugen 3040 % und stimmten gut mit
den Ergebnissen vergleichbarer Systeme {iberein. Weiter wurden die Aufnahmen der
Nanopartikel NP17 (20 nm) und NP18 (30 nm) in den Tumor von miusespezifischen
Brustkrebs untersucht. Es konnte eine grisBbenabhiingige Aufnahme beobachtet werden.
Die 30 nm grobien Partikel reicherten sich mit iiber 80 % vermehrt im Tumorgewebe an.
Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 87 zusammengefasst, Der Einfluss des
EPR-Effektes auf die Tumoraufnahme soll Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen
sein und konnte im Rahmen dieser Arbeit zeitlich nicht weiter betrachtet werden.

Dariiber hinaus wurden Acrylat-basierte SiFA-funktionalisierte Poly(2-oxazolin)e iiber
den Initiator SiFA-Br aufgebant und iber die Mikroemulsionspolymerisation mit
HDDMA (0, 50, 100, 150, 200 Gew.-%) stabilisiert. Der HDDMA-Einfluss auf die
PartikelgroBbe konnte auch hier gezeigt werden, wobei der Polymerisationsgrad der
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Polymere P18 und P19 sich zu wenig unterschied, um einen Effekt bei der
Nanopartikelbildung zu beobachten (Abbildung 88).
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Abbildung 58 Molekiilstruktur der Polvmere P18 und P19 (A), Hydrodynamische Durchmesser o, der
Nanopartikel hergesielli aus dem Polymer P18 in Wasser und Methanol (B),

Zudem wurde ein multifunktionaler Nanopartikel aus einer 1:1 Mischung eines SiFA-
endfunktionalisierten und Amin-endfunktionalisierten Polymers hergestellt. In dem
Kern wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinmethacrylat (FMA) kovalent
gebunden. Anschlielend wurde auf der Oberfliche, welche zum Teil Amin-Gruppen
besitzt, Folsiure (FA) modifiziert. Die Charakterisierung erfolgte iiber UV/vis- und
Fluoreszenz-Spektroskopie, sowie Fluoreszenzmikroskopie. Hierdurch wurde ein
trifunktionaler polymerer Nanopartikel mit zwei bildgebenden Molekiilen (SiFA und
FMA) und einer Funktion, die gezielt Tumorzellen adressieren kann (FA), hergestellt.
Die erhaltenen UV/vis-Spektren der Nanopartikel NP23 und NP24 und die
Fluoreszenzmikroskop-Aufnahme des Nanopartikels NP24 sind in Abbildung 89

dargestellt.
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Abbildung 89: UV/vis-Spekiren der Nanopartikel NP23 und NP24 vor (grau) und nach (schwarz) der
Folsiure-Modifizierung  (A), Fluoreszenzmikroskop-Aufnahme des Nanopartikels NP24 mit  einer
Anregungswellenlinge von *., = 514 nm (B},
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Der trifunktionale Nanopartikel NP24 konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht in Zell-

Experimenten untersucht werden und sollte Gegenstand weiterer Studien sein.

Im abschlieBenden Kapitel 7 wurde die Darstellung von Nanopartikel-Multimeren
beschrieben. Eine Verkniipfung von Nanopartikeln soll die Funktionalisierungsdichte
erhohen.

In dieser Arbeit sollte eine Verkniipfung von polymeren Nanopartikeln auf Basis von
Poly(2-oxazolin)en iiber einen Bis-Terpyridin-Eisen(Il)-Komplex beschrieben und
untersucht werden. Dafiir sollten Nanopartikel auf der Oberfliche mit Terpyridin-
Liganden funktionalisiert und mittels Eisen(IT) komplexiert werden (Abbildung 90).

Abbildung 90: Nanopartikelverkniipfung iiber Bis-Terpyridin-Eisen(II)-Komplex.

Zunichst wurden iiber eine ,,one-Pot“-Strategie zwei Polymere mit unterschiedlichen
Endgruppen erhalten. Das Polymer P22 wurde mit Piperazin und das Polymer P23 mit
Piperidin terminiert (Abbildung 91).
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Abbildung 91: Molekiilstrukturen der amphiphilen Polymere P22 und P23.
Es wurden Nanopartikel iiber Polymergemische der beiden Polymere P22 und P23
hergestellt. Dabei wurden fiinf unterschiedliche Verhiltnisse von P22:P23 verwendet
(100:0, 95:5, 98:2, 99:1 und 100:0 mol-%) und mit jeweils 50 Gew.-% HDDMA in der
Mikroemulsionspolymerisation umgesetzt. In Abhéngigkeit der eingesetzten P22-
Konzentration wurden unterschiedlich viele Bindungsstellen fiir den Terpyridin-
Liganden tpy-Br auf der Oberfliche der jeweiligen Nanopartikel NP28-32 geschaffen.
Uber eine nukleophile Reaktion konnten tpy-Modifizierungen von 8 —43% erhalten
werden. Auch hier spielt der sterische Anspruch des Terpyridin-Liganden eine

limitierende Rolle bei der Oberflichenfunktionalisierung (Tabelle 35). Anschliefend
wurden die modifizierten Nanopartikel NP28tpy-32tpy jeweils iiber die Komplexierung
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der Terpyridine mittels Eisen(Il)-lonen miteinander verkniipft. Die erhaltenen

Nanopartikelgemische wurden iiber TEM-Messungen charakterisiert.

Tabelle 35:Modifizierungseffizienzen der Nanopartikel NP28tpy-32tpy.

# P22:P23 / mol% d,* /om MO;;‘;‘;{;‘;‘;{; o,
NP28tpy 100:0 49.52 4 1.84 43
NP29tpy 5:95 58.01 + 0.32 21
NP30tpy 2:08 40.58 + 2.11 11
NP31tpy 1:99 4634 +3.14 8
NP32tpy 0:100 4230 +2.91 0

a) Hydrodynamischer Durchmesser d, wurde mittels DLS Messungen einer 1 mg/mL Nanopartikel-
Losung bei Raumtemperatur bestimmt, b) Die Modifizierungseffizienz wurde mittels UV/vis-
Spektroskopie mit g, = 44628 L/mol-cm bei Ay = 277 nm ermittelt.

Anschliefend wurden die modifizierten Nanopartikel NP28tpy-32tpy jeweils iiber die
Komplexierung der Terpyridine mittels Eisen(II)-Ionen miteinander verkniipft. Die
erhaltenen Nanopartikelgemische wurden iiber TEM-Messungen charakterisiert. Es
zeigte sich, dass groBle Nanopartikelaggregate entstanden sind. Lediglich bei der
Komplexierung des Nanopartikels NP32tpy zeigten sich keine groBeren Aggregate,
sondern nur einzelne Partikel. Der Grund hierfiir ist, dass der Partikel NP32tpy
ausschlieflich aus dem Polymer P23 besteht und keine tpy-Oberflichenmodifizierung
besitzt. Eine bessere Kontrolle der Oberflichenfunktionalisierung mit dem Liganden
tpy-Br wire sicherlich fiir eine kontrolliertere Bildung von Nanopartikelaggregaten,
z. Bsp. Dimeren oder Trimeren von Vorteil. Ein moglicher Ansatz konnte sein, die
Nanopartikel auf einer Oberflache zu binden, so dass nur noch eine Seite fiir weitere

Modifikationen zur Verfligung steht
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9. Experimenteller Teil

9.1 Allgemeine Arbeitstechniken und Ger:iite

Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Acros, Sigma Aldrich, ABCR, AlfaAesar,
TCI Europe und Carl Roth erworben. Sofern nicht anders im Text vermerkt wurden die

Chemikalien ohne weitere Aufreinigung verwendet oder wie beschrieben synthetisiert.

Losungsmittel

Die fiir die Synthesen bendtigten trockenen Losemittel wurden iiber ein
Reinigungssystem von M-BRAUM Glovebox Technology SPS-800 gereinigt oder iiber
Calciumchlorid bzw. Kaliumcarbonat getrocknet und auf Molsieb destilliert.
Losungsmittel technischer Qualitdt wurden am Rotationsverdampfer destilliert. Die fiir
die Polymerisation bendtigten Losungsmittel wurden iiber Calciumhydrid getrocknet
und auf Molsieb destilliert.

Feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen

Reaktionen und Arbeitsschritte mit hydrolyseempfindlichen Substanzen wurden unter
Argon-Schutzgas-Atmosphidre und mit Hilfe der Schlenktechnik durchgefiihrt. Die
Zugabe der fliissigen Reaktanden, in die mit Septen verschlossenen Reaktionsgefif3e,

erfolgte unter Verwendung von Einmalspritzen.

Umkonditionierung der Dialysemembranen

Die verwendeten Dialysemembranen sind aus der ZelluTrans/Roth V-series der Firma
Carl Roth mit MWCO = 1000, 5000, 10000, einer Breite von 45 mm und einer
Wandstidrke von 20-30 um bestellt worden. Diese bestehen aus regenerierter Zellulose
und sind in einer 20%igen Ethanollosung gelagert. In Anwendung in Wasser wurden die
Dialysemembranen ohne weitere Aufarbeitung benutzt. Fir die Verwendung in
Methanol oder Chloroform (empfohlen vom Hersteller[248]) miissen die Membranen
umkonditioniert werden. Zunidchst muss eine Konditionierung auf Methanol erfolgen.
Hierfiir wird zuerst der entsprechende Dialyseschlauch in 50 mL VE-Wasser vorgelegt.
Hierzu werden 50 mL Methanol, unter Riihren zugetropft. AnschlieBend wird das
Gemisch aus 1:1 Wasser und Methanol halbiert. Hierzu wird dann wieder 50 mL
Methanol unter Riithren getropft und der Ansatz wieder halbiert. Dies wird bis zu
finfmal wiederholt. Fiir die Umkonditionierung auf Chloroform wird der nun in
Methanol vorliegende Dialyseschlauch entsprechend der obigen Anleitung auf

Chloroform umgespiilt.
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NMR-Spektroskopie

NMR-spektroskopische Untersuchungen wurden an FT-NMR-Geriten der Firma
Bruker der Typen DRX-400 (400 MHz) und DRX-500 (500 Hz) bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm ACD Labs
Release 12.01. Die Angabe der chemischen Verschiebung & erfolgt in parts per million
(ppm), die der Kopplungskonstanten J in Hertz (Hz). Die Kalibrierung erfolgte auf die
Restprotonen des verwendeten deuterierten Losemittels, hier deuteriertes Chloroform
(CDCl3: 6 (1H) = 7.24 ppm). Fiir die Angabe der Signalmultiplizititen wurden die
folgenden Abkiirzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett,
quin = Quintett, m = Multiplett, br. = breit.

Massenspekroskopie

Fiir die Massenspektroskopie (GC-EI-HRMS) wurde ein Gerdt der Firma Thermo
Electron verwendet. Die Messungen wurden bei 160 °C und einer Spannung von 70 eV
durchgefiihrt. Den m/z-Wert der Molekiilionen und den angegebenen ausgewéhlten
Fragmenten liegen jeweils die Massenzahlen der Isotope mit der groflten natiirlichen

Haufigkeit zugrunde. Als Referenzsubstanz wurde Perfluorokerosen verwendet.

GPC-Messungen

Die GPC-Messungen wurden mit einem GPCMax der Firma Viscotek in DMF mit
0,025 Gew.-% LiBr, bei einer Flussrate von 0,7 mL/min. und einem Injektionsvolumen
von 100 pL, sowie 60°C Saulentemperatur durchgefiihrt. Die Signaldetektion erfolgte
mittels eines auf 55°C temperierten RI (dn/dc)-Detektors der Firma Viskotek. Die
eingesetzten Sdulen stammen von der Firma TOSOH Bioscience (Vorsdule:TSKgel
HHR-H Guardcolumn 6,0 mm ID x 4,0 cm L; Trennsdulen (2x): TSKgel GMHHR-M
7,8 mm ID x 30 cm L). Kalibriert wurde die Anlage mit einem selbst hergestellten
Polystyrol-Standardsatz unter Verwendung von sechs Eichpunkten und einer

maximalen Abweichung von 5,00 %.

UV/Vis-Spektroskopie
UV/Vis-Spektroskopische Untersuchungen wurden am Gerét Evolution 201 der Firma

Thermo-Scientific bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

ATR-FT-IR-Spektroskopie
Die IR-Spektren wurden mit einem ATR-FT-IR-Spektrometer Tensor 27 Platinum der

Firma Bruker aufgenommen und mit der Software OPUS Version 7.0 ausgewertet.

Transmissionselektronenmikroskopie
Zur Aufnahme der TEM-Bilder wurde das Gerdt CM200 der Firma Philips mit der
Kamera Orius SC200 der Firma Gatan verwendet. Die Proben wurden in Wasser mit

einer Konzentration von 0,01 mg/mL vermessen. Zur Kontrastierung wurde
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Uranylacetat oder Wolframphosphorsidure verwendet. Bei der Probenpriparation
wurden 20 uL Probe auf ein Kupfergrid gegeben. Nach einer Minute wurde der Tropfen
mit einem Filterpapier getrocknet. Die Aufnahmen wurden im Arbeitskreis von Herrn

Prof. Tiller von Frau M. Meuris aufgenommen.

Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Messungen am Fluoreszenzspektrometer erfolgten im Fachbereich der
Physikalischen Chemie, im Arbeitskreis von Herrn Prof. Rehage. Verwendet wurde die
Perkin-Elmer LS55 Anlage. Hierbei wurde die Wellenlinge A=334 nm und die
Emission bei 350-465 nm eingestellt. Pyren diente als Fluoreszenzfarbstoff (0.01 mM
Pyren in Methanol), 10 pL. Pyren wurde den Verdiinnungsreihen zugesetzt. Die

Auswertung erfolgte mit dem Programm FL WinLab.

Dynamische Lichtstreuung

Die DLS-Messungen erfolgten mit dem Gerét Zetasizer Nano-Z5 der Firma Malvern im
Arbeitskreis von Herrn Prof. Rehage. Durchgefiihrt wurden die Messungen mit einem
HeNe-Laser (A = 632 nm). Ausgewertet wurden die Messungen mit dem Programm
Zetasizer 6.32 von Malvern. Wenn nicht anders vermekt, wurden 1 mmol/L

Polymerlosungen und 1 mg/mL Nanopartikel-Losungen vermessen.

ICP-OES- Messungen

Die ICP-OES-Analyse erfolgte mit dem Duo-Gerit Iris Intrepid der Firma THERMO
ELEMENTAL im Arbeitskreis von Herrn Prof. Behr von I. Henkel. Durchgefiihrt wurden
die Messungen axial. Hierzu wurde eine wissrige Losung (pH = 6) der Substanz in der
angegebenen Konzentration angesetzt und vor der Messung mittels PTFE-

Spritzenvorsatzfilter filtriert.

Ti-Relaxationmessungen

Die T;-Relaxationmessungen wurden von Herrn Dr. Hiller an dem FT-NMR-Geriit der
Firma Bruker des Typs DRX-400 (400 MHz) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm TopSpin3.5plS. Die T;-Werte
wurden iiber die Area von 6 = 3,98 — 5,43 ppm gemittelt.

Phantom-Magnetresonanz-Aufnahmen

Die Phantom-Magnetresonanz-Aufnahmen wurden im Arbeitskreis Herrn Prof. Suter
von Anna Dantas und Marvin Heil durchgefiihrt. Folgende Messparameter wurden
verwendet: Echozeit-Flash: 10 ms, Echozeit-Spinwarp: 15 ms; Repetitionszeit-Flash:
500 ms Repetitionszeit-Spinwarp: 2000 ms Field Of View =85mm in xund
y Richtung, Field Of View = 0.2 mm in z-Richtung, Phasenschritte = 256.
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9.2 Praparative Vorschriften

9.2.1 Aufreinigung von kommerziell erhiltlichen Substanzen

2-Methyl-2-oxazolin (MOx)

Zuerst wird eine Destillationsapparatur bestehend aus einer K-

CY Destille unter Beachtung der Argon-Schlenk-Technik ausgeheizt. In
(0]

den Anfangskolben werden 50 mL 2-Methyl-2-oxazolin versetzt
M = 85,10 g/mol

mit einigen Spatelspitzen Calciumhydrid vorgelegt. In dem
Auffangkolben befindet sich aktiviertes Molsieb. Die Destillation findet unter
Ausschluss von Luftsauerstoff und unter Argon statt. Das Olbad wird auf 120-130 °C

erhitzt und das saubere Produkt erhilt man bei einer Kopftemperatur von ca. 104 °C.

Methyltriflat (MeOTY)

Zuerst wird eine Destillationsapparatur bestehend aus einer K-

(0]
_o-& FF Destille unter Beachtung der  Argon-Schlenk-Technik
o F ausgeheizt. In den Anfangskolben werden 10 mL Methyltriflat

M = 164,10 g/mol

versetzt mit einigen Spatelspitzen Calciumhydrid vorgelegt. In
p = 1,45 g/mL (25°C)

dem Auffangkolben befindet sich kein aktiviertes Molsieb. Die

Destillation findet unter Ausschluss von Luftsauerstoff und unter Argon statt. Das
Olbad wird auf 100 - 120 °C erhitzt und das saubere Produkt erhilt man bei einer

Kopftemperatur von ca. 70 °C.
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9.2.2 Synthesevorschriften der Monomere

Synthese von 2-Heptyl-2-oxazolin (HOx) — 2

10,00 g n-Heptylcyanid (79,4 mmol, 1 eq.) und 5,82g (95,3

CYWV mmol, 1.2 eq.) Ethanolamin werden in einem Dreihalskolben
o vorgelegt und mit 043 g (1,6 mmol, 0.02 eq.)

M= 169,26 g/mol Cadmium(II)acetat-dihydrat versetzt. Das Reaktionsgemisch
wird 48 h bei 130 °C refluxiert. Unter Feinvakuum (5,2*10'2 bar) wird das
iberschiissige Ethanolamin entfernt (Kopftemperatur: 80-90°C) und das gewiinschte
Produkt nach Destillation iiber CaH; als farblose Fliissigkeit erhalten (76%, 8,65 g).
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & (ppm) = 0.85 (m, 3H, CHs), 1.28 (m, 8H, (CH,)4), 1.61
(m, 2H, CH,-CH,-CH3), 2.24 (t, J= 12 Hz, 2H, N-C-CH,), 3.79 (t, J= Hz, 2H, CH,-N),
4.19 (t, J= Hz, 2H, CH,-0). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): 14.29 (1C, CH3), 22.83 (1C,
CH,-CH3), 26.19, 28.20, 29.15, 29.42 (4C, CH,-CH,-CH,), 31.88 (1C, C-CH,), 54.58
(1C, CH,-N), 67.33 (1C, CH,-0), 168.91 (1C, N-C-O). LCMS (ESI) m/z berechnet fiir
CxH7N3 ([H]") 170,1540 gefunden 170,1538.

Synthese von 5-Hexynylchlorid — 3

Unter  Argon-Schutzgasatmosphiare  werden 13,8 g
cl (110,6 mmol, 1 eq.) 5-Hexinsdure und 10,64 mL (147,8 mmol,

m 1.2 eq.) Thionylchlorid bei 90 °C refluxiert. Wenn keine

Gasentwicklung mehr zu sehen ist und sich eine rote Losung

M = 130,57 g/mol

gebildet hat, kann die Reaktion abgebrochen werden. Das
Rohprodukt wird unter Feinvakuum (1,3*10'2 bar) destilliert (Kopftemperatur: 70 °C)
und eine farblose Fliissigkeit erhalten (93%, 15,32 g).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 1.89 (quin., J = 8 Hz, 2 H, CH,-CH,-CH)),
2.00 (t, J =2 Hz, 1 H, CH=CH;), 2.28 (td, /=4 Hz, 2 H, CH=CH,), 3.05 (t, ] =8 Hz, 2
H, CH>-CO). *C-NMR (100 MHz, CDCl): & (ppm) =17.5 (CH,-CH,-CH,), 23.9 (CH>-
CH,-CHy), 45.8 (CH,-CH,-CH,), 70.2 (CH=C), 82.4 (CH=C), 173.7 (C=0). LCMS
(ESI) m/z berechnet fiir C»,H;7N3 ([H]") 131,0258 gefunden -.

Synthese von Hex-5-insiure-(2-chloroethyl)amid — 4
15,32 g (117,3 mmol, 1 eq.) Hex-5-nylchlorid werden in 250 mL trockenem DCM
gelost. Unter Eiskithlung werden 27,22 g (234,7 mmol, 2

H . .
///\/\H/N\/\CI eq.)  2-Chloroethylamin  Hydrochlorid = zugegeben.
fo) Innerhalb 1 h werden 40,09 mL (288,6 mmol, 2,46 eq.)
M = 173,64 g/mol TEA tiber eine Spritze hinzugegeben. Nach der Zugabe

wird weitere 30 min bei 0 °C und iiber Nacht bei RT
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weiter geriihrt. Es entstehen eine gelbe bis orangene Losung und ein weiller Feststoff.
Dieser wird durch die Zugabe von 100 mL Wasser gelost. Die Losung wird
anschliefend dreimal mit je 50 mL Wasser und dreimal mit gesittigter Kochsalzlosung
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter verminderten
Druck abgezogen. Man erhilt das gewiinschte Produkt als gelbes O1 (60%, 12,2 g).
'"H-NMR (400 MHz, CDClL): & (ppm) = 1.86 (t, J = 6,8 Hz, 2 H, CH=C-CH,-CH,-
CH,), 1.95 (t, J = 3 Hz, 1 H, CH=C), 2.24 (m, 2 H, CH=C-CH,-CH,), 2.35 (t, ] = 7.8
Hz, 2 H, CH,-CH»-CO), 3.61 (m, 4 H, NH-CH,-CH>), 5.89 (s, 1 H, NH). *C-NMR
(100 MHz, CDCls): & (ppm) = 17.81 (=C-CH,), 24.02 (CH,-CH,-CH,), 34.92 (CHa-
CH,-CO), 41.17 (NH-CH,), 44.11 (CH,-Cl), 69.27 (CH=C-), 83.36 (CH=C), 172.36
(C=0).LCMS (ESI) m/z berechnet fiir C;H;;N;3 ([H]") 174,0680 gefunden 174,0679.

Synthese von 2-(Pent-4-ynyl)-2-oxazolin (PenOx) — 5

12,2 g (70,3 mmol, 1 eq.) Hex-5-insdure-2-chloroethylamid
///\/\(/b werden in 50 mL Methanol gelost und 3,66 g (91,4 mmol, 1.3
° eq.) NaOH hinzugegeben. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung 48 h bei RT geriihrt. Nach Entfernen des
Methanols unter verminderten Druck wird der weile Feststoff in 10 mL DCM gelost

und dreimal mit Wasser gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Nach Entfernen des

M = 137,08 g/mol

Losungsmittels entsteht eine hellgelbe Fliissigkeit, die tiber CaH, destilliert wird. Man
erhilt 81 %(7,78 g, 56,8 mmol) einer klaren Fliissigkeit.

"H-NMR (400 MHz, CDCL): & (ppm) = 1.88 (ps-quin, *J = 7,2 Hz, 2 H, CH,-CH>-
CH,), 1.95 (t, ’J = 2,7 Hz, 1 H, CH=C), 2.27 (td, °J; = 7,0 Hz, °J4 = 2,7 Hz, 2 H, CH,-
CH,-CH>), 2.39 (t, J = 2,7 Hz, 2 H, CH,-CH,-CH,), 3.80 (t, ] = 9,3 Hz, 2 H, O-CH,-
CH>-N), 4.20 (t, °J = 9,3 Hz, 2 H, O-CH,-CH,-N). ®C-NMR (100 MHz, CDCl): &
(ppm) = 18.17 (1C, =C-CH,), 24.94 (1C, CH,-CH,-CHy), 26.93 (1C, CH,-CH,-C-NO),
54.60 (1C, N-CH,), 67.42 (1C, CH,-0), 69.71 (1C, CH=C-), 83.65 (1C, CH=C), 167.96
(1C, C=0). LCMS (ESI) m/z berechnet fir C,H;7N3 ([H]") 138,0914 gefunden
138.0913.

Synthese von 6-Azidohexansiure - 8

6-Bromhexanséure (25 g, 128.2 mmol, 1 eq.) und Natriumazid

(o] (41,7 g, 641,4 mmol, 5 eq.) werden in 250 mL. DMSO gelost
HOJ\/\/\/ Ns| und bei 60°C 18 h geriihrt. AnschlieBend wird 100 mL VE-
M = 157,17 g/mol Wasser hinzugegeben und mit DCM extrahiert. Die vereinigten

organischen Phasen und iiber MgSO4 getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels wird das leicht gelbliche Produkt am Hochvakuum
getrocknet. (87%)
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"H-NMR (500.13 MHz, CDCls): & (ppm) = 11.60 (s, 1H, COOH), 3.28 (2H, N3CH>),
237 (2H, CH,COOH), 1.65 (4H, CH,CH,CH,CH,CH,), 143 (2H,
CH,CH,CH,CH,CH,). *C-NMR (100.64 MHz, CDCL): & (ppm) = 24.1 (CCH,CH,),
26.1 (CCH,CH,CH,), 28.4 (CH,CH,N3), 33.8 (CCHy), 51.1 (CH,N3), 179.9 (COOH).

Synthese von N-Succinimidyl-6-azidohexanoat - 9

o 6-Azidohexansdure (1 eq.), EDC HCI (1.2 eq) und NHS
q j\/\/\/N (1.6 eq.) werden in DCM (ca. 0.2 g/mL) gelost. Die
d o ? Reaktionslosung wird 18 h bei Raumtemperatur geriihrt,

M = 254,24 g/mol anschlieBend wird das Losungsmittel entfernt. Der

Feststoff ~ wird in einem Gemisch aus
Diethylether/Wasser (3/1; v/v) aufgenommen und mehrmals mit Wasser gewaschen.
Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO4 getrocknet und das
Losungsmittel entfernt. Nach dem Trocknen am Hochvakuum erhélt man einen gelbes
Ol (86 %).
"H-NMR (500.13 MHz, CDCL): & (ppm) = 11.60 (s, 1H, COOH), 3.28 (2H, N3CH>),
237 (2H, CH,COOH), 1.65 (4H, CH,CH,CH,CH,CH,), 1.43 (2H,
CH,CH,CH,CH,CH,). ®C-NMR (100.64 MHz, CDCl;): & (ppm) = 24.1 (CCH,CH)),
26.1 (CCH,CH,CH,), 28.4 (CH,CH,N3), 33.8 (CCH»), 51.1 (CH2N3), 179.9 (COOH).

Synthese von N-(2-chlorethyl)-6-azidohexanamid - 10

In trockenem DCM (0.25 g/mL) werden das

o N-Succinimidyl-6-azidohexanoat (1eq.) und
CI\/\HJ\/\/\/ Ns | 2_Chlorethylamin Hydrochlorid (1 eq.) suspendiert und
M = 218,68 g/imol auf 0 °C gekiihlt. Anschlieend wird Triethylamin (2.5

eq.) tropfenweise dazu gegeben und weitere 30
Minuten bei 0°C und 72 h bei Raumtemperatur gerithrt. Zum Abbrechen der Reaktion
wird Wasser hinzu gegeben. Die organische Phase wird mehrmals mit Wasser
gewaschen bevor das Losungsmittel, nach Trocknung iiber MgSO4, entfernt und das
Produkt am Hochvakuum getrocknet wird (81 %).
"H-NMR (500.13 MHz, CDCl3): & (ppm) = 11.60 (s, 1H, COOH), 3.28 (2H, N3CH,),
237 (2H, CH,COOH), 1.65 (4H, CH,CH,CH,CH.CH,), 143 (2H,
CH,CH,CH,CH,CH,). *C-NMR (100.64 MHz, CDCl): § (ppm) = 24.1 (CCH,CH,),
26.1 (CCH,CH,CH,), 28.4 (CH,CH,N3), 33.8 (CCH>), 51.1 (CH2N3), 179.9 (COOH).

Synthese von 2-(5-Azidopentyl)-2-oxazolin - 11

Eine 0.5 M KOH/MeOH Lo&sung wird tropfenweise zu N-(2-chlorethyl)-6-
azidohexanamid gegeben und fiir 72 h bei 50°C geriihrt. AnschlieBend wird das Salz
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abfiltriert und das Losungsmittel entfernt. Der Feststoff wird in

(o Diethylether aufgenommen, weiteres ausfallendes Salz wird
N/)\/\/\/N3 abfiltriert. Nach Entfernen des Losungsmittels wird das
M = 182,22 g/mol Produkt am Hochvakuum getrocknet (87 %).

'"H-NMR (500.13 MHz, CDCL): & (ppm) = 4.20 (2H,0CH,),
3.80 (2H, NCH,), 3.26 (2H, N;CH,), 227 (2H, CH,CON), 1.64 (4H,
CH,CH,CH,CH,CH,), 1.42 (2H, N3;CH,CH,CH,). >C-NMR (100.64 MHz, CDCL): &
(ppm) = 25.3 (CH,CH,C(O)N), 26.1 (CH,CH,CH,C(O)N), 27.6 (CH,CH,CH,N3), 28.4
(CH,C(O)N), 51.1 (CH;,N), 54.2 (CH,CH,CH;,N3), 67.0 (NCH,CH,0), 168.1 (C(O)N).
FTIR (ATR mode): 2090 cm™ (N=N=N).

Synthese von 2-(5-Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-methacrylat)]oxazolin - 12

M = 306,36 g/mol

Ein 1:1 THF:H,O Gemisch wird fiir 30

Q N=N 0\\P\ Minuten entgast. Dann werden 1 eq. 2-(5-
(‘/)\/\/\/"i\/)\/ . i . i (

N o Azidopentyl)-2-oxazolin, 1.1 eq.

Propagylmethacrylat dazu gegeben und fiir

5 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschlieend werden 0.05 eq. CuSO4-5H,O und 0.1 eq. Natriumascorbat zu dem
Reaktionsgemisch gegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Abgebrochen
wird die Reaktion durch Zugabe von einer gesittigten Natrium-EDTA-L6sung und
anschlieBend mit Ethylacetat dreimal extrahiert und iiber Magnesiumsulfat. Das
Losungsmittel wird unter verminderten Druck entfernt und am Hochvakuum getrocknet.
"H-NMR (500.13 MHz, CDCL): & (ppm) = 1.34 (t, 2H, CH,CH,CH,CH,CH,N), 1.65
(t, 2H, CH,CH,CH,CH,CH,N), 1.91 (s, SH, CH,CH,CH,CH,CHN, CH3), 2.24 (t, 2H,
CH,CH,CH,CH,CHN), 3.79 (t, 2H, NCH,CH,0), 4.18 (t, 2H, NCH,CH,0), 4.33 (t,
2H, CH,CH,CH,CH,CH,N), 5.26 (s, 2H, CH,0CO), 5.55/6.10 (s. 2H, CH3C=CH,),
7.59 (s, 1H, triazol-CH). *C-NMR (100.64 MHz, CDCL): & (ppm) = 18.14 (CHa),
25.08 (CH,CH,CH,CH,CH:N), 25.83 (CH,CH,CH,CH,CH;N), 27.44
(CH,CH,CH,CH,CH:N), 29.77 (CH,CH,CH,CH,CH;N), 50.00
(CH,CH,CH,;CH,CH:N), 54.20 (NCH,CH,0), 57.79 (CH,OCO), 67.09 (NCH,CH,0),
123.61 (CH3C=CH»), 126.13 (NNNC=CH), 135.79 (CH3C=CH;), 142.78 (NNNC=CH),
167.14 (CH,OCO), 167.92 (NCO). MS (ESI) m / z caled for C;sH»N,O3([H]),
307.1770; found, 307.1772.
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9.2.3 Synthesevorschrift der Chelat-Liganden

Synthese von 1,4,7-Tris(tert-butoxycarbonylmethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclodo-
decan-Hydrobromid ((/Bu);-DO3A-HBr) - 14

Zu einer Losung aus Cyclen (2.0 g, 11.6 mmol, 1 eq.) und
5® Oj/o—é Natriumacetat (3.1 g, 38.3 mmol, 3.3 eq.) in 24 mL DMA
N

® /7 \

[NHZ
LN\_/N;\ zugetropft. Nach der Zugabe wird das Reaktionsgemisch
%—o o O o—é tiber 20 h bei Raumtemperatur geriihrt und in 120 mL
M= 595,61 g/mol Wasser gegeben. Der klaren Losung wird portionsweise
festes KHCO; (6.0 g, 59.9 mmol) zugegeben, bis sich ein
weiler Feststoff bildet. Dieser wird durch Filtration abgetrennt, in 100 mL CHCl; gelost

wird bei -16 °C eine Losung aus 7-Butylbromacetat (7.5
j g, 38.3 mmol, 3.3 eq.) in 8 mL DMA iiber 0.5 h

und mit 40 mL Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und eingeengt.
Nach Zugabe von 100 mL Diethylether kristallisiert das Produkt als weiller Feststoff
(4.4 g, 7,4 mmol, 64%) aus. Dieser wird abfiltriert und unter Hochvakuum getrocknet.
"H NMR (500 MHz, CDCL): ¢ (ppm)= 1.47 (s, 27H), 2.92 (br s, 12H), 3.12 (s, 4H),
3.31 (s, 2H), 3.39 (s, 4H), 10.05 (s, 2H). ®C NMR (500 MHz, CDCL): J (ppm) = 28.2
(90), 47.5 (2C), 49.3 (2C), 51.4 (4C), 58.3 (3C), 81.7 (3C), 169.6, 170.5 (20).

Synthese von 1,4,7-Tris(tert-butoxycarbonylmethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclodo-
decan:Hydrobromid ((1Bu);-DO3A) — 15

500 mg der Substanz 14 werden in 20 mL Wasser

o o_é suspendiert und auf 70 °C erhitzt. Nach 1 h Riihren bei
I\ j/ dieser Temperatur wird die Losung auf 40 °C abgekiihlt
[NH Nj und 1 mL einer 10%igen KOH-Losung hinzugegeben und
NN fiir weitere 15 Minuten bei 40 °C geriihrt. Nach Abkiihlen
%OLO o;\o _é der Reaktion wird die wdssrige Phase dreimal mit
Cyclohexan extrahiert (3 x 100 mL). Anschliefend

werden die vereinigten organischen Phasen dreimal mit

M= 514,70 g/mol

Wasser gewaschen (3 x 100 mL) und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das organische
Losungsmittel wird unter verminderten Druck entfernt und das Produkt am
Hochvakuum getrocknet. Es wird ein hochviskoses Ol erhalten (380 mg, 0,74 mmol,
88%).

"H NMR (500 MHz, CDCL): ¢ (ppm)= 1.47 (s, 27H), 2.92 (br s, 12H), 3.12 (s, 4H),
3.31 (s, 2H), 3.39 (s, 4H), 10.05 (s, 2H). C NMR (500 MHz, CDCLy): J (ppm) = 28.2
(90), 47.5 (2C), 49.3 (2C), 51.4 (4C), 58.3 (3C), 81.7 (3C), 169.6, 170.5 (2C).LCMS
(ESI) m/z berechnet fiir Co¢Hs;N4Og ([H]") 515.3809 gefunden 515.3806.
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Synthese von 4'-(p-Tolyl)-2,2':6',2''-terpyridin - 16

2 mL (17,0 mmol, 2 eq.) 2-Acetylpyridin, 5 mL wiéssrige
KOH-Losung (15%), 30 mL wissrige NH3-Losung (konz.)
werden zu 0,92 mL (8,0 mmol, 1 eq.) p-Toluolaldehyd in 50
mL EtOH gegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir 36 h

refluxiert, dann auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der

M = 323,39 g/mol ausfallende Feststoff wird mit wenig kaltem EtOH

gewaschen und anschlieBend in EtOH umkristallisiert. Es
werden weille Kristalle (1,86 g, 72%) erhalten.
"H-NMR (400 MHz, CDCL): & (ppm) = 2.44 (s, 3H, CHs), 7.33-7.35 (m, 4H, CsH,),
7.83-7.91 (m, 4H, tpy(4,4“5,5%)), 8.67-8.71 (m, 6H, tpy(3,3,3%,5%,6,6)). "C-NMR
(100 MHz, CDCl): 6 (ppm) = 21.24, 118.58, 121.30, 123.70, 127.11, 129.60, 135.45,
136.77, 139.03, 149.07, 150.12, 155.83, 156.06. LCMS (ESI) m/z berechnet fiir
C2H7N3 ([H]") 324,1495 gefunden 324,1495.

Synthese von 4'-(4-(Bromomethyl)phenyl)-2,2':6',2" -terpyridin - 17

4 g (12,3 mmol, 1 eq.) 4'-(p-Tolyl)-2,2":6',2"-terpyridin, 2,42
g (13,7 mmol, 1.1 eq.) N-Bromsuccinimid und katalytische
Mengen an BPO werden in trocknem 120 mL CCl, gelost.

Unter Argon wird die Losung 8 h refluxiert, dann auf

Raumtemperatur abgekiihlt und filtriert. Das Filtrat wird

M = 402,29 g/mol dreimal mit je 100 mLWasser gewaschen und iiber MgSOj4

getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels wird der
Feststoff in einem Gemisch aus Aceton/EtOH (1:2) umkristallisiert. Es wird ein wei3er
Feststoff (2 g, 40%) erhalten.
"H-NMR (400 MHz, CDCL): & (ppm) = 4.58 (s, 2H, CH>), 7.37 (m, 2H, CH(3,5)),
7.56(m, 2H, CH(2,6)), 7.90 (m, 4H, tpy(4,4,5,5%)), 8.67 (m, 2H, tpy(3°,5°)), 8.76 (m,
4H, tpy(3,3%,6,6“)). *C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 32.93, 118.72, 121.30,
123.81, 127.69, 129.58, 136.82, 138.82, 138.56, 149.06, 149.38, 155.93, 156.06. LCMS
(ESI) m/z berechnet fiir C»,H;7N3 ([H]) 402,0601 gefunden 402.0587.
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9.2.4 Synthesevorschriften der Blockcopolymere

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung der Poly(2-oxazolin)e

1. Monomer 1, t;, T,, ACN
2. Monomer 2, t,, T,
3. Terminierungsreagenz Z, t;, T, | N N
Initiator | > |:0 |=0
R4

nt R, m

Eine auf 0 °C gekiihlte Losung des Monomer 1 in 5-10 mL trockenem Acetonitril wird
mit dem Initiator I versetzt und unter Riickfluss (T;) erhitzt. Nach der angegebenen
Reaktionszeit (t;) wird das wiederum auf 0 °C gekiihlte Reaktionsgemisch mit dem
Monomer 2 versetzt und fiir die Zeitdauer t, zum Riickfluss (T5) erhitzt. AnschlieSend
wird die Polymerisation durch Zugabe des Terminierungsreagenzes Z abgebrochen
und das Reaktionsgemisch fiir die Zeitdauer t3 bei der Temperatur T3 geriihrt. Das
Losungsmittel wird daraufhin unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in
CHCl; aufgenommen und die Losung mit K,COs5 versetzt. Die Suspension wird 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend filtriert. Uber eine Spritze wird das Polymer
in auf etwa 5°C gekiihltem Diethylether ausgefillt. Das Polymer wird vom
Féllungsreagenz abzentrifuguert, in wenig CHCI; gelost und wieder gefillt. Diese
Waschprozedur wird mehrere Male wiederholt bis ein weiler Feststoff erhalten wird.

Dieser wird anschlieend unter Hochvakuum getrocknet.

Bei der Aufreinigung iiber das Dialyse-Verfahren wird der Polymer-Feststoff im
gewiinschten Losungsmittel gelost und in eine Dialysemembran tiberfiihrt und luftdicht
verschlossen. Diese wird in ein 1L-Becherglas iiberfiihrt, welches mit dem
entsprechenden Losungsmittel gefiillt ist, und fiir die angegebene Zeitdauer geriihrt.

Dabei wird das Losungsmittel in bestimmten Zeitintervallen gewechselt und erneuert.
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Synthese von Poly[{(2-n-heptyl-2-0xazolin),-stat.-(4-pentyn-1-yl-2-oxazolin);-b-(2-
methyl-2-oxazolin);¢]-OH (P1)

- - - e M., theor. = 2960 g/mol
HyCHN" NN OH M,nxur= 2530 g/mol
|=° l=° |=° Magec= 3300 g/mol
C7H;s ] _(CH2)3 1 _CH3 2 p= 1,19
[ —-tt Ausbeute = 80 %
I MeOTf 63,6 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) HOx (4 h, 120 °C) 488 uL (4 eq.)
PenOx 394 uL (4 eq.)
Monomer 2 (t;, T5) MOX (2 h, 120 °C) 1,00 mL (20 eq.)
Z (t3, Ty) KOH/MeOH (ii.N., 60 °C) 1,00 mL (20 eq.)

"H-NMR (400.13 MHz, CDCl): & (ppm) = 0.88 (s, 7H, CHsox), 1.28 (brs, 19H, 4 x
CHz1ox), 1.59 (s, 4H, CHy1ox), 1.84 (s, 6H, CH; A0x), 2.08—2.15 (m, 62H), 2.28—2.47
(m, 19H), 3.04/2.96 (m, 3H, CH3)), 3.46 (m, 100H, CH,-CH; packbone). SEC: PDI = 1.19,
M, = 3302 g/mol.

Synthese von Poly[{(2-n-heptyl-2-oxazolin);-stat.-(4-pentyn-1-yl-2-oxazolin)s-b-(2-
methyl-2-oxazolin),9]-OH (P2)

M, theor. = 5003 g/mol
HsCrN N N OH M, nmr = 4780 g/mol
o o | ||Fe .
C.H ( CH M., Gpc = 6930 g/mol
y THZ)f* L e P= 1,09

stat. Ausbeute = 74 %
I MeOTT 27,4 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) HOx (6 h, 120 °C) 409 uL (8 eq.)
PenOx 332 uL (8 eq.)
Monomer 2 (tz, T») MOx (3 h, 120 °C) 617 uL (30 eq.)
Z (t3, T3) KOH/MeOH (ii.N., 60 °C) 1,00 mL (20 eq.)

"H-NMR (400.13 MHz, CDCL): § (ppm) = 0.86 (s, 21H, CHs pox), 1.28 (brs, 57H, 4 x
CHynox), 1.58 (s, 14H, CHamox), 1.82 (s, 16H, CH>ao0x), 2.06-2.13 (m, 92H),
2.27-2.45 (m, 50H), 3.01/2.94 (m, 3H, CHa1), 3.45 (m, 175H, CH»-CH2 packbone)-

160



EXPERIMENTELLER TEIL

Synthese von Poly[-(2-(5-pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-methacrylat)-oxazolins]-block-
(2-heptyl-2-oxazoline)s-block-(2-methyl-2-oxazoline),s]-OH (P3)

H;C——N N N OH M, theor. = g/mol
(|=3 '=° |=° M, NMR = 4180 g/mol
CH C-H CH
L_N° s i 3 *Jas My gpc= 6710 g/mol

N A\

N o b= 1,31

K(o Ausbeute = 58 %
| MeOTf 39,4 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, T1) 12 (3 h, 120 °C) 425 mg (4 eq.)
Monomer 2 (t;, T5) HOx (3 h, 120 °C) 235 uL (4 eq.)
Monomer 3 (t3, T3) MOx (2 h, 110 °C) 888 uL (30 eq.)
Z (t4, Ty) (i.N., RT) -

"H-NMR (500.08 MHz, CDCL): & (ppm) = 0.86 (s, 16H, CHs0x), 1.28 (brs, 52H, 4 x
CHayion. CHo,pz), 1.59 (brs, 21H, CHyyox, CHayz), 1.93 (s, 19H, CHs1z, CHaiy),
2.10-2.14 (m, 86H, CHs o), 2.35 (m, 21H), 3.00/2.93 (m, 3H, CHs)), 3.45 (m, 146H,
CHy-CHy packbone), 4.34 (brs, TH, CH,yy), 5.27 (s, 6H, OCH,y,), 5.59/6.13 (s, 6H,
C=CH,), 7.66 (s, 3H, C=CHN).

Synthese von Poly[(2-heptyl-2-oxazoline)s-block-(2-(5-pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-
meth-acrylat)]-oxazoline)s;-block-(2-methyl-2-oxazoline),7]-OH (P4)

H;C+N N N OH Mn, theor. — g/mol
|=0 i=0 |=O M, NvR = 3500 g/mol
C,H CH
e (?HZ)S 3 *Jaa Micee= 6734 g/mol

3
~ ‘N b= 1,29
Y?\ Ausbeute = 84 %
(o)

I MeOTT 17 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) HOx (3 h, 120 °C) 99 uL (4 eq.)
Monomer 2 (t;, T5) 12 (3 h, 120 °C) 179 mg (4 eq.)
Monomer 3 (t3, T3) MOx (2 h, 110 °C) 438 uL (30 eq.)
Z (tg, Ty) (i.N., RT) -

"H-NMR (500.08 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.87 (s, 11H, CHsoy), 1.28 (brs, 32H, 4 x
CHapox, CHa,nox), 1.59-1.66 (brs, 15H, CHapox, CHanox), 1.93 (s, 17H, CHsaox,
CHy p0x), 2.09-2.16 (m, 77H, CHsnmox), 2.19-2.51 (m, 26H), 3.00/2.93 (m, 3H, CHs)),
3.46 (m, 119H, CHo-CHapackbone), 4.37 (brs, 6H, CHaa0x), 5.28 (s, 6H, OCHs.0y),
5.59/6.13 (s, 6H, C=CH,), 7.70 (s, 3H, C=CHN).
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Synthese von Poly[{(2-heptyl-2-oxazoline)s-co-(2-(5-pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-
meth-acrylat)] oxazoline)s}s.-block-(2-methyl-2-oxazoline)so]-N3 (P5)

[ i Mn, theor. = g/ mOl
H;C—N N N N3
(o] (o) |=0 Mm NMR = 4377 g/mol
C/His | |(CH,) CH; M, gpc = 8478g/mol
| *°5 30 '
N-N b= 1,13
N
o Ausbeute = 52 %
- ~ stat.
YLO
I MeOTf 33,0 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) 12 (4 h, 110 °C) 357 mg (4 eq.)
HOx 198 uL (4 eq.)
Monomer 2 (t;, T5) MOx (2 h, 110 °C) 875 uL (30 eq.)
Z (t3, T3) NaNj (ii.N., RT) 98 mg (5 eq.)

TH-NMR (400.25 MHz, CDCL;):  (ppm) = 0.85 (s, 15H, CHs o), 1.25 (brs, 46H, 4 x
CHj nox, CHa,a0x), 1.57 (brs, 18H, CH> nox, CH> a0x), 1.92 (s, 17H, CH3 aox, CH2 a0x),
2.06-2.13 (m, 98H, CH;niox), 2.19-2.35 (m, 19H), 3.00/2.93 (m, 3H, CHa,), 3.44 (m,
152H, CH,-CH> packbone), 4.34 (brs, 6H, CH> p0x), 5.26 (s, 6H, OCH; a0x), 5.57/6.11 (s,
6H, C=CH,), 7.65 (s, 3H, C=CHN).

Synthese von Poly[(2-methyl-2-o0xazoline);9]-DO3A (tBu); (P7b)

JH \|< Mn, theor. = 3083 g/mol

O
TN~ Muanwr= 2996 g/mol
R

M, gpc = - g/mol
|=0 \,N\) ’

CH, kiro—é b= -
0

Ausbeute = 59 %

I MeOTT 44,0 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) MOx (2 h, 110 °C) 1,00 mL (30 eq.)
Monomer 2 (tz, T») - -

Z (t3, T3) DO3A(tBu); (24 h, 50 °C) 1,08 g (5 eq.)

"H-NMR (499,88 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 1.43 (s, 11H, Bu), 2.13 (m, 78H, CH3 mox),
3.00/2.93 (m, 3H, CH3,1), 3.44 (m, 119H, CH2‘CH2,backbone)-
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Synthese von Poly[(2-methyl-2-o0xazoline);9]-DO3A (fBu); (P7d)

(o}
\|< Mn, theor. = 3083g/m01

o’
\ﬁ(\N’\_o):o Mn,NMR: 2911g/m01
H;C—+N

N N M,, gpc = - g/mol
o | Ly | Jeoes e

CHs '\n,o—é b= -
o)

28 Ausbeute = 73 %

I MeOTf 44,0 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) MOx (2 h, 110 °C) 1,00 mL (30 eq.)
Monomer 2 (t, T>) - -

Z (t3, T3) DO3A(tBu); (48 h, 120 °C) 1,08 g (5 eq.)

"H-NMR (499,88 MHz, CDCL): & (ppm) = 1.45 (s, 23H, Bu), 2.14 (m, 90H, CH; mox)
3.00/2.93 (m, 3H, CHs,), 3.45 (m, 118H, CHy-CHa packbone)-

Synthese von Poly[(2-heptyl-2-oxazoline)s-block-(2-methyl-2-0xazoline)y]-
DO3A(Bu); (P9)

Oﬂﬁ ¢ Moo= 4437 gimol
< N _C>= o Munwe= 3843 g/mol
HyCTN N N 4281 g/mol

N M,, gpc =
(I::,:s J;: \'”Crr)o_é p = 1,18
(o]

Ausbeute = 66 %

I MeOTf 44,3 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, T1) HOx (4,5 h, 120 °C) 530 uL (8 eq.)
Monomer 2 (t, T>) MOx (3 h, 120 °C) 1 mL (30 eq.)
Z (t3, T3) DO3A(tBu); (48 h, 120 °C) 1,08 g (5 eq.)

"H-NMR (400.25 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.88 (brs, 16H, CHsoy), 1.29 (brs, 44H, 4
x CHapox), 1.45 (s, 26H, Bu), 1.60 (brs, 12H, CHaziox), 2.11-2.16 (m, 117H, CHsnmoy),
3.00/2.93 (m, 3H, CHs), 3.45 (m, 164H, CH>-CHs packbone)-

Synthese von Poly[{(2-heptyl-2-oxazoline)s-co-(2-(5-pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-
meth-acrylat),]oxazoline); }s.-block-(2-methyl-2-oxazoline),s]-DO3A (Bu); (P11)

OJOH \K Mn, theor. = 4984 g/mol
o) _
N \ \ \ﬁN(\N’R_):O M, NMR = 4201 g/mol
3 —
) |=o /O\T N M,, gpc = 4357 g/mol
G5 ] Tee o2

\ N Ausbeute = 58%
%(0 stat.
o
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I MeOTf 44,3 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) HOx (5 h, 120 °C) 599 uL (4 eq.)

12 332 mg (4 eq.)
Monomer 2 (t;, T5) MOx (3 h, 110 °C) 1,00 mL (30 eq.)
Z (t3, T3) DO3A(fBu); (48 h, 50 °C) 1,08 g (5 eq.)

'H-NMR (500.08 MHz, CDCL): & (ppm) = 0.86 (s, 13H, CHs10x), 1.27 (brs, 30H, 4 x
CHpox. CHa,1o), 1.44 (s, 16H, Bu), 1.58-1.66 (brs, 12H, CHaox, CHa,po), 1.92 (s,
14H, CHs aox, CHa,12), 2.06-2.13 (m, 86H, CHswox), 2.19-2.35 (m, 12H), 3.00/2.93
(m, 3H, CHsy), 3.46 (m, 137H, CHy-CHa packbone), 4.34 (brs, 4H, CHa,10), 5.26 (s, 3H,
OCH,.y), 5.58/6.12 (s, 4H, C=CH), 7.65 (s, 2H, C=CHN).

Synthese von Poly-SiFA[(2-methyl-2-oxazoline),¢]-OH (P13)

F. )4 M teor = 1970 g/mol
7(3' Miavr = 1970 g/mol
M, 6pc = - g/mol

N OH p= _

|=O Ausb = 86%

CH, usbeute = ()}

20

I SiFA-Br 97,4 mg (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) MOX (2 h, 120 °C) 500 uL (20 eq.)
Z (tz, Ty) - (i.N., RT) -

"H.NMR (500.08 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 0.98 (s, 18H, 2 x tBu), 2.05—-2.08 (m, 59H,
CH3mox), 3.40 (m, 80H, CH>-CHjpackbone), 4.48 (brs, 2H, CHy,sipa), 7.13 (m, 2H,
Benzylsira), 7.53 (m, 2H, Benzylsira).

Synthese von Poly-SiFA[(2-methyl-2-oxazoline),4-block-(2-heptyl-2-oxazoline);]-
OH (P14)

M, theor. = 3493 g/mol
M, nMr = 3479 g/mol

r X
7(Si
N N on Mncpc= 4463 g/mol
Fo | | o b= 1,14
CH3 24 C7H15 7

Ausbeute = 81%

I SiFA-Br 88,5 mg (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) MOx (2 h, 120 °C) 500 uL (22 eq.)
Monomer 2 (t;, T>) HOx (5 h, 120 °C) 361 uL (8 eq.)
Z (t3, T3) - (i.N., RT) -

"H-NMR (500.08 MHz, CDCL): 8 (ppm) = 0.81 (brs, 21H, CHs 1ox), 0.99 (s, 18H, 2 x
Bu), 1.22 (brs, 55H, 4 X CH,nox), 1.53 (brs, 15H, CH> 1ox), 2.09 (m, 82H, CH3 mox),
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3.40 (m, 124H, CHZ‘CHZ,backbone)-4-48 (bI'S, ZH, CHZ,SiFA), 7.14 (m, 2H, BenzyISiFA),
7.57 (m, 2H, BenzyISiFA).

Synthese von Poly-SiFA[(2-methyl-2-oxazoline),4-block-(2-heptyl-2-oxazolin)4-stat.-
(4-pentyn-1-yl-2-oxazolin)s]-OH (P15)

X
Ssi

A )  Mamer= 4045 g/mol
N N N L OH Mn, NMR — 4278 g/mol
o o o Mncrc= 5503 g/mol

CH3 51 C7H;s5 . (CH2)3 p= 1,08

I 5 Ausbeute =  76%

- ~ stat.
I SiFA-Br 130 mg (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) MOx (2,5 h, 120 °C) 1,00 mL (30 eq.)
Monomer 2 (t3, T») HOx (6 h, 120 °C) 265 uL (4 eq.)
PenOx 215 uL (4 eq.)
Z (t3, T3) -(i.N., RT) B}

"H-NMR (500.08 MHz, CDCLs): & (ppm) = 0.87 (brs, 12H, CH3 pox), 1.04 (s, 18H, 2 x
Bu), 1.29 (brs, 30H, 4 X CHnox), 1.59 (brs, 8H, CH: 1ox), 1.83 (brs, 10H, CH penox),
2.07-2.14 (m, 102H, CHismox), 3.46 (m, 160H, CH,-CHpackbone)-4.53 (brs, 2H,
CHa,sira), 7.17 (m, 2H, Benzylsira), 7.62 (m, 2H, Benzylsira).

Synthese von Poly-SiFA[(2-methyl-2-0xazoline)ss-block-{(2-heptyl-2-oxazolin);-
stat.-(4-pentyn-1-yl-2-oxazolin);,}]-OH (P16)

F\S')4 Mn, theor. = 9048 g/mol
A T M, NmR = 8540 g/mol
\ N N oH M, gpc = - g/mol
|=0 ‘:O |=O , GPC g
CH, " C;Hys (CH2)3 b= -
i 11
i Il Ausbeute =  63%

stat.

I SiFA-Br 65 mg (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) MOx (2,5 h, 120 °C) 1,00 mL (60 eq.)
Monomer 2 (tz, T») HOx (6 h, 120 °C) 398 uL (12 eq.)

PenOx 322 uL (12 eq.)
Z (t3, T3) -(i.N., RT) }

"H-NMR (500.08 MHz, CDCLy): & (ppm) = 0.84 (brs, 34H, CHs o), 1.01 (s, 18H, 2 x
Bu), 1.26 (brs, 90H, 4 X CH, nox), 1.57 (brs, 23H, CH> nox), 1.81 (brs, 23H, CH> penox),
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2.11 (m, 180H, CHsMmox), 2.24-2.46 (m, 80H), 3.46 (m, 317H, CH>-CH> packbone)-4.50
(bI‘S, 2H, CHQ,SiFA), 7.17 (m, 2H, BenzyISipA), 7.59 (m, 2H, Benzylsﬂ:A).

Synthese von Poly[(2-methyl-2-oxazoline),o-block-{(2-heptyl-2-oxazolin)4-stat.-(4-
pentyn-1-yl-2-oxazolin)4}]-OH (P17)
M . theor. = 3810 g/mol

H;C T:O rOH M, NMR = 3724 g/mol
CH3 29 C7H15 CHz) Mn’ GPC — 5 127 g/mOl
b= 1,09
4]

- stat. Ausbeute = 85%

I MeOTf 44 uL (1 eq.)

Monomer 1 (t;, Ty) MOx (3h, 120 °C) 1,00 mL (30 eq.)

Monomer 2 (t;, T5) HOx (4,5 h, 120 °C) 265 uL (4 eq.)
PenOx 214 uL (4 eq.)

Z (t3, T3) - (i.N., RT) -

"H-NMR (500.08 MHz, CDCL): & (ppm) = 0.87 (brs, 12H, CHsnoy), 1.28 (brs, 30H, 4
X CHanox), 1.59 (brs, 8H, CH> nox), 1.83 (brs, 8H, CH: penox), 2.14 (m, 143H, CH3 nmox),
2.27-2.45 (m, 27H), 2.97/3.01 (m, 3H, CHzs), 3.46 (m, 198H, CH>-CH, packbone)-

Synthese von Poly-SiFA[(2-methyl-2-oxazoline)s,-block-{(2-heptyl-2-oxazoline),-co-
(2-(5-pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-meth-acrylat),]oxazoline), } . ]-OH (P18)

M, theor. = 4803 g/mol
Mn, NMR — 3942 g/mol
M,, gpc = 4770g/mol
QLH;, C:Hj_F:HZ b= 1,35
?« | Ausbeute =  63%
I SiFA-Br 130 mg (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) MOx (3 h, 120 °C) 1,00 mL (30 eq.)
Monomer 2 (t;, T>) HOx (6 h, 120 °C) 265 uL (4 eq.)
12 480 mg (4 eq.)
Z (t3, T3) -(i.N., RT) B}

"H-NMR (400.25 MHz, CDCL): & (ppm) = 0.84 (brs, 6H, CH3 nox), 1.02 (s, 18H, 2 x
Bu), 1.26 (brs, 20H, 4 x CHnox, CH>,12), 1.58 (brs, 8H, CH>nox, CH>,12), 1.90 (brs,
10H, CHz 12, CH»,12), 2.06 (m, 96H, CH3 Mmo0x), 2.24-2.46 (m, 80H), 3.42 (m, 144H, CH,-
CH> packbone)-4.32 (brs, 4H. CH, 12), 4.51 (brs, 2H, CHa,sira), 5.24 (s, 4H, OCH, 1»),
5.58/6.09 (s, 4H, C=CH>),7.17 (m, 2H, Benzylsira), 7.60 (m, 2H, Benzylsira, C=CHN).
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Synthese von Poly-SiFA[(2-methyl-2-oxazoline),9-block-{(2-heptyl-2-oxazoline)s-co-
(2-(5-pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-meth-acrylat),]oxazoline)s}s.]-OH (P19)

F\Si>< Mn, theor. — 6605 g/mol
A M, NMR = 4526 g/mol
T:o i o T=° " My, gpe = 4323 g/mol

CHs 29 CrHis 5 ((i:HZ)s b= 1,33

N-N

o }}‘« s Ausbeute=  68%
(o]

I SiFA-Br 195 mg (1 eq.)

Monomer 1 (t;, Ty) MOx (3 h, 120 °C) 2,00 mL (40 eq.)

Monomer 2 (t;, T5) HOx (6 h, 120 °C) 597 uL (6 eq.)
12 1,08 g (6 eq.)

Z (t3, T3) - (i.N., RT) -

"H-NMR (400.25 MHz, CDCL): § (ppm) = 0.87 (brs, 15H, CHsnoy), 1.05 (s, 18H, 2 x
fBu), 1.26 (brs, 36H, 4 X CHaiox, CHa,12), 1.58-1.67 (brs, 12H, CHaiox, CHa,12), 1.94
(brs, 14H, CHs 1o, CHa,pp), 2.15 (m, 103H, CHswmoy), 2.38-2.62 (m, 17H), 3.46 (m,
146H, CHy-CHapackbone)-4.36 (brs, SH. CHa10), 4.54 (brs, 2H, CHa,sira), 5.280(s, 4H,
OCH,5), 5.59/6.13 (s, 6H, C=CH,),7.17 (m, 2H, Benzylsira), 7.60 (m, 4H, Benzylsira,
C=CHN).

Synthese von Poly-SiFA[(2-heptyl-2-oxazoline)s-block-(2-methyl-2-oxazoline),9]-
OH (P20)

R )4 My theor. = 3493 g/mol
7(Si Moxvg = 5791 g/mol
Q N | N oH M, gpc = g/mol
’:o |=o b=
CMis]g 1% 1, Ausbeute=  87%
I SiFA-Br 130 mg (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) HOx (5 h, 120 °C) 530 uL (8 eq.)
Monomer 2 (t;, T>) MOx (3 h, 120 °C) 1,00 mL (30 eq.)
Z (t3, T3) -(i.N., RT) B}

"H-NMR (500.08 MHz, CDCl;): & (ppm) = 0.84 (brs, 25H, CH3 nox), 1.02 (s, 18H, 2 x
tBu), 1.25 (brs, 68H, 4 X CH,yox), 1.56 (brs, 17H, CH pox), 2.12 (m, 153H, CH3mo0x),
3.43 (m, 228H, CH>-CH packbone)-4.49 (brs, 2H, CHa,sira), 7.13 (m, 2H, Benzylsira),
7.56 (m, 2H, Benzylsipa).
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Synthese von Poly-SiFA[{(2-heptyl-2-0xazolin)s-stat.-(4-pentyn-1-yl-2-oxazolin)s}-
block-(2-methyl-2-oxazoline)4;]-OH (P21)

M theor. = 9048 g/mol
M;, NMR = 8540 g/mol
M;, pc = - g/mol
cjnj_{cn2 T b= -
. Ausbeute = 57%
I SiFA-Br 130 mg (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) HOx (5 h, 120 °C) 266 uL (4 eq.)
PenOx 215 uL (4 eq.)
Monomer 2 (t;, T5) MOx (2 h, 120 °C) 1,00 mL (30 eq.)
Z (t3, T3) -(i.N., RT) B}

"H-NMR (500.08 MHz, CDCL): & (ppm) = 0.85 (brs, 24H, CHs 1ox), 1.02 (s, 18H, 2 x
Bu), 1.26 (brs, 63H, 4 X CH, nox), 1.57 (brs, 16H, CHa nox), 1.81 (brs, 11H, CH: penox),
2.12 (m, 153H, CH3Mmox), 2.25-2.56 (m, 35H), 3.43 (m, 227H, CH>-CH> packbone)-4-42
(brs, 2H, CH>,sira), 7.13 (m, 2H, Benzylsika), 7.55 (m, 2H, Benzylsira).

Synthese von Poly[{(2-heptyl-2-oxazolin);;-stat.-(4-pentyn-1-yl-2-oxazolin)4}-block-
(2-methyl-2-oxazoline);s]-Piperazin (P22)

/\ Mn, theor. = 4570 g/mol
" |=o N\_/NI-| M, MR = 6835 g/mol
C7H15 CH2 CH, M, gpc = 6024 g/mol

A * p= 1,14

- - Ausbeute =  71%

stat.

I MeOTT 107 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) HOx (4,5 h, 120 °C) 1,07 mL (8 eq.)
PenOx 1,35 mL (8 eq.)
Monomer 2 (t;, T5) MOx 2,00 mL (24 eq.)
Z (t3, T3) Piperazin (i.N., 120 °C) 1,68 g (20 eq.)

"H-NMR (400,25 MHz, CDCly): 8 (ppm) = 0.87 (s, 34H, CHs o), 1.29 (m, 92H, 4 X
CH>1ox), 1.59 (s, 25H, CHanox), 1.83 (ps-quin, 29H, CH> penox), 2.05-2.12 (m, 125H,
CHs mox), 3.02/2.93 (m, 3H, CHzs)), 3.43 (m, 243H, CH>-CH. packbone)-
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Synthese von Poly[{(2-heptyl-2-0xazolin);;-stat.-(4-pentyn-1-yl-2-oxazolin)4}-block-
(2-methyl-2-oxazoline)4;]-Piperidin (P23)

[ i M theor. = 4570 g/mol
H,C—N N N N )
|=o ‘:o ':o M, NMR = 7430 g/mol
C7Hqs (CH-‘,)3 CH; 42 M, gpc = 5676 g/mol
14

" |h p= 1,14
- stat. Ausbeute = 80%
I MeOTf 107 uL (1 eq.)
Monomer 1 (t;, Ty) HOx (4,5 h, 120 °C) 1,07 mL (8 eq.)
PenOx 1,35 mL (8 eq.)
Monomer 2 (tz, T>) MOx 2,00 mL (24 eq.)
Z (t3, T3) Piperidin (ii.N., RT) 290 uL (3 eq.)

"H-NMR (400,25 MHz, CDCL3): & (ppm) = 0.86 (s, 35H, CHspox), 1.28 (m, 93H, 4 x
CHa1i0y), 1.58 (s, 23H, CHaiox), 1.83 (ps-quin, 29H, CHb penoy), 2.05-2.12 (m, 148H,
CH;nmox), 3.02/2.93 (m, 3H, CHs.), 3.43 (m, 267H, CH>-CHa packbone)-
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9.2.5 Allgemeine Vorschrift der Nanopartikelsynthese iiber die
Mikroemulsionspolymerisation mit dem Azo-Initiator AIBN

Es wird eine bestimmte Menge an dem jeweiligen Polymer in mindestens 5 mL. Wasser
in einem Reagenzglas gelost. Dabei muss darauf geachtet werden, dass die
Konzentration oberhalb der CMC liegt. Dann werden die entsprechenden Gew.-% an
HDDMA, 5 Gew.-% Heptadekan und 0,1 Gew.-% AIBN in Dioxan hinzugegegeben.

Beispielansatz mit 50 mg Polymer in 5 mL. Wasser:

# 50 Gew.-% 100 Gew.-% 150 Gew.-% 200 Gew.-%
HDD(M)A 25 uL 50 uL 75 uL 100 uL
Heptadekan 2,5 ulL 2,5 ul 2,5ulL 2,5ulL

AIBN* 1 uL 1 uL 1 uL 1 uL

* Stammlosung: 50 mg AIBN in 1 mL Dioxan

AnschlieBend wird das Reagenzglas mit einem Septum und Parafilm luftdicht
verschlossen. Es wird fiir 30 Minuten Argon iiber eine Spritze durch die Losung
gestromt und dann fiir fiinf Minuten (siehe Abbildung 13) mittels Ultraschallbad
homogenisiert. Zum Starten der Reaktion wird das Reagenzglas iiber Nacht in ein 65 °C
vortemperiertes Olbad gegeben. Nach Abkiihlen der Reaktion wird die Reaktionslosung
solange zentrifugiert bis kein Feststoff mehr abgetrennt werden kann. Die wissrige
Phase wird gefriergetrocknet und der erhaltene Feststoff in Diethylether gefillt. Der

Nanopartikel wird am Hochvakuum getrocknet.

9.2.6 Allgemeine Vorschrift der Nanopartikelsynthese iiber die
Mikroemulsionspolymerisation mit dem UV -Initiator 2-Propanthiol

Es wird eine bestimmte Menge an dem jeweiligen Polymer in mindestens 5 mL Wasser
in einem Quarzrohrchen gelost. Dabei muss darauf geachtet werden, dass die
Konzentration oberhalb der CMC liegt. Dann werden die entsprechenden Gew.-% an
HDDMA, 5 Gew.-% Heptadekan und 0.06 eq. 2-Propanthiol. AnschlieBend wird das
Quarzrohrchen mit einem Stopfen und Parafilm luftdicht verschlossen. Es wird fiir 30
Minuten Argon iiber eine Spritze durch die Losung gestromt und dann fiir eine Minuten
mittels Ultraschallbad homogenisiert. Zum Starten der Reaktion wird das Reagenzglas
fir 2.5h mit UV-Licht (A=254nm) bei Raumtemperatur unter Wasserkiihlung
bestrahlt. Nach Abbrechen der Reaktion wird die Reaktionslosung solange zentrifugiert
bis kein Feststoff mehr abgetrennt werden kann. Die wissrige Phase wird
gefriergetrocknet und der erhaltene Feststoff in Diethylether gefillt. Der Nanopartikel

wird am Hochvakuum getrocknet.
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9.2.7 Synthesevorschrift zur Staudinger-Reaktion von P5

500 mg PS5 (1 eq.) und 92 mg Triphenylphosphin (3 eq.) werden in 20 mL trockenem
Dichlormethan geldst und fiir 24 h unter Argon bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Abbruch der Reaktion wird das organische Losungsmittel unter verminderten Druck
entfernt und der erhaltene Feststoff in 10 mL Wasser gelost und fiir 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wird der entstandene feine weille Feststoff iiber
Zentrifugation abgetrennt. Die wéssrige Phase wird mittels Gefriertrocknung
getrocknet. Das erhaltene Rohpolymer wird in wenig Chloroform gelost, in kaltem

Diethylether gefillt und unter Hochvakuum getrocknet.

P6: "H-NMR (500.08 MHz, CDCL): & (ppm) = 0.86 (s, 15H, CHs 10y), 1.27 (brs, 44H,
4 X CHynox, CHanon)s 1.58 (brs, 17H, CHanox, CHaaox)s 1.93 (s, 19H, CHsaox,
CHy p0x), 2.06-2.13 (m, 106H, CHs mox), 2.19-2.35 (m, 21H), 3.00/2.93 (m, 3H, CH)),
3.44 (m, 159H, CHo-CHapackbone), 4.35 (brs, 6H, CHyaox), 5.27 (s, SH, OCHs.00),
5.58/6.12 (s, 6H, C=CH,), 7.67 (s, 3H, C=CHN)).

9.2.8 Allgemeine Synthesevorschriften der Entschiitzungen

DO3A (Bu);-Entschiitzung der Polymere P7b, P7d und P9

1 g des jeweiligen Polymers werden in insgesamt 10 mL aus einem Gemisch von
TFA:H,O:TIPS (90:5:5) 40 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wird
das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt und der erhaltene Feststoff in
5 mL. CHCIs/MeOH (3:1) gelost und in kaltem Diethylether gefillt. Dieser Vorgang
wird zweimal wiederholt. Uber Zentrifugation kann das Polymer erhalten und unter

Hochvakuum getrocknet werden.

P8b: 'H-NMR (500,08 MHz, CDCls): § (ppm) = 2.15 (m, 87H, CHsmoy), 3.00/2.93 (m,
3H, CHsy), 3.45 (m, 130H, CHy-CHb packbone)-

P8d: 'H-NMR (500,08 MHz, CDCls): § (ppm) = 2.12 (m, 56H, CHsmoy), 3.00/2.93 (m,
3H, CHsy), 3.43 (m, 86H, CH>-CH packbone)-

P10: "H-NMR (400,25 MHz, CDCl): & (ppm) = 0.88 (brs, 17H, CHsox), 1.29 (brs,
39H, 4 X CHapiox), 1.59 (brs, 9H, CHa110x), 2.16 (m, 76H, CHsmox), 3.00/2.93 (m, 3H,
CHsy), 3.46 (m, 110H, CHy-CHb packbone)-
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DO3A(fBu);-Entschiitzung von P11

34 mg CeCls-7H,O (1.5 eq.) und 12 mg Nal (1.3 eq.) werden in 5 mL trockenem
Acetonitril gelost und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann werden 250 mg P11
(1 eq.) hinzugegeben und fiir 48 h auf 100 °C erhitzt. Nach Abkiihlen der Reaktion
werden die Salze iiber Filtration und das oragnische Losungsmittel unter verminderten
Druck entfernt. Der erhaltene Feststoff wird in Wasser gelost und fiir 48 h dialysiert.
Das Wasser wird anschliefend iiber Gefriertrocknung entfernt und das Polymer iiber

Fillung in kaltem Diethylether erhalten.

P12-48h: '"H-NMR (500.08 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.85 (s, 13H, CH; pox), 1.26 (brs,
39H, 4 X CHynox, CH»,12), 1.57 (brs, 11H, CH>nox, CH2,12), 1.91 (s, 11H, CHs 2,
CHa,12), 2.06—2.13 (m, 70H, CHsmox), 2.19-2.35 (m, 13H), 3.43 (m, 118H, CH,-
CHa packbone), 4.33 (brs, 4H, CH»,12), 5.25 (s, 3H, OCH, 1»), 5.56/6.10 (s, 4H, C=CH,),
7.65 (s, 2H, C=CHN).

9.2.9 Allgemeine Synthesevorschrift zur Gadolinium(III)-Komplexierung
der Polymere P8b, P8d, P10 und des Nanopartikels NP15

1 eq. Polymer bzw. Nanopartikel werden 5 mL. Wasser mittels Ultraschall gut gelost.
Der pH-Wert wird auf 6 eingestellt. Dann werden 1.5 eq. GdCls-6H,O zur Losung
gegeben und der pH-Wert vorsichtig auf 8 erhoht. AnschlieBend wird die
Reaktionslosung fiir eine Zeit t bei der Temperatur T erhitzt. Bei den Polymeren P8b
und P8d wurden unterschiedliche Reaktionszeiten und Temperaturen getestet (sieche
Tabelle 13). Das Polymer P10 wurde fiir 24 h bei 50 °C und der Nanopartikel NP15 fiir
72 h bei 50 °C geriihrt. Die tiberschiissigen Salze werden mittels Dialyse gegen Wasser
entfernt. Die gewiinschten Produkte werden iiber Gefriertrocknung und Féllung in
Diethylether erhalten.

9.2.10 Allgemeine Synthesevorschrift der nanopartikelanalogen tpy-
Kopplung an den Nanopartikeln NP28-32

1 eq. Nanopartikel werden in 5 mL trockenem DMF unter Argon geldst. Dann werden
1.4 eq. tpy-Br, 2.2 eq. K,COs3 und katalytische Mengen Natriumiodid zugegeben und fiir
24 h refluxiert. Nach Abkiihlen der Losung wird diese filtriert und nach Entfernen des
Losungsmittels wird die Probe in wenig CHCI3 gelost und in kaltem Et,O gefillt. Das
tiberschiissige tpy-Br wird iiber Dialyse in Chloroform (MWCO=1000) entfernt. Das
organische Losungsmittel wird eingeengt und in Diethylether gefillt. Nach

Abzentrifugieren der Feststoffe werden diese am Hochvakuum getrocknet.
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9.2.11 Allgemeine Synthesevorschrift der Eisen(II)-Komplexierung der
Nanopartikel NP28tpy-32tpy

1 eq. der Nanopartikel NP28tpy-32tpy werden in 5 mL MeOH gelost und 0.5 eq.
FeCl,-4H,0 hinzugegeben. Die Reaktionslosung wird 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschlieend werden 5 mL einer wissrigen NH4PF¢-Losung zu dem Reaktionsgemisch
gegeben und weitere 30 min geriihrt. Nach Entfernen des organischen Losungsmittels
werden die Nanopartikel-Multimere in Wasser gelost und gegen Wasser fiir 48 h
(MWCO=5000) dialysiert. Die gewiinschten Nanopartikel-Multimere werden iiber
Gefriertrocknung und Fillung in Diethylether erhalten. Der abzentrifugierte Feststoff

wird am Hochvakuum getrocknet.
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11. Anhang

11.1 Abkiirzungs- und Symbolverzeichnis

Erliduterungen
Im Text bezeichnen hochgestellte arabische Ziffern in eckigen Klammern
Literaturhinweise. Folgende Abkiirzungen wurden im Text und in den

Formelzeichnungen verwendet:

Abkiirzungsverzeichnis

abs. absolutiert, fiir trockene Losungsmittel

ACN Acetonitril

AIBN Azobis(isobutyronitril)

ATRP Atom Transfer Radikal Polymerisation (engl.: Afom Transfer Radical
Polymerization)

BTFFH N,N,N',N'-Bis(tetramethylen)fluoroformamidiniumhexafluorophosphat

CMC Kritische Mizellbildungskonzentration

CROP Kationisch, ringdffnende Polymerisation

CT Computer-Tomographie

CuAAC Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition

DCC N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DLS dynamische Lichtstreuung

DO3A 1,4,7,10-Tetraaza-cyclododecane-1,4,7-triessigsdure

DOx 2-Decyl-10-en-2-oxazolin

EDA Ethyldiamin

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EMT-6 murines Brustkrebs Model

EOx 2-Ethyl-2-oxazolin

EPR-Effekt erhohte Permeabilitdt und Retention (engl.: enhanced permeability and
retention)

FA Folsdure

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FMA Fluoresceinmethacrylat

FT-IR Fouier-Transformation-Infrarot

GPC Gelpermeationschromatographie

HDDA 1,6-Hexandioldiacrylat

HDDMA 1,6-Hexandioldimethacrylat
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HOx 2-Heptyl-2-oxazolin

ICP Induziert gekoppeltes Plasma

ID Injizierte Dosis

MLCT engl.: Metal to ligand transfer

MOx 2-Methyl-2-oxazolin

MPS Mononuklear phagozytierendes System

MRT Magnetresonanztomographie

MS Massenspektroskopie

MWCO engl.: Molecular Weight Cut Off

M, zahlengemittelte Molmasse

m/z Verhiltnis Masse zu Ladung

NMR Kernmagnetresonanz (engl.: nuclear magnetic resonance)

OTf Triflat

OES Optische Emissions Spektroskopie

PEG Polyethylglycol

PenOx 2-Pent-5-in-2-oxazolin

PET Positron-Emissions-Tomographie

PK Dekadisch-logarhytmische Sdurekonstante

ppm engl.: Parts per million

RAFT Reversible Additions-Fragmentierungs Ketteniibertragungspolymerisation

RT Raumtemperatur

SDS Natriumlaurylsulfat

SiFA Silicium-basierte Fluor-Akzeptor

SPECT Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie

SUvV Standard Uptake Value

TEA Triethylamin

TEM Transmissionsmikroskop

THF Tetrahydrofuran

TOF Time-of-flight

UV/vis Ultra-Violett-sichtbar

vgl. Zum Vergleich

Symbolverzeichnis
0 chemische Verschiebung I Relaxivitit (T)
b Dispersitt T, T,/T, Relaxationszeit
v Wellenzahl Y gyromagnetische Verhéltnis
A Wellenlidnge ™o Larmorfrequenz

Hz Hertz
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11.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Abbildungen der Strukturen von organischen
Nanopartikeln, a) Dendrimer mit dem Kern (rot), 1. Generation (blau), 2. Generation
(violett), 3. Generation (schwarz); b) Liposom/Polymersom mit hydrophiler
Kopfgruppe (blau) und hydrophoben Schwanz (schwarz); c) Mizelle mit hydrophiler
Kopfgruppe (blau) und hydrophoben Schwanz (schwarz). ..........ccccccccevviiiiiiniinnnnn. 2

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Kern- bzw. Schalevernetzung von
amphiphilen BIoCKCOPOLYMETE. ............eviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 6

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Emulsion mit der kontinuerlichen Phase
(blau) und der dispersen Phase (TOt). .........cceiviiriiiiiiiieeeeieiiiiieeeee e eeeiiereee e e e e e 9

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines idealen multifunktionalen Nanopartikels,
Schalefunktionalititen (rot) und Kernfunktionalitdten (riin). ........ccccceeevveiivvreeeeeenennn. 12

Abbildung 5: Strukturausschnitte eines Poly(2-oxazolin)s (links) und eines Polypeptids
(G 01 TR 14

Abbildung  6:  Allgemeine  Strukturformel eines 2-Oxazolins und die
Loslichkeitseigenschaften des Homopolymers in Abhédngigkeit der Monomer-
SEILENKELL. ....eeeeeiiiiiee ettt e ettt e s ettt e e s et e e e e nabreee e e 16

Abbildung 7: Allgemeiner Zugang zu 2-Oxazolinen, a) Cadmium(II)acetat-katalysierte
Reaktion zwischen Nitrilen und Ethanolamin, b) Lithiierung von MOx mit
anschlieBender Umsetzung mit einem Halogenderivat, ¢c) Dehydrohalogenierung von N-
(2-Haloethyl)amiden. ...........uuviiieiiieiiiiiiiiieeee e e eeeiireeee e e e e e e e e e e e e e e e snesnaeeaeeeeeens 17

Abbildung 8: Eine Auswahl an funktionalisierten 2-Oxazolinderivate fiir die
POlyMEriSAtON. BT ..o, 17

Abbildung 9: Beispiele fiir mogliche (funktionalisierte) Initiatoren, a) Methyltriflat, b)
Pent-4-ynyl-triflat®", ¢) o, ”-Dibromo-p-xylol®. ..o 18

Abbildung 10: A) 1H—NMR—Spektrum (CDClI3) von P1 mit Zuordnung der Signale, B)
GPC-Chromatogramm von P1, C) GPC-Chromatogramm von P2, jeweils gemessen in
DMF+5 g/L LiBr (PMMA-Standards). .......cccooeiiiiiiiiiieeeeiiieeiieeceeee e 25

Abbildung 11: Einfluss der Vernetzerkonzentration HDDA auf die Partikelgrofe
ausgehend von P1 (c=1 mmol/L, Ultraschallbehandlung: t = 1 min,
Reaktionsbedingungen: T =65 °C, iiber Nacht, hydrodynamische Durchmesser dj
wurde iiber DLS-Messungen einer methanolischen Nanopartikel-Losung (¢ = 1 mg/mL)
DESEIITIITIL). ©.unniiiiii et e e et e e et e e e e et e e e eaaeeeseaaeeeeeannnes 30

Abbildung 12: Einfluss der Polymerkonzentration P1 auf die PartikelgroBe (HDDA-
Menge: 200 Gew.-%, Ultraschallbehandlung: t=1min, Reaktionsbedingungen:
T =65 °C, tiber Nacht, hydrodynamische Durchmesser d;, wurde iiber DLS-Messungen
einer methanolischen Nanopartikel-Losung (¢ = 1 mg/mL) bestimmt). ................c...... 31

Abbildung 13: Einfluss der Ultraschalldauer auf die PartikelgroBe (¢ (P1/P2) = 1
mmol/L, HDDA-Menge: 100 Gew.-%, Reaktionsbedingungen: T = 65 °C, iiber Nacht,
hydrodynamische Durchmesser d, wurde iiber DLS-Messungen einer methanolischen
Nanopartikel-Losung (¢ = 1 mg/mL) beStimmt). .......ccccccvveeerniiiieiiniiiieeiniieeeeeieeeeene 32

186



ANHANG

Abbildung 14: TEM-Aufnahmen der Nanopartikel ausgehend von P1 (¢ = 1 mmol/L)
und 100 Gew.-% HDDA nach 0,5 Min. (A), 1 Min. (B) und 5 Min. (C) Ultraschalldauer
und 65 °Ciiber Nacht. .........cocoiiiiiiiiiii 33

Abbildung 15: Einfluss der Polymerisationsdauer auf die Partikelgrofe (c (P1) = 1
mmol/LL, HDDA-Menge: 100 Gew.-%, Reaktionsbedingungen: T = 65 °C,
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Losung (¢ = 1 m@/ML) EMESSEN). ....everiieeiiriiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiriteeeeeeeeesiiirereeeeeeeesennnens 33

Abbildung 16: DLS-Kurven von einem synthetisierten Nanopartikel nach 0 (A) und 150
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OXAZOIIN (12). 1eiiiiiiiiiiiee e e e e e e e et e e e e e e e e et aaeeeeeaaeees 36
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Deprotonierung (SCAWAIZ). ......coooeeiiiiiiiiieee et e e e e ee e e e e e e e 44

Abbildung 22: "H-NMR Spektrum (CDCl;) vom Polymer P6-Naphthalin.................. 45

Abbildung 23: TEM Aufnahmen von NP10 (a), NP11 (b) und NP12 (c) mit ¢ = 0,01
mg/mL in Wasser, DLS Kurven der NP7-NP9 mit ¢ = 1 mg/mL in Wasser gemessen
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Abbildung 32: 'H-NMR-Spektren (in CDCl3) der Terminierungsexperimente von P7a
(50 °C, 12h), P7b (50 °C, 24 h), P7c (120°C, 24h) und P7d (120 °C, 48 h),
Initiatorsignal (rot), tert-Butylgruppe von DO3A(Bu)s (blau). .......ccooevvvviiiiiiiiiennnnnn. 67

Abbildung 33: Entschiitzungsreaktion der Polymeren P7b und P7d zu den
entsprechenden Polymeren P8b und P8d................cooeiiiiiiiiieeeeee 67

Abbildung 34: 1H-NMR-Spektren von (A) dem geschiitzten Polymer P7b (blau) und
des entschiitzten Polymers P8b (schwarz) und (B) dem geschiitzten Polymer P7d (blau)
und des entschiitzten Polymers P8d (SChwarz)...........cccccoeeviviiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeee 68

Abbildung 35: Optimierung der Komplexierungbedingungen der Homopolymere P8b
und P8d iiber Variation der Reaktionstemperatur (T = RT, 50 °C) und Reaktionszeit (t =
24, T2 M) e ettt et ettt e sttt e st e e et e e e aaaee e 69

Abbildung 36: Auftragung von 1/T; gegen die Gadolinium(III)konzentration in einer
magnetischen Feldstirke von 9,4 T (400 MHz) von den Homopolymeren P8b[Gd] (A)
UNA P8A[GA] (B)..oeeiiiiiieeeeeeeee ettt e e e e e 71

Abbildung 37: Phantom-Magnetresonanz-Aufnahme des Homopolymers P8d[Gd] in
verschiedenen Konzentrationen gemessen gegen Luft............ccccovviiiiiiiiiniiiiiiininnnnnn. 71

Abbildung 38: 1H-NMR-Spektren von (1) dem geschiitzten Blockcopolymer P9 (blau)
und (2) dem entschiitzten Blockcopolymer P10 (schwarz). .........cccccceeeeevveciiniieieeeennnn. 74

Abbildung 39: Bildliche Darstellung des Einflusses der geschiitzten Carbonsduren auf
den Mizelldurchmesser von den Polymeren P9 und P10.................cccoeoviiniiiinnnnnnn. 75

Abbildung 40: Auftragung von 1/T; gegen die Gadoliniumkonzentration in einer
magnetischen Feldstirke von 9,4 T (400 MHz) des Blockcopolymers P10-[Gd]......... 76

Abbildung 41: Phantom-Magnetresonanz-Aufnahme des Blockcopolymers P10[Gd] in
verschiedenen Konzentrationen gemessen gegen Luft. ..., 78

Abbildung 42: 1H—NMR—Sprektren von (A) P11 und (B) P11-TFA nach dem
Entschiitzungsversuch mit dem Gemisch aus TFA:H,O:TIPS (90:5:5), mit blau ist die
chemische Verschiebung der fer-Butyl-Gruppen markiert.............cccecveevvieennieennnnen. 79

Abbildung 43: "H-NMR-Spektren der Entschiitzungsreaktionen des Triblockpolymers
P11 (Oh) nach 12 (P12-12h), 24 (P12-24h) und 48 h (P12-48h), chemische
Verschiebung der terf-Butylgruppe mit blau markiert. .............ccoeeeeeiiiiiiniiiiiiinnnn. 81

Abbildung 44: DLS Graphen der Polymere P11 (schwarz) und P12-48h (rot) gemessen
N WaSSer (C=1MONL). coooeeeiiie e 82

Abbildung 45: Darstellung des DO3A-funktionalisierten Nanopartikels NP1S iiber
radikalische Kernvernetzung der Acrylat-Einheiten des Polymers P12-48h. ............... 82

Abbildung 46: Komplexierung des Nanopartikels NP1S mit GdCls-6H,O zum
Nanopartikel NPIS-[GA]. ........ccoooiimmiiiiiiiiee e 83

Abbildung 47: DLS Graphen der Nanopartikel NP15 (schwarz) und NP15[Gd] (rot)
gemessen in Wasser mit der Konzentration ¢ = 1 mg/mL (A) und TEM-Aufnahmen des
Nanopartikel NP15[Gd] mit einer Konzentration ¢ = 0,01 mg/mL in Wasser, eingeférbt
mit Uranylacetat, MaBstab: 50 nm. ........ccoooiiiiiiiiic e 84

188



ANHANG

Abbildung 48: Auftragung von 1/T; gegen die Gadoliniumkonzentration in einer
magnetischen Feldstirke von 9,4 T (400 MHz) des Nanopartikels NP15[Gd]. ............ 85

Abbildung 49: Phantom-Magnetresonanz-Aufnahme des Nanopartikels NP15[Gd] in
verschiedenen Konzentrationen gemessen gegen Luft.............ccccooeviiniiiiiiiiiniinnnii, 85

Abbildung 50: Vergleich der Phantom-Magnetresonanz-Aufnahmen des Homopolymers
P8d[Gd] (A), des Blockcopolymers P10[Gd] (B) und des Nanopartikels NP15[Gd] (C)
mit einer Konzentration von ¢ = 9,9- 107 MMOLe. oo 86

Abbildung 51: Prinzip der Positronen-Emissions-Tomographie (A) und Generierung
eines Schnittbildes, (B) transaxiales Schnittbild eines menschlichen Gehirns (FDG-
PET) e 88

Abbildung 52: Allgemeiner Zugang von Radiopharmaka auf Bor-Basis iiber die
Radiomarkierung von Boronsiureester-Konjugaten mit radioaktivem KHF,................ 90

Abbildung 53: a) Markierung eines Fluoro-di-zerz-butylphenylsilyl-Derivats (SiFA-R)
iiber eine Isotopen-Austausch-Reaktion mittels K['®F]F\K,,, und b) Generierung des
PR IS0tops HDer KIYPtOFIX®222. ...t 91

Abbildung  54: Darstellung des Initiators  (4-(Brommethyl)phenyl)di-fert-
butylfluorosilan STFA=BI. ........ooooiiiiiiiie e e e e e e 94

Abbildung 55: 'H-NMR-Spektren des Initiators SiFA-Br (A) und des Homopolymers
P I3 (B ittt e st e e et e e e 95

Abbildung 56: *’Si-NMR- (A) und '"F-NMR-Spektrum (B) des Homopolymers P13. .96

Abbildung 57: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung
von P14-16 in der Mikroemulsion. A) Mizellbildung der Blockcopolymere in Wasser
oberhalb der CMC mit ¢ = 1 mmol/L und Zugabe von 0-200 Gew.-% HDDMA, 0,1
Gew.-% AIBN und 5 Gew.-% Heptadekan B) Entgasen mit Argon fiir 30 min und
Homogenisierung des Systems durch Sonifizierung (5 min), Reaktionsbedingungen:
T=065 °C, GDEr NACKL. ...ooveiiiiiii e ettt eeaaa 99

Abbildung 58: Auftragung der hydrodynamsichen Durchmesser der Nanopartikel unter
Verwendung der Polymere P15 (schwarz) und P16 (rot) gegen den eingelagerten
HDDMA-Anteil von 50, 100, 150, 200 Gew.-% gemessen in Wasser (A) und Methanol

Abbildung 59: TEM- Aufnahmen der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel NP16
(oben) und NP17 (unten), erhalten iiber Mikroemulsionspolymerisation mit jeweils 50
Gew.-% HDDMA, Konzentration c¢=1mg/mL in Wasser, angefirbt mit
PhosphOrwolframSaUIe. ..........eiiiiiiiiiiiiiiic e e e 101

Abbildung 60: Zeit-Aktivitdtskurven der Aufnahme/Verteilung von [18FINP17 in der
Leber (A), der Niere (B), im Blut (C) und im Miuse-Brustkrebs-Model (EMT-6, D),
Bioverteilung gemessen in Zwel MEAUSEN. .......cccuvviiiiiiiiiiiiiiicciiecc e 102

Abbildung 61: 18F—Markierung der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel NP18-20...103

Abbildung 62: Klein-Tier-PET  Aufnahmen des [18F]SiFA—funktionalisierten
Nanopartikel [18F]NP18 nach 1 h (links) und nach 4 h der Injektion, der Durchschnitts-
SUV gefunden im Tumor-Gewebe ist mit einem weilen Pfeil markiert. .................... 104

189



ANHANG

Abbildung 63: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung
von P15 und P17 in einem Verhiltnis von 1:4 iiber Thiol-vermittelte Photo-Vernetzung.
A) Mizellbildung der Blockcopolymere in Wasser oberhalb der CMC mit ¢ = 1 mmol/L.
und Zugabe von 0.06 eq. 2-Propanthiol B) Entgasen mit Argon fiir 30 min und
Homogenisierung des Systems durch Sonifizierung (5 min), Reaktionsbedingungen:
2.5 0, RT, UV-LICHE. oottt 107

Abbildung 64: TEM-Aufnahmen der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel NP21
bestehend aus einem 1:4-Gemisch aus P18:P20, erhalten iiber photo-induzierte Thiol-
Kernvernetzung, Konzentration ¢=0.1 mg/mL in Wasser, angefirbt mit
PhosphorwolframSaUTE. .........cviiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e 108

Abbildung 65: "H-NMR-Spektrum vom SiFA-Acrylat-Blockcopolymer P19............. 110

Abbildung 66: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung
von P18 und P19 iiber die Mikroemulsionspolymerisation. A) Mizellbildung der
Blockcopolymere in Wasser oberhalb der CMC mit ¢ = 1 mmol/LL und Zugabe von 0,
50, 100, 150, 200 Gew.-% HDDMA, 0,1 Gew.-% AIBN, 5 Gew.-% Heptadekan
B) Entgasen mit Argon fiir 30 min und Homogenisierung des Systems durch
Sonifizierung (5 min), Reaktionsbedingungen: 65 °C, iiber Nacht.................ccceeenenn. 111

Abbildung 67: Auftragung der hydrodynamischen Durchmesser der Nanopartikel (A)
aus dem Polymer P18, gemessen in Wasser (rot) und Methanol (schwarz) und (B) aus
dem Polymer P19, gemessen in Wasser (rot) und Methanol (schwarz) gegen den
eingelagerten HDDMA-Anteil von 0, 50, 100, 150, 200 GeW.-%.........ccceecvrrveeeeeennnn. 111

Abbildung 68: UV/vis-Spektrum (schwarz) und entsprechendes Fluoreszenz-Spektrum
(grau) des Nanopartikels NP22. ..........ooviiiiiiiiiiiiiieeee e ee e 113

Abbildung 69: Schematische Darstellung des bifunktionalisierten Nanopartikels NP23
und des trifunktionalisierten Nanopartikels NP24 bestehend aus den Polymeren P19
und P6 in einem Verhiltnis von 1:1. ..o 114

Abbildung 70: UV/vis-Spektren der Nanopartike]l NP23 und NP24 gemessen in einer
0,1 M NAOH-LOSUNG. ......eeiiiiiiiiiiee ettt ettt e e aieeee s 116

Abbildung 71: Fluoreszenzspektrum des Nanopartikels NP24 mit Aex = 497 nm (A) und
Fluoreszenz-Mikroskopie-Aufnahmen des Nanopartikels NP24 mit A = 514 nm (B)
und mit Aex = 640 nm (C), ¢ = 0,1 mg/mL in Wasser (MaBstab: 150 um). .................. 117

Abbildung 72: Schematische Darstellungen von (A) einem Janus-Partikel und (B)
einem Nanopartikeldimeren mit der Verkniipfungsstelle in 1ot...........c.oooeiiiieeeeeennnnn. 123

Abbildung 73: TEM Aufnahmen der mizellaren Dimere (A) und der Janus Partikel (B)
nach der Synthesestrategie von Zhang et al. e 123

Abbildung 74: Spezifische direkte Bindung zwischen den kolloidalen Partikeln unter
Hellfeldmikroskopie (links) und konfokalem Fluoreszenzmikroskop.[235] .................. 124

Abbildung 75: Nanopartikelverkniipfung iiber einen Bis-Terpyridin-Eisen(I1l)-Komplex.

Abbildung 76: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese ausgehend von
verschiedenen Mischungsverhiltnissen der Polymere P22 und P23 von 0:100, 95:5,
08:2, 99:1 und 100:0. .....oiiiiiiiiiee e e 129

190



ANHANG

Abbildung 77: UV/vis-Spektren der Nanopartikel NP28tpy-32tpy gemessen in
Methanol mit einer Konzentration von ¢ = 0,1 mg/mL..........cccccceevviiiiiiiiiiiiienninnns 132

Abbildung 78:High und low Spin der d°-Elektronenkonfiguration des Eisens(II) bei der
Bildung des oktaedrischen Terpyridin-Eisen(II)-Komplexes. ..........cccooeuveeeiniieeennnnns 133

Abbildung 79: UV/Vis-Spektrum eines unkomplexierten-(durchgezogene Linie) und
eines komplexierten (gestrichelte Linie) Terpyridinliganden.............cccccoeeevrvininnnnneen. 134

Abbildung 80: Schematische Darstellung der Komplexierung der Nanopartikel
NP28tpy-32tpy iiber FeBr, zu den Nanopartikel-Komplexen NP28komp-32komp,
Terpyridin-Einheiten in rosa und die Terpyridin-Eisen(II)-Komplexe in violett. ........ 134

Abbildung 81: UV/vis Spektren der Nanopartikel-Komplexe NP28komp-32komp
gemessen in Methanol. ..o 135

Abbildung 82: TEM-Aufnahmen der Nanopartikel-Komplexe NP28komp-32komp, A:
NP28komp, B: NP29komp, C: NP30komp, D: NP31komp, E: NP32komp, 1: 200
nm, 2: 100 nm, 3: 50 nm MaBStab. .........couoiiiiiiiiiiiie e 137

Abbildung 83: Schematische Darstellung der Mikroemulsionspolymerisation von
HDD(M)A und amphiphile Poly(2-0Xazolin)en. ...........cccoeeueeiiiniiiiiiinniiieeeiiiieeeee 140

Abbildung 84: Polymerstrukturen von P1 und P2 (A), der Einfluss der HDDA-Menge
(B) und der Einfluss der Ultraschallbehandlung auf die Partikelgrée (O). ................ 141

Abbildung 85: Molekiilstrukturen des Acrylat-funktionalisierten Monomers 2-(5-
Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-methacrylat)]-oxazolin (12) und der amphiphilen Poly(2-
0XAZOIIN)E P3PS, ..o 142

Abbildung 86: Schematische Darstellung der DO3A[Gd]-Systeme auf Basis von
Poly(2-oxazolinjen und den erhaltenen DO3A-Modifizierungen = Modposa,
Gadolinium(IIT)modifizierungen Modgg und Relaxivitaten ry. ......ccovveveeeiiniieeernnnnnee. 144

Abbildung 87: Polymerstrukturen der SiFA-funktionalisierten Polymere P15 und P16
(A), Hydrodynamische Durchmesser und radiochemische Ausbeuten der Nanopartikel
NP17-20 (B), Zeit-Aktivitdtskurve der Tumor- und Muskelaufnahme des Nanopartikels
NP17 (C) und die Klein-Tier-PET-Aufnahme 4 h nach Injektion des Nanopartikels
1A 8 £ T PP PRURPPPRRN 145

Abbildung 88: Molekiilstruktur der Polymere P18 und P19 (A), Hydrodynamische
Durchmesser d, der Nanopartikel hergestellt aus dem Polymer P18 in Wasser und
Y (31 0 T2 o) 0 23 TR OO 146

Abbildung 89: UV/vis-Spektren der Nanopartikel NP23 und NP24 vor (grau) und nach
(schwarz) der Folsdure-Modifizierung (A), Fluoreszenzmikroskop-Aufnahme des
Nanopartikels NP24 mit einer Anregungswellenlédnge von Aex = 514 nm (B).............. 146

Abbildung 90: Nanopartikelverkniipfung iiber Bis-Terpyridin-Eisen(II)-Komplex..... 147
Abbildung 91: Molekiilstrukturen der amphiphilen Polymere P22 und P23................ 147

191



ANHANG

11.3 Schemataverzeichnis

Schema 1: Moglicher Mechanismus der Thiol-Funktionalisierung und Vernetzung von
amphiphilen Poly(2-0XazZolin)en. ...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiieee et 7

Schema 2: Mechanismus der kationischen Polymerisation von 2-Oxazolinen. ............ 15

Schema 3: Ubertragungsreaktion bei der Polymerisation von 2-Oxazolinen: a)
Umwandlung eines Kettenendes (A) in eine Enamin-Ether-Endgruppe (B) und eine
neue wachsende Spezies (C), b) Reaktion der Enamin-Ether-Spezies (B) mit einer
aktiven Polymerkette zu hochmolekularen verzweigten Polymeren, c) Entstehung
niedermolekularer Ketten. ...........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 16

Schema 4: Eine Auswahl an Terminationsreaktionen von Poly-(2-oxazolin)en iiber (1)
Thiole, (2) Amine'?), 3) Wasser™¥, 4 Natriumazid®' und (5) deprotonierte
CarbonsAUIEN®L. ..., 19

Schema 5: Schematische Darstellung der Aufgabenstellung und Zielsetzung, 1)
Nanopartikelsynthese mit Hilfe der Mikroemulsion, 2) Nanopartikelanaloge
Oberflachenfunktionalisierung, 3) Aufbau funktionalisierter Nanopartikel {iber
modifizierte amphiphile Blockcopolymere fiir die PET bzw. MRT-Diagnostik, 4) erste
Untersuchungen  zur  Assemblierung  von  Nanopartikeln  iiber  Metall-
LigandwechSeIWIrkungen. ...........eeiiiiiiiiiiiiiiiiieiic e 20

Schema 6: Darstellung der hydrophoben Monomere a) 2-Heptyl-2-oxazolin (HOx) und
b) 2-Pent-4-inyl-2-0Xazolin (PENOX). .......ceviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiieeee e ee e e e 23

Schema 7: Allgemeine Polymerisation der amphiphilen Blockcopolymere P1 und P2.24

Schema 8: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung der
Mikroemulsion. A) Mizellbildung der Blockcopolymere in Wasser oberhalb der CMC,
B) Entgasen mit Argon fir 30 min und Homogenisierung des Systems durch
Sonifizierung, C) Einlagerung des Diacrylats HDDA in den Mizellkern, D) Start der
Vernetzungsreaktion durch UV-Bestrahlung fiir 2,5 h mit 2-Propanthiol bzw. Erhitzen
auf 65 °C iiber Nacht mit AIBN als Initiator, E) Erhalten der Nanopartikel.................. 27

Schema 9: Mogliche Reaktionsmechanismen der Vernetzung von der Acrylat- (1a) und
der Alkinfunktionalitdt (1b) iiber UV-Initiation mittels Thiolen und der Acrylat- (2a)
und der Alkinfunktionalitit (2b) iiber den Azo-Initiator AIBN........cccoovveeiiiiiiereiinnnn. 28

Schema 10: Schematische Darstellung der HDDA Einlagerung in die Polymermizellen
durch die Ultraschalldauer. ............cooooiiiiiiiiiiii e 32

Schema 11: Reaktionsschema zur Darstellung von 2-(5-Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-
methacrylat)]-0Xazoln (12). .....eeiiiiiiiiiiiiiee e 35

Schema 12: Darstellung der Polymere P3 (kern-nah), P4 (schale-nah) und PS5
(statistisch), 2-(5-Pentyl-[(1,2,3-triazol)-4-yl-methacrylat)]-oxazolin (12) ist blau und
die hydrophile Endgruppe rot markiert.............coooeieieiiniiiiee i 38

Schema 13: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese unter Verwendung von
P3-P5 in der Mikroemulsion. A) Mizellbildung der Blockcopolymere in Wasser
oberhalb der CMC, c¢=1mmol/L, B)Entgasen mit Argon fir 30 min und
Homogenisierung des Systems durch Sonifizierung (5 min), C) Einlagerung des
Diacrylats HDDMA (0-100 Gew.-%) in den Mizellkern, D) Start der

192



ANHANG

Vernetzungsreaktion durch Erhitzen auf 65 °C iiber Nacht mit 0.1 Gew.-% AIBN und
5 Gew.-% Heptadekan, E) Erhalten der Nanopartikel NP1-NP9. ...........ccccccooviiiinineen. 40

Schema 14: Staudinger-Reaktion von PS5 zur Reduktion der Azidgruppe zum priméren
AN (PO). ..o nnnn 43

Schema 15: Reaktionsschema zur Aminquantifizierung am Polymer P6 iiber die
Umsetzung in einer nukleophilen Reaktion mit 2-Brommethylnaphthalin. ................... 45

Schema 16: Ubersichtsschema der Oberflichenfunktionalisierungen der Nanopartikel

NP10-12 iiber die Amin-Endgruppe mit Folsdure (a), FITC (b) und Peptid (c). ........... 48
Schema 17: Reaktionsschema zur Darstellung des Terminierungsreagenz DO3A(7Bu);.
.................................................................................................................................... 63
Schema 18: Allgemeines Reaktionsschema der Darstellung des DO3A[Gd]-
HOMOPOIYMETS. ..ceeiiiiiiiiieeee ettt e e e e e e et eeeeseeeennnens 64
Schema 19: Reaktionen der Terminierungsexperimente von P7a (50 °C, 12 h), P7b (50
°C, 24 h), P7¢ (120 °C, 24 h) und P7d (120 °C, 48 h)...eevvuiiiiiiiiiiieeeiieeeieeeee e 65
Schema 20: Reaktionsschema der DO3A(7Bu)s;-Funktionalisierung iiber Termination
des BIockcopolymers PO. ..........vuiiiiiiiiiiieee e 73
Schema 21: Komplexierungsreaktion des Blockcopolymers P10. ...............ccccceeieeen. 75
Schema 22: Reaktionsgleichung der Terminierungsreaktion des Polymers P11 mit
DIOBA(TBU) . ettt e et e et e e e 78
Schema 23: Mechanismusvorschlag der selektiven Entschiitzung von tert-Butylestern
mit CeCl;- 7H,0-Nal nach Marcantoni et A e 80
Schema 24: Entschiitzungsreaktion des Polymers P11 mit CeCl;- 7H,O-Nal nach 12 h
(P12-12h), 24 h (P12-24h) und 48 h (P12-48h)........ccooiiiiiiiiiiiiiceeeee, 80
Schema 25: Polymerisation des SiFA-funktionalisierten Homopolymers P13.............. 95
Schema 26: Darstellung der SiFA-funktionalisierten Polymere P14-16 iiber den Einsatz
von SiFA-Br als Initiator in der Polymerisation von 2-Oxazolinen. ..........c.ccccceeeenee. 97
Schema 27: 18F—Markierung des SiFA-funktionalisierten Nanopartikels NP17........... 102
Schema 28: Darstellung des Alkin-funktionalisierten Polymer P17. .......................... 106

Schema 29: Darstellung der SiFA-funktionalisierten Polymere P18 und P19 iiber den
Einsatz von SiFA-Br als Initiator in der Polymerisation von 2-Oxazolinen................ 109

Schema 30: Synthese des fluoreszenz-modifizierten SiFA-Nanopartikel NP22 iiber
radikalische Kernvernetzung. .............cccoeoiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeee et 112

Schema 31: Synthese von SiFA-funktionalisierten Polymeren P20 und P21. ............. 118

Schema 32: 18F—Markierung der SiFA-Molekiile im Kern der Nanopartikels NP25-27
tiber die Isotopen-Austausch-Reaktion in Ethanol bei 65 °C fiir 30 Minuten. ............. 120

Schema 33: Komplexierung eines 4-funktionalisierten 2,2":6",2“-Terpyridins mit einem
Metall zu einem Bis-Terpyridin-Metall-Komplex. ..........coocoviiiiniiiiiiiniiiiiiiiieees 126

193



ANHANG

Schema 34: Reaktionsschema der Synthese von 4'-(4-(Bromomethyl)phenyl)-2,2":6',2"-

tErPYIIdIn (EPY-BI). ceeeiiiiiiiee e e e 126
Schema 35: Mechanismusvorschlag zum tpy-Me (16).........cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen. 127
Schema 36: Reaktionsschema der Polymersynthesen P22 und P23. ........................... 128

Schema 37: Schematische Darstellung der Oberflichenfunktionalisierung iiber die
Piperazin-Endgruppe der NP28-32 iiber eine nukleophile Substitution mit dem Chelat-
Liganden tPY-Br........coooiiiiiiiiiiii e e e e e e 131

11.4 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Beispiele von kommerziellen Anwendungen von Nanopartikeln."® ............. 3
Tabelle 2: Analytische Daten der Polymere P1 und P2. .............cccooiiiiiniiiiiinnieen. 26

Tabelle 3: Hydrodynamische Durchmesser d; ermittelt iiber DLS-Messungen (Malvern
Zetasizer) nach erfolgter Mikroemulsionspolymerisation in Wasser (a) und Methanol

(D) Mit € = 1T ME/MLL. oot e e e e e e e nnaaraeeeaeeeeeas 27
Tabelle 4: Analytische Daten der Polymere P3-P5............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 38
Tabelle 5: Hydrodynamische Durchmesser d, von NP1-NP9 in Wasser (a) und
J\Y (5700 (o) W () TR 41
Tabelle 6: Hydrodynamische Durchmesser d;, der Nanopartikel NP10-NP12 gemessen
in Wasser (a) und Methanol (D)...........uveeeiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeeeee e 46
Tabelle 7: Analytische Daten der Folsdure-Modifizierung von NP10a-12a................. 49
Tabelle 8: Analytische Daten der Peptid-Modifizierung von den Nanopartikeln NP10b-
L2D. et e e et e e et e e s et e e e e 51
Tabelle 9: Analytische Daten der FITC-Modifizierung von den Nanopartikeln NP10c-
L2, ettt e e e et e e e et e e e e aeeeas 53
Tabelle 10: Ubersicht der hochauflésenden, Kleintier bildgebenden Systeme[m] ........ 57

Tabelle 11: Analytische Daten der Polymere P7a-d der Terminierungsexperimente. .. 66

Tabelle 12: Analytische Daten der Polymere P8b und P8d der Entschiitzungsreaktionen.

Tabelle 13: Analytische Daten der Komplexierungsreaktionen 1-4 mit den Polymeren
P8b und P8d. ... 70

Tabelle 14: Analytische Daten der Blockcopolymerr P9 und P10 vor und nach der
ENESCRULZUNG. ....eeeiiiieieie ettt e e e e e et eeee e e 74

Tabelle 15: Analytische Daten der Komplexierungsreaktion des Polymers P10-[Gd]. 76
Tabelle 16: Analytische Daten der Polymere P11 und P12-48h. ...................ccoccee. 81

Tabelle 17: Analytische Daten der Komplexierungsreaktionen des Nanopartikels
NPISIGL. ..ottt e e e e e s e e e eanneee e 83

194



ANHANG

Tabelle 18: Eine Auswahl an Isotopen und ihre Herstellung iibers Zyklotron............... 89
Tabelle 19: Analytische Daten der SiFA-funktionalisierten Polymere P14-P16. .......... 98
Tabelle 20: Hydrodynamische Durchmesser der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel
NP16 UNd NPL7. ..ottt st 101
Tabelle 21: Hydrodynamischen Durchmesser und radiochemischen Ausbeuten der
SiFA-funktionalisierten Nanopartikel NP18-20 ausgehend von Polymer P18. ........... 104
Tabelle 22: Analytische Daten des SiFA-funktionalisierten Polymers P17................. 106

Tabelle 23: Analytische Daten der SiFA-funktionalisierten Polymere P21 und P22...109
Tabelle 24: Analytische Daten des SiFA-funktionalisierten Nanopartikels NP22....... 113

Tabelle 25: Hydrodynamische Durchmesser der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel
NP23 und NP24 und die Folsdure-Beladung des Nanopartikels NP24. ...................... 115

Tabelle 26: Analytische Daten der SiFA-funktionalisierten Polymere P20 und P21...118
Tabelle 27: Hydrodynamische Durchmesser d, der Nanopartikel NP25-27 ausgehend

vom Polymer P21 gemessen in Wasser (a), Methanol (b). .........ccccevviiiiiiiiieeiennnnnns 119
Tabelle 28: Radiochemische Ausbeuten von NP25-27 iiber die Isotopen-Austausch-
REAKLION . ...ttt e ettt e e e e e e 120
Tabelle 29: Analytische Daten der Polymere P22 und P23. ............cccooooiiiiiiniinni, 129

Tabelle 30: Hydrodynamische Durchmesser der synthetisierten Nanopartikel NP28-32
mit unterschiedlichen Anteilen an den Polymeren P22 und P23..............ccccceevvennnnnn. 130

Tabelle 31: Hydrodynamische Durchmesser der funktionalisierten Nanopartikel
NP28tpy-32tpy mit unterschiedlichen Anteilen an den Polymeren P22 und P23....... 131

Tabelle 32:Modifizierungseffizienzen der Nanopartikel NP28tpy-32tpy................... 132

Tabelle 33: Hydrodynamische Durchmesser der komplexierten Nanopartikel
NP28komp-32komp mit unterschiedlichen Anteilen an den Polymeren P22 und P23.

Tabelle 34: Zusammenfassung der Oberflachenfunktionalisierungen der Nanopartikel
NP10-12 mit Folsdure (a), einer RGD-Peptid-Sequenz (b) und dem Farbstoff
FluoresceinthioiSOCYanat (C). ....eeouuvevieiieeeiiiiiiiiiiiteee et e e e et e e e e e e 143

Tabelle 35:Modifizierungseffizienzen der Nanopartikel NP28tpy-32tpy................... 148

195



ANHANG

11.5 NMR-Spektren

11.5.1 Monomer-Spektren
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11.5.2 Chelat-Spektren
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11.5.3 Polymer-Spektren
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11.6 Eidesstattliche Versicherung

Matrikel-Mr.
{Enroiment number)

Mame, Yomanms
[Sumame, first name)

Belehrung:

Wer varsitzlich gegen eine die Tauschung Ober Pri-
fumgsleistungen beireffende Regelung einer Hochschul-
prufungsordnung werstiilt, handelt ordnungswidrig. Die
Ordnungswidrigheit kann mit einer Geldbulle von bis zu
50.000,00 € geshndet werden. Zustindige Verwaltungs-
behdrde fir die Verfclgung und Ahndung won Crdnungs-
widrigkeiten ist der Hanzler'die Kanzlern der Techmni-
schen Universitit Dortmurd. Im Falle eines mehfachen
oder sonstigen schweraiegenden Tauschungsversu-
ches kann der Prifing mudem exmatrikuliert werden, §
63 Abs. § Hochschulgesetz NEW.

Die Abgabe =iner falschen Versicherung an Eides statt
ist strafbar.

Wer vorsdt=ich eine falsche Wersicherung an Eides statt
abgibt, kann mii einer Freiheitssirafe bis zu drei Jahren
ocder mit Geldstrafe bestraft werden, § 158 5tGB. Die
fahriissige Abgabe einer falechem Versicherung an
Eides statt kann mit einer Freiheitsstrafe bis zu sinem
Jahr oder Geldstrafe bestraft werden, § 161 5tGB.

Die oben stehends Belehrung habe ich zur Kenntnis
gENOMMEN:

Official notification:

Any person who intenticnally breaches any regulation of
university examination regulations relating fo deception
in examination perfomnance is acting improperly. This
offence can be punished with a fine of up fo EUR
A0,000.00. The compeient administrative authority for
the pursuit and prosecution of offences of this type is the
chancellor of the TU Dormund University. In the cass of
multiple or octher serious attempts at deception, the
candidate can alse be unenrolled, Section 63, paragraph
5 of the Universities Act of Morth Rhine-\Westphalia.

The submissicn of a false afidavit is punishable.

Any person who intentionally submits a false affidavit
can be punished with a prison sentence of up to thres
years or a fine, Section 158 of the Criminal Code. The
negligent submission of a false afidavit can be punished
with a prison sentence of up to ane year or a fine,
Saction 161 of the Caminal Code.

| have taken note of the above official notification.

Ort, Cratum
{Flace, date)

Titel der Dissertation:
{Tille of the thesis):

Unterschrift
{Signaturz)

| hereby swear that | have completed the present
disseriation independently and withcut inadmissible
extemal support. | have mot used any sources or tools
other than those indicated and have identified literal
and analogous quotations.

Ich versichers hiermit an Eides statt, dass ich die vorfie-
gende Dissertation mit dem Tiel selbsistindig und ohne
unzulassige fremde Hilfe angefertigt habe. lch habe
keine anderen als die angegebenan Quellen und Hilfs-
mittel benutet sowie wirliche und sinngemdle Atate
kennilich gemacht

Die Arbeit hat in gegenwartiger oder in einer andzsnen
Faszsung weder dar TU Dortmund noch ainer andaren
Hochschule im Zusammenhang mit einer siaatlichen
oder akademischan Profung vorgelegen.

The thesis in its current wersion or another version has
mat been presented to the TU Dortmund Unbversity or
another university in conneclion with a state or
academic examination.®

"Flease be awars that solely the Geman verzion of the affidavit ("Eidesstatiliche Versichenmng") for the PhD thesis is
tha official and legally binding version.

Unterschriit
{Signature)

Ort, Datum
(Flaca, date)
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