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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Bereits in den 1960er Jahren wurde das Konzept vorgestellt, einen
pharmazeutischen Wirkstoff in partikulare Arzneistofftrager aus Polymeren oder
makromolekularen Stoffen einzubringen. Es besteht jedoch bis jetzt ein
ungemindertes Interesse an der Entwicklung solcher Drug-Delivery-Systeme, da sie
entscheidende Vorteile mit sich bringen. Empfindliche Arzneistoffe, wie zum Beispiel
Peptide oder Proteine, kdonnen durch Einschlielen in Transportvehikel vor der
proteolytischen Zersetzung im Korper, vorzeitiger Ausscheidung durch die Nieren
und Inaktivierung durch das Immunsystem beschutzt werden. Eine
vielversprechende Entwicklung auf diesem Gebiet sind Mikro- und Nanopartikel aus
dem biokompatiblen und biologisch abbaubaren Copolymer Poly(lactid-co-glycolid)
kurz PLGA. Allerdings sehen sich auch derartige Arzneistofftrager mit den
Abwehrmechanismen des Koérpers konfrontiert. In der Regel werden sie rasch durch
Zellen des Retikuloendothelialen Systems aus dem Korper entfernt. Unter den
zahlreichen Ansatzen diesen Vorgang zu umgehen, sticht besonders die
Oberflachenmodifikation  mit  dem  hydrophilen,  nichtionischen  Polymer
Polyethylenglykol (PEG) hervor. Es konnte gezeigt werden, dass eine Modifikation
mit PEG das Ausmal} der Phagozytose durch RES-Zellen reduzieren kann und somit

auf diese Weise langlebige Nano- und Mikropartikel hergestellt werden konnen.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten Materialien zur Oberflachenmodifikation von
PLGA-Nanopartikeln mit Polyethylenglykol synthetisiert werden. Die Modifikation
selbst kann einerseits durch kovalente Bindung von PEG-Ketten an funktionelle
Gruppen des Partikel-Materials PLGA oder durch Nutzung elektrostatischer
Anziehungskrafte erfolgen. Die Partikeloberflache ist durch Anwesenheit von
zahlreichen Carboxylfunktionen negativ geladen und es ist bereits bekannt, dass
kationische Di-Blockcopolymere aus PEG und Poly-L-Lysin (PLL) mit dem positiv
geladenen PLL-Teil an die Partikel adsorbieren, wahrend sich die PEG-Ketten nach
aullen hin orientieren. Ein solches Copolymer sollte hier durch Konjugation von
PEG 2000 mit e-CBZ-PLL (M ~ 1000 Da), bei dem samtliche primare Aminogruppen
bis auf eine einzige a-Aminogruppe durch Carbobenzoxy-Schutzgruppen blockiert

sind, hergestellt werden. PEG wurde durch das Einfuhren einer endstandigen
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Carboxylfunktion fur die Konjugation aktiviert. Dazu wurde die Hydroxylgruppe von
Polyethylenglykolmethylether 2000 (MPEG) durch Umsetzung mit Chloressigsaure in
eine Carboxylfunktion transformiert. Das dadurch erzeugte Carboxyl-PEG wurde
mittels einer Kombination aus N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und
N-Hydroxysuccinimid (NHS) zu einem reaktiven NHS-Ester umgesetzt, welcher
wiederum mit der primaren Aminogruppe des CBZ-PLLs weiterreagieren und eine
kovalente Amidbindung zwischen PEG und PLL ausbilden kann. Um die CBZ-
Schutzgruppen von den Aminogruppen abzuspalten, welche dann erst die positive
Ladung von PLL bewirken, wurde die Methode der katalytischen Transferhydrierung
mit 1,4-Cyclohexadien als Wasserstoffdonor gewahlt.

Fur die kovalente Modifikation von PLGA mit PEG, wurde aus dem zuvor
hergestellten Carboxyl-PEG durch Aktivierung mit DCC/NHS und anschlielfende
Kopplung mit Ethylendiamin das Amino-Derivat von mPEG synthetisiert. Die so
eingefihrte primare Aminogruppe kann weiters zur Konjugation mit Carboxylgruppen
des PLGA eingesetzt werden.

Weiters wurde fluoreszenzmarkiertes PLGA durch Umsetzung von Amino-PLGA mit
Fluoresceinisothiocyanat hergestellt. Amino-PLGA erhielt man dabei auf die gleiche
Art und Weise wie schon Amino-PEG erzeugt wurde, kurz, durch Aktivierung der
Carboxylfunktionen mittels DCC/NHS und anschlieBende Reaktion mit
Ethylendiamin.

Das Carboxyl-Derivat von PEG konnte in guten Ausbeuten hergestellt und die
Anwesenheit von Carboxylgruppen im Produkt mittels Infrarotspektroskopie bestatigt
werden.

Im Gegensatz dazu wurde die Bildung des PLL-PEG-Konjugates nicht beobachtet,
das Endprodukt enthielt keinerlei PEG, was unter anderem mittels
Infrarotspektroskopie festgestellt wurde. Moglicherweise war die Kopplung von
Carboxyl-PEG an die einzige freie a-Aminogruppe des CBZ-PLLs aus sterischen
Grinden nicht erfolgreich.

Amino-PEG wurde in zufriedenstellenden Ausbeuten erhalten. Durch Behandlung mit
Ninhydrin konnten Aminogruppen im Produkt nachgewiesen werden. Eine
Quantifizierung der vorhandenen primaren Aminogruppen erfolgte mittels
TNBS-Test, wodurch festgestellt wurde, dass circa jedes dritte mPEG-Molekll eine

Aminogruppe besitzt.
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Ziel bei der Herstellung von F-PLGA war es, ohne Verwendung von DMSO
auszukommen, welches sich bei der spateren Produktion von Nanopartikeln
destabilisierend auswirken wurde. Das Loésungsmittel DMSO konnte erfolgreich
durch Aceton ersetzt werden. Mit dem so erhaltenen F-PLGA wurden stabile,

fluoreszenzmarkierte Nanopartikel hergestellt.
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2 Einleitung und Problemstellung

Angeregt durch die rapide Weiterentwicklung der Gen- und Biotechnologie in den
letzten Jahrzehnten, welche eine Vielzahl an neuartigen Biopharmazeutika
hervorbrachte, entstand ein enormes Interesse an der Entwicklung von adaquaten
Drug-Delivery-Systemen. Denn derartige Arzneistoffe, wie zum Beispiel Protein- oder
Peptidwirkstoffe, bringen eine Reihe von Mangeln mit sich, die ihre
Einsatzmoglichkeiten limitieren. Sollen etwa Peptide oder Proteine als Wirkstoffe in
Medikamenten eingesetzt werden, muss man sich dessen bewusst sein, dass diese
komplexen Biomoleklle im Korper schnell dezimiert werden. Verantwortlich fur
diesen Vorgang sind vorrangig der Abbau durch proteolytische Enzyme,
Ausscheidung Uber die Nieren und Inaktivierung durch das Immunsystem. Um diese
Probleme zu umgehen, wurden in der Forschung bereits viele Wege eingeschlagen.
Einer von ihnen ist, die Wirkstoffe in Transportvehikel, wie zum Beispiel Nanopartikel,
einzubringen. Nanopartikel sind kolloidale Partikel mit einer GréRe im Nanometer-
Bereich, die fur den Einsatz als Arzneistofftrager meist aus naturlichen Polymeren,
wie Polysacchariden, oder synthetischen, bioabbaubaren Polymeren, wie
Polylactiden oder Polyglycoliden, erzeugt werden. Der Wirkstoff ist dabei entweder in
die Polymermatrix eingebettet oder wird von einer Polymerschicht umhdulit. Die
Partikel als Arzneistofftrager schirmen also den Wirkstoff von der Korperumgebung
ab, bis er mit einer zeitlichen Verzdgerung durch Diffusion und Biodegradation des
Polymers [1] wieder freigesetzt wird.

Jedoch auch Nanopartikel sind vor Angriffen des Immunsystems nicht sicher und
werden in der Regel rasch vom Retikuloendothelialen System (RES) beseitigt [2-4],
wodurch es gar nicht erst zur Freisetzung des enthaltenen Wirkstoffes kommt. Es
wurden deshalb eine Vielzahl von Versuchen unternommen, ,Stealth-Partikel, also
vor dem Immunsystem ,getarnte® Nanopartikel, zu entwickeln. Beispielsweise
wurden hierfir die Oberflachen von Nanosphdaren mit nichtionischen,
oberflachenaktiven Stoffen, wie Pluronic oder Tetronic [5], oder mit polymeren
Makromolekllen modifiziert, welche die Wechselwirkungen mit Komponenten des
Immunsystems herabsetzen sollten. Einer der erfolgreichsten Ansatze darunter ist
die Oberflachenmodifikation von Partikeln mit dem hydrophilen, nichtionischen

Polymer Polyethylenglykol (PEG). Es konnte gezeigt werden, dass PEG-modifizierte
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Nanopartikel aus Polylactid-co-glycolid (PLGA) bei intravendser Administration im
Vergleich zu reinen PLGA-Partikeln eine wesentlich erhdhte Plasmaverweilzeit
aufweisen [6], wodurch erst die eigentliche Aufgabe der Partikel, namlich die Abgabe

des transportierten Arzneistoffes im Korper, erreicht werden kann.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten Materialien zur Oberflachenmodifikation von
PLGA-Nanospharen mit Polyethylenglykol (PEGylierung) synthetisiert werden. PEG
kann beispielsweise kovalent an PLGA gebunden werden. Zu diesem Zweck sollte
ein PEG-Derivat mit endstandiger Aminogruppe (,Amino-PEG®) fir die Kopplung mit
Carboxylfunktionen von PLGA hergestellt werden. Mit dem so erzeugten PEG-PLGA-
Copolymer konnen in weiterer Folge PEGylierte Nanopartikel produziert werden.

Die Oberflachenmodifikation kann aber auch durch gezieltes Nutzen von
elektrostatischen Wechselwirkungen erfolgen. PLGA besitzt aufgrund seiner
zahlreichen Carboxylfunktionen eine negative Ladung, wodurch positiv geladene
Molekule an der Oberflache von Partikeln aus PLGA adsorbieren konnen. Es wurde
bereits gezeigt, dass kationische Copolymere aus Poly-L-Lysin und PEG aufgrund
ihrer positiven Ladung stark an den negativ geladenen PLGA-Partikeln adsorbieren
[7, 8]. Nach diesem Vorbild sollte in der vorliegenden Arbeit Polyethylenglykol durch
das Einfuhren einer endstandigen Carboxylgruppe (,Carboxyl-PEG®) fur die
Konjugation mit Poly-L-Lysin (PLL) aktiviert und die Kopplungsreaktion durchgefuhrt
werden. Anschliel3end sollten notwendige analytische Methoden fur die Verfolgung
der Reaktionen und Charakterisierung samtlicher Produkte etabliert werden.
Vergleichbare PEG-Derivate mit endstandigen Carboxyl- oder Aminogruppen sind
zwar bereits kommerziell erhaltlich, jedoch wirde die selbsttatige Synthese aus den

preisgunstigen Ausgangsverbindungen eine wesentliche Kostenersparnis bedeuten.

Eine weitere Aufgabe bestand darin, ein von Kim et al. Ubernommenes Verfahren zur
Fluoreszenzmarkierung von PLGA mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) [8] zu
optimieren. Auch hier spielte der Kostenfaktor eine entscheidende Rolle, da die
Markierung mittels FITC im Vergleich zur bereits etablierten Methode der
Fluorescein-Cadaverin-Kopplung eine deutliche Reduktion der Kosten mit sich

brachte.
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3 Grundlagen

3.1 PEGylierung

Der Vorgang, bei dem Polyethylenglykol-Ketten an anderen Materialien wie zum
Beispiel Proteinen, Peptiden oder modifizierten Metalloberflachen angebracht
werden, wird PEGylierung genannt.

3.1.1 Polyethylenglykol

Die Struktur von PEG, in Abb. 1 dargestellt, besteht aus sich wiederholenden

Einheiten von Ethylenoxid, wobei die Polymerkette an beiden Seiten in

O
HO OH
n

Abb. 1: Polyethylenglykol (PEG)

Hydroxidgruppen endet.

Hergestellt wird es durch anionische Polymerisation von Ethylenoxid, was je nach
Polymerisationsbedingungen zur Bildung von Polymerstrangen mit verschiedenen
Molekulargewichten flhrt. Bei Molekulen mit einem Gewicht von 200 bis 35000 Da
hat sich die Bezeichnung Polyethylenglykole eingebtirgert, groRere Produkte werden
als Polyethylenoxide bezeichnet. Haufig findet man die Abkirzung PEG zusammen
mit einem Zahlenwert, der das mittlere Molekulargewicht angibt.

Je nach Kettenlange weisen Polyethylenglykole unterschiedliche Konsistenzen auf.
Bis zu einem mittleren Molekulargewicht von 400 Da sind sie bei Raumtemperatur
nichtflichtige Flussigkeiten, PEG 600 ist eine pastenartige Substanz, wahrend PEG
2000 ein wachsartiger Feststoff ist.

Polyethylenglykole zeigen eine ausgesprochen gute Wasserloslichkeit, wobei sie
gleichzeitig in vielen organischen Lésungsmitteln I6slich sind (siehe Abschnitt 5.1).

Ab einem mittleren Molekulargewicht von 1000 Da weisen sie eine aulderst geringe
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Toxizitat und Immunogenitat auf [9, 10], weswegen sie eine breite Anwendung in der

Lebensmittel-, Kosmetik- und pharmazeutischen Industrie finden.

3.1.2 Das Schicksal von Nanopartikeln im Korper

Je nach dem, ob Nanopartikel dem Korper intravenos oder uber oralem Wege
zugefuhrt werden, kommen sie sofort in direkten Kontakt mit dem Blut und seinen
Bestandteilen oder mussen erst die Barriere des gastrointestinalen Traktes
passieren. Nach ihrer Resorption finden sich auch die peroral verabreichten Partikel
im Blut oder in der Lymphe wieder [11] und sehen sich mit den Abwehrmechanismen
des Korpers konfrontiert. lhre Zirkulation im Korper ist somit nicht von langer Dauer,
da die Zellen des Retikuloendothelialen Systems sie rasch (oft innerhalb von
Minuten) via Phagozytose beseitigen [12, 3]. Zum grofRten Teil geschieht dies durch
in der Leber lokalisierte Makrophagen, die so genannten Kupffer-Sternzellen [5] und
die Makrophagen der Milz [6]. Ein mit diesem Vorgang eng verbundener Prozess ist
die Opsonisierung, worunter man die Forderung der Phagozytose durch das
Einwirken bestimmter Substanzen so genannter Opsonine versteht. Opsonine sind
entweder Antikérper oder Komplementfaktoren (Proteine des Komplementsystems),
die durch Anlagerung an Fremdkorper, in diesem Fall die Nanopartikel, die
Erkennung und anschlieRende Vernichtung durch Phagozyten begunstigen.

Es konnte gezeigt werden, dass Komplementfaktor C3 und Immunglobulin G an die
Oberflache von PLA-Nanospharen adsorbieren. Weiters wurden Fibrinogen, Albumin
und zahlreiche Apolipoproteine an Nanospharen-Oberflachen gefunden [1].

Generell kann gesagt werden, dass Proteine vergleichsweise starker an hydrophobe
und wesentlich schwacher an hydrophile Oberflachen adsorbieren [13]. Dies gilt als
Erklarung flr die verstarkte Aufnahme von hydrophoben Partikeln durch Phagozyten
[3].

Ein weiteres Kriterium fur das Schicksal von Nanopartikeln ist ihre Grolie. Partikel
uber einer GroRe von ungefahr 200 nm werden vermehrt durch Leber und Milz
ausgefiltert und abgesondert [14, 15]. Andererseits sammeln sich auch Partikel unter
70 nm in der Leber an [3] und mitunter kdnnen sehr kleine Partikel GUber den renalen

Weg ausgeschieden werden.
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3.1.3 Stealth-Partikel

Van Oss zeigte 1978, dass viele pathogene Bakterien eine Oberflache besitzen, die
aus einer hydrophilen, hydratisierten Schicht von Proteinen, Polysacchariden und
Glycoproteinen besteht. Diese hydrophile Schicht reduziert nachweisliche die
Wechselwirkungen der Bakterienoberflache mit Blutkomponenten und unterdrickt
Phagozytose durch Zellen des RES [16]. Man kdnnte nun meinen, dass jeglicher
hydrophiler, hydratisierter Uberzug fiir Nanopartikel denselben Effekt erzielen sollte.
Ein Uberziehen von Partikeln mit Gelatine konnte das AusmaR der Phagozytose
jedoch nicht vermindern [17], genauso wenig wie die Modifikation mit dem stark
hydrophilen Polymer Dextran dies vermochte [18].

Durch Untersuchungen von Abuchowski et al. war bereits 1977 bekannt, dass das
Koppeln von Proteinen mit Polyethylenglykol die Immunogenitat der Proteine deutlich
vermindert und erhdhte Serumhalbwertszeiten induziert [19]. Wenig spater
verwendeten lllum et al. eine Reihe von polyethylenoxid-haltigen Blockcopolymeren,
um die Oberflache von Modellpartikeln zu modifizieren, was zu einer signifikanten
Erhéhung der Zirkulationszeit im Blutkreislauf fuhrte [20-22].

In der folgenden Zeit gab es eine Reihe von Versuchen, bei denen die Oberflachen
von partikularen Arzneistofftragern unterschiedlicher Zusammensetzung mit PEG-
Ketten modifiziert wurden und es konnte bestatigt werden, dass mit dieser Art von
Modifikation die Blutzirkulationszeit der Partikel erhoht werden kann [23-25, 6]. Die
Anreicherung mit PEG-Ketten an der Oberflache kann dabei entweder schon beim
Produktionsprozess der Nanopartikel durch Verwendung von Pfropfcopolymeren
(graft copolymers) wie zum Beispiel PLGA-PEG, durch physikalische Adsorption
(Nutzung elektrostatischer oder Van-der-Waals-Anziehung) oder durch kovalente
Kopplung mit funktionellen Gruppen an der Partikeloberflache geschehen [3,12].
Beispielsweise stellten Li et al. PEGylierte PLGA-Nanopartikel aus einem PLGA-PEG
5000-Pfropfcopolymer her. Mit dieser Methode konnten sie die Serumhalbwertszeit
von puren PLGA-Partikeln in Ratten von 13,6 Minuten auf das annahernd 20-fache
erhohen [6].

Faraasen et al. hingegen verwendeten ein Pfropfcopolymer aus Poly-L-Lysin (20
kDa) und PEG 2000, welches aufgrund der stark positiven Ladung des PLLs spontan
an die negativ geladene Oberflache von PLGA-Mikrospharen adsorbierte, wodurch

ein burstenartiger ,PEG-Teppich® auf den Partikeln entstand. Anhand dieses
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Uberzugs konnte das AusmaR der Phagozytose durch Makrophagen und
dendritische Zellen aus menschlichem Blut auf 10%, verglichen mit dem Wert far

unmodifizierte PLGA-Mikrospharen, reduziert werden [7].

Nun bleibt jedoch die Frage, warum eine Modifikation mit PEG eine Erhéhung der
Serumhalbwertszeit bewirkt. Was sind die Mechanismen, die zu einer Reduktion der
Phagozytose fuhren?

Studien von PEG in Losung zeigten, dass jede Ethylenglycol-Einheit zwei oder drei
Wassermolekile bindet, deswegen verhalt sich PEG als ware es funf bis zehn Mal
grolker als ein korrespondierendes Protein gleicher Molekularmasse [26, 9]. PEG
erzeugt dadurch eine Oberflache, die sich in einem flussigkeitsahnlichen Zustand
befindet, wobei das angelagerte Wasser hydrophobe Wechselwirkungen minimiert.
Gleichzeitig weisen die PEG-Ketten eine aullerordentlich hohe Flexibilitat und
Mobilitat auf. Es wurde vorgeschlagen, dass sich nahernde Proteine durch die PEG-
Ketten abgestof’en werden, weil durch deren starke Mobilitdt keine ausreichende
Kontaktzeit, die fur eine Adsorption notwendig ware, vorhanden ist [3].

Anders ausgedrickt, kommt es bei der Annaherung der beiden Moleklle zu einem
Entropie-Verlust aufgrund einer Verringerung des zur Verfigung stehenden
Volumens fur jedes Molekil. Dies fuhrt zu einem Anstieg der freien
Mischungsenthalpie, was folglich die Trennung der Molekile bewirkt. Weiters
entwickelt sich auch eine abstoRende osmotische Kraft, wenn die Polymerketten
durch ein sich naherndes Protein komprimiert werden. Es kommt hierdurch zu einer
Erhohung der Polymerkonzentration im Vergleich zu unkomprimierten Stellen am
Partikel, was das verstarkte Einstromen von Wasser in das komprimierte Gebiet nach
sich zieht. Dies treibt wiederum Protein und Polymer auseinander [12].

PEG zeigt also aufgrund seiner Tendenz Wasser zu binden und seiner hohen
Flexibilitat und Mobilitat eine proteinabstoRende Wirkung, was im Folgenden
Auswirkungen auf die Opsonisierung hat, da Opsonine im allgemeinen
Proteinstruktur aufweisen.

Es wird generell angenommen, dass die verstarkte Phagozytose-Resistenz von
PEG-modifizierten Partikeln auf der Inhibierung der Opsonisierung durch Serum-
oder Plasmaproteine beruht [27].

Dabei hangt die optimale Protektion von der PEG-Kettenlange und der
Oberflachendichte der an den Partikeln angebrachten PEG-Ketten ab.
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Gref et al. untersuchten PEG-modifizierte PLA-Nanopartikel (aus PEG-PLA-
Propfcopolymer hergestellt) und fanden minimale Proteinadsorption fur
PEG 5000-Ketten und einen PEG-Gehalt von 2-5%, wobei die Oberflachendichte der
PEG-Ketten aus dem PEG-Gehalt resultiert [28]. Andere Studien zeigten, dass eine
optimale Protein-Resistenz bei PEG-Molekulargewichten zwischen 1500 und
3500 Da gegeben ist und ein Uberschreiten dieses Gewichtes keine weitere
Reduktion der Proteinadsorption bewirkt. Allgemein kann jedoch gesagt werden,
dass fur die Oberflachenmodifikation von partikularen Arzneistofftragern PEG-Ketten
mit einem Molekulargewicht von mindestens 2000 Da eingesetzt werden sollten [3].

Bezlglich der Oberflachendichte wurde beobachtet, dass nur bei ausreichender
Bedeckung der Partikeloberflache durch PEG-Ketten Phagozytose inhibiert wird.
Besonders langlebig waren Partikel deren PEG-Uberzug eine so genannte
.Brush-Konfiguration“ (siehe Abb. 2) aufwiesen, in der dicht gesate PEG-Ketten
burstenartig von der Oberflache abstehen. Hingegen konnten PEG-Oberflachen in
der ,Mushroom-Konfiguration® die Aktivierung des Komplementsystems und

anschlielfende Phagozytose nicht verringern [12].

‘”""%iﬁ <

(a) (b)

Abb. 2: (aus [12]) schematische Darstellung der PEG-Konfiguration auf der Oberflache von
Nanopartikeln;

(a) Aufgrund niedriger PEG-Konzentration an der Oberflache nehmen die Ketten eine pilzartige
,»Mushroom-Konfiguration* ein.

(b) Dicht gedrangte PEG-Ketten nehmen eine biirstenartige ,,Brush-Konfiguration* ein.
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3.2 NHS-Ester

N-Hydroxysuccinimid-Ester sind haufig eingesetzte Acylierungsreagenzien, die mit
Nukleophilen unter Abspaltung von NHS als Abgangsgruppe und Bildung des
acylierten Produktes reagieren. Reaktionen mit primaren und sekundaren Aminen
erzeugen kovalente Amidbindungen zwischen den miteinander reagierenden
Molekulen, wogegen durch Reaktionen mit anderen Nukleophilen wie Sulfhydryl-

oder Hydroxylgruppen keine stabilen Konjugate entstehen.

0 O
o (0]
R—NH, + )]\ N — )]\ R+ HO—N
R' O/ R N/
H
(0]

(0]
Amin NHS-Ester Amidbindung NHS-Abgangsgruppe

Abb. 3: Reaktion von N-Hydroxisuccinimid mit einem priméren Amin

Lasst man NHS mit einer Carboxylverbindung in der Gegenwart eines Carbodiimids
reagieren, so kann man unter wasserfreien Bedingungen stabile NHS-Ester
erzeugen. Man kann selbige aber auch in situ herstellen, um sie direkt mit dem
Zielmolekll weiterreagieren zu lassen. Dies ist sowohl in wassrigen Medien, unter
Verwendung des wasserloslichen Carbodiimids EDAC, als auch in organischen
Losungsmitteln in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid denkbar.

In der Gegenwart von Wasser sind NHS-Ester jedoch hydrolyseanfallig, ihre
Halbwertszeit betragt groRenordnungsmalig einige Stunden. Durch Ausweichen in
organische Losungsmittel, umgeht man das Problem der Hydrolyse, vorausgesetzt

alle Reaktanden sind in solch einer Umgebung l6slich.
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3.3 Carbodiimide

Ein Carbodiimid besitzt als funktionelle Gruppe eine N=C=N-Gruppierung.
N-substituierte Carbodiimide koénnen mit Carboxylverbindungen zu extrem
kurzlebigen O-Acylisoharnstoff-Derivaten reagieren, welche wiederum mit einem
Nukleophil, wie zum Beispiel einem primaren Amin, stabile Amidbindungen ausbilden
konnen, wobei ein Isoharnstoff-Derivat als Nebenprodukt entsteht (Reaktionsweg 1
in Abb. 4). Bei dieser Reaktion werden keine zusatzlichen chemischen Strukturen
zwischen die gekoppelten Molekile eingebracht. Die hierbei mdglichen
Nebenreaktionen sind ebenfalls in Abb. 4 dargestellt. Reaktionsweg 2 fuhrt zum
inaktiven N-Acylharnstoff, auf diesem Wege kommt es zu keiner Kopplungsreaktion.
Wird hingegen Reaktionsweg 3 beschritten, so entsteht aus dem aktiven
O-Acylisoharnstoff und einer weiteren Carboxylverbindung ein symmetrisches
Anhydrid. Dieses Anhydrid ist zur Amidbildung mit einem primaren Amin befahigt,
wodurch letztendlich das gewulnschte Produkt, lediglich Uber einen Umweg, erhalten
wird.

Weitere mit Carbodiimiden reaktive Nukleophile sind zum Beispiel Sulfhydrylgruppen,
Hydrazide oder Sauerstoffatome, etwa die des Wassers. In wassrigen Losungen ist
demnach Hydrolyse die wichtigste Konkurrenzreaktion. Aullerdem kdonnen
Carbodiimide auch Phosphatgruppen aktivieren. Als reaktives Zwischenprodukt
erhalt man einen Phosphatester, welcher in der Gegenwart von Aminen stabile
Phosphoramidatbindungen ausbildet.

In der synthetischen organischen Chemie verwendet man also Carbodiimide, um
kovalente Amid- oder Phosphoramidatbindungen zwischen Carboxylverbindungen

und Aminen beziehungsweise zwischen Phosphaten und Aminen zu vermitteln [29].
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Abb. 4: allgemeine Haupt- und Nebenwege bei der Kopplung von Carboxylverbindungen und primaren
Aminen mittels Carbodiimiden;

1... Bildung des gewiinschten Amides

2 ... Umlagerung zum inaktiven N-Acylharnstoff

3 ... Reaktion mit einer weiteren Carboxylverbindung zum symmetrischen Anhydrid, welches zur
Amidbildung mit einem priméren Amin befahigt ist

Es gibt eine Reihe von verschiedenen Carbodiimid-Systemen, die je nach
gewulnschten Anwendungen und Reaktionsbedingungen, beispielsweise Ablauf der
Reaktion im wassrigen Milieu oder in einem organischen Losungsmittel, eingesetzt

werden. Die wichtigsten Vertreter sind:

EDAC (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)Carbodiimid-Hydrochlorid):

EDAC (oder EDC) ist das wahrscheinlich am haufigsten eingesetzte Carbodiimid fur
die Konjugation von biologischen Substanzen. Ein mdglicher Grund dafur ist seine
Wasserloslichkeit, da auch die meisten biologischen Makromolekule in wassrigen

Pufferlésungen I6slich sind.
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Nachteilig auf die Effizienz der Kopplungsreaktion wirkt sich jedoch die Anfalligkeit
von EDC fur Hydrolyse in Gegenwart von Wasser aus.

CMC (1-Cyclohexyl-3-(2-Morpholinoethyl)-Carbodiimid):

CMC ist genauso wie EDAC wasserloslich und wird haufig fur die Konjugation von
Molekulen biologischen Ursprungs eingesetzt.

Unerwlnschte Nebenreaktionen sind Hydrolyse des aktiven Esters in wassrigen
Losungen, nukleophile Reaktionen mit Phenolen und Alkoholen, welche eine weitere
Kopplungsreaktion unterbinden, und die Reaktion mit Sulfhydrylgruppen, die zur

Ausbildung einer stabilen kovalenten Bindung flhrt.

DIC (N,N"-Diisopropylcarbodiimid):
DIC ist ein wasser-unlosliches bei Raumtemperatur flissiges Carbodiimid und ist

bezlglich seiner Reaktionen mit DCC vergleichbar.

DCC (N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid):

Besonders in der organischen Synthese ist DCC eines der am haufigsten
eingesetzten Kopplungsreagenzien. Es ist in den meisten organischen
Losungsmitteln 16slich und weist eine aulRerordentlich hohe Kopplungseffizienz auf,
vor allem unter wasserfreien Bedingungen, wo Hydrolyse als Konkurrenzreaktion
keine Rolle spielt.

Da DCC eine stark gesundheitsgefahrdende Substanz und ein potentielle Allergen
ist, muss die Inhalation von Dampfen, Kontakt mit der Haut oder Verschlucken
absolut vermieden werden. Bei der Handhabung gilt demnach besondere Vorsicht.
Reagiert DCC mit einer Carboxylverbindung (siehe Abb. 5) kommt es zur Ausbildung
des entsprechenden O-Acylisoharnstoff-Derivates. Hierbei handelt es sich um ein
instabiles Zwischenprodukt, welches mit Nukleophilen wie zum Beispiel primaren
Aminen weiterreagieren kann. Das Nukleophil greift am Kohlenstoffatom der
Carbonylgruppe an, wodurch es zur Bildung einer kovalenten Amidbindung kommt.
Dicylclohexylharnstoff wird dabei als Abgangsgruppe aus dem Molekul verdrangt.
Dieses Nebenprodukt ist in den meisten Losungsmitteln unldslich und muss daher
durch Filtration entfernt werden, was allerdings nur schwer vollstandig gelingt, da es

nach und nach immer wieder ausfallt.
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Abb. 5: Kopplung einer Carboxylverbindung mit einem priméaren Amin mittels DCC

Auch bei Kopplungsreaktionen mittels DCC kénnen unerwinschte Nebenreaktionen
stattfinden. Besonders in aprotischen, organischen Losungsmitteln wie DMF kann es
zu spontanen Umlagerungen des O-Acylisoharnstoffes zum inaktiven N-Acylharnstoff
kommen (siehe Abb. 4).

Weiters kann eine DCC-aktivierte Carboxylverbindung mit einer Aminosaure ein
Azlacton bilden, welches zwar mit einem Amin eine kovalente Amidbindung eingehen
kann, aber dabei zwischen die beiden konjugierten Molekule weitere Atome einfuhrt.
Um Nebenreaktionen zu vermindern und die Ausbeute zu erhéhen, kann DCC mit
N-Hydroxysuccinimid (NHS) kombiniert werden. Der Vorteil hierbei ist die grolere
Stabilitat des aktiven Zwischenproduktes, welches letztendlich mit dem Amin
weiterreagiert. Aullerdem wird eine mogliche inaktivierende Umlagerung des

O-Acylisoharnstoffes umgangen.
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3.4 Die Carbobenzoxy-Schutzgruppe (CBZ)

Wenn bei organischen Synthesen das Substrat mehrere reaktive Zentren besitzt,
konnen neben dem Zielprodukt eines oder mehrere Nebenprodukte in
nennenswerten Mengen entstehen. Dies vermindert einerseits die Ausbeute an
gewulnschtem Produkt und andererseits sind diese Nebenprodukte oft nur schwierig
und aufwendig vom Hauptprodukt abzutrennen. Um also diese in hohem Malde
unerwiunschte Bildung von Nebenprodukten zu vermeiden, konnen die ablaufenden
Nebenreaktionen durch Blockieren der dazugehdrigen reaktiven Zentren
unterbunden werden. Fur diesen Zweck werden Schutzgruppen eingesetzt, die
funktionelle Gruppen ,maskieren®, indem sie sie in weniger reaktive Derivate
uberfuhren.

FUr die verschiedenen funktionellen Gruppen gibt es eine Reihe spezieller
Schutzgruppen, die in der Literatur ausfuhrlich beschrieben sind [30, 31]. In dieser
Arbeit ist jedoch ausschlieRlich eine Schutzgruppe, die Benzyloxycarbonyl-
Schutzgruppe fur Amine, auch Benzylcarbamat-, Carbobenzoxy-, CBZ- oder
Z-Gruppe genannt, von Relevanz. Entwickelt wurde sie bereits 1932 von Bergman
und Zervas fur die Peptidsynthese [32] und bis heute wird sie vielfach eingesetzt.

Fir die Einfuhrung einer CBZ-Gruppe in ein Molekul gibt es zahlreiche Methoden, als
Beispiel sei nur die Umsetzung der entsprechenden Aminkomponente mit
CBZ-N-Hydroxysuccinimid genannt, wodurch eine Ausbeute > 70% erreicht wird [33].
Ebenso kann die Deblockierung (Entfernen der Schutzgruppen) auf verschiedenen
Wegen erreicht werden, es sollen hier nur einige Beispiele genannt werden.
Bergman und Zervas entfernten beispielsweise die CBZ-Gruppen durch katalytische
Hydrierung mit Palladium-Katalysator auf Aktivkohle (siehe Abb. 6). Als
Wasserstoffdonor anstelle des H,-Gases kann unter anderem 1,4-Cyclohexadien
eingesetzt werden [34]. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Saurehydrolyse der
CBZ-Gruppen, was sowohl mit protischen Sauren als auch mit Lewis-Sauren erreicht

werden kann.
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Abb. 6: Abspalten der CBZ-Schutzgruppen mittels katalytischer Hydrierung

3.5 Fluorescein als Fluoreszenzmarker

Fluorescein ist ein fluoreszierender Farbstoff aus der Gruppe der
Phtalsaurefarbstoffe. Bei Anregung mit blauem Licht, das Absorptionsmaximum liegt
bei 488-495 nm, emittiert Fluorescein grines Fluoreszenzlicht in einem
Wellenlangenbreich von 518 bis 525 nm. Genau diese Eigenschaft macht man sich
bei der Anwendung als Fluoreszenzlabel zunutze. Durch Kopplung von Fluorescein
mit nicht fluoreszierenden Molekulen, etwa mit Proteinen oder Nukleinsauren,
werden diese indirekt detektierbar. Das Fluorescein ist somit ihr Etikett (Label),
wodurch sie fir analytische Zwecke wie zum Beispiel Fluoreszenzmikroskopie oder
Durchflusscytometrie erfassbar werden.

Neben Fluorescein, dem wohl popularsten aller Fluoreszenzmarker, werden noch
eine Reihe anderer Fluorophore wie Rhodamin- oder Coumarinderivate als Labels
eingesetzt. Unter normierten Bedingungen wird jeder einzelne Fluorophor durch
seinen Extinktionskoeffizienten und die Quantenausbeute charakterisiert. Die
Quantenausbeute definiert sich als der Quotient aus totaler Photonenemission und
totaler Photonenabsorption, je naher ihr Zahlenwert zu Eins ist, desto starker ist die
auftretende Fluoreszenz. So weist Fluorescein eine Quantenausbeute von etwa 0,75
auf, Rhodamin hingegen nur circa 0,25. Allerdings klingt die Fluoreszenzintensitat
von Fluorescein mit der Zeit ab, wenn es in Puffern geldst, Licht ausgesetzt oder
langer gelagert wird.

Die meisten als Fluoreszenzmarker eingesetzten Molekule beinhalten in ihrer
Struktur ein aromatisches Ringsystem. Wichtig hierbei ist, dass die einzelnen Ringe
in derselben Ebene, sozusagen planar, vorliegen. Denn Fluorophore verdanken

dieser planaren Struktur ihre Lumineszenzeigenschaft. So unterscheiden sich
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beispielsweise die Strukturen des nichtfluoreszierenden Farbstoffes Phenolphthalein
und Fluorescein einzig und allein in der Sauerstoffbricke zwischen den oberen
Phenylringen, was in Abb. 7 deutlich wird. Diese Sauerstoffbricke erzwingt die
annahernd planare Anordnung des Moleklls, worauf die Fluoreszenzeigenschaft von

Fluorescein beruht.

HO l O l OH HO ! ! OH
(L B

O @)

Fluorescein Phenolphthalein

Abb. 7: Fluorescein besitzt im Gegensatz zu Phenolphthalein ein planares aromatisches Ringsystem,
welches ihm seine Fluoreszenzeigenschaft verleiht.

Allen fluoreszierenden Verbindungen ist gemeinsam, dass sie empfindlich auf
Veranderungen ihrer chemischen Umgebung reagieren. So kdnnen Schwankungen
im pH-Wert, die Lésungsmittelpolaritat oder geldster Sauerstoff die Quantenausbeute
beeinflussen. Bei einem pH-Wert unter sieben wird zum Beispiel die
Quantenausbeute bei Fluorescein deutlich gequencht. Aulerdem kdnnen Quench-
Vorgange auch bei hohen Fluorophorkonzentrationen auftreten, eine Uberbelegung

der markierten Molektle mit Fluoreszenzlabeln ist deswegen unerwinscht.

Fluoresceinisothiocyanat (FITC):

Es gibt eine Reihe von Fluoresceinderivaten, welche direkt fur eine Kopplung mit
diversen Substratmolekilen eingesetzt werden kénnen. Fluoresceinisothiocyanat ist
wohl das popularste dieser Derivate. Wie in Abb. 8 dargestellt, besitzt es an seinem
untersten Phenylring eine Isothiocyanatgruppe. Bei der Darstellung von FITC fallen
zwei Isomere an, bei denen die Isothiocyanatgruppe entweder an Kohlenstoff 5 oder
6 des Phenylringes sitzt. Die spektralen Eigenschaften beider Isomere sind jedoch

identisch.
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Abb. 8: Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC)

FITC reagiert sehr selektiv mit primaren Aminen unter Ausbildung einer stabilen
Thioharnstoffbindung [35, 36]. Es wird deshalb haufig als Fluoreszenzmarker fur

Proteine eingesetzt.

Abb. 9: Reaktion von Fluoresceinisothiocyanat mit einem Amin
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4 Methoden, Instrumentierung und Reagenzien

4.1 Dunnschichtchromatographie (DC)

Chromatographisches Prinzip:

Das Prinzip der Chromatographie beruht auf der Verteilung der zu trennenden
Komponenten zwischen einer ruhenden (stationaren) und einer sich bewegenden
(mobilen) Phase, wobei die beiden Phasen nicht miteinander mischbar sind. Dabei
wird die Probe in der mobilen Phase, die eine Flussigkeit oder ein Gas sein kann,
gelost und Uber die stationare Phase bewegt, die sich entweder in einer Saule oder
auf einem Flachbett befindet.

Die beiden wichtigsten Trennprinzipien bei der Chromatographie sind einerseits die
Adsorption und andererseits die Verteilung. Die Adsorptionschromatographie basiert
auf der direkten Wechselwirkung des Analyten mit der festen, stationaren Phase und
die Verteilungschromatographie auf dem Losungsvorgang in zwei miteinander nicht
mischbaren flissigen Phasen, wobei eine der Phasen immobilisiert, also stationar,
vorliegt. Diese beiden Trennprinzipien kénnen jedoch in verschiedenem Male auch

gemeinsam wirksam werden.

Stationare Phase:

Bei der DC wird die stationare Phase in einer diinnen Schicht, Gblicherweise 0,25 bis
0,5 Millimeter, auf einen Trager wie z.B.: Glas- oder Aluminiumplatten aufgebracht.
Als stationare Phasen kommen hauptsachlich polare Sorbentien wie z.B.: Kieselgel,

Cellulose oder Aluminiumoxid zum Einsatz.

Mobile Phase:

Die Wahl der mobilen Phase, auch als Laufmittel oder Eluens bezeichnet, hat

entscheidenden Einfluss auf die Trennung. Das Laufmittel 16st die zu trennenden
Stoffe vom Sorbens und transportiert sie weiter. Je starker es selbst vom Sorbens
adsorbiert wird, desto starker ist seine Elutionskraft (Verdrangungskraft). Hat die
Substanz mehr Affinitat zum Laufmittel als zum Sorbens, so wird sie nahe zur

Laufmittelfront eluiert.
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Je nach Polaritat des zu trennenden Analysengemisches ergibt sich laut des in

Abb. 10 gezeigten Dreieckschemas die Polaritat des zu verwendenden Eluens.

hoch unpodar
1 '

Aktivitdt der
stationdren
Phase

FPaolaritat des
Eluticnsmittels

niagrig - F L palar

un Wb palar

Analysangemizch

Abb. 10: Dreieckschema nach E.Stahl

Als Orientierungshilfe dient dabei auch die so genannte eluotrope Reihe, in welcher
die verschiedenen Losungsmittel nach ihrer Polaritat angeordnet sind.
Oft werden Ldsungsmittelgemische als Laufmittel verwendet, da durch Variation in

der Zusammensetzung die Polaritat nahezu beliebig eingestellt werden kann.

Praktische Durchfiihrung einer DC:

Ein kleines Volumen (~ 0,5-5 pL) der Probel6ésung wird mit Hilfe einer Kapillare
punkt- oder bandférmig im Abstand von ein bis zwei Zentimetern vom Plattenrand
aufgetragen, das Losungsmittel lasst man vollstandig verdampfen.

Das Entwickeln des Chromatogramms erfolgt in einer verschlie3baren Trennkammer,
in die ca. 0,5 cm hoch die mobile Phase geflllt wurde und deren Gasphase mit
Laufmittel gesattigt ist. Die DC-Platte wird in die Trennkammer gestellt und taucht
somit in das Laufmittel ein. Durch Kapillarkrafte wird das Eluens die Platte hoch

gesaugt und es kommt zum Trennprozess (siehe Abb. 11).

Auftragung Entwicklung Identifizierung und
Charakterisierung

Abb. 11: Schematischer Ablauf einer DC
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Detektion:

Um die Substanzflecken nach dem Entwickeln sichtbar zu machen, kann man
vorhandene Lumineszenzeigenschaften der Probe ausnutzen oder mit einem
fluoreszierenden Indikatorstoff impragnierte Platten verwenden. Viele Stoffe wirken
als Fluoreszenzldscher und die Substanzflecken erscheinen dann bei Auswertung
unter UV-Licht als nicht fluoreszierende Flecken.

Weiters findet man in der Literatur eine Reihe von mehr oder weniger

substanzspezifischen Anfarbereagenzien.

4.2 Anfarbereagenzien fir die DC

Samtliche Anfarbereagenzien wurden aus [37] enthommen.

Jod als allgemeines Nachweisreagenz:

Das Chromatogramm wird in ein geschlossenes Gefald gebracht, auf dessen Boden
sich einige Jodkristalle befinden. Durch leichtes Erwarmen des Gefaltes wird die
Entwicklung der Joddampfe beschleunigt. Viele organische Verbindungen

erscheinen als braune Flecken.

Jod-Kaliumjodid neutral fiir organische Verbindungen:

Fir eine Spruhlésung werden 100 mg Jod und 200 mg Kaliumjodid in 50 mL
destilliertem Wasser gelost. Viele organische Verbindungen erscheinen nach dem
Bespruhen des Chromatogramms als braune Flecken.

Glucose-Anilin (Schweppes Reagenz) fiir Sduren:

1 g Glucose wird in 10 mL Wasser und 2 mL Anilin werden in 10 mL Ethanol geldst.
Beide Losungen werden zusammen in einem Messkolben mit 1-Butanol auf 50 mL
aufgeflllt. Nach dem Besprihen des Chromatogramms mit dieser Losung muss auf

ca. 125°C erwarmt werden, wobei sich tieforaune Flecken entwickeln.
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Salpetersaure fir Alkaloide und Amine:

FiUr eine Spruhldésung werden 50 mL Ethanol mit ca. 25 Tropfen Salpetersaure (65%)
versetzt. Die Auswertung erfolgt im UV-Licht, wobei Fluoreszenzflecken oft erst nach

langerem Erhitzen auf 120°C erscheinen.

Detektion von Aminen mittels Ninhydrin:

Wenn man Lésungen von Aminosauren oder primaren oder sekundaren Aminen mit
Ninhydrin (Triketohydrinden-Hydrat) erhitzt, so entwickelt sich eine kraftige blau-
violette Farbe. Die Chemie dieser Farbreaktion ist aufgrund der vielen ablaufenden
Teilreaktionen kompliziert. Fir die Farbgebung ist ein Gemisch aus mehreren
gefarbten Verbindungen verantwortlich.

Ninhydrin-Spruhlésung fur die Dunnschichtchromatographie (Merck) ist als
gebrauchsfertiges Anfarbereagenz kommerziell verfigbar. Nach dem Besprihen
muss das Chromatogramm auf ca. 110°C erwarmt werden bis eine optimale

Farbentwicklung erreicht ist.

Kobalt(l)-thiocyanat fiir Alkaloide und Amine:

3 g Ammoniumthiocyanat und 1 g Kobalt(ll)-chlorid werden in 20 mL Wasser gelost.
Durch Bespruhen mit dieser Losung erscheinen Alkaloide und Amine als intensiv
blaue Flecken, die jedoch schnell wieder verblassen. Durch Nachspriuhen mit

Wasser kann das Chromatogramm wieder sichtbar gemacht werden.
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4.3 Spektroskopische Methoden

Unter dem Begriff Spektroskopie fasst man alle Methoden zusammen, bei denen
Wechselwirkungen elektromagnetischer Strahlung mit Materie ausgenutzt werden.
Elektromagnetische Strahlung tritt in Form von Licht, Warmestrahlung, ultravioletter
Strahlung, Mikro- und Radiowellen sowie Gamma- und Roéntgenstrahlung in
Erscheinung. Durch die Absorption dieser elektromagnetischen Strahlung werden die
Probenmolekule von ihrem Grundzustand in einen energetisch hoher gelegenen
angeregten Zustand uberfuhrt, wobei die moglichen Energieniveaus nach der
Quantentheorie diskret sind. Kehren die angeregten Molekile wieder in den
Grundzustand zuruck, so kann dies strahlungslos, zum Beispiel durch Relaxation von
Schwingungen oder thermische Equilibrierung, oder unter Emission von Strahlung,
beispielsweise in Form von Fluoreszenzlicht, erfolgen. Die strahlungslosen
Ubergange stellen dabei eher die Regel dar.

Je nachdem, ob nun die emittierte Strahlung infolge des Ubergangs in den
Grundzustand oder die Energieabsorption wahrend des Anregungsprozesses
gemessen wird, unterscheidet man Emissionsspektroskopie und
Absorptionsspektroskopie. Bei den im Folgenden beschriebenen Methoden der IR-
und UV-VIS-Spektroskopie handelt es sich in allen Fallen um Absorptionstechniken.
Um ein Spektrum einer Probensubstanz aufzunehmen, wird diese mit annahernd
monochromatischer Strahlung, deren Frequenz Uber einen gewissen Bereich variiert
wird, bestrahlt, und in weiterer Folge konnen aus den Wellenlangen der erhaltenen
Spektrallinien die entsprechenden Energieniveaus und damit Informationen Uber die
Molekulstruktur ermittelt werden.

4.3.1 IR-Spektroskopie

Durch Absorption von Strahlung im infraroten Bereich des elektromagnetischen
Spektrums werden Molekul-Schwingungen und -Rotationen angeregt. Der
Spektralbereich der infraroten Strahlung liegt bei den Wellenzahlen 4000 bis
400 cm™', was dem Wellenlangenbereich 800 bis 500 000 nm entspricht. Die Angabe
in Wellenzahlen hat sich heute jedoch weitgehend durchgesetzt, ihr Zahlenwert gibt

an, wie viele Sinuswellen auf den Bereich von einem Zentimeter passen.
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Wellenzahl: v=% cm™

Viele funktionelle Gruppen von organischen Molekllen zeigen nun charakteristische
Schwingungen, denen Absorptionsbanden in definierten Bereichen des Infrarot-
Spektrums entsprechen, wodurch viele dieser Gruppen identifiziert werden kdnnen.
Die Anregung einer Schwingung kann man sich anschaulich so vorstellen, dass das
Molekul von einem Schwingungszustand unter Absorption eines Lichtquants in einen
hoheren Schwingungszustand Ubergeht. Die Energie des absorbierten Lichtquants
muss dabei der Energiedifferenz zwischen den beiden Zustanden entsprechen. Man
kann hierbei folgende Schwingungsformen unterscheiden:

Valenzschwingungen, bei denen sich der Bindungsabstand andert und
Deformationsschwingungen, bei denen der Bindungsabstand konstant bleibt,
wogegen der Bindungswinkel veranderlich ist. Jedoch sind nur solche Schwingungen

infrarotaktiv, die eine Anderung des Dipolmomentes mit sich ziehen.

Instrumentierung:

Ein konventionelles Infrarot-Spektrometer besteht aus einer Strahlungsquelle, dem
Probenraum, einem Monochromator, einem Detektor sowie der Registrier- und
Auswerteeinheit.

Als Strahlungsquelle im Infrarot-Bereich verwendet man thermische Strahler in Form
von gluhenden Festkdrpern, typischerweise den Nernst-Stift, ein Stabchen aus
Y- und Zr-Oxid, der durch eine elektrische Widerstandsheizung betrieben wird.
Gasformige Proben werden mit Hilfe von speziellen evakuierbaren Kivetten in den
Probenraum eingebracht. Flur Flussigkeiten verwendet man Ublicherweise Kuvetten
aus Alkalihalogeniden, da diese im gesamten IR-Bereich strahlungsdurchlassig sind.
Wasser und Alkohole kommen demzufolge nicht als Lésungsmittel in Frage, da diese
das Kuvettenmaterial zersetzen wurden. Fur Feststoffe wird meist die KBr-Technik
angewandt, dabei werden ein bis zwei Milligramm der Probensubstanz mit circa 200
Milligramm wasserfreiem Kaliumbromid in einer Achat-Reibschale fein verrieben und
anschlieRend in einer hydraulischen Presse unter hohem Druck zu einer
einkristallahnlichen Tablette verpresst. In einer speziellen Halterung wird diese in den
Probenraum eingebracht.

Fir Monochromatoren im IR-Bereich ist der Einsatz von Prismen sowie Gittern als
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dispergierendes Element gleichermalien mdglich, in modernen |IR-Spektrometern
dominieren jedoch die Gitter.

Zur Detektion der infraroten Strahlung kommen zum Beispiel Thermoelemente oder
Bolometer in Frage.

Fir Fourier-Transform-Spektrometer bendétigt man eine andere Instrumentierung. Es
handelt sich hierbei im Wesentlichen um Zweistrahl-Interferometrie mit einem
Michelson-Interferometer. Im Gegensatz zum wellenlangendispersiven Spektrometer
liefert ein FT-Spektrometer die gesamte Information zum Spektrum in Form eines

Interferogramms, dessen Fouriertransformierte das Spektrum reprasentiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Messungen mit einem Fourier-Transform-
Infrarot-Spektrometer (Perkin-Elmer 1600 Series FTIR) durchgefuhrt. Da es sich bei

den zu untersuchenden Proben ausschlielflich um Feststoffe handelte, kam die

KBr- Technik zum Einsatz.

Darstellung des IR-Spektrums und Interpretation:

In einem IR-Spektrum wird die Transmission in Prozent (%T) als Ordinatenmalstab
angegeben. Das entspricht dem prozentualen Strahlungsanteil der von der Probe bei
der jeweiligen Wellenldnge durchgelassen wird. Die Abszisse ist in cm™ (Wellenzahl)
kalibriert.

Fir die Spektreninterpretation sind vor allem solche Schwingungen nutzlich, die sich
naherungsweise auf Einzelbindungen oder funktionelle Gruppen eines Molekils
beschranken, das hei3t die lokalisierten Schwingungen, welche dann zur
Identifizierung von  funktionellen  Gruppen herangezogen werden. Die
Gerustschwingungen eines Molekuls verursachen Absorptionsbanden bei relativ
niedriger Energie (unterhalb 1500 cm™). Solche Banden erschweren die Zuordnung
von lokalisierten Schwingungen in diesem Bereich, da es haufig zu
Uberschneidungen kommt. Ein IR-Spektrum besteht demnach aus zwei grofen
Bereichen: oberhalb 1500 cm™ befinden sich Absorptionsbanden, die funktionellen
Gruppen zugeordnet werden kdnnen, wahrend der Bereich unterhalb 1500 cm™ viele
sich Uberschneidende Banden enthalt, welche das Molekul als ganzes
charakterisieren. Diese Region des Spektrums wird deswegen als ,Fingerprint-
Bereich“ bezeichnet.

Um die erhaltenen Absorptionsbanden im Spektrum auch zuordnen zu kénnen,
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stehen heute in der Literatur ausfuhrliche Tabellen mit den charakteristischen

Absorptionen der verschiedenen funktionellen Gruppierungen zur Verfugung.

4.3.2 UV-VIS-Spektroskopie

Durch Einwirkung von elektromagnetischer Strahlung im Bereich des ultravioletten
und des sichtbaren Lichtes auf Molekile kommt es zur Anregung der
Valenzelektronen. Der ultraviolette Bereich umfasst dabei die Wellenlangen von 190
bis 400 nm und das sichtbare Licht erstreckt sich ungefahr von 400 bis 800 nm.

Die Absorption von Molekilen im UV-VIS-Bereich kann auf die Anregung
verschiedener Arten von Valenzelektronen zurickgefuhrt werden: die n-, o- und
n-Elektronen, wie sie typischerweise in organischen Verbindungen vorkommen, die
d- oder f-Elektronen von Metallionen sowie Ladungsubertragungs-Elektronen in
Komplexverbindungen. Die fur die  UV-VIS-Spektroskopie  wichtigsten
Elektronenubergange, die prinzipiell nur bei Erflllung mehrerer Auswahlregeln
stattfinden konnen, sind jene eines Elektrons aus einem nichtbindenden
Molekiilorbital in ein antibindendes z* -Orbital, kurz als n > z* -Ubergang bezeichnet,
und jene aus einem bindenden z-Orbital in ein antibindendes z*-Orbital (z 2> =* -

Ubergang). Bei den meisten Chromophoren beobachtet man solche Ubergéange.

Apparatives:
Die Strahlungsquelle ist im UV-Bereich am haufigsten eine Deuteriumlampe und im

sichtbaren Bereich die Wolframbandlampe. Als lichtdispergierendes Medium
dominiert wiederum das Gitter. Ublicherweise werden UV-VIS-Spektren in Absorption
an FlUssigkeiten gemessen, wofur Quarzkuvetten herangezogen werden mussen, da
Glas im UV-Bereich selbst absorbiert. Als Empfangereinheit kommt vorwiegend der

Sekundarelektronenvervielfacher, kurz SEV, zum Einsatz.

Flr samtliche UV-VIS-Messungen in der vorliegenden Diplomarbeit wurde ein

Hitachi U-3000 Spektrophotometer verwendet.
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Quantitative Analyse:

Bei der Absorptionsmessung betrachtet man die Schwachung eines Lichtstrahls
beim Durchgang durch das Probenmedium. Die Anteile an Streulicht, Reflexion und
Absorption durch das Kuvettenmaterial und das Lésungsmittel korrigiert man durch
Vergleichsmessung einer Kuvette, die nur das entsprechende Losungsmittel enthalt.
MessgrofRe ist entweder die Transmission T oder die Extinktion E, oft auch als
Absorbance A bezeichnet.

. e I
Transmission: T = L Extinktion: E = lgl =lg—>
I, T 1

Iy ... Intensitat des Lichtstrahles vor dem Durchgang durch die Probe

I ... Intensitat des Lichtstrahles nach dem Durchgang durch die Probe

Das Lambert-Beersche Gesetz bringt die Extinktion in Zusammenhang mit der

molaren Konzentration des Analyten:

E=¢(l)-d-c

¢(2) ... molarer dekadischer Extinktionskoeffizient in L mol™ cm™

d ... Schichtdicke der Kivette in cm

¢ ... Konzentration in mol L™

Bei der praktischen Durchfiuhrung von quantitativen Analysen mittels UV-VIS-

Spektroskopie erfolgt die Kalibrierung durch das Bestimmen der Extinktion von

eigens hergestellten Eichlésungen mit bekannter Konzentration des Analyten.
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4.4 Spot-Tests

Samtliche Spot-Tests wurden aus [38] entnommen.

4.4.1 Nachweis von Carbonsauren (-COOH-Gruppe)

Carbonsauren und ihre Ester, Amide und Anhydride konnen anhand
unterschiedlicher Prozeduren in Hydroxamsauren, RCO(NHOH) umgewandelt
werden. Die Vorgangsweise ist dabei von der jeweiligen Substanzklasse abhangig.
Samtliche Hydroxamsauren ergeben in saurem Milieu mit Eisen(lll)-chlorid eine rote
bis violette Farbung. Diese Farbreaktion wird als Test fur Carbonsauren und ihre

Derivate verwendet.

NHOH HN—O
R—C\\ + 1/3Fe’ — R_C/\ - H*
o \O----Ilze/3
Hydroxamsaure Eisen(lll)-hydroxamat

Abb. 12: Reaktion von Hydroxamsauren mit Eisen(111)-Kationen

Um eine Carboxylverbindung in die entsprechende Hydroxamsaure umzuwandeln,
wird durch Umsetzung mit Thionylchlorid das Saurechlorid erzeugt, welches dann mit
Hydroxylamin unter basischen Bedingungen das Alkali-Salz der Hydroxamsaure
bildet. Durch Ansauern mit Salzsaure erhalt man die Hydroxamsaure, welche

letztendlich mit Fe*" einen gefarbten Komplex bildet (siehe Abb. 13).

RCOOH + SOCl, —> RCOCL + SO, + HCL
RCOCL + NH,OH + 2NaOH —> RCO(NHONa) + NaCl + 2H,0

RCO(NHONa) + HCI —> RCO(NHOH) + NaCL

3RCO(NHOH) + FeCl; —> 3 HCI + Fe[RCO(NHO);

. /

Abb. 13: Reaktionen beim Nachweis von Carbonsauren
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Reagenzien:
= Thionylchlorid

= gesattigte alkoholische Lésung von Hydroxylaminhydrochlorid
= alkoholische Natriumhydroxid-Losung

= 0,5 N Salzsaure

=  1%ige wassrige Losung von Eisen(lll)-chlorid

Durchfiuhrung:

In einem kleinen Reagenzglas werden einige Milligramm des zu untersuchenden
Feststoffes mit einigen Tropfen Thionylchlorid versetzt. Auf einer Heizplatte wird
anschliellend fast zur Trockene gedampft. Einige Tropfen gesattigte alkoholische
Hydroxylaminhydrochlorid-L6sung werden zugegeben, sodass die Reaktionsldsung
basisch wird. Es wird abermals erhitzt, wobei sich das Alkalisalz der Hydroxamsaure
bildet. Die Mischung wird mit einigen Tropfen Salzsaure angesauert und mit ein paar
Tropfen Eisen(lll)-chlorid-Losung versetzt. Eine braunrote bis dunkelviolette Farbung

indiziert die Anwesenheit von Carboxylgruppen in der Probe.

4.4.2 Stickstoffnachweis mittels pyrolytischer Oxidation

Wenn stickstoffhaltige organische Verbindungen mit einem Uberschuss an
Braunstein MnO, stark erhitzt werden, so bilden sich Stickoxide, welche in der
Gasphase durch die Griess-Reaktion nachgewiesen werden konnen. Bei dieser
Reaktion wird durch Diazotierung von Sulfanilsdure eine Diazoniumverbindung
gebildet, welche anschlielend mit a-Naphtylamin koppelt, wodurch ein

wasserloslicher Azofarbstoff entsteht (siehe Abb. 14).
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SO3H4<:>7NH2 + HNO, + H* —_—
-2 Hy0

Sulfanilsaure

NH,
803H4<:>7N+EN ¥ —

Naphtylamin

803H4<:>7N—_N NH,

Azofarbstoff

-
g

Abb. 14: Griess-Reaktion

Reagenzien:
= Lodsung A: 1%ige Sulfanilsaure in 30%iger Essigsaure

= Lo6sung B: 0,1%ige Losung von 1-Naphtylamin in 30%iger Essigsaure
= Griess-Reagenz: Unmittelbar vor der Anwendung werden gleiche Volumina
von LAésung A und Lésung B miteinander gemischt.

= Mangandioxid (Braunstein)

Durchfiihrung:

Etwa 0,2 g Braunstein werden mit wenigen Milligramm der festen Probesubstanz in
einer Eprouvette vermischt, welche durch ein mit Griess-Reagenz getranktes
Filterpapier abgedeckt wird. Nun wird der Boden der Eprouvette Uber dem
Bunsenbrenner erhitzt. Das Erscheinen eines rosafarbenen bis roten Fleckes auf

dem Filterpapier zeigt die Anwesenheit von Stickstoff in der Probe an.

4.4.3 Nachweis von Ethylen-Derivaten (CH,-CH,-Gruppe)

Erhitzt man Verbindungen, welche —CH,-CH»-Gruppen verbunden durch O-, N-, S-,
oder Halogen-Atome beinhalten, mit 95% Zinkchlorid auf 230-250°C, so entsteht

Acetaldehyd, welcher in der Gasphase nachgewiesen werden kann. Zinkchlorid
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agiert als Wasserdonor bei der pyrohydrolytischen Spaltung von Ethylen-Derivaten
zu Glykol und als Wasserakzeptor bei der Dehydrierung des Glykols (siehe
Abb. 15). Die Detektion von Acetaldehyd erfolgt durch Reaktion mit

Natriumnitroprussid und Morpholin, wodurch eine blaue Farbung entsteht.

Hy Hy Hy Hy
X—C —C —X + 2H,0 —»= HO—C —C —OH + 2HX
H, H
HO—C —C —OH — HC—CHO + Hy0

Abb. 15: Bildung von Acetaldehyd aus Ethylen-Derivaten, X = OR; SH; SR, Hal; etc.

Reagenzien:
= wasserfreies Zinkchlorid

= Die Reagenzlosung wird durch Mischen von gleichen Volumina folgender
Ldsungen immer frisch zubereitet:
a) 20%ige wassrige Losung von Morpholin

b) 5%ige wassrige Losung von Natriumnitroprussid

Durchfiuhrung:

In einer Eprouvette werden einige Zentigramm Zinkchlorid mit einer kleinen Menge
(wenige Milligramm) an Probensubstanz vermischt. Die Offnung des Réhrchens wird
mit Filterpapier bedeckt, welches mit der Reagenzldésung befeuchtet wird. Nun erhitzt
man Uber dem Bunsenbrenner. Der Test ist als positiv zu werten, sobald ein blauer

Fleck auf dem Filterpapier erscheint.

4.5 TNBS-Test zur Quantifizierung primarer Amine

TNBS (2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaure) bildet mit primaren Aminen oder
Hydrazidgruppen hoch chromogene Derivate, welche photometrisch detektierbar
sind. Diese Reaktion kann dafur herangezogen werden, den Gehalt an freien
Aminogruppen in einer Probensubstanz zu bestimmen. Wenn jedoch bei der
Quantifizierung von primaren Aminen Sulfhydrylgruppen in groRerer Menge

vorhanden sind, so kann dies zu Interferenzen fuhren.
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Abb. 16: Reaktion von TNBS mit einem primaren Amin

Allgemeines Protokoll flr die Quantifizierung von l6slichen primaren Aminen aus [39]:

Reagenzien:

0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer pH 8,5

0,01%ige (w/v) TNBS-L6sung in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer
pH 8,5

10%ige SDS-Loésung

1M HCI

Durchfiuhrung:

(1)

Die zu untersuchende Substanz wird in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer
pH 8,5 gelost (bei groBen Molekulen wie Proteinen in einem
Konzentrationsbereich zwischen 20-200 pg/mL, bei kleinen Molekilen
2-20 pg/mL).

Die 0,01%ige (w/v) TNBS-L6sung in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer
pH 8,5 muss fur jede Untersuchung frisch hergestellt werden.

0,5 mL TNBS-Ldsung werden zu je 1 mL Probelésung gegeben und es wird gut
durchmischt.

Man inkubiert zwei Stunden bei 37°C.

0,5 mL 10%ige SDS-Loésung und 0,25 mL 1M HCI werden zu jeder Probe
gegeben.

Die Extinktion der Proben wird bei 335 nm gemessen. Die quantitative

Bestimmung von Aminogruppen in einer bestimmten Probe kann durch
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Zuhilfenahme einer Kalibrierfunktion, welche fir eine aminogruppen-haltige

Substanz unter identischen Test-Bedingungen aufgestellt wurde, geschehen.

4.6 Besondere Reagenzien

Poly(ethylenglykol)methylether 2'000: Aldrich, 202509

= Methoxypolyethylenglykol 5,000-essigsaure: Fluka, 70718

*  O-(2-Aminoethyl-O’-methyl-polyethylenglykol 2’000: Fluka, 06676

» Poly-e-CBZ-L-lysin: M ~ 1000 g/mol, Sigma, P4510

» Fluoresceinisothiocyanat Isomer |: Sigma, F7250

= Poly(D,L-lactid-co-glycolid): Béhringer Ingelheim, Resomer® RG 503 H

» Picrylsulfonsaurel6sung (2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaure) 5% (w/v) in H2O:
Sigma, P2297
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5 Ergebnisse

5.1 Vorversuche hinsichtlich Léslichkeiten der Reagenzien

Im Vorfeld zur synthetischen Arbeit wurde die Loslichkeit der verwendeten
Reagenzien in diversen gangigen Losungsmitteln und in weiterer Folge, die
Moglichkeit, selbige Reagenzien durch Zugabe von Losungsmitteln unterschiedlicher
Polaritat aus der Losung wieder auszufallen, untersucht. Anhand dieser Daten wurde
entschieden in welchen Ldsungsmitteln die Synthese ausgeflhrt wird und ob

Trennungsschritte durch Fallungsreaktionen durchflihrbar sind.

Durchfiihrung:

In einer Eprouvette wird ungefahr eine Spatelspitze der zu untersuchenden Substanz
zu 2-3 mL des jeweiligen Losungsmittels gegeben und es wird so lange immer
wieder umgeschwenkt bis eine Aussage Uber die Loslichkeit getroffen werden kann.
Die dabei erhaltenen Lésungen werden wiederum mit Losungsmitteln versetzt, in
denen die zu untersuchende Substanz nicht I8slich ist, soweit die verschiedenen
Losungsmittel miteinander mischbar sind. Es wird beobachtet ob und nach Zugabe
welcher Menge ein Niederschlag auftritt.

Die Ergebnisse fur die Loslichkeitsversuche sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Loslichkeit

Lésungsmittel | mMPEG | e-CBZ-PLL | DCC | NHS
H.O + - / /
DMSO + / + +
DMF + + + +
ACN + - + +
Aceton / - / /
Ethanol + - / /
Ethylacetat - / + +
THF + - + +
Chloroform + - + -
Dichlormethan + - + *
Diethylether - / + -
n-Hexan - / + -

Tabelle 1: Loslichkeit von mPEG, PLL, DCC und NHS in diversen Ldsungsmitteln

+ ... l0slich
- ... nicht I6slich
t ... begrenzt 16slich

/ ... nicht getestet

5.1.1 Poly-(ethylenglykol)methylether (MPEG)

Es konnte festgestellt werden, dass mPEG aus einer Losung in THF durch Zugabe
eines ungefahr zweifachen Uberschusses an n-Hexan anndhernd quantitativ
ausgefallt werden kann. Die Fallung kann auch durch Zugabe von Diethylether
erfolgen, allerdings ist hierfiir ein wesentlich groRerer Uberschuss an Lésungsmittel
notwendig. Weiters kann mPEG durch Zugabe eines circa vierfachen Uberschusses
an Hexan sowohl aus Chloroform und auch aus Dichlormethan gefallt werden. Eine
Fallung mit Diethylether war aus einer Lésung in DMF erfolgreich, wenn auch ein
grofRer Uberschuss (~ sechsfach) dafiir notig war. Eine effizientere Fallung erreicht
man durch Verwenden einer Mischung aus Diethylether und n-Hexan in einem

Verhaltnis von circa 1:1. Der Anteil an Hexan sollte jedoch nicht weiter erhoht
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werden, da sonst Phasentrennung eintritt. Mittels Ethylacetat konnte mPEG aus
keinem der in Tabelle 1 angefuhrten Losungsmittel ausgefallt werden.

Die erhaltenen Daten lassen sich folgendermalen erklaren:

Das polare mPEG 16st sich nur in relativ polaren Lésungsmitteln vollstandig. Durch
Zugabe des apolaren n-Hexans wird die Polaritat des Losungsmittelgemisches
soweit verandert, dass mPEG nicht mehr I6slich ist und somit ausfallt. Da
Diethylether etwas polarer als n-Hexan ist, muss eine dementsprechend grofRere

Menge bis zum Ausfallen des mPEGs zugegeben werden.

5.1.2 Poly-e-carbobenzoxy-L-lysin (¢-CBZ-PLL)

e-CBZ-PLL l16st sich ausschliellich in DMF und fallt nach Zugabe eines circa

sechsfachen Uberschusses an Diethylether wieder aus.

5.1.3 N,N -Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)

DCC ist in allen getesteten Losungsmitteln, einschlieBlich Hexan, leicht I6slich und

|asst sich aus keiner der Losungen wieder ausfallen.

5.1.4 N-Hydroxysuccinimid (NHS)
NHS I6st sich gut in den polaren Losungsmittein ACN, THF, DMF, DMSO,

Ethylacetat und in geringen Konzentrationen auch in Dichlormethan. Es bleibt bei

Zugabe von Diethylether oder n-Hexan in Lésung.
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5.2 Succinyl-PEG

Dieses Produkt wurde hergestellt, um ein PEG-Derivat mit einer kopplungsfahigen
Carboxylgruppe zu erhalten, welche in weiterer Folge zur Konjugation mit einer

primaren Aminogruppe von Poly-L-Lysin herangezogen werden kann.

Synthesestrategie:

Li und Kao modifizierten mPEG, indem sie durch Kopplung mit Glutarsaureanhydrid
eine endstandige Carboxylgruppe in das Molekil einflihrten [40]. In der vorliegenden
Arbeit wird an Stelle von Glutarsdureanhydrid Bernsteinsaureanhydrid verwendet.
Die Kopplung des Anhydrids mit mPEG verlauft Uber einen nukleophilen Additions-
Eliminierungs-Mechanismus, wobei es zur Ringoffnung des zyklischen Anhydrids
kommt (siehe Abb. 17). mPEG fungiert dabei als Nukleophil und greift am
elektrophilen Kohlenstoffatom einer der Carbonylgruppen des Anhydrids an, wodurch
es zum Bindungsbruch zwischen dem attackierten C-Atom und dem benachbarten
Sauerstoff kommt. Folglich entsteht zwischen den miteinander reagierenden
Molekulen eine Esterbindung, an welche zwei Methylengruppen und eine
endstandige Carboxylgruppe anschlief3en. Die so erzeugte Carboxylfunktion kann far
Konjugationen mit Molekulen, welche eine oder mehrere Aminogruppen beinhalten,
herangezogen werden. Jedoch ist zu berucksichtigen, dass die Esterbindung

zwischen mPEG und dem Succinylrest hydrolyseempfindlich ist.

IIRII O
N Q
e A
HyC o THF R OH
\O’{/\/ i\n/\OH + 0O —— o
)

0]

mPEG Bernsteinsaure- Succinyl-PEG

anhydrid

Abb. 17: Synthesestrategie fuir Succinyl-PEG
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5.2.1 Durchfiihrung der Synthese

Ansatz:
» mPEG: 509 mg = 2,55 x 10™ mol
» Bernsteinsaureanhydrid: 126 mg = 12,59 x 10™ mol

509 mg mPEG werden in 4 mL absolutem THF unter Rihren und Erwarmen auf
ungefahr 40°C im Wasserbad gelost. Zu dieser Losung werden langsam 126 mg
Bernsteinsdureanhydrid gegeben. Es wird Uber Nacht bei 40°C geruhrt.

Die Reaktionsmischung wird in weiterer Folge Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt, wobei
ein weilker, flockiger Niederschlag ausfallt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit
wenig kaltem THF gewaschen.

Nach Trocknen im Vakuum-Exsikkator erhalt man 190 mg (35% der Theorie) eines

wachsigen weillen Feststoffes, welcher bei -20°C gelagert wird.

5.2.2 Entwicklung der Synthese

Die anspruchsvollste Aufgabe bei diesem Syntheseweg war die Isolation des
Succinyl-PEGs aus der Reaktionsmischung. Der naheliegendste Lésungsansatz fur
dieses Problem, schien zunachst die Fallung des mPEG-Derivates mittels n-Hexan
zu sein. Diese Methode konnte jedoch nicht angewendet werden, da hierbei auch
das im Uberschuss zugegebene Edukt Bernsteinsdureanhydrid ausfallen wiirde.
Dies wurde bei einem einfachen Test festgestellt, bei dem die Edukte mPEG und
Bernsteinsaureanhydrid (laut Mengenangaben der Synthesevorschrift) in jeweils vier
Milliliter THF gel6st und anschliefend mittels n-Hexan wieder ausgefallt wurden. Fir
die Fallung des mPEGs wurden acht Milliliter Hexan bendtigt. Bei Zugabe der
gleichen Menge Hexan zur Bernsteinsaureanhydrid-Losung entstand ein weil3er,
volumindser Niederschlag.

Da das Succinyl-PEG sehr gut wasserloslich ist, Bernsteinsaureanhydrid jedoch
nicht, wurde eine Flussig-Flussig-Extraktion mit Wasser zur Trennung der beiden
Substanzen in Erwagung gezogen. Diese Vorgehensweise ist jedoch aufgrund des
bei der Reaktion verwendeten Losungsmittels THF, welches sich ausgezeichnet mit

Wasser mischt, nicht moglich.
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Eine bekannte Eigenschaft von Polyethylenglykol ist, dass es sich in der Kalte in
gewissen Losungsmitteln nur sehr schlecht beziehungsweise begrenzt [0st.
Basierend auf diesem Wissen, wurde versucht, das PEG-Derivat durch eine
Reduktion der Temperatur aus der Losung auszufallen. Die Reaktionsmischung
wurde Uber Nacht bei 4°C gelagert, was tatsachlich die Loslichkeit des Produktes
soweit herabsetzte, dass es aus der Losung ausfiel und dadurch isoliert werden

konnte.
Die molaren Verhaltnisse der Reaktanden, sowie Reaktions-Dauer und -Temperatur

wurden aus dem von Li und Kao entwickelten Protokoll fir die Synthese von Glutaryl-
PEG ubernommen [40].

5.2.3 Analytische Charakterisierung und Diskussion

5.2.3.1 Untersuchung mittels IR-Spektroskopie

Von dem zuvor hergestellten Succinyl-PEG wurde folgendes Spektrum

aufgenommen (siehe auch Anhang):
IR (KBr): v = 3420 cm™ (br, O-H), 2888 (s, C-H), 1967 (w), 1733 (m, C=0)

Ebenso wurde ein Spektrum von Polyethylenglykolmethylether (M ~ 2000 Da,

Aldrich) aufgenommen:
IR (KBr): v = 3433 cm™ (br, O-H), 2888 (s, C-H), 1967 (w)

In beiden Spektren findet man gleichermalen die typisch breite Absorptionsbande
der Hydroxylgruppen. Das Auftreten dieser Bande zwischen 3600 und 3200 cm™,
deutet darauf hin, dass die OH-Gruppen untereinander Wasserstoffbricken gebildet
haben, die Molekule also intermolekular assoziiert vorliegen. Die Absorptionsbande
bei 2888 cm™ riihrt von den C-H-Valenzschwingungen her und ist ebenfalls bei
beiden Verbindungen zu beobachten, genauso wie eine weitere schwache Bande bei
1967 cm™. Succinyl-PEG weist jedoch ein Signal bei 1733 cm™ auf, das bei mPEG

nicht vorhanden ist. Es handelt sich hierbei um die Absorptionsbande der
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Bersteinsaure-Carbonylgruppen. Das Auftreten dieser Bande bestatigt die

Anwesenheit des Succinylrestes im Produkt.

5.2.3.2 AbschlielRende Bemerkungen

Obwohl Succinyl-PEG auf einfache Art und Weise synthetisiert, und das
Vorhandensein der Carboxylfunktion im Molekul mittels IR-Spektroskopie bestatigt
werden konnte, wurde es nicht fur die weitere Kopplungen mit PLL eingesetzt. Dies
begrindet sich dadurch, dass die bei der Konjugation von mPEG und
Bernsteinsaureanhydrid gebildete Esterbindung empfindlich gegenlber Hydrolyse
und somit fir den weiteren Verwendungszweck, die PEGylierung von Nanopartikeln,
nicht stabil genug ware. Als Alternative hierfur wurde im Folgenden ein Syntheseweg

fur das stabilere Carboxyl-PEG entwickelt.
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5.3 Carboxyl-PEG

Carboxyl-PEG wurde als Alternative zum hydrolyseempfindlichen Succinyl-PEG
synthetisiert, der Verwendungszweck bleibt dabei der gleiche. Es soll in weiterer
Folge mit PLL gekoppelt und so als Material zur Oberflachenmodifikation von PLGA-

Nanospharen dienen.

Svynthesestrateqie:

Chloressigsaure kann dazu verwendet werden, eine relativ unreaktive
Hydroxylgruppe in eine Carboxylfuntkion, welche dann fir Konjugationen mit
weiteren Molekulen nutzbar ist, zu transformieren [41]. Dabei fungiert mPEG als
Nukleophil und greift die Chloressigsaure in Alpha-Stellung zur Carboxylgruppe an,
wodurch in einem konzertierten Prozess die gute Abgangsgruppe Chlor als Anion
aus dem Molekul austritt. Durch diese nukleophile Substitutionsreaktion, welche von
der Lewis-Base Triethylamin katalysiert wird, entsteht eine stabile Etherbindung
zwischen dem mPEG und dem Saurerest.

Das als Triethylaminsalz vorliegende Reaktionsprodukt wird anschlieRend mit

Salzsaure behandelt, um die freie Carboxylfunktion zu erhalten.

llRlI

A
4 A
H3C\O/{/\/Oi}/\OH ¥ Cl/ﬁ( o J -
o) /\N

mPEG Chloressigsaure &

THF

Triethylamin

/\NH+/
R< o HCI R OH
O/ﬁ( < \O 4 /\NH+
o o cr \\

(Carboxyl-PEG)Triethylamin Carboxyl-PEG Triethylammonium-

chlorid

Abb. 18: Synthesestrategie fiir Carboxyl-PEG
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5.3.1 Durchfiihrung der Synthese

Ansatz:
= mPEG: 20 g = 0,01 mol
= Chloressigsaure: 2,86 g = 0,03 mol
= Triethylamin: 7 mL = 0,05 mol

20 g mPEG werden in ungefahr 50 mL absolutem THF gelost. Danach werden
2,86 g Chloressigsaure und 7 mL Triethylamin (TEA) zugegeben. Nun wird ein mit
Calciumchlorid gefiilltes Trockenrohr aufgesetzt und vier Stunden bei 40°C im
Wasserbad geruhrt. Danach wird das Reaktionsprodukt mit 100 mL kaltem Hexan
ausgefallt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit kaltem Hexan gewaschen.
Nach Trocknung im Vakuum erhalt man 22,52 g eines wei3en Pulvers, welches in
120 mL destilliertem Wasser gelost wird. Man gibt 10 mL konzentrierte Salzsaure
hinzu und Iasst einige Minuten ruhren.

Nun schuttelt man drei Mal mit je 20 mL Chloroform und trocknet die vereinigten
organischen Phasen mit Natriumsulfat. Nachdem das Natriumsulfat abfiltriert wurde,
entfernt man das Losungsmittel am Rotationsverdampfer.

Das Produkt wird im Vakuum-Exsikkator getrocknet und man erhalt 17,68 g (86% der
Theorie) einer wachsartigen, milchig truben Substanz. Das Produkt wird bei -20°C

gelagert.

5.3.2 Entwicklung der Synthese

In der Literatur werden Umsetzungen mit Chloressigsaure Ublicherweise in wassrigen
Ldsungen unter basischen Bedingungen durchgefihrt [41, 42]. Die Produktreinigung
kann anschlieBend durch Dialyse gegen destilliertes Wasser erfolgen.

FiUr eine effiziente Dialyse sollte die Ausschlussgrenze der Dialysenmembran circa
die Halfte des Molekulargewichtes des zu reinigenden Produktes betragen und das
Molekulargewicht des zurtickzuhaltenden Moleklls sollte mindestens 25 Mal so gro3
wie das des abzutrennenden Molekils sein. In dieser Arbeit wird mPEG mit einem
mittleren Molekulargewicht von 2000 Dalton eingesetzt, das Molekulargewicht von

Chloressigsaure betragt 94,494 Dalton. Das Verhaltnis der Molekulargewichte von
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eingesetztem mMPEG und Chloressigsaure von rund 21 liegt somit unter dem
Mindestwert, was Ausbeute und Dauer der Dialyse negativ beeinflussen wurde.
Weiters sind Dialysenmembranen mit einer Ausschlussgrenze von 1000 Dalton zwar
kommerziell verfugbar, jedoch muss bei so kleinen Ausschlussgrenzen mit
erheblichem Zeitaufwand und schlechten Ausbeuten gerechnet werden. Um diesen
Nachteil zu umgehen, wurde die Durchfuhrung der Reaktion vom wassrigen Milieu in
ein organisches Losungsmittel verlegt. Das Losungsmittel der Wahl war in diesem
Fall Tetrahydrofuran, da in ihm alle beteiligten Reaktanden I6slich sind und PEG-
Derivate aus ihm relativ leicht durch Zugabe von n-Hexan ausgefallt werden kdnnen.
Die uUberschussige Chloressigsaure und das bei der Reaktion entstehende
Triethylaminhydrochlorid bleiben dabei in LOsung. Somit stand eine einfach
durchzufihrende, wenig zeitaufwendige Reinigungsoperation, welche gute

Ausbeuten erzielt, zur Verfigung.

Wie schon zuvor erwahnt, benodtigt man fur den Ablauf der Reaktion basische
Bedingungen. Als Ersatz fur das im wassrigen Milieu Uberlicherweise eingesetzte

Natriumhydroxid wurde die Lewis-Base Triethylamin gewahlt.

Nach erfolgter Reaktion wurde eine Fallungsoperation mit n-Hexan durchgefuhrt,
wobei das Zwischenprodukt (Carboxyl-PEG)Triethylamin ausfiel. Das wasserlosliche
Salz wurde anschlieBend mit Salzsaure behandelt, wodurch man erst die freie
Carboxylfunktion (mPEG-COOH) erhielt. Bei diesem Vorgang entsteht
Triethylaminhydrochlorid, welches in einem weiteren Schritt durch Flussig-Flussig-
Extraktion abgetrennt werden muss. Die wassrige Losung wurde dafur mit
Chloroform ausgeschiittelt, in welchem sich Carboxyl-PEG bevorzugt I6st, wogegen

Triethylaminhydrochlorid in der wassrigen Phase verbleibt.

Es wurde ebenfalls eine Synthesevariante mit einem weiteren Reinigungsschritt
durchgefuhrt, um eventuell beim Schuttelvorgang mitgeschlepptes
Triethylaminhydrochlorid zu entfernen. Dabei wurde das Carboxyl-PEG nach dem
Ausschutteln mit Chloroform abermals mit n-Hexan aus der organischen Phase
ausgefallt, wobei das Triethylaminhydrochlorid in Losung bleibt. Da sich
Polyethylenglykol und seine Derivate aus Chloroform jedoch nur durch Zugabe eines

erheblichen Uberschusses an n-Hexan ausféllen lassen, ist diese Fallungsoperation
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mit einem bedeutenden Ausbeuteverlust verbunden. Weiters konnte anhand der
Infrarotspektren beider Produkte, welche jeweils mit oder ohne zusatzliche Fallung
mit Hexan erzeugt worden waren, keinerlei Verunreinigung durch
Triethylaminhydrochlorid festgestellt werden (siehe Abschnitt 5.3.3.4). Durch eine
weitere Fallung kann also kein zusatzlicher Reinigungseffekt erzielt werden,

weswegen folglich davon abgesehen wurde.

Da Chloressigsaure ein sehr reaktives Molekll ist, kann mit relativ geringen
Uberschiissen und kurzen Reaktionszeiten gearbeitet werden. Mit einer
Reaktionsdauer von vier Stunden und einem dreifachen molaren Uberschuss

gegenuber mPEG konnten zufriedenstellende Ergebnisse erreicht werden.

5.3.3 Analytische Untersuchungen und Diskussion

5.3.3.1 Dunnschichtchromatographie

Es sollte untersucht werden, ob die Edukte Chloressigsaure und mPEG vom Produkt
Carboxyl-PEG mittels DC voneinander unterscheidbar sind. Dazu mussten erst
geeignete Methoden fur die Detektion der Substanzen auf den DC-Platten gefunden

werden (siehe Abschnitt 4.2 Anfarbereagenzien fir die DC):

Fluoreszenzl6schung:

Zuerst wurde getestet, ob die einzelnen Substanzen nach Auftragen auf eine
Fos4-Kieselgelplatte Fluoreszenzldschung verursachen. Die an der Startlinie
aufgetragenen Substanzen erschienen unter Betrachtung im UV-Licht als sehr
blasse, rosarote Flecken, welche aber nach dem Entwickeln der DC-Platte in
einem  Laufmittel nicht mehr auszumachen waren, somit kam

Fluoreszenzldschung als Detektionsmethode nicht in Frage.
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Jod:

Polyethylenglykol und seine Derivate reagierten auf die Behandlung mit Jod und
wurden als gelb bis braun gefarbte Flecken auf der Platte sichtbar.
Substanzflecken der Chloressigsaure konnten mit dieser Methode jedoch nicht

gefarbt werden.

Jod-Kaliumjodid neutral:

Durch Besprihen der DC-Platte mit dieser Losung konnten PEG-Derivate als
braune Flecken sichtbar gemacht werden. Chloressigsaure reagierte nicht auf

dieses Reagenz.

Schwefelsaure:

Die auf der DC-Platte aufgetragenen Substanzen wurden mit 47%iger
Schwefelsaure bespriht, danach wurde auf 150°C erhitzt. Weder
Chloressigsaure, noch PEG-Verbindungen konnte man nach dieser Behandlung
deutlich erkennen. Teilweise waren grau-schwarze Produktflecken zu sehen,
welche jedoch von einer DC zur nachsten nicht reproduzierbar waren. Somit

schied auch Schwefelsaure als mdgliche Detektionsmethode aus.

Glucose-Anilin:

Chloressigsaure reagierte mit Glucose-Anilin unter Bildung tiefbrauner Flecken
auf orangem Hintergrund. PEG-Derivate wurden nach Behandlung mit dieser
Spruhlésung indirekt sichtbar. Sie erschienen als weil3e Flecken, die sich von der
orangen Platte gut abhoben. Da mittels Glucose-Anilin-Behandlung sowohl das
Edukt Chloressigsaure als auch samtliche PEG-Derivate detektierbar sind, ist
dieses Verfahren fir samtliche DC-Versuche in der vorliegenden Arbeit die
Detektionsmethode der Wahl.

Versuchsreihe 1:

In den ersten Versuchen wurden Polyethylenglykolmethylether (M ~ 2000 Da,
Aldrich), Chloressigsaure (Fluka) und Triethylammonium-Carboxyl-PEG, welches als

Zwischenprodukt bei der Synthese anfallt, untersucht. Mit einer Kapillare wurden die
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entsprechenden Substanzlésungen auf mehrere Kieselgelplatten aufgetragen,

welche dann in zwei verschiedenen Laufmittelgemischen entwickelt wurden:

Chloroform : Methanol : Wasser=10:10: 2 mL

Nach dem Entwickeln wurde die Platte mit Glukose-Anilin behandelt.
Chloressigsaure erschien als langlicher brauner Fleck, wahrend die beiden
PEG-Derivate als weilte Aussparungen sichtbar wurden. Das Ergebnis der DC ist in

Abb. 19 schematisch dargestellt.

\

Y \

v
mPEG
Chloressigsaure (PEG-COOH)TEA

Abb. 19: DC-Skizze: Chloressigsaure, Triethylammonium-Carboxyl-PEG und
mPEG auf Kieselgel; entwickelt in Chloroform : MeOH : Wasser =10:10: 2

Die Bande der Chloressigsaure zeigt sehr starkes Peak-Tailing, was ein Hinweis auf
Uberladen der DC-Platte sein kann. Demgegeniiber sind die Substanzflecken der
beiden PEG-Derivate scharfer begrenzt, allerdings gibt es zwischen den
Laufstrecken von mPEG und (Carboxyl-PEG)Triethylamin keinen signifikanten
Unterschied. Dermalien geringe Unterschiede kénnen auch durch die verschiedene
Massenbelegung der Platte mit Analytmolekilen hervorgerufen werden, es wurden
namlich Probeldsungen unterschiedlicher Konzentrationen eingesetzt, da man
hierbei rein qualitative Ergebnisse erhalten wollte. Nichtsdestotrotz kann man durch
diesen Versuch einen Hinweis auf die Reinheit des Produktes erhalten, denn
eventuelle Spuren von Chloressigsaure im Produkt, wurden mit dieser Methode nicht

festgestellt.
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In demselben Laufmittel wurde auRerdem eine Celluloseplatte entwickelt, wobei man
jedoch nur stark verschwommene Flecken, die mit der Laufmittelfront wanderten,
beobachten konnte. Fir dieses spezielle Trennproblem kdnnen Celluloseplatten

folglich nicht eingesetzt werden.

Aceton : Wasser =17 : 3 mL
Die Detektion erfolgte ebenfalls mit Glukose-Anilin, wodurch das in Abb. 20

dargestellte Ergebnis erhalten wurde.

J

Chloressigsaure (PEG-COOH)TEA

Abb. 20: DC-Skizze: Chloressigsadure, (PEG-COOH)TEA und
mMPEG auf Kieselgel; entwickelt in Aceton : Wasser =17 : 3mL

Der Chloressigsaure-Fleck ist jetzt scharf begrenzt und zieht keinen langen Schweif
mehr hinter sich her. Auch hier erkennt man keine Verschmutzung durch
Chloressigsaure im Produkt. Bei diesem Lauf sind jedoch mPEG und das
Triethylaminsalz vom Peak-Tailing betroffen. Beide Substanzflecken sind in die
Lange gezogen und reichen bis zur Startlinie. Das mPEG ist wie beim vorherigen
Versuch etwas weiter gewandert als das Salz, es gilt jedoch noch zu klaren, ob dies
lediglich auf Konzentrationsunterschiede oder wirklich auf unterschiedliche Retention

aufgrund von Strukturunterschieden zurtckzufuhren ist.
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Versuchsreihe 2:

In einer weiteren Versuchsreihe wurden zusatzlich zu mPEG, dem (PEG-COOH)TEA
und Chloressigsaure noch zwei andere Proben untersucht: Bei der Synthese des
Carboxyl-PEGs wurde das Endprodukt durch Flissig-Flissig-Extraktion gereinigt.
Die dabei erhaltene organische Phase, welche das Produkt beinhaltet, und die
wassrige Phase, die Triethylaminhydrochlorid enthalt, wurden ebenfalls auf die
DC-Platten aufgetragen. Es wurde in einer Reihe von verschiedenen Laufmitteln

entwickelt und anschlieRend mit Glukose-Anilin behandelt:

Aceton : Wasser =17 : 3 mL

.~

‘///l\
mPEG//l

Chloressigsaure
(PEG-COOH)TEA organ. wassr. 9

Phase Phase

Abb. 21: DC-Skizze: mPEG, (PEG-COOH)TEA, wassrige und
organische Phase auf Kieselgel; entwickelt in Aceton : Wasser =17 : 3 mL

Die Chloressigsaure wanderte am weitesten und es war abermals Peak-Tailing zu
Beobachten. Die wassrige Phase wurde an der Startlinie retardiert und reagierte
erwartungsgemal} auf das Schweppes-Reagenz, welches zur spezifischen Detektion
von Sauren verwendet wird. Alle drei PEG-Derivate waren von Peak-Tailing
betroffen. Am weitesten wanderte mPEG, gefolgt von (PEG-COOH)TEA und der

organischen Phase, die mit Carboxyl-PEG angereichert ist.

Bei Entwicklung im Laufmittel Chloroform : Methanol : Wasser =16 : 2 : 0,2 mL
kehrte sich die Reihenfolge der PEG-Derivate im Vergleich zum vorangegangenen

Versuch um. Am weitesten wanderte hier die organische Phase und die kurzeste

52



ERGEBNISSE

Laufstrecke gehort diese Mal zu mPEG. Alle drei Substanzflecken sind nicht so
scharf abgegrenzt wie bei den vorigen Versuchen, sie sind vielmehr von
unregelmaliger Form. Die Chloressigsaure findet man als kompakten Fleck mit
scharfen Grenzen in etwa auf gleicher Hohe mit dem Triethylaminsalz. Die wassrige

Phase blieb abermals an der Startlinie zurtck.

Ein ahnliches Ergebnis erhielt man fur das Laufmittel Chloroform : Methanol :
Wasser = 70 : 22 : 3,5 mL, mit dem einzigen Unterschied, dass alle drei PEG-

Derivate gleich weit wanderten.

Bei Chloroform : Methanol : Wasser = 60 : 40 : 10 und 65 : 30 : 6 wanderten
ebenfalls alle PEG-Derivate annahernd gleich weit. Die Substanzflecken sind hier
etwas langlicher und die Chloressigsaure zieht wieder einen langen Schweif hinter
sich her. Ein Ansauern des Wasseranteils im zuletzt genannten Laufmittel mit
Essigsaure, hatte zur Folge, dass alle Substanzen weiter wanderten und die PEG-

Derivate an der Laufmittelfront anzutreffen sind.

Chloroform : Methanol : Wasser=75:15: 2

Samtliche Substanzflecken sind scharf abgegrenzt und weisen kein Peak-Tailing auf.
mPEG und das (PEG-COOH)TEA liefen gleich weit, wahrend Carboxyl-PEG etwas
weiter lief. Die Chloressigsaure befindet sich in etwa auf gleicher Hohe mit mPEG.

Die wassrige Phase blieb am Start zurtick.
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Abb. 22: DC-Skizze: mPEG, (PEG-COOH)TEA, organ. Phase, wéssr. Phase und
Chloressigsaure auf Kieselgel; entwickelt in Chloroform : Methanol : Wasser =75:15: 2
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Aceton : Ethylacetat : Wasser = 10 : 5 : 1 und Aceton : Chloroform = 14 : 6
erzielten fast identische Ergebnisse. Alle Substanzen bis auf Chloressigsaure

wurden stark am Start zurtckgehalten und wandern somit kaum.

Die Resultate bei einem Lauf mit Methanol : Wasser = 18 : 2 und Methanol :
Aceton : Wasser = 10 : 8 : 2 sind ebenfalls miteinander vergleichbar. Im ersteren
Fall lief die Chloressigsaure am weitesten, die drei PEG-Derivate liegen nahe
beieinander. (PEG-COOH)TEA wanderte eine Spur weiter als mPEG, welches
wiederum etwas weiter als Carboxyl-PEG lief. Die wassrige Phase wurde an der
Startlinie retardiert. Im zweiten Fall besteht der einzige Unterschied darin, dass
mPEG und (PEG-COOH)TEA gleich weit wanderten.

Far den Fall, dass der Wasseranteil bei Methanol : Aceton : Wasser = 10 : 8 : 2 mit

Essigsaure angesauert wird, ist das Ergebnis schematisch in Abb. 23 dargestellt.
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Abb. 23: DC-Skizze: mPEG, (PEG-COOH)TEA, organ. Phase, wéassr. Phase und
Chloressigsaure auf Kieselgel; entwickelt in Methanol : Aceton : Wasser (angesduert) =10:8: 2

Zusammenfassend kann fur alle DC-Experimente gesagt werden, dass
Chloressigsaure sowohl durch ihre meist unterschiedlichen Laufstrecken als auch
durch die selektive Farbreaktion mit Schweppes-Reagenz gut von den PEG-
Derivaten unterschieden werden konnte. Somit konnten gréRere Verunreinigungen
der Produkte (Carboxyl-PEG)TEA und Carboxyl-PEG mit diesem Reagenz mittels

DC ausgeschlossen werden.
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Die Unterscheidung der einzelnen PEG-Derivate ist insofern schwieriger, da sie alle
dasselbe Strukturgerist gemeinsam haben und nur an einem Ende des Molekils
verschiedene funktionelle Gruppen aufweisen. Es ist fraglich, ob diese geringen
Unterschiede zu einem signifikant voneinander abweichenden Migrationsverhalten
bei der DC fuhren kdénnen. Auch wenn bei den DC-Versuchen unterschiedliche
Migrationsstrecken fur die einzelnen Derivate erhalten wurden, konnte dies auch auf
Konzentrationseffekte zurtckgefuhrt werden. Ob diese Vermutung zutrifft, konnte
durch das Auftragen aquimolarer Mengen bei gleichzeitiger Vermeidung von

Uberladung der DC-Platten Gberpriift werden.

5.3.3.2 Detektion von Triethylaminhydrochlorid

Im Laufe der Carboxyl-PEG-Synthese, einerseits im Zuge der nukleophilen
Substitutionsreaktion zwischen mPEG und Chloressigsaure und andererseits bei der
Behandlung des Zwischenproduktes  Triethylammonium-Carboxyl-PEG  mit
Salzsaure, entsteht als Nebenprodukt Triethylammoniumchlorid, welches in weiterer
Folge vom Reaktionsprodukt abgetrennt werden sollte. Dies geschah praktisch durch
die Ausfallung des Zwischenproduktes mit Hexan und weiters durch die Flussig-
Fllssig-Extraktion mit Chloroform.

Es war nun von Interesse, eine Methode zu finden das Triethylaminhydrochlorid
qualitativ zu detektieren, um festzustellen, ob es im Produkt beziehungsweise im
davon abgetrennten Filtrat nach der Fallung enthalten ist oder in welcher der Phasen
bei der FlUussig-Flussig-Extraktion es sich befindet. Flir diesen Zweck wurden

verschiedene Methoden eingesetzt:

» Reaktion mit Ninhydrin:

Ninhydrin wird standardmafRig fur den Nachweis von Aminosauren verwendet. Da
es aber auch mit anderen Aminen reagiert, wurde versucht Triethylamin und
Triethylammoniumchlorid damit zu detektieren. Losungen der folgenden
Substanzen wurden auf Filterpapier und Kieselgelplatten aufgetragen:

— Triethylamin

— Triethylaminhydrochlorid

— Salzsaure
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— organische und

— wassrige Phase nach der Flussig-Flussig-Extraktion
- mPEG

— Carboxyl-PEG

— (Carboxyl-PEG)Triethylamin

a) Filterpapier:

Das Papier wurde mit Ninhydrin-Sprahlésung behandelt und auf ca. 110°C
erhitz. An den Stellen wo Salzsaure und Triethylaminhydrochlorid aufgetragen
waren kam es zur Verkohlung des Papiers. Dennoch rief
Triethylaminhydrochlorid einen schwach erkennbaren Violettstich hervor, der
genauso bei der wassrigen Phase, mPEG, Carboxyl-PEG und (Carboxyl-
PEG)Triethylamin auftrat. Die organische Phase und Triethylamin zeigten
keinerlei Farbveranderungen. Da auch pures mMPEG diese leichte
Violettfarbung aufwies, kann das schwach positive Ergebnis nicht aufgrund
der Anwesenheit eines Amins zustande gekommen sein. Samtliche
Substanzen, die solch ein schwach positives Testergebnis erzielten, waren in
destilliertem Wasser geldst. Da es sich hierbei um eine aulierst sensitive
Testmethode handelt, ist die positive Reaktion moglicherweise auf den im
Wasser gelosten Stickstoff zurickzufuhren. Anhand dieses Versuches kann
also keine Aussage Uber die Anwesenheit von Triethylamin oder

Triethylammoniumchlorid in einer der Proben gemacht werden.

b) Kieselgel:

Die Kieselgelplatte wurde gleichermallen wie das Filterpapier mit Ninhydrin
behandelt, wobei von dem vorherigen Ergebnis abweichende Beobachtungen
gemacht wurden. Bis auf Triethylamin, welches eine tief violette Farbung
ergab, verursachte keine der getesteten Substanzen eine Farbreaktion.
Obwohl auch hier dieselben wassrigen Losungen eingesetzt wurden, zeigten
diese auf Kieselgel ein anderes Verhalten als auf Papier. Triethylamin
erzeugte hier ein eindeutig positives Ergebnis, wogegen es auf Papier in
keiner Weise mit Ninhydrin reagiert hatte. Dieser Versuch deutet darauf hin,
dass in keiner der getesteten Proben Triethylamin vorhanden ist, Uber

Triethylammoniumchlorid kann keine Aussage gemacht werden.

56



ERGEBNISSE

Stickstoff-Nachweis mittels pyrolytischer Oxidation:

Mit Hilfe dieses Tests werden samtliche stickstoffhaltige organische
Verbindungen detektiert (siehe Abschnitt 4.4.2). Da aber Triethylamin bei
dieser Synthese der einzige Reaktand ist, welcher Stickstoff beinhaltet, kann
in diesem Fall nur sein Folgeprodukt Triethylammoniumchlorid ein mogliches
positives Testergebnis hervorrufen. Denn wahrend der Behandlung mit
Salzsaure im Zuge der Synthese, bildete samtliches Triethylamin in der
Reaktionsléosung mit der Saure das Salz Triethylammoniumchlorid.
Getestet wurden Proben von Carboxyl-PEG, Triethylammonium-Carboxyl-
PEG, mPEG und eine Blindprobe, die nur Braunstein enthielt. Samtliche
Proben inklusive Blindprobe ergaben ein positives Testergebnis. Die Ursache
dafir koénnte sein, dass kommerzieller Braunstein und gebrauchliche
Glaseprouvetten meist nicht frei von Stickstoff sind. Um eine Beeinflussung
des Testes dadurch auszuschlieRen, mussten Reagenzglaser aus Pyrex-Glas
und stickstoff-freier Braunstein verwendet werden, die jedoch fur diese Arbeit
nicht zur Verflgung standen.

Das Ergebnis dieses Tests bleibt folglich ohne Aussagekraft.

Detektion von Aminen mit Salpetersaure:

Salpetersaure wird in der Dunnschichtchromatographie eingesetzt um
Alkaloide und Amine zu detektieren. Das einzige bei der Carboxyl-PEG-
Synthese anwesende Amin ist Triethylamin beziehungsweise sein Salz
Triethylaminhydrochlorid. Um auszutesten, ob Salpetersaure geeignet ist, das
tertiare Amin und sein Salz sichtbar zu machen, wurden sowohl Triethylamin
als auch Triethylaminhydrochlorid auf eine Cellulose-Platte aufgetragen,
welche anschlieRend mit einer Salpetersaure-Spruhlosung (siehe Abschnitt
4.2) behandelt wurde. Es konnte jedoch selbst nach langerem Erhitzen der
Platte keinerlei Fluoreszenz unter Betrachtung im UV-Licht beobachtet
werden. Weder Triethylamin noch sein Salz Triethylaminhydrochlorid

reagierten auf eine Behandlung mit Salpetersaure.
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= Detektion von Aminen mittels Kobalt(ll)-thiocyanat:

Genauso wie Salpetersaure findet Kobalt(ll)-thiocyanat in  der
Dunnschichtchromatographie zur Detektion von Alkaloiden und Aminen
Anwendung (siehe Abschnitt 4.2). Da jedoch beobachtet wurde, dass PEG
und seine Derivate auch positiv darauf reagieren, kann es zur Verfolgung des
Triethylaminhydrochlorids nicht eingesetzt werden.

= Verfolgung von Triethylammoniumchlorid mittels IR-Spektroskopie:

Anhand des Infrarotspektrums von Carboxyl-PEG scheint das Produkt keine
Verunreinigungen mit Triethylaminhydrochlorid aufzuweisen (siehe auch
Abschnitt 5.3.3.4 und Anhang).

5.3.3.3 Nachweis der Carboxylfunktion

Mit Hilfe des in Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Tests sollte qualitativ nachgewiesen
werden, ob in dem synthetisierten Produkt Carboxylfunktionen vorhanden sind. Die
Durchfihrung erfolgte laut Angaben in Abschnitt 3.4.1. Getestet wurde eine Probe
des synthetisierten Carboxyl-PEGs und als Vergleichsprobe mPEG (Aldrich). Die
Vergleichsprobe zeigte bei dem Test keinerlei farbliche Veranderungen, wogegen
Carboxyl-PEG nach Zugabe der FeCls-Ldsung eine braunrote Farbung entwickelte.

Somit ist das Testergebnis fur Carboxyl-PEG als positiv zu bewerten.

5.3.3.4 Infrarot-Spektroskopie

Folgende Spektren (siehe auch Anhang) wurden aufgenommen:

Vergleichssubstanzen:
= mPEG (Polyethylenglykolmethylether, M ~ 2000, Aldrich):
IR (KBr): v = 3433 cm™ (br, O-H), 2888 (s, C-H), 1967 (w)
= Chloressigsaure (Fluka):
IR (KBr): v =3059 cm™ (br, O-H), 1733 (s, C=0)
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= Triethylaminhydrochlorid (Fluka):
IR (KBr): v = 3437 cm™ (br, N-H), 2976 (s, C-H), 2940 (s, C-H), 2675 (s, N-H),
2602 (s, N-H)

= mPEG-Essigsaure (Methoxypolyethylenglykol 5,000-essigsaure, Fluka):
IR (KBr): v =3417 cm™ (br, O-H), 2884 (s, C-H), 1967 (w), 1751 (w, C=0)

Proben:
= (Carboxyl-PEG)Triethylamin:
IR (KBr): v = 3447 cm™ (br, O-H), 2886 (s, C-H), 1958 (w)
= Carboxyl-PEG:
IR (KBr): v = 3423 cm™ (br, O-H), 2881 (s, C-H), 1967 (w), 1750 (m, C=0)

Die Analyse der spektralen Daten verlauft analog wie in Abschnitt 5.2.3.1 flr
Succinyl-PEG. Betrachtet man das Spektrum von Carboxyl-PEG so findet man drei
der vier Banden auch im Spektrum von reinem mPEG wieder. Es handelt sich hierbei
um die breite O-H-Bande, das Signal der C-H-Valenzschwingungen und eine
schwache Bande bei 1967 cm™. Samtliche dieser Signale treten auch im
Vergleichsspektrum von mPEG-Essigsaure (Fluka) auf. Es gibt in diesem Spektrum
genauso wie in dem von Carboxyl-PEG aber noch eine weiter Bande um 1750 cm™,
welche der Carbonylgruppe der Saurefunktion zugeordnet werden kann. Diese
Bande und ihre Lage ist der entscheidende Hinweis fur die Anwesenheit von
Carboxylgruppen in der untersuchten Probe. Besagte Bande kann man jedoch nur
bei Carboxyl-PEG und mPEG-Essigsaure (Fluka), jedoch nicht bei dem Salz
(Carboxyl-PEG)Triethylamin beobachten, dessen Spektrum jenem von reinem mPEG
gleicht.

Bei Carbonsauren ist das Signal der Carbonylgruppe Ublicherweise eine
ausgepragte, starke Bande. Im Spektrum von Carboxyl-PEG ist diese Bande jedoch
nur schwach bis mittelstark vorhanden. Dies ist darauf zurickzufuhren, dass es sich
bei Carboxyl-PEG um eine hochpolymere Substanz handelt, bei der auf ein
Polyethylengerist mit einem mittleren Molekulargewicht von 2000 Dalton nur eine
einzige Carboxylfunktion pro Molekil kommt. Der PEG-Charakter des Molekiils
uberwiegt also stark den Saurecharakter, was durch das Infrarotspektrum

widergespiegelt wird.
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Die Spektren von Chloressigsaure und Triethylaminhydrochlorid wurden
aufgenommen, um eventuelle Kontaminationen mit diesen Substanzen im Produkt
feststellen zu kénnen. Im Spektrum von Carboxyl-PEG sind jedoch keine Hinweise
auf Verunreinigungen dieser Art sichtbar. Weder die stark ausgepragten N-H-Valenz-
und Oberschwingungen des Triethylammoniumchlorids bei 2675 und 2602 cm™,
noch die charakteristisch breite und intensive O-H-Bande der Chloressigsaure bei
3059 cm™ kommen im Carboxyl-PEG-Spektrum vor.

Zusatzlich entsprechen sich die Spektren des in dieser Arbeit synthetisierten
Carboxyl-PEGs und der industriell gefertigten Vergleichssubstanz mPEG-Essigsaure
(Fluka) fast ganzlich. Im Spektrum der Probe (Carboxyl-PEG) gibt es keine Banden,
die im Vergleichspektrum nicht vorkommen. Soweit es also mit Hilfe der
Infrarotspektroskopie beurteilt werden kann, ist das Produkt Carboxyl-PEG frei von

Verunreinigungen.

5.3.3.5 Abschlieliende Bemerkungen und Ausblick

Die wichtigste analytische Methode zur Charakterisierung von Carboxyl-PEG war in
dieser Arbeit die Infrarot-Spektroskopie. Mit ihrer Hilfe konnte bestatigt werden, dass
das Ziel dieser Derivatisierung, namlich das Einbauen von Carboxylfunktionen in ein
PEG-Grundgerust, erreicht werden konnte. Dieses Ergebnis wurde zusatzlich von
einer Nachweismethode fur Carbonsauren untermauert. Allerdings kénnen durch
keine der beiden Methoden quantitative Daten erhalten werden, welche jedoch auch
im Sinne einer weiteren Verwendung des Produktes durchaus von Interesse waren.
Eine Quantifizierung der im Produkt enthaltenen Carboxylgruppen kénnte anhand
von Saure-Basen-Titration vorgenommen werden.

GrolRere Verunreinigungen mit dem Ausgangsprodukt Chloressigsaure und dem
Nebenprodukt Triethylammoniumchlorid konnten ebenfalls mittels IR-Spektroskopie

ausgeschlossen werden.
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5.4 PLL-PEG

Sinn  und Zweck fur die Herstellung dieses Produktes war die
Oberflachenmodifikation von PLGA-Nanospharen. Faraasen et al. zeigten bereits,
dass Konjugate aus Poly-L-lysin und PEG aufgrund der positiv geladenen primaren
Aminogruppen des PLLs fest an die negativ geladenen Oberflachen von PLGA-
Partikeln adsorbieren, wahrend sich die PEG-Ketten nach aul3en hin orientieren. So
erzeugte, blrstenartige PEG-Uberziige filhren anhand einer Verringerung der
Phagozytose durch Zellen des RES zu erhdhten Serumhalbwertszeiten [7]. Es sollte
im Rahmen dieser Diplomarbeit ein Konjugat aus PEG 2000 und
Poly(e-carbobenzoxy-L-lysin) nach dem Vorbild einer Arbeit von Kim et. al hergestellt
werden, in der PEG-COOH 3400 mit der einzigen freien a-Aminogruppe von
e-CBZ-PLL gekoppelt wurde. Nach dem Entfernen der CBZ-Schutzgruppen erhielt
man ein kationisches Di-Blockcopolymer, welches Uber seinen positiv geladenen

PLL-Teil an negativ geladene PLGA-Nanopartikel adsorbieren kann [8].

Svynthesestrateqie:

Carboxyl-PEG besitzt pro Molekll eine Carboxylfunktion, welche fir die darauf
folgende  Kopplung mit ¢-CBZ-PLL mittels einer Kombination von
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid und N-Hydroxysuccinimid aktiviert wird. Das bedeutet
DCC reagiert mit Carboxyl-PEG zum entsprechenden O-Acylisoharnstoff-Intermediat,
welches wiederum unter Abspaltung von Dicyclohexylharnstoff mit NHS einen
reaktiven Ester bildet.

Poly-e-carbobenzoxy-L-lysin hat pro Molekul eine einzige freie Aminogruppe in
a-Position, samtliche  Aminogruppen der Lysin-Seitenketten sind  mit
CBZ-Schutzgruppen blockiert. Die primare Aminogruppe kann nun den NHS-Ester
am Kohlenstoff der Carbonylfunktion attackieren. NHS verlasst als Abgangsgruppe
das Molekul, wahrend zwischen PEG-Derivat und PLL eine kovalente Bindung
entstehen kann.

Weiters mussen die CBZ-Schutzgruppen von den e-Aminogruppen entfernt werden.
Dies kann mittels katalytischer Transfer-Hydrierung mit 1,4-Cyclohexadien als

Wasserstoffdonor geschehen [35].
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Abb. 24: Synthesestrategie fur PLL-PEG

5.4.1 Durchfiihrung der Synthese

Ansatz:
= Carboxyl-PEG: 4,14 g = 2,01 x 10" mol
» ¢CBZ-PLL: 1,0g=1,0x 10" mol
= NHS: 692 mg = 6,01 x 10 mol
» DCC:1,24g=6,0x 10" mol

(1) Aktivierung:

4,14 g Carboxyl-PEG werden unter Erwarmen im Wasserbad auf ~ 50°C in ungefahr
8 mL DMF gelost. Zu dieser Losung gibt man 692 mg NHS und 1,24 g DCC hinzu
und ruhrt vier Stunden bei 50°C. Danach wird der entstandene Dicyclohexylharnstoff

abgesaugt und mit 2 mL DMF gewaschen.
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(2) Kopplung:

Zum Filtrat fgt man 1 g e-CBZ-PLL hinzu und lasst bei 50°C uber Nacht ruhren. Der
abermals ausgefallene Dicyclohexylharnstoff wird wieder abgesaugt und aus dem
Filtrat wird das Reaktionsprodukt mit 70 mL Diethylether und 30 mL n-Hexan
ausgefallt. Die Mischung lasst man ungefahr eine Stunde bei 4°C stehen, danach
dekantiert man das Losungsmittel ab und wascht den Niederschlag mit n-Hexan. Das
restliche Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und man erhalt eine

gelb gefarbte, wachsartige Substanz.

(3) Reinigung:

Das erhaltene wachsartige Produkt wird mit 20 mL destilliertem Wasser versetzt und
1,5 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Der nicht I6sliche Anteil wird abgesaugt
und im Vakuum-Exsikkator Uber Kieselgel getrocknet. Danach erhalt man 1,12 g

(37% der Theorie) eines gelben Pulvers.

(4) Entfernen der Schutzgruppen (Deblockierung):

Das Substrat (1,12 g) wird unter Rihren in 3 mL DMF gelést und mit Hilfe eines
Wasserbades auf 30°C temperiert. Zu der Losung werden nacheinander 500 mg
Palladium auf Aktivkohle (10% Pd) und 3,5 mL 1,4-Cyclohexadien zugegeben. Ein
Trockenrohr geflllt mit Calciumchlorid wird aufgesetzt, die Reaktion erfolgt Uber
Nacht.

Um den Katalysator zu entfernen, wird die Reaktionsmischung zweimal je 30
Minuten mit 14 000 rpm zentrifugiert, dazwischen wird das Pellet mit 2 mL DMF
gewaschen. Aus dem Uberstand wird das Produkt mit 25 mL kaltem Diethylether
gefallt. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit etwas Diethylether gewaschen und
kurz trocken gesaugt. Der ockerfarbene Filterkuchen wird im Vakuum-Exsikkator
getrocknet und man erhalt 451 mg (72% der Theorie, bezogen auf 1,12 g Substrat)

eines zusammengebackenen, braunen Pulvers. Das Produkt wird bei -20°C gelagert.

5.4.2 Entwicklung der Synthese

Um die beiden Polymere mPEG und PLL miteinander konjugieren zu kénnen, wurde

zuvor mit Hilfe von Chloressigsaure eine freie Carboxylfunktion in das mPEG
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eingefuhrt (siehe 5.3. Carboxyl-PEG), welche in weiterer Folge fir die Kopplung mit
einer primaren Aminogruppe des PLL herangezogen werden kann. Als
Kopplungsreagenz wurde das Carbodiimid DCC in Kombination mit
N-Hydroxysuccinimid eingesetzt, da dieses System flir gewohnlich eine hohe

Kopplungseffizienz und daher gute Ausbeuten erzielt.

Als Medium fur die Durchfuhrung der Synthese wurde aus mehreren Grunden das
organische Losungsmittel Dimethylformamid gewahlt:

Kim et al. synthetisierten ein Konjugat aus Polyethylenglykol und Poly-L-Lysin mittels
DCC/NHS-Kopplung in DMSO [8]. Uberschissige Reagenzien wurden mittels
Dialyse gegen destilliertes Wasser entfernt. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch
eine Reinigung mittels Dialyse nicht in Erwagung gezogen, da das Konjugat aus
MPEG und ¢-CBZ-PLL mit einem mittleren Molekulargewicht von 3000 Dalton und
uberschissiges mPEG und e-CBZ-PLL mit mittleren Molekulargewichten von 2000
beziehungsweise 1000 Dalton eine zu geringe GroRendifferenz fur eine effiziente
Dialyse aufweisen (siehe auch 5.3.2). Weiters sollte die Ausschlussgrenze der
Dialysenmembran circa die Halfte des zurlickzuhaltenden Molekils betragen, um
Verluste zu minimieren. In diesem Fall musste also eine Membran mit einem
MWCO = 1500 Da gewahlt werden. Davon wurde jedoch schon eine bedeutende
Menge an unkonjugiertem mPEG ebenfalls zurickgehalten werden. Als Alternative
hierzu wird die Reaktion in einem organischen Lésungsmittel mit geringerer Polaritat
als DMSO durchgefuhrt und man kann somit auf Fallungen von mPEG durch Zugabe
von apolaren Losungsmitteln wie zum Beispiel Diethylether zurtckgreifen (siehe
auch Abschnitt 5.1).

Besonders leicht lasst sich mPEG mit n-Hexan aus einer Losung in THF ausfallen,
auch aus Dichlormethan und Chloroform ist eine Fallung mittels Hexan moglich. Da
jedoch ¢-CBZ-PLL in all diesen LoOsungsmitteln unldslich ist, muss auf DMF
ausgewichen werden, welches allein samtliche eingesetzten Reaktanden zu ldsen

vermag.

Carboxyl-PEG wurde bei der Reaktion im Uberschuss eingesetzt, weswegen nach
erfolgter Kopplungsreaktion unkonjugiertes, aktiviertes Carboxyl-PEG in der

Reaktionslosung vorliegen muss. Da es seinerseits von primaren Aminogruppen
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angegriffen werden kann, wurde Hexylamin zugegeben, um alle aktivierten
Carboxylgruppen ausreagieren zu lassen. Durch Uberschussiges Hexylamin gelangt
jedoch eine weitere unerwinschte Verunreinigung in der Reaktionsmischung.
Aulerdem soll das unreagierte, aktivierte Carboxyl-PEG ohnehin in einem spateren
Schritt abgetrennt werden. Aus diesem Grund wurde das Ausreagieren mit

Hexylamin letztendlich weggelassen.

Nach der Kopplungsreaktion Iasst sich das Konjugat aus mPEG und ¢-CBZ-PLL und
das Uberschissige mPEG mit einer Mischung aus Diethylether und n-Hexan aus

DMF ausfallen, wobei unverbrauchtes DCC und NHS in Lésung bleiben.

Das so gewonnene Produktgemisch sollte anschlieBend mittels Fest-Fllssig-
Extraktion (Laugung) in ungekoppeltes mPEG und mPEG-PLL-Konjugat aufgetrennt
werden. Daflr musste ein Lésungsmittel gefunden werden, in dem eine der beiden
Komponenten |0slich, die andere jedoch unléslich ist. Da sich mPEG im Gegensatz
zu ¢-CBZ-PLL hervorragend in Chloroform 16st, wurde dieses Losungsmittel als
erstes fur diesen Zweck getestet. Es kam jedoch zur vollstandigen Auflésung des
eingesetzten Produktes. Weitere Versuche wurden mit THF, Ethanol und Wasser
durchgefuhrt. In THF war das Produkt ebenfalls zur Ganze 16slich, in Ethanol blieb
ein sehr geringer Ruckstand zuruck, in Wasser hingegen blieb ein bedeutender
Anteil unléslich.

Es wurde nun angenommen, dass sich unkonjugiertes mPEG in Wasser [6st und
Konjugate mit e-CBZ-PLL nicht in LOsung gehen, da &-CBZ-PLL ganzlich
wasserunloslich ist. Durch Abfiltrieren des Ruckstandes wirde man also lediglich

jene Komponenten gewinnen, die e-CBZ-PLL enthalten.

In weiterer Folge sollten die CBZ-Schutzgruppen von den Lysin-Seitenketten
abgespalten werden. Dafur wurde die katalytische Transfer-Hydrierung mit
1,4-Cyclohexadien gewahlt, da es sich hierbei um eine bequeme und zugleich
effiziente Methode mit geringem apparativem Aufwand handelt [34].

Nach erfolgter Deblockierung musste der Katalysator (Palladium auf Aktivkohle) von
der Reaktionsmischung abgetrennt werden. Dies lie3 sich jedoch nicht durch
Abfiltrieren mit handelsublichen Filterpapieren erreichen, da selbst die feinporigsten

Filterpapiere fur die extrem kleinen Partikel der Aktivkohle durchlassig waren. Es
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zeigte sich jedoch, dass sich der Katalysator durch langeres Zentrifugieren (circa

eine Stunde) mit 14 000 Umdrehungen pro Minute vollstandig entfernen lasst.

5.4.3 Analytische Charakterisierung und Diskussion

5.4.3.1 UV-VIS-Spektroskopie

Es wurden von den Ausgangsverbindungen der Synthese Carboxyl-PEG
beziehungsweise mMPEG und ¢-CBZ-PLL Spektren in DMF bei einem
Wellenlangenbereich von 1100-200 nm aufgenommen (Konzentrationsbereich der
Lésungen: ~ 10™ mol/L). Weiters wurden im Zuge der Syntheseversuche Proben von
samtlichen Zwischenprodukten genommen, von denen ebenfalls Spektren

angefertigt wurden (siehe Anhang). Diese Proben werden von nun an wie folgt

bezeichnet:
Proben- Zeitpunkt der Probenahme im vermutlich enthaltene
Bezeichnung Syntheseverlauf Substanzen
Carboxyl-PEG*/
A nach erfolgter Kopplung (getrocknet) ¢-CBZ-PLL-PEG
B nach Abtrennur]g des Carboxyl-PEG* durch ¢-CBZ-PLL-PEG
Laugung in Wasser (getrocknet)
b’ Im Filtrat der Laugung enthaltene Substanz Carboxyl-PEG*
(getrocknet)
nach Entfernen der Schutzgruppen i
C (getrocknetes Endprodukt) PLL-PEG
o Substanz im Filtrat nach "
Deblockierung '

Tabelle 2: wéhrend der PLL-PEG-Synthese genommene Proben;
Carboxyl-PEG* ... ,,aktiviertes* Carboxyl-PEG

Die Proben A, B und C sind die aufgrund des Synthese-Ablaufes gewonnenen
Zwischen- beziehungsweise Endprodukte. Die zusatzlichen Proben b’ und ¢’ sind
Abfallprodukte, die im Laufe der Prozedur abgetrennt, jedoch hier zu
Untersuchungszwecken rickgewonnen wurden.

Auf folgende Weise wurde Probe b’ gewonnen: Nach erfolgter Kopplung zwischen
Carboxyl-PEG und CBZ-PLL wurde das Zwischenprodukt A vom aktivierten
Carboxyl-PEG durch Fest-Flussig-Extraktion mit Wasser gereinigt. Der feste

Ruckstand wurde abgesaugt und weiterverarbeitet, das dabei erhaltene Filtrat wurde

66




ERGEBNISSE

lyophilisiert, wodurch man eine weile, schaumartige Substanz erhielt, die weiters
unter der Bezeichnung Probe b’ untersucht wurde.

Die Gewinnung von Probe c’ erfolgte nach dem Entfernen der Schutzgruppen durch
katalytische Transferhydrierung. Das Endprodukt wurde mittels Diethylether gefallt
und abgesaugt. Im dabei erhaltenen Filtrat fiel nach einigen Tagen Aufbewahrung bei
4°C ein weilder, pulvriger Feststoff aus, welcher ebenso abgesaugt und getrocknet
wurde. Bezuglich der Zusammensetzung von Probe ¢’ gab es zu diesem Zeitpunkt

keine Vermutung.

Fir mPEG und Carboxyl-PEG konnten trotz des Heranziehens konzentrierter
Losungen fur die Messung keine ausgepragten Absorptionen im UV-VIS-Bereich
festgestellt werden. ¢-CBZ-PLL hingegen weist eine scharfe, einzelne Bande bei
266,5 nm in seinem Spektrum auf (siehe Anhang). Findet sich dieselbe Bande in den
Spektren der wahrend der Synthese genommenen Proben wieder, so wirde dies auf

die Anwesenheit von e-CBZ-PLL in derjenigen Probe hindeuten.

In allen Spektren der Zwischenprodukte A und B, sowie des Endproduktes C wurde
die Absorptionsbande des ¢-CBZ-PLLs gefunden, bei Probe B und C in sehr hoher
Intensitat bei Probe A deutlich schwacher. Probe ¢’ weist bei 266,5 ebenfalls eine
schwache Absorptionsbande auf, bei Probe b’ ist besagte Bande nur auferst
schwach zu erkennen (siehe auch Tabelle 3). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass
jene Proben, welche in ihren Spektren eine intensive Bande bei 266,5 nm aufweisen,
zu einem hohen Anteil aus CBZ-PLL bestehen. Andererseits darf eine solche
Aussage nur mit Vorsicht gemacht werden, da es sich hierbei um keine quantitative
Analyse handelt. Vielmehr kann lediglich die Anwesenheit von ¢-CBZ-PLL in den
untersuchten Produkten bestatigt werden. Das somit erhaltene Ergebnis widerspricht
nicht den in Tabelle 2 aufgestellten Vermutungen bezuglich Zusammensetzung der
einzelnen Proben. Denn die schwach vorhandene CBZ-PLL-Bande bei Produkt b’
(Carboxyl-PEG*) erklart sich dadurch, dass bei der Laugung ein geringer Anteil an
CBZ-PLL-haltigem Produkt mit in Loésung gegangen ist, was nicht weiter
verwunderlich ist. Uber die Zusammensetzung von Probe ¢’ lasst sich aussagen,

dass €-CBZ-PLL zumindest in Spuren enthalten ist.
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5.4.3.2 IR-Spektroskopie

Von den schon mittels UV-Spektroskopie untersuchten Proben wurden folgende

Infrarot-Spektren (siehe Anhang) aufgenommen:

Vergleichsspektren:

= ¢-CBZ-PLL (Sigma):
IR (KBr): v =3297 cm™ (s, O-H), 3063 (w), 2936 (m, C-H), 1688 (s, C=0),
1628 (m), 1536 (s)

= mPEG 2000 (Polyethylenglykolmethylether, Aldrich):
IR (KBr): v = 3433 cm™ (br, O-H), 2888 (s, C-H), 1967 (w)

= Dicyclohexylharnstoff:
IR (KBr): v = 3324 cm™ (s, N-H), 2930 (s, C-H), 2848 (s, C-H), 1620 (s, C=0),
1576 (s, N-H)

Proben:

= A: IR (KBr): v=3284 cm™ (s, O-H), 2887 (s, C-H), 1958 (w), 1717 (s, C=0),

1623 (m), 1538 (m)

= B: IR (KBr): v=23289 cm™ (s, O-H), 3061 (w), 2936 (s, C-H), 1698 (s, C=0),

1625 (m), 1537(s)

= C: IR (KBr): v=23292 cm-1 (s, O-H), 3063 (w), 2936 (s, C-H), 1699 (s, C=0),

1652 (m), 1538 (s)

= ¢’ IR (KBr): v=23289 cm-1 (s, O-H), 3064 (w), 2886 (s, C-H), 1966 (w), 1699
(m, C=0), 1626 (m), 1538 (m)

= b’ IR (KBr): v =23428 cm™ (br, O-H), 2888 (s, C-H), 1958 (w), 1717 (s, C=0)

Proben A und c’:

Durch Untersuchung des Spektrums von Probe A und der Vergleichsspektren von
mPEG und CBZ-PLL wird deutlich, dass in besagter Probe sowohl CBZ-PLL als auch
eine mPEG-Komponente vorhanden ist. Ob diese in gekoppelter oder freier Form als
aktiviertes Carboxyl-PEG vorliegt, kann hier jedoch nicht bestimmt werden.
Das Zustandekommen dieses Befundes erklart sich dadurch, dass in dem der
Probe A zugehodrigen Spektrum samtliche charakteristischen Peaks des
CBZ-PLL-Spektrums gleichermalRen vorkommen. Somit muss CBZ-PLL in der Probe
vorhanden sein.

68



ERGEBNISSE

Da sich die Banden der O-H- und C-H-Valenzschwingungen von mPEG, sowie die
Carbonylbande von Carboxyl-PEG mit jenen von CBZ-PLL uberlagern, kdnnen diese
nicht fur die Bestimmung von mPEG oder Carboxyl-PEG neben CBZ-PLL
herangezogen werden. Es gibt jedoch einen charakteristischen Peak, der nur im
mPEG-Spektrum jedoch nicht in jenem von CBZ-PLL vorkommt. Es handelt sich
hierbei um die schwache Bande im Bereich zwischen 1958-1967 cm™, die bei
samtlichen PEG-Derivaten vorhanden ist. Da jener mPEG-typische Peak im
Spektrum von Probe A deutlich zu erkennen ist, kann auf das Vorhandensein von
mPEG in dieser Probe geschlossen werden. Abgesehen davon kénnen auch im
Fingerprint-Bereich Banden ausgemacht werden, die charakteristisch fur mPEG sind
(vgl. Spektren im Anhang). Auf diese Art kann jedoch nur auf die Anwesenheit von
mPEG in der Probe geschlossen werden, ob dieses mPEG in Form eines
NHS-Esters, als freies Carboxyl-PEG oder gekoppelt vorliegt, kann nicht ausgesagt

werden.

Zum gleichen Ergebnis wie flir Probe A gelangt man bei Probe c’, das heil3t sowohl
CBZ-PLL und PEG sind in dieser Probe vorhanden. Anhand des UV-VIS-Spektrums
konnte bereits festgestellt werden, dass in der Probe CBZ-PLL enthalten ist. Der
IR-Befund kann dieses Ergebnis bestatigen und zusatzlich dazu auf vorhandenes
mPEG hindeuten

Proben B und C:

Die IR-Spektren der Proben B und C weisen ausnahmslos alle Banden des

CBZ-PLL-Spektrums auf, sie sind sozusagen mit dem Vergleichsspektrum
deckungsgleich. Es kdnnen keinerlei Hinweise auf mPEG, weder der typische Peak
um 1958-1967 cm™ noch charakteristische Banden im Fingerprint-Bereich, gefunden
werden. Dieses Ergebnis widerspricht also erstmals den angestellten Vermutungen
bezuglich der Probenzusammensetzungen. Dem Versuchsablauf zur Folge sollte
Probe B dem Konjugat aus ¢-CBZ-PLL und Carboxyl-PEG entsprechen und Probe C,
als Endprodukt der Synthese, sollte nur noch PLL-PEG enthalten. Da beide Proben
laut dieses IR-Befundes jedoch keinerlei mPEG enthalten, muss angenommen
werden, dass der Versuch, ein PLL-PEG-Konjugat zu synthetisieren, nicht erfolgreich

war.
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Probe b’

Bei dieser Substanz handelt es sich vermutlich um uberschussiges aktiviertes
Carboxyl-PEG, welches nach der Kopplung vom Produkt abgetrennt wurde. Das
zugehdrige IR-Spektrum bestatigt durchaus diese Annahme. Alle Banden des
mPEG-Spektrums sind deutlich zu erkennen und zusatzlich erhalt man eine im
Vergleich zu Carboxyl-PEG starker ausgepragte Carbonylbande, was auf die zwei
weiteren Carbonylgruppen von NHS zurlckgefuhrt werden kann. Da diese beiden
Gruppen jedoch Ketonfunktionen sind, erscheinen sie im Vergleich zu

Carbonylbanden einer Saure bei etwas niedrigeren Wellenzahlen.

5.4.3.3 Nachweis der PEG-Struktur

Anhand des in Abschnitt 4.4.3. erlauterten Tests flr Ethylenderivate sollte bestimmt
werden in welchen, der bereits mittels UV-VIS- und IR-Spektroskopie untersuchten
Proben, die Ethylenstruktur von Polyethylenglykol beziehungsweise seiner
entsprechenden Derivate nachgewiesen werden kann.

CBZ-PLL wurde wie erwartet negativ getestet, genauso wie eine Blindprobe, die nur
Zinkchlorid enthielt. Die Uberpriifung von mPEG (Aldrich) ergab eine intensiv blaue
Farbung und somit ein positives Testresultat. Die Ergebnisse fur die Proben A bis ¢’
sind in Tabelle 3 angefuhrt. Positiv wurden die Proben A, b’ und ¢’ getestet, jedoch
die Proben B und C erhielten ein negatives Ergebnis, was wiederum exakt dem
IR-Befund entspricht. Das ungereinigte erste Zwischenprodukt der Synthese, Probe
A, und das wahrend der nachfolgenden Reinigung abgetrennte Carboxyl-PEG*,
Probe b’, enthalten somit laut Testresultat die PEG-Struktur, genauso wie die Probe
c’. In Probe B und dem Endprodukt C kann, wie schon bei der IR-Spektroskopie, kein

PEG nachgewiesen werden.
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vermutlich Bande bei laut IR-Befund -CHy-CHo-
Probe enthaltene 266,5 nm (UV- vorhandene Tzest 2
Substanzen Bereich) Substanzen
Carboxyl-PEG*/ L
¢-CBZ-PLL-PEG w CBZ-PLL + MPEG positiv
B e-CBZ-PLL-PEG s CBZ-PLL negativ
b’ Carboxyl-PEG* w Carboxyl-PEG* positiv
C PLL-PEG s CBZ-PLL negativ
c ? w CBZ-PLL + MPEG positiv

Tabelle 3: Analytische Charakterisierung der im Zuge der PLL-PEG-Synthese entstandenen Produkte;
w...weak; s...strong

5.4.3.4 Nachweis von Aminen mittels Ninhydrin

Mit Hilfe dieser Untersuchung sollte qualitativ festgestellt werden, ob nach der
katalytischen Transferhydrierung wesentlich mehr freie Aminogruppen als zuvor im
Produkt vorhanden sind. Da ¢-CBZ-PLL pro Molekul bereits eine freie Aminogruppe
in a-Position aufweist, wurde eine schwache Reaktion mit Ninhydrin erwartet. Jedoch
wurde angenommen, dass eine deutliche Vermehrung der primaren Aminogruppen
nach der Entfernung der Schutzgruppen trotzdem feststellbar ist.

Es wurden also Ldsungen von mPEG, CBZ-PLL und PLL-HBr (Aldrich), dessen
Aminogruppen nicht blockiert sind, und Lésungen der Proben A, B, C, b’ und ¢’ auf
eine Kieselgelplatte aufgetragen, mit Ninhydrin-Lésung bespriht und anschlieRend
erhitzt.

mMPEG zeigte keinerlei Farbveranderung nach der Behandlung, wogegen PLL-HBr
einen tief violett gefarbten Fleck hervorrief. CBZ-PLL ergab wie erwartet eine blass-
violette Farbung, die Proben B und ¢’ reagierten auf dieselbe Weise. Fur Probe C
wurde ein eindeutig positives Ergebnis erhalten, die Farbung war jedoch weniger
intensiv als bei PLL-HBr. Eine interessante Reaktion wurde bei Probe b’ beobachtet,
welche sich nach Behandlung mit Ninhydrin intensiv blau farbte. In dieser Probe
konnen jedoch keine primaren Aminogruppen enthalten sein, moglicherweise kam es
zu einer Reaktion des Ninhydrins mit dem im NHS-Ester enthaltenen Stickstoff, was

die blaue Farbe hervorrief.
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Anhand dieser Ergebnisse kann nun lediglich ausgesagt werden, dass nach der
katalytischen Transferhydrierung primare Aminogruppen vorhanden sind, vermutlich
auch in grol3erer Menge als zuvor. Um jedoch eine eindeutige Aussage machen zu
konnen, musste eine quantitative Analyse vorgenommen werden. Eine
Quantifizierung der Aminogruppen mittels TNBS-Test, wie sie fur das Produkt
Amino-PEG durchgefuhrt wurde, konnte aber in diesem Fall nicht angewendet

werden, da die meisten Proben nicht wasserloslich waren.

5.4.3.5 Fluoreszenzléschung durch die CBZ-Gruppen

Eine Eigenschaft von ¢-CBZ-PLL ist, dass es, auf eine Fis4 Kieselgelplatte
aufgetragen, Fluoreszenzléschung bewirkt. Es kann somit im UV-Licht als dunkler
Fleck auf der grinlich leuchtenden Platte erkannt werden. Da PLL-HBr diese
Eigenschaft nicht aufweist, ist sie vermutlich auf die CBZ-Gruppen zurtuckzufuhren.
Weil auch mPEG keine Fluoreszenzldschung hervorruft, wurde angenommen, dass
wahrend der PLL-PEG-Synthese genommene Proben, welche diese Eigenschaft
besitzen, CBZ-Gruppen beinhalten.

Getestet wurden die Probe B, deren Aminogruppen auf jeden Fall noch geschutzt
vorliegen, und das Endprodukt C nach durchgefuhrter katalytischer
Transferhydrierung. Probe C bewirkte gleichermalien wie Probe B das Quenchen
(Ausléschen) von Fluoreszenzlicht, was wiederum bedeutet, dass im Endprodukt auf
jeden Fall noch CBZ-Schutzgruppen vorhanden sind. Mittels katalytischer
Transferhydrierung konnten demnach die Schutzgruppen nicht quantitativ entfernt

werden.

5.4.3.6 Abschlielende Bemerkungen und Ausblick

Betrachtet man die Ergebnisse der einzelnen analytischen Untersuchungen in

kombinierter Weise, so gelangt man zu folgenden Schlussfolgerungen:

= UV-VIS-, IR-Spektroskopie und der Test zum Nachweis von Ethylenderivaten
zeigen, dass in dem Endprodukt der PLL-PEG-Synthese sehr wohl CBZ-PLL
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aber kein mPEG vorhanden ist. Da auch schon in dem gereinigten
Zwischenprodukt nach der Kopplung (Probe B) kein mPEG und in dem vom
Produkt abgetrennten Carboxyl-PEG* (Probe b’) kein CBZ-PLL vorhanden
war, muss vermutet werden, dass die Kopplung zwischen CBZ-PLL und
Carboxyl-PEG nicht erfolgreich war. Dies liegt moglicherweise daran, dass pro
CBZ-PLL (M ~ 1000 Da) nur eine einzige Aminogruppe fur die Kopplung zur
Verfugung steht und diese eventuell aus sterischen Grunden fur das
Carboxyl-PEG schlecht zugéanglich ist. Um dieses Problem zu vermeiden
konnten PLL-PEG-Konjugate auch in Anlehnung an eine Arbeit von Kenausis
et. al synthetisiert werden. Hierbei wird ohne Schutzgruppen gearbeitet,
wodurch samtliche Aminogruppen des PLLs fur die Kopplung zur Verfugung
stehen. Durch das Einsetzen eines Unterschusses an PEG wird sichergestellt,
dass noch genugend freie Aminogruppen vorhanden sind, die somit flr eine

positive Ladung des Propfcopolymers sorgen kénnen [43].

In Probe c¢’, welche nach der Entfernung der Schutzgruppen gewonnen wurde,
konnte Uberraschenderweise eine PEG-Struktur nachgewiesen werden. Es gilt
noch zu klaren, auf welchem Wege das Produkt in dieser Probe entstanden ist
und ob es sich hierbei um das gewunschte PLL-PEG-Konjugat handelt.
Fraglich ist vor allem, wie eine mPEG-Komponente in diese Probe gelangen
konnte, da zu einem friheren Zeitpunkt der Synthese bereits kein mPEG im

Zwischenprodukt (Probe B) mehr nachgewiesen werden konnte.

Die beobachtete fluoreszenz-quenchende Eigenschaft des Endproduktes C ist
hdchstwahrscheinlich auf noch vorhandene CBZ-Gruppen zurlckzufihren, da
weder reines PLL noch mPEG diese Eigenschaft aufweisen, CBZ-PLL
hingegen schon. Das Entfernen der CBZ-Gruppen mittels katalytischer

Transferhydrierung ist demnach nicht vollstandig geschehen.
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5.5 Amino-PEG

Dieses PEG-Derivat wurde fur die kovalente Oberflachenmodifizierung von PLGA-
Nanospharen synthetisiert. Es kann Uber seine primare Aminogruppe an
carbodiimid-aktivierte Carboxylgruppen des Polylactid-co-glycolids gebunden werden

und somit zur PEGylierung von PLGA-Nanopartikeln herangezogen werden.

Svynthesestrateqie:

Ein Mdglicher Syntheseweg fur die Erzeugung des Amino-Derivates von mPEG
verlauft Uber das in Abschnitt 5.3 hergestellte Carboxyl-PEG. Kurz wiedergegeben,
reagiert die Hydroxylgruppe des mPEGs mit Chloressigsdure, wodurch man eine
endstandige Carboxylfunktion erhalt. Diese Carboxylgruppe kann wiederum durch
DCC und NHS aktiviert werden und in weiterer Folge mit einer primaren
Aminogruppe von Ethylendiamin reagieren. Da Ethylendiamin zwei endstandige
Aminogruppen besitzt, bleibt eine von beiden bei der Kopplung frei und man hat

somit eine primare Aminogruppe in das mPEG-Molekul eingefuhrt (siehe Abb. 25).

IIRII
N
4 A DCC/NHS
H3C\ 0 OH
HoN -
(@) (@) + 2 >
/f\/ ﬁ\/\ /W \/\ NH,
n 0 THF
Carboxyl-PEG Ethylendiamin

(@)
Mk
R o/\/\

Amino-PEG

NH,

Abb. 25: Synthesestrategie fir Amino-PEG
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5.5.1 Durchfiihrung der Synthese

Ansatz:
» Carboxyl-PEG: 505 mg = 2,45 x 10™* mol
» DCC: 152 mg = 7,37 x 10™ mol
= NHS: 85 mg= 1,39 x 10 mol
= Ethylendiamin: 163 pL = 24,33 x 10 mol

(1) Aktivierung:
505 mg Carboxyl-PEG werden in 4 mL THF gel6ést und mit 85 mg NHS und 152 mg

DCC versetzt. Nachdem ein Calciumchloridrohr aufgesetzt wurde, rihrt man vier
Stunden bei 50°C im Wasserbad. Der dabei ausfallende Dicyclohexylharnstoff wird

abgesaugt.

(2) Kopplung:
In einem separaten Rundkolben, der ebenfalls in ein 50°C-warmes Wasserbad

eintaucht, werden 163 pL Ethylendiamin und 837 pL THF vorgelegt und geruhrt.
Dazu tropft man langsam die Lésung mit dem zuvor aktivierten Carboxyl-PEG. Man

lasst nun Uber Nacht ruhren.

(3) Reinigung:
Das Produkt wird mit 10 mL kaltem n-Hexan gefallt. Der Niederschlag wird
abgesaugt, mit n-Hexan gewaschen und trocken gesaugt. Nach Trocknen im

Vakuum-Exsikkator erhalt man 282 mg (54% der Theorie) eines weil3en Pulvers.

5.5.2 Entwicklung der Synthese

Ethylendiamin ist nicht die einzige Verbindung, welche fir die Modifizierung von
Carboxylfunktionen verwendet werden kann. Es gibt eine Reihe weiterer Diamine,
die flr diesen Zweck in Frage kommen, wie zum Beispiel 1,3-Diaminopropan oder
1,6-Diaminohexan. Dennoch ist Ethylendiamin die popularste Wahl, da seine kurze
Kettenlange fur minimale sterische Effekte und hydrophobe Wechselwirkungen sorgt

und somit die Eigenschaften des Substratmolekuls am wenigsten verandert.

75



ERGEBNISSE

Als konjugationsvermittelnde Reagenzien kommen abermals DCC und NHS aus den

schon in Abschnitt 5.4.2 erwahnten Griinden zum Einsatz.

Tetrahydrofuran als Reaktionsmedium hat sich schon bei der Synthese von
Carboxyl-PEG bewahrt, da es eine rasche und annahernd quantitative Fallung des
entsprechenden PEG-Derivates durch Zugabe von n-Hexan erlaubt. Auf3erdem sind

alle verwendeten Reagenzien gut in THF 16slich.

Um zu gewahrleisten, dass nur jeweils eine Aminogruppe des Ethylendiamins mit
einer Carboxylgruppe koppelt, muss ein signifikanter Uberschuss an Ethylendiamin
gegenuber Carboxyl-PEG eingesetzt werden. Andernfalls wirde auch die zweite
Aminogruppe mit einem weiteren Carboxyl-PEG reagieren und es wirde zu
Quervernetzungen kommen. Bezuglich dieses Gesichtspunktes wurden mehrere

Syntheseversuche mit verschiedenen Mengen an Ethylendiamin durchgefuhrt:

I) Zu Beginn wurde mit einem dreifachen molaren Uberschuss an Ethylendiamin
gearbeitet, welcher nach der Aktivierung direkt zur Reaktionsmischung
pipettiert wurde. Unmittelbar nach der Zugabe kam es zu massiver
Niederschlagsbildung, was als Zeichen fur das Auftreten von
Quervernetzungen angesehen werden kann und in hohem Masse

unerwulnscht ist. Dieser Syntheseweg wurde deshalb nicht weiterverfolgt.

1)) Als nachstes wurde ein 100-facher Uberschuss eingesetzt, welcher, in etwas
THF gel6st, in einem Rundkolben vorgelegt wurde. Zu dieser Losung wurde
dann die Reaktionsmischung mit dem aktivierten Carboxyl-PEG zugetropft.
Bei diesem Versuch trat kein Niederschlag auf, allerdings bewirkte die Zugabe
einer solch gro3en Menge an Ethylendiamin, dass die Reaktionslosung nicht
mehr mit n-Hexan mischbar war. Die Fallung des Produktes konnte auch nicht
mit Diethylether durchgeflihrt werden, da dieser ebenfalls mit der Lésung nicht
mischbar  war. Demzufolge musste das Ethylendiamin am
Rotationsverdampfer entfernt werden. Hierbei entstand ein Ruckstand,
welcher sich aus einer weil3en pulvrigen Substanz und einer braunen Paste,

vermutlich in der Hitze entstandene Reaktionsprodukte des Ethylendiamins,
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zusammensetzte. Der Ruckstand wurde mit THF versetzt, wobei sich das
weille Pulver vollstandig l6ste, wogegen die braune Substanz grofRtenteils
unléslich blieb. Die Lésung wurde vom Ruckstand abdekantiert, erst dann

konnte eine Fallung mit Hexan durchgefihrt werden.

III) Letztendlich wurde auch ein Versuch mit einem zehnfachen Uberschuss an
Ethylendiamin durchgefuhrt. Hierbei kam es zwar auch zu einer schwachen
Niederschlagsbildung, die Reaktionslosung konnte jedoch leicht von diesem
abdekantiert werden. Eine Fallung des Reaktionsproduktes mit Hexan konnte
ohne jegliche Phasentrennung erfolgreich durchgeflhrt werden, wobei man

ein weildes, pulvriges Produkt erhielt.
Weiters wurde wahrend dieser Versuche auch eine Auswirkung der Erhdhung der
DCC- und NHS-Menge auf die Produktausbeute untersucht. Statt der zuvor

verwendeten drei Molaquivalente wurden nun je funf Molaquivalente DCC und NHS

eingesetzt. Es konnte jedoch keine Erhéhung der Ausbeute beobachtet werden.

5.5.3 Analytische Charakterisierung und Diskussion

Untersucht wurden drei verschiedene Chargen Amino-PEG, die laut zuvor in
Abschnitt 5.5.1 angegebener Synthesevorschrift, jedoch mit folgenden Variationen

hergestellt wurden:

— Charge 1. dreifacher molarer Uberschuss an Ethylendiamin beziiglich

Carboxyl-PEG; direkte Zugabe von Ethylendiamin zur Reaktionsmischung

— Charge II: 100-facher molarer Uberschuss an Ethylendiamin bezlglich
Carboxyl-PEG

— Charge III: Herstellung laut angegebener Synthesevorschrift
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5.5.3.1 UV-VIS-Spektroskopie

Es wurden UV-VIS-Spekiren von allen drei Chargen in destilliertem Wasser
(Konzentrationsbereich der Lésungen: ~ 10 mol/L) aufgenommen. Jedoch schon
wie zuvor bei mPEG und Carboxyl-PEG konnte man auch hier in einem
Wellenlangenbereich zwischen 1100 und 200 nm keine Absorptionsbanden

beobachten.

5.5.3.2 IR-Spektroskopie

Infrarot-Spektren wurden von Amino-PEG der Chargen 1 und II aufgenommen,
weiters wurde auch der Niederschlag, welcher nach der Zugabe von Ethylendiamin
bei der Synthese von Charge III entstand, untersucht. Als Vergleichssubstanz wurde
O-(2-Aminoethyl)-O’-methyl-polyethylenglykol 2'000 der Firma Fluka herangezogen,
aullerdem wurden samtliche Spektren dem schon zuvor aufgenommenem Spektrum

von Polyethylenglykolmethylether gegentbergestellt.

Vergleichssubstanzen:
*  O-(2-Aminoethyl)-O’-methyl-polyethylenglykol 2’000 (Fluka):
IR (KBr): v = 3424 cm™ (br), 2880 (s, C-H), 1966 (w)
= mPEG 2000 (Polyethylenglykolmethylether, Aldrich):
IR (KBr): v = 3433 cm™ (br, O-H), 2888 (s, C-H), 1967 (w)

Proben:

= Amino-PEG, Charge I:
IR (KBr): v = 3325 cm™ (m, N-H), 2884 (s, C-H), 1965 (w), 1627 (s, N-H),
1575 (s, N-H)

= Amino-PEG, Charge II:
IR (KBr): v=3411 cm™ (br), 2886 (s, C-H), 1966 (w)

= Niederschlag, Charge III:
IR (KBr): v =3290 cm-1 (s, N-H), 3081 (m), 2934 (m, C-H), 1636 (s, N-H),
1559 (s, N-H)

Amino-PEG, Charge II:
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Beim Vergleich der Spektren von mPEG und des Amino-PEG-Derivates der Firma
Fluka wird sofort deutlich, dass sie sich ganzlich entsprechen. Das Amino-PEG-
Derivat weist exakt die gleichen Schwingungsbanden wie mPEG auf, was darauf
zuruckzufihren ist, dass die hochpolymere Polyethylenglykol-Struktur das Spektrum
gegenuber der Aminogruppe absolut dominiert. Die Schwingungen der im Vergleich
geradezu winzigen Aminogruppe von 16 Dalton gehen neben jenen des 2000 Dalton
,schweren® PEG-Gerustes schlichtweg unter. Anders ausgedruckt, die
Aminogruppen sind im Vergleich zur PEG-Struktur so stark im Unterschuss, dass sie
mittels IR-Spektroskopie nicht mehr nachgewiesen werden kénnen. Diese Aussage
trifft genau auf das Spektrum des Amino-PEGs aus Charge II zu. Man findet in
diesem Spektrum die gleichen drei Banden wie auch in den Spektren der beiden
Vergleichssubstanzen, auch die hier nicht angefihrten Banden im Fingerprint-
Bereich kénnen eindeutig mPEG zugeordnet werden.

Die Anwesenheit von Aminogruppen im Amino-PEG-Derivat kann folglich mittels

Infrarot-Spektroskopie nicht nachgewiesen werden.

Amino-PEG, Charge I:

Im Spektrum dieser Substanz sind zusatzlich zu den im mPEG-Spektrum

vorkommenden Banden noch drei weitere zu sehen. Es handelt sich dabei um die
Signale der N-H-Valenzschwingungen bei 3325 cm’™” und der
N-H,-Deformationsschwingungen bei 1627 und 1575 cm™. Diese Schwingungen sind
jedoch bei reinem Amino-PEG (Fluka) nicht zu sehen sind. Eine mogliche Erklarung
fur das Auftreten besagter Schwingungsbanden ware eine Verunreinigung von

Charge I mit Ethylendiamin.

Niederschlag, Charge III:

In diesem Spektrum findet man die eben fur Charge 1 beschriebenen Banden der
N-H-Valenz- und N-H,-Deformationsschwingungen besonders stark ausgepragt
wieder. Der Fingerprint-Bereich weist samtliche charakteristischen Schwingungen
von mPEG, jedoch in geringer Intensitat, auf. Es wird also angenommen, dass in
dem untersuchten Niederschlag mPEG neben grofleren Mengen an Ethylendiamin

vorliegt.
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5.5.3.3 Nachweis von Aminen mittels Ninhydrin

Anhand dieses Tests sollte qualitativ das Vorhandensein von Aminogruppen in dem
synthetisierten Produkt Amino-PEG nachgewiesen werden. Dazu wurden Ldsungen
von Amino-PEG aus den Chargen I, II und III, als Vergleichssubstanzen mPEG
(Aldrich),  O-(2-Aminoethyl)-O’-methyl-polyethylenglykol 2’000  (Fluka) und
Ethylendiamin auf eine Kieselgelplatte aufgetragen und diese mit Ninhydrin-Losung
behandelt (zur Vorgehensweise siehe Abschnitt 4.2).

mPEG zeigte nach der Behandlung keinerlei Farbveranderungen, Ethylendiamin
verfarbte sich hingegen gelb. Die Amino-PEG-Derivate aus allen drei Chargen und
die entsprechende Vergleichssubstanz von Fluka wiesen alle die charakteristisch
violette Farbe auf, welche typischerweise durch die Reaktion eines Amins mit
Ninhydrin hervorgerufen wird. Es kann also durch diesen Test bestatigt werden, dass

in allen drei Amino-PEG-Chargen Aminogruppen vorhanden sind.

5.5.3.4 TNBS-Test zur Quantifizierung von priméaren Aminen

Mit Hilfe dieses Tests wurde die quantitative Bestimmung der im Produkt Amino-PEG
vorhandenen primaren Aminogruppen durchgefuhrt. Die praktische Ausfuhrung
erfolgte laut Angaben in Abschnitt 3.5, die Mengen und Konzentrationen der
einzelnen Reagenzlésungen wurden jedoch an die vorliegenden experimentellen
Gegebenheiten angepasst.

Die Bestimmung wurde fur Proben der Chargen I, II und II und die
Vergleichssubstanz O-(2-Aminoethyl)-O’-methyl-polyethylenglykol 2’000  (Fluka)
durchgeflhrt.

Folgende Reagenzien kamen zum Einsatz:

= 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer pH 8,5: Der pH wurde mit 2 M
Natronlauge eingestellt.

= 1%ige (w/v) TNBS-Ldsung in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer pH 8,5:
Die 5%ige Stammldsung (Sigma) wurde entsprechend mit Puffer verdinnt.

= 10%ige SDS-Lésung
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= 1M HCI

Durchfiihrung des Assay:

(1) Es werden Loésungen der einzelnen Probesubstanzen in 0,1 M
Natriumhydrogencarbonat-Puffer pH 8,5 hergestellt.

(2) 25 pL TNBS-Losung werden zu je 500 pyL Probeldsung gegeben und es wird gut
durchmischt (Vortex).

(3) Man inkubiert zwei Stunden bei 37°C im Trockenschrank.

(4) 1250 pL 10%ige SDS-Lésung und 626 pyL 1M HCI werden zu jedem Ansatz
gegeben, es wird abermals durchmischt.

(5) Die Extinktion der Proben wird bei 343,5 nm gemessen.

Um eine quantitative Bestimmung der Aminogruppen durchfihren zu kénnen, wurde
eine Kalibrierfunktion mit e-Aminocapronsaure, einem kettenformigen Molekul mit

einer einzigen endstandigen Aminogruppe, aufgestellt.

)J\/\/\/NHZ
HO

Abb. 26: 6-Aminocapronsaure

Dazu wurden funf  Loésungen von  g-Aminocapronsaure in  einem
Konzentrationsbereich zwischen 6,22 x 107 und 1,244 x 107 mol/mL in
Natriumhydrogencarbonat-Puffer hergestellt. Da Aminocapronsaure pro Molekiil
genau eine Aminogruppe aufweist, sind die Konzentrationen dieser Losungen mit der
Aminogruppenkonzentration gleichzusetzen. Die Kalibrierstandards wurden
gemeinsam mit samtlichen Probeldésungen laut Assay-Vorschrift behandelt. Von
jeder Loésung wurden jeweils drei Testansatze untersucht. Weiters erstellte man
einen Blank-Wert, indem an Stelle der Probel6sung die entsprechende Menge an
Puffer zum Testansatz zugegeben wurde. Da fur die Messung ein Zweistrahl-
Photometer zum Einsatz kam, wurde der Blank bei der Messung automatisch vom
Messwert abgezogen.

Um das Absorptionsmaximum zu bestimmen, wurde ein UV-VIS-Spektrum eines

Testansatzes aufgenommen (siehe Anhang). AnschlieBend wurden die
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Extinktionswerte samtlicher Losungen im Absorptionsmaximum bei 343,5 nm

gemessen.
Auswertung:
Ky | ctmoim | 8 [wtonen [
A 0,323
1B 1,244E-07 0,332 0326 | 0,005
1 0,323
oA 0,493
2B 2,073E-07 0,500 0,502 | 0,010
2C 0,513
A 0,724
3B 3,110E-07 0,718 0722 | 0,004
ac 0,725
A 0,970
4B 4,665E-07 | 0,950 0,958 | 0010
10 0,955
A 1,206
5B 6,220E-07 1,178 1199 | 0,019
50 1,214

Tabelle 4: Messwerte der Kalibrierstandards fiir den TNBS-Test

Um eine Kalibrierfunktion aufzustellen wurden die Konzentrationen der
Kalibrierlosungen auf der Abszisse und die dazugehorigen Extinktionen (Mittelwerte
aus jeweils drei Bestimmungen) als Ordinatenwerte aufgetragen. Die

Funktionsgleichung wurde mittels linearer Regression erstellt.
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Extinktion

Kalibriergerade TNBS-Test

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

y=2E+06x+ 0,14
R?=0,9934

0,0
0,0E+00

2,0E-07

4,0E-07

Konzentration [mol/mL]

6,0E-07

8,0E-07

Abb. 27: Kalibrierfunktion fiir den TNBS-Test

Die gemessenen Extinktionswerte der einzelnen Probeldsungen wurden sodann als

y-Werte in die Geradengleichung eingesetzt, danach wurde nach dem x-Wert

aufgeldst, welcher die zur entsprechenden Extinktion zugehdrige Konzentration an

Aminogruppen in mol/mL Probelésung angibt (siehe Tabelle 5).

MITTELWERT
Extinktion | c(-NH;) | c(Probe) c(Probe) ?:::TIIZ)
Probe | 3435 nm) | (molimL] | [mg/mL] | oum] Proben- °("‘F',';';L[e"r‘]‘_’" 9 o
substanz]
substanz]

IA 0,475 1,675E-07 1,658E-04

1B 0,465 1,625E-07 1,01 4,773E-07 | 1,609E-04 1,649E-04 3,570E-06
IC 0,479 1,695E-07 1,678E-04
A 0,662 2,610E-07 1,292E-04

1B 0,673 2,665E-07 2,02 9,546E-07 | 1,319E-04 1,306E-04 1,363E-06
1c 0,668 2,640E-07 1,307E-04
1A 0,503 1,815E-07 1,779E-04

1B 0,485 1,725E-07 1,02 4,820E-07 | 1,691E-04 1,703E-04 7,177E-06
1Ic 0,474 1,670E-07 1,637E-04
V1 0,376 1,180E-07 2,269E-04

V2 0,375 1,175E-07 0,52 2,457E-07 | 2,282E-04 2,257E-04 3,191E-06
V3 0,371 1,155E-07 2,221E-04

Tabelle 5: Ergebnisse TNBS-Test: Messwerte der Probelésungen; Gehalt an NH,-Gruppen in der
Probensubstanz;
(*... Es handelt sich hier um einen ungefahren Zahlenwert, denn als Berechnungsgrundlage diente das
mittlere Molekulargewicht des eingesetzten Polymers.)
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In weiterer Folge wurde die so berechnete Konzentration an Aminogruppen auf die
Konzentration an Probensubstanz (Amino-PEG) in der Probelésung bezogen. Die
Angabe des Aminogruppengehaltes in der Probe erfolgt in
[mol NH2-Gruppen/ g Probensubstanz]. Diese Maleinheit wurde gewahlt, da eine
Angabe in [mol NH2-Gruppen/ mol mPEG] nur eine grobe ware. Denn mPEG weist
als polydisperses Polymer eine Molmassenverteilung auf, die es nur erlaubt mittlere
Molekulargewichte anzugeben. Eine exakte Stoffmengenangabe fur das Polymer ist
demnach nicht moglich. Um irrefUhrende Angaben zu vermeiden, wurde die in den
Proben bestimmte Stoffmengenkonzentration an Aminogruppen auf die
Massekonzentration an mPEG bezogen, wodurch sich als Maleinheit
[Stoffmenge/ Masseeinheit] ergibt.

Trotzdem kann anhand der erhaltenen Ergebnisse ausgesagt werden, dass bei der
Vergleichssubstanz von Fluka im Schnitt auf zwei mPEG-Molekile eine
Aminogruppe kommt. Bei den drei synthetisierten Amino-PEG-Chargen besitzt in

etwa jedes dritte mPEG-Molekul eine Aminogruppe.

5.5.3.5 Abschlieiende Bemerkungen und Ausblick

» Im Hinblick auf die Synthesevorschrift gilt es anzumerken, dass derzeit fraglich
bleibt, ob das Vorgehen bei Charge Il gegenuber demjenigen bei Charge II
vorzuziehen ist. Beide Synthesewege scheinen ihre Vor- und Nachteile zu
haben. Bei Charge II treten wahrend der Synthese keinerlei Niederschlage
auf, jedoch muss der groBe Uberschuss an Ethylendiamin am
Rotationsverdampfer entfernt werden. Die Hitzeeinwirkung bei diesem
Vorgang konnte sich erstens negativ auf die Stabilitat des Produktes
auswirken und zweitens konnte sich ein Gemisch aus Reaktionsprodukten von
Ethylendiamin bilden, welches wiederum in Spuren das Produkt verschmutzen
wurde. Es gilt aber noch zu klaren, ob derartige Verschmutzungen durch eine
Umfallung entfernt werden konnten.

Bei Charge III fallt das Erhitzen am Rotationsverdampfer weg, allerdings gibt
es wahrend der Synthese eine schwache Niederschlagsbildung. Dieser
Niederschlag konnte jedoch leicht durch Abdekantieren vom restlichen

Produkt abgetrennt werden. Trotzdem stellt sich die Frage, ob in diesem
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Produkt moglicherweise quervernetzte Molekule vorhanden sind. Bevor also
eindeutig fur einen der beiden Synthesewege Standpunkt bezogen werden

kann, mussen erst die aufgeworfenen Fragen abgeklart werden.

Bezuglich einer maoglichen Verunreinigung der Produkte mit Ethylendiamin
liefert die Infrarot-Spektroskopie wichtige Anhaltspunkte. Es scheint, als wirde
bei Charge I eine ebensolche Verunreinigung vorliegen, die Chargen II und
111, scheinen jedoch laut IR-Befund rein zu sein. Dies kann so allerdings auch
nicht ganz stimmen, da alleine die gelbliche Farbe von Charge II, im
Gegensatz zu den beiden anderen schneeweilen Produkten, auf eine

Verunreinigung hindeutet.

Bei der Suche nach Untersuchungsmethoden, die eine Anwesenheit von
Aminogruppen im synthetisierten Amino-PEG nachweisen kdnnten, wurde auf
das schon zuvor verwendete Amin-Reagenz Ninhydrin zurlickgegriffen.
Hiermit gelang es, einen ersten Hinweis auf Aminogruppen in den Produkten
zu erhalten. Da Ninhydrin aber nicht nur mit primaren Aminen reagiert und auf
diese Weise auch keine Quantifizierung erfolgen konnte, kam es zum Einsatz
des selektiveren Reagens TNBS, das aufgrund seiner stéchiometrisch
ablaufenden Farbreaktion mit primaren Aminen auch eine Quantifizierung
mittels UV-Spektroskopie erlaubt. Anhand der erhaltenen Testergebnisse
konnten die im Zuge dieser Arbeit synthetisierten Aminoderivate mit einer
entsprechenden Vergleichssubstanz der Firma Fluka verglichen werden.
Dabei wurde deutlich, dass die im Labor synthetisierten Amino-PEG-Derivate,
zwar eine signifikante Menge an Aminogruppen enthalten, jedoch nicht ganz
die Qualitat eines industriell gefertigten Produktes erreichen. Dieses Ergebnis

entspricht jedoch durchaus den Erwartungen.
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5.6 F-PLGA durch Kopplung mit Fluoresceinisothiocyanat

Fluorescein-PLGA kann fur die Herstellung von fluoreszenzmarkierten PLGA-
Partikeln verwendet werden, wodurch diese beispielsweise flir Versuche mit
Zellkulturen detektierbar und quantifizierbar werden (siehe auch Abschnitt 3.5). Eine
kovalente Bindung des Fluoreszenzlabels an PLGA hat gegenltber in der
Partikelmatrix eingebettetem Fluorescein den Vorteil, dass es nicht durch
Ausdiffundieren verloren gehen kann. Die Kopplung von Fluoresceinisothiocyanat an
PLGA ist nicht die einzige Methode kovalent fluoreszenzmarkiertes PLGA
herzustellen, jedoch ist sie im Vergleich zur Verwendung von Fluorescein-Cadaverin

wesentlich kostengunstiger.

Svynthesestrateqie:

PLGA, Poly(D,L-lactid-co-glycolid), weist als Copolymer aus Milch- und Glykolsaure
zahlreiche Carboxylfunktionen auf. Diese Carboxylgruppen konnen, wie schon bei
der Amino-PEG-Synthese beschrieben, durch Reaktion mit DCC und NHS aktiviert
und anschlieend mit Ethylendiamin modifiziert werden, sodass man endstandige
Aminogruppen erhalt. Diese primaren Aminogruppen konnen nun mit der
Isothiocyanat-Funktion von Fluoresceinisothiocyanat unter Bildung einer kovalenten

Thioharnstoffbindung reagieren.

NH,-PLGA-Synthese:

IIRII
N
an -\
0]
DCC, NHS
o O OH + HoN »
* 1 e} 2 \/\NH
n m 2 CH,Cl,
0]
- - Ethylendiamin
PLGA

O
PY NH,
R N/\/
H
Amino-PLGA
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Kopplung von NH,-PLGA mit FITC:
heGol
0

Aceton
)J\ N P AL >
R

Abb. 28: Synthesestrategie fiir F-PLGA

5.6.1 Durchfuhrung der Synthese

Ansatz:
» PLGA: 303 mg =8,10 x 10 mol
» DCC: 4,97 mg = 2,41 x 10™ mol
= NHS: 2,77 mg = 2,41 x 10™ mol
= Ethylendiamin: 6 pL = 8,96 x 10™° mol
= FITC: 15,5 mg = 3,98 x 10™° mol

(1) Synthese von NH»-PLGA:
303 mg PLGA werden in 10 mL absolutem Dichlormethan gelést. 2,8 mg NHS und

5 mg DCC werden hinzugefugt, ein Calciumchloridrohr wird aufgesetzt und es wird
drei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.

6 uL Ethylendiamin und 5 mL Dichlormethan legt man in einem Rundkolben vor und
unter Ruhren wird nun die Reaktionsldsung mit dem aktivierten PLGA hinzugetropft.
Es wird wiederum ein Calciumchloridrohr aufgesetzt und Uber Nacht bei
Raumtemperatur geruhrt.

Das Reaktionsprodukt wird mit 80 mL kaltem Diethylether gefallt, die Mischung wird

circa drei Stunden bei 4°C stehen gelassen. Danach wird das Lésungsmittelgemisch
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abdekantiert, der Niederschlag mit wenig Diethylether gewaschen und unter Vakuum
getrocknet. Man erhalt 277 mg (92% der Theorie) eines weilden, schaumartigen

Feststoffes.

(2) Synthese von F-PLGA:
Alle Arbeiten mit FITC werden unter Lichtschutz durchgefuhrt.

Das erhaltene NH>-PLGA und 15,5 mg FITC werden getrennt in jeweils 8 bzw. 4 mL
Aceton geldst und die beiden Loésungen daraufhin vereinigt. Man ruahrt nun Gber
Nacht bei Raumtemperatur.

Uberschissiges FITC wird durch Zugabe von 50 pL Ethanolamin verbraucht,
anschliellend wird das Aceton am Rotationsverdampfer entfernt. Den Ruckstand
nimmt man in 10 mL Dichlormethan auf und schuttelt mit je 10 mL destilliertem H,O,
dessen pH mit 0,1 N NaOH auf 8,5 eingestellt wurde, bis die wassrige Phase farblos
beziehungsweise nur noch schwach gefarbt ist. Volumenverluste der organischen
Phase werden durch Zugabe von Dichlormethan kompensiert.

Die organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel
entfernt man am Rotationsverdampfer. Nachdem das Produkt unter Vakuum

getrocknet wurde, erhalt man 157 mg (51% der Theorie) einer orangen, zahen Paste.

5.6.2 Entwicklung der Synthese

Ziel dieses Versuches war es, eine Variation einer bereits bestehenden
Synthesevorschrift fir F-PLGA von Kim et al. [8] auf Durchfuhrbarkeit zu
untersuchen. Das gewunschte Produkt war von Kim et al. durch Modifikation von
PLGA mit Ethylendiamin in Dichlormethan und anschliefiende Konjugation mit
Fluoresceinisothiocyanat in DMSO hergestellt worden. Uberschiissiges FITC wurde
durch Dialyse gegen deionisiertes Wasser entfernt. Da jedoch schon geringe Spuren
von DMSO bei der weiteren Verwendung von F-PLGA bei der Herstellung von
Nanopartikeln erheblich stéren wirden, sollte in dieser Arbeit die Konjugation von

FITC und PLGA in Aceton als alternativem Losungsmittel durchgefihrt werden.

Da alle eingesetzten Reagenzien gut in Aceton I6slich sind, lasst sich die
Konjugationsreaktion ohne Probleme in diesem Medium durchfuhren. Lediglich das
ublicherweise durchgefuhrte Ausreagieren von Uberschissigem

88



ERGEBNISSE

Fluoresceinisothiocyanat mit Glycin, musste nun alternativ mit Ethanolamin

durchgefuhrt werden, weil Glycin in Aceton unloslich ist.

Die weitere Reinigung des Produktes wurde nicht durch Dialyse, sondern mittels
Fllssig-Flussig-Extraktion durchgefiihrt. Dazu wurde das Produktgemisch nach der
Kopplung in Chloroform uberfuhrt und gegen destilliertes Wasser ausgeschuttelt,
welches das unkonjugierte FITC aufnehmen sollte. Fir eine effizientere Extraktion
des sauren FITC-Molekuls wurde in der wassrigen Phase ein leicht basischer
pH-Wert eingestellt.

Das Ausschitteln bereitete jedoch einige Schwierigkeiten:

Da PLGA in Wasser nicht Ioslich ist, fiel es wahrend des Schuttelns im
Scheidetrichter aus. Je mehr Wasser eingesetzt wurde, desto starker war die
Niederschlagsbildung, welche folglich keine saubere Phasentrennung zulie. Man
musste also das Volumen der wassrigen Phase gering halten, was aber wiederum
zur Folge hatte, dass nur eine geringe Menge FITC pro Durchgang extrahiert werden
konnte. Um wirklich samtliches Uberschussiges FITC zu entfernen, misste sehr oft
geschuttelt werden, was allerdings einen erheblichen Verlust an Produkt mit sich
ziehen wirde. Aulerdem ging bei jedem Schittelvorgang organische Phase
verloren, da sich diese zu einem geringen Grad in der wassrigen Phase I0ste. Diese
Losungsmittelverluste mussten immer wieder durch Zugabe von Dichlormethan

ausgeglichen werden.

5.6.3 Analytische Charakterisierung und Diskussion

5.6.3.1 IR-Spektroskopie

Von den Ausgangsverbindungen PLGA und FITC und vom Endprodukt der Synthese

F-PLGA wurden Infrarot-Spektren aufgenommen:

= PLGA (Bohringer Ingelheim):
IR (KBr): v = 3444 cm™ (br,0-H), 3002 (w, C-H), 2957 (w, C-H), 1757 (s, C=0)
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= FITC (Sigma):
IR (KBr): v =3416 cm™ (br, O-H), 3071 (Ar-H), 2030 (N=C=S), 1733 (C=0),
1601 (C=C)

= F-PLGA:
IR (KBr): v =3418 cm™ (br, O-H), 2995 (w, C-H), 1761 (s, C=0)

Im Spektrum der Probe (F-PLGA) sind deutlich die typischen Banden von PLGA, die
Breite O-H-Bande, die C-H-Valenzschwingungen, sowie eine starke Carbonylbande,
erkennbar. Es ware wunschenswert gewesen, im Spektrum der Probe auch Hinweise
auf die Struktur von Fluorescein zu finden. Die charakteristische Isothiocyanat-Bande
von FITC bei 2030 cm™ konnte hierfiir jedoch nicht herangezogen werden, da die
Kopplungsreaktion mit Amino-PLGA an genau dieser funktionellen Gruppe
stattfindet. Beim Endprodukt kann die entsprechende Bande somit nicht mehr
vorhanden sein. Eine weitere Mdglichkeit ware, Signale des aromatischen Gerustes
von Fluorescein zu suchen. FITC weist in seinem IR-Spektrum eine Bande bei
1601 cm™ auf, die von den Schwingungen der aromatischen C=C-Gruppierungen
herrihrt. Im Endprodukt konnte jedoch dieses Signal unter den zahlreichen Banden
des anschlieRenden Fingerprint-Bereiches nicht eindeutig ausgemacht werden. Es
gelang also nicht, anhand der IR-Spektren Fluorescein im Endprodukt

nachzuweisen.

5.6.3.2 Visuelle Untersuchung

Fluorescein und seine Derivate besitzen eine sehr kraftige gelb-orange Farbe. Da
reines PLGA, ebenso wie Amino-PLGA weilze Pulver sind und das synthetisierte
Produkt F-PLGA eine deutlich orange Farbung aufweist, reicht schon eine visuelle
Begutachtung des Produktes aus, um das Vorhandensein von Fluorescein zu

bestatigen.
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5.6.3.3 Abschlieliende Bemerkungen und Ausblick

Mittels Infrarot-Spektroskopie gelang es im Fall von F-PLGA nicht, einen
Nachweis fur die Anwesenheit von Fluorescein im Produkt zu erhalten.
Jedoch alleine aufgrund der orangen Farbung des Endproduktes steht auller
Frage, dass Fluorescein in ihm enthalten ist. Was es allerdings noch zu klaren
gilt, ist, wie viel des vorhandenen Fluoresceins tatsachlich kovalent gebunden
vorliegt und wie viel an Uberschussigem FITC, welches moglicherweise nicht

ausreichend entfernt werden konnte, noch im Produkt enthalten ist.

Das eigentliche Ziel bei dieser Synthese war es, F-PLGA ohne zu Hilfenahme
des LOsungsmittels DMSO herzustellen. Denn sind nur geringe Spuren von
DMSO im Produkt vorhanden, kdnnen damit keine stabilen Nanopartikel
hergestellt werden. Als alternatives Ldosungsmittel wurde Aceton gewahlt, da
es aufgrund seines niedrigen Siedepunktes besonders leicht am
Rotationsverdampfer entfernbar ist und somit keine Ruckstande davon im
Produkt verbleiben. Das so hergestellte F-PLGA wurde anschlie3end fur die
Produktion von Nanopartikeln verwendet und es konnten damit hinreichend

stabile, fluoreszenzmarkierte PLGA-Nanopartikel hergestellt werden.
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6.2 Abkirzungen

Abb. ... Abbildung

ACN ... Acetonitril

€-CBZ-PLL ... Poly-e-Carbobenzoxy-L-Lysin

CMC ... 1-Cyclohexyl-3-(2-Morpholinoethyl)-Carbodiimid
DC ... Dinnschichtchromatographie

DCC ... N,N’"-Dicyclohexylcarbodiimid

DIC ... N,N"-Diisopropylcarbodiimid

DMF ... Dimethylformamid

DMSO ... Dimethylsulfoxid

EDAC ... 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)Carbodiimid-Hydrochlorid
FITC ... Fluoresceinisothiocyanat

F-PLGA ... Fluorescein-Poly(D,L-lactid-co-glycolid)
FT ... fourier-transform

HCI ... Salzsaure

IR ... infrarot

M ... Molekulargewicht

MeOH ... Methanol

mPEG ... Polyethylenglykolmethylether

MWCO ... Molecular Weight Cut Off

NHS ... N-Hydroxysuccinimid

PEG ... Polyethylenglykol

PEG-COOH ... Carboxyl-Polyethylenglykol
(PEG-COOH)TEA ... (Carboxyl-Polyethylenglykol)Triethylamin
PEG-NH; ... Amino-Polyethylenglykol

PLA ... Poly(lactic acid)

PLGA ... Poly(D,L-lactid-co-glycolid)

PLL ... Poly-L-Lysin

RES ... Retikuloendotheliales System

SDS ... Sodiumdodecylsulfat

SEV ... Sekundarelektronenvervielfacher

TEA ...Triethylamin

THF ... Tetrahydrofuran
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TNBS ... 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonat
UV ... ultraviolett
VIS ... visible
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6.4 Spektren

UV-VIS-Spektren:

TNBS-Test: Amino-PEG Charge 111
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€-CBZ-PLL (Sigma)
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PLL-PEG-Synthese: Probe A
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PLL-PEG-Synthese: Probe B
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PLL-PEG-Synthese: Probe b’
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PLL-PEG-Synthese: Probe C
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PLL-PEG-Synthese: Probe c'
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Succinyl-PEG
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Chloressigsaure (Fluka)
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Triethylaminhydrochlorid (Fluka)
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mPEG-Essigsaure (Fluka)
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(Carboxyl-PEG)Triethylamin
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Carboxyl-PEG
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€-CBZ-PLL (Sigma)
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Dicyclohexylharnstoff
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PLL-PEG-Synthese: Probe A
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PLL-PEG-Synthese: Probe B
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PLL-PEG-Synthese: Probe C
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PLL-PEG-Synthese: Probe c'
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PLL-PEG-Synthese: Probe b’
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Amino-PEG 2000 (Fluka)
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Amino-PEG Charge |
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Amino-PEG Charge |1
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Niederschlag Charge 111
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100

PLGA (RG 503 H, Bohringer Ingelheim)
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FITC (Sigma)
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