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Kurzfassung

Krebserkrankungen zahlen neben Herz-Kreislauferkrankungen immer noch zu den
héaufigsten frihzeitigen Todesarten weltweit. Ein wichtiges Ziel der modernen
Tumortherapie ist daher die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe und Diagnostika. Dabei
kann auch die Formulierung dieser Stoffe einen signifikanten Einfluss auf die Effizienz
einer Therapie bzw. eines diagnostischen Verfahrens besitzen. Besonders vernetzte
polymere Nanopartikel sind dabei seit einigen Jahrzehnten in den Fokus der Forschenden
geruckt. Diese Nanopartikel bestenen zumeist aus einer hydrophilen Hille und einem
vernetzten, hydrophoben Kern. In dieser Arbeit wurden solche Nanopartikel mit einem
hydrophilen Segment bestehend aus Poly(2-Oxazolin)en dargestellt, da die Peptid-ahnliche
Struktur dieser Polymere zu exzellenter Bio- und Blutkompatibilitdt der Nanopartikel
fuhren sollte. Das hydrophobe Segment wurde durch eine RAFT-Polymerisation
aufgebaut, da durch die einfache Synthese Acrylat-basierter Monomere ein breites
Spektrum an Modifikationen ermoglicht werden sollte. Die Kernvernetzung der
Nanopartikel sollte reversibel sein, um moégliche Akkumulation der Nanopartikel im
Korper zu verhindern. Daher wurden Disulfid-haltige Vernetzer verwendet, welche unter
den reduktiven intrazelluldren Bedingungen abgebaut werden sollten. Nach ausgiebiger
Untersuchung und  Optimierung dieses  Nanopartikelsystems, sowie dessen
Abbauverhalten, wurden im letzten Schritt erste Modifikationen flr konkrete
biomedizinische Anwendungen im Bereich der Tumortherapie und -diagnostik

durchgefuhrt und evaluiert.
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Abstract

Alongside cardiovascular diseases, cancer is still one of the most common causes of
premature death worldwide. An important goal of modern tumor therapy is therefore the
development of novel active substances and diagnostics. The formulation of these
substances can also have a significant influence on the efficiency of a therapy or diagnostic
procedure. Particularly crosslinked polymeric nanoparticles for this purpose have been the
focus of researchers for several decades. These nanoparticles mostly consist of a
hydrophilic shell and a crosslinked hydrophobic core. In this work, such nanoparticles were
synthesized with a hydrophilic segment consisting of poly(2-oxazoline)s, as the peptide-
like structure of these polymers should lead to excellent biocompatibility and blood
compatibility. The hydrophobic segment was constructed by RAFT-polymerization, as the
facile synthesis of acrylate-based monomers should allow a wide range of modifications.
The core crosslinking of the nanoparticles should be reversible to prevent possible
accumulation of the nanoparticles in the body. Therefore, disulfide containing crosslinkers
were used, which should be degraded under the reductive intracellular conditions. After
extensive investigation and optimization of this nanoparticle system, as well as its
degradation behavior, the final step was to perform and evaluate initial modifications for
specific biomedical applications in the field of tumor therapy and diagnostics.
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1 Motivation

Tumorerkrankungen sind, neben den Herz-Kreislauferkrankungen und nicht tibertragbaren
Krankheiten wie Diabetes, eine Hauptursache fiir vorzeitige Todesfédlle weltweit.
Abbildung 1 zeigt die weltweite Ubersicht der Neuerkrankungen (18.1 Mio.) und
Todesfélle (9.5 Mio.) durch Tumorerkrankungen. In den vergangenen Jahrzehnten ist auch

in Deutschland die Rate der Neuerkrankungen deutlich gestiegen.[!

Neuerkrankungen Todesfille

weitere Krebsarten

(39.6 %) Kolorektal (9.2 %)

weitere Krebsarten | o
(53.9 %) Kolorektal (10.2 %)

Pankreas

(5.3 %)
Gesamt: 18 078 957 Gesamt: 9 555 027

Abbildung 1: Ubersicht der weltweiten Neuerkrankungen und Todesfélle durch Tumore.™

Ein Grund dafur ist die zunehmend alternde Bevolkerung, da die Erkrankungsraten im Alter
um ein Vielfaches hoher sind. In Abbildung 2 sind die altersspezifischen
Neuerkrankungsraten in Abhéngigkeit des Geschlechts und des Alters dargestellt. So steigt
die Rate fiir Manner von ca. 250 pro 100 000 im Alter von 40-44 Jahren auf tiber 2 500 pro
100 000 im Alter von 75-79 Jahren an. Diese Zahlen verdeutlichen den grofRen Forschungs-
und Entwicklungsbedarf fiir neue, verbesserte Tumordiagnostik und -therapie. Im Bereich
der Diagnostik gilt es vor allem Tumorerkrankungen friihzeitig zu erkennen, da dies die
Uberlebenswahrscheinlichkeit signifikant erhdhen kann.?! Bei den géngigen bildgebenden
Verfahren wie der Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT), der Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) oder der Computer-Tomographie (CT), kénnen aus chemischer Sicht

hier besonders die Kontrastmittel weiter verbessert werden.
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Abbildung 2: Altersspezifische Neuerkrankungsraten fur Tumorerkrankungen nach Geschlecht,
Deutschland 2017-2018.8%1

Neben der Erforschung neuartiger Kontrastmittel kénnen auch die bereits verfiigharen
Kontrastmittel durch Modifikation verbessert werden. Eine Mdglichkeit, den Kontrast
bereits verfligbarer Kontrastmittel weiter zu erh6hen und die Nebenwirkungen zu senken,
ist die kovalente Bindung an (z.B. polymere) Nanopartikel.[*l Diese Nanopartikel haben
sich auch im Bereich der Chemotherapie, welche neben der Bestrahlung und der
chirurgischen Entfernung der Tumore eine der drei Sdulen der klassischen Tumortherapie
darstellt™], als  &uBert hilfreich  erwiesen. Sie kénnen als  sogenannte
Wirkstofftransportsysteme (WTS) verwendet werden, um die Effizienz der bestehenenden
Zytostatika zu erhéhen und die Nebenwirkungen zu mindern.[ Eine zentrale Anforderung
an Nanopartikel in medizinischen Anwendungen ist die Biokompatibilitdt. Nur wenn die
Nanopartikel in keinerlei negativer Weise (z.B. Toxizitat oder Immunreaktionen) mit dem
Korper interagieren, konnen sie die bestehenden therapeutischen und diagnostischen
Verfahren verbessern. Zu diesen Interaktionen zahlt auch die Ausscheidung aus dem
Kdorper. Da eine Anreicherung der Nanopartikel im Korper unbedingt vermieden werden
sollte, sind in den letzten Jahrzehnten vor allem bioabbaubare Nanopartikel in den Fokus
der Forschung geruckt, da diese vom Korper selbst abgebaut und riickstandslos

ausgeschieden werden konnen.!]



2 Einleitung

Der Begriff ,,Nanopartikel* fasst Teilchen in einem GrofRenbereich zwischen 1 und 100 nm
zusammen (Abbildung 3).[81 Aufgrund der geringen GroRe besitzen Nanopartikel ein hohes
Verhdltnis von Oberflaiche zu Volumen. Dies wiederum fuhrt zu einer Vielzahl
interessanter Eigenschaften, welche heute zum Beispiel in der Biologiel®, der Medizin™,
der Photovoltaik™!! und der Katalyse*? erfolgreich eingesetzt werden. Des Weiteren

werden sie auch fiir Farben™®! verwendet.

Glucose Protein DNA Virus Cell Salt Grain Tennis Ball

10¢ 107 108
Nanometers
2 5)

Micelle Liposome Dendrimer Gold Nanoshell Quantum Dot Polymers

Abbildung 3: Schematische GroRendarstellung von Nanopartikeln im Vergleich zu anderen Objekten.*4!

Es wird generell zwischen anorganischen und organischen Nanopartikeln unterschieden.

Abbildung 4 zeigt beispielhaft einige Nanopartikelklassen.

Organische Nanopartikel
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Abbildung 4: Beispiele fir organische und anorganische Nanopartikel.[**]



Anorganische Nanopartikel kénnen z. B. auf der Basis von Gold[*®, Silberl*"], Eisenoxid!*!
und Silizium®® hergestellt werden. Zu den organischen Nanopartikeln zahlen Mizellent?®],

Liposomel?!, Dendrimere??l und polymerbasierte Nanopartikel?,

Dendrimere sind mit einem ungeféahren GroRenbereich von 1-10 nm die kleinsten Vertreter
der organischen Nanopartikel. Sie werden schrittweise aus multifunktionellen Einheiten
aufgebaut und sind, aufgrund dieser sehr kontrollierten Synthese, wohl definierte,
sphérische Partikel mit enger Molmassenverteilung und einer hohen Funktionalitatsdichte
auf ihrer Oberflache.??! Liposome sind aus Phospholipiden aufgebaut und besitzen eine
oder mehrere Lipiddoppelschichten als Membran. Daher kdnnen sie Wasser einlagern. lhre
GroRe reicht von wenigen Nanometern bis zu einigen Mikrometern.?*l Mizellen werden
meist aus Tensiden oder amphiphilen Polymeren aufgebaut. Sie bestehen aus einem
hydrophoben Kern und einer hydrophilen Hille und bilden sich in wassrigen Lésungen ab
der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) aus. Amphiphile Polymere als
Grundbaustein ermoglichen die Darstellung von multifunktionalen Mizellen in einem
GroRenbereich von einigen Nanometern bis zu knapp 100 nm. Polymere Nanopartikel
ahneln vom Aufbau her den polymerbasierten Mizellen. Zentraler Unterschied ist die
kovalente Vernetzung der einzelnen Polymerketten. Diese sorgt fiir eine zuséatzliche
Stabilisierung der Nanopartikel. Durch den Einsatz geeigneter Monomere und Polymere
kénnen so hochgradig funktionalisierte Nanopartikel mit maRgeschneiderten
Eigenschaften wie GroRRe, Oberflachenladung, Form und funktionelle Gruppen auf der

Oberflache erhalten werden. 23]

Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften und ihrer Modifizierbarkeit eignen sich
polymere Nanopartikel exzellent fiir den Einsatz in biomedizinischen Anwendungen und

kénnen dazu beitragen, zentrale Fragestellungen der aktuellen Forschung zu l6sen. 24



2.1 Biomedizinische Anwendungen polymerer Nanopartikel

Die Verwendung von polymeren Nanopartikeln konnte in den letzten Jahrzehnten zu
entscheidenden Verbesserungen vieler biomedizinischer Anwendungen beitragen.[2526]
Ihre Eigenschaften lassen sich auf ihre jeweilige Aufgabe malschneidern, woraus ein
breites Anwendungsspektrum resultiert. So werden heute polymere Nanopartikel im
Bereich des Wirkstofftransports?”, des Gentransports(?®l, der Diagnostik[®®! und des tissue
engineerings bzw. der regenerativen MedizinB% eingesetzt. Dabei wird besonderes
Augenmerk auf die Verwendung in der Krebsdiagnostik und -therapie gelegt. Auf ihre
Vorteile bei der Verwendung als Wirkstofftransportsystem, sowie fir die Diagnostik, soll
spater noch genauer eingegangen werden. Alle Bereiche profitieren jedoch von der grof3en
Anzahl an moglichen Modifizierungen der polymeren Nanopartikel. Eine allgemeine
Ubersicht ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Strukturelle Modifikationen von Nanopartikeln fir biomedizinische Anwendungen.!



Nachfolgend soll nur auf die Eigenschaften von polymeren Nanopartikeln eingegangen
werden. Es sei jedoch erwahnt, dass, wie Abbildung 5 zu entnehmen ist, auch anorganische

Nanopartikel fiir biomedizinische Anwendungen verwendet werden kénnen. 2!

Grole

Die GroRe der Nanopartikel hat einen fundamentalen Einfluss auf ihr Verhalten innerhalb
des Korpers. Daher spielt sie vor allem fiir den Wirkstoff- bzw. Gentransport und bei der
Verwendung fur bildgebende diagnostische Verfahren eine grolie Rolle. Der Einsatz der
Nanopartikel soll in der Regel die Zirkulationsdauer im Blut verlangern und die
Anreicherung im Zielgewebe férdern. Daher sind sehr kleine Nanopartikel (<10 nm)
ungeeignet, da sie zu schnell iber die Nieren ausgeschieden werden.*3l Auch sehr groRe
Nanopartikel (>2 pm) sollten nicht verwendet werden, da ihr Durchmesser dem von
Blutkapillaren (=5 pum) ahnelt und dies zu Transportproblemen fiihrt.®*l Besonders bei
Tumorerkrankungen kommt ein weiterer Effekt, der EPR-Effekt (enhanced permeability
and retention effect), zum Tragen.] Dieser beschreibt, dass die Epithelschicht (Abbildung
6: grun) in tumordsen Gewebe nicht vollstandig geschlossen ist, sondern eine Porengrolie
von bis zu 500 nm besitzt.*53"1 Das ermdglicht es, dass sich Makromolekiile selektiv in
solchem Gewebe anreichern kénnen. Daher wird die Ausnutzung dieses Effekts auch als

passives targeting bezeichnet.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des EPR-Effekts.[!

Nanopartikel mit einem Durchmesser von gréRRer als 200 nm werden vermehrt in Organe
wie die Leber, die Milz oder die Lunge aufgenommen, was die Zirkulationsdauer ebenfalls

drastisch senken kann.*®! Daher sollten fiir die allermeisten biomedizinischen



Anwendungen Nanopartikel im GroéfRenbereich von 10-200 nm verwendet werden. Einige

Forschende gehen sogar eher von 10-100 nm aus.[

Form

Die Form kann einen entscheidenden Einfluss auf die beabsichtigte Anwendung haben.
Daher ist es umso wichtiger, dass polymere Nanopartikel nicht nur in der Kklassischen
sphérischen Form, sondern, mit einigem synthetischen Aufwand, auch in zylindrischer oder
scheibenartiger Form hergestellt werden konnen. Erste Studien weisen darauf hin, dass
solche Nanopartikel eine verbesserte Blutzirkulationszeit™#2l und Zellaufnahmel*! zeigen.
Auch die ,,Tarnung® vor den kdrpereigenen Makrophagen soll sich durch die Verwendung

von nicht spharischen Nanopartikeln verbessern lassen.[*4]

Oberflachenladung

Zellmembranen sind negativ geladen[®® und daher sollten positiv geladene Nanopartikel
besser aufgenommen werden als neutrale oder negativ geladene.! Dies lasst sich in vitro
auch fiir eine Vielzahl an Zelllinien bestatigen.*"! In vivo zeichnet sich jedoch ein anderes
Bild ab, da hier positiv geladene Nanopartikel nicht nur mit Zellmembranen, sondern auch
mit den negativ geladenen Serumproteinen wechselwirken kénnen und so schneller vom
Immunsystem erkannt und ausgeschieden werden konnen.[*®l Daher besitzen positiv
geladene Nanopartikel in vivo eine Kkirzere Zirkulationszeit. Fur biomedizinische
Anwendungen sollten leicht positiv geladene oder neutrale Nanopartikel verwendet

werden. [

Oberflachenzusammensetzung

Die Zusammensetzung der Nanopartikeloberflache spielt eine entscheidende Rolle fir jede
biomedizinische Anwendung, da sie der Hauptinteraktionspunkt mit dem biologischen
System ist. Daher missen alle verwendeten Materialien Bio- bzw. Blutkompatibilitét
aufweisen.% Des Weiteren kénnen viele Eigenschaften der Nanopartikel durch geeignete
Oberflachenfunktionalisierung optimiert werden. Die Verwendung hydrophiler Polymere
wie z. B. Poly(Ethylenglykol) (PEG) fordert die Zirkulationszeit der Nanopartikel im
Blutkreislauf und verhindert die Erkennung der Nanopartikel durch das Immunsystem
(Stealth-Eigenschaften). Die Verwendung solcher hydrophilen Polymere wirkt sich jedoch
negativ auf die Zellaufnahme aus, da hierfir die hydrophobe Zellwand tiberwunden werden
muss. Dieses Dilemma zwischen langer Zirkulationszeit und effektiver Zellaufnahme wird

in der Literatur als PEG-Dilemma bezeichnet.[%!52]



Eine weitere Mdglichkeit die Nanopartikeloberflache zu modifizieren ist die Verwendung
von aktiven targeting-Liganden. Diese sollen an bestimmte, im Optimalfall einzigartige
oder Uberexprimierte, Rezeptoren im Zielgewebe binden. Dieses aktive targeting soll,
genau wie das passive targeting, eine selektive Anreicherung der Nanopartikel im
Zielgewebe erreichen.[®®l Als targeting-Liganden eignen sich unter anderem Antikorper®4
und Proteinel®®l. Aufgrund ihrer groBen Komplexitit wird in den letzten Jahren vermehrt
auf einfachere Systeme wie Peptidel®® oder kleine Molekiile, wie z.B. Kohlenhydrate™’:°8]

oder Folsaurel®, gesetzt.

2.1.1 Wirkstofftransportsysteme

Wirkstofftransportsysteme (WTS) sind eine weit verbreitete Anwendung von
Nanopartikeln in der Biomedizin. Sie ermdglichen eine verbesserte Bioverfugbarkeit von
hydrophoben Wirkstoffen und konnen die Zirklulationsdauer erhthen. Des Weiteren
kdnnen sie durch aktives oder passives targeting die Anreicherung im Zielgewebe erhtéhen.
Dadurch wird die Effektivitat der Wirkstoffe teilweise drastisch gesteigert und die Dosis
kann reduziert werden. Dies wiederum senkt die Nebenwirkungen der Wirkstoffe. Als
Nanopartikel fiir den Wirkstofftransport kénnen zum Beispiel Liposomel®®, Polymer-
Vesikell® oder Mizellen® verwendet werden. Die Verwendung von WTS ist so
erfolgreich, dass es bereits von der FDA (food and drug administration) zugelassene, oder

sich in Klinischen Untersuchungen befindende Systeme gibt. (Tabelle 1).

Tabelle 1: Zugelassene bzw. in klinischen Studien befindende Wirkstofftransportsysteme. 34

Name Formulierung Wirkstoff Status Indikation

Doxil Liposom Doxorubicin Zug:jleglggsen Eierstockkrebs
Margibo Liposom Vincristine Zugztzlzli;sen Leukamie
Protein gebundener . Zugelassen Brustkrebs,

g Nanopartikel FEaliE. 2005 Lungenkrebs
PK1 Polymer-\_Nlrkstoff- Doxorubicin Phase 11 Brustkrebs
Konjugat
Paclical Polymermizelle Paclitaxel Phase I11 Eierstockkrebs

Das erste zugelassene WTS ist Doxil.[% Es wurde 1995 zugelassen und besteht aus dem

Zytostatikum Doxorubicin, welches in die Membrandoppelschicht von Liposomen



eingelagert ist. Abbildung 7 vergleicht die gemessene Konzentration im Blut und in den
Zellen von freiem Doxorubicin und Doxil bei identischer Dosis. Die wesentlich hohere
Konzentration von Doxil verdeutlicht, wie viel effektiver der Wirkstoff mit dem

Transportsystem ist.

1.80 - DOXIL
§ 1.60
o
5 1.40 [ Cells
§ 1.204 B Fluid
Q
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(25 mg/m2) (50 mg/m?2) (50 mg/m2)

Abbildung 7: Vergleich der Blut- und Zellkonzentration von DOXIL im Vergleich zu freiem DOX bei
identischer Dosis.[®%!

Im Jahr 2000 publizierte die Forschungsgruppe KATAOKA et al. ein mizellares
Wirkstofftransportsystem fur das Zytostatikum Doxorubicin (Abbildung 8). Die
Verwendung eines  amphiphilen  Polymers, basierend auf PEG-b-PBLA
(Poly(Ethylenglykol)-b-poly(B-Benzyl-L-aspartat)), erhoht die Komplexitat des Systems,
im Vergleich zu den niedermolekularen Phospholipiden bei Doxil, deutlich. Eine
Evaluierung der in vivo Experimente zeigte die gleichen Trends, welche bereits bei Doxil
beobachtet werden konnten. Es konnte eine erhohte Bioverfugbarkeit des Wirkstoffs und

eine verbesserte Akkumulation im Tumorgewebe nachgewiesen werden. 6

Me{o\/-]TH i NHl’E/@

o
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Abbildung 8: PEG-b-PBLA Polymer fiir die Einlagerung von DOX.
Eine weitere Steigerung der Komplexitét stellen die Polymer-Wirkstoff-Konjugate dar.
Anders als bei den zuvor beschriebenen Systemen wird der Wirkstoff hier kovalent an das
Polymer gebunden. Dadurch verbessern sich die pharmakokinetischen Eigenschaften
nochmals. Die Arbeitsgruppe LI et al. veroffentlichte 2015 ein Poly(2-Ethyl-2-Oxazolin)

basiertes System mit dem Wirkstoff Doxorubicin.!®?l Dabei wurde der Wirkstoff mittels



einer séurelabilen Hydrazon-Bindung kovalent am Polymer gebunden. Abbildung 9 zeigt

den Aufbau des Polymers sowie dessen Wirkmechanismus.
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Abbildung 9: Darstellung der Selbstassemblierung und Transfektion der
Poly(2-Ethyl-2-Oxazolin)-Wirkstoffkonjugate.[52

Die mit dem Wirkstoff (rot) tiber die Hydrazon-Gruppe (pink) verbundenen Polymerketten
(blau) bilden in wassriger Losung Mizellen aus. Nach Transport zum Zielgewebe wird der

Wirkstoff wahrend der Endozytose freigesetzt.[%?]

2.1.2 Diagnostik

Neben dem therapeutischen Einsatz konnen Nanopartikel auch fur diagnostische Zwecke
verwendet werden. Dabei werden in der Regel die Kontrastmittel, analog zu den zuvor
beschriebenen WTS, des jeweiligen bildgebenden Verfahrens kovalent oder physikalisch
mit dem Nanopartikel verbunden.[83641 Dadurch kénnen, wie in Abschnitt 2.1.1
beschrieben, zum einen modgliche Nebenwirkungen verringert werden und zum anderen
kann, besonders im Bereich der Tumordiagnostik, durch das Ausnutzen des passiven oder
aktiven targetings eine Erhohung der Sensitivitat und Spezifitat erreicht werden.?l Im
Folgenden soll auf die Verwendung von Nanopartikeln bei der Positronen-Emmisions-
Tomographie (PET) etwas genauer eingegangen werden, da diese besonders im Bereich

der Tumordiagnostik von grolRem Interesse ist.
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PET (Positronen-Emissions-Tomographie)

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein bildgebendes Verfahren, bei der
radioaktive Molekiile zur Diagnose verschiedener Krankheiten verwendet werden. Diese
Substanzen werden Radiopharmaka oder tracer genannt und konnen biochemische
Prozesse im Korper visualisieren.[®® Die ersten Erfolge der PET gehen bis in die 1950er
Jahre zuriick. So gelang es BROWNELL und SWEET einen Hirntumor mit Hilfe eines
Positronenemitters zu lokalisieren.[®! Die eigentliche Erfindung wird jedoch
TER-POGOSSIAN und PHELPS zugesprochen, welche 1975 ihre Arbeiten publizierten.[67:68]
Die allgemeine Funktionsweise der PET ist in Abbildung 10 dargestellt. Dem Kérper wird
ein Radiopharmakon mit einem, Positronen emittierenden, Radionuklid mit einer geringen
Halbwertszeit (ty2 = min.-std.) injiziert. Die beim Zerfall dieses Radionuklids entstehenden
Positronen (B*) reagieren nun mit einem Elektron (e”) zu einem so genannten Positronium.
Dieses Positronium zerféllt nun, indem seine Masse in Energie umgewandelt wird, in ein
Photonenpaar, welches in einem Winkel von 180° und einer Energie von E = 511 keV
ausgestrahlt wird. Diese Photonen konnen nun durch die ringférmig angeordneten
Photodetektoren detektiert und mit Hilfe einer Software schlieBlich in ein Bild

umgewandelt werden. 6]

PET IMAGING

Detector Block
(PMT's and Crystal)

Coincidence processing
unit

~ 1 % of the photons used
Spatial resolution : ~ 5 mm

Superior Quantification

A
Image Reconstruction
Abbildung 10: Schematische Darstellung der Funktionsweise der PET.[5%
Durch dieses Verfahren konnen Tumore gut visualisiert werden und zudem gut- und

bosartige Tumore unterschieden werden. 6
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Fur die PET konnen eine ganze Bandbreite an Substanzen und Radionukliden als
Radiopharmaka eingesetzt werden. Das am haufigsten verwendete Radiopharmakon ist
2-[*®F]Fluor-2-desoxy-D-glucose ~ (FDG). Diese wird (ber den normalen
Zuckermetabolismus sowohl in kranke als auch gesunde Zellen aufgenommen. Da die
Stoffwechselrate in kranken und besonders im tumordsen Gewebe jedoch stark erhoht ist,
wird dort auch mehr Glukose benétigt, wodurch sich das Radiopharmakon in diesem
Gewebe anreichert. Das ‘8F-Isotop besitzt eine Halbwertszeit von ti, = 109.7 min und wird
zu 180 umgewandelt (Abbildung 11). Die so entstandene Glukose mit schwerem Sauerstoff

ist fiir den Kérper unbedenklich und wird normal verstoffwechselt und ausgeschieden. ™™
OH OH

HO 0 HO 0
HO -p* HO
18F 180H

OH OH

Abbildung 11: Zerfall der radioaktiv markierten 2-[*®F]Fluor-2-desoxy-D-glucose (FDG).
Seit einigen Jahren besteht ein vermehrtes Forschungsinteresse bei der Synthese neuer,
(zell)spezifischer Radiopharmaka. Dabei wird besonderer Wert auf die Optimierung der
Aufreinigungsschritte und der effektiven radioaktiven Markierung gelegt. Eine
Mdoglichkeit, die Aufreinigung zu vereinfachen, ist die kovalente Bindung der
Radiopharmaka an Polymere oder Nanopartikel. Eine gangige Methode, die Effizienz der
radioaktiven Markierung zu verbessern, ist die Bindung des Fluoratoms an ein Heteroatom
wie etwa Bor oder Silizium. Diese Verbindungen besitzen eine weitaus hohere
Bindungsenergie  (Bor: 730 kJ/mol;  Silizium: 570 kJ/mol) als eine
Kohlenstoff-Fluor-Bindung (489 kJ/mol). Im Folgenden sollen einige dieser Ansatze

anhand von Beispielen genauer erlautert werden.

Die Arbeitsgruppe ROscH et al. verdffentlichte im Jahr 2009 eine Arbeit Uber
BE-modifizierte  Polymere  fir  die  PET-Diagnostik. ~ Sie  verwendeten
N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA) basierte Polymere, welche mittels
RAFT-Polymerisation synthetisiert wurden. Das radioaktive Fluoratom wurde durch eine
Williamsonsche-Ethersynthese mit Hilfe von 2-[*F]Fluoroethyl-1-tosylat ([*®F]FETos)
eingefiihrt (Abbildung 12).I7*) Damit konnten sie eine Funktionalisierungsrate von ca. 80 %

erreichen.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der radioaktiven Markierung der HPMA Polymere mit
[*8F]FETos.l™

Durch die Bindung des radioaktiven Isotops an das Polymer konnte die Aufarbeitung der
Markierungsreaktion deutlich vereinfacht werden. Die Forscher waren besonders am
Verbleib und dem Ausscheidungsweg der Polymere interessiert. Die anschlieRend
durchgefuhrten PET-Aufnahmen zeigten deutlich, dass die radioaktiven Polymere renal
ausgeschieden wurden und somit keine Akkumulation der Polymere im Korper der
untersuchten Méuse stattfand. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass das System eine
gute Alternative fur die bestehenden Radiopharmaka ist und fir weitere Studien benutzt
werden sollte. Damit konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von Polymeren die
Aufarbeitung des radioaktiven Endprodukts vereinfachen kann. Eine weitere Mdglichkeit
die Effizienz der radioaktiven Markierung zu steigern wurde 2018 von WEBERSKIRCH et al.

veroffentlicht.
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Abbildung 13: Synthese der SiFA-funktionalisierten Nanopartikel mittels
Mikroemulsionspolymerisation.[’?]

Zusammen mit der Arbeitsgruppe SCHIRRMACHER et al. gelang ihnen die Synthese
kovalent vernetzter polymerer Nanopartikel, welche fur die PET-Diagnostik eingesetzt
werden konnten. Als Basis daflr dienten Poly(2-Methyl-2-oxazolin)e, welche mit einer
SiFA-Funktionalitdt modifiziert wurden (Abbildung 13). Die darin enthaltene Silizium-
Fluor-Bindung sollte, wie weiter oben erwahnt, die Effektivitat des Isotopenaustausches
erhdhen. Es konnten radiochemische Ausbeuten von 53-72 % erreicht werden (Abbildung
14).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des Radioisotopenaustausches des SiFA-Molekiils.[2]
Die Nanopartikel besalRen einen Durchmesser von 20-70 nm und sie waren in der Lage sich
im tumorésen Gewebe anzureichern. Ein Durchmesser von ca. 30 nm stellte sich dabei als

optimale GroRe fur die Anreicherung im Tumorgewebe heraus (Abbildung 15).

18F-NP1 4 h p.i. 18F-NP2 4 h p.i.

/

EMT-6
tumor

18E.NP3 _ 4 h p.i.

18F-NP4 4 h p.i.
.- P

EMT-6

tumor ¢

SuUv

Abbildung 15: Statische PET-Aufnahmen der Nanopartikel NP1 (19.6 + 5.9 nm), NP2 (32.8 £ 3.5 nm),
NP3 (45.1 + 5.8 nm) und NP4 (71.9 + 9.3 nm) in EMT6 tumortragenden Mausen 4 h p.i..["]

Diese Beispiele verdeutlichen das breite Spektrum an Polymeren und Nanopartikeln, sowie
die Modifizierungsmdglichkeiten der Radiopharmaka selbst, welche zukinftig auch fir die

klinische PET-Diagnostik eingesetzt werden konnten.
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2.2 Synthese kovalent vernetzter Nanopartikel

Kovalent vernetzte Nanopartikel bieten im medizinischen Kontext einige Vorteile im
Vergleich zu den dynamischeren mizellaren Systemen. So kann zum Beispiel der so
genannte burst release, die zu frihe, schlagartige Freisetzung eines verkapselten
Wirkstoffes, signifikant reduziert werden.l”®! Des Weiteren sind die Nanopartikel stabiler
gegeniiber duBeren Einfliissen, wie z.B. den Scherkréften in den Blutbahnen und ihr Dasein
ist nicht konzentrationsabhangig.’! Unter anderem diese Vorteile begriinden das Interesse
der Forschenden an Nanopartikeln fur biomedizinische Anwendungen. In den letzten
Jahrzehnten wurden daher viele Methoden zur Darstellung von Nanopartikeln erforscht.
Ganz allgemein wird dabei zwischen dem top down und bottom up Ansatz
unterschieden.l”! Beim top down Ansatz werden makroskopische Kérper im Wesentlichen
durch mechanische Einwirkungen so lange zerkleinert, bis die Partikel die gewunschte
GroRe besitzen. Dieser Ansatz bietet jedoch vergleichsweise wenige Mdglichkeiten zur
Modifizierung der Nanopartikel, da sémtliche Funktionalitdten bereits vor dem Prozess der
Zerkleinerung vorhanden sein missen und keine Kontrolle tber die Verteilung der
Funktionalitdten innerhalb der Nanopartikel besteht. Daher wird zumeist der bottom up
Ansatz verwendet, um Nanopartikel darzustellen.’ Hier wird der Nanopartikel aus
kleineren Bausteinen aufgebaut. Im Folgenden werden einige Verfahren zur Darstellung

von Nanopartikeln mit diesem Ansatz erlautert.

2.2.1 Polymerisation von Monomeren

Eine Mdglichkeit Nanopartikel nach dem bottom up Ansatz darzustellen ist die
Polymerisation von Monomeren. Dabei wird zumeist die Emulsionspolymerisation
verwendet. Als eine Emulsion wird ein Gemisch aus zwei feinverteilten, nicht mischbaren
Fliissigkeiten bezeichnet (Abbildung 16).[%! Die trépfchenbildende Phase wird auch innere
oder dispergierte Phase genannt. Die umgebende Phase wir als &uRere oder kohérente Phase
bezeichnet. Eine Emulsion ist thermodynamisch instabil, da die Molekile der
verschiedenen Phasen eine Entmischung anstreben, um die Energie des Systems zu
minimieren. Je nach Grol3e der Tropfchen der dispergierten Phase werden Emulsionen in

Makro-, Mini-, und Mikroemulsionen unterteilt.["®
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Abbildung 16: Schematische Darstellung einer Emulsion.

Des Weiteren unterscheiden sich die Emulsionen durch ihren unterschiedlichen Gehalt an
Tensiden. Diese werden eingesetzt, um die Ostwald-Reifung der Partikel zu minimieren
und so Nanopartikel in gleichmaRigen Grofien zu erhalten. Wahrend bei der Makro- und
Miniemulsion gar keine oder nur eine geringe Menge an Tensiden verwendet wird, wird
bei der Mikroemulsion eine signifikant hthere Menge an Tensiden verwendet. Neben der
Minimierung der Ostwald-Reifung wird so eine thermodynamische Stabilisierung der
Emulsion erreicht. Das eingesetzte Tensid bedeckt die gesamte Oberflache der Tropfchen,
wodurch nahezu keine Oberflachenspannung mehr vorhanden ist. Daher kdnnen so
deutlich kleinere Partikel mit einer geringen Dispersitat erhalten werden.[®! Ein Beispiel
fiir die Darstellung von Nanopartikeln auf Basis einer Mikroemulsion wurde 2016 von der
Arbeitsgruppe WEBERSKIRCH et al. verdffentlicht. An Stelle eines gewdhnlichen Tensids
wurden Alkin-funktionalisierte amphiphile Poly(2-Oxazolin)e verwendet (Abbildung
17).77]
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Abbildung 17: Darstellung von Nanopartikeln auf Basis von Poly(2-Oxazolin)en.[’”]
Diese dienten zusatzlich als Makromonomer und wurden zusammen mit dem
bifunktionellen Monomer 1,6-Hexandioldiacrylat (HDDA) in einer freien radikalischen

Polymerisation mit Azobis(isobutyronitril) (AIBN) als Initiator polymerisiert. Die
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PartikelgroRe konnte in einem Bereich von 10-70 nm durch die Menge an HDDA variiert
werden.[’”]

Neben einer freien radikalischen Polymerisation konnen auch kontrollierte
Polymerisationstechniken fur den Aufbau von Nanopartikeln mit Hilfe von Mikroemulsionen
verwendet werden. Die Arbeitsgruppe STENZEL et al. konnte 2005 zeigen, dass amphiphile
RAFT-Blockcopolymere bestehend aus n-Butylacrylat (PBA) und 2-Hydroxyethylacrylat
(PHE) in wassriger Losung durch die Zugabe des Diacrylats HDDA vernetzt werden konnten
(Abbildung 18). Dabei zeigte sich, dass nur bei der Verwendung des Diacrylats Nanopartikel
im nicht selektiven Ldsemittel DMSO detektierbar waren. So konnte nachgewiesen werden,
dass die Mizellen im hydrophoben Kern kovalent vernetzt waren.!

C o

RAFT group PBA  PHE

l Self-organization in methanol

Chain extension Chain extension with
#ith BA HD

RAFT group PBA PHE —

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Nanopartikelsynthese via RAFT-Polymerisation nach
STENZEL et al.l”®l

Eine weitere Mdoglichkeit kovalent vernetzte Nanopartikel darzustellen, welcher diesem
Spezialfall der Mikroemulsion sehr d&hnlich ist, ist die Kern-Schale Vernetzung. Diese wird im

néchsten Abschnitt genauer beschrieben.
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2.2.2 Kern-Schale Vernetzung

Bei der Kern-Schale Vernetzung werden amphiphile Blockcopolymere in ihrem
hydrophoben Kern oder ihrer hydrophilen Schale vernetzt. Dazu werden zumeist wassrige
mizellare Losungen der Polymere verwendet. Die eigentliche Vernetzungsreaktion erfolgt
uber die Reaktion von funktionellen Gruppen der Polymere mit einem geeigneten,
mindestens bifunktionellen, Vernetzer. In der Literatur wurde bereits eine Vielzahl
verschiedener Vernetzungsreaktionen untersucht. Neben der Ausbildung von
Disulfiden[’, der Reaktion von Aminen mit Isocyanaten!®!, Aldehydenl®! oder aktivierten
Carbonsauren(®, wurden auch Vernetzungsreaktionen mit Hilfe der Klick-Chemiel® oder
der Photochemiel® beschrieben. Auf einige dieser Reaktionen soll im Folgenden genauer
eingegangen werden. Die Arbeitsgruppe SCHUBERT et al. konnte 2015 kernvernetzte
Nanopartikel durch Iminbildung herstellen. Abbildung 19 zeigt das verfolgte
Syntheseschema. Zundchst wurden amphiphile Poly(2-Oxazolin)e bestehend aus
2-Ethyl-2-Oxazolin und einem Amin-funktionalisierten Oxazolin hergestellt (A). Die
Amine, welche sich im hydophoben Kern der Mizellen befanden (B), konnten durch die
Reaktion mit Glutaraldenyd in Imine uberfihrt werden (C). Da Glutaraldehyd ein
Dialdehyd ist, konnte so eine kovalente Vernetzung der Mizellen erreicht werden. Die
Nanopartikel besaRen einen Durchmesser von ca. 30 nm. Da Imine pH-Ilabil sind, konnte

so auch gleichzeitig eine Bioabbaubarkeit der Nanopartikel erreicht werden.

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Kernvernetzung mit Glutaraldehyd. 4
Eine weitere interessante Methode zur Kernvernetzung von Mizellen wurde 2018 von der
Arbeitsgruppe SHEN et al. publiziert. Sie waren in der Lage PEG-basierte Polymere durch
die Ausbildung von Disulfiden kovalent im Kern zu vernetzen. Die amphiphile Struktur
der Polymere wurde durch die Verwendung von PEG als hydrophiles Segment und

Poly(Milchsaure) (PLA), welche mit Liponsaure modifiziert wurde, als hydrophobes
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Segment aufgebaut (Abbildung 20). Die eigentliche Vernetzung wurde in einer wéssrigen
Losung durch die Zugabe von Dithiothreitol (DTT) und der damit verbundenen

Umorganisation der Disulfide erreicht. So konnten Nanopartikel mit einem Durchmesser
von ca. 19 nm erhalten werden. !
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Abbildung 20: Struktur des PEG-PLA-(LA) Polymers fiir die kovalente Vernetzung mit Disulfiden. 5
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3 Grundlagen

3.1 Verwendetes Polymersystem

Poly(2-Oxazolin)e stellen eine vielseitige Polymerklasse dar. Sie werden mittels einer
lebenden, kationisch ringéffnenden Polymerisation (CROP) hergestellt und kdnnen mit
Hilfe eines Initiators und eines Terminierungsreagenzes funktionalisiert werden. Eine
weitere Moglichkeit zur Modifizierung ist die Vielzahl verschiedener Monomere, welche
fur die Polymerisation eingesetzt werden kdnnen. Deren Darstellung ist jedoch mit einigem
synthetischen Aufwand verbunden. Durch den lebenden Charakter der Polymerisation ist
zudem ein einfacher Zugang zu Blockcopolymeren gewahrleistet. Der Polymerisationsgrad
lasst sich uber das Initiator zu Monomer Verhaltnis einstellen. Dadurch kénnen Polymere
mit definierter Struktur und niedriger Polydispersitét erhalten werden.[€687]

In den letzten Jahrzehnten finden Poly(2-Oxazolin)e besonders in der Biomedizin
Anwendung. Grund dafur sind die exzellenten Eigenschaften in Bezug auf ihre
Modifizierbarkeit®®l sowie ihre hohe Bio- und Blutkompatibilitat.*® Aufgrund dieser
Eigenschaften werden sie inzwischen unter anderem als Polymer-Wirkstoff-Konjugate!®™,
als nicht-virale Vektoren fiir die Gentherapie!®! und als Nanopartikel fiir diagnostischel’?
und therapeutische®? Anwendungen eingesetzt. Aufgrund dieser Eigenschaften und ihrer
vielfaltigen Anwendbarkeit werden Poly(2-Oxazolin)e auch als Ersatz fur das sehr weit
verbreitete Poly(ethylenglycol) (PEG) verwendet.[®®! Sie besitzen &hnliche Eigenschaften
in Bezug auf die Hydrophilie und den Stealth-Effekt wie PEG-Polymerel®, weisen jedoch
eine geringere Zytotoxizitat auf.[*>%!

Neben den Poly(2-Oxazolin)en werden in dieser Arbeit auch Poly(Acrylat)e hergestellt. Im
Bereich der Biomedizin konnen sie unter anderem fiir Hydrogelel®”! sowie fiir
diagnostischel®®° oder therapeutische*® Zwecke verwendet werden. Ein groRer Vorteil
der Poly(Acrylat)e sind die verschiedenen Polymerisationstechniken durch die sie
aufgebaut werden koénnen. Da fur viele medizinischen Anwendungen wohldefinierte
Polymere benotigt werden, werden sie daftir vor allem mit Hilfe kontrollierter radikalischer
Polymerisationen wie der RAFT-Polymerisation (reversible addition fragmentation chain
transfer) oder der ATRP (atom transfer radical polymerization) hergestellt. Im Gegensatz

zur freien radikalischen Polymerisation (FRP) kénnen mit diesen Techniken Polymere mit
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enger Molmassenverteilung synthetisiert werden.[*° Der Polymerisationsgrad kann durch
das Verhéltnis von Monomer zu RAFT- bzw. ATRP-Reagenz eingestellt werden. Zudem
tolerieren die kontrollierten radikalischen Polymerisationen eine Vielzahl von
funktionellen Gruppen, sodass ein einfacher Zugang zu hochfunktionalisierten Polymeren

erreicht werden kann.

Die Arbeitsgruppe SCHUBERT et al. konnte 2012 eine Mdoglichkeit der Kombination der
CROP von 2-Oxazolinen mit der RAFT-Polymerisation von (Meth-)Acrylaten zeigen. [
Dadurch konnte die exzellente Bio- und Blutkompatibilitit der hydrophilen
Poly(2-Oxazoline)e mit der Vielseitigkeit und den leicht zugénglichen Monomeren der
Poly(Acrylat)e verbunden werden. Auch die in dieser Arbeit synthetisierten Polymere

sollen daher auf der Kombination dieser zwei Polymerisationstechniken basieren.

3.2 Poly(2-Oxazolin)e

3.2.1 Kationische Polymerisation von 2-Oxazolinen

1966 wurde die Polymerisation von 2-Oxazolinen erstmals von vier unabhangigen
Arbeitsgruppen verdffentlicht.['21%] Mechanistisch betrachtet handelt es sich um eine
kationisch ringdffnende Polymerisation (CROP). Da die Initiierung wesentlich schneller
ablauft als die Propagation (ki >> kp) handelt es sich um eine lebende Polymerisation. Dies

fiihrt zu Polymeren mit wohldefinierter Struktur und einer engen Molmassenverteilung.[®!

Der Polymerisationsmechanismus wurde 1972 von SAEGUSA et al. aufgeklart. Er beruht im
Wesentlichen auf einer bimolekularen, nukleophilen Substitution.}%! Die CROP von
2-Oxazolinen ist, durch die unginstige Entropie der Polymerisation, thermodynamisch
kontrolliert und ihre treibende Kraft ist die Isomerisierung des zyklischen Iminoethers zu
einem stabileren tertiaren Amid.[%71%1 In Abbildung 21 ist der heute allgemein anerkannte
ionische Mechanismus dargestellt. Im ersten Schritt, der Initiierung, zerféllt der Initiator
(K-X) in eine kationische und anionische Spezies. Dieser Zerfall beruht auf dem
nukleophilen Angriff des Stickstoffatoms des 2-Oxazolins an die partiell positiv geladene
Gruppe (K) des Initiators. Da es sich um eine Sn-2-Reaktion handelt, verldsst die gute

Abgangsgruppe (X) gleichzeitig das Molekdil. Als Initiatoren eignen sich daher besonders
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starke Brgnsted-Sauren, wie z.B. Toluolsulfonsaure, oder Lewis-Sduren und

Alkylierungsmittel, wie Methyltosylat oder Methyltriflat.[1%€]

1. Initiierung:

I\ I\
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R R
2. Kettenwachstum:
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Abbildung 21: Lebende, kationisch ringéffnende Polymerisation (CROP) eines 2-Oxazolins.[1%]

Das intermediare, zyklische Kation wird im zweiten Schritt (2. Kettenwachstum) erneut
von einem Stickstoffatom eines weiteren Monomers nukleophil angegriffen. Dieser Angriff
fihrt, durch die Spaltung der C-O Bindung, zur namensgebenden Ringdffnung des
2-Oxazolins. Die so neu gebildete, zyklische, aktive Spezies kann nun von weiteren
Monomeren angegriffen werden. Dieser Schritt wiederholt sich so lange, bis entweder alle
Monomere verbraucht sind oder die Polymerisation durch die Zugabe eines Nukleophils
terminiert wird (3. Terminierung).8%1%l Da es sich um eine lebende Polymerisation
handelt, bleiben die Kettenenden nach vollstandigem Verbrauch des Monomers weiter
aktiv. Dadurch konnen durch sequentielle Zugabe der Monomere Blockcopolymere mit
definierter Zusammensetzung erhalten werden, da die Lange der einzelnen Blécke tiber das

jeweilige Initiator zu Monomer Verhaltnis bestimmt werden kann.%

Obwohl es inzwischen allgemein anerkannt ist, dass es sich bei der Polymerisation von
2-Oxazolinen um einen lebenden Mechanismus handelt, wird bereits seit Mitte der 1970er

Jahre in der Literatur GUber mogliche Abbruch- und Kettentibertragungsreaktionen
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diskutiert.l** Diese treten vor allem bei der Polymerisation von 2-Oxazolinen mit kurzer
Alkylseitenkette, hohen Reaktionstemperaturen und hohen Molmassen auf. Abbildung 22
zeigt mogliche Reaktionen am Beispiel von 2-Methyl-2-Oxazolin. Eine mdgliche
Abbruchreaktion ist der Protonentransfer zwischen einem Monomer und der aktiven
Polymerspezies (A). Voraussetzung dafiir ist eine a-CH2-Gruppe an der Seitenkette der
aktiven Polymerspezies. Wéhrend dieser Reaktion bildet sich eine Enamin-Endgruppe am
Polymer. Diese ist in der Lage erneut mit einer aktiven Polymerspezies zu reagieren und
so werden hochmolekulare, verzweigte Poly(2-Oxazolin)e als Produkte gebildet (B). Das
aus dem Monomer, welches in Schritt A den Protonentransfer einging, entstandene
Oxazolinium-lon, kann als Initiator fungieren und weitere Polymere mit geringeren

Molmassen ausbilden (C).[*]

o I\ S
X N O X
[\
w—N@o/ T N O HNED c
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Abbildung 22: Abbruch- und Kettentibertragungsreaktionen bei der Polymerisation von 2-Oxazolinen am
Beispiel von 2-Methyl-2-Oxazolin.[*]

3.2.2 Funktionalisierungen von Poly(2-Oxazolin)en

In der Literatur werden Poly(2-Oxazolin)e im Wesentlichen Uber drei Moglichkeiten
modifiziert (Abbildung 23). Durch den Einsatz modifizierter Initiatoren (K) kodnnen
a-Funktionalisierungen erreicht werden. Durch den Einsatz verschiedener Nukleophile als
Terminierungsreagenzien (T) kdnnen o-funktionalisierte Polymere erhalten werden. Als
letztes konnen Polymere durch den Einsatz funktionalisierter Monomere (R) modifiziert

werden.[89]
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der mdglichen Funktionalisierungen von Poly(2-Oxazolin)en.

3.2.2.1 Initiator

Eine schnelle, quantitative Initiierung ist von grofRer Bedeutung fir den Erhalt von
wohldefinierten Poly(2-Oxazolin)en. Des Weiteren darf die Abgangsgruppe der Initiatoren
nicht nukleophil sein, da dies zu unerwiinschten Abbruchreaktion fuhren wiirde. Triflate
erfiillen all diese Anforderungen und werden daher haufig als Initiatoren verwendet.[® Als
weitere Molekulklassen eignen sich z.B. Tosylate sowie Alkyl- bzw. Arylhalogenide fir
die Initiierung.'* Neben den verschiedenen Abgangsgruppen konnen auch zusétzlich
funktionalisierte Initiatoren verwendet werden. So konnten z.B. Allyl-[112113] " \/jny|-
[112.114.115]  Styrol-(1161 - Anthracen-I1171181 - Alkin-[119-121 - Amin-'221 Hydroxyl-[*?%! oder
Carbonsaure-funktionalisierte®®*! Initiatoren erfolgreich eingesetzt werden. Auch
funktionelle Gruppen fir bildgebende Verfahren in der Medizin wie z.B. die PET
(Positronen-Emissions-Tomographie) konnten erfolgreich als Initiator verwendet
werden.[’?l Abbildung 24 zeigt eine Auswahl an verschiedenen, funktionalisierten

Initiatoren.
Br
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o O O-R-0O-Si
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Alkin-funktionalisiertes Amin-funktionalisiertes SiFA-funktionalisiertes  Hydroxyl-funktionalisiertes
Tosylat Tosylat Benzylbromid Triflat

Abbildung 24: Ausgewéhlte, funktionalisierte Initiatoren fiir die Polymerisation von
2-Oxazolinen.[72119.122.123]

Aufgrund ihrer Nukleophilie mussen Amin- und Hydroxylgruppen vor der Polymerisation
geschitzt werden, um Abbruchreaktionen zu verhindern. Die Schutzgruppen kénnen durch

polymeranaloge Reaktionen entfernt werden.
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3.2.2.2 Monomere

2-Oxazoline konnen Uber verschiedene Syntheserouten hergestellt werden.*?! Eine der,
aufgrund ihrer groRBen Toleranz gegenuber weiteren funktionellen Gruppen, am haufigsten
verwendeten Methoden ist in Abbildung 25 dargestellt. Es handelt sich um eine
zweischrittige Synthese, welche von einer Carbonséure und einem protonierten Amin
ausgeht. Im ersten Schritt wird via Steglich Veresterung ein Amid gebildet, welches im
zweiten Schritt im basischen Milieu zum 2-Oxazolin umgesetzt wird.[*?®! Ein einschrittiger
Mechanismus ist in Abbildung 26 gezeigt. Ein Nitril wird mittels Ubergangsmetallkatalyse

zusammen mit Ethanolamin zum 2-Oxazolin umgesetzt.[*27:128]

EDC-HCI, NEt;

o oY CH,Cl, 20 h o) Na,CO; \
-78°C—>RT DMF, A, 4 h Ny O
JL @ A~ _Cl R)J\N/\/CI —— Y
R”™ TOH H3N H R

Abbildung 25: Synthese von 2-Oxazolinen in zwei Schritten ausgehend von einer Carbonsaure. [

Cd(OAc),» 2H,0 /[ \
R

Ny O
OH _A30h _ 7N
PR Y

Abbildung 26: Einschrittige Synthese von 2-Oxazolinen ausgehend von einem Nitril und
Ethanolamin.[127128]

Die chemischen Eigenschaften des Restes R sind ausschlaggebend fur die Wahl der
Syntheseroute. Besonders bei der (bergangsmetallkatalysierten Synthese konnen
nukleophile und komplexbildende Reste groRen Einfluss auf die Ausbeute und die Bildung
von Nebenprodukten haben. Neben der Monomersynthese selbst, stellt auch die
Polymerisation einen limitierenden Faktor bei der chemischen Vielfalt des Restes R dar.
Besonders kritisch ist ihre Sensibilitat gegenuber Nukleophilen. Daher missen solche
funktionellen Gruppen vorher geschitzt werden. Abbildung 27 zeigt Beispiele fir
chemisch relevante Poly(2-Oxazolin)e. So konnten bereits neben Polymeren mit
unterschiedlichen geséttigten, ungeséattigten und aromatischen Resten auch solche mit
geschiitzten Hydroxyl-1*2°1 Amin-[*31 und Carbonsaurefunktionen™® als Reste erhalten
werden. Des Weiteren besteht die Mdglichkeit Azid™*-funktionalisierte Seitenketten zu
verwenden. Neben dieser Vielfalt an Homopolymeren kdnnen, aufgrund des lebenden
Charakters der Polymerisation, durch sequenzielle Zugabe der Monomere

Blockcopolymere erhalten werden.
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Abbildung 27: Beispiele fiir funktionalisierte Poly(2-Oxazolin)e.%

3.2.2.3 Terminierungsreagenzien

Bedingt durch den lebenden Charakter der Polymerisation von 2-Oxazolinen, kdnnen die
Polymere auch durch die Zugabe des Terminierungsreagenzes funktionalisiert werden, da
es nur zu geringem Male zu den in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Abbruchreaktionen
kommt. Daher kann eine Vielzahl an Nukleophilen fur die Terminierung verwendet
werden. Amine stellen eine grofle Klasse der Terminierungsreagenzien dar. Vor allem
sekundire Amine wie Piperidint®*3l Piperazin[*®-1%] oder Morpholinl*¥" aber auch
primare Amine wie Ethylendiamin[®*®l konnen zur effektiven Terminierung von

Poly(2-Oxazolin)en verwendet werden.

Eine weitere Klasse der Terminierungsreagenzien sind die Carboxylate. Unter anderem
werden funktionalisierte Styrolel**!l, Acrylsauren**1421 sowie Methacrylsauren#®l (vgl.

Abbildung 27) verwendet. Neben diesen weit verbreiteten Reagenzien kdnnen aber auch
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noch andere Nukleophile wie z.B. Azidel*** oder Thiolatel*45-48] eingesetzt werden.

Abbildung 28 zeigt einige Beispiele fur funktionalisierte Terminierungsreagenzien.

o)
HN/\
o
O\JH K/NH H3C)J\S K NaN; N> NH2

Piperidin Piperazin Kaliumthioacetat Natriumazid Ethylendiamin

Abbildung 28: Beispiele fir Terminierungsreagenzien fur die Polymerisation von
2-Oxazolinen, [133:138,144,145]

Bei der Terminierung kann es zu subquantitativen Funktionalisierungsgraden kommen, da
das Oxazolinium-lon nicht nur an der 5-Position des Ringes, sondern auch an der 2-Position
des Ringes angegriffen werden kann. Die Terminierung ist auch von dem pKas-Wert des
eingesetzten Nukleophils abhéngig. Daher terminieren sekundare Amine, wie zum Beispiel

Piperidin, eine Polymerisation effektiver als tertiare oder primare Amine.[4%]

3.3 Die RAFT Polymerisation

3.3.1 Mechanismus der RAFT-Polymerisation

Die Reversible Addition Fragmentation Chain Transfer (RAFT) Polymerisation wurde
hauptsachlich von der Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation
(CSIRO) entwickelt und 1998 erstmals unter diesem Namen verdffentlicht.*5
Vorangegangene Veroffentlichungen eines Teils dieser Organisation aus den 1980er Jahren
verwendeten zwar bereits dhnliche Substanzen zur Polymerisationskontrollel**1:1521 dje
ersten Eigenschaften einer lebenden Polymerisation konnten aber erst 1995 nachgewiesen
werden.’531 Die RAFT-Polymerisation gehort, wie die Atom Radical Transfer
Polymerization (ATRP) und die Nitroxide Mediated Polymerization (NMP) zu den
kontrollierten, radikalischen Polymerisationen. Diese zeichnen sich durch eine gute
Kontrolle der Molmasse der Polymere, sowie durch eine niedrige Dispersitat (B < 1.20)
aus. Besonderer Vorteil im Vergleich zu den anderen kontrollierten radikalischen
Polymerisationen ist das breite Monomerspektrum, welches mittels der RAFT-Technik
polymerisiert werden kann.[*®! Abbildung 29 zeigt den heute allgemein anerkannten
Mechanismus der RAFT-Polymerisation. Die Initiierung (1) besteht aus dem Zerfall eines
Radikal-Initiators (meist Azoinitiatoren) in Radikale, welche im Anschluss mit ersten
Monomeren zu einem Polymerradikal (Pn’) reagieren. Dieses Polymerradikal addiert nun
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beim reversiblen Kettentransfer/Kettenwachstum (2) an die Thiocarbonylthio-Gruppe des
RAFT-Reagenzes (A). Das so gebildete intermedidre Radikal kann nun zu einer
deaktivierten Polymerspezies (C) und einem neuen Radikal (R’) fragmentieren. Dieses
reagiert, wahrend der Reinitiierung (3), mit weiteren Monomeren und bildet so ein neues
Polymerradikal (Pm"). Dieses kann nun im Hauptgleichgewicht/Kettenwachstum (4) an die
deaktivierte Polymerspezies (C) addieren und so das intermedidre Radikal (D) bilden.
Dieses kann nun wieder zu einer aktiven und einer deaktivierten Polymerspezies zerfallen.
Die aktive Polymerspezies (Pn/Pm’) reagiert nun mit Monomeren, bis sie erneut an eine
deaktivierte Polymerspezies (C) addiert. Einzige Terminierungsreaktion stellt die

Kombination zweier Polymerradikale dar.[15515]

1) Initiierung

I (Initiator) I’ - Py
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Abbildung 29: Allgemeiner Mechanismus einer RAFT-Polymerisation.*5"]

Die richtige Wahl des RAFT-Reagenzes ist entscheidend fur den Erfolg der Synthese. Sie
muss sorgféltig auf die jeweiligen Monomere angepasst werden. Abbildung 30 zeigt das

allgemeine Anforderungsprofil an Thiocarbonylthio-basierte RAFT-Reagenzien.
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Abbildung 30: Strukturelle Eigenschaften von Thiocarbonylthio-basierten RAFT-Reagenzien.['5]

Sowohl das niedermolekulare (A) als auch das polymere (C) RAFT-Reagenz sollten eine
reaktive C=S Doppelbindung besitzen. Des Weiteren sollte das intermedidre Radikal (B,
D) schnell fragmentieren (groBes k) und es sollte keine Nebenreaktionen bei der
Fragmentierung geben. Das Gleichgewicht des Zwischenprodukts (B) sollte in Richtung
des Produkts zeigen (kp > k-add). Als letztes sollte die Abgangsgruppe (R’) in der Lage sein,

die Polymerisation effektiv reinitiieren zu kénnen.

Neben diesen allgemeinen Anforderungen muss das RAFT-Reagenz noch an die
verwendeten Monomere angepasst werden. Es wird zwischen ,more activated* monomers
(MAMSs) und ,less activated* monomes (LAMS) unterschieden. Zu den MAMSs gehdren
zum Beispiel Methylmethacrylat (MMA), Styrol (St), Methacrylsédure (MA), Acrylamide
(AM) oder Acrylnitrile (AN). Monomere wie Vinylacetat (VAc), N-Vinylpyridin (NVP)
oder N-Vinylcarazol (NVC) hingegen gehoren zu den LAMs.[*%6] Abbildung 31 zeigt die

Strukturen sowie die Reaktivitaten der wichtigsten Klassen von RAFT-Reagenzien.
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S
_R z,. J__R
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Dithiobenzoate Trithiocarbonate Xanthate Dithiocarbamate

Abbildung 31: Strukturen und Reaktivitaten der wichtigsten RAFT-Reagenz-Klassen.5
Dithiobenzoate waren die ersten verwendeten RAFT-Reagenzien. Sie besitzen eine hohe
Transferkonstante und eignen sich daher besonders fiir die Polymerisation von MAMs. Sie
sind jedoch relativ hydrolyselabil und die Reaktionsgeschwindigkeit sinkt bei erhohter
Konzentration.*9  Die  Trithiocarbonate sind stabiler, weisen &hnlich hohe
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Transferkonstanten auf und sind konzentrationsunabhangiger. Daher werden sie heutzutage
zumeist fir die Polymerisation von MAMSs verwendet.[*6Y] Xanthate besitzen eine
wesentlich geringere Transferkonstante und werden daher flr die Polymerisation von
LAMs verwendet. Gleiches gilt fiir die Verwendung von Dithiocarbamaten. [162-164]

3.3.2 Funktionalisierung von RAFT-Polymeren

RAFT-Polymere kénnen im Wesentlichen auf drei Arten modifiziert werden (Abbildung
32). Zum einen durch den Einsatz von modifizierten Initiatoren (rot) und zum anderen
durch die polymeranaloge Funktionalisierung der RAFT-Endgruppe (blau). Zudem kénnen

auch funktionalisierte Monomere (griin) eingesetzt werden.
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STS\R, . /\mo\R STS@R
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der moglichen Funktionalisierungen von RAFT-Polymeren.

3.3.2.1 RAFT-Reagenzien

Die RAFT-Reagenzien bieten eine gute Mdglichkeit zur Funktionalisierung der Polymere,
da im Idealfall alle Polymerketten diese Endgruppen erhalten. Neben den verschiedenen
Klassen der RAFT-Reagenzien (vgl. Abschnitt. 3.3.1) kénnen noch weitere funktionelle
Gruppen eingefiihrt werden.['%®! Dabei muss darauf geachtet werden, dass diese Gruppen
mit den Reaktionsbedingungen der RAFT-Polymerisation kompatibel sind. In der Literatur
ist eine groRe Vielfalt an funktionalisierten RAFT-Reagenzien zu finden. So wurden zum
Beispiel bereits modifizierte RAFT-Reagenzien mit Carbonsauren[661671 vinylenl68]
Alkinen6°170 - Azjden"*1731 Hydroxylen™, Aminen7>1761 - Aktiv-Estern"178] ynd
Thiolenl"® erfolgreich eingesetzt. Auch biologisch relevante Funktionalisierungen von
RAFT-Reagenzien, wie zum Beispiel Biotin*8% oder Peptide® wurden bereits publiziert.

Abbildung 33 zeigt eine kleine Auswahl an funktionalisierten RAFT-Reagenzien.

30



S S S
< >—< —CO,H o} N =
s 2 C12H25S)]\S J_/ 3 /\O)]\SJ\H/O\/

CN (0] (0]
Carbonsaure-funktionalisiertes Azid-funktionalisiertes Alkin-funktionalisiertes
Dithiobenzoat Trithiocarbonat Xanthat

Abbildung 33: Beispiele fiir funktionalisierte RAFT-Reagenzien.[166.172.182]

3.3.2.2 Monomere

Fur die Synthese funktionalisierter RAFT-Polymere steht eine grofle Bandbreite an
Monomeren zur Verfligung. Abbildung 34 zeigt die am h&ufigsten verwendeten

Monomerklassen.

X: NHR, OR
Abbildung 34: Haufigste Monomerklassen fiir die RAFT-Polymerisation.
Besonders sind die Acrylate, Methacrylate bzw. Acrylamide hervorzuheben, da diese
synthetisch (ber ihre entsprechenden S&durechloride leicht zugénglich sind und gute
(Co)Polymerisationseigenschaften besitzen (Abbildung 35).
Cl YR
/Y oder @ xR —— /\f( 7 oder /J\[(Y\/R
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o) 0
X: NH,, OH Y: NH, O

Abbildung 35: Schematische Darstellung einer méglichen Synthese von (Meth)Acrylaten bzw.
(Meth)Acrylamiden.

Abbildung 36: Beispiele fur funktionalisierte (Meth)Acrylate.[183-187]

Abbildung 36 zeigt einige Beispiele flr funktionalisierte (Meth)Acrylate. So konnten
bereits Vinyl-[181 Alkin-[87] Aktiv-Ester-1831 Amin-1881 und Hydroxyl-[*®° modifizierte

Monomere erfolgreich mittels der RAFT-Technik polymerisiert werden. Auch groRere
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Reste, wie zum Beispiel Zuckermolekiile[*®¥ oder Biotin®] konnten polymerisiert

werden.

3.3.2.3 Endgruppenfunktionalisierung

Die Endgruppenfunktionalisierung stellt die dritte Mdglichkeit zur Modifizierung von
RAFT-Polymeren dar. Abbildung 37 zeigt die am héaufigsten verwendeten

Modifizierungen.
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Abbildung 37: Beispiele fur Endgruppenfunktionalisierungen von RAFT-Polymeren. 1561

Die verschiedenen Reaktionen koénnen in zwei groBe Gruppen eingeteilt werden, die
Endgruppenabspaltung mit ggf. einer weiteren Reaktion und die Synthese von

Blockcopolymeren.

Die Endgruppenabspaltung ist eine etablierte Mdoglichkeit, um die Polymerkette mit einer
reaktiven Endgruppe zu modifizieren. Durch die Reaktion mit Nukleophilen (vor allem
priméaren Aminen) kénnen Thiol-Endgruppen erhalten werden%%191 welche dann durch
Thiol/En Chemie weiter funktionalisiert werden konnen.[**?1 Hydroxy-Gruppen konnen
durch eine Radikal-induzierten Oxidation erhalten werden.!%%1 Wenn die

RAFT-Endgruppe stérend fur die vorgesehene Verwendung ist, kann sie mittels einer
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Additions-Fragmentierungs-Kupplung entfernt werden. Dies wird meist durch eine
Reaktion mit LPO/AIBN erreicht. %]

Die Synthese von Blockcopolymeren kann entweder (ber eine zweite
RAFT-Polymerisation oder durch eine Kombination mit einer weiteren
Polymerisationstechnik erfolgen. Beim letzteren Fall muss zunéchst die RAFT-Endgruppe
uber eine der oben beschriebenen Methoden entfernt werden. So kann durch den Einsatz
eines Nitroxids bei der Additions-Fragmentierungs-Kupplung ein
Alkoxyamin-funktionalisiertes Polymer erhalten werden, welches anschliefend in der
NMP eingesetzt werden kann.'*®l Eine weitere Mdoglichkeit Blockcopolymere zu
synthetisieren, ist der Einsatz von Hydroxyl-funktionalisierten Polymeren fiir die ROP von

Lactiden,[197:19]
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4 Zielsetzung

Krebserkrankungen zahlen neben Herz-Kreislauferkrankungen immer noch zu den
haufigsten frilhzeitigen Todesarten weltweit.! Ein wichtiges Ziel der modernen
Tumortherapie ist, neben der Entwicklung neuartiger Wirkstoffe und Diagnostika, die
Verbesserung der bestehenden therapeutischen und diagnostischen Verfahren. Besonders
die Formulierung der pharmazeutisch relevanten Verbindungen konnte in den vergangenen
Jahrzehnten durch die Verwendung von Tragersystemen wie z.B. polymeren Nanopartikeln
signifikant verbessert werden. So konnten z.B. durch stimulus-induzierte Freisetzung eines
Wirkstoffs oder durch Anreicherung eines Wirkstoffs oder Diagnostikums im Zielgewebe
durch passives oder aktives targeting die Effizienz der jeweiligen Verfahren teils deutlich
erhdht werden. Daher soll das Ziel dieser Arbeit die Synthese und Charakterisierung
polymerer Nanopartikel fiir biomedizinische Anwendungen sein (Abbildung 38). Zentrales
Augenmerk soll auf die quantitative Untersuchung der Vernetzungsreaktion gelegt werden.

Daher sollen verschiedene Methoden zur Kernvernetzung untersucht werden.
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Abbildung 38: Schematische Darstellung der Synthese und Charakterisierung bioabbaubarer, polymerer
Nanopartikel fir biomedizinische Anwendungen.

Die Nanopartikel sollen durch die Kombination zweier Polymerisationstechniken
hergestellt werden. Zum einen soll das hydrophile Segment durch die CROP von
2-Ethyl-2-Oxazolin erhalten werden und zum anderen soll das hydrophobe Segment durch
die RAFT-Polymerisation von n-Butylacrylat (Abschnitt 5.1) sowie ggf. einem
zusatzlichen, Thiolacton-funktionalisierten Monomer (Abschnitt 5.2) aufgebaut werden.

AnschlieBend sollen verschiedene Vernetzungsmethoden quantitativ mit Hilfe von GPC-
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und DOSY-Messungen untersucht werden, um die optimalen Bedingungen fur die
vollstandige Kernvernetzung der Nanopartikel zu ermitteln. Neben einer effektiven
Kernvernetzung sollen die Nanopartikel bioabbaubar sein, um eine Akkumulation im
Korper zu verhindern. Daher soll die Vernetzungsreaktion durch die Verwendung
reduktiv-spaltbarer Disulfide reversibel sein und ebenfalls untersucht werden. In einem
letzten Schritt sollen die Nanopartikel mit verschiedenen biologisch relevanten Molekiilen
funktionalisiert werden, um ihre Eignung als Trégermaterial fir biomedizinische

Anwendungen zu bestétigen (Abschnitt 5.3).
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Makro-RAFT basierte Nanopartikel

Einleitung

Wie bereits in Abschnitt 2.2 beschrieben, gibt es verschiedene Méglichkeiten Nanopartikel
herzustellen. In dieser Arbeit sollten kernvernetzte Nanopartikel synthetisiert werden.
Dabei wird zumeist eine wassrige Losung amphiphiler Polymere durch die Zugabe eines
Vernetzers zum Nanopartikel umgesetzt. Eine literaturbekannte Methode dafir ist die
Polymerisation von Diacrylaten.[**® Diese kénnen z.B. in einer freien radikalischen
Polymerisation mit Polymeren mit Acrylat-funktionalisierten Seitenketten zu
Nanopartikeln vernetzt werden.?®?l Eine anderer, kontrollierter Syntheseweg ist die
RAFT-Polymerisation dieser Diacrylate, wobei die amphiphilen Blockcopolymere als
Makro-RAFT-Reagenzien fungieren.[?°22%2 Durch geeignete Wahl des zur Vernetzung
verwendeten Diacrylats kodnnen so auch bioabbaubare Nanopartikel synthetisiert

werden.[203]

Zielsetzung

In diesem Abschnitt sollten mittels der Makro-RAFT Methode amphiphile Polymere
kovalent zu Nanopartikeln vernetzt werden. Abbildung 39 zeigt das verfolgte
Syntheseschema. Zunéchst sollten Homopolymere (PP1-3) mit unterschiedlichen
Molmassen, ausgehend von 2-Ethyl-2-Oxazolin als Monomer und Methyltriflat als
Initiator, in einer kationischen ringoéffnenden Polymerisation (CROP) hergestellt werden.
Nach Terminierung der Polymere mit dem zuvor synthetisierten RAFT-Reagenz T1 sollten
in einem zweiten Schritt durch eine RAFT-Polymerisation von n-Butylacrylat die
amphiphilen Blockcopolymere (P1/2/3.1-3) erhalten werden. Im letzten Schritt sollten die
amphiphilen Polymere in einer wassrigen, mizellaren Loésung durch Zugabe eines
Diacrylats in einer zweiten RAFT-Polymerisation vernetzt werden. Die synthetisierten
Nanopartikel sollten durch die Verwendung des reduktiv spaltbaren Diacrylats
(2,2°-Dithiodiethanol)Diacrylat (DSDA) bioabbaubar werden. AnschlieBend sollten die
Eigenschaften und das Abbauverhalten der Nanopartikel mittels DLS- und
GPC-Messungen analysiert werden. Besonderes Augenmerk sollte dabei auf die

Vernetzungsreaktion gelegt werden, da diese bisher kaum quantitativ analysiert wurden.
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Abbildung 39: Syntheseschema der amphiphilen Blockcopolymere P1-3 fiir die Vernetzung mit DSDA.

Polymersynthese

Im ersten Schritt wurde das RAFT-Reagenz T1 ausgehend von 1-Butanthiol mit einer
Ausbeute von 48 % synthetisiert. Abbildung 40 zeigt das *H-NMR-Spektrum des Produkts.
Nun wurden die drei Prapolymere PP1-3 mit variierender Molmasse hergestellt. Diese
wurden durch die kationische ringéffnende Polymerisation von 2-Ethyl-2-Oxazolin mit
Methyltriflat als Initiator synthetisiert. Das Carboxylat-Anion des RAFT-Reagenzes T1
wurde als Terminierungsreagenz verwendet. Dieser Schritt war von zentraler Bedeutung,
da nur eine kovalente Bindung des RAFT-Reagenzes an die hydrophilen Polymere eine
Synthese von linearen, monodispersen Blockcopolymeren ermdglicht. Da eine mogliche
nicht-kovalente Bindung des RAFT-Reagenzes besser bei den finalen Blockcopolymeren
nachweisbar war, wurden diese nochmals auf diese Fragestellung hin analysiert. Tabelle 2
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zeigt die mittels *H-NMR-Spektroskopie und GPC-Messungen ermittelten analytischen
Daten der Polymere. Sowohl die Zusammensetzungen als auch die Dispersitaten lagen im

erwarteten Rahmen einer lebenden Polymerisation.
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Abbildung 40: *H-NMR-Spektrum von 2-(Butylthiocarbonthioylthio)propansaure T1 in CDCls.

Tabelle 2: Analytische Daten der Prapolymere PP1-3 bestimmt via NMR und GPC.

Polymer Em.? [g'>/|nr1]2I] [gl\//ln:tgl] D [g|>/|r32|] o
PP1 25(20) 2830 3730 112 3830 111
PP2 52(40) 5410 5990 113 6130 113
PP3 82(70) 8380 9910 115 10250 1.16

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c =3 mg/mL).

Im né&chsten Schritt wurden aus den drei Prapolymeren (PP1-3) insgesamt fiinf amphiphile
Blockcopolymere  synthetisiert.  Die  Homopolymere  dienten  dabei  als
Makro-RAFT-Reagenzien fir die RAFT-Polymerisation des hydrophoben Monomers

n-Butylacrylat. P1 und P2 sollten sich dabei in der Molmasse, nicht aber beim Verhaltnis
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des hydrophilen zum hydrophoben Block unterscheiden, wéhrend aus PP3 insgesamt drei
Polymere mit variierender Lange des hydrophoben Blocks synthetisiert werden sollten.

Tabelle 3 zeigt die analytischen Daten der Polymere.

Tabelle 3: Analytische Daten der Polymere P1/2/3.1-3 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DPaxly  Mpd Mn?) by  Mn® 9 Gn®(H20) [nm]
Polymer  “heo)  [gimol] [g/mol] P [g/mol] (PDI)
25/5 9+1

P1 (2517) 3470 4410 116 4530 116 o000y
P2 821 eo5g 7200 147 7390 1.8 25+ 1

(52/12) (0.194 + 0.015)

82/5 14+1

P3.1 9020 10320 1.16 10680 1.17

(82/5) (0.253 + 0.028)

82/9 20+ 1
P3.2 (@212) 9530 10850 118 11260 119 o0 lionn

82/13 22 +2
P3.3 (21g) 10050 11170 119 11610 120 ool

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).

Die mittels H-NMR-Spektroskopie bestimmten Zusammensetzungen der Polymere
stimmen nahezu mit den theoretischen Werten Uberein. Abbildung 41 zeigt das
beispielhafte *H-NMR-Spektrum von P3.2. Die Signale wurden auf die Methylgruppe des
2-Ethyl-2-Oxazolins 3 referenziert. Durch Integration des Signals 4 wurden die
Wiederholungseinheiten des n-Butylacrylats bestimmt. Die Dispersitaten lagen mit
1.16-1.20 ebenfalls im erwarteten Bereich einer kontrollierten radikalischen
Polymerisation. Um zu verifizieren, dass die Blockcopolymere in Wasser mizellare
Strukturen ausbilden, wurden DLS-Messungen durchgefiihrt. Die so ermittelten
hydrodynamischen Durchmesser zeigten, dass alle Polymere Mizellen im Grof3enbereich
von 10-25 nm ausbildeten. Des Weiteren schien die Lange des hydrophoben Blocks
malgeblich die Grolke der Mizellen zu beeinflussen. Besonders gut war dieser Trend fiir
die Polymere P3.1-3 zu erkennen. Hier wurde nur die Lange des hydrophoben Blocks
variiert, wahrend der hydrophile Block konstant blieb. Eine Erhéhung von fiinf auf 13
Wiederholungseinheiten fuhrte nahezu zu einer Verdopplung des Durchmessers. Die GroRe
des hydrophilen Blocks schien hingegen nur einen geringen Einfluss auf die MizellgroRe
zu besitzen, da die Mizellen von P2 (EtOxs2) z.B. 5 nm groRer waren als jene von P3.2
(EtOxs2), obwohl der hydrophobe Block fast identisch ist.
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Abbildung 41: *H-NMR-Spektrum von P3.2 gemessen in CDCl; (400 MHz).

Wie bereits weiter oben erldutert sollte nun analysiert werden, ob das RAFT-Reagenz und
damit die beiden Polymerblocke wirklich kovalent miteinander verknipft waren. Die
GPC-Messungen zeigten eine monodisperse Verteilung der Molmasse, was auf eine
kovalente Bindung zwischen den Polymerblocken hinwies. Ohne kovalente Bindung wére
eine bimodale Verteilung zu erwarten gewesen. Einen genaueren Einblick in die
Bindungssituation sollten DOSY (diffusion ordered spectroscopy) NMR-Messungen
liefern. Diese 2D-Experimente ermdglichen es, ein Substanzgemisch sowohl nach der
chemischen Verschiebung der Protonen als auch nach dem Diffusionskoeffizienten
aufzutrennen. Abbildung 42 zeigt das erhaltene DOSY-Spektrum fir P3.2. Auf der
x-Achse ist die chemische Verschiebung der Protonen und auf der y-Achse ist der
logarithmische Diffusionskoeffizient zusehen. Da nur ein Signal auf der y-Achse sichtbar
ist und die Signale im Spektrum ebenfalls alle nahezu auf einer Linie liegen, kann davon
ausgegangen werden, dass in der Losung nur eine Polymerspezies, welche sowohl die

hydrophilen als auch die hydrophoben Teile des Polymers enthalt, vorliegt.
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Abbildungj 42: DOSY;NMR-Spekf-er von P3.-2Jgemessen in CDs0OD (760 MHz).
Neben der graphischen Auswertung wurden die Diffusionskoeffizienten auch numerisch
ausgewertet. Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse aller Polymere (P1/2/3.1-3), sowie einen
Vergleich mit der Literatur. Es zeigte sich, dass der hydrophile und der hydrophobe Block
leicht unterschiedliche Diffusionskoeffizienten besalen. Dies konnte auf die
unterschiedlich gute Solubilisierung der Komponenten zurlickgefiihrt werden und ist

ebenfalls bei den Literaturwerten sichtbar (S1/2).1204

Tabelle 4: Diffusionskoeffizienten der Polymere P1-P3.2 sowie S1-2 aus der Literatur2°4l, bestimmt
mittels DOSY-NMR-Messungen in CD3OD.

Diffusionskoeffizient® [m? s1]

Polymer 0=34 6=1.15 6=40 =09
(Ox) (CH3 Ox) (-OCH2 BuAc)  (CH3 BuAc)
P1 (EtOx25- BuAcis) 2.608-101°  2.609-101° 2.425.10"10 2.453.10°%0
P2 (EtOxs1- BuAcia) 1.930-10°  1.944.101° 1.811-10°1° 1.803-10°°
P3.2 (EtOx25-BUAC14) 1.587-101°  1.592.101° 1.559-101° 1.575-101°
S1 (EtOxsi-BuAcyg)?®  1.983.10°%° 1.411.10°%0
S2 (EtOx100-BuAca)?®  8.097-101 9.799-101%

a) bestimmt via DOSY-NMR Spektroskopie.

Dabher stiitzt auch die numerische Auswertung die Hypothese, dass in der LAsung nur eine

polymere Spezies vorlag und die beiden Polymerblocke somit kovalent miteinander
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verknlpft waren. Da bei allen synthetisierten Polymeren beide Blocke kovalent
miteinander verknipft waren und sie in der Lage waren, mizellare Strukturen auszubilden,

konnten sie flr die Makro-RAFT-basierte Kernvernetzung eingesetzt werden.

Nanopartikelsynthese

Im nun folgenden Abschnitt sollten die ersten Nanopartikel aus den Blockcopolymeren
hergestellt werden. Daflr wurden die Polymere P1/2/3.2 ausgewéhlt. Diese unterschieden
sich im Wesentlichen in ihrer Molmasse und wiesen ein ahnliches Verhaltnis zwischen dem
hydrophilen und hydrophoben Segment auf. Abbildung 43 zeigt die schematische
Syntheseroute. Die Polymere wurden zundchst in Wasser geldst und anschlieend wurde
der  Vernetzer 1,6-Hexandioldiacrylat (HDDA) sowie der Radikalstarter
Azo-bis(isobutyronitril) (AIBN) zugegeben und die Reaktion wurde tGber Nacht bei 65 °C
geriihrt. Der hydrophobe Vernetzer sollte in den Kern der Mizellen diffundieren und dort

mit den RAFT-Endgruppen der Polymere im Sinne einer RAFT-Polymerisation reagieren.
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Abbildung 43: Syntheseschema der Nanopartikel NP1A-NP3.2B mit HDDA als Vernetzer.

Die Bifunktionalitdt des Vernetzers sollte dazu fiihren, dass sich unterschiedliche
Polymerketten miteinander verbinden und so ein im Kern kovalent vernetzter Nanopartikel
entsteht. Flr die Analyse der so erhaltenen Nanopartikel wurden GPC- und
DLS-Messungen durchgefiihrt. Besonderes Augenmerk sollte auf den Umsatz der
Vernetzungsreaktion gelegt werden. Die GPC kann dazu quantitative Ergebnisse liefern.
Die verwendete GPC besal einen RI-Detektor, sodass von der Signalintensitat direkte
Rickschliisse auf die Zusammensetzung (wt%) der analysierten Probe gemacht werden. So
konnten auf diesem Wege nicht nur Molmassen und Dispersitaten der Polymere und
Nanopartikel erhalten werden, sondern auch der Umsatz zum Nanopartikel bestimmt
werden. Anhand der in Abbildung 44 gezeigten GPC-Elugramme konnen die
verschiedenen verwendeten Analysemethoden erklart werden. Bei der einfachsten

Methode wurden das Integral des hochmolekularen Signals des Nanopartikels (links im
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Elugramm) mit dem des niedermolekularen Signals des Polymers (rechts im Elugramm)

verglichen. Diese Ergebnisse sind im Diagramm dartber in schwarz dargestelit.
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Abbildung 44: Oben: Einfluss der Menge des vernetzenden Monomers HDDA auf die mittels GPC
bestimmte Nanopartikelbildung (schwarz: direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: Vergleich mit
polymerer Referenz.); Unten: entsprechende GPC-Elugramme der Nanopartikel.
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Da es jedoch moéglicherweise Loslichkeitsprobleme bei den Nanopartikeln geben kdnnte,
welche den direkten Vergleich der Integrale verfalschen wirde, wurde in einer zweiten
Analyse das Integral des verbliebenen Polymersignals in der Nanopartikelprobe mit dem
Polymersignal vor der Vernetzung verglichen. Da beide Proben bei gleicher Konzentration
vermessen wurden, konnte die unterschiedliche Signalstarke mit dem Umsatz zum
Nanopartikel gleichgesetzt werden. Diese Ergebnisse sind im Diagramm blau dargestellt.
Um die Vergleichbarkeit der Messungen weiter zu bestdtigen, wurden
Recovery-Messungen durchgefihrt. Diese zeigten nahezu identische Wiederfindungsraten
fiir die Nanopartikel (92 + 4 %) und Polymerprobe (90 = 3 %), sodass diese Messungen
miteinander vergleichbar waren. Uberraschenderweise zeigten die Messungen, dass nur ein
Teil der Polymere zu Nanopartikeln umgesetzt wurde. Der maximale Umsatz lag bei 47 %.
Die Diagramme zeigen, dass die beiden verwendeten Analysemethoden fir die meisten
Nanopartikel gut miteinander vergleichbar sind. Nur die Ergebnisse fir NP1B differierten
um mehr als 20 %. Dies konnte an dem weiter oben erwahnten Problem der Loslichkeit
liegen, da diese Partikel nicht vollstdndig im Eluent der GPC gelost werden konnten. Die

Molmasse der fur die Nanopartikelsynthese verwendeten Polymere schien einen Einfluss
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auf die Vernetzungsreaktion zu besitzen. Mit steigender Molmasse sank der Umsatz der
Reaktion. Wahrend die Nanopartikel NP1A/B einen Umsatz von ungefahr 40 % besafen,
sank dieser fur die Nanopartikel NP3.2A/B auf etwa 20 % ab. Neben dem Einfluss der
Molmasse der Polymere auf die Vernetzungsreaktion wurde auch die Menge des
Vernetzers variiert. Dieser Einfluss schien jedoch geringer zu sein. Nur beim Vergleich der

referenzierten Umsatze (blau) war ein leichter Anstieg bei der Erhéhung von 6 auf 12 eq.

des Vernetzers zu beobachten.

Tabelle 5: Analytische Daten der Nanopartikel NP1A-NP3.2B bestimmt via DLS und GPC.

\p HDDA d,” (H:0) d,” (MeOH) M [gimol] DY
[ea.]  [nm] (PDI) [nm] (PDI)
A6 (0.222 : (1).4032) (0.3221of (f019) 171900 1.42
112 (0.218211;’: 02.328) (o.zfsgf éon) 505 300 218
24 6 (0.18329;: 0%050) (0.18223f 02.050) 227100 1.41
12 (0.306405 05.017) (0.30245 - 03.017) 340900 173
3246 (0.2szzlf 0%031) (0.2337Of 04%070) 238 000 1.54
328 12 (0.25510j[ 08.019) (0.25207f 02.010) 363 900 2.07

a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); *: Probe schlecht I6slich.

Zusétzlich zum Umsatz der Vernetzungsreaktion wurde auch die Molmasse und die
Dispersitat der Nanopartikel mittels GPC-Messungen bestimmt. Tabelle 5 zeigt die
erhaltenen Ergebnisse. Hier zeigten sowohl die Molmasse der Polymere als auch die Menge
des Vernetzers einen Einfluss. Bei konstanter Vernetzermenge stieg die Molmasse der
Nanopartikel mit steigender Molmasse der verwendeten Polymere. Bei konstanter
Molmasse der Polymere aber steigender Menge des Vernetzers stieg die Molmasse der
Polymere ebenfalls an. Interessanterweise erhohte sich in diesem Fall auch die Dispersitat
der Nanopartikel. Der Grund dafir bedarf weiterer Untersuchungen. Neben den
GPC-Messungen wurden auch DLS-Messungen durchgefiihrt, um die Nanopartikelbildung
zu verfolgen. Diese Ergebnisse sind ebenfalls in Tabelle 5 dargestellt. VVon besonderem
Interesse waren hier die Messungen im nicht selektiven Lésungsmittel Methanol. Wéhrend
Polymere hier vollstandig solubilisiert vorliegen und daher keine Aggregate mehr
detektierbar sind, sollten Nanopartikel aufgrund ihrer kovalenten Vernetzung weiterhin
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detektierbar sein. Und in der Tat waren bei allen Nanopartikeln auch in Methanol noch
Aggregate detektierbar. Diese waren jedoch immer deutlich kleiner als die entsprechenden
Messungen in Wasser. Zusammen mit den Ergebnissen der GPC-Messungen koénnte
vermutet werden, dass sich aufgrund der nicht vollstdndigen Vernetzung, die nicht kovalent
gebundenen Polymerketten aus dem Nanopartikel 16sen, wodurch dieser an Volumen und
damit an Grofe verlieren wirde. Obwohl die erhaltenen hydrodynamischen Durchmesser
in Methanol kleiner waren als jene in Wasser, schien die Vernetzung der Polymere in jedem
Fall zu einem Anstieg des Durchmessers im Vergleich zu den Mizellen zu fuhren. So
vergroRerten sich die Nanopartikel NP1x im Vergleich zur Mizelle von P1 von 9 + 1 nm
auf 20 = 4 bzw. 49 = 4 nm. Grund hierflr kdnnte die groRe Menge des Vernetzers sein, was
einer Vergroflerung des hydrophoben Teils der Polymerketten gleichkommt und die
Maoglichkeit, dass die Nanopartikel bei nicht engmaschiger Vernetzung in Methanol
quellen koénnen. Diese VergroRerung fiihrte, wie weiter oben beschrieben, zu einer
VergroRerung der Mizellen bzw. Nanopartikel. Unterstiitzt wurde diese Hypothese durch
die Tatsache, dass auch bei konstanter Molmasse der Polymere eine Erhéhung der
Vernetzermenge zu groReren Nanopartikeln fuhrte. Daher schien die Grofe der
Nanopartikel in einem gewissen Rahmen durch die Menge des Vernetzers steuerbar zu sein.
Um die Analysemethoden der Vernetzungsreaktion mittels GPC-Messungen weiter zu
verifizieren, wurden erneut DOSY-Experimente durchgefihrt. In Zusammenarbeit mit
PROF. HILLER konnten auch aus den DOSY-Messungen Riickschlisse auf das Verhaltnis
von vernetztem Nanopartikel zu freiem Polymer geschlossen werden. Da die
NMR-Spektroskopie im Vergleich zu den GPC-Messungen konzentrations- und nicht
massenabhangig ist, waren die hier gezeigten nicht korrigierten Ergebnisse mit groReren
Fehlern behaftet. Abbildung 45 zeigt das beispielhafte Spektrum fur NP2A. Wie zuvor bei
den GPC-Messungen waren auch hier deutlich zwei Signale zu erkennen. Das obere
Signale besaR einen groReren Diffusionskoeffizienten und konnte daher dem Nanopartikel

zugeordnet werden, wahrend das untere Signal dem freien Polymer entsprach.
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Abbildung 45: DOSY-NMR-Spektrum von NP2A gemessen in CD3OD (700 MHz).
Auch hier wurden numerische Auswertungen der Spektren vorgenommen. Dabei wurden
aus den bestimmten Diffusionskoeffizienten hydrodynamische Durchmesser ermittelt und
aus dem Vergleich der Signalintensitaten wurde der Umsatz der Vernetzungsreaktion
bestimmt. Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse im Vergleich mit den Ergebnissen der DLS- und
GPC-Messungen. Die berechneten Durchmesser aus den DLS- und DOSY-Messungen
stimmen gut Gberein. Nur NP1B zeigte mit 49 = 4 nm bzw. 16 + 3 nm eine grofere
Differenz. Dies kann erneut auf die Loslichkeitsprobleme zuriickgefiihrt werden. Fiir den
Vergleich der Umsitze wurde jeweils der referenzierte Wert aus den GPC-Messungen
verwendet. Auch diese Werte sind fiir die meisten Nanopartikel in guter bis sehr guter
Ubereinstimmung. Daher konnte hier zum einen erneut die Mdglichkeit zur quantitativen
Analytik von Nanopartikeln mittels GPC-Messungen verifiziert werden und zum anderen
erstmals gezeigt werden, dass auch die DOSY-NMR-Spektroskopie in der Lage ist diese
quantitative Analytik zu leisten. Allerdings besteht bei der DOSY-NMR-Spektroskopie
noch Optimierungsbedarf, um den Fehler durch die Konzentrationsabhingigkeit zu

minimieren.
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Tabelle 6: Hydrodynamische Durchmesser und Umsétze der Nanopartikel NP1A-NP3.2B bestimmt via
NMR, DLS und GPC.

NP HDDA 4 nm| d b) [nm] Umsatzc) Umsatzb)
leq.] h h [%o] [%o]
1A 6 20+ 4 21+1? 38 38
1B 12 49 + 4 16+ 3" 47 53
2A 6 2342 25+ 1 32 24
2B 12 25+3 30+ 1 40 35
324 6 30+ 4 24+ 1 19 19
32B 12 27+2 26+ 1 25 15

a) bestimmt durch DLS Messungen in MeOH (c = 1 mg/mL); b) bestimmt durch DOSY-Messungen in
CDs0D (c = 10 mg/mL); c¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g¢g/L LiBr (PMMA Standard)
(c =3 mg/mL); d) bestimmt durch DOSY-Messungen in CD3;0OD (c = 1 mg/mL).

Synthese der bioabbaubaren Nanopartikel

P3.1/2/3

NP3.1A-NP3.3C

S S~ 0 '
g o .S — .
.2 eq.), H,O, S o)
65°C, 18 h 0T TN
o]
\
|

1.) TEA (4.0 eq.), CH,Cly,
RT, 20 min
2.) Acryloylchlorid (4.0 eq.),
0°C, 15 min 0o

3.)RT, 18 h /YO\/\S’S\/\OJV/

76 %
(0]

N O
o
S
CHj3
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y=5-13

HO\/\S/S\/\OH

Abbildung 46: Syntheseschema der Nanopartikel NP3.1A-NP3.3C mit DSDA als Vernetzer.
Auch wenn die Umsétze der Nanopartikelsynthese deutlich hinter den erwarteten Werten
zuriickblieben, sollten dennoch im néchsten Schritt mit der gleichen Methode bioabbaubare
Nanopartikel synthetisiert werden. Dazu wurde der Vernetzer HDDA durch das reduktiv
spaltbare Diacrylat Bis(2-acryloyloxyethyl)disulfid (DSDA) ersetzt (Abbildung 46).
Dieses wurde zuvor mit einer Ausbeute von 76 % synthetisiert. Abbildung 47 zeigt das
H-NMR-Spektrum des Produkts. Abgesehen vom Wechsel des Vernetzers wurden die
Reaktionsbedingungen konstant gehalten. Auch wenn die Polymere P3.1-3 einen etwas
geringeren Umsatz als die Polymere mit den geringeren Molmassen aufwiesen, so bieten

diese dennoch den besten Kompromiss aus Reaktivitat und Loslichkeit.
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Abbildung 47: *H-NMR-Spektrum von Bis(2-acryloyloxyethyl)disulfid (DSDA) in CDCl; (400 MHz).
Da sich im vorherigen Abschnitt herausstellte, dass die Menge des Vernetzers einen
Einfluss auf die GroRe sowie die Molmasse der Nanopartikel hat, wurden die Aquivalente
diesmal zwischen 6 und 24 variiert. Abbildung 48 zeigt die Ergebnisse der
GPC-Messungen. Es zeigte sich, dass die Verwendung von DSDA als Vernetzer zu
geringeren Umsatzen der Vernetzungsreaktion fuhrt. Wahrend HDDA als Vernetzer einen
durchschnittlichen Umsatz von 20 % lieferte, sind es jetzt im Schnitt 10 %. Auch die
Differenz zwischen der direkten und referenzierten Auswertungsmethode stieg an. Ein
maoglicher Grund hierflr konnte die teilweise schlechte Loslichkeit der Nanopartikel im
GPC-Eluenten sein. Der zuvor erkennbare Trend, dass eine Erhdhung der VVernetzermenge
zu einem verbesserten Umsatz fihrt, ist nicht mehr erkennbar. Auch die Lénge des
hydrophoben Blocks schien keinen Einfluss auf die Vernetzungsreaktion zu besitzen. Fiir
eindeutige Aussagen zu diesen Trends missten weitere Untersuchungen erfolgen. Neben
den GPC-Messungen  wurden erneut DLS-Messungen  durchgefiihrt.  Die
hydrodynamischen Durchmesser der Nanopartikel sind in Abbildung 49 dargestellt. Die
Messungen in Wasser zeigen fur alle Polymere einen Anstieg des Durchmessers z.B. von
16 £ 2 nm auf 86 = 16 nm fur die Nanopartikel NP1A+C bei einer Erhdhung der
Vernetzermenge von 6 auf 24 eq. DSDA. Zuvor verkleinerte sich jedoch der Durchmesser
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fiir 12 eq. des Vernetzers auf 15 £ 1 nm. Dieser Riickgang des Durchmessers bedarf noch
weiterer Untersuchungen und ist derzeit noch ungeklart. Im Allgemeinen zeigte sich jedoch

der gleiche Trend wie zuvor bei den Nanopartikeln mit HDDA als Vernetzer.
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Abbildung 48: Oben: Einfluss der Menge des vernetzenden Monomers DSDA auf die mittels GPC
bestimmte Nanopartikelbildung (schwarz: direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: Vergleich mit

polymerer Referenz.); Unten: entsprechende GPC-Elugramme der Nanopartikel.
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In Methanol stiegen die Durchmesser ebenfalls mit steigender VVernetzermenge an. Dies
deckte sich mit den zuvor diskutierten Ergebnissen fiir die Nanopartikel mit HDDA als
Vernetzer. Nur die Nanopartikel aus P3.1 verkleinern sich zunéchst fir 12 eq. DSDA von
37 £ 10 nm auf 18 + 4 nm. Der grolte Anstieg des Durchmessers war sowohl fiir die
wassrigen als auch die methanolischen Messungen bei der Erhéhung der Vernetzermenge

von 12 auf 24 eq. zu beobachten.
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Abbildung 49: Mittels DLS-Messungen bestimmte GroRen der Nanopartikel NP3.1-3 in Abhédngigkeit der
Polymerarchitektur und der Menge des vernetzenden Monomers DSDA.
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Auffallig war des Weiteren, dass die Vernetzermenge den groten Einfluss auf den
hydrodynamischen Durchmesser bei den Polymeren mit dem kleinsten hydrophoben Block
besall. Besonders deutlich wurde dieser Trend beim Betrachten der Ergebnisse fiir 24 eq.
des Vernetzers DSDA. Hier waren die Nanopartikel aus P3.1 mit Abstand die Groften
(107 £ 12 nm) und bei VergrofRerung des hydrophoben Blocks sank der Durchmesser
(P3.3: 35 + 5nm). Mit Hilfe der GPC-Messungen wurden neben dem Umsatz der
Vernetzungsreaktion erneut die Molmassen und Dispersitaten der Nanopartikel bestimmt.
Diese Ergebnisse stimmen, wie bereits im Abschnitt zuvor, gut mit den DLS-Messungen
Uberein. So zeigte sich mit steigender Vernetzermenge ein Anstieg der Molmasse der
Nanopartikel. Die Verkleinerung des Durchmessers fiir 12 eq. DSDA ist in den Ergebnissen
der GPC-Messungen nicht erkennbar. Fur die Dispersitaten war nur fir die Nanopartikel
NP3.2C-E und NP3.3A-C der gleiche Anstieg wie im vorherigen Abschnitt zu erkennen.
Die Dispersitaten fiir NP3.1A-C blieben weitgehend konstant.

Tabelle 7: Molmassen und Dispersitaten der NP3.1A-NP3.3C bestimmt via GPC.

NP DSDA[eq.] M [g/imol]] D3

3.1A 6 188 000 2.17
3.1B 12 246 600 1.95
3.1C 24 595 000 1.85
3.2C 6 137 800 1.18
3.2D 12 253 500 1.91
3.2E 24 632 300 1.91
3.3A 6 127 000 1.13
3.3B 12 198 100 1.34
3.3C 24 829 800 1.59

a) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL).

Auch wenn die Umsatze weit hinter den erwarteten zurlickblieben, sollte dennoch die

Bioabbaubarkeit der Nanopartikel untersucht werden.
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Abbauexperimente

Die Nanopartikel NP3.1A/C wurden fur die Abbauexperimente ausgewéhlt, um einen
maoglichen Einfluss der Vernetzermenge auf die Abbaugeschwindigkeit zu ermitteln. Der
Abbau sollte mittels DLS-Langzeitmessungen erfasst werden. Die Nanopartikel wurden
dazu im nicht selektiven Losungsmittel Methanol gel6st, da hier, wie bereits weiter oben
erwéhnt, nur kovalent vernetzte Nanopartikel detektiert werden kdnnen. Die durch den
Vernetzer DSDA eingebrachten, reduktiv spaltbaren Disulfidbindungen, sollten durch
1,4-Dithiothreitol (DTT) gespalten werden. Dieses literaturbekanntel?%®! Reagenz sollte die
intrazellularen reduktiven Bedingungen simulieren. Als Konzentrationen wurden 10 mM
fiir die intrazellulare Umgebung und 100 mM als Positivkontrolle gewéhlt. Die Proben
wurden in einem Zeitraum von 14 Tagen an den angegebenen Zeitpunkten vermessen und
in der Zwischenzeit bei Raumtemperatur gertihrt. Abbildung 50 zeigt die Verlaufe des

hydrodynamischen Durchmessers sowie des Polydispersitatsindexes.
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Abbildung 50: DLS-Abbauexperimente der Nanopartikel NP3.1A/C gemessen in Methanol (1 %v/v TEA)
bei verschiedenen Konzentrationen des Spaltungsreagenzes DTT (10/100 mM).

Ein erwartbarer Verlauf wéare eine Abnahme des Durchmessers, da die Nanopartikel durch
die Spaltung der Disulfidbindungen mehr und mehr Polymerketten verlieren sollten, bis
schlieBlich keine Nanopartikel mehr detektierbar sein sollten. Die Polydispersitét sollte im
gleichen Zeitraum ansteigen, da die Nanopartikel zunehmend diffus werden sollten.[?®®! Die
Durchmesser verhielten sich fir 10 mM DTT Konzentration etwas anders. Bis zum vierten
Tag stiegen die Durchmesser an und begannen erst danach sich zu verkleinern. Ein Grund

hierfir kénnte die abnehmende Vernetzungsdichte im Kern sein, da so Methanol besser
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eindringen kann und die Nanopartikel daher aufquellen. Nach 11 (NP3.1A) bzw. 14
(NP3.1C) Tagen waren keine Nanopartikel mehr detektierbar, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass der Abbau an diesem Punkt abgeschlossen ist. Es scheint, dass eine
Erh6hung der Vernetzermenge zu einer Verlangerung der Abbauzeit fihrt. Ein moglicher
Grund hierflr koénnte die vermehrte Anzahl an Vernetzungspunkten sein, welche fiir einen
vollstandigen Abbau gespalten werden miissen. Vergleichbare Systeme in der Literatur(?°°!
sind bereits nach Stunden oder wenigen Tagen abgebaut. Der Grund fur den verlangerten
Abbau ist derzeit nicht bekannt und bedarf weiterer Untersuchungen. Der
Polydispersitatsindex blieb flir den gesamten Zeitraum nahezu konstant. Fir die 100 mM
DTT Konzentration zeigte sich ein beschleunigter Abbau. Hier waren bereits nach vier
Tagen in keiner der beiden Proben mehr Nanopartikel detektierbar. Dies verdeutlicht, dass
die DTT-Konzentration einen entscheidenden Einfluss auf die Abbaugeschwindigkeit

besitzt. Der Polydispersitatsindex blieb erneut weitgehend konstant.

52



Zusammenfassung
In diesem Kapitel konnte eine erste erfolgreiche Synthese von kovalent kernvernetzten

Nanopartikeln vorgestellt werden.

Tabelle 8: Analytische Daten der Polymere P1/2/3.1-3 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DPaxly  Mp? Mn?) by  Mn® 9 Gn®(H20) [nm]
Polymer  “heo)  [gimol] [g/mol] P [g/mol] (PDI)
25/5 9+1

P1 (2517) 3470 4410 116 4530 116 o000y
P2 5211 6950 7200 117 7390 1.8 25+ 1

(52/12) (0.194 + 0.015)

82/5 14+1

P3.1 9020 10320 1.16 10680 1.17

(82/5) (0.253 + 0.028)

82/9 20+ 1
P3.2 (@212) 9530 10850 118 11260 119 o0 lionn

82/13 22 +2
P3.3 (21g) 10050 11170 119 11610 120 ool

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c =3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).

Dazu wurden zunédchst drei Prépolymere durch eine Kationische ring6ffnende
Polymerisation und anschlieBend insgesamt funf Blockcopolymere mittels

RAFT-Polymerisation erfolgreich synthetisiert und charakterisiert (Tabelle 8).
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Abbildung 51: DOSY-NMR-Spektrum von P3.2 gemessen in CD30OD (700 MHz).
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Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die kovalente Verknupfung der beiden
Polymerblocke gelegt (Abbildung 51). Die nun folgende Kernvernetzung mit den
Vernetzern HDDA und DSDA im Sinne einer weiteren RAFT-Polymerisation wurde
mittels GPC-, DLS- und DOSY-Messungen analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass der
Umsatz der Vernetzungsreaktion fiir HDDA als Vernetzer maximal 47 % betrug. Polymere
mit kleineren Molmassen fiihrten dabei zu héheren Umsétzen. Auch die Erhéhung der

Vernetzermenge hatte einen positiven Einfluss auf den Umsatz der Reaktion, jedoch in
geringerem MaRe (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Oben: Einfluss der Menge des vernetzenden Monomers HDDA auf die mittels GPC
bestimmte Nanopartikelbildung (schwarz: direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: Vergleich mit
polymerer Referenz.); Unten: entsprechende GPC-Elugramme der Nanopartikel.
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Die Verwendung von DSDA als bioabbaubar Vernetzer fuhrte zu geringeren Umsatzen (ca.
20 %). Auch die Einflusse der Molmasse der Polymere sowie der Vernetzermenge waren
nicht mehr eindeutig zu erkennen (Abbildung 53). Die Abbauexperimente zeigten, dass die
Nanopartikel in Abhéngigkeit der DTT-Konzentration zwischen vier und 14 Tagen fur
einen vollstdndigen Abbau benétigen. Da eine weitere  Optimierung der
Vernetzungsreaktion nicht ohne weiteres moglich war und ca. 50 % Umsatz fir die
geplanten biomedizinischen Anwendungen zu wenig waren, um eindeutige Ergebnisse zu

erhalten, sollte im n&chsten Abschnitt eine neue Vernetzungsmethode untersucht werden.
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Abbildung 53: Oben: Einfluss der Menge des vernetzenden Monomers DSDA auf die mittels GPC
bestimmte Nanopartikelbildung (schwarz: direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: Vergleich mit
polymerer Referenz.); Unten: entsprechende GPC-Elugramme der Nanopartikel.
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5.2 Thiolacton-basierte Nanopartikel

Einleitung

Da sich der Umsatz der literaturbekannten Vernetzungsreaktion durch die Polymerisation
von Diacrylaten als nicht ausreichend herausstellte (vgl. Abschnitt 5.1), wurde nach einer
alternativen Methode gesucht. Die Vernetzung sollte Gber eine polymeranaloge Reaktion
stattfinden. Daher musste die Vernetzungsreaktion quantitativ verlaufen und das
funktionelle Monomer musste gut zu polymerisieren sein. Des Weiteren sollte der
einzusetzende Vernetzer mit mdoglichst geringem Syntheseaufwand herzustellen sein.
Unter Anderem erfillen Thiolactone, mit ihrer quantitativen und raschen
Ringoffnungsreaktion mit primdren Aminen unter milden Reaktionsbedingungen, diese

Anforderungen. 2%

Q R™NH, EWG X
. % Tz, SH I~ s
~ s R/\N R/\H ~TEWG

Abbildung 54: Nukleophile Ringéffnung eines Thiolactons mit einem primaren Amin gefolgt von einer
Michael-Addition.

Die Arbeitsgruppe von Herrn Du PRez entwickelte zudem eine einfache Synthese fiir ein
polymerisierbares und vielseitig einsetzbares Thiolacton-basiertes Monomer ausgehend
von D,L-Homocysteinhydrochlorid. Sie waren in der Lage aus diesem Monomer Homo-
und Copolymere mit enger Molmassenverteilung herzustellen. Sie zeigten aullerdem, dass
die wahrend der Reaktion entstehenden Thiole fur weitere Funktionalisierungen der

Polymere genutzt werden koénnen.2%"]

B PO e T
R/
HN Om HN” 0 HN” 0 ! HN™ 0 HN™ ~0
T NG |
S s HN.

Ry
One-pot O
Double ~ M R
Modification g2
*
Db

HN® "O HN™ ~O
0]

- HA__R
s "2

HN.
Ry

Abbildung 55: Eintopf Doppelmodifikation von Poly(NIPAAm-co-TlaAm) durch Ring6ffnung und
Michael-Addition.[207]
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Zielsetzung

Unter Verwendung des gleichen Prinzips wie in Abschnitt 5.1 sollten aus waéssrigen
mizellaren Losungen der Polymere mit Hilfe von mehrfunktionellen, priméren Aminen der
Zugang zu polymeren Nanopartikeln ermdglicht werden. Durch die Verwendung des
bioabbaubaren Diamins Cystamin sollte die Vernetzungsreaktion reversibel und die
Nanopartikel somit bioabbaubar gemacht werden. Die Synthese dieser Nanopartikel und
insbesondere der Umsatz der amphiphilen Polymere zu den Nanopartikeln und deren
Abbau unter physiologischen Bedingungen sollte in diesem Abschnitt systematisch
untersucht werden. Dabei sollten sowohl die Bedingungen der Vernetzungsreaktion selbst
als auch die Architektur der zur Vernetzung verwendeten Polymere variiert werden.
Abbildung 56 zeigt das verfolgte Syntheseschema. Zunachst sollten die Prépolymere
PP4-6 mittels einer kationischen ringéffnenden Polymerisation synthetisiert werden. Nach
der anschlieBenden RAFT-Polymerisation mit n-Butylacrylat und dem funktionellen
Monomer M1 sollten die Polymere P4-6 erhalten werden, welche im letzten Schritt mit
Cystamin zu den Nanopartikeln umgesetzt werden sollten.

1.) BzBr (1.0 eq.),
MeCN,120 °C, 3 h PP4-6 n-Butylacrylat (y eq.),
2.) TEA (3.0 eq.), o) M1 (z eq.),

T1 (2.0 eq.), s s AIBN (0.2 eq.),1,4-Dioxan,
0 50°C,72h N o} g N~ g0°C, 18h
X eq. [ ) ’:O s
N
CH
P2 x=32-56
CHs

in H,0 pH=7.4 \ O)Kr
in H,O pH = 7. o o

T stat.

Acryloylchlorid (2.0 eq.),
KHCOj3; (5.0 eq.), M1
H,0/1,4-Dioxan 1/1, 0

18 h, RT H
83 % s s
o]

Abbildung 56: Synthese der amphiphilen Blockcopolymere P4-6 flr die VVernetzung mit Cystamin.
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Polymersynthese

Das funktionelle Monomer M1 wurde zuvor durch die Umsetzung von
D,L-Homocysteinhydrochlorid mit Acryloylchlorid mit einer Ausbeute von 83 % erhalten.
AnschlieBend wurden die drei Préapolymere synthetisiert und analysiert (Tabelle 9). PP4
wurde flr die Optimierung der Vernetzungsreaktion weiterverwendet, wéhrend die
unterschiedliche Molmasse von PP5 und PP6 als erster Parameter flr die Optimierung des
Polymersystems genutzt wurde. Diese Polymere sollten zu einem spéteren Zeitpunkt

weiterverwendet werden.

Tabelle 9: Analytische Daten der Prapolymere PP4-6, bestimmt via *H-NMR und GPC.

DP  x Mn? MpP) by  Mn®

Polymer  4pe0)  [gimol] [gmol] ©  [gmol] ©°
PP4 56(50) 5880 4700 117 4820 116
PP5 32(30) 3500 3860 113 3960  1.12
PP6 51(50) 5300 4870 121 5000  1.20

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c =3 mg/mL).

Als Initiator wurde fur diese Polymere Benzylbromid und nicht Methyltriflat verwendet,
da es in hoher Reinheit besser kommerziell verfiighar und einfacher zu handhaben ist.
Allerdings zeigen die Polymere, welche mit Methyltriflat (PP1-3) synthetisiert wurden,
eine etwas niedrigere Dispersitdt. Dennoch sind alle erhaltenen Polymere miteinander

vergleichbar und sind flr den vorgegebenen Zweck einsetzbar.

Optimierung der Vernetzungsreaktion

Als néachstes wurde die Vernetzungsreaktion systematisch untersucht. Das dafur, mittels
RAFT-Polymerisation, hergestellte Polymer P4 besitzt zehn Einheiten des funktionellen
Monomers M1 und zehn Einheiten des hydrophoben Monomers n-Butylacrylat. Dies sollte
zum einen fur genug Vernetzungspunkte sorgen, um einen moglichst vollstandigen Umsatz
zum Nanopartikel gewéhrleisten zu kénnen. Zum anderen sollte eine ausreichende GroRe

des hydrophoben Blocks eine effektive Mizellbildung gewahrleisten.
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Tabelle 10: Analytische Daten des Polymers P4, bestimmt via *H-NMR, GPC und DLS.

DPAXYZ M@ Mg VI ,  dd(H:0)
Polymer  “heo)  [gimol] [g/mol] P [gimol] P [nm] (PDI)
56/10/10 19+2
P4 culoloy B8O 620 124 8400 124 o 0FR

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).

Die analytischen Daten sind in Tabelle 10 zusammengefasst, wobei die tatsachliche
Polymerzusammensetzung den theoretischen Werten entspricht. Erhalten wurde die

Zusammensetzung aus dem *H-NMR-Spektrum (Abbildung 57), welches auf das Signal

der Methylgruppe der Oxazolineinheiten (4) referenziert wurde.

9,16
0.89

12.74 | ‘205? ‘234.3? | 16.66 “134 54‘ 3;4 6‘7 2‘55‘1 1?6.8‘73‘1.8‘6

e A R AR T T T e e
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 0 05
Chemical I Shift (ppm)

Abbildung 57: 'H-NMR Spektrum von P4 gemessen in CDCls (400 MHz).
Die Signale 6 und 10 wurden flr die Bestimmung der Wiederholungseinheiten gewahilt.
Das Polymer bildete in Wasser 19 + 2 nm groRe Mizellen, was eine Grundvoraussetzung
flr die spatere Vernetzung darstellte, da hierfiir die mizellaren Aggregate in Wasser durch
die Zugabe eines Diamins kovalent vernetzt werden sollten. Nach der erfolgreichen
Polymersynthese wurden nun die Aquivalente des Vernetzers, die Reaktionszeit
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sowie -temperatur variiert, um einen tieferen Einblick in die Vernetzungsreaktion zu
erhalten. Die synthetisierten Nanopartikel wurden dabei wieder, wie in Abschnitt 5.1
beschrieben, mittels GPC und DLS und zusatzlich mit Hilfe von TEM-Messungen
analysiert. Abbildung 58 fasst die Ergebnisse zusammen. Zunéchst wurden die Aquivalente
des Vernetzers variiert (A). Diese wurden auf die Einheiten des funktionellen Monomers
M1 pro Polymerkette referenziert. Theoretisch sollte der Einsatz von 0.5 eq. des VVernetzers
zu einem volistdndigen Umsatz der Thiolacton-Funktionalitaten fuhren, da dieser zwei
Amine pro Vernetzermolekul enthélt. Die experimentellen Ergebnisse stutzen diese
Hypothese, da der Umsatz der Reaktion von 0.125 bis 0.5 eq. bis zu einem Wert von 80 %

anstieg.
A 100 16 1 +0125eq. -+ 0.25eq.
14 -
80 — « 0.5eq. + 1.0 eq.
212 -
I3 = « 2.0eq. - 50eq.
= 60 210
3 T 8
Q =
g 40 § 6
20 g 4
2
0 0
0125 025 05 1 2 5 10 12 14 16 18 20 22
eq. Cystamin t [min]
B 100 16 -
14
B 80 S12
o o
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£ 40 2 6
S ]
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2
0 0
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Abbildung 58: Links: Einfluss der (A) Vernetzer-Aquivalente, (B) Reaktionstemperatur und (C)
Reaktionszeit auf den Umsatz von Polymer P4 zum vernetzten Nanopartikel, bestimmt via GPC. (schwarz:
direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: VVergleich mit polymerer Referenz); rechts: entsprechende

GPC-Elugramme der verschiedenen Nanopartikel.
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Tabelle 11: Ergebnisse der DLS- und GPC-Messungen der Optimierung der Vernetzungsreaktion.

NP Cystamin C] [ [ihr:](?sg |) ) d[h:nf]wéﬁglk;) M,” lgmall p”
41 05 40 20 (0.18168: 01.021) (0.09213;0%019) 250500 144
42 05(HDA) 40 20 15167502.0 D 22260;02'() ;) 215800 165
4.3 05 22 20 (0.24197: 02.014) (0.19287;02.008) 329100 2,04
4405 80 2 (0T aesoomy 117000 245
45 05 80 20 (o.;;i i (2).20*16) (o.iézlt J_ir 2.10*70)

46 0125 40 20 (0.18129; 01.026) (0.42123 :_L_L 5.42902)

4.7 025 40 20 283055055. 0 15127;03. g 120800 185
48 L 4020 (0.181295 037026) (0.24109;0%026) 250300 1.91
49 2 4020 (0.223 i gfocsg) (0.252 :_L_L 32)40) 278500 2.40
40 5 0 20 T ey aseasy L4070 187

+ +

411 05 40 48 (0.192301_ 02.010) (0.171181_037010) 223100 1.58
412 05 40 72 (0.1628lii 0%026) (0.15283;01.032) 217600 1.54
413 1(HexA) 40 20 (o.2gi i 3.4019) (0.20139;0%030)

a) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser oder Methanol (¢ = 0.1 mg/mL); b) bestimmt durch GPC,
gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); *: Proben schlecht I6slich,

Eine weitere Erhdhung der Vernetzermenge fiihrte nicht zu einer Verbesserung des
Umsatzes. Die Verwendung von zwei oder mehr Aquivalenten des Vernetzers fiihrte zu
unléslichen Nanopartikeln. Dies spiegelte sich ebenfalls in den erhaltenen GroRen der
DLS-Messungen wider. Besonders im nicht selektiven Losungsmittel Methanol
vervielfaltigte sich die GrolRe der Nanopartikel. Auch die berechneten Molmassen der
Nanopartikel und deren Dispersitaten stiegen an, wobei besonders ersteres ebenfalls fir
einen Anstieg der NanopartikelgroRe spricht. Fir weitere Experimente wurden daher

0.5 eq. des Vernetzers eingesetzt, da dies bereits eine effektive Vernetzung gewéhrleistet.

61



Als nachstes wurde der Einfluss der Reaktionstemperatur auf den Umsatz der Vernetzung
untersucht (B). Die ersten Experimente wurden bei 40 °C durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass
bereits Raumtemperatur fir eine effektive Vernetzung ausreichend ist. Die Erhéhung der
Temperatur auf 60 °C und besonders auf 80 °C flihrte erneut zu unldslichen Nanopartikeln.
Wahrend bei 60 °C die berechneten Umsatze fiir beide Auswertungsmethoden weiterhin
uber 80 % lagen, zeigte sich bei 80 °C, dass die Partikel auch in DMF unléslich waren und
so der direkte Vergleich der Signale im GPC-Elugramm kein sinnvolles Ergebnis lieferte.
Nur der Vergleich des verbleibenden Polymersignals flihrte zu einem sinnvollen Ergebnis
in der gleichen GréRenordnung wie fir die anderen Reaktionstemperaturen. Des Weiteren
fiel auf, dass auch die Signalform der Nanopartikel im Elugramm mit der
Reaktionstemperatur korrelierte. Fiir 20 °C zeigte sich eine hochmolekulare Schulter, die
bei 40 °C nicht mehr erkennbar ist. Bei 60 °C verdreifachte sich die berechnete Molmasse
des Partikels und das Signal wies ein Tailing auf. Die Nanopartikel, welche bei 40 °C
synthetisiert wurden, wiesen die niedrigste Dispersitat auf und entsprachen daher am
ehesten dem Ziel wohl definierte, monodisperse Nanopartikel herzustellen. Die Variation
der Reaktionszeit lie} keinerlei Trends erkennen, sodass davon ausgegangen werden kann,
dass bereits 20 Stunden ausreichend firr eine vollstdndige Reaktion sind. Fir einen
detaillierteren Einblick in die Kinetik der Vernetzungsreaktion wurden weitere,
zeitabhdngige GPC Messungen durchgefihrt. Dabei wurden zu festen Zeitpunkten Proben
aus einer Reaktionsldsung entnommen und analysiert. Abbildung 59 zeigt den Umsatz der
Vernetzungsreaktion in Abhéngigkeit der Reaktionszeit. Es zeigte sich, dass die Reaktion
bereits nach vier bzw. sechs Stunden nahezu abgeschlossen war, unabhéngig von der

verwendeten Auswertungsmethode.

100 —e—direkt
90 —e— referenziert
80 .~ —
70
60
50
40
30
20
10
0

Umsatz [%)]

0 5 10 15 20 25 30
t[h]
Abbildung 59: Nanopartikelumsatz in Abhangigkeit der Reaktionszeit (40 °C, 0,5 eq. Cystamin), bestimmt
via GPC durch direkten Vergleich der Signale (schwarz) und Vergleich mit der polymeren Referenz (blau).
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Die mittels DLS-Messungen erhaltenen GréfRen und Dispersitaten der verschiedenen
Nanopartikel zeigten keinerlei Trends und befanden sich alle im gleichen Grélienbereich
wie die Polymermizellen vor der Vernetzungsreaktion. Einzige Ausnahmen bildeten die
unléslichen Nanopartikel. Daher kann davon ausgegangen werden, dass nur die
Polymerarchitektur einen Einfluss auf die Nanopartikelgrofie ausiibt. Die Experimente fur
die nun anschlielende, systematische Untersuchung des Einflusses der Polymerarchitektur
auf die Nanopartikelsynthese wurden bei 40 °C fir 20 Stunden und 0.5 eq. Cystamin
durchgefuhrt. Zur zusétzlichen Verifizierung der Nanopartikelform und -gréf3e wurden
TEM-Messungen durchgefiihrt. Abbildung 60 zeigt die Nanopartikel und ihre
GroRenverteilung. Die Aufnahmen zeigen sphérische Nanopartikel in der gleichen

GroRenordnung wie die Ergebnisse der DLS-Messungen.
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Abbildung 60: TEM-Aufnéhrﬁen ;/on NP;f .lih H20 (c = 0.01 mg/mL). Anfarbung mit Uranylacetat.
Nachdem die einzelnen Reaktionsparameter der Vernetzungsreaktion eingehend untersucht
wurden, wurde das Augenmerk im ndchsten Abschnitt auf mdégliche Einflisse der
Polymerarchitektur auf die Vernetzung und auf die Nanopartikeleigenschaften gelegt. Dazu
wurden, ausgehend von den Prépolymeren PP5 und PP6, insgesamt 14 Polymere mit
variierenden Zusammensetzungen synthetisiert. Dabei sollten drei Parameter besonders
untersucht werden: die Molmasse, die Menge des vernetzenden Monomers M1 und die
Menge des hydrophoben Monomers n-Butylacrylat. Die Resultate der NMR-, GPC- und
DLS-Messungen fur die Polymere P5.1-4 sind in Tabelle 12 dargestellt. Die Dispersitaten
und Zusammensetzungen waren in guter Ubereinstimmung mit den theoretischen Werten.
In den DLS-Messungen zeigte sich, dass der Einsatz des hydrophoben Monomers
n-Butylacrylat den Durchmesser signifikant erhéhte und allgemein ein Polymer mit

langerem hydrophobem Teil auch groRere Mizellen bildete. Die Nanopartikel wurden mit
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den optimierten Bedingungen aus dem vorherigen Abschnitt hergestellt. Abbildung 61
zeigt die Vernetzungseffektivitdt und die GPC-Elugramme der daraus erhaltenen

Nanopartikel.

Tabelle 12: Analytische Daten der Polymere P5.1-4 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

Polymer DI(Dt:e)c()/.))//Z [g|>/|r:12I] [gl\//lr;tZu B [g|>/|r1rn|2|] K [ihri)l](l(_'le(D) |) )
P5.1 (gggg) 4360 4740 112 4850 112 17132 501_018)
P5.2 (gfgﬁg) 5220 4200 133 430 132 11182 501_022)
P5.3 (ggg) 5430 4430 127 4570 127 (0_05195 502_016)
P5.4 ?322//56//19(; 5810 4650 128 4800  1.27 (0_22281 ;0%036)

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).
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Abbildung 61: Oben: Einfluss der Menge des vernetzenden Monomers M1 und des hydrophoben
Monomers n-Butylacrylat sowie deren Verhéltnis auf die, mittels GPC bestimmte, Nanopartikelbildung.
(schwarz: direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: Vergleich mit polymerer Referenz); Unten:
entsprechende GPC-Elugramme der Nanopartikel.

64



NP5.2 wurde zu 90 % zum Nanopartikel vernetzt und damit ca. 20 % mehr als NP5.1.
Grund daflr kénnte die Verdopplung der Menge des vernetzenden Monomers M1 von 5
auf 10 Einheiten pro Polymerkette sein. Die Verwendung des hydrophoben Monomers
schien keinen groRen Einfluss auf die Vernetzungsreaktion zu besitzen, da NP5.4 einen
nahezu identischen Umsatz zum Nanopartikel aufwies wie NP5.2 ohne dieses Monomer.
Der Umsatz des Nanopartikels NP5.3 war mit 82 % und sieben Wiederholungseinheiten
von M1 genau zwischen dem von NP5.1 und NP5.4 angesiedelt. Dies passt zu der Theorie,
dass mit steigender Menge des vernetzenden Monomers M1 auch die Effektivitat der
gesamten Vernetzungsreaktion ansteigt. Wie schon bei der Optimierung der
Reaktionsparameter beschrieben, wuchs die Molmasse der Nanopartikel mit zunehmendem
hydrodynamischem Durchmesser in Wasser und Methanol an (Tabelle 13). Aullerdem
schien es, dass die kleineren Molmassen der Prakursor-Polymere einen positiven Einfluss
auf den Umsatz zu den Nanopartikeln zu haben, da NP5.2 und NP5.4 einen 10 % hdéheren
Umsatz als z.B. NP4.1 aufwiesen. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden insgesamt
zehn Polymere mit gréReren Molmassen und variierenden Mengen der hydrophoben
Monomere synthetisiert. Des Weiteren war der Einfluss von n-Butylacrylat auf die

Vernetzungsreaktion noch zu untersuchen.

Tabelle 13: Analytische Daten der Nanopartikel NP5.1-4 bestimmt via GPC und DLS.

dn® (H20) [nm] dn® (MeOH) [nm] MnP)

NP (PDI) (PDI) mol] 2
51 (0.30; : 5.075) (0.26(7) : 3.056) 79100 1.23
52 (0.151041:: 01.040) (0.121375 01.028) 118700 132
53 (0.19199¢i 01.029) (0.17106ii 02.034) 136200 1.38
5.4 172 183 170200 1.56

(0.211+0.015)  (0.187 + 0.009)
a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL).; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL).

Tabelle 14 zeigt die analytischen Ergebnisse der zehn synthetisierten Polymere. Die
Wiederholungseinheiten von M1 wurden dabei von 5-20 variiert und die des hydrophoben
Monomers von 0-10. Die experimentell erhaltenen Zusammensetzungen stimmten gut mit
den theoretisch erwarteten Gberein und die Molmassen und Dispersitaten lagen ebenfalls in

der erwarteten GrofRenordnung. Die DLS-Messungen zeigten, dass der hydrodynamische
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Durchmesser der Polymere mit zunehmender Lange des hydrophoben Blocks anstieg, wie
zuvor schon bei den Polymeren P5.1-4 beobachtet. Des Weiteren fiel auf, dass trotz der
gleichen Zusammensetzung des hydrophoben Segments, einige Polymere P6.x grol3ere
Durchmesser aufwiesen als die entsprechenden Polymere P5.x. So hatte das Polymer P6.1
einen ca. 40 % grolReren mizellaren Durchmesser als das Polymer P5.1. Da diesmal auch
langere hydrophobe Blécke synthetisiert wurden, waren Loslichkeitsgrenzen beobachtbar.
Die Polymere P6.4, P6.7 und P6.10 mit 20 bzw. 25 Wiederholungseinheiten im
hydrophoben Block waren nur noch schlecht in Wasser l6slich. Die letzten gut l6slichen
Polymere hatten ein Verhéltnis vom hydrophilen zum hydrophoben Segment von 2.5-3.0.
Dieser Wert war in Ubereinstimmung mit den gut 16slichen Polymeren P5.1-4, welche
ebenfalls ein maximales Verhaltnis von 2.3-3.2 aufwiesen. Als néchstes wurden die
Nanopartikel mit den optimierten Bedingungen aus dem vorherigen Abschnitt synthetisiert.

Tabelle 14: Analytische Daten der Polymere P6.1-10 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

Polymer DI(Dtsl)e)c()/.))//z [g'>/|r:12I] [g'\//lr:llZI] DY [g'>Ar:12I] 7 [ih:i]((HFf[? ) )
P6.1 (gijgg) 6250 5470 132 5930 1.9 (0_38170 502_033)
P6.2 (gggﬁg) 7100 5920 136 6400 133 o, 4196 50?028)
P6.3 (gggﬁg) 7790 6520 142 7040 139 (0.21257 ;—“03016)
P6.4 (ggggg) 8640 7100 144 7630  1.40 (0_247591109;09)
P6.5 (gigg) 6890 6130 135 6620 1.32 (0_22128 502_027)
P6.6 (gggﬁg) 740 6380 142 6B%0 138 19291 50?012)
P6.7 (gggﬁg) 8730 6860 144 7390  1.40 (0.2§; . 3#017)
P6.8 (5511/’190’?5) 7400 6060 130 6550 135 16128 50?018)
P6.9 (giﬁéﬁg) 8500 6590 143 710 139 2 505_008)

P6.10 (giﬁgﬁg) 0070 7160 145 7700 141 ;‘0211101_; 1

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L); *: schlecht I8slich
in Hzo.

66



Abbildung 62 zeigt die Umsatze der Vernetzungsreaktion, sowie die entsprechenden GPC-
Elugramme. Die Ergebnisse fiir NP6.1-4 deckten sich mit denen von NP5.1-2. Auch hier
stieg der Umsatz von ca. 45 % auf 80 % bei der Erhdhung der Monomermenge von M1
von fiinf auf zehn Wiederholungseinheiten. Eine weitere Erh6hung auf 15 (NP6.3) bzw. 19
(NP6.4) Einheiten fiihrte nicht zu einer weiteren Erhéhung des Umsatzes. Dies legt die
Vermutung nahe, dass ca. 10 Wiederholungseinheiten des vernetzenden Monomers M1 fir
eine effektive Vernetzung der Nanopartikel benotigt werden. Fir die Nanopartikel NP6.5-7
und NP6.8-10, mit zusatzlichen finf oder zehn Wiederholungseinheiten n-Butylacrylat,
war dieser Trend ebenfalls erkennbar. Auch hier erhohte sich der Umsatz bei einer
Erhéhung der Wiederholungseinheiten von M1 von flnf auf zehn Einheiten und eine
weitere Erhohung hatte keinen weiteren positiven Effekt. Die Umsétze waren mit ca. 80 %
in der gleichen GroRenordnung wie fir die Nanopartikel NP6.1-4. Ein weiterer
Zusammenhang, der sich bereits bei NP5.1-4 angedeutet hatte, war der héhere Umsatz der
Vernetzungsreaktion fur Polymere mit n-Butylacrylat. Dies zeigte sich wieder nur fur die
Polymere mit funf Wiederholungseinheiten M1. Hier stieg der Umsatz von ca. 45 %
(NP6.1) auf 66 % (NP6.5) bzw. 62 % (NP6.8) an. Ein moglicher Grund hierfur konnte der
erhdhte hydrophobe Charakter der Polymere und die damit verbundene verbesserte
Féahigkeit mizellare Strukturen auszubilden und hydrophobe Molekile in den Kern dieser

Mizellen einzulagern, sein.
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Abbildung 62: Oben: Einfluss der Menge des vernetzenden Monomers M1 und des hydrophoben
Monomers n-Butylacrylat sowie deren Verhéltnis auf die mittels GPC bestimmte Nanopartikelbildung
(schwarz: direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: Vergleich mit polymerer Referenz.); Unten:
entsprechende GPC-Elugramme der Nanopartikel.
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Der Umsatz der Vernetzungsreaktion war fiir die Nanopartikel NP6.1-10 ca. 10 % geringer
als der der Nanopartikel NP5.1-4. Polymere mit kleineren Molmassen scheinen also die
Bildung der Nanopartikel zu verbessern. Die hydrodynamischen Durchmesser der
Nanopartikel verhielten sich &hnlich zu den MizellgroRen der Polymere. So korrelierte die
GroRe der Nanopartikel mit der Lange des hydrophoben Blocks der Polymere.
Beispielsweise stieg der Durchmesser der Nanopartikel in Wasser fir NP6.1-4 von
13 +3 nm auf 40 £ 5 nm an (Tabelle 15). Die gemessenen Durchmesser in Wasser und
Methanol unterschieden sich kaum, sodass von einer engmaschigen, gleichmaRigen
Vernetzung ausgegangen werden kann und das nicht selektive Losemittel Methanol nur
eine geringe Quellung verursachte. Die schlecht wasserldslichen Polymere P6.4/7/10
bildeten ebenfalls schlecht I6sliche Nanopartikel. Auch die via GPC ermittelten Molmassen

und Dispersitaten der Nanopartikel korrelierten mit den hydrodynamischen Durchmessern.

Tabelle 15: Analytische Daten der Nanopartikel NP6.1-10 bestimmt via GPC und DLS.

NP dn® (H20) [nm] dn® (MeOH) [nm] Mn?)

(PDI) (PDI) mo] "
6.1 (0.30173; 037070) (0.23113;02.057) 115500 1.42
6.2 (0.29184¢i 03?035) (0.27144502.071) 174600 2.00
6.3 (0.202705 03.010) (0.22380;0%009) 287700 2.14
6.4 (o.zgg : 3263) (o.gf : 5.30*09) 387600 2.42
65 (0.19271¢i 02.019) (0.19117;02.025) 150800 1.30
6.6 (0.21262¢i 01.018) (0.18202;01.016) 183200 1.45
6.7 (0.249871%5.;39) (0.36293110%;28) 428300 3.04
6.8 (0.20272::: 03.042) (0.31116;02.022) 129800 152
6.9 (0.212255 02.009) (0.18215;02.005) 306400 2.05
6.10 (0.362871%?;44) (0.(15% : 81;34) 392200 2.69

a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL).; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr

(PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); *: Proben schlecht 16slich.
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So stiegen sowohl die Molmasse als auch die Dispersitat mit steigender Nanopartikelgrofie
an. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die synthetisierten Nanopartikel weitaus
effektiver vernetzt werden konnten als jene, die Uber die Makro-RAFT Methode
synthetisiert wurden. Die Polymere mussen mindestens zehn Wiederholungseinheiten des
vernetzenden Monomers M1 enthalten, um effektiv zu Nanopartikeln vernetzt werden zu
konnen. Die Molmasse und die zusatzliche Verwendung von n-Butylacrylat spielen fur die
Vernetzungsreaktion nur eine untergeordnete Rolle. Um eine grofitmogliche Variabilitat
der Polymere und Nanopartikel gewdhrleisten zu konnen, sollten fur mogliche
Anwendungen Polymere mit gréReren Molmassen (wie P6.x) verwendet werden, da hier
ein gutes Verhéltnis zwischen Reaktivitat und Flexibilitét bei der Gestaltung der Polymere
vorliegt. Da die Lagerstabilitat besonders fur viele medizinische Anwendungen interessant
ist, wurden die DLS-Proben dieser Nanopartikel Uber insgesamt 12 Monate mehrmals
vermessen, um die Lagerstabilitat in geldster Form bei Raumtemperatur zu untersuchen.
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Abbildung 63: Ergebnisse der DLS-Langzeitmessungen der Nanopartikel NP6.1-10 (iber 12 Monate in
H>0 (c = 0.1 mg/mL).
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Erfreulicherweise zeigten die Messungen keine grol3e Varianz, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass die Partikel mindestens ein Jahr in Lésung gelagert werden kénnen. Die
hydrodynamischen Durchmesser &nderten sich in dieser Zeit nur marginal und auch die
Polydispersitaten stiegen nur flr einige Nanopartikel etwas an. Die Nanopartikel NP6.1-10
scheinen daher alle nétigen VVoraussetzungen fiir mégliche biomedizinische Anwendungen
zu erfullen. Der letzte noch zu untersuchende Parameter war die Bioabbaubarkeit der

Partikel. Diese sollte via GPC- und DLS-Messungen analysiert werden.

Abbau GPC

Nach der Optimierung der Vernetzungsreaktion sollte in diesem Abschnitt die
Bioabbaubarkeit der Nanopartikel untersucht werden. Wie bereits in Abschnitt 2
beschrieben, ist die Abbaubarkeit eine essenzielle Voraussetzung fir biomedizinische
Anwendungen der Nanopartikel. Das als Vernetzer eingesetzte Cystamin enthalt eine
reduktiv spaltbare Disulfidbindung, welche in einer reduktiven zellularen Umgebung
gespalten werden kann. Um diese Umgebung zu simulieren, wurde 1,4-Dithiothreitol
(DTT) verwendet. Diese Substanz wurde bereits flr eine Vielzahl solcher Abbaureaktionen
verwendet und hat sich in der Literatur als ein Standard etabliert. Fir die Simulation einer
intrazellularen Umgebung wird eine 10 mM DTT-Ldsung, meist in einer wassrigen

Pufferlésung, verwendet,1208.20°1
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Abbildung 64: Abbauverhalten der Nanopartikel NP4.1 (A) und NP4.2 (B), analysiert via
GPC-Messungen. Links: GPC-Elugramme vor (schwarz) und nach (blau) der Vernetzung. Rechts:
GPC-Elugramme nach Abbau der Nanopartikel fur 24 h bei 36 °C in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) und
10 mM DTT.
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Analysiert wurde die Bioabbaubarkeit zundchst via GPC-Messungen. Bei einem
erfolgreichen und vollstandigen Abbau sollte das zweite, hochmolekulare (linke), Signal
im Elugramm verschwinden. Abbildung 64 zeigt das Abbauverhalten des Nanopartikels
NP4.1 (A). Auf der linken Seite sind die Elugramme vor und nach der Vernetzung des
Nanopartikels gezeigt. Auf der rechten Seite ist das Elugramm nach dem Abbau fiir 24 h
bei 36 °C in PBS-Puffer (10 mM, pH 7.5) und 10 mM DTT zu sehen. Das hochmolekulare
Signal des Nanopartikels ist nicht mehr detektierbar. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass der Nanopartikel vollstdandig abgebaut wurde. Des Weiteren wurde
untersucht, ob die Nanopartikel nur in reduktiver Umgebung abgebaut werden. Dies ist fir
maogliche Anwendungen entscheidend, da der Abbau nur intrazellulér stattfinden sollte.
Zudem sollte so verifiziert werden, dass alle Vernetzungspunkte Disulfidbindungen
enthalten. Abbildung 65 zeigt exemplarisch die GPC-Elugramme fur NP4.1 vor (schwarz)
und nach (blau) der Vernetzung, sowie nach der Abbaureaktion mit (rot) und ohne (grau)
DTT. Das graue Elugramm glich dem Elugramm vor dem Abbau, was den Schluss zulésst,
dass nur das in der Pufferlésung enthaltene DTT, und die damit verbundene reduktive
Umgebung, fir das Abbauverhalten verantwortlich ist. Die Nanopartikel schienen,
zumindest flr einen Tag, auch in Pufferlésung bei Korpertemperatur und nicht nur in

wassriger Losung bei Raumtemperatur stabil zu sein.
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Abbildung 65: Abbauverhalten des Nanopartikels NP4.1 analysiert via GPC-Messungen. Schwarz:
Polymer vor der Vernetzung; Blau: Nanopartikel nach der Vernetzung; Rot: Nanopartikel nach Abbau fir
24 h bei 36 °C in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) und 10 mM DTT; Grau: Nanopartikel nach Abbau fur 24

h bei 36 °C in PBS-Puffer (10 mM).

Es wurde des Weiteren untersucht, ob die Polymere unter den simulierten intrazellularen
Bedingungen stabil sind. Besonderes Augenmerk sollte dabei auf den Ester gelegt werden,

der die zwei Polymersegmente miteinander verbindet, da dieser unter den leicht basischen
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Bedingungen hydrolysiert werden kénnte. Daftir wurde das Polymer P6.9, welches nahezu
die gleiche Zusammensetzung wie P4 besitzt, ausgewahlt und nach einer Woche bei 36 °C
in PBS-Puffer (10 mM, pH 7.5) und 10 mM DTT mittels GPC und NMR analysiert.
Abbildung 66 zeigt die GPC-Elugramme vor und nach der Reaktion. Die numerische
Analyse der Elugramme lieferte nur geringe Unterschiede. Auch die via NMR bestimmte
Zusammensetzung des Polymers war vor und nach der Reaktion nahezu identisch (vgl.
Tabelle 16).
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Abbildung 66: Abbauverhalten des Polymers P6.9 gemessen via GPC. Polymer vor (schwarz) und nach
sieben Tagen (blau) in PBS-Puffer (10 mM, pH =7.5) und 10 mM DTT bei 36 °C.

Daher kann davon ausgegangen werden, dass der Ester, der die beiden Polymersegmente

miteinander verbindet, unter den gegebenen Bedingungen stabil ist.

Tabelle 16: Analytische Ergebnisse der Langzeitmessung von Polymer P6.9 in PBS-Puffer (10 mM) bei

36 °C.
Polymer DP x/y/z M2 M) b)
(theo.) [g/mol]  [g/mol]
51/11/10
6.9 (51/10/10) 8500 6612 1.27
51/9/8
*
6.9 (51/10/10) 8030 7455 1.30

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); *: analysiert nach 7 Tagen bei 36 °C in PBS Puffer (10 mM, pH = 7.5)
und 10 mM DTT.

Um zu verifizieren, dass der Abbau ausschlieRlich auf die reduktive Spaltung der
Disulfidbindung zuriickzufthren ist, wurde ein Referenzpartikel (NP4.2) mit dem nicht
abbaubaren Vernetzer 1,6-Hexylendiamin (HDA) synthetisiert und auf sein
Abbauverhalten hin analysiert. Die Nanopartikel NP4.1 und NP4.2 wiesen eine nahezu

gleiche Vernetzung auf und die Vernetzer besitzen die gleiche Kettenldnge. Daher sollte
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auch ihr Abbauverhalten vergleichbar sein. Abbildung 64 zeigt die GPC-Elugramme des
Referenzpartikels NP4.2 (B). Obwohl dieser Nanopartikel keinerlei reduktiv spaltbaren
Bindungen, welche zur Vernetzung beitragen, enthalten sollte, zeigt das Elugramm nach
der Abbaureaktion (rechts) ein veréndertes Verhéltnis der beiden Signale. Wahrend das
Verhaltnis von Nanopartikel zu freiem Polymer vor der Reaktion 80/20 betrug, waren es
danach 50/50. Dieses unerwartete Abbauverhalten sollte weiter untersucht werden.
Zunéchst kann aber festgestellt werden, dass die Verwendung des nicht abbaubaren
Vernetzers HDA zu einem nicht vollstdndig abbaubaren Partikel fihrt und somit die
Anfangshypothese, dass die Abbaubarkeit der Nanopartikel ausschlieRlich durch die
Verwendung des abbaubaren Vernetzers Cystamin erreicht werden kann, bestétigt werden.
Eine mogliche Erklarung fur den teilweisen Abbau von NP4.2 konnten die freien Thiole
sein, welche wahrend der Vernetzungsreaktion entstehen (vgl. Abbildung 56). Da die
Vernetzungsreaktion ohne Schutzgas durchgefiihrt wurde, kdnnten diese teilweise zu
Disulfiden oxidiert worden sein. Um herauszufinden ob und wenn ja, in welchem Ausmal,
diese Oxidation in der Lage ist, einzelne Polymerketten zu vernetzen, wurde ein
Nanopartikel (NP4.13) mit n-Hexylamin als VVernetzer synthetisiert.
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Abbildung 67: Abbauverhalten des Nanopartikels NP4.13 analysiert via GPC-Messungen. Links:
GPC-Elugramme vor (schwarz) und nach (blau) der Vernetzung. Rechts: GPC-Elugramme nach Abbau der
Nanopartikel fir 24 h bei 36 °C in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) und 10 mM DTT.

Dieses Monoamin war nicht in der Lage die Polymerketten zu vernetzen und jegliche
Vernetzungsreaktionen sollten daher auf die entstehenden Thiole zurtickgefiihrt werden
kénnen. Abbildung 67 zeigt die GPC-Elugramme des Nanopartikels. Wahrend fir die
anderen Nanopartikel die beiden Signale basisliniengetrennt waren, zeigte das Elugramm
fir NP4.13 eine starke Uberlappung der Signale, wodurch eine exakte Auswertung des
Verhéltnisses der Signale nicht méglich war. Wenn jedoch die Integrationsgrenzen der
anderen Proben zugrunde gelegt wurden, ergab sich ein ungeféhres Verhaltnis von 30/70.

Dies entsprach in etwa dem Unterschied der Verhaltnisse vor und nach der Abbaureaktion
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fir NP4.2. Die Auswertung der Abbaureaktion (rot) zeigte des Weiteren, dass es sich bei
den vernetzenden Bindungen sehr wahrscheinlich um Disulfidbindungen handelte, da die
reduktiven Bedingungen zum Verschwinden des hochmolekularen Signals fuhrten. Daher
schien die Vernetzung der Polymere nicht nur durch die Verwendung eines Diamins,
sondern auch teilweise durch die Oxidation von, wéhrend der Reaktion entstehenden,
Thiolen zustande zu kommen. Da nun geklart wurde, welchen Einfluss der Vernetzer auf
die Abbaubarkeit der Nanopartikel hatte und wie sich die Vernetzung im Einzelnen

zusammensetzte, sollte als ndchstes untersucht werden, ob die Polymerarchitektur einen

Einfluss auf das Abbauverhalten besitzt. Dazu wurden die Nanopartikel NP5.1-4, sowie
NP6.1-4/6/9 mittels derselben Methodik analysiert.
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Abbildung 68: Abbauverhalten der Nanopartikel NP5.1-4 analysiert via GPC-Messungen. Elugramme vor
(schwarz) und nach (blau) der Vernetzung sowie nach dem Abbau (rot) der Nanopartikel fir 24 h bei 36 °C
in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) und 10 mM DTT.

Abbildung 68 und Abbildung 69 zeigen die Elugramme vor (schwarz) und nach (blau) der
Vernetzung, sowie nach dem Abbau (rot). Alle Nanopartikel waren vollstandig abbaubar
und erfullten damit das wichtige Kriterium der Bioabbaubarkeit. Die Nanopartikel NP6.1-4
wurden ausgewéhlt, um den Einfluss der Anzahl der Vernetzungspunkte auf den Abbau zu
bestimmen. Die Nanopartikel NP6.6 und NP6.9 wurden ausgewéhlt, um den Einfluss der
Menge des n-Butylacrylats auf das Abbauverhalten zu untersuchen und sollten mit den
Ergebnissen von NP6.2 verglichen werden. Mit Hilfe der Nanopartikel NP5.x sollte der

Einfluss der Molmasse untersucht werden. Die GPC-Messungen zeigten keinerlei
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Unterschiede, sodass keine Riickschlisse auf mogliche Einflisse der Polymerarchitektur
auf das Abbauverhalten sichtbar waren. Daher sollten die Nanopartikel NP6.x, sowie
NP4.1+2, zusétzlich mittels DLS-Langzeitmessungen auf mogliche Unterschiede beim
Abbauverhalten untersucht werden.
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Abbildung 69: Abbauverhalten der Nanopartikel NP6.1-4/6/9 analysiert via GPC-Messungen. Elugramme
vor (schwarz) und nach (blau) der Vernetzung sowie nach dem Abbau (rot) der Nanopartikel fir 24 h bei
36 °C in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) und 10 mM DTT.
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Abbau DLS

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der DLS-Langzeitmessungen im nicht
selektiven Losemittel Methanol diskutiert. Methanol ist in der Lage das gesamte Polymer
zu solubilisieren, sodass nur kovalent vernetzte Nanopartikel detektiert werden kénnen.
Wenn die Vernetzungspunkte gespalten wurden, sollten weniger bis keine Nanopartikel
mehr detektierbar sein. Daher waren flr diese Messungen neben dem hydrodynamischen
Durchmesser, der wéahrend des Abbaus abnehmen sollte, auch die Ereignisrate (engl. count
rate) von Interesse. Diese sollte wahrend der Reaktion ebenfalls abnehmen, da die Anzahl
der Nanopartikel ebenfalls sinken sollte. Um mdgliche Unterschiede der Abbaukinetik
analysieren zu kdnnen, wurden die Proben in einem Zeitraum von 12 Stunden vermessen.
Als erstes wurden die Nanopartikel NP4.1+2 untersucht, um erneut zu analysieren, ob der
Abbau ausschlielich auf die Spaltung der Disulfid-Bindungen zurlckzufiihren ist.
Abbildung 70 zeigt die Ergebnisse der DLS-Messungen. Es wurden insgesamt drei
verschiedene Konzentrationen des Spaltungsreagenzes untersucht. 10 mM um die
intrazelluldren Bedingungen zu simulieren, 10 uM um die extrazelluldren Bedingungen,

wie z.B. in BlutgefaBen®®! zu simulieren und 0 mM als Referenzmessungen. Da die
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Nanopartikel erst intrazellular im Zielgewebe mit dem Abbau beginnen sollten, sollten die

Messungen fur 10 uM und O mM DTT keinen Abbau zeigen.
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Abbildung 70: DLS-Abbauexperimente der Nanopartikel NP4.1+2 mit verschiedenen Konzentrationen
von DTT, gemessen in MeOH mit 1 %v/v TEA.

Die Messungen fur NP4.1 bei OmM DTT zeigten einen linearen Verlauf des
hydrodynamischen Durchmessers. Die count rate sank im untersuchten Zeitraum auf 50 %
des Initialwerts. Eine mogliche Erklarung dafir kénnten Sedimentationsprozesse eines
Teils der Probe sein. Diese Referenzmessung wurde nun mit weiteren Proben verglichen,
um den Abbau nachzuweisen. Die Messung bei 10 uM DTT wies den gleichen Verlauf wie
die Referenz-Messung auf. Daher kann davon ausgegangen werden, dass bei dieser
Konzentration keine oder nur minimale Abbauprozesse stattfinden. Fur die 10 mM
Konzentration zeigte sich ein anderes Bild. Der hydrodynamische Durchmesser der Probe
sank innerhalb von zwei bis drei Stunden auf nahezu null. Die count rate sank im gleichen
Zeitraum ebenfalls auf ca. 5 % des Initialwerts. Nach drei Stunden waren keinerlei
Nanopartikel mehr detektierbar. Daher scheint der Abbau an diesem Punkt abgeschlossen
zu sein. Der Vergleich dieser Messungen mit denen des Referenzpartikels NP4.2 zeigte,
dass dieser Nanopartikel im untersuchten Zeitraum fur keine der DTT Konzentrationen ein
Abbauverhalten aufzeigte. Alle drei Messungen zeigten identische Verlaufe. Der
hydrodynamische Durchmesser wies einen linearen Verlauf auf und die count rate sank in
etwa auf die Halfte des Initialwerts. Dies verdeutlichte erneut, dass nur der Nanopartikel
NP4.1 unter den gegebenen Bedingungen abbaute und somit diese wichtige Fahigkeit der
Bioabbaubarkeit erflllte. Nach dem erfolgreichen Nachweis des Abbaus mittels
DLS-Messungen, die erstmals auch Einblicke in die Kinetik des Abbaus lieferten, sollten
als nachstes die Nanopartikel NP6.x auf ihr Abbauverhalten hin untersucht werden. Die

unterschiedlichen Polymerarchitekturen flihrten mdoglicherweise zu Unterschieden beim
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Abbauverhalten. Dazu wurden jeweils zwei Proben, mit 10 mM und ohne DTT, untersucht
und ausgewertet. Abbildung 71 zeigt die Ergebnisse der Messungen. Es wurden erneut die
Nanopartikel NP6.1-4 sowie die Partikel NP6.6 und NP6.9 untersucht. Die Nanopartikel
NP6.1-4 sollten wieder Hinweise auf den Einfluss der Vernetzungsdichte auf die
Abbaukinetik liefern.
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Abbildung 71: DLS-Abbauexperimente der Nanopartikel NP6.1-4/6/9 mit und ohne DTT, gemessen in
MeOH mit 1 %v/v TEA.
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Die Nanopartikel NP6.2/6/9 besalen die gleiche Vernetzungsdichte bei steigender
Hydrophobie des Kerns der Nanopartikel und sollten somit diesen Einfluss auf das
Abbauverhalten beleuchten. Alle Nanopartikel zeigten nur in Gegenwart reduktiver
Bedingungen einen Abbau. Eine Erhéhung der Vernetzungsdichte (NP6.1-4) fiihrte zu
einer Verldngerung der Abbauzeit von 1.5 auf 5.5 Stunden. Als Zeitpunkt des vollstandigen
Abbaus wurde dabei der Punkt festgelegt, ab dem die count rate und der hydrodynamische
Durchmesser konstant blieben. Die Abbauzeiten sind in Tabelle 17 dargestellt. Bei
konstanter VVernetzungsdichte, aber erhohter Hydrophobie des Partikelkerns, beschleunigte
sich der Abbau von 3.0 auf 2.0 bzw. 2.2 Stunden. Der Grund hierfir ist bislang unbekannt
und bedarf weiterer Untersuchungen. Zum jetzigen Zeitpunkt kann jedoch festgehalten
werden, dass die Erhohung der Vernetzungsdichte mit einem Anstieg der Abbauzeit
korrelierte. Eine einstellbare Abbauzeit ist von grolem Vorteil, da so eine weitere
Eigenschaft auf die jeweilige Anwendung angepasst werden kann. So kann dadurch z.B.

die langsamere Freisetzung eines niedermolekularen Gastmolekdils erreicht werden.

Tabelle 17: Abbauzeiten der Nanopartikel NP6.1-4/6/9 gemessen via DLS.

DP x/y/z? Umsatz®

NP (theo) (%] tabbau.® [N]
6.1 (258;2) 49 1.5
R Y
oo w
o SO
wo BB e
0 .

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch das Integralverhiltnis der GPC-Signale,
gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt {iber DLS-Langzeitmessungen
in Methanol mit 1 %v/v TEA und 10 mM DTT.

Als letzte, aber nicht minder wichtige, Eigenschaft missen die Nanopartikel und die
Polymere vor und nach dem Abbau biokompatibel sein und dirfen keine zytotoxischen

Effekte zeigen. Daher wurde im né&chsten Abschnitt genau diese Eigenschaft untersucht.
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Zellviabilitat

Als letzte Eigenschaft wurde die Biokompatibilitdt der Polymere und Nanopartikel
untersucht. Dafur wurden Zellviabilitatstests mit COS-7 Zellen durchgefuhrt. Es wurden
verschiedene Konzentrationen des Polymers P4 und des Nanopartikels NP4.1
(10-1000 pg/mL) jeweils in Tripletts untersucht und auf eine Kontrollprobe ohne Zusatz
referenziert. Ausgewertet wurden die Tests mittels des Cell Counting Kits 8 (CCK-8).
Abbildung 72 zeigt die Ergebnisse nach 24-stiindiger Inkubation mit den Polymeren und
den Nanopartikeln. Erfreulicherweise zeigten weder die Nanopartikel noch die Polymere
zytotoxische Effekte. Selbst hohe Konzentrationen fiihrten fir die Polymere nur zu einem
geringen (ca. 20 %) und fur die Nanopartikel zu keinem nennenswerten Abfall der
Zellviabilitat.

B Polymer
120
W Nanopartikel
100
g 80
:Lu
S
T 60
S
=
N 40
20
0
Kontrolle 10 20 50 100 200 500 1000

c [ug/mL]

Abbildung 72: In-vitro Zellviabilitdt von COS-7-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von Polymer P4 (schwarz) und Nanopartikel NP4.1 (blau) im Vergleich zu Proben ohne
Polymer oder Nanopartikel (n = 3). Bestimmung mittels CCK-8.
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Zusammenfassung

In diesem Abschnitt konnte die Synthese von biokompatiblen Nanopartikeln auf Basis der
Thiolacton-Chemie vorgestellt werden. Es konnten Umsatze von bis zu 90 % zum kovalent
vernetzten Nanopartikel erreicht werden. Die Reaktionsoptimierung zeigte, dass die Menge
des Vernetzers Cystamin (Abbildung 73) einen entscheidenden Einfluss auf den Umsatz
der Vernetzungsreaktion besaB und dass die Reaktion bereits unter milden
Reaktionsbedingungen (40 °C, 20 h) effektiv ablauft.
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Abbildung 73: Links: Einfluss der (A) Vernetzer-Aquivalente, (B) Reaktionstemperatur und (C)
Reaktionszeit auf den Umsatz von Polymer P4 zum vernetzten Nanopartikel, bestimmt via GPC. (schwarz:
direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: VVergleich mit polymerer Referenz); rechts: entsprechende
GPC-Elugramme der verschiedenen Nanopartikel.

Auch die Polymerarchitektur hatte Einfluss auf den Umsatz der Reaktion (Abbildung 74).
Eine effektive Vernetzung bendtigte mindestens zehn Wiederholungseinheiten des
vernetzenden Thiolacton-Monomers. Die zusétzliche Copolymerisation von n-Butylacrylat

im hydrophoben Block konnte den Umsatz ebenfalls in geringem Mal3e steigern.
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Abbildung 74: Oben: Einfluss der Menge des vernetzenden Monomers M1 und des hydrophoben
Monomers n-Butylacrylat sowie deren Verhaltnis auf die mittels GPC bestimmte Nanopartikelbildung.
(schwarz: direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: Vergleich mit polymerer Referenz.); Unten:

entsprechende GPC-Elugramme der Nanopartikel.

Die Partikel sollten durch die Verwendung des reduktiv spaltbaren Vernetzers Cystamin
biologisch abbaubar sein. Dieses Abbauverhalten wurde zunachst mittels GPC-Messungen
untersucht (Abbildung 75). Dabei stellte sich heraus, dass alle mit Cystamin vernetzten

Nanopartikel vollstandig innerhalb von 24 h unter intrazelluldren Bedingungen abgebaut

werden.
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Abbildung 75: Abbauverhalten der Nanopartikel NP4.1 (A) und NP4.2 (B), analysiert via
GPC-Messungen. Links: GPC-Elugramme vor (schwarz) und nach (blau) der Vernetzung. Rechts:
GPC-Elugramme nach Abbau der Nanopartikel fir 24 h bei 36 °C in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) und
10 mM DTT.
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AnschlieBend wurden DLS-Langzeitmessungen bei unterschiedlich stark reduktiven
Bedingungen durchgefiihrt, um mehr Informationen Uber die Kinetik des Abbaus zu
erlangen. Es zeigte sich, dass die mit Cystamin vernetzten Nanopartikel nur unter der
intrazellularen Konzentration (10 mM) des Spaltungsreagenzes DTT abgebaut werden.
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Abbildung 76: DLS-Abbauexperimente der Nanopartikel NP4.1+2 mit verschiedenen Konzentrationen
von DTT, gemessen in MeOH mit 1 %v/v TEA.

Eine extrazellulédre Konzentration (10 puM) fuhrte nicht zum Abbau der Partikel innerhalb
von zwolf Stunden. Ein Referenznanopartikel ohne reduktiv spaltbare Bindungen zeigte
weder flr intra- noch fur extrazellulare Umgebungen ein Abbauverhalten. Die

Polymerarchitektur besal’ einen Einfluss auf die Kinetik der Abbaureaktion (Tabelle 18).

Tabelle 18: Abbauzeiten der Nanopartikel NP6.1-4/6/9 gemessen via DLS.

DP x/y/z® Umsatz?

NP (theo.) [%] tabbau.® [h]
SEE . I
o2 (gifgﬁg) 8 3.0
o (gijgﬁg) 84 5.0
o (gijggg) 86 5.5
o0 (gigig) 80 2.0
9 emong 2 22

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch das Integralverhaltnis der GPC-Signale,
gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt {iber DLS-Langzeitmessungen
in Methanol mit 1 %v/v TEA und 10 mM DTT.
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Polymere, welche mehr Thiolacton-Funktionalitdten besaRen, wiesen eine langere
Abbauzeit auf. Die zusatzliche Copolymerisation von n-Butylacrylat fiihrte, bislang
ungeklarter Weise, zu einer Verkirzung der Abbauzeit. Im letzten Schritt wurde die
Biokompatibilitat der Nanopartikel untersucht (Abbildung 77). Weder die Polymere noch
die Nanopartikel zeigten im untersuchten Konzentrationsbereich (bis 1 mg/mL)

nennenswerte zytotoxische Eigenschaften.
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Abbildung 77: In-vitro Zellviabilitdt von COS-7-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von Polymer P4 (schwarz) und Nanopartikel NP4.1 (blau) im Vergleich zu Proben ohne
Polymer oder Nanopartikel (n = 3). Bestimmung mittels CCK-8.

Die biokompatiblen Nanopartikel eignen sich daher hervorragend fiir eine ganze
Bandbreite an  medizinischen  Anwendungen. Die vielen  verschiedenen
Modifizierungsmoglichkeiten konnen zur Synthese multifunktioneller Nanopartikel
genutzt werden. Einige Funktionalisierungsmdglichkeiten sollen im ndchsten Abschnitt

genauer untersucht werden.
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5.3 Biomedizinische Anwendungen

In diesem Abschnitt sollen biomedizinische Anwendungen der Nanopartikel aus Abschnitt
5.2 untersucht werden. Zum einen soll durch das Einbringen eines SiFa-Motivs, welches
fir die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) eingesetzt wird, eine mdgliche
diagnostische Anwendung ermdglicht werden. Zum anderen sollte die Eignung der
Nanopartikel und Mizellen als Wirkstofftragersystem, sowohl fir die Einlagerung eines
Wirkstoffs als auch fur die kovalente Bindung eines Wirkstoffs, untersucht werden. Flr
eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse sollten alle Experimente mit einem Polymer

durchgefuhrt werden. Abbildung 78 zeigt das verfolgte Syntheseschema fir P7.

1) Bz%r(1.0 eqé), op7
MeCN,120 °C, 3 h
2.) TEA (3.0 eq.), o M1 (10.0 eq.), .
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T1 (2.0 eq.), s s !
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Abbildung 78: Syntheseschema des amphiphilen Block Copolymers P7 flir biomedizinische
Anwendungen.

Das Polymer sollte nur aus dem hydrophilen Monomer 2-Ethyl-2-Oxazolin und dem
vernetzenden Thiolacton-Monomer bestehen. Tabelle 19 zeigt die Daten des Prapolymers

PP7 und in Tabelle 20 sind die Daten des Polymers P7 gezeigt.

Tabelle 19: Analytische Daten des Préapolymers PP7, bestimmt via *H-NMR und GPC.

DP @ x M@ Mg VI )
Polymer — heo)  [gimol] [gimol] D [g/mol] P
PP7 52(50) 5490 6190 109 6700  1.09

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c =3 mg/mL).

Die Zusammensetzung des Polymers ist in guter Ubereinstimmung mit den theoretischen

Werten und die mittels GPC-Messungen ermittelte Dispersitat liegt ebenfalls im erwarteten
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Bereich. Das Polymer weist amphiphile Eigenschaften auf und bildet in Wasser 16 + 1 nm
grolRe Mizellen und kann daher zu kovalent vernetzten Nanopartikeln umgesetzt werden.
Aufgrund der bestimmten Zusammensetzung lassen sich Umsdtze von ca. 80 % fur die

Vernetzungsreaktion erwarten.

Tabelle 20: Analytische Daten des Polymers P7 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DP @ x/y/z M2 Mp?) b) Mn©) 0 dh® (H20) [nm]
Polymer
(theo.) [a/mol]  [g/mol] [g/mol] (PDI)
52/0/10 16+1
P7 (52/0/10) 7200 7910 1.12 8490 1.11 (0168 £ 0.019)

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c =3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).
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5.3.1 Darstellung SiFA-funktionalisierter Nanopartikel

Einleitung

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist, wie bereits in Abschnitt 2.1.2
beschrieben, eine der wichtigsten diagnostischen Methoden der modernen Tumortherapie.
Sie verwendet Radionuklide, welche im Kdrper Positronen emittieren. Diese Positronen
werden rasch vom umliegenden Gewebe gebremst (Reichweite in Wasser < 1 mm) und
durch Reaktion mit einem Elektron annihiliert. Dabei werden zwei Gamma-Photonen (511
keV) im 180° Winkel freigesetzt. Diese werden durch die zirkular angeordneten Detektoren

erfasst und mit Hilfe einer Software ausgewertet (Abbildung 79).

E =511 keV’

E =511 keV

coincidence detection

Abbildung 79: Allgemeine Funktionsweise der Positronen-Emissions-Tomographie (PET).[]
8F st auf Grund seiner kurzen Halbwertszeit (t1> = 109.7 min) und seinem ungiftigen
Zerfallsprodukt (*%0) das am haufigsten verwendete Radionuklid in der PET-
Diagnostik.[?% Das '8F-Atom kann dabei (iber verschiedene Wege in das Tragermolekiil
eingebracht werden. Zum einen konnen sowohl aliphatische als auch aromatische
Verbindungen durch elektrophile oder nukleophile Substitutionen fluoriert werden.[?*]
Zum anderen konnen sogenannte Isotopenaustausch-Reaktionen an verschiedenen
Heteroatomen wie Silizium, Bor oder Aluminium durchgefilhrt werden.?'? Eine
interessante Klasse von Tragermolekdlen fur diese Isotopenaustausch-Reaktionen sind die
so genannten Silizium-Fluor-Akzeptoren (SiFA). Diese Aryldialkylsiliziumfluoride
(Abbildung 80) sind bei geeigneter Wahl der Alkylreste (R) unter physiologischen

Bedingungen stabil und besitzen eine gute radiochemische Ausbeute flr den
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Isotopenaustausch von *°F zu 8F.[22%] Da diese Verbindungen jedoch sehr lipophil sind,

muss die Hydrophilie fir mogliche Anwendungen erhoht werden.

R
R /©/ R = i-Pr, t-Bu
Si

Foy

Abbildung 80: Allgemeine Struktur eines Silizium-Fluor-Akzeptors.

Eine Mdoglichkeit ist die Modifizierung eines hydrophilen Polymers mit einer oder
mehreren SiFA-Funktionen. Die Arbeitsgruppe WEBERSKIRCH konnte in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe SCHIRRMACHER hier bereits erste interessante Resultate fir die
Poly(2-Oxazolin) basierte Polymer- bzw. Nanopartikelmodifizierung erreichen (Abbildung

8 1) . [72]
<
S.Dﬁa A ﬁ —-

Microemulsion NP1-4
polymerization

. W= wr

rys WP <
)\EO\/\/\/\OJ\( a» A
HDDMA e & @

(50, 100, 150, 200 wt.%)

AIBN, heptadecane

Abbildung 81: Syntheseschema von SiFA-funktionalisierten Poly(2-Oxazolin) basierten polymeren
Nanopartikeln.[

So konnten erfolgreich Poly(2-Oxazolin)e ausgehend von einem SiFA-funktionalisierten
Initiator hergestellt werden und zu kovalent vernetzten Nanopartikeln umgesetzt werden.
Des Weiteren konnten in vivo Experimente zeigen, dass sich die Nanopartikel im Gewebe

anreicherten.

Zielsetzung

In diesem Abschnitt sollten wasserlosliche SiFA-funktionalisierte Polymere und
Nanopartikel synthetisiert und analysiert werden. Die SiFA-Funktionalitat kann, wie in
Abschnitt 3.2.2 beschrieben, Uber verschiedene Modifizierungen in das Polymer
eingebracht werden. Um garantieren zu kénnen, dass jede Polymerkette modifiziert wird,
sollte ein SiFA-funktionalisierter Initiator fir die CROP von 2-Ethyl-2-Oxazolin
synthetisiert werden. Die mit diesem Initiator synthetisierten Polymere und Nanopartikel
sollten dann mittels NMR, GPC und DLS untersucht werden (Abbildung 82). Des Weiteren
sollte der Abbau der Nanopartikel mittels GPC und DLS untersucht werden.
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Abbildung 82: Synthese der SiFA-funktionalisierten Blockcopolymere P8/9 fiir die Thiolacton-basierte
Vernetzung mit Cystamin.
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Abbildung 83: Syntheseschema des SiFA-funktionalisierten Initiators 11 fir die CROP von
2-Ethyl-2-Oxazolin.

Im ersten Schritt wurde der SiFA-funktionalisierte Initiator 11 in einer vier Schritte
umfassenden Synthese hergestellt. Abbildung 83 zeigt das Syntheseschema. Nach

Schiitzung des Alkohols des 4-Brombenzylalkohols wurde dieser in einer nukleophilen
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aromatischen Substitution mit dem Di(tert-butyl)difluorosilan umgesetzt, um die
SiFA-Funktionalitat einzufuhren. In den letzten zwei Schritten wurde der geschiitzte
Alkohol nach Entschiitzung mit einer Appel-Reaktion in ein Bromid Gberfuhrt. Abbildung
84 zeigt das *H-NMR-Spektrum des Endprodukts. Die Ausbeute tiber vier Schritte betrug
37 % und das Produkt konnte in hoher Reinheit gewonnen werden und eignete sich somit
als Initiator fir die CROP von 2-Ethyl-2-Oxazolin.
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Abbildung 84: *H-NMR-Spektrum des SiFA-funktionalisierten Initiators 11 fiir die CROP von
2-Ethyl-2-Oxazolin in CDCl3 (500 MHz).

Polymersynthese

Im ndchsten Schritt wurden nun zwei Prapolymere PP8/9 mit unterschiedlicher Molmasse
synthetisiert. Die Zusammensetzungen der Polymere stimmen gut mit den theoretischen
Werten Uberein. Vor allem die Dispersitat von PP8 lag jedoch (ber den zu erwartenden
Werten einer lebenden Polymerisation (B < 1.10) (Tabelle 21). Ein Grund hierflr kdnnten
Wasserriickstande im Initiator sein, da dieser nicht wie die anderen verwendeten Initiatoren
wasserfrei destilliert werden konnte. Trotzdem wurden aus beiden Prépolymeren

Blockcopolymere erstellt.
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Tabelle 21: Analytische Daten der Prapolymere PP8/9, bestimmt via *H-NMR und GPC.

DP @ x M Mg VI )

Polymer — heo)  [g/mol] [gimol] ©  [g/mol] P
PP8 33(30) 4030 3970 119 4080  1.19
PP9 52(50) 5040 5690 113 6190  1.11

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c =3 mg/mL).

Die Zusammensetzung wurde mittels *H-NMR Endgruppenanalyse ermittelt. Abbildung
85 zeigt das zugeordnete *H-NMR Spektrum von P9. Das Spektrum wurde auf das Signal
4 der Methylgruppe des Oxazolins referenziert und die Wiederholungseinheiten des
Thiolactons wurden durch das Signal 7 ermittelt. Im Vergleich mit den NMR Spektren aus
Abschnitt 5.2 féllt das zusatzliche Signal 1¢ auf, welches von den Methylgruppen der
SiFA-Funktionalitat stammt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 22 dargestellt. Das Polymer
P8 zeigte erneut eine erhéhte Dispersitat und seine Zusammensetzung differierte starker
von den theoretischen Werten als bei P9. Aufféllig war des Weiteren, dass beide Polymere
sehr grolle Aggregate in Wasser bildeten. Wahrscheinlichster Grund hierfir war die
schlechte Wasserl6slichkeit der Polymere. Die schlecht 16slichen groRen Aggregate waren
aus mehreren Blickwinkeln problematisch. Zum einen fuhrt eine schlechte Ldslichkeit zu
einer schlechten Verteilung der Nanopartikel im Kdrper. Dies stellt aber eine wesentliche

Voraussetzung fir den diagnostischen Einsatz dar.

Tabelle 22: Analytische Daten der Polymere P8/9 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DPdxlylz  Mp? MnP) by Mn® o th?(H20) [nm]
Polymer  “iheo)  [gimol] [g/mol] P [g/mol] (PDI)
33/418 83+ 11
P8 (gysyp 5620 5340 121 5480 121 o ati
52/0/10 504 + 30*
P9 epoue) 7650 7890 110 8480 117 o eI

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c =3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (c = 0.1-0.5 mmol/L); *: Probe schlecht
[6slich.

Zum anderen hindert die GroRe der Aggregate die Nanopartikel daran gewisse Barrieren
im Korper zu Uberwinden, was erneut zu einer schlechten Verteilung fiihrt.

Interessanterweise waren andere Polymere mit identischer Zusammensetzung, aber mit
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Benzylbromid oder Methyltriflat als Initiator, sehr gut wasserldslich und bildeten Mizellen
im Bereich von 10-20 nm aus. Offenbar erhéht sich die Hydrophobie der Polymere durch
den hydrophoberen Charakter des Initiators 11 so stark, dass die Polymere nur noch
schlecht wasserloslich sind.

12.32 237.10 128.99 161.3714.853.88
|

| | | ! | [

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 85: *H-NMR Spektrum des Polymers P9 in CDCl; (400 MHz).

Um festzustellen, ob diese schlecht wasserldslichen Polymere Uberhaupt zu kovalent
vernetzten Nanopartikeln umgesetzt werden kénnen, wurde versucht, sie mit Cystamin zu

vernetzten.

Nanopartikelsynthese

Die Ergebnisse der nun folgenden Vernetzungsreaktion sind in Tabelle 23 dargestellt. Es
zeigte sich, dass die Polymere zu 58 % (NP8) bzw. 83 % (NP9) vernetzt werden konnten.
Beide Nanopartikel waren, wie zu erwarten war, nur schlecht wasserléslich und bildeten in
Wasser groRe Aggregate aus. Uberraschenderweise waren die Nanopartikel NP9 gemessen
in Methanol ahnlich groR wie die Nanopartikel ohne SiFA-Funktionalitat. Die Nanopartikel
NP8 hingegen waren in Methanol ebenfalls wesentlich groRer als die vergleichbaren
Nanopartikel. Dieser GroRenunterschied war auch bei den Molmassen der Nanopartikel
sichtbar. Waéhrend NP9 erneut vergleichbar mit nicht SiFA-funktionalisierten

Nanopartikeln war, war NP8 etwa viermal groer als vergleichbare Nanopartikel. Daher
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schien sich der Nanopartikel NP8 wesentlich stirker vom Referenzsystem zu unterscheiden
als NP9. Auch wenn die erhaltenen Nanopartikelgrof3en in Wasser nicht optimal fir die

geplante Anwendung waren, sollte ihr Abbauverhalten dennoch mittels GPC- und
DLS-Messungen untersucht werden.

Tabelle 23: Analytische Daten der Nanopartikel NP8/9 bestimmt via GPC und DLS.

np  dh¥ (H20) [nm] dr® (MeOH) [nm]  Umsatz®  Umsatz?  Mq?

d)
(PD) (PDI) [%] [%] [g/mol] P
484 + 215* 120 + 13*
8 (0427:0058) (0.204%0.011) 56 58 597500 2.08
155 + 30* 13 + 1*
9 (0195+0012) (0.157 +0.035) 82 83 152200 1.46

a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch Flachenvergleich des GPC-
Elugramms, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC mit
nicht vernetztem Polymer als Referenz; d) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA
Standard) (c = 3 mg/mL); *: Probe schlecht 16slich.
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Abbildung 86: GPC-Elugramme der Nanopartikel NP8/9 vor und nach der Vernetzung sowie des Abbaus
flir 24 h bei 36 °C in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) und 10 mM DTT in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5).

Die GPC-Abbauexperimente (Abbildung 86) zeigten, dass die Nanopartikel trotz ihrer
schlechten Wasserloslichkeit in PBS-Puffer nach 24 h vollstandig abgebaut waren. Die
DLS-Abbauexperimente (Abbildung 87) zeigten ein &hnliches Bild. Auch hier waren die
Nanopartikel innerhalb von zwei bzw. drei Stunden vollstdndig abgebaut. Es zeigte sich
des Weiteren erneut, dass die Verwendung von n-Butylacrylat im hydrophoben Block des
Polymers den Abbau der Nanopartikel beschleunigte. Die schlechte Wasserloslichkeit

ausgenommen, erfillten die Nanopartikel daher alle Anforderungen fir die diagnostische
Anwendung.
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Abbildung 87: DLS-Abbauexperimente der Nanopartikel NP8/9 mit und ohne DTT, gemessen in MeOH
mit 1 %v/v TEA.

Da die Wasserloslichkeit und die damit einhergehende kleine GrofRe der Nanopartikel
jedoch von zentraler Wichtigkeit war, sollte nach Mdglichkeiten gesucht werden, die
Wasserloslichkeit der Polymere zu erhohen. Da amphiphile Polymere als
Losungsvermittler verwendet werden kdnnen, wurden das schlecht wasserlésliche Polymer

P9 mit dem gut wasserldslichen Polymer P7 vermischt.

Polymerverhiltnis
NP (P7/PY)
inH,OpH=7.4
10.1 10/1
10.2 171

Abbildung 88: Syntheseschema der gemischten Nanopartikel NP10.1/2 aus P7/9.
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Beide Polymere besitzen, abgesehen von der SiFA-Funktionalitit, eine identische
Zusammensetzung (Abbildung 88). Aus diesen Polymermischungen sollten anschlielend
Nanopartikel synthetisiert werden. Dazu wurden sie im Verhéltnis 10/1 und 1/1 (P7/P9)
gemischt. Die daraus entstandenen Nanopartikel NP10.1 (10/1) und NP10.2 (1/1) wurden
mittels GPC- und DLS-Messungen analysiert (Tabelle 24).

Tabelle 24: Analytische Daten der Nanopartikel NP10.1/2 bestimmt via GPC und DLS.

np Oh? (H20) [nm] dr® (MeOH) [nm]  Umsatz® Umsatz®  Mn? d)
(PDI) (PDI) [%] [%]  [g/mol]
1342 1743
101 0287+0128) (0.194 +0.033) 82 83 131000 121
102 202 16x4 82 82 123400 1.20

(0.373 £0.020)  (0.236 + 0.051)
a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch Flachenvergleich des GPC-
Elugramms, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC mit
nicht vernetztem Polymer als Referenz; d) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA
Standard) (c = 3 mg/mL).

Es zeigte sich, dass die Nanopartikel, unabhangig von ihrem Mischungsverhaltnis, gut
wasserloslich waren und mit 13 £ 2 nm (NP10.1) bzw. 10 + 2 nm (NP10.2) Durchmesser
im erwarteten Bereich lagen. Der Umsatz zum kernvernetzten Nanopartikel war mit ca.
82 % nun ebenfalls vergleichbar mit den Nanopartikeln ohne SiFA-Funktionalitat. Fir eine
maogliche diagnostische Anwendung ist es ausreichend, dass nur ein Teil der Polymerkette
eine SiFA-Funktionalitét besitzt. Daher bietet die Mischung aus einem funktionalisierten
und unfunktionalisierten Polymer eine gute Losung, um wasserldsliche, monodisperse

Nanopartikel zu erhalten.
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Abbildung 89: GPC-Elugramme der gemischten Nanopartikel NP10.1/2 vor und nach der Vernetzung
sowie des Abbaus fiir 24 h bei 36 °C und 10 mM DTT in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5).

Zusétzlich konnte P7 ebenfalls funktionalisiert werden, sodass es mdglich ware,
multifunktionelle Nanopartikel aus einer Bibliothek unterschiedlich funktionalisierter
Polymere herzustellen. Im néchsten Schritt sollte das Abbauverhalten dieser Nanopartikel
analysiert werden. Die Ergebnisse der GPC- und DLS-Abbauexperimente sind in
Abbildung 89 und Abbildung 90 gezeigt.
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Abbildung 90: DLS-Abbauexperimente der gemischten Nanopartikel NP10.1/2 mit und ohne DTT,
gemessen in MeOH mit 1 %v/v TEA.
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Die GPC-Elugramme zeigten nach 24-stiindigem Abbau nur noch ein niedermolekulares
Signal, sodass von einem vollstandigen Abbau ausgegangen werden konnte. Auch die
DLS-Abbauexperimente zeigten den bereits bekannten Verlauf. Nur in Gegenwart des
Spaltungsreagenzes DTT sanken der Durchmesser der Nanopartikel und die count rate ab.
Die Abbauzeit war mit 3.0-3.5 Stunden mit der von unfunktionalisierten Nanopartikeln
vergleichbar, sodass davon ausgegangen werden kann, dass sich diese gemischten

Nanopartikel genau wie die unfunktionalisierten Nanopartikel verhalten.
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Zusammenfassung

In diesem Abschnitt konnte erfolgreich eine vierstufige Synthese des
SiFA-funktionalisierten Initiators 11 fir die CROP von 2-Ethyl-2-Oxazolin durchgefihrt
werden. Die daraus synthetisierten Polymere zeigten eine unerwartet schlechte
Wasserloslichkeit (Tabelle 25), sodass sie sich nicht fur mdgliche diagnostische

Anwendungen eigneten.

Tabelle 25: Analytische Daten der Polymere P8/9 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DPdxlylz  Mp? Mn?) by Mn® o  th?(H20) [nm]
Polymer “iheo)  [gimol] [g/mol] P [g/mol] (PDI)
33/418 83+ 11
P8 (gymyp) 5620 5340 121 5480 121 g,etio o
52/0/10 504 + 30*
P9 epoae) 7650 7890 110 8480 117 oI

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c =3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (c = 0.1-0.5 mmol/L); *: Probe schlecht
I6slich.

Durch die Mischung von einem SiFA-funktionalisierten Polymer (P9) mit einem
unfunktionalisierten Polymer (P7) konnten dennoch gut wasserlésliche Nanopartikel
synthetisiert werden (Tabelle 26).

Tabelle 26: Analytische Daten der Nanopartikel NP10.1/2 bestimmt via GPC und DLS.

np dn®(H20) [nm] dn® (MeOH) [nm] Umsatz®) Umsatz® Mn®

(PDI) (PDI) [%] [%]  [g/mol]

13+ 2 17 +3
101 0287+0128) (0.194 +0.033) 82 83 131000 1.2
10.2 10+2 16+ 4 82 82 123400 1.20

(0.373+0.020)  (0.236 + 0.051)

a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch Flachenvergleich des GPC-
Elugramms, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC mit
nicht vernetztem Polymer als Referenz; d) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA
Standard) (c = 3 mg/mL).

Diese war dabei unabh&ngig vom eingesetzten Verhaltnis der beiden Polymere (10/1 und
1/1). Das Abbauverhalten dieser funktionalisierten Nanopartikel glich dem von nicht
funktionalisierten Nanopartikeln und die Abbauzeiten lagen mit 3.0-3.5 Stunden ebenfalls
im identischen Bereich (Abbildung 91).
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Abbildung 91: DLS-Abbauexperimente der gemischten Nanopartikel NP10.1/2 mit und ohne DTT,
gemessen in MeOH mit 1 %v/v TEA.

0

Da die Nanopartikel alle Voraussetzungen fiir moégliche diagnostische Anwendungen
erflllen, kénnten sie zukinftig in in vitro oder in vivo Experimenten eingesetzt werden.
Dabei ware von besonderem Interesse, welche Menge an SiFA-Funktionalitaten fiir eine
effektive Diagnostik ben6tigt wird und in welchem MaRe weitere Funktionalitdten, wie
beispielsweise einen Wirkstoff, in die Nanopartikel einbringen werden kénnen. Auch der
Aufbau einer Polymerbibliothek fur multifunktionelle Nanopartikel ware von groflem
Interesse. Im néachsten Abschnitt sollte die Funktionalisierung der Nanopartikel durch einen
Wirkstoff untersucht werden.
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5.3.2 Wirkstoffverkapselung

Einleitung

Wie bereits in Abschnitt 2.1.1 erldutert, kdnnen polymere Mizellen und Nanopartikel als
Wirkstofftransportsysteme eingesetzt werden. Dabei wird im Allgemeinen zwischen der
Verkapselung von hydrophoben Wirkstoffen im Kern der Aggregate und der kovalenten
Funktionalisierung unterschieden. In diesem Abschnitt soll zunéchst auf das System der
Wirkstoffverkapselung genauer eingegangen werden, wéhrend sich der néchste Abschnitt
mit der kovalenten Funktionalisierung beschéaftigen soll. Bei der Wirkstoffverkapselung
wird die schlechte Wasserloslichkeit der meisten Wirkstoffe ausgenutzt. Aufgrund von
hydrophoben Wechselwirkungen reichern sich diese in wassrigen Ldsungen im Kern von,
aus amphiphilen Polymeren bestehenden, Mizellen oder Nanopartikeln ein. Dadurch kann
die Wasserloslichkeit der Wirkstoffe deutlich erhdht werden.

4-Methylumbelliferon (4-MU) sollte fur diese Experimente als Wirkstoff verwendet
werden. 4-MU ist ein Coumarinderivat, welches an Position sieben hydroxyliert und an

Position vier methyliert ist (Abbildung 92).

m
HO (@) (@)

Abbildung 92: 4-Methylumbelliferon (4-MU).
In klinischen Studien wurde 4-MU bereits fur die Behandlung einer Vielzahl von Tumoren,
sowie infektiosen und nicht-infektiésen Entziindungen verwendet.?*4! Die Wirkung beruht
dabei im Wesentlichen auf zwei Mechanismen. Beide sind auf die Inhibierung der
korpereigenen Hyaluronan (Hyaluronsdaure) Produktion zuruckzufihren. Hyaluronan als
Bestandteil der extrazelluldaren Matrix besitzt einen Einfluss auf die Angiogenese und die
Proliferation von Zellen. In einer Vielzahl von tumorésen Zellen (z.B. Brustkrebs) sind die
Hyaluronan-produzierenden Proteine (HAS) Uberexpremiert, um die Versorgung des
schnell wachsenden Gewebes aufrecht erhalten zu kénnen. Die Inhibierung dieser Proteine
ist daher ein moglicher Therapieansatz. 4-MU wirkt dabei, wie in Abbildung 93 dargestellt,
als kompetitives Substrat fir die UDP-Glucuronosyltransferase (UGT). Dadurch wird die
Konzentration des eigentlichen Produkts der Reaktion (UDP-Glucuronsaure) vermindert,

wodurch nur noch wenig Hyaluronan entsteht. Des Weiteren ist 4-MU in der Lage die
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Expression der mRNA, welche flr die Synthese der Hyaluronan produzierenden Proteine

verantwortlich ist, zu reduzieren. Der Grund hierfir ist noch weitgehend unbekannt.

N-acetyl-glucosamine glucuronic acid N-acetyl-glucosamine glucuronic acid
<— UDP—————> <—— UDP/4-MU —>
UDP- N-acetyl-glucosamine UDP- glucuronic acid UDP-N-acetyl-glucosamine 4-MU- glucuronic acid

e T[]

I I

N-acetyl-glucosamine-8(1,4) glucuronic acid X

v v

hyaluronan hy: an

Abbildung 93: Wirkmechanismus der Inhibierung der Hyaluronan Synthese von 4-MU. Links: normale
Synthese des Hyaluronans; Rechts: 4-MU bindet statt UDP an die Glucuronséure, wodurch diese nicht
mehr fiir die Synthese von Hyaluronan zur Verfiigung stent.?14

Zielsetzung
In diesem Abschnitt sollte die Verkapselung des Wirkstoffs 4-Methylumbelliferon (4-MU)
mit dem Polymer P7 systematisch untersucht werden (Abbildung 94).

Abbildung 94: Schematische Darstellung der Verkapselung des Wirkstoffs 4-Methylumbelliferon 4-MU
mit anschlielender optionaler VVernetzung zum Nanopartikel.

Dazu sollten verschiedene Konzentrationen von Polymer und Wirkstoff sowie
unterschiedliche Verhéltnisse der beiden Komponenten mit Hilfe von UV/Vis- und
DLS-Messungen analysiert werden. Anschliefend sollte mit den so optimierten
Reaktionsbedingungen ein kovalent vernetzter Nanopartikel hergestellt werden. Im letzten
Schritt sollte die Freisetzung des Wirkstoffs aus den Mizellen und Nanopartikeln

untersucht und miteinander verglichen werden.
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Polymersynthese

Fur die Verkapselungsexperimente sollte das Polymer P7 modifiziert werden, sodass der
hydrophobe Kern eher dem der entsprechenden kernvernetzten Nanopartikeln entsprach.
So sollten genauere Vorhersagen gemacht werden koénnen, wie sich der verkapselte
Wirkstoff in einem Nanopartikel verhélt. Zusatzlich sollten so die Ergebnisse der Mizellen
und der Nanopartikel besser vergleichbar sein. Wie bereits in Abschnitt 5.2 beschrieben,
kénnen die Thiolacton-Funktionen polymeranalog funktionalisiert werden. Dafiir werden
zumeist priméare Amine verwendet. In dieser Arbeit wurden 1-Propyl- und 1-Hexylamin
verwendet (Abbildung 95).

/ OV
P7.1/2

P7.1 H2N

SH
P7.2 H,N TN
o
CHz CHCI3, RT, 18 h CHz NH
CHs CHa J)YO
HN
S L\ «
i .
o oK

Abbildung 95: Polymeranaloge Funktionalisierung von P7 mittels nukleophiler Ringdffnung mit
anschlieender Michael-Addition.

Dadurch sollten zwei Polymere mit unterschiedlich stark hydrophobem Kern synthetisiert
werden, um mogliche Einflusse auf die Wirkstoffverkapselung zu untersuchen. Zusatzlich
wurden beide Polymere mit Ethylacrylat funktionalisiert, um die wahrend der Reaktion
entstehenden Thiole umzusetzen, da diese durch Oxidation sonst zu polymeren Netzwerken
reagieren konnten. Abbildung 95 zeigt das verfolgte Syntheseschema. In Abbildung 96 ist
das NMR-Spektrum von P7.1, welches mit 1-Propylamin funktionalisiert wurde, gezeigt.

Tabelle 27: Analytische Daten der Polymere P7.1/2 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DP 3

P0|ymer . Mna) Mnb) b) Mnc) ) dhd) (HZO)
Acry/Amin. v [gimol] 27 [gimol] 27 [am](PDI)
(theo.)
1079 19%2
P71 orto) 830 850 114 9180 113 %R o
9/9 1442
P72 o) 0020 7830 115 8409 114 o FER

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).

Die Integrale wurden auf die Methylgruppe des Oxazolins 4 referenziert. Das Signal 10

entsprach der Methylgruppe des 1-Propylamins und das Signal 16 entsprach der
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Methylgruppe des Ethylacrylats. Wie Tabelle 27 zu entnehmen ist, verlief sowohl die
Ringdffnung als auch die nachfolgende Michael-Addition nahezu quantitativ. Da bei der
Reaktion ein groRer Uberschuss des Amins verwendet wurde, ist zudem davon auszugehen,
dass die RAFT-Endgruppe wahrend der Reaktion abgespalten wurde. Auch die GPC-
Messungen deuteten auf eine Funktionalisierung der Polymere hin, da die Molmassen im
Vergleich zu P7 anstiegen. Die MizellgroRe beider Polymere in Wasser war ebenfalls
groRer als jene von P7, was fur eine Vergrélierung des hydrophoben Blocks sprach, der,
wie in Abschnitt 5.1 und 5.2 beschrieben, einen maRgeblichen Einfluss auf die MizellgroRe

besitzt.

12.22 |1888 205.04 | 15.05 | 19.40 | 31.95| 105.85 | 33.76 | 26.29 |29 00|152.50‘ 27.88 |
| | |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 96: *H-NMR-Spektrum von P7.1 in CDCl; (400 MHz).

Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Funktionalisierung der Polymere
erfolgreich war. Im né&chsten Schritt sollte nun untersucht werden, wie sich der hydrophobe
Wirkstoff 4-Methylumbelliferon (4-MU) in den hydrophoben Kern der aus P7.1 und P7.2

gebildeten Mizellen einlagert und wieder aus ihm freigesetzt wird.
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Mizellare Verkapselung

Fur die nun folgenden Verkapselungsexperimente wurde 4-Methylumbelliferon (4-MU)
als Wirkstoff verwendet. Der hydrophobe Wirkstoff eignet sich aufgrund seiner
UV-Aktivitat (Abbildung 97) hervorragend fir diese Experimente, da seine Menge mittels
UV/Vis-Spektroskopie schnell und quantitativ bestimmt werden kann. Zudem liegt sein
Absorptionsmaximum bei 325 nm und die Analytik wird daher nicht durch andere
Verbindungen, wie etwa das Polymer, verfalscht. Da das Absorptionsmaximum von 4-MU
pH-anhéangig ist, musste wéhrend der Messung ein konstanter pH-Wert garantiert werden.
Daher wurden alle Messungen in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) durchgefiihrt. Nach
Kalibrierung fir den zu erwartenden Konzentrationsbereich (Abbildung 97) wurden die
ersten Verkapselungsexperimente mit P7.1 durchgefuhrt. Als zu untersuchende Parameter
wurden die Wirkstoffkonzentration (DC), die Beladungseffizienz (LE) und die

Beladungskapazitat (L.C), sowie die MizellgroRe und Dispersitét in Wasser, ausgewahit.
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Abbildung 97: Links: UV/Vis-Spektrum von 4-MU bei verschiedenen pH-Werten; Rechts: Ergebnisse der
Kalibrierungen fiir pH = 5.0 und 7.5.

Die Beladungskapazitat (LC) wurde dabei Gber folgende Gleichung bestimmt:

Mmyy,s
LC = -100% (1)
myyg +mPolymer
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m,,; ist dabei die Masse des Wirkstoffs, welche Uber die UV/vis-Messungen bestimmt

wurde und mp,;ymer die Masse des Polymers, welche eingewogen wurde. Die

Beladungseffizienz (LE) wurde tUber folgende Gleichung berechnet:
m
LE = ——=—-100% 2)
mWSzugeg.
Hier ist m,,¢ erneut die Masse des Wirkstoffs, welche mittels UV/vis-Messungen ermittelt

wurde und Myys . geg. ist die eingewogene Masse des Wirkstoffs. Fur die

Verkapselungsexperimente wurden das Polymer P7.1 und der Wirkstoff 4-MU in Ethanol
geldst und nach Entfernen des Losemittels wurde der, an der Wand des Reaktionsgefales,
entstandene dinne Film in VE-Wasser aufgenommen. Diese Methode wird auch
thin-layer-method genannt.”>! Fiir die Ergebnisse in Abbildung 98 wurde die
Konzentration des Polymers konstant bei 10 mg/mL gehalten und die Konzentration des
Wirkstoffs variiert (1-10 mg/mL). Die Veranderung der Wirkstoffkonzentration zeigte nur
einen geringen Einfluss auf die Beladungskapazitét (LC). Sie variierte zwischen 5 und 8 %
und erreichte ihr Maximum fiir eine Konzentration von 1 mg/mL. Dies entsprach einem

Verhaltnis von Polymer zu Wirkstoff von 10:1.

1,20 -

1,00

DC 4-MU [mg/mL]
o o
Y [==]
o o

i
[
=]

0,00

o
@
o

10

- 100
L 90
- 80
L 70
L 60
L 50
L 20
L 30
L 20
L 10

0

LE und LC [%]

dy, [nm]

30 1~

25 A

N
o
L

-
[

10

4 3

10

r 0,45

r 0,40

r 0,35

k0,30

r 0,25

r 0,20

r 0,15

0,10

0 2 4 6
¢ 4-MU [mg/mL] ¢ 4-MU [mg/mL]

Abbildung 98: Einfluss der 4-MU Konzentration auf die (links) Solubilisierung von 4-MU in P7.1
Mizellen in VE-Wasser bei Raumtemperatur, dargestellt durch Wirkstoffkonzentration (DC, schwarz),
Beladungseffizienz (LE, grau) und Beladungskapazitat (LC, blau) und (rechts) gemittelte PartikelgroRe

(schwarz) und Polydispersitatsindex (blau). Die Konzentration von P7.1 wurde auf 10 mg/mL eingestellt
und die 4-MU Konzentration wurde von 1 bis 10 mg/mL variiert. Die Daten sind Mittelwerte + SD (n = 3).

Diese Werte sind im Vergleich zur Literatur etwas gering. Hier liegen typische
Beladungskapazitaten zwischen 10% und teilweise bis zu 40 %.[2161 Dije
Wirkstoffkonzentration (DC) wies bei diesem Verhaltnis genauso ein Maximum auf
(0.63 mg/mL) wie die Beladungseffizienz (LE) (84 %). Damit liegt die Beladungseffizienz
im Bereich von Literaturwerten (ca. 80-99 %) vergleichbarer Systeme.?*”l Die
Beladungseffizienz sank mit steigender Konzentration des Wirkstoffs bis auf einen Wert

von 6 %. Die Wirkstoffkonzentration variierte hingegen zwischen 0.84 und 0.50 mg/mL
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und lie® keinen eindeutigen Trend erkennen. Grund fur die sinkende Beladungseffizienz
waren die weitgehend konstant bleibende Wirkstoffkonzentration und Beladungskapazitét.
Da diese Werte konstant blieben, wéahrend die eingewogene Menge des Wirkstoffs immer
weiter erhoht wurde, musste laut Gleichung 2 die Beladungseffizienz sinken. Die
Durchmesser und Dispersitaten der beladenen Mizellen wurden ebenfalls vermessen. Es
zeigte sich, dass sie weitgehend konstant blieben, der Messfehler jedoch stark anstieg.
Aufgrund der vorliegenden Daten konnte ein Verhéltnis von Polymer zu Wirkstoff von
10:1 als optimales Verhéaltnis bestimmt werden. Um zu Uberprifen, welchen Einfluss die
Polaritat des Mizellkerns auf die Verkapselung des Wirkstoffs hat, wurden die gleichen
Experimente mit P7.2 durchgefiihrt. Abbildung 99 zeigt die erhaltenen Ergebnisse der
UV/vis- und DLS-Messungen. Der Verlauf des linken Graphen dhnelte dabei stark dem
von Polymer P7.1. Auch hier zeigte sich ein Maximum fur alle drei ZielgroRen bei einem
Verhaltnis von Polymer zu Wirkstoff von 10:1. Die Werte fir die Beladungseffizienz
(82 %), die Beladungskapazitat (8 %) und die Wirkstoffkonzentration (0.82 mg/mL) waren
fast identisch mit denen von P7.1. Die DLS-Daten zeigten fir P7.2 ebenfalls keine

eindeutigen Trends.
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Abbildung 99: Einfluss der 4-MU Konzentration auf die (links) Solubilisierung von 4-MU in P7.2
Mizellen in VE-Wasser bei Raumtemperatur, dargestellt durch Wirkstoffkonzentration (DC, schwarz),
Beladungseffizienz (LE, grau) und Beladungskapazitat (LC, blau) und (rechts) gemittelte PartikelgroRe

(schwarz) und Polydispersitétsindex (blau). Die Konzentration von P7.2 wurde auf 10 mg/mL eingestellt
und die 4-MU Konzentration wurde von 1 bis 10 mg/mL variiert. Die Daten sind Mittelwerte + SD (n = 3).

Im Vergleich mit den Daten von P7.1 zeigte sich jedoch, dass der Messfehler bei P7.2 nicht
anstieg. Der Grund hierfur muss noch genauer untersucht werden. Um die Stabilitat der
beladenen Mizellen zu untersuchen, wurden die DLS-Proben nach einer Woche erneut
vermessen. Abbildung 100 zeigt die Ergebnisse fur P7.1. Die Durchmesser (links) blieben
im beobachteten Zeitraum konstant. Der Messfehler verringerte sich im beobachteten
Zeitraum. Gleiches galt fir den PDI. Interessanterweise sank der PDI fur die
Konzentrationen des Wirkstoffs ab 4 mg/mL. Der Grund hierfur ist noch nicht abschlieRend
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geklart, die Lagerzeit konnte jedoch zu einer Homogenisierung der Mizellen gefiihrt haben.

Die Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass die beladenen Mizellen von P7.1 im

beobachteten Zeitraum stabil waren. Dies ist im Hinblick auf therapeutische Anwendungen

ein Vorteil, da die mizellaren Lésungen nicht fur jede Dosis frisch hergestellt werden

mussen.
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Abbildung 100: DLS-Langzeitmessungen von 4-MU beladenen Mizellen von P7.1. Links:
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hydrodynamische Durchmesser; Rechts: Polydispersitatsindex. Die Daten sind Mittelwerte + SD (n = 3).

Die Ergebnisse der DLS-Messungen fiir die beladenen Mizellen aus P7.2 zeigten etwas

andere Trends (Abbildung 101). Beim hydrodynamischen Durchmesser sanken die

ermittelten Werte flr die Konzentrationen des Wirkstoffs von 1-4 mg/mL ab, wéhrend sie

fir die héheren Konzentrationen konstant blieben. Der Messfehler blieb weitgehend

konstant. Die Dispersitaten erhohten sich fiir alle Konzentrationen des Wirkstoffs leicht,

zeigten ansonsten jedoch den gleichen Verlauf.
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Abbildung 101: DLS-Langzeitmessungen von 4-MU beladenen Mizellen von P7.2. Links:
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hydrodynamische Durchmesser; Rechts: Polydispersitatsindex. Die Daten sind Mittelwerte + SD (n = 3).

Der Grund fur den Abfall des hydrodynamischen Durchmessers ist noch nicht abschliel3end

geklart. Die Ergebnisse lieRen aber dennoch den Schluss zu, dass die beladenen Mizellen

aus P7.2 im beobachteten Zeitraum ebenfalls stabil waren. Nachdem der Einfluss der

Konzentration des Wirkstoffs untersucht wurde, sollte fir P7.1 zusatzlich der Einfluss der

Polymerkonzentration auf die Verkapselung untersucht werden. Daflir wurde das zuvor

bestimmte optimale Verhéltnis von Polymer zu Wirkstoff von 10:1 konstant gehalten,
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wéhrend die Polymerkonzentration von 1-50 mg/mL variiert wurde. Abbildung 102 zeigt

die Ergebnisse der UV/vis- und DLS-Messungen.
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Abbildung 102: Wirkung der P7.1 und 4-MU Konzentrationen auf die (links) Solubilisierung von 4-MU in
P7.1 Mizellen in VE-Wasser bei Raumtemperatur, dargestellt durch die Wirkstoffkonzentration (DC,
schwarz), die Beladungseffizienz (LE, grau) und die Beladungskapazitat (LC, blau), und (rechts) die

gemittelte PartikelgroRe (schwarz) und den Polydispersitatsindex (blau). Die Konzentration von P7.1 wurde

von 1 bis 50 mg/mL bei einem konstanten Gewichtsverhaltnis von P7.1 zu 4-MU (10:1) variiert. Die Daten
sind Mittelwerte = SD (n = 3).

Die Wirkstoffkonzentration stieg von 1-10 mg/mL Polymerkonzentration im erwarteten
MaRe von 0.09 mg/mL auf 0.84 mg/mL an. Ab dieser Polymerkonzentration konnte die
Wirkstoffkonzentration nicht mehr nennenswert gesteigert werden. Auch eine
Verflinffachung der Konzentration flhrte nur zu einem marginalen Anstieg der
Wirkstoffkonzentration. Der Messfehler vergréRRerte sich in diesem Konzentrationsbereich
jedoch stark. Die Beladungseffizienz verlief von 1-10 mg/mL fast konstant (ca. 85 %) und
verringerte sich anschlieBend bis auf 19 %. Diese Abnahme resultierte erneut aus dem
weiter oben beschrieben Verlauf der Wirkstoffkonzentration. Die Beladungskapazitét
zeigte einen ahnlichen Verlauf wie die Beladungseffizienz. Im Bereich von 1-10 mg/mL
verlief sie nahezu konstant (ca. 8 %) und sank anschlieRend bis auf 2 % ab. Die Ergebnisse
der DLS-Messungen zeigten einen fast konstanten Verlauf fiir den hydrodynamischen
Durchmesser. Der PDI sank von 1-50 mg/mL kontinuierlich ab. Die hohere
Polymerkonzentration verbesserte offenbar die Homogenisierung der mizellaren Lésung,
sodass gleichformigere Mizellen erhalten wurden. Die Ergebnisse legten den Schluss nahe,
dass eine Erhohung der Polymerkonzentration dber 10 mg/mL sowohl die
Beladungskapazitat als auch die Beladungseffizienz deutlich verschlechterte. Eine
niedrigere Polymerkonzentration hingegen beeintréchtigte diese Werte nicht. Da jedoch in
der Regel eine hohe Wirkstoffkonzentration gewinscht ist, damit die Volumina der
verabreichten Dosen mdglichst gering sind, sollten alle weiteren Experimente mit einer
Polymerkonzentration von 10 mg/mL durchgefiuhrt werden. Die DLS-Proben dieser

Versuchsreihe wurden ebenfalls nach einer Woche erneut vermessen (Abbildung 103).
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Abbildung 103: DLS-Langzeitmessungen von 4-MU beladenen Mizellen von P7.1 in Abhangigkeit der

Polymerkonzentration. Links: hydrodynamische Durchmesser; Rechts: Polydispersitatsindex. Die Daten
sind Mittelwerte £ SD (n = 3).
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Sowohl der hydrodynamische Durchmesser als auch der PDI zeigten keine grolRen
Verénderungen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die beladenen
Polymermizellen unabhéngig von ihrer Konzentration mindestens eine Woche in Wasser
stabil sind. Der letzte zu untersuchende Parameter war die Kinetik der Freisetzung des
verkapselten Wirkstoffs. Dazu wurde eine mizellare Lésung mit den zuvor optimierten
Parametern hergestellt, in eine Dialysekassette uberfiihrt und gegen PBS-Puffer (10 mM,
pH = 7.5) dialysiert. Wahrend die Probe bei 36 °C gerlihrt wurde, wurden an festen
Zeitpunkten Proben entnommen und mittels UV/vis-Messungen untersucht. Abbildung 104
zeigt die Kinetik der Freisetzung. Innerhalb der ersten sechs Stunden wurden bereits
66 + 2 % des verkapselten Wirkstoffs freigesetzt. Anschlielend verlangsamte sich die
Freisetzung deutlich und nach 24 Stunden waren 89 + 4 % und nach 48 Stunden waren
96 + 6 % des Wirkstoffs freigesetzt. Die anfangliche, abrupte Freisetzung des Wirkstoffs
(im engl. auch burst release genannt) ist typisch fur mizellar verkapselte Wirkstoffe und
stellt ein grolles Problem dar, da so zum einen der Wirkstoff unter Umstanden vorzeitig
freigesetzt wird und zum anderen die anfanglich hohe Wirkstoffkonzentration zu
unerwiinschten Nebenwirkungen filhren kann.®! Die optimale Freisetzungskinetik ware
linear, da so eine konstante Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe erreicht werden kdnnte.
Eine Moglichkeit den burst release zu vermindern ist die kovalente Vernetzung der
Mizellen zu Nanopartikeln.[?®l Daher sollten im néchsten Abschnitt kovalent vernetzte
Nanopartikel, welche mit 4-MU beladen sind, hergestellt werden und auf ihre

Freisetzungskinetik hin analysiert werden.
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Abbildung 104: Freisetzung von 4-MU aus P7.1 Mizellen (10:1 Verhdltnis; 10 mg/mL Polymer) in
PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) bei 36 °C. Die Daten sind Mittelwerte + SD (n = 3).

Verkapselung in Nanopartikeln

In diesem Abschnitt sollten mit 4-MU beladene kovalent vernetzte Nanopartikel
synthetisiert werden. Dazu wurden das Polymer P7 und der Wirkstoff 4-MU im Verhéltnis
von 10:1 in Wasser gelost und durch die Zugabe von Cystamin vernetzt (Abbildung 105).

10 Gew%
CH3

=

HO (oo
0.5 eq.

H.,O, RT, 4 h

Abbildung 105: Syntheseschema des bioabbaubaren, mit 4-MU beladenen Nanopartikels NP7.
Die Ergebnisse der GPC- und DLS- Messungen sind in Tabelle 28 dargestellt. Die
Anwesenheit des Wirkstoffs schien die Nanopartikelsynthese in keiner Weise zu stéren. Es
wurden monodisperse Nanopartikel mit einer guten Vernetzungseffektivitat von iber 80 %
synthetisiert. Ihre Durchmesser in Wasser und Methanol unterschieden sich kaum von
denen unfunktionalisierter Nanopartikel. Als ndchstes sollte ein moglicher Einfluss des

Wirkstoffs auf das Abbauverhalten der Nanopartikel untersucht werden.
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Tabelle 28: Analytische Daten des Nanopartikels NP7 bestimmt via GPC und DLS.

NP dn? (H20) [nm] dn® (MeOH) [nm] Umsatz? Umsatz® My?

d)
(PDI) (PDI) [%] [%] [g/mol] ©
15+ 2 17 +2
" (0.298+0068) (0.1810.038) 82 84 140600 1.19

a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch Flachenvergleich des GPC-
Elugramms, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC mit
nicht vernetztem Polymer als Referenz; d) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA
Standard) (c = 3 mg/mL).

Im rechten GPC-Elugramm in Abbildung 106 ist nur noch ein niedermolekulares Signal
erkennbar, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die Nanopartikel nach 24 Stunden
vollstandig abgebaut waren. Die in Abbildung 107 gezeigten DLS-Abbauexperimente
wiesen den erwarteten Verlauf auf. Nur in der Gegenwart des Spaltungsreagenzes DTT
sanken sowohl der Durchmesser als auch die count rate deutlich ab, sodass nach ca. 2.5
Stunden keine Nanopartikel mehr detektiert werden konnten. Daher schien der Wirkstoff

keinerlei Einfluss auf die Eigenschaften der Nanopartikel zu besitzen.
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Abbildung 106: Abbauverhalten des Nanopartikels NP7 analysiert via GPC-Messungen. Elugramme vor
(schwarz) und nach (grau) der Vernetzung sowie nach dem Abbau (rot) der Nanopartikel fir 24 h bei 36 °C
in PBS-Puffer (10 mM, pH =7.5) und 10 mM DTT.

[
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Im né&chsten Schritt wurden, wie fir die Polymermizellen zuvor, die
Wirkstoffkonzentration  (DC), sowie die Beladungskapazitst (LC) und
Beladungseffektivitat (LE) bestimmt. Die Ergebnisse in Tabelle 29 sind gut mit den Werten
der Polymermizellen vergleichbar. Die Wirkstoffkonzentration war mit 0.96 mg/mL sogar
um 0.12 mg/mL hoher als die fir die Polymermizellen. Auch die Werte fir die
Beladungseffizienz und die Beladungskapazitat waren dementsprechend etwas hoher.
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Abbildung 107: DLS-Abbauexperimente des Nanopartikels NP7 mit und ohne DTT, gemessen in MeOH
mit 1 %v/v TEA.

Daher war die Freisetzung des Wirkstoffs aus den Nanopartikeln gut mit der aus den
Polymermizellen vergleichbar. Abbildung 108 zeigt die erhaltenen Graphen fir die
Freisetzungsexperimente mit und ohne DTT als Spaltungsreagenz.

Tabelle 29: Analytische Daten des Nanopartikels NP7 bestimmt via UV/vis.

NP DCY | cafon] LE? [9%]
[mg/mL]
7 0.96 850  96.42

a) bestimmt durch UV/vis-Messungen in PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5).

Es waére ein unterschiedlicher Verlauf der beiden Graphen zu erwarten gewesen, da die
Vernetzung eigentlich zu einer verzogerten Freisetzung des Wirkstoffs hatte fuhren
sollen.?®l Der Grund hierfir ist die verlangsamte Diffusion aus dem Kern der
Nanopartikel, da dieser durch die Vernetzung nicht mehr so dynamisch und flexibel ist wie
bei den Polymermizellen. Da sich beide Graphen jedoch glichen, schien es fur die
Freisetzung keinen Unterschied gemacht zu haben, ob die kovalenten Bindungen im Kern
des Nanopartikels abgebaut wurden oder nicht. Da die Diffusion aus dem Kern der
Nanopartikel offenbar nicht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Freisetzung war,
konnte es sein, dass der Wirkstoff gar nicht im Kern der Nanopartikel eingelagert war,
sondern sich an der Grenze zwischen hydrophilem und hydrophobem Segment der
Polymerketten einlagerte. Damit ware seine Diffusion nicht von der Vernetzung abhéngig.
Beim Vergleich der Graphen mit denen der Polymermizellen, war zu erkennen, dass die
Freisetzung von 4-MU aus den Nanopartikeln sogar schneller war. Nach sechs Stunden
zeigten die Mizellen eine Freisetzung von 66 + 2 %, wahrend die Nanopartikel ohne Zugabe

von DTT bereits 80 + 14 % ihres eingelagerten Wirkstoffs freigesetzt hatten. Da die
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Ergebnisse der Nanopartikel jedoch stark fehlerbehaftet waren, mussten weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden, um diese Ergebnisse zu bestétigen. Die Zugabe von
DTT hatte fiir die synthetisierten Nanopartikel aber keinen positiven Einfluss und die

erwiinschte verlangsamte Freisetzung von 4-MU konnte ebenfalls nicht erreicht werden.
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Abbildung 108: Freisetzung von 4-MU aus NP7 (Verhdltnis 10:1; 10 mg/mL Nanopartikel) in PBS-Puffer
(10 mM, pH = 7.5) mit (links) oder ohne (rechts) 10 mM DTT bei 36 °C. Die Daten sind Mittelwerte £ SD

(n=23).
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Zusammenfassung

In diesem Abschnitt konnte der Wirkstoff 4-MU erfolgreich in Polymermizellen und
Nanopartikeln verkapselt werden. Flr die Polymere wurden die beiden, jeweils mit einem
Amin und einem Acrylat modifizierten, Polymere P7.1/2 verwendet (Tabelle 30).

Tabelle 30: Analytische Daten der Polymere P7.1/2 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

Polymer Achlea)min Mp?) Mn? M) 9 dh® (H20)
Y. [g/mol]  [g/mol] [g/mol] [nm] (PDI)
(theo.)
10/9 19+ 2
P7.1 (10/10) 8630 8580 114 9180 113 (..o
9/9 14+ 2
P7.2 (10/10) 9020 7830 115 8409 114 o cltion

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).

Fur die Einlagerung des Wirkstoffs wurden die Wirkstoffkonzentration (DC), die
Beladungskapazitdt (LC) und die Beladungseffizienz (LE) als kritische Parameter
identifiziert und untersucht. Die Variation des Verhéltnisses zwischen Polymer und
Wirkstoff zeigte, dass ein Verhaltnis von 10:1 sowohl fir P7.1 als auch fir P7.2 die
optimalen  Ergebnisse lieferte  (Abbildung 109). Bei der Variation der
Polymerkonzentration bei einem konstanten Verhaltnis von Polymer zu Wirkstoff von 10:1
stellte sich eine Polymerkonzentration von 10 mg/mL als die Beste heraus (Abbildung 110).
Besonders der Wert fur die Beladungskapazitat (LC) blieb mit maximal 8 % jedoch

deutlich unter den vergleichbaren Literaturwerten.?*]
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Abbildung 109: Einfluss der 4-MU Konzentration auf die (links) Solubilisierung von 4-MU in P7.1
Mizellen in VE-Wasser bei Raumtemperatur, dargestellt durch Wirkstoffkonzentration (DC),
Beladungseffizienz (LE) und Beladungskapazitét (LC) und (rechts) gemittelte Partikelgréfie und
Polydispersitatsindex. Die Konzentration von P7.1 wurde auf 10 mg/mL eingestellt und die 4-MU
Konzentration wurde von 1 bis 10 mg/mL variiert. Die Daten sind Mittelwerte £ SD (n = 3).
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Abbildung 110: Wirkung der P7.1 und 4-MU Konzentrationen auf die (links) Solubilisierung von 4-MU in
P7.1 Mizellen in VE-Wasser bei Raumtemperatur, dargestellt durch die Wirkstoffkonzentration (DC), die
Beladungseffizienz (LE) und die Beladungskapazitat (LC), und (rechts) die gemittelte PartikelgroRe und
den Polydispersitatsindex. Die Konzentration von P7.1 wurde von 1 bis 50 mg/mL bei einem konstanten

Gewichtsverhdltnis von P7.1 zu 4-MU (10:1) variiert. Die Daten sind Mittelwerte £ SD (n = 3).

Die Freisetzung des Wirkstoffs wurde ebenfalls untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
bereits ein Grol3teil des Wirkstoffs (66 + 2 %) nach sechs Stunden freigesetzt worden war.

Der gesamte Wirkstoff war nach ca. 48 Stunden freigesetzt (Abbildung 111).
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Abbildung 111: Freisetzung von 4-MU aus P7.1 Mizellen (10:1 Verhdltnis; 10 mg/mL Polymer) in
PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) bei 36 °C. Die Daten sind Mittelwerte + SD (n = 3).

Mit den zuvor ermittelten optimalen Parametern flr die mizellare Verkapselung wurde ein
Nanopartikel (NP7) hergestellt. Dabei hatte der Wirkstoff keinerlei Einfluss auf die
Vernetzungsreaktion mit Cystamin. Auch den Abbau der Nanopartikel beeintrachtigte er
nicht. Die Freisetzung von 4-MU aus dem Nanopartikel wurde mit und ohne das
Spaltungsreagenz DTT untersucht (Abbildung 112). Dabei zeigte sich, dass die Spaltung
der Vernetzungspunkte des Nanopartikels keinen Einfluss auf die Freisetzung des
Wirkstoffs besaR. Der Grund hierfir bedarf weiterer Untersuchungen. Eine moégliche
Erklarung ware jedoch, dass der Wirkstoff sich nicht in den Kern des Nanopartikels,

sondern sich nur an der Grenze zwischen dem hydrophilen und hydrophoben Segment der
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Polymerketten eingelagert hat. Im Vergleich zu den Polymermizellen beschleunigte sich
die Freisetzung innerhalb der ersten sechs Stunden sogar auf 80 + 14 %.

10 mM DTT 0 mM DTT
120 - 120
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Abbildung 112: Freisetzung von 4-MU aus NP7 (Verhaltnis 10:1; 10 mg/mL Nanopartikel) in PBS-Puffer

(10 mM, pH = 7.5) mit (links) oder ohne (rechts) 10 mM DTT bei 36 °C. Die Daten sind Mittelwerte + SD
(n=23).

Die Nanopartikel eignen sich daher nur bedingt als Wirkstofftragersystem fir 4-MU und
es mussen weitere Untersuchungen zur Optimierung der Beladungskapazitdt (LC)
durchgefuhrt werden.

5.3.3 Polymer-Wirkstoff-Konjugate

Einleitung
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Wie bereits in Abschnitt 2.1.1 beschrieben, stellen Polymer-Wirkstoff-Konjugate eine
vielseitige Mdoglichkeit zur Verbesserung pharmakokinetischer Eigenschaften von
niedermolekularen Wirkstoffen dar. Durch die kovalente Verknupfung von Wirkstoff und
Polymer kann vor allem die Freisetzung des Wirkstoffs entscheidend beeinflusst werden.
So kann durch die Verwendung eines abbaubaren Linkers die Freisetzung durch bestimmte
innere oder aullere Einflusse ausgeldst werden. Des Weiteren kann die Loslichkeit eines
hydrophoben Wirkstoffs durch die Verknupfung mit einem hydrophilen Polymer drastisch
erhoht werden.?21 Nachdem im vorherigen Abschnitt die Verkapselung des Wirkstoffs
4-MU analysiert wurde, sollte in diesem Abschnitt die kovalente Funktionalisierung des
Polymers mit dem Zytostatikum Cabazitaxel (CTX) untersucht werden. CTX gehort zur
Wirkstoffklasse der Taxane. Diese werden vor allem zur Behandlung von Lungen- und
Brustkrebs eingesetzt und in verschiedene Generationen eingeteilt (Abbildung 113).[224

Paclitaxel (PTX) Docetaxel (DTX) Cabazitaxel (CTX)
Abbildung 113: Struktur der Taxane Paclitaxel (PTX), Docetaxel (DTX) (1. Generation) sowie
Cabazitaxel (CTX) (2.Generation).

Prominente Vertreter der ersten Generation sind Paclitaxel (PTX) und Docetaxel (DTX).
Beide Wirkstoffe selbst, sowie ihre intravendésen Formulierungen (z.B. Taxol®,
Abraxane®: PTX; Taxotere®: DTX) sind von der FDA zugelassen.[??21 Der
Wirkmechanismus beruht auf der Bindung des Wirkstoffs an die g-Einheit von Tubulin.
Dadurch wird die Depolymerisation der Mikrotubuli wéhrend der Mitose inhibiert, was zur
Apoptose der Zellen fiihrt.?%l Da sich jedoch in relativ kurzen Zeitrdumen Resistenzen
gegen die Taxane der ersten Generation ausbilden kdnnen, werden weitere Generationen
der Wirkstoffe benétigt.[?24l CTX gehért zur néchsten, der zweiten Generation der Taxane.
Dieses kann die vorhandenen Resistenzen gegen die erste Generation der Taxane
Uberwinden, ist jedoch noch hydrophober als diese (vgl. Abbildung 113). Wéhrend fir die
erste  Generation der Taxane eine Vielzahl von Formulierungen wie z.B.
Wirkstoffverkapselungen und Polymer-Wirkstoff-Konjugate bekannt sind, sind fir CTX
nur wenige dieser Formulierungen erforscht. Nur Jevtana®, welches Tween 80 fiir die

Verkapselung von CTX benutzt, ist bereits von der FDA zugelassen.?!”] Daher miissen
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vor allem fir diese Taxane noch weitere, bessere Formulierungen gefunden werden, um ihr

therapeutisches Potential voll ausnutzen zu kénnen.

Zielsetzung

Ziel dieses Abschnitts war es, eine Mdglichkeit zur kovalenten Funktionalisierung des
Polymers P7 mit dem Zytostatikum CTX zu finden. Dazu sollten verschiedene
Synthesestrategien verwendet werden. Zum einen sollte versucht werden, das Cabazitaxel
uber die in den vorherigen Abschnitten beschriebene Ring6ffnung des Thiolactons
anzubinden. Dazu musste der Wirkstoff zuvor mit einer Acrylat-Funktion modifiziert
werden. Zum anderen sollte versucht werden den Acrylat-funktionalisierten Wirkstoff
direkt mit einer RAFT-Polymerisation in das hydrophobe Segment des Polymers
einzubringen (Abbildung 114).

PEtOXs,—O

RAFT-Polymerisation
P7.7/8
s\(s\/\/
I
CTX
X
" w

[e]
Abbildung 114: Mdgliche Funktionalisierungen des Polymers P7 mit dem Acrylat modifizierten CTX.

polymeranaloge
Funktionalisierung

N,

Voruntersuchungen

117



Im ersten Schritt sollte gezeigt werden, dass die Polymere, auch wenn ein Teil der
Thiolactone durch eine Funktionalisierung nicht mehr fiir die Vernetzung zur Verfigung
stehen, dennoch effektiv zu Nanopartikeln umgesetzt werden kdnnen. Dazu wurden die
Thiolactone des Polymers P7 zun&chst teilweise mit 1-Propylamin und Ethylacrylat
funktionalisiert (Abbildung 115). Fir diese ersten Experimente sollten die Hélfte der

Thiolactone funktionalisiert werden.

P7 P7.3/4
0.5 eq_/YOV
]

0.5eq. H,N >

CHCI3 RT, 18 h

Abbildung 115: Syntheseschema der partiellen Ringdffnung des Thiolactons mit anschlieRender
Michael-Addition von P7.

Die Ergebnisse der Funktionalisierung sind in Tabelle 31 dargestellt. Die Auswertung
erfolgte durch *H-NMR-Spektroskopie. Die Wiederholungseinheiten wurden durch die in
Abschnitt 5.3.2 festgelegten Signale bestimmt. Es zeigte sich, dass 0.5 eq. des Amins und
des Acrylats bezogen auf die Menge der Thiolactone zu drei Einheiten des Amins und zwei
Einheiten des Acrylats im Polymer (P7.3) fuhrten. Dies entsprach einem Umsatz von 60
bzw. 40 %. Um den Umsatz der Reaktion weiter zu steigern, wurde in einem zweiten
Versuch zuséatzlich 0.5 eq. TEA als Base verwendet. Die daraus resultierenden basischen
Reaktionsbedingungen konnten den Umsatz der Ring6ffnung und der Michael-Addition

auf 80 bzw. 60 % steigern.

Tabelle 31: Analytische Daten der Polymere P7/7.3/4 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DP @
Polymer giacpra  Mn® My Me? oo dn (H20) [nm]
(theo)) [g/mol] [g/mol] [g/mol] (PDI)
161
7 --- 7200 7910 1.12 8490 1.11 (0.168 + 0.019)
2/3 14+2
7.3 (5/5) 7580 8270 1.22 8880 1.20 (0.169 + 0.039)
3/4 14+3
*
7.4 (5/5) 7740 8100 120 8700 1.18 (0.212 + 0.036)

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 0.1-0.5 mmol/L); *: 0.5 eq. TEA wurden zusétzlich
zugegeben.
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Die Funktionalisierung des Polymers besall keinen erkennbaren Einfluss auf die
Mizellbildung. Sie waren mit 14 £ 2 bzw. 14 £ 3 nm in etwa gleich grol3 wie vor der
Funktionalisierung (16 = 1 nm). Auch die Dispersitaten der Polymere &nderten sich nur
geringfuigig und die Molmasse stieg im erwarteten Rahmen an. Des Weiteren zeigten die
Polymere eine enge Molmassenverteilung, sodass davon ausgegangen werden kann, dass
keine hochmolekularen Nebenprodukte wahrend der Reaktion entstanden. Es konnte daher
gezeigt werden, dass die partielle Funktionalisierung der Thiolactone des Polymers P7
maoglich ist und dass sie durch den Einsatz von TEA verbessert werden kann.

0.5 eq.

H,0, 40 °C, 18 h

Abbildung 116: Kovalente Vernetzung der Polymere P7.3/4 mit Cystamin zu den Nanopartikeln NP7.3/4.

Im ndchsten Schritt sollten die funktionalisierten Polymere P7.3/4 mit Cystamin vernetzt
werden. Dies geschah unter den in Abschnitt 5.2 ermittelten optimalen Bedingungen
(Abbildung 116). Die Menge des Vernetzers wurde dabei auf die Menge der verbliebenden
Thiolactone referenziert. Tabelle 32 zeigt die analytischen Daten der erhaltenen
Nanopartikel. Es zeigte sich, dass die Funktionalisierung und die damit einhergehende
Verringerung der Thiolacton-Einheiten pro Polymerkette keinen Einfluss auf die
Vernetzungsreaktion besaf, da die funktionalisierten Polymere P7.3/4 identische Umsétze

zeigten wie das unfunktionalisierte Polymer P7.

Tabelle 32: Analytische Daten der Nanopartikel NP7.3/4 bestimmt via GPC und DLS.

NP dn? (H20) [nm] dn® (MeOH) [nm] Umsatz® Umsatz® My

d)
(PDI) (PDI) %] %] [gmol] ©
17+3 18+ 3
73 (0179+0036) (0.193+0042) O3 82 128000 113
74 19%2 161 80 83 132200 1.16

(0.209 +0.028)  (0.176 + 0.029)
a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch Flachenvergleich des GPC-
Elugramms, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC mit
nicht vernetztem Polymer als Referenz; d) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA
Standard) (c = 3 mg/mL).
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Auch die Durchmesser in Wasser und Methanol, sowie die Molmassen und Dispersitaten
waren in guter Ubereinstimmung mit denen nicht funktionalisierter Nanopartikel (z.B.
NP4.1). Der in Abbildung 117 gezeigte Abbau, welcher mittels GPC-Messungen tberprift
wurde, zeigte ebenfalls nur noch ein niedermolekulares Signal, sodass von einem
vollstandigen Abbau der funktionalisierten Nanopartikel ausgegangen werden kann. Daher
sollte auch die Funktionalisierung der Polymere mit anderen Molekdilen zu keiner groRRen

Veranderung der Eigenschaften der Nanopartikel fihren.
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Abbildung 117: GPC-Elugramme der Nanopartikel NP7.3/4 vor und nach der Vernetzung sowie des
Abbaus fir 24 h bei 36 °C und 10 mM DTT in PBS-Puffer (10 mM, pH =7.5).

Wirkstofffunktionalisierung

In diesem Abschnitt sollten die Polymere mit dem Wirkstoff Cabazitaxel funktionalisiert
werden. Dazu musste der Wirkstoff zunéchst funktionalisiert werden, damit er
anschlieRend kovalent an das Polymer gebunden werden konnte. Abbildung 118 zeigt die
verfolgte Syntheseroute, um einen Acrylat-funktionalisierten Wirkstoff mit einem reduktiv
spaltbaren Linker zu erhalten. Die Acrylat Funktion sollte zundchst fur die kovalente
Verknipfung mit dem Polymer Uber eine Michael-Addition verwendet werden. Der
reduktiv spaltbare Linker wurde eingesetzt, da der Wirkstoff nur in seiner ungebundenen
Form den gewiinschten therapeutischen Nutzen entfalten kann und daher im Zielgewebe
freigesetzt werden muss. Es wurde sich fir einen disulfidhaltigen Linker entschieden, da

bereits die Abbaubarkeit der Nanopartikel auf der Spaltung von Disulfiden beruhte und
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diese bereits ausfuhrlich in den vorherigen Abschnitten untersucht wurde. Da die Disulfide
der Vernetzungsreaktion unter intrazellularen Bedingungen gespalten werden, sollten auch
die Disulfide des Linkers unter diesen Bedingungen gespalten werden. Damit sollte eine
effektive Freisetzung des Wirkstoffs im Zielgewebe maglich sein.

0]
HO)K/\S/SWOH
(@)

(0]
0.9eq. HO\/\O)V

EDC-HCI, DMAP,
CH,Cl, RT, 18 h

30 %

(0] O
HOMS/S\/YO\/\O)V XO
(0]

EDC-HCI, DMAP, CH,Cl,, RT, 18 h OZ\

74 %

oj\o/\/oj(\
(6]
Abbildung 118: Synthese des Acrylat-funktionalisierten Cabazitaxels (CTX).

Der Linker konnte durch eine Steglich-Veresterung von 3,3°-Dithiodipropionséure mit
2-Hydroxyethylacrylat (HEA) mit einer Ausbeute von 30 % synthetisiert werden. Die
anschlieBende zweite Steglich-Veresterung mit dem rot markierten sekundéaren Alkohol

des Cabazitaxels konnte mit einer Ausbeute von 74 % durchgefthrt werden.
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Abbildung 119: *H-NMR-Spektrum des funktionalisierten Cabazitaxels (CTX) in CDCl; (400 MHz).

121



Abbildung 119 zeigt das H-NMR-Spektrum des funktionalisierten Wirkstoffs. Die
Integrale wurden auf das Signal 1 des Wirkstoffs referenziert. Die Signale 5 und 6 zeigten,
dass die Funktionalisierung des Wirkstoffs quantitativ war. Auch die Signale 4, sowie 2
und 3 waren in guter Ubereinstimmung mit den theoretischen Werten. Da die Molmassen
des Edukts und Produkts im Bereich von 1000 g/mol lagen, konnten sie zusétzlich mittels
GPC-Messungen analysiert werden. Die in Abbildung 120 gezeigten Elugramme zeigten
deutlich unterschiedliche Retentionszeiten und eine enge Verteilung der Molmasse. Auch
die Ergebnisse der GPC-Messungen sprachen fir die quantitative Funktionalisierung des
Cabazitaxels. Die Ergebnisse der Massenspektroskopie (vgl. Abschnitt 7.2.6) zeigten
ebenfalls eine kovalente Bindung zwischen Linker und Wirkstoff und keine Rickstéande

des Edukts waren detektierbar.
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Abbildung 120: GPC-Elugramm des Acrylat-funktionalisierten und unfunktionalisierten Cabazitaxels.

Das in diesem Abschnitt erfolgreich synthetisierte Acrylat-funktionalisierte Cabazitaxel

sollte in den nachsten Abschnitten kovalent an das Polymer P7 gebunden werden.

Polymeranaloge Funktionalisierung

Zunachst sollte der Wirkstoff Uber eine polymeranaloge Reaktion in das Polymer
eingebracht werden. Dazu wurden, analog zu den Voruntersuchungen, die Thiolactone mit
einem priméaren Amin getffnet. AnschlieRend sollte der funktionalisierte Wirkstoff mit
den, wahrend der Reaktion entstehenden, Thiolen im Sinne einer Michael-Addition
reagieren (Abbildung 121). Um sicherzustellen, dass genug freie Thiole fur die
Michael-Addition zuganglich waren und der pH-Wert der Reaktion basisch war, wurden
5.0 eq. der primédren Amine bezogen auf die Thiolactonfunktionen eingesetzt. Wie bereits
in Abschnitt 5.3.2 wurden 1-Propyl- und 1-Hexylamin verwendet, um mdgliche Einfliisse
der Polaritat des Amins auf die Reaktion selbst und Eigenschaften der funktionalisierten

Polymere zu untersuchen.
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Abbildung 121: Funktionalisierung des Polymers P7 durch Ringéffnung mit 1-Propyl-(P7.5) oder
1-Hexylamin (P7.6) und anschlieBender Michael-Addition mit dem Acrylat-funktionalisierten CTX.

Es wurden je 0.3 eq. des funktionalisierten Wirkstoffs bezogen auf die Thiolactoneinheiten
verwendet. Dies wirde bei einer quantitativen Funktionalisierung etwa drei
Wirkstoffmolekile pro Polymerkette entsprechen. Dies wiederum kame einer
Beladungskapazitat von etwa 30 % gleich. Damit wére das System gut mit der Literatur(?2*]
vergleichbar. Die Ergebnisse der Reaktionen sind in Tabelle 33 dargestellt. Die Polymere
zeigten eine  quantitative  Ringdffnung, da die theoretisch  erwartbaren
Wiederholungseinheiten des Amins (Signal 5) mit denen der NMR-Spektren (Abbildung
122) Gbereinstimmten. Zudem konnte eine (P7.5) bzw. 0.5 (P7.6) Einheiten des Wirkstoffs
pro Polymerkette in das Polymer eingebracht werden. Zur Bestimmung wurde das Signal
6 des Cabazitaxels verwendet. Beim Vergleich mit dem nicht funktionalisierten Polymer
P7 war ein Anstieg der Molmasse und der Dispersitdt zu erkennen. Dieser entsprach in
etwa dem theoretisch erwarteten Wert. Die in Abbildung 123 dargestellten
GPC-Elugramme zeigten jedoch eine hochmolekulare Schulter und ein zweites
niedermolekulares Signal.

Tabelle 33: Analytische Daten der Polymere P7/7.5/6 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DP 3

Polymer aminjcTx . Mn® M® oy M o de®(H20) [nm]

[a/mol]  [g/mol] [g/mol] (PDI)
(theo.)

16+1

7 --- 7200 7910 112 8490 111 (0.168 + 0.019)
9/1 25+8

7.5 (10/3) 9500 9630 114 9810 1.13 (0.301 £ 0.024)
9/0,5 15+3

7.6 (10/3) 9000 9430 116 9500 1.16 (0.359 + 0.030)

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).
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Abbildung 122: *H-NMR-Spektrum des CTX-funktionalisierten Polymers P7.5 in CDCl; (400 MHz).

Die Retentionszeit des niedermolekularen Signals entsprach der des funktionalisierten
Wirkstoffs, sodass davon ausgegangen werden musste, dass zumindest ein Teil des
Wirkstoffs nicht kovalent am Polymer gebunden war. Die hochmolekulare Schulter kdnnte
durch die ungewollte Vernetzung einiger, wéahrend der Ring6ffnung entstandenen, freien
Thiole zustande gekommen sein. Um genauer zu untersuchen, inwieweit das Cabazitaxel

wirklich kovalent am Polymer gebunden war, wurden DOSY -Messungen durchgefthrt.
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Abbildung 123: GPC-Elugramme der CTX-funktionalisierten Polymere P7.5/6 im Vergleich mit dem
unfunktionalisierten Polymer P7.

Abbildung 124 zeigt das erhaltene Spektrum fir P7.5. Die Signale waren auf zwei

verschiedene Diffusionskoeffizienten aufgeteilt. So besaRen alle Signale des Wirkstoffs
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einen deutlich gréReren Diffusionskoeffizienten (ca. 3-101° m?/s) als die Signale des
Polymers (ca. 1-101° m?s). Dieser deutliche Unterschied lieR sich nur durch die nicht
kovalente Bindung des Wirkstoffs an das Polymer erkldren. Damit unterstiitzten die
DOSY-Messungen die Ergebnisse der GPC-Messungen und es musste davon ausgegangen
werden, dass der Wirkstoff, welcher im *H-NMR-Spektrum sichtbar war, nicht kovalent

mit dem Polymer verbunden war.
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Abbildung 124: Ausschnitt des DOSY-NMR-Spektrums von P7.5 mit zugehdrigen
Diffusionskoeffizienten der Komponenten in CDCl; (600 MHz).

Da die polymeranaloge Funktionalisierung des Polymers P7 nicht erfolgreich war, sollte
der  Acrylat-funktionalisierte ~ Wirkstoff im  ndchsten  Schritt durch eine

RAFT-Polymerisation mit dem Polymer verkn(pft werden.

Funktionalisierung durch Polymerisation

Da das funktionalisierte Cabazitaxel eine Acrylat-Funktion enthélt, sollte es mdglich sein
den Wirkstoff durch eine Polymerisation in ein Polymer einzubringen. Um diese Hypothese
zu untersuchen, sollten zwei Polymere ausgehend von PP7 bzw. P7 synthetisiert werden
(Abbildung 125). So sollte zum einen in einer Copolymerisation mit dem Thiolacton-
haltigen Monomer (M1) ein statistischer Block des vernetzenden Monomers und des
Wirkstoffs erhalten werden (P7.7). Zum anderen sollte der Wirkstoff allein als dritter

Polymerblock polymerisiert werden (P7.8).
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Abbildung 125: Synthese der Polymere P7.7/8 ausgehend von PP7 bzw. P7 mittels RAFT-Polymerisation.
Die Ergebnisse der NMR-, GPC- und DLS-Messungen sind in Tabelle 34 dargestellt. Es
zeigte sich, dass 2.0 bzw. 1.5 Einheiten des Wirkstoffs polymerisiert werden konnten. Das
entspricht in etwa 50 % des eingesetzten Wirkstoffs und einer Beladungskapazitat (LC)
von etwa 15-20 %. Dies waren erneut gut mit der Literatur vergleichbare Werte.[224
Polymer P7.7 besa nur sieben der zehn theoretischen Wiederholungseinheiten des
Thiolacton-Monomers (M1). Da die Polymerisation fiir alle anderen Polymere nahezu
quantitativ verlief, muss davon ausgegangen werden, dass der funktionalisierte Wirkstoff
nur schlecht mit dem Monomer M1 copolymerisierbar ist. Sowohl das NMR-Spektrum von
P7.7 als auch das von P7.8 zeigten noch Reste des funktionalisierten Wirkstoffs
(Abbildung 126). Die Signale 5 und 6 entsprachen den Acrylat-Protonen und deuten daher
auf einen nicht vollstdndigen Umsatz hin. Ihre Intensitat war jedoch geringer (ca. 0.5
Wiederholungseinheiten) als die des zur Bestimmung der Wirkstoffmenge benutzten

Signals 4. Der Wirkstoff war also offenbar nicht vollstandig am Polymer gebunden.

Tabelle 34: Analytische Daten der Polymere P7.7/8 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DP @ x/y/z Mp? Mn?) b) Mn© 0 dh® (H20) [nm]
Polymer
(theo.) [a/mol] [g/mol] [g/mol] (PDI)
52/7/2 17+1
P7.7 (52/10/3) 10000 9460 111 9670 1.12 (0.292 + 0.021)
52/10/1.5 18+ 3
P7.8 (52/10/3) 9500 9630 114 9800 1.14 (0.269 + 0.023)

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen (c = 0.1-0.5 mmol/L).

Die GPC-Messungen lieRen den gleichen Schluss zu. Obwohl die Dispersitaten gering
waren und die polymeren Signale eine enge Verteilung zeigten, war in beiden Elugrammen

ein zusatzliches niedermolekulares Signal zu erkennen (Abbildung 127).
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Abbildung 126: *H-NMR-Spektrum von P7.8 in CDCl; (400 MHz).

Die Molmasse entsprach der des funktionalisierten Wirkstoffs. Dies war erneut ein Hinweis
auf eine nicht quantitative Funktionalisierung des Polymers. Da die Maxima der polymeren
Signale jedoch bei beiden Polymeren zu kirzeren Retentionszeiten verschoben waren,
konnte vermutet werden, dass zumindest ein Teil des Wirkstoffs kovalent an das Polymer
gebunden war. Die DLS-Messungen lieBen erneut keine Rickschllsse zu, da sich die
MizellgroRen in Wasser fir die funktionalisierten Polymere (P7.7/8) und das
unfunktionalisierte Polymer (P7) nicht signifikant unterschieden. Um die Annahme der

teilweisen Funktionalisierung zu bestatigen, wurden DOSY-Messungen durchgefihrt.

Abbildung 128 zeigt das DOSY-Spektrum fiir P7.8. Wie zuvor bei der polymeranalogen

Funktionalisierung waren erneut deutlich Signale fir zwei unterschiedliche

Diffusionskoeffizienten detektierbar. Signale, die eindeutig dem Wirkstoff zugeordnet
werden konnten (z.B. 6 = 8.1) besallen einen groferen Diffusionskoeffizienten (ca.

2.8-101% m?/s) als die Signale des Polymers (ca. 1.7-101° m?%/s).
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Abbildung 127: GPC-Elugramme der CTX-funktionalisierten Polymere P7.7/8 im Vergleich mit den
unfunktionalisierten Polymeren PP7/P7.

Da die Signale des Wirkstoffs ausschlieBlich bei dem gréRieren Diffusionskoeffizienten
sichtbar waren, lieRRen die Ergebnisse der DOSY -Messungen vermuten, dass der Wirkstoff
Uberhaupt nicht oder nur zu sehr geringem Male kovalent mit dem Polymer verkniipft

werden konnte.
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Abbildung 128: Ausschnitt des DOSY -Spektrums von P7.8 mit zugehdérigen Diffusionskoeffizienten der
Komponenten in CDCI; (600 MHz).

Da die Ergebnisse der NMR-, GPC- und DOSY-Messungen keinen eindeutigen Beweis fiir
die kovalente Bindung des Wirkstoffs an das Polymer lieferten, musste davon ausgegangen
werden, dass der Wirkstoff, wenn Uberhaupt, nur zu einem kleinen Teil polymerisiert
werden konnte. Der Grund fur dieses unerwartete Verhalten bei der Polymerisation bedarf

noch weiterer Untersuchungen und ist noch nicht abschliel3end geklart.
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Zusammenfassung

In diesem Abschnitt konnte ein Acrylat-funktionalisiertes Derivat des Zytostatikums
Cabazitaxel erfolgreich in einer zweistufigen Synthese mit einer Ausbeute von 74 %
dargestellt werden (Abbildung 129).

0]
(0]

(0]
0.9eq. HO\/\OM

EDC-HCI, DMAP,
CH,Cl,, RT, 18 h

(0] O
HOJ\/\S/S\/WO\/\O)V
(0]

EDC-HCI, DMAP, CH,Cly, RT, 18 h

30 %

74 %

p\

(0]

0O
Abbildung 129: Synthese des Acrylat-funktionalisierten Cabazitaxels (CTX). °
Die quantitative Funktionalisierung konnte dabei sowohl durch NMR- als auch durch
GPC-Messungen bestétigt werden. Des Weiteren konnte in Voruntersuchungen zur
teilweisen Offnung der Thiolactone des Polymers P7 und der darauffolgenden
Nanopartikelsynthese (NP7.3/4) gezeigt werden, dass auch bereits funktionalisierte

Polymere zu Nanopartikeln vernetzt werden kénnen (Tabelle 35).

Tabelle 35: Analytische Daten der Nanopartikel NP7.3/4 bestimmt via GPC und DLS.

np  dn? (H20) [nm] dn® (MeOH) [nm] Umsatz® Umsatz? M.

(PD1) (PDI) [%]  [%]  [g/mol]
17+3 18+ 3
73 (0179+0036) (0.193+0042) O3 82 128000 1.3
74 19%2 16+1 80 83 132200 116

(0.209 +0.028)  (0.176 % 0.029)
a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch Flachenvergleich des GPC-
Elugramms, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC mit
nicht vernetztem Polymer als Referenz; d) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA
Standard) (c = 3 mg/mL).

Nun sollten diese Ergebnisse mit dem Acrylat-funktionalisierten Wirkstoff bestatigt
werden. Es zeigte sich, dass die polymeranaloge Funktionalisierung (Abbildung 130) mit

dem Wirkstoff nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Obwohl im NMR-Spektrum
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einige Signale dem Wirkstoff zugeordnet werden konnten, zeigten sowohl GPC- als auch

OVCTX

DOSY-Messungen, dass der Wirkstoff nicht kovalent am Polymer gebunden war.

P7.5:5.0 eq. NH/\/
N~
P7.6:5.0eq. NH; > >~
CH2 TEA, CHCl3 RT, 72 h CH2
CHs

Abbildung 130: Funktionalisierung des Polymers P7 durch Michael-Addition mit 1-Propyl-(P7.5) oder
1-Hexylamin (P7.6) mit dem Acrylat-funktionalisierten CTX.

P7.5/6

In weiteren Versuchen sollte der Wirkstoff daher durch Polymerisation in das Polymer
eingebracht werden. Dazu wurden die beiden in Abbildung 131 gezeigten Ansatze verfolgt.
Die Ergebnisse der NMR-Spektroskopie zeigten, dass der Wirkstoff zumindest teilweise
erfolgreich polymerisiert werden konnte. GPC- und DOSY -Messungen widerlegten diese
Annahme und es musste davon ausgegangen werden, dass der im NMR-Spektrum sichtbare

Wirkstoff nicht kovalent an das Polymer gebunden war.
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Abbildung 131: Synthese der Polymere P7.7/8 ausgehend von PP7 bzw. P7 mittels RAFT-Polymerisation.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Tumorerkrankungen zéhlen neben Herz-Kreislauferkrankungen immer noch zu den
h&ufigsten frihzeitigen Todesarten weltweit. Daher ist neben der Entwicklung neuartiger
Wirkstoffe und Diagnostika auch die Optimierung bereits etablierter Therapien und
diagnostischen Verfahren von zentraler Wichtigkeit. Besonders die Formulierung von
Wirkstoffen oder Diagnostika konnte in den vergangenen Jahrzehnten durch die
Verwendung von Tragersystemen wie z.B. polymeren Nanopartikeln signifikant verbessert
werden. Dazu zahlen z.B. die stimulus-induzierte Freisetzung eines Wirkstoffs oder die
Anreicherung eines Wirkstoffs oder Diagnostikums im Zielgewebe durch passives oder
aktives targeting. Dadurch konnte die Effizienz der jeweiligen Verfahren teils deutlich
erhdht werden. Die Vergangenheit zeigte jedoch, dass die verwendeten Nanopartikel durch
Akkumulation im Korper teils toxische Reaktionen hervorgerufen haben. Um diese
Toxizitat zu umgehen, wurde in den vergangenen Jahrzehnten vermehrt auf dem Gebiet der
bioabbaubaren Nanopartikel geforscht. Die Vernetzung dieser Nanopartikel ist reversibel
und kann durch korpereigene Prozesse, wie z.B. pH-Wert-Veranderung oder reduktive
Umgebungen gespalten werden. Das Ziel dieser Arbeit sollte daher die Synthese und
Charakterisierung  bioabbaubarer  polymerer  Nanopartikel ~ fir  biomedizinische
Anwendungen sein. Im ersten Kapitel (5.1) dieser Arbeit konnte eine erfolgreiche Synthese

von kovalent kernvernetzten Nanopartikeln vorgestellt werden.

Tabelle 36: Analytische Daten der Polymere P1/2/3.1-3 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

Polymer D(Ishaéo)f;y [g“/ﬂnﬁn [gl\//ln:tgl] o [g'>/|n:2I] po (l(_|F$IZC)) |))[nm]
P1 ég‘;’) 3470 4410 116 4530 1.16 (0.292 T )
P2 (ggﬁé) 6950 7200 117 7390 1.18 (0_192;15 ;01_015)

P3.1 (ggg) 9020 10320 116 10680 1.17 (0_25134 501_028)
P3.2 (8822/’192) 9530 10850 118 11260 119 ) 4__101.023)
P3.3 (ggﬁg) 10050 11170 119 11610 1.20 (0_18262 502_010)

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).
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Dazu wurden zunéchst drei Prépolymere durch eine Kkationische

anschlieRend finf  Blockcopolymere
RAFT-Polymerisation erfolgreich synthetisiert und charakterisiert

ringoffnende

Polymerisation  und insgesamt

mittels

(Tabelle 36).
Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die kovalente Verknipfung der beiden

Polymerbldcke gelegt. Die nun folgende Kernvernetzung mit den Vernetzern HDDA und
DSDA im Sinne einer weiteren RAFT-Polymerisation wurde mittels GPC-, DLS- und
DOSY-Messungen analysiert. Dabei dass der Umsatz der

Vernetzungsreaktion fur HDDA als Vernetzer maximal 47 % betrug. Polymere mit

stellte sich heraus,

kleineren Molmassen fiihrten dabei zu héheren Umsétzen. Auch die Erhohung der
Vernetzermenge hatte einen positiven Einfluss auf den Umsatz der Reaktion, jedoch in
geringerem MaRe (Abbildung 132). Die Verwendung von DSDA als bioabbaubar
Vernetzer flihrte zu geringeren Umsétzen (ca. 20 %). Auch die Einflisse der Molmasse der

Polymere sowie der Vernetzermenge waren nicht mehr eindeutig zu erkennen (Abbildung
133).
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Abbildung 132: Oben: Einfluss der Menge des vernetzenden Monomers HDDA auf die mittels GPC
bestimmte Nanopartikelbildung (schwarz: direkter Vergleich der Elugrammflachen; blau: Vergleich mit
polymerer Referenz.); Unten: entsprechende GPC-Elugramme der Nanopartikel.
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Die Abbauexperimente zeigten, dass die Nanopartikel in Abhéngigkeit der
DTT-Konzentration zwischen vier und 14 Tagen fir einen vollstdndigen Abbau bendétigten.
Da eine weitere Optimierung der Vernetzungsreaktion nicht ohne weiteres moglich war
und ca. 50 % Umsatz fur die geplanten biomedizinischen Anwendungen zu wenig waren,
um eindeutige Ergebnisse zu erhalten, sollte im néchsten Abschnitt eine neue
Vernetzungsmethode untersucht werden.

Im n&chsten Kapitel (5.2) konnte die Synthese von biokompatiblen Nanopartikeln auf Basis
der Thiolacton-Chemie vorgestellt werden. Es konnten Umsatze von bis zu 90 % zum
kovalent vernetzten Nanopartikel erreicht werden. Die Reaktionsoptimierung zeigte, dass
die Menge des Vernetzers Cystamin (Abbildung 134) einen entscheidenden Einfluss auf
den Umsatz der Vernetzungsreaktion besall und dass die Reaktion bereits unter milden
Reaktionsbedingungen (40 °C, 20 h) effektiv ablauft. Auch die Polymerarchitektur hatte
Einfluss auf den Umsatz der Reaktion. Eine effektive Vernetzung bendtigte mindestens
zehn Wiederholungseinheiten des vernetzenden Thiolacton-Monomers (M1). Die
zusétzliche Copolymerisation von n-Butylacrylat im hydrophoben Block konnte den
Umsatz ebenfalls in geringem Malie steigern. Die Partikel sollten durch die Verwendung

des reduktiv spaltbaren Vernetzers Cystamin biologisch abbaubar sein. Dieses
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Abbauverhalten wurde zundchst mittels GPC-Messungen untersucht. Dabei stellte sich

heraus, dass alle mit Cystamin vernetzten Nanopartikel vollstandig innerhalb von 24 h unter

intrazellularen Bedingungen abgebaut werden.
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Abbildung 134: Links: Einfluss der (A) Vernetzer-Aquivalente, (B) Reaktionstemperatur und (C)
Reaktionszeit auf den Umsatz von Polymer P4 zum vernetzten Nanopartikel, bestimmt via GPC. (schwarz:
direkter Vergleich der Elugrammfléachen; blau: Vergleich mit polymerer Referenz); rechts: entsprechende
GPC-Elugramme der verschiedenen Nanopartikel.

AnschlieBend wurden DLS-Langzeitmessungen bei unterschiedlich stark reduktiven

Bedingungen durchgefiihrt, um mehr Informationen Uber die Kinetik des Abbaus zu

erlangen. Es zeigte sich, dass die mit Cystamin vernetzten Nanopartikel nur unter der

intrazelluldren Konzentration (10 mM) des Spaltungsreagenzes DTT abgebaut werden.
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Abbildung 135: DLS-Abbauexperimente der Nanopartikel NP4.1+2 mit verschiedenen Konzentrationen
von DTT, gemessen in MeOH mit 1 %v/v TEA.

Eine extrazellulédre Konzentration (10 puM) fuhrte nicht zum Abbau der Partikel innerhalb
von zwolf Stunden. Ein Referenznanopartikel ohne reduktiv spaltbare Bindungen zeigte
weder flr intra- noch fur extrazellulare Umgebungen ein Abbauverhalten. Die
Polymerarchitektur besaR einen Einfluss auf die Kinetik der Abbaureaktion. Polymere,
welche mehr Thiolacton-Funktionalitaten besaRen, wiesen eine langere Abbauzeit auf. Die
zusétzliche Copolymerisation von n-Butylacrylat fiihrte, bislang ungeklarter Weise, zu

einer Verkirzung der Abbauzeit.
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Abbildung 136: In-vitro Zellviabilitdt von COS-7-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von Polymer P4 (schwarz) und Nanopartikel NP4.1 (blau) im Vergleich zu Proben ohne
Polymer oder Nanopartikel (n = 3). Bestimmung mittels CCK-8.

Im letzten Schritt wurde die Biokompatibilitat der Nanopartikel untersucht (Abbildung

136). Weder die Polymere noch die Nanopartikel zeigten im untersuchten
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Konzentrationsbereich (bis 1 mg/mL) nennenswerte zytotoxische Eigenschaften. Die
biokompatiblen Nanopartikel eignen sich daher hervorragend fiir eine ganze Bandbreite an
medizinischen Anwendungen. Die vielen verschiedenen Modifizierungsmaoglichkeiten
kénnen zur Synthese multifunktioneller Nanopartikel genutzt werden. Einige

Funktionalisierungsmoglichkeiten konnten in dieser Arbeit bereits untersucht werden.

Zuerst wurde die Synthese SiFA-funktionalisierter Polymere fir Anwendungen im Bereich
der PET-Diagnostik untersucht (Abschnitt 5.3.1). Dazu konnte erfolgreich eine vierstufige
Synthese des SiFA-funktionalisierten Initiators 11 fir die CROP von 2-Ethyl-2-Oxazolin
durchgefuhrt werden. Die daraus synthetisierten Polymere zeigten eine unerwartet
schlechte Wasserloslichkeit (Tabelle 37), sodass sie sich nicht fir mogliche diagnostische

Anwendungen eigneten.

Tabelle 37: Analytische Daten der Polymere P8/9 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

DP @ x/y/z Mp? Mp?) b) Mn© o th? (H20) [nm]
Polymer
(theo.) [a/mol] [g/mol] [g/mol] (PDI)
33/4/8 83+ 11*
P8 (33/5/10) 5620 5340 121 5480 1.21 (0.293 + 0.019)
52/0/10 504 + 30*
P9 (52/0/10) 7650 7890 119 8480 1.17 (0.300 + 0.030)

a) bestimmt via 'H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); c¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L); *: Probe schlecht
I6slich.

Durch die Mischung von einem SiFA-funktionalisierten Polymer (P9) mit einem
unfunktionalisierten Polymer (P7) konnten dennoch gut wasserlosliche Nanopartikel

synthetisiert werden (Tabelle 38).

Tabelle 38: Analytische Daten der Nanopartikel NP10.1/2 bestimmt via GPC und DLS.

NP drn? (H20) [nm] dn?® (MeOH) [nm] Umsatz® Umsatz® My? d)

(PDI) (PDI) [%] [%]  [g/mol]

13+2 17+3
101 (0287+0128) (0.194+0033) 2 83 131000 121
10.2 10+2 164 82 82 123400 1.20

(0.373+0.020)  (0.236 + 0.051)

a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch Flachenvergleich des GPC-
Elugramms, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC mit
nicht vernetztem Polymer als Referenz; d) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA
Standard) (c = 3 mg/mL).
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Diese war dabei unabhéngig vom eingesetzten Verhéltnis der beiden Polymere (10/1 und
1/1). Das Abbauverhalten dieser funktionalisierten Nanopartikel glich dem von nicht
funktionalisierten Nanopartikeln und die Abbauzeiten lagen mit 3.0-3.5 Stunden ebenfalls
im identischen Bereich (Abbildung 137).
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Abbildung 137: DLS-Abbauexperimente der gemischten Nanopartikel NP10.1/2 mit und ohne DTT,
gemessen in MeOH mit 1 %v/v TEA.

Da die Nanopartikel alle Voraussetzungen fiir mégliche diagnostische Anwendungen
erflllen, kénnten sie zukinftig in in vitro oder in vivo Experimenten eingesetzt werden.
Dabei ware von besonderem Interesse, welche Menge an SiFA-Funktionalitaten fur eine
effektive Diagnostik ben6tigt wird und in welchem MaRe weitere Funktionalitaten, wie
beispielsweise ein Wirkstoff, in die Nanopartikel eingebracht werden kann. Auch der
Aufbau einer Polymerbibliothek fur multifunktionelle Nanopartikel wére von grolRem

Interesse.

Im nachsten Abschnitt (5.3.2) konnte der Wirkstoff 4-MU erfolgreich in Polymermizellen
und Nanopartikeln verkapselt werden. Fir die Polymere wurden die beiden, jeweils mit
einem Amin und einem Acrylat modifizierten, Polymere P7.1/2 verwendet (Tabelle 39).
Fir die Einlagerung des Wirkstoffs wurden die Wirkstoffkonzentration (DC), die
Beladungskapazitdt (LC) und die Beladungseffizienz (LE) als kritische Parameter
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identifiziert und untersucht. Die Variation des Verhéltnisses zwischen Polymer und
Wirkstoff zeigte, dass ein Verhéltnis von 10:1 sowohl fur P7.1 als auch fir P7.2 die
optimalen Ergebnisse lieferte (Abbildung 138).

Tabelle 39: Analytische Daten der Polymere P7.1/2 bestimmt via NMR, GPC und DLS.

Polymer DIX) _ Mn? MnP) o M9 5 dr® (H20)
cry./Amin
heo)  19/mol]  [/mol] [g/mol] [nm] (PDI)
10/9 513
P (10/10) 8630 8560 114 9180  LI3 (0.143 + 0.019)
9/9 14+2
P12 (10/10) 2020 7830 115 8409 1.4 (0.169 + 0.039)

a) bestimmt via *H-NMR Endgruppenanalyse; b) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr
(PMMA Standard) (c = 3 mg/mL); ¢) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PS Standard)
(c = 3 mg/mL); d) bestimmt durch DLS-Messungen in VE-Wasser (¢ = 0.1-0.5 mmol/L).

Bei der Variation der Polymerkonzentration bei einem konstanten Verhaltnis von Polymer
zu Wirkstoff von 10:1 stellte sich eine Polymerkonzentration von 10 mg/mL als die Beste
heraus (Abbildung 139). Besonders der Wert flr die Beladungskapazitat (LC) blieb mit

maximal 8 % jedoch deutlich unter den vergleichbaren Literaturwerten.?°]
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Abbildung 138: Einfluss der 4-MU Konzentration auf die (links) Solubilisierung von 4-MU in P7.1
Mizellen in VE-Wasser bei Raumtemperatur, dargestellt durch Wirkstoffkonzentration (DC),
Beladungseffizienz (LE) und Beladungskapazitat (LC) und (rechts) gemittelte PartikelgréRe und
Polydispersitatsindex. Die Konzentration von P7.1 wurde auf 10 mg/mL eingestellt und die 4-MU
Konzentration wurde von 1 bis 10 mg/mL variiert. Die Daten sind Mittelwerte £ SD (n = 3).
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Abbildung 139: Wirkung der P7.1 und 4-MU Konzentrationen auf die (links) Solubilisierung von 4-MU in
P7.1 Mizellen in VE-Wasser bei Raumtemperatur, dargestellt durch die Wirkstoffkonzentration (DC), die
Beladungseffizienz (LE) und die Beladungskapazitat (LC), und (rechts) die gemittelte PartikelgroRe und
den Polydispersitatsindex. Die Konzentration von P7.1 wurde von 1 bis 50 mg/mL bei einem konstanten

Gewichtsverhdltnis von P7.1 zu 4-MU (10:1) variiert. Die Daten sind Mittelwerte £ SD (n = 3).

Die Freisetzung des Wirkstoffs wurde ebenfalls untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
bereits ein Groliteil des Wirkstoffs (66 + 2 %) nach sechs Stunden freigesetzt worden war.
Der gesamte Wirkstoff war nach ca. 48 Stunden freigesetzt (Abbildung 140).
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Abbildung 140: Freisetzung von 4-MU aus P7.1 Mizellen (10:1 Verhdltnis; 10 mg/mL Polymer) in
PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) bei 36 °C. Die Daten sind Mittelwerte + SD (n = 3).

Mit den zuvor ermittelten optimalen Parametern fiir die mizellare Verkapselung wurde ein
Nanopartikel (NP7) hergestellt. Dabei hatte der Wirkstoff keinerlei Einfluss auf die
Vernetzungsreaktion mit Cystamin. Auch den Abbau der Nanopartikel beeintrachtigte er
nicht. Die Freisetzung von 4-MU aus dem Nanopartikel wurde mit und ohne das
Spaltungsreagenz DTT untersucht (Abbildung 141). Dabei zeigte sich, dass die Spaltung
der Vernetzungspunkte des Nanopartikels keinen Einfluss auf die Freisetzung des
Wirkstoffs besaR. Der Grund hierfir bedarf weiterer Untersuchungen. Eine mogliche
Erklarung ware jedoch, dass der Wirkstoff sich nicht in den Kern des Nanopartikels,

sondern sich nur an der Grenze zwischen dem hydrophilen und hydrophoben Segment der
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Polymerketten eingelagert hat. Im Vergleich zu den Polymermizellen beschleunigte sich

die Freisetzung innerhalb der ersten sechs Stunden sogar auf 80 + 14 %.
10 mM DTT 0 mM DTT

120 120
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Abbildung 141: Freisetzung von 4-MU aus NP7 (Verhaltnis 10:1; 10 mg/mL Nanopartikel) in PBS-Puffer
(10 mM, pH = 7.5) mit (links) oder ohne (rechts) 10 mM DTT bei 36 °C. Die Daten sind Mittelwerte + SD
(n=23).
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Die Nanopartikel eignen sich daher nur bedingt als Wirkstofftragersystem fur 4-MU und
es mussen weitere Untersuchungen zur Optimierung der Beladungskapazitat (LC)
durchgefuhrt werden.

Im letzten Kapitel (5.3.3) sollte das Zytostatikum Cabazitaxel (CTX) kovalent an ein
Polymer gebunden werden. Dazu konnte ein Acrylat-funktionalisiertes Derivat des
Zytostatikums Cabazitaxel erfolgreich in einer zweistufigen Synthese mit einer Ausbeute
von 74 % dargestellt werden (Abbildung 142).
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Abbildung 142: Synthese des Acrylat-funktionalisierten Cabazitaxels (CTX).
Die quantitative Funktionalisierung konnte dabei sowohl durch NMR- als auch durch
GPC-Messungen bestétigt werden. Des Weiteren konnte in Voruntersuchungen zur
teilweisen Offnung der Thiolactone des Polymers P7 und der darauffolgenden
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Nanopartikelsynthese (NP7.3/4) gezeigt werden, dass auch bereits funktionalisierte

Polymere zu Nanopartikeln vernetzt werden kénnen (Tabelle 40).

Tabelle 40: Analytische Daten der Nanopartikel NP7.3/4 bestimmt via GPC und DLS.

NP dn? (H20) [nm] dn® (MeOH) [nm] Umsatz® Umsatz® My

d)
(PDI) (PDI) %]  [%] [g/mol] P
17+3 1843
73 (0179+0036) (0.193+0042) O3 82 128000 1.13
7.4 1542 16+ 1 80 83 132200 1.16

(0.209 +0.028)  (0.176 + 0.029)
a) bestimmt durch DLS-Messungen (¢ = 1 mg/mL); b) bestimmt durch Flachenvergleich des GPC-
Elugramms, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA Standard) (¢ = 3 mg/mL); c) bestimmt durch GPC mit
nicht vernetztem Polymer als Referenz; d) bestimmt durch GPC, gemessen in DMF + 5 g/L LiBr (PMMA
Standard) (c = 3 mg/mL).

Nun sollten diese Ergebnisse mit dem Acrylat-funktionalisierten Wirkstoff bestatigt
werden. Es zeigte sich, dass die polymeranaloge Funktionalisierung (Abbildung 143) mit
dem Wirkstoff nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Obwohl im NMR-Spektrum
einige Signale dem Wirkstoff zugeordnet werden konnten, zeigten sowohl GPC- als auch

DOSY-Messungen, dass der Wirkstoff nicht kovalent am Polymer gebunden war.

0.3 eq. /YO\/CTX
[¢]
N O
o
g
CHy
52

P7.5:5.0 eq. NHQ/\/
~ . PN N o
P7.6:5.0 eq. NH; ):O
TEA, CHCl3 RT, 72 h CH,
¥
CHj;
52
CTX

Abbildung 143: Funktionalisierung des Polymers P7 durch Michael-Addition mit 1-Propyl-(P7.5) oder
1-Hexylamin (P7.6) mit dem Acrylat-funktionalisierten CTX.

P7 P7.5/6

In weiteren Versuchen sollte der Wirkstoff daher durch Polymerisation in das Polymer
eingebracht werden. Dazu wurden die beiden in Abbildung 144 gezeigten Ansatze verfolgt.
Die Ergebnisse der NMR-Spektroskopie zeigten, dass der Wirkstoff zumindest teilweise
erfolgreich polymerisiert werden konnte. GPC- und DOSY -Messungen widerlegten diese
Annahme und es musste davon ausgegangen werden, dass der im NMR-Spektrum sichtbare

Wirkstoff nicht kovalent an das Polymer gebunden war.
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Abbildung 144: Synthese der Polymere P7.7/8 ausgehend von PP7 bzw. P7 mittels RAFT-Polymerisation.
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7 Experimentelles

7.1 Allgemeines

Losungsmittel

Die benétigten trockenen Losungsmittel wurden tber ein SPS-5 System der Firma MBraun
gereinigt. Die technischen Losungsmittel wurden mit einem Rotationsverdampfer
Rotavapor 210 der Firma Buchi destilliert. Wenn nicht anders angegeben, wurden die
Losemittel bei einer Temperatur von 40 °C in einem Rotationsverdampfer entfernt.
AnschlieRend wurde, falls noétig, das restliche Losemittel am Hochvakuum durch eine

Vakuumpumpe RZ 6 der Firma Vacuubrand GmbH entfernt.

Feuchtigkeits-/Sauerstoffempfindliche Reaktionen

Wenn das Arbeiten unter Schutzgasatmosphére noétig war, wurden Feststoffe im
Argongegenstrom und Flissigkeiten mittels Einmalspritzen und Kantlen zugegeben. Die
ReaktionsgefaRe wurden zuvor im Vakuum bei 630 °C oder mit Hilfe eines

Bunsenbrenners ausgeheizt.

Polymerdialyse
Zur Polymerdialyse wurde, wenn nicht anders angegeben, ein Dialyseschlauch mit MWCO
1000 verwendet.

NMR-Spektroskopie

Die 'H-NMR und BC-NMR-Spektren wurden mit FT-NMR-Geréten der Firma Bruker des
Typs DRX-400 (400 MHz), DRX-500 (500 MHz) oder DRX-600 (600 MHz) aufgenommen.
Die chemische Verschiebung 6 wurde in ppm gemessen und die Kopplungskonstanten J in
Hz angegeben. Sémtliche Spektren wurden mit dem Programm ACD Labs 12.0

ausgewertet.

FT-IR Spektroskopie
Die FT-IR Spektren wurden mit einem Gerat der Firma Bruker des Typs Tensor 27

aufgenommen und mit dem Programm Opus ausgewertet.
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Dynamische Lichtstreuung

Fur die DLS-Messungen wurde ein ZetaPALS der Firma Brookhaven Instruments
Cooperation verwendet. Die Messungen wurden mit der Software BIC Particle Solutions
ausgewertet. Zur Probenmessungen wurden Polymerldsungen mit einer Konzentration von

0.5 mmol/L und Nanopartikelldsungen mit einer Konzentration von 1 mg/mL verwendet.

DLS Abbauexperimente

Fur die Experimente zum Abbau der Nanopartikel wurde 1 mg jedes Partikels in 5 mL
Methanol mit 1 % v/v Triethylamin gel6st. Nun wurde die Probe 30 Minuten lang mit
Argon entgast, und anschlieBend wurde, falls erforderlich, Dithiothreitol hinzugefiigt, um
eine 10 mM- oder 10 pM-L6sung zu erhalten. Die Probe wurde dann in eine Kivette

Uberfuhrt und 12 Stunden lang in insgesamt 90 Einzelmessungen mittels DLS vermessen.

Gelpermeationschromatographie

Fur die GPC-Messungen wurde ein L-5000 LC Controller, 655A-11 Ligiud
Chromatograph der Firma Merck Hitachi genutzt. Die vermessenen Polymere wurden in
DMF (HPLC-Grade + 5 g/L LiBr) gelost, sodass die Massenkonzentration 3 mg-mL?
betrug. Die Proben wurden vor der Messung mit einem 0.2 um PTFE-Spritzenvorsatzfilter
filtriert. FUr die Messungen wurden eine Vorsdule (PSS GRAM) und zwei Saulen (PSS
GRAM analytical 1000 A und PSS GRAM analytical 30 A) verwendet. Die
Saulentemperatur betrug 35 °C und die Flussrate 1 mL/min. Die Signaldetektion erfolgte
mittels eines R Detector Smartline 2300 der Firma Knauer. Ein PMMA und ein Polystyrol-

Kalibrierkit der Firma PSS wurde zur Kalibrierung der Anlage verwendet.

GPC Abbauexperimente

Zum Nachweis des Abbaus der Nanopartikel durch GPC-Messungen wurden 4 mg der
Partikel in 20 mL PBS-Puffer (10 mM) geldst und 30 Minuten lang mit Argon entgast.
Falls erforderlich, wurde der Losung Dithiothreitol zugesetzt, um eine 10 mM-L&sung zu
erhalten. Nach 18-stindigem Rihren bei 37 °C wurde die Probe lyophilisiert. Der
Rickstand wurde in wenig Chloroform aufgelost und der unl6sliche Feststoff
abzentrifugiert. Die abgebauten Nanopartikel wurden durch Ausfallen des Uberstandes aus
kaltem Diethylether gewonnen. Der erhaltene Feststoff wurde in  0.5mL
N,N-Dimethylformamid (5 g/L LiBr) aufgeltst und mittels GPC analysiert.
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Transmissionselektronenmikroskopie

Zur Aufnahme der TEM-Bilder wurde das Gerat 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 Uranylacetat oder
Wolframphosphorsdure verwendet. Bei der Probenpréparation wurden 20 puL 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 Herrn V.

Brand aufgenommen.

UV/vis Spektroskopie
Fur die UV/vis-Messungen wurde ein 6300-pc Spektralphotometer der Firma VWR

verwendet.

Wirkstoffbeladung

Fir die Bestimmung der Wirkstoffkonzentration (DC), der Beladungskapazitat (LC) und
der Beladungseffizienz (LE) von 4-MU wurden zunachst zwei Kalibrierungen bei pH = 5.0
und 7.5 im Bereich von 0.0005 - 0.05 mmol/L durchgefiihrt. Nun wurden das Polymer und
der Wirkstoff in den entsprechenden Konzentrationen in Ethanol geldst, vereinigt und das
Losungsmittel wurde entfernt. Nun wurde die Probe in der gleichen Menge Wasser
aufgenommen und fur 15 min bei 40 °C gerihrt und fir 5 min zentrifugiert. Nun wurden
10 pL der Probe entnommen und auf 2 mL mit PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) aufgefillt
und vermessen. Die restliche Probe wurde ebenfalls auf 2 mL mit Wasser aufgefillt und
mit der DLS vermessen.

Wirkstofffreisetzung

Fur die Freisetzungsexperimente wurden Stammlésungen des Polymers (10 mg/mL) und
des 4-MU’s (1 mg/mL) in Ethanol hergestellt. Je 0.75 mL der Lésungen wurden gemischt
und das Losungsmittel wurde entfernt. Nun wurde die Probe in Wasser (0.75 mL) gel6st
und fur 15 min bei 40 °C geriihrt sowie fir 5 min zentrifugiert. Nun wurde die Probe auf
2 mL verdunnt und in eine Dialysekassette (MWCO 2000) uberfihrt. Die Probe wurde
anschliel3end fir 48 h gegen PBS-Puffer (10 mM, pH = 7.5) dialysiert und zu festen Zeiten
wurden je 2 mL des Mediums als Probe enthommen, durch neues Medium ersetzt und

mittels UV/vis-Messungen analysiert.
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Zellviabilitat

Um die Biokompatibilitat der Nanopartikel zu Gberprifen, wurden Lebensfahigkeitstests
mit dem Cell Counting Kit 8 (CCK-8) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden COS-7-
Zellen (ca. 10000 Zellen pro Vertiefung) in einer 96-Well-Platte in je 90 pL eines
Mediums, bestehend aus DMEM, 10 % FBS, Natriumpyruvat und Penicillin-Streptavidin,
und 10 pL verschiedener Konzentrationen von Nanopartikeln oder Polymerldsungen (in
PBS-Puffer) fur 24 h bei 37 °C und 5 % CO> kultiviert. AnschlieRend wurden 10 pL CCK-
8-Losung in die Vertiefungen gegeben und flr weitere 4 h inkubiert. Nach dem Mischen
der Losungen fiir 1 min wurden die Absorptionsproben bei einer Wellenldnge von 450 nm
mit einem Mikroplattenlesegerat Synergy 2 von BioTeK analysiert und mit der Software
Gen 5 ausgewertet. Alle Proben wurden in Triplets hergestellt und gemessen und auf
Proben ohne Polymer oder Nanopartikel bezogen.
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7.2 Monomersynthese

7.2.1 Synthese des RAFT-Reagenzes (T1)

1.) TEA, CS;, CH,Cl,

0°C—>RT, 1h
2.) 2-Brompropionsaure, )SJ\
RT, 2 h
48 % o

Eine Losung von 1-Butanthiol (2.51 mL, 23.29 mmol, 1.00 eq.) und Triethylamin
(3.68 mL, 26.78 mmol, 1.15 eq.) in trockenem Dichlormethan (50 mL) wurde auf 0 °C
gekdhlt und nach 30 min wurde Kohlenstoffdisulfid (1.55 mL, 25.61 mmol, 1.10 eq.) unter
Eisbadklhlung zugegeben. Nach erwarmen auf RT (ber einen Zeitraum von 30 Minuten
wurde 2-Brompropionséure (2.30 mL, 25.61 mmol, 1.10 eq.) zugegeben und die Reaktion
wurde weitere 2 h bei RT geriihrt. Nun wurde das Lésungsmittel entfernt und der Riickstand
in Cyclohexan (100 mL) aufgenommen. AnschlieBend wurde die organische Phase je
dreimal mit 10 % HCI und VE-Wasser gewaschen und Gber MgSOa4 getrocknet. Nach
entfernen des Losungsmittels wurde das Produkt séulenchromatographisch (SiOg,
Cyclohexan/Ethylacetat, 20:1—3:1—2:1) aufgereinigt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff (2.66 g, 11.20 mmol, 48 %) erhalten.

S L,
1/\3/\8585
@)

IH-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 0.95 (t, %Jun = 7.34 Hz, 3 H, 1), 1.45 (sext,
3Jun =7.41Hz, 2 H, 2), 1.64 (d, 3w = 7.34 Hz, 3 H, 7), 1.70 (m, 2 H, 3), 3.38 (t,
3Jun = 7.52 Hz, 2 H, 4), 4.88 (q, 3Jum = 7.34 Hz, 1 H, 6) ppm.

13C-NMR (150 MHz, CDCls): 5 = 13.55 (C1), 16.56 (C7), 22.02 (C2), 29.84 (C3), 37.09
(C4), 47.41 (C6), 177.08 (C8) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 239.37 [M+H]*; m/z (meas.) = 239.08 [M+H]".
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7.2.2 Synthese des Thiolactonacrylamids (M1)

e
o}
o) NaHCO; 1,4 Dioxan/H,0 1/1, o

H
0°C—>RT, 20h
83 % 5

Das Homocystein-Hydrochlorid (7.00 g, 45.57 mmol, 1.00 eq.) wurde zusammen mit dem
NaHCOs3 (19.14 g, 227.83 mmol, 5.00 eq.) in einem 1/1 Gemisch aus 1,4-Dioxan und H2.0
(100 mL) vorgelegt. Nach Kiihlen der Reaktionslosung auf 0 °C wurde das Acryloylchlorid

(7.36 mL, 91.13 mmol, 2.00 eq.) tropfenweise zugegeben und die Reaktionslosung wurde
anschlieRend Uber Nacht bei RT geruhrt. Als néchstes wurde der entstandene Feststoff
abfiltriert und dem Filtrat wurde gesatt. NaCl-Lésung (100 mL) zugesetzt. Die wassrige
Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden
uber MgSOs getrocknet. Nach Entfernen des Losemittels wurde das Produkt nach
Umkristallisation aus DCM als weiler Feststoff erhalten (6.44 g, 37.61 mmol, 83 %).

4 0]
3
= 6'S
1
O 8 7

IH-NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 1.99 (dq, 3Jun = 12.59, 6.97 Hz, 1 H, 8), 2.95 (giun,
8Jun =5.75 Hz, 1 H, 8), 3.27 (ddd, 2Jnn = 1.10 Hz, 3Jun =11.25, 6.85 Hz, 1 H, 7), 3.39 (dt,
3Jun = 11.37, 5.14 Hz, 1 H, 7), 4.62 (qiun, *Jun = 6.36 Hz, 1 H, 5), 5.70 (dd, 3Jun = 1.47
Hz, 3Jun = 10.27 Hz, 1 H, 1), 6.17 (dd, 3Jun = 17.00, 10.15 Hz, 1 H, 2), 6.31 (dd,
2Jun = 1.47 Hz, 3Jun = 17.00 Hz, 1 H, 1) ppm.

13C-NMR (150 MHz, CDCls): & = 27.59 (C8), 31.84 (C7), 59.42 (C5), 127.60 (C1),
129.92 (C2), 165.82 (C3), 205.62 (C6) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 172.04 [M+H]*; m/z (meas.) = 171.83 [M+H]".

148



7.2.3 Synthese des Bis(2-acryloyloxyethyl)disulfids (DSDA)

o)
oA
TEA, CH,Cls, o
Ho™ > S~g~OH 0°C—>RT, 20h \)J\O/\/S\S/\/O\n/\
80 % o}

Bis(2-hydroxyethyl)disulfid (4.00 mL, 32.68 mmol, 1.00 eq.) wurde mit Triethylamin
(27.09 mL, 195.40 mmol, 5.98 eq.) in trockenem Dichlormethan (70 mL) vorgelegt und
auf 0 °C gekdhlt. Nun wurde tropfenweise das Acryloylchlorid (7.81 mL, 95.74 mmol,
2.93 eq.) zugegeben und die Lésung wurde Uber Nacht bei RT gerlhrt. Anschliefend wurde
das entstandene Hydrochlorid abfiltriert und die organische Phase dreimal mit 5 Gew.%
Na,COs-Ldsung und dreimal mit VE-Wasser gewaschen und tber MgSOas getrocknet.
Nach entfernen des Ldsungsmittels wurde der Rickstand in Diethylether (150 mL)
aufgenommen und durch eine Sdule aus basischem Aluminiumoxid und Na;COs (70:30 in
zwei separaten Phasen) aufgereinigt um letzte Reste der entstandenen Acrylséure zu
entfernen. Das Produkt wurde nach entfernen des Losemittels als farbloses Ol erhalten.
(3.38 g, 12.87 mmol, 40 %)

(0]
1 4 5 2
2 5 4 1

o)

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 2.98 (t, 3Jun = 7.02 Hz, 4 H, 5), 4.43 (t, 3Jun = 7.02 Hz,
4 H, 4), 5.88 (dd, 2Jun = 1.46 Hz, 3Jun = 10.2 Hz, 2 H, 1), 6.15 (q, 3Jus = 10.2 Hz 2 H, 2),
6.42 (dd, 2Jun = 1.46 Hz, 3Jun = 17.13 Hz, 2 H, 1) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDClz): & = 37.22 (C5), 62.35 (C4), 128.05 (C1), 131.33 (C2),
165.87 (C3) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 285.04 [M+Na]*; m/z (meas.) = 284.71 [M+Na]".
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7.2.4 Deprotonierung Cystamin

NaOH (1M),
H N/\/S\S/\/NHZ CH,CL,, 30 min H N/\/S\S/\/NHZ
2 81% 2
2 HCI

Zu einer Suspension von Cystamindihydrochlorid (200.00 mg, 0.90 mmol, 1.00 eq.) in
20 ml DCM, wurde tropfenweise eine wassrige 1 M NaOH Losung (78.15 mg, 1.95 mmol,
2.20 eq.) zugegeben. Nach Ende der Zugabe wurde 30 min bei RT gerthrt. Nun wurden
20 ml H20 zugegeben und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit
DCM extrahiert und anschlieRend wurden die vereinigten organischen Phasen tiber MgSQO4
getrocknet. Nach Entfernung des Losemittels wurde das Produkt als leicht gelbliches Ol
erhalten (108.25 mg, 0.71 mmol, 80 %).

3 2 1
PN g5,
1 2 3
IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 1.36 (brs, 4 H, 1), 2.72 (t, J = 6.2 Hz, 4 H, 2), 2.97

(t, J=6.2Hz, 4 H, 3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 40.59 (C2), 42.57 (C3) ppm.
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7.2.5 Synthese des SiFa-Benzylbromids (11)

1. Schritt

Imidazol, TBSCI
/@/\OH CH,CI,, 0°C - RT, 20 h /@/\0TBS
Br Br

94 %

Zu einer Losung von 4-Bromobenzylalkohol (4.00 g, 21.39 mmol, 1.00 eq.) zusammen mit
Imidazol (3.64 g, 53.47 mmol, 2.50 eq.) in trockenem Dichlormethan (125 mL) wurde
langsam bei 0 °C TBSCI (8.06 g, 53.48 mmol, 2.50 eq.) zugegeben. Anschliefend wurde
die Reaktion Uber Nacht bei RT geriihrt. Nun wurde VE-Wasser (125 mL) zugegeben und
die wassrige Phase wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Nach entfernen des
Losungsmittels wurde das Produkt sdulenchromatographisch (SiO,
Cyclohexan/Ethylacetat: 20/1) aufgereinigt und als farbloses Ol (6.06 g, 20.13 mmol, 94

%) erhalten.

8
8
3 5 )
Si 7>
Br 3

1
2

N—o

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 0.10 (s, 6 H, 6), 0.95 (s, 9 H, 8), 4.69 (s, 2 H, 5), 7.21
(d, 3Jun = 8.56 Hz, 2 H, 2), 7.46 (d, 3Jun = 8.44 Hz, 2 H, 3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): § = -5.29 (C6), 18.37 (C7), 25.90 (C8), 64.30 (C5), 120.55
(C1), 127.70 (C1), 127.70 (C2), 131.26 (C3), 140.45 (C4) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 339.01 [M+K]*; m/z (meas.) = 338.94 [M+K]".
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2. Schritt

/@AOTBS Etzos,i?é-?ngsa#!—izo h A(SIOA o
Br 82 % TF )T

Der TBS-geschiitzte Alkohol (2.30g, 7.63 mmol, 1.00eqg.) wurde in trockenem
Diethylether (50 mL) auf -78 °C gekuhlt. Nun wurde eine 1.70 M Ldsung von t-BuL.i in
Pentan (8.98 mL, 15.27 mmol, 2.00 eq.) tber einen Zeitraum von 25 min zugegeben.
AnschlieRend wurde Ditertbutyldifluorosilan (1.51 g, 8.40 mmol, 1.10 eq.) bei -78 °C
zugegeben und die Reaktion anschlieRend ber Nacht bei RT geriihrt. Die Losung wurde
durch die Zugabe von gesatt. NaCl-Losung (50 mL) hydrolysiert und die wassrige Phase
wurde viermal mit Diethylether extrahiert und Gber MgSO4 getrocknet. Nach Entfernung
des Losungsmittels wurde das Produkt als weiler Feststoff erhalten (2.39 g, 6.26 mmol,
82 %).

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =0.12 (s, 6 H, 8), 0.96 (s, 9 H, 10), 1.07 (s, 18 H, 1), 4.78
(s, 2 H,7),7.35 (d, 3Ju = 7.70 Hz, 2 H, 5), 7.58 (d, 3Jun = 7.95 Hz, 2 H, 4) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): § = -5.28 (C8), 18.44 (C9), 20.24 (d, 2Jcr = 12.47 Hz, C2),
25.96 (C10), 27.33.09 (C1), 64.84 (C7), 125.17 (C5), 131.82 (d, 2Jcr = 13.94 Hz, C3),
133.91 (d, 3Jcr = 4.40 Hz, C4), 142.82 (C6) ppm.

9F-NMR (376 MHz, CDCls): -188.98 (s, *Jgsi = 297.55 Hz) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 274.15 [M(-OTBS)+Na]*; m/z (meas.) = 274.29 [M(-OTBS)+Na]".
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3. Schritt

\ \/ OTBS konz. HCI (kat.), \ \/ OH

. MeOH, RT, 20 h .

Ol > ol
"N o % "N

Der TBS-geschitzte Alkohol (2.04 g, 5.33 mmol, 1.00 eqg.) wurde in Methanol (50 mL)

vorgelegt und mit einer katalytischen Menge konzentrierter Salzsdure versetzt. Nach

Ruhren Uber Nacht bei RT wurde das Losemittel entfernt und der Rickstand in Et2O
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit gesatt. NaHCOs-L6sung gewaschen und
die wassrige Phase wurde anschlielend dreimal mit EtoO extrahiert. Nun wurden die
vereinigten organischen Phasen tiber MgSQO4 getrocknet und das Losemittel wurde entfernt.
Das Produkt (1.35 g, 5.02 mmol, 95 %) wurde als weil3er Feststoff erhalten und ohne
weitere Aufreinigung eingesetzt.

IH-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 1.07 (s, 18 H, 1), 1.71 (br s, 1 H, 8), 4.73 (s, 2 H, 7),
7.39 (d, 3Jun = 7.84 Hz, 2 H, 4), 7.62 (d, 3Jun = 7.93 Hz, 2 H, 5) ppm.

13C-NMR (150 MHz, CDCl): & = 20.24 (d, 2Jcr = 12.38 Hz, C2), 27.30 (C1), 65.27 (C7),
126.11 (C5), 132.94 (d, 2Jcr = 13.75 Hz, C3), 134.23 (d, 3Jcr = 4.26 Hz, C4), 142.11 (C6)
ppm.

F-NMR (565 MHz, CDCls): -188.89 (s, Jrsi = 298.46 Hz) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 251.16 [M(-OH)]"; m/z (meas.) = 251.08 [M(-OH)]".
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4. Schritt

OH CBry, PPhg Br

A< /OA CH,Cl, 0°C - RT, 3h A< g

Si > Si
F~ > 78 % F~ >

Der Alkohol (1.20 g, 4.47 mmol, 1.00 eqg.) wurde mit Tetrabromkohlenstoff (1.63 g,

4.92 mmol, 1.10 eq.) in trockenem DCM (50 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekihlt.
Anschlielend wurde das Triphenylphosphin (1.29 g, 4.92 mmol, 1.10 eq.) in kleinen

Portionen Uber einen Zeitraum von 30 Minuten zugegeben. Nach zwei weiteren Stunden
Rihren bei RT wurde das Losemittel entfernt und der Rickstand wurde in Cyclohexan
aufgenommen. Der entstandene weiRe Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat wurde
eingeengt. Das Produkt wurde nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (SiO,
Cyclohexan) als farbloses Ol erhalten, welches sich nach kurzer Zeit verfestigte (1.15 g,
3.47 mmol, 78 %).

7
1 1 5

6
N
2
"Si 3 5

F 4
AN

11

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1.07 (s, 18 H, 1), 4.51 (s, 2 H, 7), 7.41 (d, 3Jun = 8.09
Hz, 2 H, 4), 7.59 (d, 3Jun = 8.09 Hz, 2 H, 5) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls): 5 =20.29 (d, ZJcr = 12.49 Hz, C2), 27.27 (C1), 33.35 (C7),
128.14 (C5), 134.14 (d, 2Jcr = 13.63 Hz, C3), 134.38 (d, 3Jcr = 4.31 Hz, C4), 138.88 (C6)

ppm.

9F-NMR (565 MHz, CDCls): -188.92 (s, *Jgsi = 298.23 Hz) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 353.04 [M+Na]*; m/z (meas.) = 353.34 [M+Na]",
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7.2.6 Synthese des funktionalisierten Cabazitaxels

1. Schritt
0.90 eq.
(0]
HO > ™
(0]
o EDC-HCI (1.00 eq.)
DMAP (0.05 eq.), 0 0
.S OH , RT,
o 29 % 5

Die Disaure (5.00 g, 23.78 mmol, 1.00 eq.) wurde zusammen mit 2-Hydroxyethylacrylat
(2.49 g, 21.40 mmol, 0.90 eq.) in trockenem DCM (100 mL) vorgelegt und anschlieRend
bei RT mit EDC-HCI (4.56 g, 23.78 mmol, 1.00 eg.) und DMAP (145.26 mg, 1.19 mmol,
0.05 eq.) versetzt und Uber Nacht gerlihrt. Nun wurde das Ldsemittel entfernt und das
Produkt wurde in 200 mL einer Et,O/H.O Mischung (3:1) aufgenommen und insgesamt
sechsmal mit je 50 mL H>O gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase und
Entfernen des Ldsemittels wurde das Produkt sdulenchromatographisch aufgereinigt (SiOa,
Cyclohexan/EtOAc 5/1 — 1/1) und als weiRer Feststoff erhalten (2.14 g, 6.94 mmol, 29 %).

j\/s\ 3 6 9 9
HO 1 s/\/\[(\/\07
2 2 3 s 8

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 2.78 (m, 4 H, 2), 2.49 (m, 4 H, 3), 4.36 (m, 4 H, 5,6),
5.90 (dd, 3Jun = 10.51 Hz, 2Jun = 1.34 Hz, 1 H, 9), 6.16 (dd, 3Jun = 10.39 Hz,
83y = 17.36 Hz, 2 H, 8), 6.43 (dd, 3Jun = 17.24 Hz, 2un = 1.47 Hz, 1 H, 9) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 32.95 (C2), 33.92 (C3), 62.12 (C5), 62.49 (C6), 127.89
(C9), 131.57 (C9), 156.95 (C4), 171.46 (C7), 176.93 (C1) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 331.01 [M+Na]*; m/z (meas.) = 331.02 [M+Na]".
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2. Schritt

)4 1.10 eq. R
o
2\ )K/\ WO\/\O)K/ (o)
0 NH O R o
o EDC+HCI (1.20 eq.) DMAP (0.05 eq.),
én CH,Cly, RT, 18 h
74 % S

Do

(0]

Zu einer L6sung von Cabazitaxel (200.00 mg, 239.26 mmol, 1.00 eq.) in trockenem DCM
(50 mL) wurden der Disulfid-Linker (81.15 mg, 263.18 mmol, 1.10 eq.), sowie EDC-HCI
(55.04 mg, 287.10 mmol, 1.20 eg.) und DMAP (2.92 mg, 23.92 mmol, 0.10 eq.) zugegeben.
Nach Reaktion ber Nacht bei Raumtemperatur wurde das Ldsemittel entfernt und der
Ruckstand wurde in 50 mL einer EtzO/H20 Mischung (3:1) aufgenommen und insgesamt
sechsmal mit je 20 mL H>O gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase tber
MgSO4 und Entfernung des Losemittels wurde das Produkt als weiller Feststoff erhalten
(198.00 mg, 175.79 mmol, 74 %).

2 3
; L
o o/\“/oj(\ 6
(0]
1H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 2.68 - 2.83 (m, 9 H, 2,3), 4.31 (m, 4 H, 4), 5.82 (dd,
8Jun = 10.41 Hz, 2Jun = 1.32 Hz, 1 H, 6), 6.09 (dd, 3Jun = 10.39 Hz, 3Jun = 17.36 Hz, 2 H,
5), 6.36 (dd, 3Jun = 17.24 Hz, 2Jun = 1.37 Hz, 1 H, 6) ppm.

ESI-MS: m/z (theo.) = 1148.39 [M+Na]*, 1126.41 [M+H]"; m/z (meas.) = 1148.39
[M+Na]*, 1126.41 [M+H]".
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7.3 Polymersynthese

7.3.1 Synthese der Poly(2-Ethyl-2-Oxazolin)-Makroinitiatoren

1.) Initiator, TEA,

MeCN, 120 °C, x h Ini o )SJ\
H/O 2)T1,50°C, 72 h N R T
n |

> o |

Allgemeine Arbeitsvorschrift

2-Ethyl-2-Oxazolin (n eq.) wurde in trockenem Acetonitril (LmL pro 3mmol) gel6st und
anschlieRend bei RT mit dem Initiator (MeOTf, Benzylbromid, 11) (1.00 eq.) versetzt. Nach
Rihren fur x Stunden bei 120 °C wurde die Polymerisation durch Zugabe des
RAFT-Reagenzes T1 (2.00 eq.) und Triethylamin (3.00 eq.) und rihren fur 72 h bei 50 °C
terminiert. AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand in
Chloroform aufgenommen und zweimal mit 5 Gew% NaHSOs Ldsung gewaschen,
getrocknet und das Losemittel wurde groRtenteils entfernt. Das Polymer wurde mindestens
dreimal aus kaltem Diethylether ausgeféllt. Das Produkt wurde nach Trocknung im

Hochvakuum als gelber Feststoff erhalten.

):o o)
CHa 3
CHj3 4
n
PP1

MeOTf 168.39 uL, 1.49 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 3.00 mL, 29.76 mmol, 20.00 eq.
TEA 618.76 uL, 4.46 mmol, 3.00 eq.
T1 709.37 mg, 2.89 mmol, 2.00 eq.

'H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 =0.93 (m, 3 H, 10), 1.12 (s, 74 H, 4), 1.44 (m, 2 H, 9),
1.58 (m, 3 H, 6), 1.68 (m, 2 H, 8), 2.28 - 2.40 (m, 51 H, 3), 2.97 - 3.02 (m, 3 H, 1), 3.44 -
3.48 (m, 99 H, 2), 4.26 (s, 2H, 2°), 4.51 (s, 1 H, 5) ppm.
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Ausbeute: 2.51 g (0.89 mmol, 71 %).

PP2
MeOTf 55.94 uL, 0.49 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 2.00 mL, 19.77 mmol, 30.00 eq.
TEA 205.55 pL, 1.48 mmol, 3.00 eq.
T1 235.65 mg, 0.99 mmol, 2.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.93 (m, 3 H, 10), 1.11 (s, 113 H, 4), 1.41 (m, 2 H,
9), 1.57 (m, 3 H, 6), 1.66 (M, 2 H, 8), 2.28 - 2.40 (M, 76 H, 3), 2.97 - 3.02 (M, 3 H, 1), 3.44
-3.48 (M, 99 H, 2), 4.26 (s, 2H, 2°), 4.51 (s, 1 H, 5).

Ausbeute: 1.80 g (0.45 mmol, 84 %).

PP3
MeOTf 48.11 pL, 0.43 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 3.00 mL, 29.76 mmol, 20.00 eq.
TEA 176.79 pL, 1.28 mmol, 3.00 eq.
T1 202.68 mg, 0.85 mmol, 2.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.93 (m, 4 H, 10), 1.12 (s, 246 H, 4), 1.42 (m, 2 H,
9), 1.56 (m, 3 H, 6), 1.64 (m, 2 H, 8), 2.28 - 2.40 (m, 163 H, 3), 2.97 - 3.02 (m, 3 H, 1),
3.44 - 3.48 (M, 330 H, 2), 4.24 (s, 2H, 2°), 4.78 (s, 1 H, 5).

Ausbeute: 2.82 g (0.34 mmol, 92 %).
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ENL N NN
2 8 10
):o o)
CHz 3
CH5 4

n

PP4
BzBr 46.97 pL, 0.39 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 2.00 mL, 19.77 mmol, 50.00 eq.

TEA 164.44 L, 1.19 mmol, 3.00 eq.

T1 188.52 mg, 0.79 mmol, 2.00 eq.

'H-NMR (600.00 MHz, CDCls): 6 =0.91 (m, 3 H, 10), 1.09 (s, 167 H, 4), 1.41 (m, 2 H,
9), 1.55 (m, 3 H, 6), 1.65 (m, 2 H, 8), 2.28 - 2.37 (m, 113 H, 3), 3.43 (s, 228 H, 2), 4.24
(s,2H,2%),4.49 (m,2H, 1),4.78 (s, 1 H, 5) ppm.

Ausbeute: 1.34 g (0.23 mmol, 66 %).

PP5
BzBr 78.28 puL, 0.66 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 2.00 mL, 19.77 mmol, 30.00 eqg.
TEA 274.07 pL, 1.98 mmol, 3.00 eq.
T1 314.20 mg, 1.32 mmol, 2.00 eq.

IH-NMR (500.00 MHz, CDCls): § = 0.89 (m, 3 H, 10), 1.08 (s, 93 H, 4), 1.39 (m, 2 H, 9),
1.54 (m, 3 H, 6), 1.64 (M, 2 H, 8), 2.27 - 2.37 (m, 65 H, 3), 3.41 (s, 139 H, 2), 4.24 (s, 2 H,
2°), 4.49 (M, 2 H, 1), 4.76 (s, 1 H, 5).

Ausbeute: 1.66 g (0.47 mmol, 75 %) ppm.
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PP6

BzBr 70.59 pL, 0.59 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 3.00 mL, 29.76 mmol, 50.00 eq.
TEA 247.17 pL, 1.78 mmol, 3.00 eq.

T1 283.36 mg, 1.19 mmol, 2.00 eq.

1H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 =0.91 (m, 3 H, 10), 1.09 (s, 150 H, 4), 1.40 (m, 2 H, 9),
1.55 (m, 3 H, 6), 1.66 (m, 2 H, 8), 2.27 - 2.37 (m, 102 H, 3), 3.43 (s, 205 H, 2), 4.24
(s,2H,2%),4.49 (m,2H, 1),4.77 (s, 1 H, 5) ppm.

Ausbeute: 2.70 g (0.50 mmol, 86 %).

PP7
BzBr 70.59 uL, 0.59 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 3.00 mL, 29.76 mmol, 50.00 eq.

TEA 247.17 pL, 1.78 mmol, 3.00 eq.

T1 283.36 mg, 1.19 mmol, 2.00 eq.

1H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 =0.93 (m, 3 H, 10), 1.12 (s, 153 H, 4), 1.44 (m, 2 H, 9),
1.58 (m, 3 H, 6), 1.68 (m, 2 H, 8), 2.31 - 2.40 (m, 105 H, 3), 3.45 (s, 207 H, 2), 4.26
(s,2H,2%),452(m,2H,1),4.81(s,1H,5)ppm.

Ausbeute: 2.77 g (0.51 mmol, 88 %).
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1 n
PP8

11 54.70 mg, 0.17 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 0.50 mL, 4.95 mmol, 30.00 eq.
TEA 68.66 uL, 0.49 mmol, 3.00 eq.
T1 78.71 mg, 0.33 mmol, 2.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCla): = 0.91 (m, 3 H, 10), 1.02 (s, 17 H, 1°), 1.09 (s, 97 H,
4), 1.39 (m, 2 H, 9), 1.56 (m, 3 H, 6), 1.65 (m, 2 H, 8), 2.28 - 2.38 (m, 70 H, 3), 3.44 (s,
136 H, 2), 4.24 (s, 2 H, 2°), 451 (m, 2 H, 1), 4.78 (s, 1 H, 5) ppm.

Ausbeute: 0.38 g (0.11 mmol, 62 %).

PP9
11 134.11 mg, 0.39 mmol, 1.00 eq.
2-Ethyl-2-Oxazolin 2.00 mL, 19.77 mmol, 50.00 eq.
TEA 168.30 pL, 1.19 mmol, 3.00 eq.
T1 192.85 mg, 0.79 mmol, 2.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.93 (m, 3 H, 10), 1.05 (s, 16 H, 17), 1.12 (s, 161 H,
4), 1.44 (m, 2 H, 9), 1.58 (m, 3 H, 6), 1.68 (M, 2 H, 8), 2.30 - 2.40 (m, 110 H, 3), 3.46 (s,
222 H, 2), 4.26 (s, 2 H, 2°), 453 (m, 2 H, 1), 4.81 (s, 1 H, 5) ppm.

Ausbeute: 1.46 g (0.30 mmol, 77 %).
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7.3.2 Synthese der Blockcopolymere

s n-Butylacrlyat

Ini o )J\ PN AIBN, J,4-Dioxan, Ini Q s s
N S S 90°C,24 h N o) \n/ ~
o | o o o| s
CH CHy 0
CH, CH, C4Hg
n n m

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Der Makroinitiator (1.00 eq.) sowie die hydrophoben Monomere n-Butylacrylat (m eg.)
und/oder M1 (o eq.) wurden in 1,4-Dioxan (0.5 mL/mmol) gel6st und dreimal mittels der
Freeze-Pump-Thaw Methode entgast. Anschliefend wurde AIBN (0.2 eq.) zugegeben und
die Reaktion wurde fur 24 h bei 90 °C geruhrt. Nun wurde das Polymer durch Ausfallen
aus kaltem Diethylether aufgereinigt. Das Produkt wurde nach Trocknung im Hochvakuum

als gelblicher Feststoff erhalten.

1 2 Q N s g M 1
N O)Kr i \n/ ~
):O 0 S 9 11
CHa 3 ?
CH; 4 gst
(I:Hz 7
CH38
_ - m
P1
PP1 1.00 g, 0.35 mmol, 1.00 eq.
AIBN 11.59 mg, 0.07 mmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 351.90 pl, 2.47 mmol, 7.00 eq.

IH-NMR (500.00 MHz, CDCl3): § = 0.93 (s, 13 H, 8/12), 1.12 (s, 78 H, 4), 1.37 (s, 10 H,
7/11), 1.59 (s, 11 H, 6/10), 2.28 - 2.40 (m, 57 H, 3), 2.97 - 3.02 (m, 3 H, 1), 3.44 - 3.48 (m,
101 H, 2), 4.04 (s, 10 H, 5) ppm.

Ausbeute: 0.96 g (0.17 mmol, 20 %).
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P2

PP1 800.00 mg, 0.19 mmol, 1.00 eq.
AIBN 6.54 mg, 0.04 mmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 311.74 pl, 2.19 mmol, 11.00 eq.

IH-NMR (500.00 MHz, CDCls): = 0.91 (s, 60 H, 8/12), 1.12 (s, 156 H, 4), 1.35 (s, 26
H, 7/11), 1.57 (s, 35 H, 6/10), 2.28 - 2.38 (m, 118 H, 3), 2.97 - 3.00 (m, 3 H, 1), 3.44 (s,
203 H, 2), 4.02 (s, 26 H, 5) ppm.

Ausbeute: 0.96 g (0.17 mmol, 20 %).

P3.1
PP1 700.00 mg, 0.08 mmol, 1.00 eq.
AIBN 2.74 mg, 0.02 mmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 59.46 pul, 0.42 mmol, 5.00 eq.

IH-NMR (500.00 MHz, CDCls): 6 = 0.89 (s, 14 H, 8/12), 1.08 (s, 246 H, 4), 1.33 (s, 9 H,
7/11), 1.56 (s, 9 H, 6/10), 2.26 - 2.36 (m, 154 H, 3), 2.97 - 2.99 (m, 3 H, 1), 3.41 (s, 322 H,
2),4.04 (s, 10 H, 5) ppm.

Ausbeute: 0.96 g (0.17 mmol, 20 %).

P3.2
PP1 700.00 mg, 0.08 mmol, 1.00 eq.
AIBN 2.74 mg, 0.02 mmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 142.70 pl, 1.00 mmol, 12.00 eq.

IH-NMR (500.00 MHz, CDCls): 6 = 0.91 (s, 26 H, 8/12), 1.09 (s, 246 H, 4), 1.35 (s, 18
H, 7/11), 1.57 (s, 22 H, 6/10), 2.27 - 2.48 (m, 176 H, 3), 2.97 - 3.02 (m, 3 H, 1), 3.4 (m,
325 H, 2), 4.04 (s, 18 H, 5) ppm.

Ausbeute: 0.96 g (0.17 mmol, 20 %).
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P3.3

PP1 700.00 mg, 0.08 mmol, 1.00 eq.
AIBN 2.74 mg, 0.02 mmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 214.00 pl, 1.50 mmol, 18.00 eq.

IH-NMR (500.00 MHz, CDCls): d = 0.89 (s, 38 H, 8/12), 1.08 (s, 245 H, 4), 1.34 (s, 25
H, 7/11), 1.56 (s, 33 H, 6/10), 2.26 - 2.36 (m, 181 H, 3), 2.97 - 3.02 (m, 3 H, 1), 3.42 (m,
327 H, 2), 4.01 (s, 26 H, 5).

Ausbeute: 0.96 g (0.17 mmol, 20 %) ppm.

1 2 5 — 7 s 17 s — s s 17 19
. o 1 ~
):O . @) O S
CH, 3 o NH
CHj3 4 CHz9 | 1g A13
n CI:H210 ©
(|3H211 |15 S _
CHa12 °
L— -m ]
stat.
P4.1
PP4 100.00 mg, 0.02 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.56 mg, 3.40 umol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 24.21 pl, 0.17 mmol, 10.00 eq.
M1 29.11 mg, 0.17 mmol, 10.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCl3): 6 = 0.92 (s, 30 H, 12/19), 1.10 (s, 167 H, 4), 1.34 (s,
26 H, 11/18), 1.58 (s, 43 H, 10/17), 2.29 - 2.39 (m, 141 H, 3/7/8/14), 3.44 (s, 233 H, 2/15),
4.02 (s, 22 H, 9), 4.51 - 4.97 (m, 11 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.11 g (0.013 mmol, 76 %).
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P4.2

PP4 100.00 mg, 0.02 mmol, 1.00 eq.

AIBN 0.56 mg, 3.40 umol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 24.21 pul, 0.17 mmol, 10.00 eq.
M1 29.11 mg, 0.17 mmol, 10.00 eq.

'H-NMR (400.00 MHz, CDCl3): 6 = 0.91 (s, 28 H, 12/19), 1.10 (s, 167 H, 4), 1.34 (s,
25 H, 11/18), 1.57 (s, 42 H, 10/17), 2.27 - 2.38 (m, 146 H, 3/7/8/14), 3.45 (s, 243 H, 2/15),
4.01(s,21H,9),4.50-4.94 (m, 12 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.11 g (0.013 mmol, 75 %).

P4.3
PP4 100.00 mg, 0.02 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.56 mg, 3.40 umol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 24.21 ul, 0.17 mmol, 10.00 eq.
M1 29.11 mg, 0.17 mmol, 10.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): § = 0.92 (s, 35 H, 12/19), 1.11 (s, 167 H, 4), 1.35 (s,
30 H, 11/18), 1.58 (s, 43 H, 10/17), 2.29 - 2.39 (m, 136 H, 3/7/8/14), 3.44 (s, 228 H, 2/15),
4.02 (s, 25 H, 9), 4.51 - 4.97 (m, 12 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.13 g (0.014 mmol, 86 %).

P4.4
PP4 100.00 mg, 0.02 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.56 mg, 3.40 umol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 24.21 pl, 0.17 mmol, 10.00 eq.
M1 29.11 mg, 0.17 mmol, 10.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): § = 0.91 (s, 32 H, 12/19), 1.09 (s, 167 H, 4), 1.33 (s,
29 H, 11/18), 1.56 (s, 42 H, 10/17), 2.28 - 2.38 (m, 137 H, 3/7/8/14), 3.43 (s, 227 H, 2/15),
4.00 (s, 24 H, 9), 4.50 - 4.94 (m, 12 H, 1/13) ppm.
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Ausbeute: 0.13 g (0.015 mmol, 88 %).

P4.6
PP4 100.00 mg, 0.02 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.56 mg, 3.40 umol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 24.21 pul, 0.17 mmol, 10.00 eq.
M1 29.11 mg, 0.17 mmol, 10.00 eq.

H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.92 (s, 30 H, 12/19), 1.11 (s, 167 H, 4), 1.35 (s,
27 H, 11/18), 1.58 (s, 42 H, 10/17), 2.28 - 2.39 (m, 146 H, 3/7/8/14), 3.45 (s, 240 H, 2/15),
4.02 (s, 22 H,9),4.51-4.97 (m, 12 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.14 g (0.015 mmol, 90 %).

P4.7
PP4 495.00 mg, 0.08 mmol, 1.00 eq.
AIBN 2.76 mg, 0.02 mmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 119.88 pul, 0.84 mmol, 10.00 eq.
M1 144.13 mg, 0.84 mmol, 10.00 eq.

'H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.89 (s, 32 H, 12/19), 1.08 (s, 167 H, 4), 1.32 (s,
26 H, 11/18), 1.55 (s, 35 H, 10/17), 2.26 - 2.36 (m, 135 H, 3/7/8/14), 3.42 (s, 234 H, 2/15),
3.99 (s, 21 H,9),4.49 - 4.94 (m, 13 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.71 g (0.081 mmol, 96 %).
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P5.1
PP5 200.00 mg, 0.05 mmol, 1.00 eq.
AIBN 1.87 mg, 0.01 mmol, 0.20 eq.
M1 48.80 mg, 0.28 mmol, 5.00 eq.

H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 =0.90 (s, 4 H, 15), 1.08 (s, 93 H, 4), 1.39 (s, 3 H, 14),
1.63 (s, 6 H, 13), 2.27 - 2.37 (m, 70 H, 3/7/8/10), 3.42 (s, 161 H, 2/11), 4.14 (s, 2 H, 2°),
4.49 -4.92 (m, 7 H, 1/9) ppm.

Ausbeute: 0.24 g (0.055 mmol, 97 %).

P5.2
PP5 200.00 mg, 0.05 mmol, 1.00 eq.
AIBN 1.87 mg, 0.01 mmol, 0.20 eq.
M1 97.59 mg, 0.57 mmol, 10.00 eq.

H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 =0.90 (s, 4 H, 15), 1.09 (s, 93 H, 4), 1.30 (s, 3 H, 14),
1.63 (s, 8 H, 13), 2.27 - 2.37 (m, 80 H, 3/7/8/10), 3.41 (s, 171 H, 2/11), 4.14 (s, 2 H, 2°),
4.49 -4.92 (m, 12 H, 1/9) ppm.

Ausbeute: 0.28 g (0.053 mmol, 94 %).
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P6.1

PP6 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.91 mg, 5.56 umol, 0.20 eq.
M1 23.80 mg, 0.14 mmol, 5.00 eq.

1H-NMR (400.00 MHz, CDCls): § = 0.92 (s, 3 H, 15), 1.12 (s, 150 H, 4), 1.40 (s, 4 H, 14),
1.65 (s, 6 H, 13), 2.30 - 2.39 (m, 110 H, 3/7/8/10), 3.45 (s, 208 H, 2/11), 4.12 (s, 3 H, 2?),
4.51-4.96 (m, 7 H, 1/9) ppm.

Ausbeute: 0.15 g (0.025 mmol, 89 %).

P6.2
PP6 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.91 mg, 5.56 umol, 0.20 eq.
M1 47.60 mg, 0.28 mmol, 10.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.91 (s, 3 H, 15), 1.11 (s, 150 H, 4), 1.40 — 1.64 (m,
20 H, 13/14), 2.29 - 2.38 (m, 118 H, 3/7/8/10), 3.43 (s, 223 H, 2/11), 4.12 (s, 3 H, 2°),
4.51 - 4.94 (m, 11 H, 1/9) ppm.

Ausbeute: 0.18 g (0.026 mmol, 95 %).

P6.3
PP6 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.91 mg, 5.56 umol, 0.20 eq.
M1 71.40 mg, 0.42 mmol, 15.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.93 (s, 3 H, 15), 1.12 (5, 150 H, 4), 1.42 — 1.66 (m,
32 H, 13/14), 2.30 - 2.40 (m, 135 H, 3/7/8/10), 3.45 (s, 230 H, 2/11), 4.12 (s, 3 H, 2°),
4.52 - 4.95 (m, 15 H, 1/9) ppm.

Ausbeute: 0.20 g (0.026 mmol, 92 %).
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P6.4

PP6
AIBN
M1

150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
0.91 mg, 5.56 umol, 0.20 eq.

95.19 mg, 0.56 mmol, 20.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.90 (s, 3 H, 15), 1.09 (s, 150 H, 4), 1.40 — 1.63 (m,
43 H, 13/14), 2.28 - 2.37 (m, 142 H, 3/7/8/10), 3.43 (s, 229 H, 2/11), 4.12 (s, 3 H, 2?),

4.59 - 4.91 (m, 21 H, 1/9) ppm.

Ausbeute: 0.25 g (0.029 mmol, 99 %).

CH, 3 o NH
CHj3 4 CHz9 | 1g A13
n CI:H210 ©
(|3H211 |15 S _
CHa12 °
L— -m ]
stat.
P5.3
PP5 200.00 mg, 0.05 mmol, 1.00 eq.
AIBN 1.87 mg, 0.01 mmol, 0.20 eq.

n-Butylacrylat

M1

40.59 pl, 0.29 mmol, 5.00 eq.
68.31 mg, 0.40 mmol, 7.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): J = 0.87 (s, 16 H, 12/19), 1.05 (s, 93 H, 4), 1.29 (s, 13
H, 11/18), 1.53 (s, 22 H, 10/17), 2.24 - 2.34 (m, 76 H, 3/7/8/14), 3.38 (s, 164 H, 2/15), 3.97
(s, 10 H, 9), 4.51 - 4.92 (m, 9 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.29 g (0.055 mmol, 96 %).
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P5.4

PP5 200.00 mg, 0.05 mmol, 1.00 eq.
AIBN 1.87 mg, 0.01 mmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 40.59 pl, 0.29 mmol, 5.00 eq.
M1 97.59 mg, 0.57 mmol, 10.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCla): 6 =0.89 (s, 18 H, 12/19), 1.07 (s, 93 H, 4), 1.33 (s, 15 H,
11/18), 1.55 (s, 25 H, 10/17), 2.24 - 2.36 (m, 81 H, 3/7/8/14), 3.40 (s, 169 H, 2/15), 3.9 (s,
12 H, 9), 4.51 - 4.92 (m, 11 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.32 g (0.055 mmol, 95 %).

P6.5
PP6 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.91 mg, 5.56 pmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 19.80 pl, 0.14 mmol, 5.00 eq.
M1 23.80 mg, 0.14 mmol, 5.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCla): § = 0.92 (s, 15 H, 12/19), 1.11 (s, 155 H, 4), 1.35 (s,
14 H, 11/18), 1.58 (s, 20 H, 10/17), 2.29 - 2.39 (m, 122 H, 3/7/8/14), 3.45 (s, 210 H, 2/15),
4.02 (s, 12 H, 9), 4.54 - 4.97 (m, 7 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.13 g (0.019 mmol, 70 %).

P6.6
PP6 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.91 mg, 5.56 umol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 19.80 pl, 0.14 mmol, 5.00 eq.
M1 47.60 mg, 0.28 mmol, 10.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): § = 0.87 (s, 16 H, 12/19), 1.06 (s, 155 H, 4), 1.29 (s,
17 H, 11/18), 1.53 (s, 27 H, 10/17), 2.24 - 2.34 (m, 124 H, 3/7/8/14), 3.39 (s, 219 H, 2/15),
3.97 (s, 12 H, 9), 4.51 - 4.90 (m, 11 H, 1/13) ppm.
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Ausbeute: 0.16 g (0.022 mmol, 77 %).

P6.7
PP6 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.91 mg, 5.56 pmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 19.80 pl, 0.14 mmol, 5.00 eq.
M1 71.40 mg, 0.42 mmol, 15.00 eq.

'H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.93 (s, 17 H, 12/19), 1.12 (s, 155 H, 4), 1.35 (s,
18 H, 11/18), 1.59 (s, 30 H, 10/17), 2.30 - 2.40 (m, 135 H, 3/7/8/14), 3.45 (s, 231 H, 2/15),
4.03 (s, 14 H,9), 4.56 - 4.95 (m, 16 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.20 g (0.024 mmol, 85 %).

P6.8
PP5 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.91 mg, 5.56 pmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 39.59 ul, 0.28 mmol, 10.00 eq.
M1 23.80 mg, 0.14 mmol, 5.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCla): § = 0.92 (s, 26 H, 12/19), 1.12 (s, 155 H, 4), 1.36 (s,
19 H, 11/18), 1.59 (s, 26 H, 10/17), 2.29 - 2.39 (m, 118 H, 3/7/8/14), 3.45 (s, 220 H, 2/15),
4.03 (s, 19 H, 9), 4.57 - 4.96 (m, 6 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.17 g (0.024 mmol, 84 %).
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P6.9

PP6 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.

AIBN 0.91 mg, 5.56 umol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 39.59 ul, 0.28 mmol, 10.00 eq.
M1 47.60 mg, 0.28 mmol, 10.00 eq.

'H-NMR (400.00 MHz, CDCl3): 6 = 0.92 (s, 29 H, 12/19), 1.11 (s, 155 H, 4), 1.35 (s,
27 H, 11/18), 1.58 (s, 30 H, 10/17), 2.29 - 2.39 (m, 133 H, 3/7/8/14), 3.44 (s, 234 H, 2/15),
4.02 (s,24H,9),4.57 - 4.96 (m, 12 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.20 g (0.024 mmol, 88 %).

P6.10
PP6 150.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.91 mg, 5.56 pmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 39.59 ul, 0.28 mmol, 10.00 eq.
M1 71.40 mg, 0.42 mmol, 15.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): § = 0.92 (s, 26 H, 12/19), 1.10 (s, 155 H, 4), 1.34 (s,
25 H, 11/18), 1.57 (s, 47 H, 10/17), 2.29 - 2.39 (m, 141 H, 3/7/8/14), 3.44 (s, 236 H, 2/15),
4.01 (s, 22 H, 9), 4.54 - 4.96 (m, 16 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.21 g (0.024 mmol, 82 %).
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P7
PP7 1.32 g, 0.24 mmol, 1.00 eq.
AIBN 7.90 mg, 48.09 umol, 0.20 eq.
M1 411.65 mg, 2.40 mmol, 10.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCl3): § = 0.94 (s, 3 H, 15), 1.12 (s, 152 H, 4), 2.31 - 2.41 (m,
118 H, 3/7/8/10), 3.45 (s, 229 H, 2/11), 4.51 - 4.96 (m, 12 H, 1/9) ppm.

Ausbeute: 1.69 g (0.23 mmol, 98 %).
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L —stat.
P7.7
PP7 100.00 mg, 0.02 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.59 mg, 3.64 umol, 0.20 eq.
M1 31.18 mg, 0.18 mmol, 10.00 eq.
CTX-Acrylat 61.53 mg, 0.06 mmol, 3.00 eq.

!H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 =1.12 (s, 152 H, 3), 2.31 - 2.41 (m, 116 H, 2), 3.46 (s,
206 H, 1), 8.12 (s, 4 H, 4) ppm.

Ausbeute: 0.13 g (0.02 mmol, 94 %).
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P7.8
PP7 100.00 mg, 0.02 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.59 mg, 3.64 umol, 0.20 eq.
CTX-Acrylat 61.53 mg, 0.06 mmol, 3.00 eq.

!H-NMR (400.00 MHz, CDCl3): 6 = 1.12 (s, 152 H, 3), 2.31 - 2.41 (m, 125 H, 2), 3.46 (s,
226 H, 1), 8.12 (s, 3 H, 4) ppm.

Ausbeute: 0.10 g (0.02 mmol, 88 %).

g8 1l T s 1ts S\/17\/19
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CHy9 13
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P8
PP8 200.00 mg, 0.05 mmol, 1.00 eq.
AIBN 1.76 mg, 0.01 mmol, 0.20 eq.
n-Butylacrylat 38.08 pl, 0.27 mmol, 5.00 eq.
M1 91.57 mg, 0.53 mmol, 10.00 eq.

1H-NMR (400.00 MHz, CDCls): d = 0.84 (s, 11 H, 12/19), 0.95 (s, 14 H, 1°), 1.03 (s, 99
H, 4), 1.27 (s, 11 H, 11/18), 1.50 (s, 19 H, 10/17), 2.21 - 2.31 (m, 83 H, 3/7/8/14), 3.37 (s,
150 H, 2/15), 3.94 (s, 8 H, 9), 4.44 - 4.87 (m, 9 H, 1/13) ppm.

Ausbeute: 0.28 g (0.04 mmol, 86 %).
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PP9 0.70 g, 0.12 mmol, 1.00 eq.
AIBN 3.89 mg, 23.67 umol, 0.20 eq.
M1 202.63 mg, 1.18 mmol, 10.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): § = 0.94 (s, 3 H, 15), 1.05 (s, 15 H, 1°), 1.12 (s, 161 H,
4), 2.31 - 2.40 (m, 128 H, 3/7/8/10), 3.45 (s, 237 H, 2/11), 4.53 - 4.96 (M, 12 H, 1/9) ppm.

Ausbeute: 0.90 g (0.11 mmol, 90 %).
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7.3.3 Thiolacton-Ringo6ffnung

Zuné&chst wurde das Block Copolymer (1.00 eg. bezogen auf die Thiolacton-Einheiten pro
Polymerkette) in Chloroform unter Schutzgasatmosphére gelést (1 mM Polymerlésung)
und anschlieBend wurde das primére Amin (x eq.) zugegeben. Nach Rihren fur eine Stunde
bei RT wurde nun das Acrylat (y eg.) zugegeben und die Reaktion wurde tiber Nacht bei
RT gerlihrt. Nun wurde der Grofiteil des Chloroforms entfernt und der Riickstand aus
Diethylether ausgeféllt. Das Produkt wurde nach Trocknung im Vakuum als wei3licher

Feststoff erhalten.

o)
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P7.1
pP7 1.00 g, 1.38 mmol, 1.00 eq.
1-Propylamin 569.65 pL, 6.90 mmol, 5.00 eq.
Ethylacrylat 767.56 pL, 6.90 mmol, 5.00 eq.

'H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.92 (s, 28 H, 10), 1.12 (s, 152 H, 4), 1.26 (s, 29 H,
16), 1.53 (s, 26 H, 9/5), 2.07 (s, 34 H, 11/6), 2.31 - 2.41 (m, 106 H, 3), 2.60 (s, 32 H, 12/13),
2.79 (s, 19 H, 14), 3.35 (s, 15 H, 8), 3.46 (s, 205 H, 2), 4.15 (s, 19 H, 15), 4.52 (m, 12 H,
1/7) ppm.

Ausbeute: 0.98 g (0.11 mmol, 82 %).
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P7.3

P7 100.00 mg, 0.13 mmol, 1.00 eq.
1-Propylamin 5.73 pL, 0.07 mmol, 0.50 eq.
Ethylacrylat 7.72 pL, 0.07 mmol, 0.50 eq.

1H-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.92 (s, 20 H, 10), 1.12 (s, 152 H, 4), 1.26 (s, 3 H,
16), 1.53 (s, 13 H, 9/5), 2.07 (5, 23 H, 11/6), 2.30 - 2.41 (m, 109 H, 3), 2.59 (s, 10 H, 12/13),
2.78 (s, 3 H, 14), 3.46 (s, 215 H, 2/8), 4.15 (s, 5 H, 15), 4.52 (m, 9 H, 1/7) ppm.

Ausbeute: 0.08 g (0.01 mmol, 75 %).

P7.4
P7 100.00 mg, 0.13 mmol, 1.00 eq.
1-Propylamin 5.73 pL, 0.07 mmol, 0.50 eq.
Ethylacrylat 7.72 pL, 0.07 mmol, 0.50 eq.
TEA 9.62 pL, 0.07 mmol, 0.50 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.92 (s, 11 H, 10), 1.12 (s, 152 H, 4), 1.26 (s, 5 H,
16), 1.53 (s, 15 H, 9/5), 2.14 (s, 24 H, 11/6), 2.31 - 2.40 (m, 107 H, 3), 2.59 (s, 12 H, 12/13),
2.78 (s, 4 H, 14), 3.45 (s, 215 H, 2), 4.15 (s, 6 H, 15), 4.52 - 5.98 (m, 9 H, 1/7) ppm.

Ausbeute: 0.08 g (0.01 mmol, 71 %).
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P7
1-Hexylamin

Ethylacrylat

100.00 mg, 0.13 mmol, 1.00 eq.
84.55 pL, 0.64 mmol, 5.00 eq.
67.62 uL, 0.64 mmol, 5.00 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): 6 = 0.81 (s, 31 H, 13), 1.05 (s, 152 H, 4), 1.21 (s, 87 H,
10/11/12/19), 1.43 (s, 24 H, 9/5), 1.93 (s, 56 H, 14/6), 2.24 - 2.34 (m, 109 H, 3), 2.53 (s,
35 H, 15/16), 2.71 (s, 21 H, 17), 3.38 (s, 210 H, 2/8), 4.08 (s, 21 H, 18), 4.45 (m, 12 H, 1/7)

ppm.

Ausbeute: 0.09 g (0.01 mmol, 85 %).

L —SH

o || B |
CH2 NH NH
CHs o) C\fo
HN S
L s J. L J,
Q L
5
(6]
O
¢
CTX
6
P7.5
P7 100.00 mg, 0.12 mmol, 1.00 eq.
1-Propylamin 48.13 pL, 0.58 mmol, 5.00 eq.
CTX-Acrylat 39.40 mg, 0.04 mmol, 0.30 eq.
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IH-NMR (400.00 MHz, CDCls): § = 0.92 (s, 23 H, 5), 1.12 (s, 152 H, 3), 1.53 (s, 20 H,
4),2.31-2.41 (m, 108 H, 2), 3.46 (s, 214 H, 1), 8.10 (s, 2 H, 6) ppm.

Ausbeute: 0.10 g (0.01 mmol, 89 %).

1 o _ - - -
| | sH
NS O)kr
|=o 0 0
CH, 2 NH NH
CH, 3 o 0
52
s

P7.6
P7 100.00 mg, 0.12 mmol, 1.00 eq.
1-Hexylamin 77.63 pL, 0.58 mmol, 5.00 eq.
CTX-Acrylat

39.40 mg, 0.04 mmol, 0.30 eq.

IH-NMR (400.00 MHz, CDCl3): 6 = 0.82 (s, 24 H, 8), 1.05 (s, 152 H, 3), 1.22 (s, 48 H,
5/6/7), 1.43 (s, 19 H, 4), 2.24 - 2.34 (m, 107 H, 2), 3.39 (s, 214 H, 1), 8.05 (s, 1 H, 6) ppm.

Ausbeute: 0.10 g (0.01 mmol, 89 %).

179



7.4 Nanopartikelsynthese

7.4.1 Makro-RAFT Vernetzung

o}
AIBN, Vernetzer,
N 0 SN 40,6500, 0N,
Fo o) S
GHz §
CHj C4Hg
X y

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Das Block Copolymer (1.00 eq.) und der Vernetzer (n eq.) wurden zusammen mit AIBN

(0.2 eq.) in VE-Wasser gelost, sodass eine 1 mM Polymerldsung entstand. Nach mindestens

30 min entgasen der Reaktion mit Argon, wurde sie fur 5 min in ein Ultraschallbad

getaucht. Anschlielend wurde sie Uber Nacht bei 65 °C gerthrt. Nun wurde die Losung

lyophilisiert und in wenig Chloroform aufgenommen. Das Produkt wurde durch Ausféllen

aus kaltem Diethylether und Trocknen im Hochvakuum als weif3er bis gelblicher Feststoff

erhalten.
NP1A
P1 100.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
AIBN 0.92 mg, 5.60 umol, 0.20 eq.
HDDMA 38.01 mg, 0.17 mmol, 6.00 eq.

Ausbeute: 0.10 g

Vernetzungseffektivitat: 38 %

NP1B

P1
AIBN
HDDMA

100.00 mg, 0.03 mmol, 1.00 eq.
0.92 mg, 5.60 umol, 0.20 eq.
76.02 mg, 0.34 mmol, 12.00 eq.

Ausbeute: 0.13 g

Vernetzungseffektivitat: 47 %
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NP2A

P2
AIBN
HDDMA

100.00 mg, 0.01 mmol, 1.00 eq.
0.46 mg, 2.80 umol, 0.20 eq.
19.01 mg, 0.08 mmol, 6.00 eq.

Ausbeute: 0.09 g

Vernetzungseffektivitat: 32 %

NP2B

P2
AIBN
HDDMA

100.00 mg, 0.01 mmol, 1.00 eq.
0.46 mg, 2.80 umol, 0.20 eq.
38.02 mg, 0.16 mmol, 12.00 eq.

Ausbeute: 0.11 g

Vernetzungseffektivitat: 40 %

NP3.2A

P3.2
AIBN
HDDMA

100.00 mg, 0.01 mmol, 1.00 eq.
0.34 mg, 2.10 pumol, 0.20 eq.
16.01 mg, 0.06 mmol, 6.00 eq.

Ausbeute: 0.11 g

Vernetzungseffektivitat: 19 %

NP3.2B

P3.2
AIBN
HDDMA

100.00 mg, 0.01 mmol, 1.00 eq.
0.34 mg, 2.10 pumol, 0.20 eq.
32.02 mg, 0.12 mmol, 12.00 eq.

Ausbeute: 0.11 g

Vernetzungseffektivitat: 25 %
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NP3.1A

P3.1 25.00 mg, 2.77 umol, 1.00 eq.
AIBN 90.97 pg, 0.55 pmol, 0.20 eq.
DSDA 4.36 mg, 0.02 mmol, 6.00 eq.

Ausbeute: 0.02 g

Vernetzungseffektivitat: 6 %

NP3.1B
P3.1 25.00 mg, 2.77 pmol, 1.00 eq.
AIBN 90.97 ug, 0.55 umol, 0.20 eq.
DSDA 8.72 mg, 0.04 mmol, 12.00 eq.

Ausbeute: 0.03 g

Vernetzungseffektivitat: --- %

NP3.1C
P3.1 25.00 mg, 2.77 pmol, 1.00 eq.
AIBN 90.97 ug, 0.55 umol, 0.20 eq.
DSDA 17.44 mg, 0.08 mmol, 24.00 eq.

Ausbeute: 0.04 g

Vernetzungseffektivitat: 18 %

NP3.2C
P3.2 25.00 mg, 2.62 pmol, 1.00 eq.
AIBN 86.05 ug, 0.52 umol, 0.20 eq.
DSDA 4.12 mg, 0.02 mmol, 6.00 eq.

Ausbeute: 0.03 g

Vernetzungseffektivitat: 14 %
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NP3.2D

P3.2
AIBN
DSDA

25.00 mg, 2.62 umol, 1.00 eq.
86.05 ug, 0.52 umol, 0.20 eq.
8.24 mg, 0.04 mmol, 12.00 eq.

Ausbeute: 0.03 g

Vernetzungseffektivitat: 2 %

NP3.2E

P3.2
AIBN
DSDA

t, T

25.00 mg, 2.62 umol, 1.00 eq.
86.05 ug, 0.52 umol, 0.20 eq.
16.50 mg, 0.08 mmol, 24.00 eq.
18 h, 65 °C

Ausbeute: 0.03 g

Vernetzungseffektivitat: 12 %

NP3.3A

P3.3
AIBN
DSDA

t, T

25.00 mg, 2.48 umol, 1.00 eq.

81.45 ug, 0.49 umol, 0.20 eq.

3.90 mg, 0.02 mmol, 6.00 eq.
18 h, 65 °C

Ausbeute: 0.03 g

Vernetzungseffektivitat: 2 %
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NP3.3B

P3.3
AIBN
DSDA

t, T

25.00 mg, 2.48 umol, 1.00 eq.

81.45 ug, 0.49 umol, 0.20 eq.

7.80 mg, 0.04 mmol, 12.00 eq.
18 h, 65 °C

Ausbeute: 0.03 g

Vernetzungseffektivitat: 2 %

NP3.3C

P3.3
AIBN
DSDA

25.00 mg, 2.48 umol, 1.00 eq.
81.45 ug, 0.49 umol, 0.20 eq.
15.60 mg, 0.08 mmol, 24.00 eq.

Ausbeute: 0.05 g

Vernetzungseffektivitat: 19 %
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7.4.2 Thiolacton Vernetzung

S S Cystamin,
\n/ ~ H,0, T, t

s | i

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Das Blockcopolymer (1.00 eq. bezogen auf die Thiolactoneinheiten (M1) pro
Polymerkette) und Cystamin (n eq.) wurden in VE-Wasser gel6st, sodass eine 1 mM
Polymerldsung entsteht. Nach finfmintatiger Behandlung in einem Ultraschallbad wurde
die Reaktionsldsung tber Nacht bei 40 °C gerihrt. Nun wurde die Lésung lyophilisiert und
in wenig Chloroform aufgenommen. Das Produkt wurde durch Ausfallen aus kaltem
Diethylether und Trocknen im Hochvakuum als weiRer bis gelblicher Feststoff erhalten.

NP4.1
P4.7 40.00 mg, 45.09 pmol, 1.00 eq.
Cystamin 3.43 mg, 22.54 pmol, 0.50 eq.
t, T 18 h, 20 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 78 %

NP4.2

P4.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 45.09 umol, 1.00 eq.
3.43 mg, 22.54 pumol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 78 %
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NP4.3

P4.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 45.09 pmol, 1.00 eq.
3.43 mg, 22.54 umol, 0.50 eq.
18 h, 60 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 79 %

NP4.4

P4.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 45.09 umol, 1.00 eq.
3.43 mg, 22.54 pmol, 0.50 eq.
18 h, 80 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 79 %

NP4.5

P4.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 45.09 umol, 1.00 eq.
0.86 mg, 5.64 pumol, 0.125 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 21 %

NP4.6

P4.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 45.09 umol, 1.00 eq.
1.72 mg, 11.27 pmol, 0.25 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.05 g
Vernetzungseffektivitat: 59 %
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NP4.7

P4.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 45.09 pmol, 1.00 eq.
6.86 mg, 45.08 umol, 1.00 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g

Vernetzungseffektivitat: 81 %

NP4.8

P4.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 45.09 pmol, 1.00 eq.
13.72 mg, 90.16 pmol, 2.00 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.03 g

Vernetzungseffektivitat: 84 %

NP4.9

P4.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 45.09 pmol, 1.00 eq.
34.30 mg, 225.40 pumol, 5.00 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.03 g

Vernetzungseffektivitat: 66 %
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NP5.1

P5.1
Cystamin

t, T

50.00 mg, 57.33 umol, 1.00 eq.
4.36 mg, 28.67 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g

Vernetzungseffektivitat: 71 %

NP5.2

P5.2
Cystamin

t, T

50.00 mg, 95.78 umol, 1.00 eq.
7.29 mg, 47.89 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.05 g

Vernetzungseffektivitat: 90 %

NP5.3

P5.3
Cystamin

t, T

50.00 mg, 65.54 umol, 1.00 eq.
4.99 mg, 32.77 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.05 g

Vernetzungseffektivitat: 82 %
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NP5.4

P5.4
Cystamin

t, T

50.00 mg, 77.45 pmol, 1.00 eq.
5.90 mg, 38.73 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.05 g
Vernetzungseffektivitat: 89 %

NP6.1

P6.1
Cystamin

t, T

40.00 mg, 32.00 pmol, 1.00 eq.
2.44 mg, 16.00 pmol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 49 %

NP6.2

P6.2
Cystamin

t, T

40.00 mg, 56.33 pmol, 1.00 eq.
4.29 mg, 28.17 pumol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 77 %

NP6.3

P6.3
Cystamin

t, T

40.00 mg, 71.88 pmol, 1.00 eq.
5.47 mg, 35.94 pmol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 84 %
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NP6.4

P6.4
Cystamin

t, T

40.00 mg, 87.96 pmol, 1.00 eq.
6.70 mg, 43.98 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.05 g
Vernetzungseffektivitat: 86 %

NP6.5

P6.5
Cystamin

t, T

40.00 mg, 29.02 pmol, 1.00 eq.
2.21 mg, 14.51 pmol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.05 g
Vernetzungseffektivitat: 65 %

NP6.6

P6.6
Cystamin

t, T

40.00 mg, 51.68 pmol, 1.00 eq.
3.93 mg, 25.84 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 80 %

NP6.7

P6.7
Cystamin

t, T

40.00 mg, 68.73 umol, 1.00 eq.
5.23 mg, 34.37 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.05 g
Vernetzungseffektivitat: 83 %
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NP6.8

P6.8
Cystamin

t, T

40.00 mg, 27.03 pmol, 1.00 eq.
2.06 mg, 13.52 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 62 %

NP6.9

P6.9
Cystamin

t, T

40.00 mg, 47.06 pmol, 1.00 eq.
3.58 mg, 23.53 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 82 %

NP6.10

P6.10
Cystamin

t, T

40.00 mg, 61.74 pmol, 1.00 eq.
4.70 mg, 30.87 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.05 g
Vernetzungseffektivitat: 86 %

NP7

P6.10
Cystamin
4-MU
t, T

50.00 mg, 64.01 pmol, 1.00 eq.
4.87 mg, 32.01 pmol, 0.50 eq.
5mg
4 h,40°C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 82 %
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NP7.3

P7.3
Cystamin

t, T

40.00 mg, 36.96 pumol, 1.00 eq.
2.81 mg, 18.48 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 83 %

NP7.4

P7.4
Cystamin

t, T

40.00 mg, 31.00 pmol, 1.00 eq.
2.36 mg, 15.50 umol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 80 %

NP8

P8
Cystamin

t, T

40.00 mg, 56.93 umol, 1.00 eq.
4.33 mg, 28.46 pumol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 56 %

NP9

P9
Cystamin

t, T

40.00 mg, 52.28 pmol, 1.00 eq.
3.55 mg, 26.14 pmol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.03 g
Vernetzungseffektivitat: 82 %
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NP10.1

P7
P9
Cystamin

t, T

40.00 mg, 46.64 pmol, 0.90 eq.
4.00 mg, 5.28 umol, 0.10 eq.
3.55 mg, 23.32 umol, 0.50 eq.

18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 82 %

NP10.2

P7
P9
Cystamin

t, T

20.00 mg, 26.76 pmol, 0.50 eq.

20.00 mg, 22.75 pmol, 0.5 eq.

3.77 mg, 24.73 pmol, 0.50 eq.
18 h, 40 °C

Ausbeute: 0.04 g
Vernetzungseffektivitat: 82 %
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