Synthese von
Cyclodextrin- und Stiarkederivaten
zum verbesserten Wirkstofftransport

Dissertation

zur Erlangung des Grades der
Doktorin der Naturwissenschaften
der Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultéat IT1
Chemie, Pharmazie, Bio- und Werkstoffwissenschaften

der Universitit des Saarlandes

Carolin Thiele
Saarbriicken 2010



Synthese von Cyclodextrin- und
Starkederivaten zum verbesserten

Wirkstofftransport

Dissertation
zur Erlangung des Grades der
Doktorin der Naturwissenschaften
der Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultat I11
Chemie, Pharmazie, Bio- und Werkstoffwissenschaften
der Universitiat des Saarlandes

von
Diplom-Chemikerin
Carolin Thiele

Saarbriicken 2010



Tag des Kolloquiums:
Dekan:

Berichterstatter:

20. Juli 2010

Prof. Dr. Stefan Diebels

Prof. Dr. Gerhard Wenz

Prof. Dr. Claus-Michael Lehr
Prof. Dr. Dr. h. c. Helmut Ritter



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Mai 2006 bis Méarz 2010 am Institut
fir Organische Makromolekulare Chemie an der Universitdt des Saarlandes

unter Leitung von Prof. Dr. Gerhard Wenz angefertigt.






hoffnung einer forscherin

es mogen doch:
bitte wege zu
finden sein zu
wirksamen stoffen
es mogen doch:
bitte die stoffe

den wegen folgen

(Stefan Schwarzmiiller)






0 Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1  Zusammenfassung / SUMMATY ......ccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e eeveraeeeeeeeeeens 1
D2/ 13101 (=3 17101 VPR 3
2.1 CyclodeXtrine ....ccovvviiiiiieeeieeeeeiiceeee e e e e e e e e e e e e e e aa s 3
2.2 SBATKE ittt 7
2.3  Transport von Wirkstoffen ..............cccci 10
8 ZICISELZUNG ...eevveeiiiiiiiei e nnnnn 13
4  Synthese funktionalisierter Cyclodextrine...........ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeinene. 15
4.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrin .........ccccccevviviiiiiiiinnnnnn.n. 15
4.1.1 Umsetzung aller primdren Hydroxylgruppen..........cccccccevviieeennnnnnnn. 16
4.1.2  Umsetzung einer primédren Hydroxylgruppe ......ccccccccvvveviiiiieennnnnnnn. 17
4.1.3 Umsetzung von zwei primiren Hydroxylgruppen .........cccccceeeeeeene. 19
4.2  Design eines synthetischen Wirtes fiir den Wirkstoff Camptothecin .... 21
4.3  Synthese mono-funktionalisierter Cyclodextrine.............cccccceeiiiiinnnnn.n. 25
4.4  Synthese hepta-funktionalisierter Cyclodextrine ............ccccceeeerrrrrnnnnnnee. 28
5 Bestimmung des Komplexierungsvermogens der Cyclodextrin-Derivate..... 33

5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-

Butylphenylderivaten............cccooeiiiiiiiiiiicceee e 35
5.1.1  Einfluss der funktionellen Gruppen des Gastes ........cccccceeereevvnnnnene. 40
5.1.2  Einfluss der funktionellen Gruppen des Wirtes.........cccccceeevveeeennnnn. 42
5.1.3  Einfluss der elektrostatischen Wechselwirkungen und Bestimmung
der OTIENTIETUINE .....evvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiitetrereetreeeerrerererererer—r—e—aar—srrrrrera———————————————... 46

5.2 Solublisierung von Wirkstoffen............cccooeeeieiiieeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 54
5.2.1  CamptotheCin........ccoeeeeiiiiiiiceee e 56
5.2.2  Idarubicin Hydrochlorid.........ccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 62
5.2.3  DoCetael.....coiiiiiiiiiii e 70

6  Synthese von StArkederivaten .............ccoceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeceee e, 75

6.1  Synthese elektrophil funktionalisierter Starkederivate......................... 75
6.1.1  Synthese von Carboxymethyl-Starke (CMS)..........cccceeeeeeiiirrrnnnnnnnee. 75
6.1.2  Synthese von oxidierter Starke...........ccccceoeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 83

6.2  Synthese von Stiarken mit zellerkennenden Liganden........................... 89



0 Inhaltsverzeichnis

7  Bildung von Nanopartikeln und Nanoplexen............ccccooeeiiiiiiiiiiiiiiiinenneeenenns 97
7.1 Stand der Forschung .............cooooiiiiiiiiiii e 97
7.2  Nanoplexe aus Block-copolymeren.............ccccocuuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienenennn. 103
7.3 Nanopartikel aus Starkederivaten ...........ccccccciieeeiiiiiiiiiiiiiciieeeeeeeeeees 119
7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten............ccccoccvuvueeureeiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeen. 123

8  ZuSammeENnTaSSUNG ..........uuuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiteeeeeeeaneeneaaaaeaaaaraaeaaaea———————————————— 135

9  Experimenteller Teil..........cc.ooiiiiiiiiiiicceee e 137
9.1 Reagenzien, Methoden, Gerdte und Kalibrierungen............................. 137

9.1.1 Reagenzien, Methoden und Geréate............cccccevviiiiiiiiiiiiiinnn... 137
9.1.2  UV-Spektren und Kalibrierungen .........ccccccccevvvviviiiiiiiiiiiiieeeeeeenennn. 140
9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate............ccceeeeeeeeieeeeiiieeeeceeeeeeeeeee, 141
9.3 Synthesen der Starkederivate..........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiei e 168

10 | L) 2 11 N 177

11 VerzeiChniSSe ....coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiccec e 195
11.1 Verzeichnis der AbDKUTZUNGEN ...........cuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieirreeeeeeeeeaeeeaeaaae. 195
11.2 Verzeichnis der Abbildungen .............cccccuvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee. 200
11.3 Verzeichnis der Schemata ..........oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeen 204
11.4 Verzeichnis der Tabellen .........ccoooiiiiiiiiiiiiiiii e 206

12 DanKSaguIG........ccovvviiiiiieeee e e e 209

II



1 Zusammenfassung / Summary

1 Zusammenfassung / Summary

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Cyclodextrine (CDs) mit Thioetherseitengruppen
synthetisiert und deren Bindungspotential gegeniiber Zytostatika bestimmt. Fiir
Taxotere® konnte die Loslichkeit in Wasser um den Faktor 27 gesteigert werden,
wodurch auf den Emulgator Tween 80 verzichtet werden kann. Von Idarubicin
wurden erstmals CD Einschlussverbindungen hergestellt mit Stabilitéts-

konstanten bis zu 460000 M-1.

Ausgehend von nativer Stiarke wurden wasserlosliche Starkecarboxylate durch
Oxidation mit TEMPO synthetisiert. An diese wurden Pteroate als zellspezifische
Liganden angekniipft. Durch Kombination der wirkstoffbeladenen CDs mit
entgegengesetzt geladenen Polymeren wurden definierte Nanopartikel (NP)
erzeugt. Der Einfluss des Ladungsverhéiltnisses sowie der Einfluss des
Salzgehalts und die Redispergierbarkeit wurden untersucht. Aufgrund der Grofie
(90 — 200 nm) eignen sich die Partikel gut fiir pharmazeutische Anwendungen.
Im Gegensatz zu bisher bekannten NPs kann der Wirkstoff bei niedrigeren pH-
Werten, wie sie im Endosom herrschen, freigesetzt werden. Es zeigte sich, dass
die NPs spezifisch von Caco-2-zellen aufgenommen wurden und keinen Effekt auf

Erythrozyten ausiibten.

Es wurden wichtige Fortschritte in Richtung eines molekularen Shuttles erzielt:
Die synthetisierten CDs bilden stabile Komplexe mit Zytostatika und koénnen
weiter zu NPs umgesetzt werden. Diese bestehen nur aus ungiftigen, biologisch
abbaubaren Komponenten, transportieren den Wirkstoff spezifisch zur

Krebszelle und setzen ihn dort wieder frei.



1 Zusammenfassung / Summary

Summary

Cyclodextrin (CD) derivates with thioether groups were synthesized and their
binding potential for cytotoxic drugs was determined. The solubility of Taxotere®
was enhanced by a factor of 27, thereby eliminating the need of the emulsifier
tween 80. No studies have been reported for the association of Idarubicin in CD
derivatives till date. Binding constants up to 460000 M-! with this drug moiety
were reported for the first time.

Furthermore native starch was oxidized with TEMPO to yield water-soluble
derivatives, which were reacted with pteroic acid derivatives as cell-specific
ligands for a targeted delivery. The synthesized CD derivatives were used to
formulate nanoparticles (NPs) along with oppositely charged block-copolymers as
well as the starch derivatives. Optimization of polyelectrolyte ratio as well as the
influence of salt and dispersibility after freeze-drying was investigated to obtain
stable NPs. As against the currently investigated nanoparticulate systems, the
formulated NPs offer advantage of releasing the drug at the endosomal pH. It
was shown, that these particles enter caco2-cells by endocytosis and show no

toxicity to red blood cells.

Thus the CD derivatives could be used in formulating non-toxic, biodegradable
NPs with potential for application in targeted drug delivery to cancer cells,
releasing the drug specifically at the endosomal pH. The results indicate the
potential of the synthesized CDs and starch derivatives for further application as

a molecular shuttle for site specific drug delivery.



2.1 Cyclodextrine

2 Einleitung
2.1 Cyclodextrine

Cyclodextrine sind cyclische Oligosaccharide, die aus «-1,4-glycosidisch
verkniipften Anhydro-glucopyranoseeinheiten bestehen. Sie wurden erstmals von
Villiersl im Jahr 1891 isoliert und 1903 von Schardinger(? als cyclische
Oligosaccharide identifiziert. Man unterscheidet je mnach Anzahl der
Glucoseeinheiten verschiedene Cyclodextrine. Die gidngigsten Cyclodextrine sind
a-CD 1a (sechs Glucoseeinheiten), 3-CD 1B (sieben Glucoseeinheiten) und y-CD
1y (acht Glucoseeinheiten). Diese Verbindungen haben die Form eines hohlen
Kegelstumpfs. Es sind auch groflere Cyclodextrine bekannt, die aus bis zu 100
Glucoseeinheiten bestehen. Diese zeigen allerdings nicht mehr die Form des
Kegelstumpfes mit einer deutlich ausgepridgten Kavitdt und sind nicht in der
Lage andere Molekiile zu komplexieren. Deshalb werden sie im Folgenden nicht

weiter betrachtet.

6__-OH OH
2
Ho\ ° 1
3 OH
0
N
LN
n=6 a<CD
OH n=7 B-CD
OH
n=8 4-CD

Abbildung 1: a-,f- und y-CD 1

Die Darstellung der Cyclodextrine erfolgt durch enzymatischen Abbau von
Amylose mit Enzymen wie Cyclodextrin-Glycosyltransferasen (CGTase), die aus
Bakterien wie Bacillus macerans!3: 4 und Klebsiella pneumonial® 6 gewonnen
werden. Durch die CGTase wird eine Windung der o-Helix der Amylose durch
Spaltung der glycosidischen Bindung abgetrennt. Durch Bildung einer neuen 1,4-
Verkniipfung von zwei Glucoseeinheiten kommt es zur Bildung von ringférmigen
Molekiilen. Der Ringschluss erfolgt nicht selektiv sondern fiihrt zu einem
Produktgemisch, das sich aus verschiedenen Ringgroflen zusammensetzt. Um die

einzelnen Derivate zu trennen, kommen selektive Fallungsmittel zum Einsatz!7

8l.



2.1 Cyclodextrine

Abbildung 1 =zeigt den schematischen Aufbau der Cyclodextrine. Alle
Glucoseeinheiten liegen in der 4Ci-Sesselkonformation vor. a-, p- und y-CD
weisen eine C,-Symmetrie auf, wobei n fiir die Zahl der Glucoseeinheiten steht.
Die primédren Hydroxylgruppen sind an der engeren Seite des Kegelstumpfes zu
finden und die sekundiren Hydroxylgruppen auf der weiteren Seite. Die
Hydroxylgruppen an C2-Position zeigen dabei ins Innere der Kavitdt und die
Hydroxylgruppen an C3-Position auf die Aullenseite. Da sich auf der sekundéiren
Seite doppelt so viele Hydroxylgruppen befinden als auf der primaren, kommt es
zur Ausbildung eines Dipolmoments, welches 10-15D betrdgt und parallel zur
Drehachse liegt.[®! Zwischen den Hydroxylgruppen auf der sekundiren Seite der
Cyclodextrine bildet sich ein Band aus Wasserstoffbriickenbindungen aus. Diese
konnen sich bei B-Cyclodextrin besonders gut ausbilden10 und sind der Grund
fir die vergleichbar schlechte Wasserloslichkeit dieser Verbindung!!!l im

Vergleich zu a- und y-Cyclodextrin (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Eigenschaften von a-, - und y—Cyclodextrin2l

Eigenschaft o-CD B-CD v-CD
Zahl der Glucose-Einheiten 6 7 8
Molekulargewicht 972 1135 1297
Wasserloslichkeit [g/100ml H2O bei RT] 14.5 1.85 23.2
Hohe des Kegelstumpfes [A] 79+01 79+01 7.9x0.1
Durchmesser der Kavitét [A] 44-5.3 5.8-6.5 7.4—-8.3
duBerer Durchmesser [A] 146+04 154+04 175x04
ungefihres Volumen der Kavitét [A3] 174 262 427

Im Gegensatz zur hydrophilen dulleren Seite steht die hydrophobe Kavitatl13l,
Diese wird durch die H-Atome an den Positionen C-3 und C-5 sowie den
etherdhnlichen Sauerstoffbricken gebildet. Diese Kavitdt verleiht den
Cyclodextrinen die besondere Eigenschaft, andere hydrophobe Molekiile oder
Molekiilteile in ihre Kavitét einzuschlieBen'4 und macht sie deshalb interessant
fir die chemische Industrie. Die wichtigsten Triebkréfte, die fiir die Bildung von

CD-Einschlussverbindungen verantwortlich sind, sind hydrophobe und van-der-



2.1 Cyclodextrine

Waals-Wechselwirkungen!15. Andere Wechselwirkungen, die die Bildung von
Wirt-Gast-Systemen beeinflussen konnen, sind Dipol-Dipol-Wechselwirkungen!1¢!
und Charge-Transfer-Wechselwirkungen!'7l. Die Ausbildung von Wasserstoff-
briicken kann den Komplex zusitzlich stabilisieren und ist entscheidend fiir die
Konformation der Einschlussverbindung!!5!.
Durch den Einschluss konnen die Eigenschaften der inkludierten Verbindungen
erheblich beeinflusst werden/18!:

e Erhohung der Loslichkeit

e Fixierung von leicht fliichtigen Substanzen

e Maskierung von Geruch und Geschmack

e Stabilisierung von licht- und sauerstoffempfindlichen Substanzen

e Schutz gegeniiber Zersetzung durch Mikroorganismen

¢ Umwandlung von fliissigen Substanzen in Feststoffe

e Modifizierung der chemischen Reaktivitat des Gastes

Durch die vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten!18. 191 ist es zu einem starken
Anstieg der Publikation auf dem Gebiet der CDs gekommen (siehe Abbildung 2).
Zu den Einsatzgebieten der CDs zidhlen z.B. Solubilisierung von Pharmakal20, 211,
Transport von  Wirkstoffen22-26],  Katalyse @ von  Reaktionenl27. 28],

chromatographischen Trennungen/29-31l) Kosmetik- und Lebensmittelindustriel32l.,

i
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Abbildung 2: Logarithmischer Anstieg der CD-Publikationen!12!



2.1 Cyclodextrine

Ein wichtiges Kriterium fiir die Stabilitat einer gebildeten Einschlussverbindung
ist die GroBe des Gastmolekiils. Je besser ein Gast aufgrund seiner
dreidimensionalen Gestalt in der Lage ist, die Kavitét auszufiillen, desto stabiler
ist der resultierende Komplex. Zu diinne oder zu dicke Géste fithren zu einer
geringeren Komplexstabilitdtskonstante Ks. Untersuchungen von Immel33l und
Miiller34 zeigten, dass die Kavitdt der CDs in Hohe von H-5 eine Engstelle
aufweist (siehe Abbildung 3).

6-0H

«-CD cyclo[D-Glepa(1-+4)]s

Abbildung 3: Querschnitt durch die Kavitét von a-CDB3! 1o und idealisierte Darstellungen/s5

Der Durchmesser der Géste muss kleiner sein als der Durchmesser dieser
Engstelle, damit es iiberhaupt zu einer Komplexierung kommt. Je besser ein
Gast in der Lage ist, die Kavitat moglichst raumfillend auszufiillen, desto

groflere Werte beobachtet man fiir die Stabilitdtskonstanten.

Tabelle 2: Durchmesser der Engstelle der Kavitét von a-, f- und y-CD

]

Cyclodextrin Durchmesser [A]

a-CD 4.4
B-CD 5.8
y-CD 7.4

Aus den bekannten Durchmessern der Engstellen von a-, - und y-Cyclodextrin
ergeben sich fiir jedes CD bestimmte Substanzklassen, die optimal komplexiert
werden. Die Grofle der Kavitiat von o-CD ist gut fiir den Einschluss von
niedermolekularen aliphatischen Gésten wie a,-®-Diolen!36l, o,-o-Diaminen!37),
a,-o-Dicarbonsduren/38. 39 Alkoholen0, Carbonsduren4ll geeignet, wahrend
B-CD Aromaten/42-44 und Heterocyclen45! inkludiert. Noch grof3ere Molekiile wie

Makrozyklen!*6l und Steroidel*”! konnen in y-CD eingeschlossen werden.

6



2.2 Starke

2.2 Starke

Starke ist ein nachwachsender Rohstoff und kann aus vielen Pflanzen gewonnen
werden. Es handelt sich um ein Homopolysaccharid mit der allgemeinen
Summenformel (C¢H1005)n, das wie Cyclodextrin aus Anhydroglucoseeinheiten
aufgebaut ist. Der Unterschied besteht in der unterschiedlichen Verkniipfung der
einzelnen = Monomereinheiten. Bei Cyclodextrin sind die einzelnen
Glucoseeinheiten iiber a-1,4-glycosidische Bindungen so miteinander verbunden,
dass sich eine ringformige Struktur ausbildet. Starke setzt sich dagegen aus

Amylose und Amylopektin zusammen.

J\/\<\/\ 0, OH
[ o,
HO OH HO
HO OH ©.
HO
o
HO OH O,
o *7,%
HO OH e
o
N,
/ OH
—{
HO.
o
OH
OH
o
HO.
o
HO P
o OH
J\f‘N
0,
o
o

HO HO

OH
HO o
o OH
HO »271
o OH
HO o/

Abbildung 4: Struktur von Amylose und Amylopektin

Bei Amylose handelt es sich um linear verkniipfte «-1,4-
Anhydroglucoseeinheiten, die sich in Form von o-Helices anordnen. Im
Gegensatz dazu findet man im Amylopektin neben a-1,4-Verkniipfungen auch o-
1,6-Verkniipfungen, was zu verzweigten Molekiilketten fithrt (siehe Abbildung
4). Das typische Molekulargewicht von Amylopektin liegt unabhingig vom
Starkeursprung bei etwa 107 - 108 g/mol.48 49 Etwa an jeder 20. - 25.
Glucoseeinheit tritt neben der 1,4- auch eine 1,6-Verkniipfung auf, so dass
hochverzweigte Strukturen resultieren.’59) Neben dem Polysaccharid findet man
in Starke kleine Mengen Eiweil, Lipide wund esterartig gebundene

Phosphorséure.



2.2 Starke

Das Verhéltnis von Amylose zu Amylopektin ist je nach dem Ursprung der
Stiarke unterschiedlich und bestimmt mafigeblich die Eigenschaften der Stairke.
So ist die lineare Amylose wesentlich schlechter in Wasser loslich und wird
schlechter enzymatisch abgebaut als das verzweigte Amylopektin.[51 Mit
steigendem Amylopektin-Gehalt nimmt die Kristallinitit des Stirkekorns zu.
Das Aussehen der Stiarkekorner (siehe Abbildung 5) ist charakteristisch fiir die
jeweilige Ursprungspflanze, so dass man oft vom Aussehen des Stiarkekorn auf

seinen Ursprung schlieflen kann.

Waizen i Maniok

Abbildung 5: Stirkekorner von verschiedenen Pflanzen (200fach vergroflert)5!

Starke und ihre Derivate bieten viele verschiedene Anwendungsmoglichkeiten
(sieche Abbildung 6). Die Derivatisierung erfolgt meist an den freien
Hydroxylgruppen der Stidrke durch Veretherung und Veresterung und hat eine
Verdanderung der Losungseigenschaften zur Folge. Weiterhin sind die Oxidation
der Stiarke und die Bildung von Pfropfcopolymeren wichtige Reaktionen.
Starke/Acrylamid/Acrylsdure-Propfcopolymere sind in der Lage ein Vielfaches
ihres Gewichtes an Wasser aufzunehmen. Sie finden in der Industrie
Verwendung als Superabsorber und kénnen unter Verwendung von Persulfat!52]
oder Azobisisobutyronitril®3l als Initiator hergestellt werden. Auch die
Verwendung von y-Strahlung als Initiator und PEG als Quervernetzer ist

beschrieben.54]

8



2.2 Starke

Stérke
|
. | 1 | I |
Starke-Fraktionen modifizierte Stérke-Derivate Solvolyse-  yernatzte Hydrolyse-
Starke (substituiert) F’mrliukte Starke Produkte
Amylose Amylopektin Transg'!?knsidl'erungs-
1 o] rodukte | |
medifizierte  modifiziertes | al
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| | I I
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Acetate, . . L
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|
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dextrine Starke abgebaute Starke dextrine glucose-
Starke sirup
| | |
Dialdehydstarke Carboxystarke  Persultat-abgebaute Ascorbin-  Sorbit  Fructese
Starke sdure

Abbildung 6: Stirkederivate und aus Stédrke hergestellte Produkte!55!

Eine vollstdndige Umsetzung aller Hydroxylgruppen ist meist nicht moglich,
aber auch nicht erstrebenswert. Bereits bei relativ niedrigen Substitutionsgraden
ist eine Verdnderung der Losungseigenschaften feststellbar. Durch Veretherung
ist beispielsweise Carboxymethylstiarkel56-611 mit DS von 0,7 bis 2,1 zugénglich,
wobei der Substitutionsgrad nach einem Carboxymethylierungsschritt bei
maximal 1,45 liegtl60, Hoéhere DS konnen nur durch wiederholte
Carboxymethylierung erzielt werden. CMS weist eine deutlich erniedrigte
Viskositdt auf und dient als Grundstoff fiir abbaubare Tenside.

Die Synthese von Hydroxyethylstiarke (HES) erfolgt durch Reaktion der Starke
mit Ethylenoxid in Gegenwart von Natriumhydroxid, wobei der Substitutions-
grad zwischen 0,02 und 0,50 liegt.l62-65] Bei Hydroxyethylstirken sinkt mit
steigendem Substitutionsgrad die Verkleisterungstemperatur. Es bilden sich
klare Pasten, die eine hohe Gefrier- und Taustabilitat haben und vergleichbar
resistent gegen enzymatischen Abbau sind. Waéssrige Losungen von
Hydroxyethylstirken werden im medizinischen Bereich als Blutersatzstoff66-71l
angewendet. Fir die Lebensmittelindustrie ist dieser Stédrkeether nicht
zugelassen.’51l Analog zu HES existieren auch Hydroxypropylstiarken (HPS), die
durch Reaktion von Propylenoxid mit Stdrke im Basischen dargestellt werden,
wobei ein DS bis zu 1,41 erreicht werden kann.’275 Die Eigenschaften sind
dhnlich wie die der HESI"6l| jedoch hat HPS die Zulassung zur Verwendung in

Lebensmitteln!77-801 zum Beispiel als Verdickungsmittel81l,



2.3 Transport von Wirkstoffen

Stiarkeester werden durch Umsetzung von Starke mit S&durechloriden
oder -anhydriden im Basischen gewonnen. Man unterscheidet zwischen
organischen (Starkeacetate und —citrate) und anorganischen Starkeestern/2!
(Starkenitrate und -phosphate). Die Stirkeacetatel83-851 sind bis zu einem
Acetylgehalt von 25% wasserloslich, wobei die Stabilitdt gegeniiber Sduren im
Vergleich zu nativer Stédrke erhoht ist. Sie werden in Folien eingesetzt und
bieten den Vorteil, dass sie dehnbarer und gleichzeitig fester sind als Folien aus
nativer Starke.

Bei der Reaktion von Stiarke mit Natriummetaphosphat erhélt man Monoester
und vernetzte Diester der Stéarke!86. 871, Diese werden als Verdickungsmittel im

Lebensmittelbereich eingesetzt.

2.3 Transport von Wirkstoffen

Der Transport eines Wirkstoffs zu seinem Wirkungsort gehort zu den Aufgaben
der Galenik. Besonders bei Krebswirkstoffen besteht das Problem, dass es
aufgrund der zur Zerstéorung der Krebszellen notwendigen hohen Dosierung
hédufig zu Nebenwirkungen kommt, weil die Zytostatika nicht nur die
Krebszellen angreifen, sondern auch die gesunden Zellen. Um diese
Nebenwirkungen zu reduzieren, ist ein geeignetes Transportmedium notwendig.
Im Idealfall wird der Wirkstoff in einer Hiille zu seinem Zielort transportiert und
erst dort freigesetzt. Dadurch erreicht man eine Aufkonzentration des Wirkstoffs
am Zielort und die Nebenwirkungen werden minimiert, da nur geringere Dosen
notwendig sind. Die Therapie beruht auf der Tatsache, dass die Wachstumsrate
von Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen erhoht ist. Diverse Zytostatika
wie Paclitaxel (Taxol®)88 Doxorubicin (Adriplastin®, Caelyx®)89 Docetaxel
(Taxotere®)90 und Idarubicin (Zavedos®, Idamycin®)®l werden bereits erfolgreich
in der Krebstherapie eingesetzt. Die aktuellen Forschungen beschéftigen sich
grofitenteils damit, die Medikamente gezielt an ihren Wirkort zu transportieren

und ihre Nebenwirkungen zu reduzieren.
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2.3 Transport von Wirkstoffen

Die Forschung beschiftigt sich in den letzten Jahren verstiarkt mit der
Entwicklung von Nanopartikeln. Als Nanopartikel werden Teilchen bezeichnet,
die in der GroBenordnung von 20-1000 nm liegen/®2l. Nanopartikel werden
grundséitzlich in vielen Bereichen eingesetzt, konnen im Speziellen aber auch
zum Transport von Wirkstoffen verwendet werden. Man unterscheidet bei
Nanopartikeln zwischen Nanosphiren und Nanokapseln. Nanosphéren bestehen
aus einer Polymermatrix, in die ein Wirkstoff gleichméfig eingelagert werden
kann. Im Gegensatz dazu besitzen die Nanokapseln einen fliissigen Kern, der

von einer Polymermembran umgeben ist.

Polymermembran

wassriger oder oliger Kern

Abbildung 7: Nanosphiren (Matrixsystem) und Nanokapseln (Reservoirsystem )93l

Allen Tumoren ist gemeinsam, dass sie sehr gut durchblutet sind, aber die
Anbindung ans Lymphsystem nur schlecht ausgebildet ist. Deshalb kommt es zu
einer Anreicherung von Nanopartikeln im Tumorgewebe, was man unter dem
Begriff sEnhanced Permeability and Retention Effect® (EPR-Effekt)
zusammenfasst.93-9 Der Nachteil der Nanopartikel liegt darin, dass sie durch
unspezifische Endozytose aufgenommen werden und sich iiberwiegend in Leber,
Milz und Lunge anreichern. Diese Anreicherung kann wiederum durch eine
Oberflaichenmodifizierung der Partikel verringert werden, so dass die Opsonine
sich nicht mehr an die Oberflache der Partikel anlagern konnen und deshalb
nicht mehr von den Makrophagen erkannt werden. Zur Funktionalisierung der
Oberfliche konnen zum Beispiel Pluronics®” oder Poloxaminel®8! verwendet
werden. Auch die Beschichtung von Nanopartikeln mit Hydroxyethylstiarke, die
mit Laurylsdure verestert wurde, ist eine erfolgreiche Methode um die
Zirkulationszeit der Partikel zu erhohen.?9 Die géngigste Methode das ,Fressen”
durch das mononukleare phagozytierende System zu unterbinden, ist jedoch die

Verwendung von verzweigten PEG-Ketten oder PEG-Copolymeren.[100!
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2.3 Transport von Wirkstoffen

Die Stabilisierung von Nanopartikeln kann durch monomere und polymere
Amphiphile erreicht werden.[101 So fiihrt zum Beispiel der Einsatz von
Monoglyceriden zur Solubilisierung des Wirkstoffs Paclitaxel zu einer erhéhten
Bioverfigbarkeit.[102-1041 Da die niedermolekularen Tenside moglicherweise zu
unerwiinschten Begleiterscheinungen fithren konnen, verlagert sich das
Interesse auf amphiphile Polymere. Als synthetische Polymere werden PEG-
Blockcopolymerel105-1091 Polyacrylate110], Polyvinylalkohol111l Polylactid- und
Polyglycolid-Propfcopolymere!112-1151 ynd Polycyanacrylatell16! verwendet. Wegen
der biologischen Abbaubarkeit im Korper und der damit verbundenen besseren
Vertraglichkeit kommen vermehrt Biopolymere wie Chitosan!117-1191 Proteinel!120]

und Stiarkederivatel121-125]1 zym Einsatz.

Die Aufnahme des Wirkstoffs in den Nanopartikel kann entweder durch
kovalente = Anbindung(109. 114, 126  erfolgen oder auf hydrophoben
Wechselwirkungen!117, 119, 122, 124, 125, 127, 1281 ynd Coulomb-Anziehung!129 beruhen.
Prinzipiell eignen sich viele Nanopartikel zur Solubilisierung von Wirkstoffen.
GroBlenbedingt kommt es dabei zu einer Anreicherung der Partikel im
Tumorgewebe. Neben diesem passiven Targeting ist es von Vorteil, zusétzlich ein
aktives Targeting durchzufithren. Dies ist durch das Anbringen von speziellen
Liganden an der Partikeloberfliche moglich. Es ist bekannt, dass Krebszellen in
der Zytoplasmamembran vermehrt Folsdurerezeptoren exprimieren, wihrend die
meisten anderen Gewebetypen wenig oder gar keine Rezeptoren aufweisen.[130]
Die Aufnahme von Folsdurekonjugaten erfolgt {iiber rezeptorvermittelte
Endozytose.l13l In der Literatur sind diverse Systeme mit kovalent
angebundener Folsdure beschrieben. Als Trigermaterial werden synthetische
Polymere wie Polyethylenglycoll132l]  Poly(L-lysin)-poly(ethylenglycol) [133]
Poly(acrylsédure)-b-poly(isopren)134] poly(N-isopropylacrylamide)!135! sowie
Proteinel36, 1371 Cyclodextrine138, 1391 und PAMAM-Dendrimere!140 verwendet.
Die Ankniipfung der Folsédure erfolgt dabei in allen Féllen unter Verwendung des
NHS-Esters der Folsdure, welcher mit Hilfe von DCC in DMSO zum Amid

umgesetzt wird.
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3 Zielsetzung

3 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Entwicklung eines
Transportsystems fiir hydrophobe Wirkstoffe. Als Wirkstoffe sollen hier die
Zytostatika Camptothecin, Idarubicin und Docetaxel zum Einsatz kommen.
Idarubicin und Docetaxel werden bereits angewendet, bei Camptothecin ist die
Wirksamkeit nachgewiesen. Viele Wirkstoffe sind allerdings in ihrer Anwendung
aufgrund der geringen Loslichkeit in Wasser und den unerwiinschten
Nebenwirkungen nicht unproblematisch. Deshalb ist ein Transportsystem
erstrebenswert, das gleichzeitig solubilisiert und spezifisch nur die Krebszellen

angreift ohne gesunde Zellen zu schéidigen.

Wie aus der Literatur bekannt ist, sind Cyclodextrine und ihre Derivate in der
Lage, hydrophobe Molekiile oder Molekiilteile in ihre Kavitiat einzuschlieflen.
Durch den Einschluss konnen die Eigenschaften des Gastes veridndert werden.
So kann beispielsweise ein hydrophober Wirkstoffen solubilisiert werden. Da hier
im Speziellen Krebswirkstoffe zum Einsatz kommen sollen, muss p-CD
verwendet werden, da die Kavitit die geeignete Grofle aufweist. Natives B-CD ist
aufgrund seiner relativ geringen Loslichkeit in Wasser nur bedingt geeignet.
AuBlerdem bildet 3-CD nicht mit allen Wirkstoffen stabile Komplexe aus. Deshalb
soll nach CD Derivaten mit verbessertem Bindungsvermiégen und héherer

Wasserloslichkeit gesucht werden.

Dariiber hinaus sollen nanoskalige Carrier entwickelt werden. Da diese Carrier
im menschlichen Korper angewendet werden sollen, sollten sie im Idealfall im
Korper zu unschédlichen Produkten metabolisiert werden konnen. Deshalb fillt
die Wahl auf ein Kohlenhydratgrundgeriist, genauer auf Stidrke. Die Starke
bietet an den freien Hydroxylgruppen Angriffspunkte fiir Funktionalisierungen.
So sollen zum einen hydrophobe Substituenten angekniipft werden, die fiir den
Einschluss des hydrophoben Wirkstoffs notwendig sind und zum anderen
zellspezifische Liganden um ein gerichtetes Targeting zu erreichen. Der
Substitutionsgrad zwischen hydrophoben und hydrophilen Substituenten soll so

eingestellt werden, dass sich in wéassriger Losung Nanopartikel ausbilden. An die

13



3 Zielsetzung

Oberfliche des Partikels sollen Folsdure oder Folsdurederivate kovalent
gebunden werden, um ein gezieltes Targeting zu erreichen (Abbildung 8). Fir
diese funktionelle Nanopartikel soll letztlich der selektive Transport von

Wirkstoffen in Krebszellen erprobt werden.

— > Zellspezifischer Ligand, Folsédure
| Kohlenhydrat-Riickgrat
<| Hydrophober Substituent

@® Hydrophober Arzneistoff

Abbildung 8: Schema des geplanten nanoskaligen Transportsystems auf Stdrkebasis fiir die
Tumortherapie
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4.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrin

4  Synthese funktionalisierter Cyclodextrine

4.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrin

Native CDs sind Molekiile, die aufgrund ihres Aufbaus als Wirte fiir eine
Vielzahl von Verbindungen dienen. Durch chemische Modifizierung konnen die
Anwendungsmoglichkeiten der CDs in der supramolekularen Chemie noch
gesteigert werden, da es dadurch zu Anderungen in der GroéBe und den
Eigenschaften der Kavitdt kommen kann. Der hohle Kegelstumpf als Grundform
des CDs bleibt bei der Modifizierung wunverdndert. Somit ist eine
maligeschneiderte Anpassung des CDs an einen bestimmten Gast durchfiihrbar,
bei dem die Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast optimal sind. Die
Umsetzung der Hydroxylgruppen des B-CDs ist aullerdem notwendig um die
Wasserloslichkeit zu erhohen. Natives B-CD weist aufgrund der intra-
molekularen Wasserstoffbriicken nur eine méafige Loslichkeit in Wasser auf.
Jede Glucoseeinheit besitzt insgesamt drei Hydroxylgruppen, die fiir chemische
Reaktionen zugénglich sind. Dabei handelt es sich um eine primére
Hydroxylgruppe an C-6 und zwei sekundéire Hydroxylgruppen an C-2 und C-3. In
den meisten Féllen erfolgt keine statistische Umsetzung der Hydroxylgruppen,
sondern eine regioselektive Reaktion.

Werden zum Beispiel alle primédren Hydroxylgruppen mit einem hydrophobem
Substituent umgesetzt, erreicht man eine Vergroflerung der Kavitat und damit
meist auch ein verbessertes Bindungsvermigen gegeniiber einem hydrophoben
Gast.[146] Hofler!147 konnte zeigen, dass die Einfiihrung von Methylgruppen auf
der sekundéren Seite zu einer geringeren Bindungskonstante mit tert.-Butyl-
benzoesdure fithrt. Der Grund dafiir liegt darin, dass durch die neu eingefiihrten
Methylgruppen eine ungehinderte Ausbildung von Wasserstoffbriicken auf der
sekundéren Seite des CDs nicht mehr moglich ist. Im Gegensatz dazu fiihrt eine
vollstédndige Methylierung der priméren Seite im Vergleich mit nativem B-CD zu
einer Verdopplung der Bindungskonstante mit tert.-Butyl-benzoesédure
(42000 M1 gegeniiber 18400 M-1). Aus diesem Grund werden in dieser Arbeit nur

Reaktionen an der priméren Seite, also an C6 Position, des CDs durchgefiihrt.
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4.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrin

4.1.1 Umsetzung aller priméiren Hydroxylgruppen

Die primaren Hydroxylgruppen konnen durch einfache Reaktion mit
Elektrophilen selektiv umgesetzt werden, da die priméren Hydroxylgruppen
nucleophiler als die sekundédren sind. Die Schwierigkeit dieses Reaktionstyps
liegt darin, die Konkurrenzreaktion an den sekundidren Hydroxylgruppen zu
unterdricken, da diese mit steigendem = Substitutionsgrad immer
wahrscheinlicher wird. So kommt es beispielsweise bei der Umsetzung von B-CD
1B mit p-Toluolsulfonsdurechlorid in Pyridin zu Produktgemischen, welche
mittels Chromatographie getrennt werden miissen, um ein reines
heptafunktionalisiertes -CD Derivat zu erhalten!148. 1491, Das so erhaltene Hepta-
tosylat 2 kann in einer nucleophilen Substitution zum Beispiel mit Halogenen!150
oder Alkylaminen/151l umgesetzt werden. Eine Alternative dazu ist die direkte
Synthese von Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)--CD 8 aus nativem B-CD mit
Triphenylphosphin und Iod in einer Ausbeute von 88%(1521,

7,
—

Cysteamin, Base

&

%
%
//,5/.

2
N
\ Alkylamin \\\,06‘\
?;‘6
[ NHR]
‘.

], i

Schema 1: Synthese von heptafunktionalierten p-CDs, Funktionalisierung nur an C6

Das so erhaltene Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-CD 3 kann mit Natriumazid
umgesetzt und anschliefend zum Hepta-amino-B-CD 5 reduziert werden!153], Die

neu eingefilhrten Aminogruppen konnen zum Beispiel mit Aldehyden oder
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4.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrin

Carbonsduren zu den entsprechenden Iminen oder Amiden umgesetzt werden.
Auch die Umsetzung des Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-CDs 8 mit Thiolen ist
moglich. Auf diesem Weg konnen Heptakis-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-p-
CD (Hepta-cysteaminyl-B-CD)154 7 und Heptakis-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-

ethansulfonsédure)]-p-CD!155] 8 dargestellt werden.

4.1.2 Umsetzung einer primiren Hydroxylgruppe

Eine in vielen Fillen angewandte Reaktion, die zu einem monofunktionalisierten
Derivat fiihrt, ist die Umsetzung von B-CD 1B mit p-Toluolsulfonsidurechlorid in
Pyridinl156, 1571 Bei dieser Reaktion kann es auch zur Bildung von mehrfach
tosylierten Produkten kommen. Umkristallisation aus Wasser entfernt die
mehrfach tosylierten Produkte und liefert Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-p-
cyclodextrin 9. Zhong beschreibt eine verbesserte Syntheseroute unter
Verwendung von p-Toluolsulfonsdureanhydrid in basischer wéssriger Losung mit
einer Ausbeute von 61%!158, Man geht davon aus, dass vor der Reaktion eine
Komplexierung des Anhydrids in der Kavitit stattfindet und darin der Grund fiir
die deutlich verbesserte Ausbeute zu sehen ist.

Eine andere Syntheseroute wird von Defaye!159]

beschrieben. Der Zusatz von Kupfer(II)-Ionen T
fiihrt zur Ausbildung von sandwichartigen

mehrkernigen Komplexen mit den sekundéaren

Hydroxylgruppen des CDs, wodurch diese fiir AV AR \
eine Reaktion nicht mehr zugénglich sind. Die (:l ? (: /0
Geometrie der Kupfer(Il)-Ionen ist dabei D/m}) ({’m‘b
verzerrt quadratisch planar./160] Man vermutet \ A\ /]
weiterhin, dass p-Toluolsulfonsidurechlorid vor

der eigentlichen Reaktion in die Kavitiat des

CDs eingelagert wird, wodurch eine s0.01

Priorganisation stattfindet und gleichzeitig die ,
Abbildung 9: Komplexbildung

Bildung von mehrfach substituierten Derivaten bei der Darstellung von 9
erschwert wird.

Die so gebildeten Tosylate sind gute Intermediate. Diese konnen weiter mit
Nucleophilen umgesetzt werden konnen und ermoglichen somit eine unbegrenzte
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4.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrin

Vielfalt an Funktionalisierungen. Auch in diesem Fall ist die Darstellung des
Azids 10 moglich. Diese kann entweder durch Substitution der Tosylgruppe mit
Natriumazid oder direkt durch Reaktion von B-CD mit Lithiumazid und
Triphenylphosphin161l erfolgen. Reduktion!%¢! liefert in einem zweiten Schritt
das monosubstituierte Aminoderivat 11, welches auch direkt aus dem Tosylat
und Ammoniak/157l gewonnen werden kann und Ansatzpunkte fir Folgechemie

bietet.

Schema 2: Synthese von monofunktionalisiertem 3-CD, Funktionalisierung nur an C6

Wie im Fall der hepta-funktionalisierten CD-Derivate ist auch hier die
Umsetzung mit Thiolen moglich. Durch Reaktion von 2-Aminoethanthiol mit
Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 entsteht Mono-[6-deoxy-6-
(amino-ethylsulfonyl)]--CD 12 in einer Ausbeute von 43%.1162] In analoger Weise
gelang Strafinigl(163! die Synthese von Mono-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-essigsédure)]-f3-
CD 13 durch Reaktion von Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9
mit 2-Mercaptoglykolsduremethylester und anschlieBender Verseifung des

Methylesters.
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4.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrin

4.1.3 Umsetzung von zwei primiren Hydroxylgruppen

CD-Derivate mit zwei, drei oder vier Substituenten finden z.B. im Bereich der
Katalysatoren und ,enzyme mimics“ Anwendung. Zur Synthese kann ein
bifunktionelles Reagenz verwendet werden, welches durch seine Geometrie die
relative Lage der reagierenden Hydroxylgruppen bestimmt. Im Allgemeinen
werden dazu Aryldisulfonsidurechloride benutzt, wobei A,BI[164, 1651 A (I166, 1671
oder A,D-Substitutionen!166. 1671 erzielt werden konnen. Die so erhaltenen
Sulfonate 10 - 14 konnen durch verschiedene Nucleophile wie Halogenide,

Amine, Thiole usw. substituiert werden.

14 17 18

Abbildung 10: Uberkappte p-Cyclodextrine

Eine neuere Variante zur Darstellung von disubstituierten Cyclodextrinen
stellen die Arbeiten von Sollogoub wund Sinayl168-1701 dar. Hier wird
perbenzyliertes p-CD mit einem Uberschuss an Diisopropyl-aluminiumhydrid
(DIBAL-H) umgesetzt. Als Produkt der regioselektiven Didebenzylierung erhélt
man das A,D-Diol 20 in 83% Ausbeute.

Schema 3: Darstellung von Per-benzyl-B-CD 19 und regioselektive Debenzylierung zum Diol 20
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4.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrin

Die beiden freien Hydroxylgruppen konnen nun mit Hilfe der bereits
beschriebenen Reaktionsmoglichkeiten weiter umgesetzt werden. Eine weitere
Reaktion dieses Produktes mit DIBAL-H fithrt wiederum zu einer
Didebenzylierung, welche regioselektiv. im Uhrzeigersinn zu der ersten
Debenzylierung verlauft.[1691 Auf diese Weise ist auch die Synthese von

tetrasubstituierten CDs moglich.

£BnEn0, 0BnBNO, 0BnBNO,

BnO BnO (%] BnO
f o7 'oencl CBn F“ﬁ ‘oﬁl&oﬁn ;GE ‘O%OEH
GBn
" OBn
\ oe
n m’\“/"m E‘.nO Hﬂo

B, LBR Om BnO BnQ

O_0759708n Bn

0Bn BnO OBn EnG A OBn E-HC' A

20 21 22

Schema 411711; Synthese und regioselektive Didebenzylierung von 21 i) NaH, RT, 2h, 92%, ii)
DIBAL-H, Toluol, 50°C, 1h, 90%
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4.2 Design eines synthetischen Wirtes fiir den Wirkstoff Camptothecin

4.2 Design eines synthetischen Wirtes fiir den Wirkstoff

Camptothecin

In dieser Arbeit sollte unter anderem ein geeignetes B-CD-Derivat zur
Solubilisierung des antineoplastischen Wirkstoffs Camptothecin72! (CPT) 23
synthetisiert werden. Camptothecin gehort in die Gruppe der Chinolin-Alkaloide
und kann aus dem Holz und der Rinde des in China vorkommenden Baumes
Camptotheca acuminata gewonnen werden. Es hat eine zytotoxische Wirkung
gegen verschiedene Krebsarten wie Darm- und Eierstockkrebs172l, wird
allerdings aufgrund der schlechten Loslichkeit in Wasser und der hohen
Toxizitat nicht in der Krebstherapie angewendet. Bei CPT handelt es sich um
einen Inhibitor der Topoisomerase I. Topoisomerase I ist ein Enzym, welches fiir
die Entkndulung der DNA bei der Zellteilung verantwortlich ist. Der hohen
Wirksamkeit von CPT stehen die schlechte Loslichkeit aufgrund der
hauptsachlich apolaren Oberfliche (Abbildung 11) und Stabilitdtsprobleme

gegeniiber[173],

\ Y~

I

1%

’
\\..../"
Dy

I’Am

Abbildung 11: Polare (rot) und apolare (blau) Regionen von CPT 23

Der in CPT enthaltene Lactonring ist bereits unter schwach basischen
Bedingungen, wie sie im Blut vorkommen, nicht stabil und es kommt zur
Spaltung des Lactons (Schema 5). Diese offene Form ist nicht mehr wirksam, da
das Carboxylat bevorzugt an das im menschlichen Blut vorkommende Albumin
bindet.[174  Diese Nachteile konnen durch spezielle pharmazeutische
Formulierungen vermindert werden!173. 1751781 " ynter anderem auch durch den
Einschluss in B-CD-Derivatel1™l. Cyclodextrinderivate werden bereits in der
Pharmaindustrie eingesetzt.24 Durch die Inklusion von hydrophoben Gésten in
die Kavitiat kann der Wirkstoff solubilisiert werden. Folglich sind eine erhohte
Konzentration des Wirkstoffs im Plasma sowie ein damit verbundener Anstieg

der Wirksamkeit zu beobachten.



4.2 Design eines synthetischen Wirtes fiir den Wirkstoff Camptothecin

Schema 5: pH-abhingiges Gleichgewicht zwischen der Lactonform (aktiven Form) 23a und der
Carboxylatform (inaktiven Form) 23b von CPT

Da die Suche nach einem geeigneten Wirt durch zahllose Synthesen oft sehr zeit-
und kostenintensiv ist, wurde diese Suche in Kooperation mit Steffenl2ll (AK
Lengauer, Universitidt des Saarlandes) unter Zuhilfenahme eines virtuellen
Screenings durchgefiihrt. Bei der computer-unterstiitzten Suche eines Liganden
fiir ein gegebenes Protein haben sich die Docking-tools FlexX!180l Gold!181l
Glide!182], Dock/183] und AutoDock[184 bewédhrt. In den meisten Fillen des
virtuellen Screenings wird zu einem gegebenen Wirt der ideale Gast gesucht.
Dabei werden eine grofle Anzahl moglicher Molekiille gegen ein Zielmolekil
gedockt und die jeweiligen Bindungsenergien berechnet. Die besten Kandidaten
werden in experimentellen Studien untersucht um die Ergebnisse zu validieren.
Es sind mehrere erfolgreiche Studien bekannt, bei denen es mit Hilfe des
virtuellen Screenings gelungen ist, neue Wirkstoffe fiir gegebene Liganden zu
identifizieren.[185] DedJong berichtete von der erfolgreichen Suche nach neuen
Gésten fiir ein gegebenes B-CD-Dimer.[186] Da hier die Anwendungsmoglichkeit
des Antikrebswirkstoffs Camptothecin verbessert werden soll, wurde das
Screening in die entgegengesetzte Richtung durchgefiihrt und folglich als

inverses Screening bezeichnet.

In dieser Arbeit sollten ausgehend von Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-p-
cyclodextrin 9 und Heptakis-(6-deoxy-6-i0od)-p-Cyclodextrin 3 durch Reaktion mit
Thiolen die entsprechenden mono- und heptasubstituierten B-CD Derivate
synthetisiert werden. Vorherige Arbeiten von Strafnig lieBen vermuten, dass
sich schwefelsubstituierte CDs fiir die Komplexierung von CPT 23 gut eignen.
Zum einen stellt die Kupplung von Thiolen an CDs eine einfache Moglichkeit zur

Einfithrung verschiedener funktioneller Gruppen dar. Zum anderen konnte
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4.2 Design eines synthetischen Wirtes fiir den Wirkstoff Camptothecin

StraBBnig zeigen, dass Heptakis-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-3-CD 7 und
Heptakis-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-essigsdure)]-3-CD 8 dazu in der Lage sind,
stabile Einschlussverbindungen mit dem Wirkstoff Camptothecin 23 zu
bilden.1631 Die Auswahl der zu kuppelnden Thiole erfolgte dabei unter
Zuhilfenahme des inversen virtuellen Screenings. Das virtuelle Screening selbst
war nicht Bestandteil dieser Arbeit und wird deshalb nur kurz beschrieben. Fir

eine detaillierte Beschreibung des Screenings wird auf die Arbeiten von Steffen

Sigma-Aldrich
Thiolfragmente @
virtuelle

Synthese

B-CD-Derivate ! @

Rangliste

‘Auswahl innerhalb der besten 10%

!

‘ experimentelle Verifizierung ‘

verwiesen(21, 1871,

Schema 6: Durchfithrung des inversen virtuellen Scrennings

Die Strukturen von B-CD 1B und CPT 23 stammten aus der Cambridge
Structural Database (CSD). Die Thiolbausteine wurden dem Sigma-Aldrich
Katalog und der ZINC-Datenbank entnommen. Dabei wurden nur Verbindungen
beriicksichtigt, die genau eine Thiolgruppe tragen und deren Molekulargewicht
kleiner als 200 g/mol ist. Aus den Thiolfragmenten und B-CD wurde eine virtuelle
Bibliothek von 1846 mono- und hepta-funktionalisierten CDs generiert. Mit den
beiden Dockingtools AutoDock und GlamDock erfolgte das Docking und die
anschlielende Bewertung der gedockten Komplexe. Bei dem Docking wurde CPT
als rigide betrachtet, wiahrend die konformelle Flexibilitdt in den Substituenten

des B-CDs zu finden war. Von den gedockten Komplexen wurden die besten 10%
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4.2 Design eines synthetischen Wirtes fiir den Wirkstoff Camptothecin

visuell untersucht und geeignete Liganden ausgewdihlt. Als Auswahlkriterien
spielten zum einen die Verfiigbharkeit der Thiolbausteine und zum anderen die
erwartete Loslichkeit der B-CD-Derivate eine Rolle. Von den Thiolbausteinen
wurden neun Derivate ausgewihlt, von denen die entsprechenden B-CD Derivate
Ks mit

im Labor dargestellt und deren Komplexstabilitatskonstante

Camptothecin 23 bestimmt werden sollten.
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Abbildung 12: Thiolbausteine 24 - 32 als Ergebnis des virtuellen Screening
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4.3 Synthese mono-funktionalisierter Cyclodextrine

4.3 Synthese mono-funktionalisierter Cyclodextrine

Die Vorstufe fiir alle synthetisierten mono-funktionalisierten Verbindungen war
Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9. Bei der Tosylgruppe handelt
es sich um eine gute Abgangsgruppe, welche durch Reaktion mit Nucleophilen
leicht substituiert werden kann (siehe Schema 7). Als Nucleophile fungierten
hier Thiole, die ebenfalls mit weiteren funktionellen Gruppen wie
Hydroxylgruppen, Aminen, Carbon- und Sulfonsduregruppen ausgestattet waren
und somit die Moglichkeit zu einer weiteren Funktionalisierung der 3-CDs boten.
Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 erhielt man aus der
Umsetzung von nativem [B-CD mit p-Toluolsulfonsdurechlorid und Kupfersulfat
Pentahydrat in einem Acetonitril-Wasser-Gemisch bei pH 12. Nach einer
Reaktionszeit von 20h wurde die Reaktionslosung mit 1M Salzsédure
neutralisiert, der kupfer(Il)-haltige Niederschlag abzentrifugiert und das
Produkt bei 4°C auskristallisiert. Es wurde aus 10 mM EDTA-Lésung
umkristallisiert, wodurch letzte Kupferspuren und mehrfach tosylierte
Nebenprodukte beseitigt wurden und man das Reinprodukt als weille Kristalle
erhielt. Die erfolgreiche Umsetzung zum monotosylierten Produkt war aus dem
Massenspektrum erkennbar. Zusiatzlich lieferte das 'H-NMR-Spektrum zwei
Dubletts bei 7.42 und 7.74 ppm, die den aromatischen Protonen zugeordnet
werden konnen. Die Integration dieser beiden Signale betrug jeweils zwei. Im
Vergleich dazu betrachtete man das Proton am anomeren C-Atom. Die
substituierte Glucoseeinheit lieferte ein Signal bei 4.75 ppm mit der Integration
eins und die anomeren Protonen der unsubstituierten Glucoseeinheiten ergaben
ein Signal bei 4.83 ppm mit der Integration sechs. Aus diesem Integralverhéltnis
war eindeutig ein monotosyliertes 3-CD Derivat zu identifizieren.

Die weitere Umsetzung des Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-Cyclodextrin 9
zu den Verbindungen 12, 13 und 33 - 39 erfolgte in den meisten Fallen durch
Reaktion mit 10 Aquivalenten des entsprechenden Thiols in Dimethylformamid,
wobei Triethylamin als Base verwendet wurde. Nach einer Reaktionszeit von
3 Tagen bei 60°C wurden die substituierten CDs je nach Substituent aus Ethanol
oder Aceton ausgefillt. Die weitere Reinigung aller Produkte erfolgte mittels

kontinuierlicher Nanofiltration gegen Wasser.
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4.3 Synthese mono-funktionalisierter Cyclodextrine

COONa

Schema 7: Synthese mono-funktionalisierter B-CDs. a) Tos-Cl, NaOH, ACN/Hz20 b) 6-Mercapto-
9H-purin 31, NEt3, DMF c) 2-Mercapto-pyridin 32, NEts, DMF d) 5-Mercapto-1-methyl-tetrazol
24, NEts, DMF e) 3-Mercapto-propan-1,2-diol 28, NEts, DMF {) 2-Mercapto-ethylamin
Hydrochlorid 25, NH/HCO3, DMF/H20 g) 2-Mercapto-ethansulfonat Natriumsalz 30, NEts,
DMSO h) 1) 3-Mercapto-propionsduremethylester, NEts, DMF 2) NaOH i) 1) 2-Mercapto-
essigsduremethylester, NEts, DMF 2) NaOH j) 1) 2-Mercapto-propansduremethylester, NEts,
DMF 2) NaOH

Bei den Verbindungen 33 - 36 war eine direkte Umsetzung mit den jeweiligen
Thiolen in DMF moglich. Lagen die umzusetzenden Thiole als Salze vor, war es
aufgrund der Loslichkeiten nicht moglich, die Reaktion in DMF durchzufiihren.
So wurde bei der Kupplung des 2-Mercapto-ethylamins 25, welches als
Hydrochlorid vorliegt, eine DMF/Wasser-Mischung (1:3) als Losungsmittel
verwendet. Das Natriumsalz der Sulfonsdure 30 wurde erfolgreich in DMSO in
einer Ausbeute von 44 % gekuppelt.

Sollte dagegen ein Thiol mit Carbonsadurefunktionalitidt eingefiihrt werden (26,
27, 29), war es notwendig, die Sdure vor der Umsetzung zu schiitzen. Dies wurde

hier durch Uberfithrung in die entsprechenden Methylester in Methanol unter
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4.3 Synthese mono-funktionalisierter Cyclodextrine

Saurekatalyse erreicht. Die erfolgreiche Veresterung lief sich aus dem 'H-NMR
nachweisen, da die neu eingefithrte Methylgruppe ein scharfes Singulett bei 3.47
im Fall des Thiomilchsduremethylesters lieferte. Die Methylester konnten dann
problemlos mit Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-Cyclodextrin 9 zur Reaktion
gebracht werden. Anschlieende Verseifung mit 1M NaOH lieferte nach 18h
quantitativ die gewinschten Produkte 13, 38 und 39.

Der Nachweis der erfolgreichen Umsetzungen konnte in allen Fillen durch den
entsprechenden Molekiillpeak im Massenspektrum nachgewiesen werden.
Weitere Nebenprodukte  konnten  nicht  detektiert  werden. Die
Monofunktionalisierung war aullerdem bei allen Derivaten aus den 'H-NMR-
Spektren erkennbar. Eine genaue Zuordnung der Signale war aufgrund des
Symmetrieverlustes und der sich dadurch ergebenden komplexen Spektren nur
mittels zweidimensionaler NMR-Spektroskopie moglich. Es konnte jedoch fiir
alle synthetisierten Verbindungen eine eindeutige Identifizierung vorgenommen
werden. In Abbildung 13 ist beispielhaft das 'H-NMR-Spektrum von Mono-[6-
deoxy-6-(amino-ethylsulfonyl)]-B-cyclodextrin 12 zu sehen.

H-1
H-1"
1.00 5.96 1235 7.037.04584 0.82 1.790.91 2.15 1.04
o A e e A e O o HH
LI I L L I L L I L L I LI L I T T T 7177177
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

6/ ppm

Abbildung 13: tH-NMR-Spektrum von Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfonyl)]-B-cyclodextrin 12
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4.4 Synthese hepta-funktionalisierter Cyclodextrine

Man beobachtete eine Aufspaltung des 1-H-Signals in zwei Signale mit den
Integrationen 1 und 6, welche durch die nicht mehr vorhandene C7-Symmetrie
verursacht wurde. Zusatzlich erschienen die Signale der -eingefiihrten
Thioetherseitengruppen.

In den 13C-NMR-Spektren aller monosubstituierten Derivate kam es zu einer
Aufspaltung aller Signale der Glucoseatome, was auf den Verlust der C7-
Symmetrie zurickzufiihren war und somit ebenfalls einen Hinweis auf die
erfolgreiche Umsetzung lieferte. Aulerdem kam es zu einem Tieffeldshift des
C6°-Signals, beispielsweise bei Mono-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-ethansulfonsiure)]-f-
cyclodextrin 37 von 59.6 ppm in Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-p-
cyclodextrin 9 auf 61.2 ppm.

4.4 Synthese hepta-funktionalisierter Cyclodextrine

Zur Synthese von hepta-funktionalisierten B-CD Derivaten war es notwendig,
eine Vorstufe herzustellen, die leicht weiter umgesetzt werden konnte. In diesem
Fall gelang dies tiber die regioselektive Darstellung von Heptakis-(6-deoxy-6-
iodo)-B-cyclodextrin 3. Dieses CD-Derivat war leicht aus der Umsetzung von
nativem B-CD mit Iod und Triphenylphosphin zu erhalten und bot mit der
Iodfunktionalitit einen guten Angriffspunkt fiir weitere chemische

Modifizierungen an der C6-Position.

Schema 8: Synthese von Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 3

Bei der Reaktion kam es immer zum Einschluss von elementarem Iod in die
Kavitiat des CDs. Dieses konnte entfernt werden, indem man die sekundéren
Hydroxylgruppen von Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-B-cyclodextrin 3 acetylierte, die

acetylierte Verbindung sédulenchromatographisch reinigte und anschlielend die
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4.4 Synthese hepta-funktionalisierter Cyclodextrine

Acetylgruppen wieder abspaltete. Die Acetylierung war notwendig um die
Verbindung lipophiler zu machen, da erst in diesem Zustand die
Chromatographie iiber Kieselgel ermoglicht wurde. Eine einfachere Methode zur
Entfernung des Iods ist eine Soxhlet-Extraktion mit Methanol, die jedoch geringe
Iodspuren zuriicklieS. Bei den hier beschriebenen weiteren Umsetzung von
Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-B-cyclodextrin storten geringe Spuren von Iod nicht,
sodass auf die aufwendige Prozedur der Acetylierung, Chromatographie und
Deacetylierung verzichtet werden konnte. Wie bei der Synthese der
monofunktionalisierten CDs erfolgte die Derivatisierung auch bei den hepta-
funktionalisierten CDs mit Thiolen, die weitere Funktionalititen trugen und

somit unter Umsténden eine weitere Umsetzung moglich machten.

Aus der Umsetzung von Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 3 mit Thiolen
erhielt man die Verbindungen 40 - 49. Die Synthese erfolgte mit einem
Uberschuss des zu kuppelnden Thiols und Triethylamin als Base in DMF. Es
wurden pro umzusetzende Hydroxylgruppe 2.5 Aquivalente des Thiols und

dquimolare Mengen der Base eingesetzt.

41

Schema 9: Synthese von hepta-funktionalisierten B-CDs mit aromatischen Gruppen. a) 6-
Mercapto-9H-purin 31, NEts, DMF b) 5-Mercapto-1-methyl-tetrazol 24, NEts, DMF c¢) 2-
Mercapto-pyridin 32, NEts, DMF
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4.4 Synthese hepta-funktionalisierter Cyclodextrine

Die Synthese der hepta-funktionalisierten B-CD-Derivate 41 und 42 mit
aromatischen Gruppen gelang problemlos in DMF (siehe Schema 9). Bei der
Darstellung der Verbindung 40 konnte nur eine Ausbeute von 34% erreicht
werden, was wahrscheinlich auf unvollstindiges Ausfillen bei der Aufarbeitung
zurickzufithren ist. Alle B-CD-Derivate sollten anschlieBend  fiir
mikrokalorimetrische Titrationen und zur Solubilisierung von Wirkstoffen
verwendet werden. Dazu miissen die Verbindungen eine gute Loslichkeit in
Wasser aufweisen. Dies war bei den Verbindungen 40 - 42 nicht der Fall, da die
aromatischen Gruppen die Hydrophobie der CD Derivate deutlich erhohten.

Deshalb konnten diese CDs nicht fiir weitere Messungen herangezogen werden.

Es ist jedoch gelungen, eine grofle Zahl von B-CDs mit aliphatischen Gruppen
darzustellen, welche eine gute Loslichkeit in Wasser aufwiesen und somit fiir die
weiteren Messungen verwendet werden konnten. Die Synthesen erfolgten nach

den oben genannten Standardbedingungen.

Schema 10: Synthese von hepta-funktionalisierten 3-CDs mit neutralen aliphatischen Gruppen.
a) 3-Mercapto-propan-1,2-diol 28, NEts, DMF, b) 1-Mercapto-2-propanol, NEts, DMF, c) 2-
Mercapto-ethanol, NEts, DMF
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4.4 Synthese hepta-funktionalisierter Cyclodextrine

In Schema 10 sind die synthetisierten B-CDs mit neutralen aliphatischen
Seitenketten dargestellt. Alle Derivate sind mit Hydroxylgruppen versehen, die
fiir die Loslichkeit der neutralen Verbindungen in Wasser notwendig sind. Eine
alternative Moglichkeit zur Verbesserung der Wasserloslichkeit ist die gezielte
Einfithrung geladener Gruppen in B-CD. Dabei spielt es keine Rolle, ob es sich
um anionische oder kationische Gruppen handelt. Die dargestellten p-CDs mit
geladenen Seitenketten sind in Schema 11 gezeigt.

Da zu erwarten war, dass die hepta-funktionalisierten Derivate im Vergleich zu
den monofunktionalisierten die stabileren Komplexe mit einem bestimmten Gast
ausbilden, wurden hier nicht nur die vorgeschlagenen Derivate aus den
Ergebnissen des virtuellen Screenings synthetisiert. Ausgehend von dem
vorgeschlagen Derivat 43 wurden die Verbindungen 43 und 44 als eine Art
homologe Reihe dargestellt. Weiterhin wurde das Derivat 49 synthetisiert,
welches dazu verwendet werden sollte, den Einfluss des Schwefels auf die

Komplexstabilitdt zu untersuchen.

Schema 11: Synthese von hepta-funktionalisierten B-CDs mit aliphatischen Gruppen. a) 2-
Mercapto-ethylamin Hydrochlorid 25, NEts, DMF b) ) 1) 2-Mercaptoessigsduremethylester, NEts,
DMF 2) NaOH c¢) 1) 2-Mercapto-propionsiduremethylester, NEt3, DMF 2) NaOH d) 1) 3-
Mercaptopropionsiduremethylester, NEts, DMF 2) NaOH e) 2-Mercapto-ethansulfonat
Natriumsalz 30, NEt3, DMSO f) Thiosulfat, DMSO

31



4.4 Synthese hepta-funktionalisierter Cyclodextrine

32



5 Bestimmung des Komplexierungsvermogens der Cyclodextrin-Derivate

5 Bestimmung des Komplexierungsvermogens der

Cyclodextrin-Derivate

Um die Stabilitit der gebildeten Wirt-Gast-Systeme bestimmen zu konnen,
stehen mehrere Methoden zur Verfiigung. Dazu gehoren unter anderem UV/VIS-
Spektroskopiel188l, Circulardichroismus!®!  Fluoreszenz-Spektroskopiell90 NMR-
Spektroskopiel191], Elektronenspinresonanz-Spektroskopiel192] Kapillar-
elektrophorese, Gas- und Flissigchromatographiel193! Leitfidhigkeitsmessung(194
und mikrokalorimetrische Titration/195], Die mikrokalorimetrische Titration zdhlt
dabei zu den préizisesten Methoden. Aullerdem handelt es sich dabei um die
einzigste Methode, mit der die Komplexstabilitatskonstante Ks, die
Reaktionsenthalpie AHY sowie die Stochiometrie n des gebildeten Komplexes
direkt bestimmt werden konnen. Weiterhin bietet diese Bestimmungsmethode
den Vorteil, dass keine chromophore oder fiir den Einschluss sensitive Gruppen
notwendig sind und es sich daher um eine sehr universell anwendbare Analytik
handelt. Der Einsatz der mikrokalorimetrischen Titration kann nur durch die
Loslichkeiten von Wirt und Gast beschrinkt werden, da eine ausreichende

Wasserloslichkeit beider Komponenten gegeben sein muss.

Die treibende Kraft fiir den Einschluss eines Gastes in die Kavitit des
Cyclodextrins sind solvophobe Wechselwirkungen. So erniedrigen bereits kleine
Anteile an organischen Losungsmittelzusdtzen die Komplexstabilitét
drastisch!19l, Durch die hydrophile Aullenseite der CDs ergibt sich eine relativ
gute Wasserloslichkeit, wéahrend das Innere der Kavitdt durch die apolaren
Wasserstoffe H-3 und H-5 sowie die etheréhnlichen Sauerstoffbriicken einen
hydrophoben Charakter aufweist. Die Komplexierung eines Gastes wird durch
ungerichtete Krifte, wie hydrophobe und van-der-Waals-Wechselwirkungen
ermoglicht. Durch den Einschluss nehmen die anziehenden Wechselwirkungen
zwischen dem apolaren Gast und der apolaren Kavitidt des Cyclodextrins zu.
Gleichzeitig wird das vor der Komplexierung in der Kavitidt eingeschlossene
Wasser durch den Gast in das umgebende Wasser freigesetzt. Dadurch wird die

Bildung eines stabilen Wirt-Gast-Komplexes moglich.
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5 Bestimmung des Komplexierungsvermogens der Cyclodextrin-Derivate

Der Anteil der hydrophoben Wechselwirkungen hingt von der hydrophoben
Oberflache des Gastes ab. Schliefit man eine homologe Reihe aliphatischer Géste
in CD ein, so wird AG? mit jeder zusitzlichen Methylengruppe um den Faktor
2.840.6 kJ mol! negativer197l, Hofler untersuchte den Einschluss von para-
substituierten Benzoesdurederivaten in B-CDH43l, Die Anderung der freien
Energie AGY reduziert sich von -6.9 kJ mol-! fiir Benzoesédure auf -24.3 kJ mol-!
fiir p-tert-Butylbenzoesdure. Der Benzolring allein ist zu klein, um die Kavitéit
von B-CD vollstéandig auszufiillen. Durch die zusétzliche tert-Butylgruppe kommt
es zu einer Vergroflerung der hydrophoben Flidche des Gastes und damit zu einer
besseren Raumausfiillung, einer Abnahme von A4G? und einer stabileren
Einschlussverbindung.

Die Bindungsselektivitdt kann durch polare Gruppen am CD gesteuert werden.
Viele der synthetisierten Derivate zeigen verbesserte Eigenschaften in der
molekularen Erkennung. Zum Beispiel ist die chirale Selektivitat fir
Aminosduren bei Mono-(6-deoxy-6-amino)-f-CD 11198, 1991 grif3er als bei nativem
B-CD. Sehr interessante Bindungseigenschaften zeigen auch die Hepta-6-deoxy-
6-S-B-CD-Derivatel2l, 200, 2011 dije supramolekulare Strukturen wie molekulare
Kapseln(202, 2031 gusbilden konnen. Ebenso wurde bereits der Beitrag von
Coulomb-Wechselwirkungen bei der Inklusion von geladenen Wirkstoffen in
statisch substituierte Sulfobutyl-ether-B-CD gezeigt(204],

Trotz der vielen bereits gemessenen Stabilitatskonstanten von B-CD und seinen
Derivaten fehlt bis jetzt ein generelles Verstidndnis fiir die spezifischen
Wechselwirkungen zwischen geladenen Wirten und Géstenl197. 205 2061 Die
detaillierte Kenntnis dieser Wechselwirkungen erlaubt die Synthese von
maligeschneiderten kiinstlichen Rezeptoren und ist deshalb von essentieller

Bedeutung(207, 2081,
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-

Butylphenylderivaten

Zum besseren Verstiandnis der bei der Inklusion eines geladenen Gastes in ein
geladenes B-CD Derivat auftretenden Wechselwirkungen wurde das
Bindungsverhalten neutraler, kationischer und anionischer B-CD Derivate
gegeniiber geladenen Gésten untersucht. Dabei wurden die Untersuchungen von
StraBnigll63!l weiter vertieft, der para-substituierten tert-Butylphenylderivate in
geladene CD Derivate inkludierte (Abbildung 14). Diese sind durch ihre Grofle
dazu in der Lage, die Kavitit des B-CDs gut auszufiillen und deshalb resultieren
stabile Komplexel!43l,

Straflnig zeigte, dass die Komplexstabilitdtskonstanten beim Einschluss
verschiedener Géiste in das gleiche CD Derivat erheblich voneinander abweichen,
obwohl der hydrophobe Teil des Gastes immer gleich bleibt. Folglich muss die
funktionelle Gruppe des Gastes einen erheblichen Einfluss auf die Stabilitéat des
gebildeten Komplexes haben. Die Komplexstabilitit beim Einschluss in
verschiedene monosubstitituierte CD Derivate stieg in folgender Reihe der
Funktionalitit des Gastes: Guat < NHs* < NMe20 < SOz < COO-. Diese Reihe
korreliert mit den Hydrophobien der Géste. So bildeten hydrophobere Géste
stabilere Komplexe aus als die hydrophileren. Er zeigt ebenfalls, dass eine
Erhohung der Pufferkonzentration bei gleichem Wirt-Gast-System eine
Erniedrigung der Stabilitdtskosntanten zur Folge hatte. Dies ldsst darauf
schliefen, dass die elektrostatischen Wechselwirkungen einen entscheidenen
Anteil an der Komplexierung haben und diese bei hoher Ionenstédrke durch

Abschirmung vermindert wird.

@)k ® | @/OH

® A\ \ N e) O
Ha 2 N/ @ N/ N/ SO3 COo0
50 51 52 53 54 55 56

Abbildung 14: Geladene para-substituierte tert-Butylphenylderivate 50 - 56
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

Verbindung 50 wurde durch einfache Protonierung von 4-tert-Butylanilin mit
Salzsdure gewonnen und konnte durch weitere Reaktion mit 1H-pyrazol-1-
carboxamidin Hydrochlorid in das Guanidinderivat 51 tiberfiihrt werden. Die
Reaktion von 52 mit Methyliodid lieferte das Trimethylammoniumiodid 53.
Sulfonierung von tert-Butylbenzol lieferte 55, wiahrend das neutrale N-Oxid 54

durch Oxidation mit Wasserstoffperoxid aus 52 erhalten wurde!(209],

Als geladene Wirte wurden zusétzlich zu den bereits vorgestellten Derivaten aus
den Kapiteln 3.2 und 3.3 ebenfalls Mono-amino-p-CD 11, sowie die beiden
guanidin-funktionalisierten Derivate 57 und 58210, 2111 (Abbildung 15)

untersucht.

H,N

)
///NH
S

Abbildung 15: Guanidin-funktionalisierte CD Derivate

Die Protonierungskonstanten der heptasubstutierten p-CD Derivate 5, 7, 8 und
47 sowie des Gastes 54 wurden in wassriger Losung durch potentiometrische

Titration bestimmt. Die bestimmten pKs-Werte sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Experimentell bestimmte pKs-Werte

Verbindung pKsl@

5 9.50(1), 8.89(1), 8.33(1), 8.07(1), 7.57(1), 7.35(1), 6.75(1)
7 9.99(1), 9.45(1), 9.05(1), 8.72(1), 8.32(1), 7.96(1), 7.37(1)
8 6,10(2), 5.32(2), 4.91(3), 4.37(3), 4.04(3), 3.50(2), 3.01(2)
47 6.49(1), 5.69(1), 5.25(1), 4.75(1), 4.31(1), 3.78(1), <3

54 4.30(1)

lal pKs,i (= -logKs,i, Ks;i = [HniL] x [H] x [Hn-+1L]1, 25.0°C, 0.10 M KCl). Fehler (3c) sind

in Klammern angegeben
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

In Abbildung 16 ist beispielhaft die Teilchenverteilung von Heptakis-(6-deoxy-6-
amino)-B-CD 5 als Funktion  des pH-Werts dargestellt. Die
mikrokalorimetrischen Messungen wurden hier standardméiflig bei pH 6.8
durchgefithrt. Aus der Teilchenverteilung ldsst sich die Ladungszahl des
jeweiligen Wirt oder Gastes bei diesem pH-Wert durch Summierung iber die

Verteilung der relevanten Spezies berechnen.

4 6 8 10

Abbildung 16: Teilchenverteilung fiir Heptakis-(6-deoxy-6-amino)-p-CD 5§ als Funktion des pH-
Werts

Speziell fiir Heptakis-(6-deoxy-6-amino)-B-CD 5 ergab sich eine Ladungszahl von
6.2. Das heilit, es liegt keine vollstidndige Protonierung bei pH 6.8 vor.
Wahrscheinlich liegt der Grund dafiir in einer elektrostatischen Abstofung
zwischen den benachbarten Aminogruppen. Dies fiihrt auch zu einem Abfall der
pKs-Werte mit steigendem Protonierungsgrad. Bei dem hepta-kationischen
Derivat 7 ist dieser Effekt weniger stark ausgeprdgt, da durch die beiden
Methylengruppen der Abstand zwischen den einzelnen Ladungen vergrofBlert

wird.

Tabelle 4: Ladungszahlen aus den potentiometrischen Titrationen bei pH 6.8

CD 1B 5 7 8 11 12 13 43 46 47 48 49 57 58
Ladungz 0 6.2 6.8 -6.8 1 1 -1 0 -7.0 -6.6 -7.0 -70 1.0 1.0
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

Die Bindungskonstanten fiir alle Wirt-Gast-Systeme wurden aufgrund der guten
Loslichkeit aller Komponenten in Wasser mittels mikrokalorimetrischer
Titration (ITC) bestimmt. Die Titrationen wurden in 50 mM Phosphatpuffer bei
pH 6.8 durchgefiihrt. Die Wirte 5 und 7 mit sieben Aminogruppen wurden bei

pH 3 titriert, um eine vollstandige Protonierung aller Aminogruppen zu

erzwingen. Alle Kombinationen der Wirte wund Géaste lieferten
Einschlussverbindungen, die eine 1:1-Stochiomerie aufweisen. Aus der
Titrationskurve erhielt man mittels nicht-linearer Regression die

Komplexstabilitditskonstante Ks, sowie die Bindungsenthalpie AHY und die
Anderung der freien Energie AGY. In Tabelle 5 sind die mikrokalorimetrischen
Daten fur den Einschluss eines neutralen, eines kationischen und eines
anionischen tert-Butylphenylderivats in die geladenen B-CD Derivate 1B, 5, 7, 8,
11 - 13, 43, 46 — 49, 57 und 58 aufgelistet. Obwohl der hydrophobe Teil des
Gastes bei erhielt man sehr grofle

allen Verbindungen identisch war,

Unterschiede in den Komplexstabilidtskonstanten.

Tabelle 5: Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Titration von B-CD Derivaten und tert-

Butylphenylderivaten in wéissrigem 50 mM Phosphatpuffer

Wirt Gast pH »n  Ks/M' AG’/kImol" AH’/kImol! TAS’/kJ mol’
1B 51 6.8 1.00 6400 -21.71+0.03 -16.51 +0.05 5.23+0.06
1B 54 68 1.07 8010 -22.27 £0.04 -14.69+0.05 7.61 % 0.06
1B 55 68 1.16 11600 -23.19+0.03 -17.09+0.04 6.13 +0.05
5 51 3.0 1.00 37 -893+0.08 -18.03+0.46  -9.07+0.46
5 54 3.0 1.00 74 -10.66+0.17  -1.52+0.06 9.16 +0.18
5 55 3.0 0.90 8980 -22.55+0.06 -18.36+0.08 4.22+0.10
7 51 30 085 11200 -23.10+0.04 -2699+0.10 -3.84+0.11
7 54 3.0 0.83 30300 -25.57+0.09 -20.75+0.11 4.84+0.14
7 55 3.0 1.04 3410000 -37.27+0.23 -28.35+0.17 8.96 +0.28
8 51 68 0.84 1150000 -34.57+0.24 -33.49+0.34 1.14 £0.42
8 54 68 0.84 30900 -25.61+0.04 -22.79+0.08 2.86 +0.09
8 55 68 0.89 6240 -21.65+0.05 -16.94+0.08 4.74 +0.09
11 51 68 0.72 2900 -19.75+0.04 -16.35+0.11 3.43+0.12
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11
11
12
12
12
13
13
13
43
43
43
46
46
46
47
47
47
48
48
48
49
49
49
58
58
58
57
57
57

54
55
51
54
55
51
54
55
51
54
55
51
54
55
51
54
55
51
54
55
51
54
55
51
54
55
51
54
55

6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8
6.8

0.83
0.81
0.93
1.05
1.08
0.93
1.05
1.14
0.88
0.91
0.93
0.84
1.02
1.06
0.81
0.94
0.92
0.75
0.84
0.94
0.90
0.99
0.96
0.89
0.93
0.94
0.85
0.87
0.94

3100
9310
8120
8040
22800
11000
8320
7880
45500
30900
24100
477000
11800
3430
547000
20500
6320
583000
30900
4790
37600
1680
403
9170
9180
19100
4420
5230
18500

-19.92 £ 0.04
-22.64 + 0.04
-22.30 £ 0.03
-22.28 £ 0.05
-24.86 £ 0.05
-23.05 £ 0.05
-22.36 £ 0.04
-22.23 £0.13
-26.57 £ 0.05
-25.61 + 0.07
-25.00 £ 0.03
-32.39 £ 0.24
-23.23 £0.03
-20.17 £ 0.03
-32.73 £ 0.08
-24.60 =+ 0.09
-21.68 + 0.04
-32.89 £ 0.21
-25.61 £ 0.04
-21.00 + 0.07
-26.10 £ 0.08
-18.40 £ 0.11
-14.86 + 0.06
-22.60 £ 0.12
-22.61 £ 0.05
-24.42 + 0.02
-20.80 + 0.03
-21.21 £0.04
-24.34 £ 0.03

-13.02 £ 0.06
-16.12 £ 0.07
-18.53 £ 0.07
-14.82 £ 0.07
-18.80 £ 0.07
-17.38 £ 0.08
-15.06 £ 0.06
-16.78 £ 0.15
-31.99 £ 0.11
-24.02+0.13
-25.36 £ 0.05
-32.22 £0.50
-20.13 £ 0.05
-16.59 + 0.06
-35.58 £0.17
-21.00 £ 0.15
-19.25 £0.07
-32.96 + 0.41
-22.79 £ 0.08
-14.87£0.10
-16.61 £ 0.08
-15.15£0.19
-14.21 +£0.33
-19.09 £ 0.16
-16.53 £0.09
-21.71 £ 0.04
-17.28 £ 0.07
-14.34 £ 0.02
-18.52 £ 0.05

6.91 £0.08
6.54 £0.08
3.81 £0.07
7.49 £0.09
6.10 £ 0.08
5.70 £0.10
7.32+£0.07
548 £0.20
-5.37+0.12
1.62£0.15
-0.33 £0.05
0.23£0.56
3.12+0.05
3.61 £0.07
-2.79£0.18
3.62+0.17
2.46 £0.08
-0.01 £0.46
2.86 +0.09
6.15+£0.12
9.53+£0.13
2.89+£0.22
0.68 +0.34
3.56 £0.20
6.10£0.10
2.76 £ 0.05
3.54+£0.08
5.69 £0.05
5.85+£0.06
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

Die gemessenen Daten erlaubten eine  Unterscheidung zwischen
Bindungsaffinitat AG%, die durch hydrophobe und van-der-Waals-
Wechselwirkungen in der Kavitat bestimmt wird und
Bindungsselektivitiat 44G?, die durch spezifische polare Wechselwirkungen an
der Aullenseite des CDs verursacht wird.

Die Bindungsaffinitit AG%° kann gemessen werden, wenn ein neutraler Gast
eingeschlossen wird. Bei der Inklusion eines geladenen Gastes unterteilt man die
Bindung in Bindungsaffinitit 4G% wund Bindungsselektivtit A4GY. Die
Bindungsselektivitit A4AG? ist folglich der Unterschied in der Anderung der

Freien Energie beim Einschluss eines geladenen zu einem neutralen Gast.

AAG = AG® = AG” (1)

5.1.1 Einfluss der funktionellen Gruppen des Gastes

Die funktionellen Gruppen, die durch nucleophile Substitution in p-CD
eingefithrt werden konnen, haben einen entscheidenden Einfluss auf die
Komplexierungseigenschaften. Um diesen Einfluss genauer zu untersuchen,
wurde die Anderung der Freien Energie AG? fiir die Komplexierung von
anionischen, neutralen und kationischen tert-Butylphenylderivaten in B-CD 1
sowie in Mono-amino-B-CD 11 mittels ITC bestimmt (siehe Tabelle 6). Aus
Abbildung 9 kann man erkennen, dass schon natives -CD dazu in der Lage war,
zwischen verschiedenen geladenen Gésten zu unterscheiden. Dies ist insofern
erstaunlich, weil es selbst ungeladen ist. Die Anderung der Freien Energie AG?
war fiir negativ geladene Géste betragsméiflig grofler als fiir diejenigen mit einer
positiven Ladung. Die Ladungserkennung des nativen B-CDs212, 2131 kann auf
sein inneres Dipolmoment zuriickgefiihrt werden, das parallel zur C7-Achse und
mit der positiven Teilladung auf der primédren Seite des CDs angeordnet ist. Im
Kristall weist das Dipolmoment einen Wert von 14-20 D214 und in Losung von
2.9-3.7 DI215, 2161 guf.

Fir den geladenen Wirt 11 war dieser Effekt wesentlich stiarker ausgeprigt.

Genau wie bei B-CD 1B ergaben sich fiir die Inklusion von anionischen Gésten
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

wesentlich stabilere Komplexe. Der Einschluss von kationischen Gésten fiihrte in
allen Fillen zu geringeren Stabilitdtskonstanten, da es durch die positiven
Ladungen sowohl am Wirt als auch am Gast zu einer Abstoflung aufgrund von

Coulomb-Wechselwirkungen kam.

Tabelle 6: Anderung der Freien Energie AGY fiir den Einschluss der tert-Butylphenylderivate
50 - 66 in B-CD 1B und in Mono-(6-deoxy-6-amino)--CD 11

AG’ / kJ mol™ AG” / kJ mol™ mit Mono-
Gast pH
mit 3-CD 1B (6-deoxy-6-amino)-f-CD 11

50 3.0 -22.03 £0.03 -19.29 £ 0.05
51 6.8 -21.71 £0.03 -19.75 £ 0.04
52 3.0 -22.08 £ 0.04 -19.30+£0.20
53 6.8 -22.25+0.03 -20.11 £ 0.05
54 6.8 -22.27£0.04 -19.92+£0.03
54 3.0 -21.06 £0.02 -18.64 £ 0.02
55 6.8 -23.19£0.03 -22.64 £ 0.04
55 3.0 -23.12£0.05 -23.25+£0.11
56 6.8 -24.03 £ 0.07 -23.41 £0.15
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Abbildung 17: Anderung der Freien Energien AG? fiir B-CD 1B und Mono-amino-p-CD 11 und
den Gésten 50 — 56
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

Wie man weiterhin erkennen kann, scheint nur die Ladung des Gastes einen
Einfluss auf die Stabilitiat des gebildeten Komplexes zu haben. Alle kationischen
Gaste lieferten sehr dhnliche Werte, sodass die weiteren Messungen nicht mit
allen tert-Butylphenylderivaten durchgefiihrt wurden. Stattdessen wurden die
Derivate 51, 54 und 55 als exemplarische Vertreter eines kationischen,
neutralen und anionischen Gastes gewdhlt. Bei der Wahl dieser Verbindungen

spielte die gute Loslichkeit in Wasser die entscheidende Rolle.

5.1.2 Einfluss der funktionellen Gruppen des Wirtes

Im Folgenden wurde der Einfluss der funktionellen Gruppen des Wirtes auf die
Komplexierung der hydrophoben Gastmolekiile untersucht. Dazu wurden die
Anderungen der Freien Energien AGY fiir den kationischen Gast 51, den

neutralen Gast 54 und den anionischen Gast 55 bestimmt (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Anderung der Freien Energie AG? fiir den Einschluss der Giste 51, 54, und 55 in

verschiedene CDs

CD pH A4GY%kdJ moll  AGY kJ mol!  AG9/ kJ mol!
mit Gast 51 mit Gast 55 mit Gast 54

1 6.8 -21.71+£0.03 -23.19+0.03 -22.27+0.04
5 3.0 -8.93+0.08 -22.55+£0.06 -10.66 + 0.17

7 3.0 -2310+0.04 -3727+0.23 -25.57+0.09

6.8 -3457+024 -21.65+0.05 -25.61+0.04

11 6.8 -19.75+0.04 -22.64+0.04 -19.92+0.04
12 6.8 -2230+£0.03 -24.86+0.05 -22.28+0.05
13 6.8 -23.05+0.05 -22.23+0.13 -22.36+0.04
43 6.8 -26,57+0.05 -25.00£0.03 -25.61+0.07
46 6.8 -32.39+0.24 -20.17£0.03 -23.23+0.03
47 6.8 -32.73+0.08 -21.68+0.04 -24.60+0.09
48 6.8 -32.89+0.21 -21.00+0.07 -25.61+0.04
49 6.8 -26.10+0.08 -14.86+0.06 -18.40+0.11
58 6.8 -22.60+0.12 -24.42+0.02 -22.61 £0.05
57 6.8 -20.80+0.03 -24.34+0.03 -21.21+0.04
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

Die AGY9-Werte zeigten nur eine minimale Abhéingigkeit vom pH-Wert in
denjenigen Féllen, in denen die pH-Wert-Anderung keine Anderung des
Protonierungszustands von Wirt und/oder Gast bedingte. So betrug die Differenz
in der Anderung der Freien Energie 44GY = 0.10 kJ mol! fiir den Einschluss von
tert-Butylsulfonsdure 55 in natives 3-CD 1 bei pH 3.0 und pH 6.8. Im Gegensatz
dazu zeigten die Messungen fiir den Gast 54 (N-oxid) und B-CD 1B eine deutliche
Abhingigkeit der Komplexstabilitit vom pH-Wert. Der AG%-Wert bei pH 6.8
betrug -22.27 kJ mol! und bei pH 3.0 ist AGY = 21.06 kJ mol-!. Gleichzeitig
erfolgte eine Ladungsidnderung am Gast beim Wechsel des pH-Werts (pKs = 4.3).
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Annahme, dass der

Protonierungszustand einen entscheidenden Einfluss auf die Komplexstabilitét

hat.
-40
W kationischer Gast 51
35 M neutraler Gast 54
B anionischer Gast 55
-30—
]
'g -25
B -20-
<
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-10—
-5 T T T T T T T
H,N

%NHZ

*H3N HN *HaN,
S G {
NHg* HZN/(NH S S [ NHa*] S
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Abbildung 18: Anderung der Freien Energie AG? fiir den Einschluss von 51, 54 und 55 in

7

kationische B-CD Derivate

In Abbildung 18 und Abbildung 19 kann man deutlich die Fidhigkeit der
Ladungserkennung der verschiedenen Cyclodextrinderivate bemerken. Fiir alle
Kombinationen, bei denen Wirt und Gast die gleichen Ladungen trugen, ergaben
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

sich die kleinsten Komplexstabilitatskonstanten. Dies liefl sich auf die Coulomb-
Abstoflung von Wirt und Gast zuriickfiihren. Betrachtete man dagegen die
Inklusion von entgegengesetzt geladenen Gésten und Wirten, erhielt man
wesentlich stabilere Komplexe, was ebenfalls aufgrund der resultierenden
Anziehungskrifte erklarbar war. Folglich lagen die Werte fiir den Einschluss des
neutralen Gastes zwischen den Werten des kationischen und anionischen Gastes.
Es zeigte sich ebenfalls, dass die Ladungserkennung bei den mono-substituierten
CDs in allen Fillen schwécher ausgepridgt war als bei den heptasubstituierten
Derivaten. Diese Tatsache war aufgrund der hoheren Ladungsdichte bei den

heptasubstituierten CDs erkléirbar.

-35

M kationischer Gast 51
B neutraler Gast 54
M anionischer Gast 55

AG Kol ']

Abbildung 19: Anderung der Freien Energie AG? fiir den Einschluss von 51, 54 und 55 in

anionische 3-CD Derivate

Betrachtet man die auftretenden Krifte beim Einschluss eines neutralen Gastes
bei neutralem pH-Wert erhélt man die Bindungsaffinitat AG%. Es fiel auf, dass

man die hochsten Werte fiir die Komplexe mit den Verbindungen 7, 8, 43 und

44



5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

46 — 48 erhielt (AG° ~ -25 kJ mol-1). Dabei handelt es sich um heptasubstituierte
CDs, die an C-6 Position mit einem Thiol funktionalisiert sind. Die
nichsthéheren Werte ereichten die monosubstituierten Thioether 12, 13, 58
(4G9 ~ -22 kJ moll) und natives B-CD 1B (4G ~ -22.3 kJ mol-l). Fiir Mono-
amino-f-CD 11 und die guanidinierte Verbindung 75 ergaben sich AG%-Werte in
der GroBenordnung von -21kJ moll, wihrend Hepta-amino-B-CD 5 mit groflem
Abstand die geringste Bindungsaffinitdt aufwies. Aus diesen gemessenen
Bindungsaffinitdten liel sich eine Korrelation mit der Hydrophobizitdt der
Atome, die an C-6 des CDs gebunden sind, ableiten.

Die atomaren Inkremente fiir die Berechnung der logP-Werte wurden als Maf3
fiir die Hydrophobizitat genutzt. Bei dem logP-Wert handelt es sich um den
Logarithmus des Verteilungskoeffizienten P in Octanol/Wasser. Dabei wurden
der Berechung die folgenden Werte zugrunde gelegt: OH: -1.4, S: -0.4 und
NHs*: -4.6.1146, 2171 Durch Multiplikation dieser Werte mit der Anzahl der
Substituenten ergaben sich die Werte in Abbildung 20.

O =N N,O, 0, S,0, S,

logP: -32.2 -13.0 -9.8 -8.8 -2.8

Abbildung 20: logP der CD Derivate

Aus diesen Werten konnte man deutlich die wesentlich gro3ere Hydrophobie der
Schwefelverbindungen wund die geringere Hydrophobie der Stickstoff-
derivatisierten CDs im Vergleich zur Hydroxylgruppe des nativen B-CDs
ableiten. In Abbildung 21 ist die Abhiingigkeit der Anderung der Freien Energie
vom jeweiligen logP des CD Derivats gezeigt. Man erkennt einen direkten
linearen Zusammenhang. Damit war es moglich, die Anderung der Freien
Energie beim Einschluss eines neutralen Gastes durch entsprechende Wahl der

Substituenten am Cyclodextrin zu steuern.
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Abbildung 21: Anderung der Freien Energie in Abhingigkeit des logP beim Einschluss des

neutralen Gastes 54 in substituierte CD Derivate

Der Einfluss der hydrophilen Endgruppen schien mit zunehmender Spacerldnge
einen immer kleineren Einfluss auf die Bindungsaffinitidt zu haben. Obwohl die
Derivate 7, 8 und 48 alle einen C2-Spacer, jedoch mit unterschiedlichen
Endgruppen, trugen, zeigten sich dhnliche Bindungsaffinitdten (Tabelle 7). Der
Einfluss auf die apolare Bindung wurde folglich nur durch die Atome beeinflusst,

die nahe an der Kavitiat des CDs zu finden sind.

5.1.3 Einfluss der elektrostatischen Wechselwirkungen und
Bestimmung der Orientierung

Neben den bereits genannten Faktoren spielen auch die Endgruppen des CDs
eine entscheidende Rolle. Dieser Effekt wurde bereits in Abbildung 17
verdeutlicht. Die Bindungskonstanten fiir kationische Gé&ste in einem
kationischen CD Derivat sind deutlich geringer als die fiir anionische Géste. Um
diesen Effekt genauer zu beschreiben und damit eine Aussage iiber die
Bindungsselektivitat treffen zu konnen, wurden die elektrostatischen
Wechselwirkungen AAG? fiir alle Wirte aus den Differenzen der Anderungen der
Freien Energien 44GY zwischen den geladenen Gésten 51 und 55 im Vergleich zu

der des neutralen Gastes 54 untersucht.
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Die berechneten Differenzen der Anderungen der Freien Energien sind in Tabelle
9 aufgefithrt. Zusatzlich wurden die Spacerldngen rs berechnet, um so den
Abstand zwischen den Ladungen zu bestimmen. Dazu wurde fiir jede einzelne
Bindungsliange mit Hilfe von Formel 2 die Projektion auf die Ebene berechnet.
Dabei steht /; fur die jeweilige Bindungslidnge und 9 fiir den entsprechenden
Bindungswinkel. Durch Summieren iiber die einzelnen Inkremente r; erhélt man

die gesuchte Spacerliange rs.

9.
r. =1 sin— (2)
1 1 2

Tabelle 8: Bindungslidngen /; und Inkremente r; zur Berechnung der Spacerlidngen rs

Bindung l;/ nm r;/ nm
C-N 0.147 0.120
C=N 0.130 0.130
c-C 0.154 0.126
C-S 0.182 0.149
S-O 0.175 0.143
S-S 0.204 0.167

Man erhilt fiir die Bindungsselektivititen sowohl positive als auch negative
Werte. Das bedeutet, dass abstoflende und anziehende Wechselwirkungen
stattfinden. Dabei ist keine der Wechselwirkungen symmetrisch, sondern die
anziehenden Wechselwirkungen sind immer stiarker. Der Grund dafir liegt
darin, dass die Orientierung des Gastes in der Kavitdt von den funktionellen
Gruppen des Wirtes abhéngig ist. Der Gast ist dazu in der Lage, den
abstoBenden Wechselwirkungen auszuweichen, indem er den Abstand zwischen
den gleichen Ladungen erhoht. Zur Bestimmung der Orientierung der Géste in
der Kavitat wurden ROESY-NMR-Spektren der Komplexe gemessen. Bei dieser
Messmethode, die auf dem Kern-Overhauser-Effekt (NOE) beruht, ist es moglich,
Wechselwirkungen zwischen H-Atomen durch den Raum darzustellen. Da der
Effekt mit r¢ abnimmt, sind nur Wechselwirkungen von Atomen, die einen

Abstand kleiner als 3 A haben erkennbar.
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Tabelle 9: Bindungsselektivitaten der Wirte 18, 5, 7, 8, 11, 12, 13, 43, 46 - 49, 57 und 58 sowie

Spacerldngen rs und Ladungszahlen z.,

AAGOkJ mol1lel  AAGYkJ mol-1lal

Wirt rs /mmMbl  zyll
mit Gast 55 mit Gast 51
18 -0.92 0.56 - 0.0
5 -11.89 1.73 0.233 6.2
7 -11.70 2.47 0.544 6.8
8 -8.96 3.96 0.537 -6.8
11 -2.72 0.17 0.147 1.0
12 -2.58 0.00 0.544 1.0
13 -0.69 0.13 0.537 -1.0
43 -0.96 0.62 - 0.0
46 -9.17 3.06 0.537 -7.0
47 -8.14 2.92 0.663 -6.6
48 -7.28 4.62 0.716 -7.0
49 -7.70 3.54 0.459 -7.0
58 -1.82 0.00 0.657 1.0
57 -3.13 0.42 0.250 1.0

[a] Anteil der elektrostatischen Wechselwirkungen zur Anderung der Freien Energie, [b]

Spacerliange, [c] Ladung des Wirtes

Die Inklusion eines Gastes kann grundsitzlich zu zwei verschiedenen
Orientierungen fiihren (Abbildung 22). Den ersten gezeigten Fall erwartet man
bei entgegengesetzt geladenen Wirt-Gast-Systemen. Definiert man das CD
immer mit der primdren Seite nach oben, spricht man in diesem Fall von einer
SAufwarts-Orientierung®. Den umgekehrten Fall, die L,2Abwérts-

Orientierung“ erwartet man bei gleichen Ladungen an Wirt und Gast.
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&
@

Abbildung 22: Orientierungsmoglichkeiten beim Einschluss eines geladenen Gastes in ein

hepta-substituiertes CD-Derivat

In allen Féllen beobachtete man Kreuzpeaks zwischen den aromatischen
Protonen des Gastes und H-3 und H-5 des CDs, die innerhalb der Kavitit liegen.
Dies spricht dafiir, dass der aromatische Teil des Gastes vollstéandig in die
Kavitat eingeschlossen wird. Eine Ausnahme bildete der Komplex 5-50
(Abbildung 24), da hier nur die Protonen neben der tert-Butylgruppe inkludiert
wurden, wéhrend die Protonen neben der Aminogruppe aus der Kavitit
herausragten.

Die Zahlen im Komplex in Abbildung 24 stehen fiir die relativen Integrationen
der jeweiligen Peaks. Aus diesen Werten liel sich die Orientierung der Géste in
der Kavitat bestimmen. Es ist fiir die Auswertung der ROESY-Spektren
zwingend erforderlich, dass man die genaue Zuordnung der einzelnen Protonen
von Wirt und Gast durchfithren kann. Bei den Cyclodextrinderivaten ist die
Zuordnung nur mit Hilfe von zweidimensionalen NMR-Spektren moglich.
AuBlerdem diirfen die Signale der fiir den Einschluss relevanten Protonen nicht

uberlagern, da sonst keine Integration moglich ist.

Bei der Komplexierung von 50 in p-CD 1B kam es zur Uberlagerung der Signale
von H-3 und H-5, wodurch eine Integration und damit die Bestimmung der
Orientierung nicht moglich waren. Um trotzdem eine Aussage iiber diesen
Komplex treffen zu konnen, wurde der dhnliche Gast 59 inkludiert, der nicht zu
einer Uberlagerung fiihrte, und die Auswertung der Spektren erméglichte.
Wegen der sehr dhnlichen Strukturen kann man davon ausgehen, dass die

Orientierung der beiden Géste in der Kavitét die gleiche ist.
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten
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Abbildung 23: ROESY-Spektrum von 48 mit 55

Aus den Schnittbildern der Einschlussverbindungen kann man erkennen, dass
die Orientierung des Gastes im CD durch Coulomb-Wechselwirkungen bestimmt
wurde. Trugen Wirt und Gast die gleichen Ladungen (z.B. 48-55), orientierte sich
der Gast mit seiner Funktionalitat auf die sekundare Seite des CDs. Dadurch
wurde der Abstand zwischen den Ladungen maximal und die abstoBenden Kréfte
wurden so gering wie moglich gehalten. Blieb man beim gleichen Gast und
betrachtete die Orientierung bei der Inklusion in ein entgegengesetzt geladenes
CD (z.B. 5-55), stellte man fest, dass sich die Ausrichtung des Gastes um 180°
gedreht hatte. Die funktionellen Gruppen von Wirt und Gast versuchten sich so
nahe wie moglich zu kommen, um die elektrostatischen Anziehungskrifte zu
maximieren. Die Funktionalitdt des Gastes war bei entgegengesetzten Ladungen

von Wirt und Gast immer auf der priméren Seite des CDs zu finden.
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

5e50[154]

4855 11+55[154] 5e55[154]

Abbildung 24: Schnittbilder verschiedener CD-Komplexe mit Integration der ROESY-Spektren

Beim Einschluss in neutrale CDs treten keine Coulomb-Krifte auf, jedoch besitzt
jedes CD ein natiirliches Dipolmoment, aufgrund dessen die Ausrichtung des
Gastes in der Kavitat erfolgt. Das Dipolmoment von B-CD ist so orientiert, dass
die positive Teilladung auf der priméren Seite liegt. Bei der Komplexierung eines
Gastes erfolgt die Orientierung so, dass sich die Dipolmomente von Wirt und
Gast antiparallel anordnen. Die Ausrichtung der Géaste im CD ist nie zufillig
oder statistisch verteilt, sondern wird von Dipol-Dipol- und Coulomb-
Wechselwirkungen eindeutig festgelegt. Sind die Coulomb-Wechselwirkungen
anziehend (44G%<0), kommt es zu einer Aufwairtsorientierung und im

umgekehrten Fall (44G%>0) zu einer Abwéartsorientierung des Gastes.

Die gemessenen Anderungen in den freien Energien beim Einschluss eines
geladenen zu einem neutralen Gast konnten mit berechneten Coulomb-Energien
verglichen werden. Die Berechnung der Coulomb-Energien erfolgte nach

Formel 3.

2
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

Dabei steht Na fiir die Avogadro-Konstante, e fiir die Elementarladung, o und &,
fir die allgemeine und relative Dielektrizitatskonstante, zw und zg fiir die
Ladungszahlen von Wirt und Gast, r fiir den Abstand zwischen den Ladungen,
refr fur die effektive Léange, bei der es zur Abschirmung kommt und Ap fir die
Debye-Léange. Der Abstand zwischen zwei Ladungen r wird von der Orientierung

des Gastes in der Kavitiat und von der Liange des Spacers rs bestimmt.
r=r, + r (4)

In Fall einer Aufwartsorientierung wurde fiir ro der Wert 0.3 nm angenommen,
was dem inneren Radius der Kavitdt von B-CD entspricht. Im Fall einer
Abwartsorientierung des Gastes in der Kavitat wurde die Hohe der Kavitidt mit
ro = 1.0 nm angenommen. Die Bestimmung der Linge der Spacergruppe rs
zwischen C-6 und der geladenen Gruppe erfolgte durch Projektion der
Bindungslidngen auf die Ebene unter Annahme der jeweiligen Bindungswinkel
(siehe Tabelle 8 und Tabelle 9).

Der Abschirmeffekt durch Wolken von entgegengesetzt geladenen Ionen um die
funktionelle Gruppe wird quantitativ durch die Debye-Hiickel-Onsager-
Theoriel218] beschrieben. Leel219 beschrieb 2002 eine vereinfachte Formulierung

fir die Berechnung von Coulomb-Wechselwirkungen zwischen Proteinen in

wiassriger Losung, wobei die Debye-Léinge bei 289K proportional zu JI ist.

T
Ay = % (5)

2N e’l
Es wurde angenommen, dass die Pufferionen nicht in die Kavitdt des CDs
eindringen konnen und dass die Bildung der Ionenwolke teilweise durch
sterische Hinderung erschwert wird. Aus diesem Grund wurde eine effektive

Lange refdefiniert, innerhalb der es zu Abschirmung kommt. Als effektive Linge

reff wurde die Spacerlidnge rs um eine Bindungsldnge vermindert angenommen.

7

w =~ 0.15nm (6)
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5.1 Untersuchung des Bindungsverhaltens gegeniiber tert-Butylphenylderivaten

Die Auftragung der berechneten
Coulomb-Energien nach Formel 3
gegen die experimentell bestimmten
elektrostatischen Wechselwirkungen
AAGY ist in Abbildung 25 gezeigt. Man
erhielt bei einer Ionenstdrke von
I =0.2M eine Gerade mit einem sehr
guten Korrelationskoeffizient von 0.97
und der Steigung 1. Dies bestitigte
das gewéhlte Modell. Der
vernachldssigbar kleine Ordinaten-
abschnitt bei  Ecour=0  betrug
AAG% = -0.5 + 0.3 kJ mol-1.

10

1
(9}

Ecou ! kd mol”

—_
o

—_
wt
°
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Abbildung 25: Berechnete Coulomb-Energien in
Abhéngigkeit von den gemessenen elektrostatischen

Wechselwirkungen AAG’

Dieser Wert sprach dafiir, dass die Bindungsselektivitat 44G? ausschliefllich auf

Coulomb-Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist.
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Alle Wirkstoffe miissen eine gewisse Wasserloslichkeit besitzen, um
pharmazeutisch aktiv zu sein. Gleichzeitig sind die meisten Wirkstoffe lipophil,
um die biologischen Membranen mittels passiver Diffusion passieren zu konnen.
Ist ein Molekiil zu hydrophil, kann diese Diffusion nicht stattfinden. Viele der
bekannten Wirkstoffe sind aus diesem Grund lipophil und damit ist die
Loslichkeit in Wasser nicht oder nur in geringem Ausmal} gegeben. Durch den
Einschluss der Wirkstoffe in die Kavitdt eines CDs ist es moglich, eine
Steigerung der Loslichkeit, eine Stabilisierung und groflere Bioverfiigbarkeit des
Wirkstoffs zu erreichen.

Ein Beispiel fiir die Anwendung eines CDs zur Solubilisierung stellt der
entziindungshemmende Wirkstoff Piroxicam dar. Aufgrund der schlechten
Loslichkeit in Wasser wird die Substanz als B-CD-Komplex unter dem Namen
Brexin vermarktet. Ein weiteres Bespiel ist die Umkehrung der
neuromuskuldren Blockade durch Rucoronium mit Sugammadex. Bei
Sugammadex handelt es sich um Oktakis-[6-deoxy-6-(S-mercaptopropionsiure)]-
v-Cyclodextrin. Durch die Zugabe des CDs bildet sich ein Komplex aus, dadurch
kann der Wirkstoff nicht mehr an den Acetylcholinrezeptor der motorischen
Endplatte binden. Die Bildung eines solch stabilen Komplexes ist aus zwei
Griunden moglich. Zum einen kommt es durch die Spacergruppen zu einer
Vergroflerung der hydrophoben Kavitdt, andererseits bewirken die
entgegengesetzten Ladungen an Wirt und Gast eine zusétzliche Stabilisierung

aufgrund von anziehenden Coulomb-Wechselwirkungen.

COONa
s—/

Abbildung 26: Strukturen von Sugammadex und Rucoronium sowie Struktur des resultierenden

Komplexes
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Ein anderes CD-Derivat, das zur Verkapselung von Wirkstoffen eingesetzt wird,
ist Sulfobutylether-p-CDI[220], das unter dem Namen Captisol vermarktet wird.
Durch die Ladungen der Sulfonsduregruppen wird eine gute Loslichkeit in
Wasser bedingt. Die Fihigkeit zur Komplexierung von wasserunloslichen
Wirkstoffen ist bei Sulfobutylether-p-CD stidrker ausgeprédgt als bei nativem
B-CD. 221

Tabelle 10: B-CD-Derivate mit pharmazeutischer Anwendung

Cyclodextrin Substituent
Hydroxypropyl-p-CD (HP--CD) -CH:CHOHCH;3
Sulfobutylether-B-CD (SB-3-CD) -(CH2)sSOsNa

statistisch methyliertes B-CD (RDM-B-CD) -CH3s
verzweigtes 3-CD Glucosyl oder Maltosyl

In Tabelle 10 sind weitere B-CD Derivate aufgefiihrt, die zum Transport von
Wirkstoffen verwendet werden. Hydrophile p-CD-Derivate werden bei niedriger
bis moderater oraler Dosierung als nicht-toxisch betrachtet.222] Die nativen CDs
(a-CD, B-CD und y-CD) werden im Darm fermentiert. Lipophile Derivate wie
RDM-B-CD konnen vom Verdauungstrakt in den Blutkreislauf gelangen.
Weiterhin hat sich gezeigt, dass RDM-B-CD nach parenteraler Applikation eine

toxische Wirkung aufweist.[223]

Nach den systematischen Untersuchungen zum besseren Verstédndnis der bei der
Inklusion auftretenden Wechselwirkungen, wurden im zweiten Teil Zytostatika
als Géaste verwendet. Im Speziellen wurden in dieser Arbeit die Wirkstoffe
Camptothecin, Idarubicin und Docetaxel eingesetzt. Diesen Molekiilen ist
gemeinsam, dass sie eine schlechte Loslichkeit in Wasser aufweisen, die die
Applikation erschwert und mit Nebenwirkungen verbunden ist. Durch den
Einschluss in die Kavitiat der CD-Derivate konnte die Wasserloslichkeit deutlich
gesteigert werden, wodurch die Verabreichung der Medikamente erleichtert
werden wirde. Gleichzeitig konnten mogliche Nebenwirkungen vermindert

werden.
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

5.2.1 Camptothecin

Camptothecin ist ein Topoisomerase I Inhibitor und wurde erstmals 1966 von
Wall224l qus dem in China vorkommenden Baum Camptotheca acuminata
isoliert. Der Wirkstoff zeigt eine hohe antineoplastische Aktivitdt und konnte
gegen Krebserkrankungen von Lunge, Prostata, Brust, Magen, Darm, Eierstocke,
Haut und Lymphsystem eingesetzt werden.[172, 2251 Trotz der hohen Antitumor-
Aktivitat in vitro kann das Potential von CPT in vivo nicht ausgeschopft werden.
Dies liegt zum einen an der schlechten Loslichkeit in Wasser und zum anderen
an der Offnhung des Lactonrings unter physiologischen Bedingungen, wobei ein
Carboxylat und ein Alkohol gebildet werden.[226, 2271 Die Zerstorung des Lactons
wirft mehrere Probleme auf. Die Carboxylatform ist nicht mehr aktiv, da der
Lactonring fiir die passive Diffusion in Krebszellen und fiir die Wechselwirkung
mit Topoisomerase bendétigt wird.228] Auflerdem wird vermutet, dass das
gebildete Hydroxycarboxylat die beobachteten Nebenwirkungen verursacht.229,
230 Deshalb ist es fiir die Anwendung als Zytostatika essentiell, dass der

Lactonring geschlossen bleibt.

Abbildung 27: pH-abhingiges Gleichgewicht bei CPT 23. rechts: Lactonform, links:
Carboxylatform

Zur Solubilisierung des Wirkstoffs CPT 23 wurden sowohl mono- als auch hepta-
substituierte p-Cyclodextrinderivate verwendet. Da CPT sich nur sehr schlecht in
Wasser lost, war die Bestimmung der Komplexstabilidtskonstanten Ks nicht mit
isothermer Titrationsmikrokalorimetrie moglich. Stattdessen erfolgte die
Bestimmung nach der Methode der Loslichkeitsisothermen von Higuchi und
Lach/231l, Diese Methode wurde bereits von Kang!17? zur Untersuchung von CPT-
Cyclodextrin-Komplexen angewendet.

Kang untersuchte die Komplexierung von Camptothecin in nativem B-CD,

statistisch methyliertem B-CD (RDM-B-CD) und statistisch hydroxypropyliertem
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

B-CD (HP-B-CD). Dabei konnte er zeigen, dass die CPT-Konzentration in Losung
mit steigender CD-Konzentration linear ansteigt. In Tabelle 11 sind die

bestimmten Komplexstabilitdtskonstanten Ks aufgefiihrt.

Tabelle 11: Bindungskonstanten Ks und Freie Bindungsenergien AG? fiur CPT 23 in
20mM HC1179!

CD-Derivat ~ Kg[M']  AG? [kJ/mol]

B-CD 266 -13.83
RDM-B-CD 910 -16.88
HP-B-CD 160 -12.58

Aufgrund der schlechten Loslichkeit von CPT in reinem Wasser, wurde der
Extinktionskoeffizient in DMSO und in einem 1:1-Gemisch aus DMSO/Wasser
bestimmt. Zur Messung wurde eine Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von

d=1cm verwendet. Das Absorptionsmaximum lag bei A =368nm, die

Auftragungen sind in Abbildung 62 gezeigt. Nach dem Lambert-Beerschen
Gesetz (Formel 7) ergibt sich der Extinktionskoeffizient ¢ aus der Steigung der
Geraden zu ¢ = 42282M 'em™ .

E=¢-c-d (7

Zur Messung der Loslichkeitsisothermen wurde von jedem CD-Derivat eine
Konzentrationsreihe in 20 mM HCI hergestellt. Die Losungen wurden mit CPT
gesittigt und dber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, um eine
Gleichgewichtseinstellung zu erreichen. Durch die Verwendung der verdiinnten
Salzsdure als Losungsmittel wurde sichergestellt, dass sich das Camptothecin in
der aktiven Lactonform befindet. Es wurde vom nicht gelosten Wirkstoff
abfiltriert und der Gehalt an Camptothecin in Losung mittels UV-Spektroskopie
bestimmt. In einem gesonderten Experiment wurde die Nullpunktsloslichkeit
[GJo von Camptothecin im verwendeten Losungsmittel ohne den Zusatz eines
Cyclodextrins bestimmt. Dieser Messwert wurde als Blindwert von allen
bestimmten Konzentrationen subtrahiert. Die Nullpunktsloslichkeit von CPT in

20 mM HCI betrug [G], =2.11+£0.24.uM .
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Bildet sich ein Komplex mit der Stochiometrie 1:1 aus, kann Ks nach Formel 8
aus der Steigung B der Auftragung der gemessenen Gastkonzentration /G/ gegen
die CD-Konzentration [CD/ und der Nullpunktsloslichkeit /G/o bestimmt
werden.[232] Der Ordinatenabschnitt entspricht der Nullpunktsloslichkeit /G/o des

Gastes im verwendeten Losungsmittel.

B 1
K =1T8T0] ®)

Aus der so bestimmten Komplexstabilitdtskonstanten Ks ldsst sich mit Hilfe von
Formel 9 die Anderung der Freien Energie AG? berechnen. Dabei steht R fiir die

Gaskonstante und 7 fiir die Temperatur in Kelvin.

AG® = —RTInK 9)

Die synthetisierten B-CD-Derivate 40, 41, 42 und 46 waren nicht unter den
vorgegebenen Bedingungen in Losung zu bringen und konnten deshalb nicht zur
Solubilisierung von Camptothecin verwendet werden. Aus diesem Grund wurden
die entsprechenden mono-substituierten Derivate synthetisiert und untersucht.
Bei dem Derivat 33 stellte sich das Problem, dass die Losung des
Cyclodextrinderivats gelb gefiarbt war und diese Absorption mit der des
Wirkstoffs tiberlagerte. In diesem Fall wurde der lipophile Wirkstoff mit 1,1,2-
Trichlorethan aus dem waéssrigen CD-Wirkstoff-Komplex extrahiert und der
Wirkstoffgehalt in der organischen Phase bestimmt. Dabei nahm man an, dass
der Wirkstoff quantitativ extrahiert wurde. Um die Offnung des Lactonrings zu
unterbinden wurde dem 1,1,2-Trichlorethan im Volumenverhiltnis 75:1
Trifluoressigsdure zugesetzt. Der Extinktionskoeffizient von CPT in 1,1,2-

Trichlorethan/Trifluoressigsédure (75:1) wurde zu ¢ =13490M "'cm ™" bestimmt.

In Abbildung 28 sind die Loslichkeitsisothermen der substituierten B-CD-
Derivate mit CPT 23 in 20 mM HCI gezeigt. Mono-substituierte Derivate sind

mit Rauten gekennzeichnet, hepta-substituierte Derivate mit Quadraten, gleiche
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Farben stehen dabei fiir gleiche Substituenten. Man erkennt deutlich einen
linearen Anstieg der CPT-Loslichkeit mit steigender CD-Konzentration. Dies

sprach fir die Bildung ein Komplexes mit einem Wirt-Gast-Verhéltnis von 1:1.
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Abbildung 28: Zunahme der Loslichkeit von Camptothecin als Funktion der Konzentration der
CD Derivate

In Tabelle 12 sind die berechneten Komplexstabilitdtskonstanten Ks sowie die
Anderungen der Freien Energien AGY zusammengefasst. Die Messung mit RDM-
B-CD lieferte eine Komplexstabilitdtskonstante von Ks = 186 M-1 und wich damit
deutlich von den Ergebnissen von Kang!l7™! (Ks = 910 M-1, ) ab. Diese konnte zum
einen durch eine abweichende Versuchsdurchfiihrung und zum anderen auf
einen anderen Substitutionsgrad und ein anderes Substitutionsmuster des RDM-

B-CDs zuriickgefiihrt werden.

Alle synthetisierten heptasubstituierten B-CD-Derivate, die Ergebnisse des
inversen virtuellen Screenings waren und die unter den vorgegebenen
Bedingungen loslich waren, zeigten deutlich hohere Komplexstabilitats-
konstanten mit CPT als die bisher aus der Literatur bekannten Derivate. Die
hochste Stabilitdtskonstante wurde mit dem Derivat 48 (Ks = 7496 M-1) erzielt.
Damit konnte im Vergleich zu nativem B-CD die Komplexierungsfihigkeit um

den Faktor 37 gesteigert werden.
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Tabelle 12: Bindungskonstanten Ks und Anderung der Freien Energie AGY fiir CPT 23

Substituent Ks /M1 AG? / kJ mol?
18 OH 202 + 30 -13.2+0.5
5 NH;+@ 397 + 59 -14.8+04
71 Hydroxypropyl®© 223 + 32 -134+£04
72 Methyl© 186 + 12 -12.9+ 0.2
39 Mercapto-9H-purin® 3629 + 1567 -20.2+1.1
40 2-Mercapto-pyridin® 641 + 53 -16.0 = 0.2
41 5-Mercapto-1-methyl-tetrazol® 465 + 55 -15.2+0.3
42 3-Mercapto-propan-1,2-diol® 531 £ 79 -15.6 £+ 0.4
43 2-Mercapto-ethylamin® 498 + 69 -15.4 £ 0.3
44 2-Mercapto-ethan-sulfonsdure® 431 + 56 -15.0 £ 0.3
45 3-Mercapto-propionsaure® 569 + 68 -15.7+ 0.3
46 2-Mercapto-essigsaure® 493 + 61 -15.4 + 0.3
47 2-Mercapto-propionsaure® 419 + 53 -15.0 £ 0.3
51 3-Mercapto-propan-1,2-diol(@ 4106 = 475 -20.6 £ 0.3
54 2-Mercapto-ethylamin@ 4821 + 572 -21.0+0.3
55 2-Mercapto-essigsdure@ 1450 + 177 -18.0 £ 0.3
57 3-Mercapto-propionsiure@ 3134 + 364 -19.9+0.3
58 2-Mercapto-ethan-sulfonsdure® 7496 = 2002 -22.1 0.7
49 Thiosulfat® 370 £ 48 -14.7 £ 0.3

(a) hepta-substituiert, (b) mono-substituiert, (c) statistisch substituiert

Wie man erkennen kann, fiihrten die hepta-substituierten CD-Derivate zu
stabileren Komplexen als die entsprechenden monosubstituierten Verbindungen.
Die Ausnahme stellte das monosubstituierte Purinyl-f-CD-Derivat 33 dar.
Dessen Stabilitdtskonstante lag im Bereich der heptasubstituierten
Verbindungen. Das Derivat 49 wurde als negatives Beispiel synthetisiert, um zu
zeigen, dass die Komplexierung nicht ausschliellich durch die
Schwefelsubstitution zustande kommt. Wie erwartet erhielt man mit

Ks = 370 M1 eine sehr niedrige Stabilitdtskonstante.
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Vergleicht man die Anderungen der Freien Energien der monosubstituierten
Derivate mit dem Wert fiir natives B-CD, ergab sich eine Stabilisierung von etwa
AAG0 = -2 kJ moll. Die gleiche Rechung ergab fiir die heptasubstituierten
Derivate eine Stabilisierung von AA4AG? = -(5-9) kJ moll. Daraus kann man
schlieBen, dass drei bis vier Substituenten an der Bindung beteiligt sind. Der
Beitrag aller Substituenten ist wahrscheinlich aus sterischen Griinden nicht
moglich. Eine Ausnahme bildete Derivat 33, bei dem ein Purinsubstituent eine
Stabilisierung von 44GY = -7 kJ mol-! zur Folge hatte. Wahrscheinlich kam es in
diesem Fall zu einer zusétzlichen  Stabilisierung aufgrund von

n-n-Wechselwirkungen.

Abbildung 29: Wechselwirkungen in CPT-CD Komplexen. Links: 7-CPT, rechts: 33-CPT

Allgemein kann man daraus schlielen, dass die Substitution von B-CD eine
Vergroflerung der Kavitdt zur Folge hat und damit die unspezifischen
Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast verstdrkt werden. Dabei sind
hydrophobe Wechselwirkungen die treibende Kraft fiir die Bindung. Zusétzlich
auftretende polare @ Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriicken und
n-n-Wechselwirkungen im Fall von aromatischen Seitenketten, sind fiir
spezifische Wechselwirkungen verantwortlich. In Abbildung 29 sind zwei
Beispiele von gedockten CD-CPT-Komplexen mit den auftretenden
Wechselwirkungen gezeigt. Rote Linien zeigen in beiden Komplexen
Wasserstoffbriicken an, die griinen Linien stehen fiir starke hydrophobe

Wechselwirkungen und die rosa Linie fiir n-n-Wechselwirkungen.
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

5.2.2 Idarubicin Hydrochlorid

Idarubicin 60 oder 4-Demethoxydaunorubicin gehort zur Klasse der
anthracyclinen Antibiotika. Es ist ein hochtoxischer, antineoplastischer
Wirkstoff, der in seiner Anwendung aufgrund der Nebenwirkungen
eingeschriankt ist. Die Wirkungsweise beruht auf Wechselwirkungen mit der
DNA oder der Inhibition von Topoisomerase II. Idarubicin wird hauptsédchlich
zur Behandlung von Leukdmie eingesetzt.233] Aufgrund der Toxizitdt von
Idarubicin (IDA) 60 wurde als Modellsubstanz 1,4-Dihydroxyanthrachinon
(DHA) 61 untersucht. Aufgrund der Ahnlichkeit der Molekiilteile, die in die
Kavitat eingeschlossen werden, erwartete man ein dhnliches
Komplexierungsverhalten. Der Wirkstoff Idarubicin liegt allerdings in der
protonierten Form vor, sodass man hier eine wesentlich stiarker ausgepréigte

Ladungsdiskriminierung erwartet.

O OH
O OH
OH
NH3Cl

Idarubicin Hydrochlorid (IDA) 60 1,4-Dihydroxy-anthrachinon (DHA) 61
Abbildung 30: Strukturen von Idarubicin 60 und der Modellverbindung 1,4-Dihydroxy-

anthrachinon 61

Da die Modellverbindung DHA 61 in Wasser nur sehr schlecht l6slich ist, erfolgte
die Bestimmung von Ks und AG? wie bei CPT 23 aus den Loslichkeitsisothermen.
Dazu wurde zuerst der Extinktionskoeffizient ¢ in DMSO bestimmt. Alle
Messungen wurden in einer Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von d =1lcm

durchgefiihrt. Das Absorptionsmaximum lag bei A___ = 480nm.

Aus der Abhidngigkeit der Extinktion von der Konzentration (siehe Abbildung 63)
lieB sich nach Formel 7 der Extinktionskoeffizient zu &=8240M 'cm™'
bestimmen. Die Nullpunktsloslichkeit von DHA in Wasser betrug
[G], =0.245+0.031uM . Tm Gegensatz zu CPT wurde bei diesen Messungen als
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Losungsmittel Wasser statt 20 mM Salzsdure verwendet. Da sich beim
Einschluss von CPT gezeigt hatte, dass die hepta-substituierten B-CD-Derivate
zu hoheren Ks-Werten fithren, wurde im Weiteren auf eine Untersuchung der
mono-substituierten Derivate verzichtet.

In Tabelle 13 sind die nach Gleichung 8 wund 9 berechneten
Komplexstabilititskonstanten und die Anderungen der Freien Energie
aufgefiihrt. Man kann erkennen, dass der Einschluss von DHA in -CD 1 die
kleinste Komplexstabilitdtskonstante lieferte. Die néachsthohere
Stabilitdtskonstante wurde mit Hepta-amino--CD § erreicht. Durch die
Derivatisierung der CDs mit Schwefelverbindungen konnte die Fihigkeit zur

Solubilisierung deutlich gesteigert werden.

Tabelle 13: Bindungskonstanten Ks und Anderung der Freien Energie AGY fiir den Einschluss
von 1,4-Dihydroxyanthrachinon (DHA) in hepta-substituierte p-CD Derivate

Substituent Ks /M1 AGY / kJ mol?!
1p OH 1039 + 143 -17.21 + 0.34
5 NHs* 1745 + 313 -18.49 + 0.44
43 3-Mercapto-propan-1,2-diol 36226 = 11580 -26.01 £ 0.79
45 2-Mercapto-ethanol 112224 + 17448 -28.81 £ 0.39
7 2-Mercapto-ethylamin 453002 + 65452 -32.27 £ 0.36
8 2-Mercapto-essigsdure 40939 + 5971 -26.31 + 0.36
46 2-Mercapto-propionsiure 21552 + 3121 -24.72 + 0.36
47 3-Mercapto-propionsiure 137041 + 20798 -29.30 £ 0.38
48 2-Mercapto-ethan-sulfonsédure 291811 + 38857 -31.18 = 0.33
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Abbildung 31: Anderung der Freien Energien AG? beim Einschluss von DHA in hepta-

substituierte CD Derivate

Man konnte feststellen, dass die Einfiihrung der sieben Aminogruppen bei 5 zu
einem stabileren Komplex mit DHA im Vergleich zu nativem $-CD 1 fiihrte. Ein
moglicher Grund lag in der Ladung des CDs. Die hochste Bindungskonstante
erzielte man mit 7, welches ebenfalls ein aminofunktionalisiertes Derivat ist.
Hier waren jedoch die Aminogruppen nicht direkt an C6 sondern iiber einen
Ethylenspacer gekuppelt. Diese Gruppen bewirkten eine Vergroflerung der
hydrophoben Kavitidt des CDs und dadurch resultierten stabilere Komplexe.
Dieser Effekt trat auch bei den Derivaten 7, 8, 43, 45 und 46 — 48 auf. Die beiden
Derivate 8 und 47 unterscheiden sich nur durch die Lénge der Spacergruppen
(Ethylen- im Gegensatz zu Propylengruppe). Die zusitzliche Methylengruppe
bewirkte allerdings durch eine weitere Ausdehnung der Kavitit eine Steigerung
der Stabilitdtskonstanten um mehr als das Dreifache. Vergleicht man die
Derivate mit verzweigten Substituenten mit denjenigen, die linear substituiert
sind, kann man erkennen, dass verzweigte Substituenten die
Stabilitdtskonstanten herabsetzten. Zum Beispiel sank der Ks-Wert durch die
zusétzliche Methylgruppe von Ks = 40939 + 5971 bei 46 auf Ks = 21552 + 3121
bei 8. Da es sich bei DHA um einen neutralen Gast handelt, hatte die Ladung der

funktionellen Gruppen keinen Einfluss auf die Komplexierungseigenschaften.
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Da mit den untersuchten Derivaten sehr hohe Komplexstabilitdtskonstanten mit
DHA erzielt werden konnten, wurde im zweiten Schritt der kationische Wirkstoff
Idarubicin Hydrochlorid 60 in die synthetisierten CDs eingeschlossen (Tabelle
14). Da der Wirkstoff in der protonierten Form vorlag und damit wasserloslich
war, wurde die Komplexbildung mittels isothermer Titrationsmikrokalorimetrie
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 aufgefiithrt. Mit Idarubicin und
nativem B-CD und Hepta-amino-B-CD konnte keine Komplexierung beobachtet

werden.

Tabelle 14: Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Titration von heptasubstituierten CD

Derivaten und Idarubicin Hydrochlorid 60 in PBS bei pH = 7,4; T = 25°C

AGO / AHO / TASO/
Substituent N Ks /M1
kdJ mol-! kdJ mol- kJ mol!
3-Mercapto-
43 0.85 29600 + 2380 -25.51+0.20 -2764+1.13 -2.10x1.15
propan-1,2-diol
2-Mercapto-
45 1.37 60500 + 8790 -27.28 £0.36 -15.54 +0.47 11.77 +0.59
ethanol
2-Mercapto-
46 1.08 103000 + 14300 -28.60+0.34 -14.66+0.33 13.97 +0.47
propionséure
3-Mercapto-
47 1.06 240000 + 56500 -30.69 +0.58 -24.13+0.59 6.60 = 0.83
propionséure
2-Mercapto-ethan-
48 0.87 460000 + 51600 -32.30+0.28 -23.62+0.40 8.73+0.49

sulfonsédure

Die Bestimmung der Komplexstabilidtskonstanten Ks von Idarubicin
Hydrochlorid und Heptakis-(6-deoxy-6-cysteaminyl)-B-CD 7 war nicht mittels
mikrokalorimetrischer Titration moglich, da die nichtlineare Regression zur
Anpassung der Messwerte keine sinnvollen Ergebnisse lieferte. Ein moglicher
Grund konnten die gleichen Ladungen an Wirt und Gast sein, wodurch eine
Coulomb-AbstoBung resultiert. Deshalb erfolgte die Bestimmung des Ks-Werts
mittels Fluoreszenz-Anisotropie.

Fluoreszierende Molekiile emmitieren bei Anregung mit linear polarisiertem
Licht wiederum linear polarisiertes Licht. Betrachtet man ein frei bewegliches
Fluorophor, so ist die Rotationsgeschwindigkeit groBler als die

Fluoreszenzlebenszeit. Dadurch wird die Schwingungsebene des linear
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

polarisierten Lichtes in Abhédngigkeit von der Beweglichkeit des fluoreszierenden
Teilchens gedreht. Die Intensitdt des emmitierten Lichts wird bei zwei
verschiedenen Analysatorstellungen detektiert. Im ersten Fall stehen Polarisator
und Analysator parallel (/) und im zweiten Fall senkrecht (I,)zueinander. Die

Anisotropie r wird nach Formel 10 berechnet.234]

1,-G-1,

r= (10)
I, +2G-1,

Dabei steht G fiir den Geratefaktor. Dieser Korrekturfaktor ist gerédteabhéngig
und wird durch unterschiedliche Empfindlichkeiten des Analysators fiir parallele

und senkrechte Strahlung verursacht.

G=l 11)

l

Wird I, bei 0° Polarisatorstellung und 0° Analysatorstellung gemessen, so erfolgt
die Bestimmung von i; genau entgegengesetzt, also bei jeweils 90°. Die

Vorgehensweise zur Bestimmung von i, ist analog.

Sind in der Losung verschiedene fluoreszierende Teilchen vorhanden, wird eine
Mischanisotropie gemessen. Diese setzt sich aus den Anisotropien der einzelnen

Komponenten r; und ihrem Anteil f; zusammen.[235]
r=) fir; (12)

Beim Einschluss eines fluoreszenzaktiven Gastes in die Kavitét eines CDs wird
dessen Beweglichkeit vermindert. Durch die eingeschrinkte Fahigkeit zur
Rotation verdndert sich die Anisotropie. Bei Kenntnis der Anisotropie des freien
Gastes ist damit eine Bestimmung der Komplexstabilitdtskonstanten aus der
Anderung der Anisotropie moglich. Dazu wird bei verschiedenen CD-

Konzentrationen die Anisotropie gemessen.
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Grundlage der Berechnungen bildet das Massenwirkungsgesetz (MWG) fiir die
Bildung des Wirt-Gast-Komplexes.

W+G W-G

(13)

Die Gleichgewichtskonzentrationen von Wirt und Gast ([W] und [G]) entsprechen
der jeweiligen Ausgangskonzentration [W]o und [Glo abziiglich der

Gleichgewichtskonzentration des Komplexes [W- G].

wl=w],-w-G] (14)
[6]=[c], -[w-G] (15)

Die Anisotropie ist von der Konzentration des Wirt-Gast-Komplexes [WG] geméal3

Formel 16 linear abhéngig.

(16)

Um das System aus vier Gleichungen (Formel 13 -16) mit den funf Variablen
rwec, [W- Gl, [W], [G] und Ks zu losen, wurden die folgenden dimensionslosen
GroBlen zur Vereinfachung eingefithrt. Dabei steht v fiir das Wirt-Gast-

Verhéltnis, X fir den Komplexierungsgrad und £ fir die reduzierte

Stabilitdtskonstante.

- (17

[G],
X = -] (18)

[G],

1
k= (19)

Ks '[G]o
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

Durch Einsetzen von Formel 14, 15, 17 — 19 in Formel 13 erhielt man das MWG
in der dimensionslosen Form.
k=(v-x) =X (20)
X
Formel 20 wurde in die quadratische Gleichung 21 tuberfiihrt und gelost

(Formel 22).

X —(+k+D)X+v=0 (21)
2
X:v+;c+1i\/(v+l;+l) ., 99)

Durch Rickumwandlung der dimensionslosen GroBlen X, v und k erhielt man

Formel 23.

2
i e+t (et ) ]
r_ro_(rW~G_r0)' - - (23)
2 4 [G],
%lﬁ+1+m—J(%]ﬁ+1+m)2 —4%]50

(24)

r=vry+Tye —1)

2

Durch Umformen und Auflésen nach r ergab sich Formel 24. Diese Funktion
wurde durch nichtlineare Regression mit dem Programm Origin® an die
experimentellen Daten angepasst. Die Variablen waren dabei Ks und rw.¢. In
Abbildung 32 sind die Differenzen der Fluoreszenzanisotropien von Komplex und
freiem Gast in Abhéngigkeit vom Wirt-Gast-Verhéltnis sowie die Anpassung der
Daten durch nichtlineare Regression gezeigt. Als Ergebnis erhielt man & = 6.85.
Durch Einsetzen in Formel 19 mit [Glo = 15 pM erhdlt man die
Komplexstabilitatskontante Ks = 9739 M-1.
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[COIIG]
Abbildung 32: Differenz der Anisotropien des Komplexes und freiem Gast in Abhéingigkeit des
Wirt-Gast-Verhéltnisses

In Abbildung 33 sind die Anderungen der Freien Energien fiir die Komplexierung
von 1,4-Dihydroxyanthrahinon und Idarubicin Hydrochlorid gezeigt. Wie
erwartet, war die Ladungsdiskriminierung beim Einschluss des geladenen
Wirkstoffs deutlich stiarker ausgeprégt. Fiir das kationische Cyclodextrinderivat
7 ergab sich aufgrund der gleichen Ladungen von Wirt und Gast ein weniger
stabiler Komplex im Vergleich zu 1,4-DHA. Im Gegensatz dazu ergab sich bei
Verwendung der anionischen CDs 8 und 45 - 48 eine anziehende Coulomb-
Wechselwirkung, die zu einer zusétzlichen Stabilisierung der Einschluss-
verbindungen fiihrte. Bei den neutralen CD-Derivaten 43 und 44 kam es im
Vergleich zu 1,4-DHA ebenfalls zu weniger stabilen Komplexen. Jedoch war der
Effekt hier weniger stark ausgeprégt als bei 7. Daraus konnte man eindeutig den
Einfluss der Ladung des Cyclodextrins auf die Komplexstabilitidt erkennen.
Betrachtete man die anionischen CD-Derivate, erkannte man beim Einschluss
von 1,4-DHA und Idarubicin den gleichen Trend. Die Verzweigung in der
Seitenkette des CDs 46 erniedrigte die Fahigkeit zur Komplexbildung. Eine
Verldngerung der Spacergruppe des CDs um eine Methyleneinheit brachte
jedoch im Gegensatz zu 1,4-DHA keine wesentliche Verdnderung der

Komplexstabilitat (vgl. 8 mit 47).
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Abbildung 33: Anderung der Freien Energien beim Einschluss von DHA und Idarubicin
Hydrochlorid in heptasubstituierte CD Derivate

5.2.3 Docetaxel

Docetaxel (DOC) ist ein Zytostatikum, welches semisynthetisch aus der
Europiischen Eibe gewonnen wird. Es wird unter dem Namen Taxotere® von der
Firma Sanofi-Aventis vermarktet und wirkt gegen Krebserkrankungen von
Lunge, Brust, Prostata, Eierstocken und Magen. Die Wirkung von Docetaxel
beruht auf der Bindung an freies Tubulin, was sowohl die Zusammenlagerung
des Tubulins in stabile Mikrotubuli begiinstigt als auch die Zellteilung
verhindert.[236. 237) Aufgrund der extrem geringen Loslichkeit von DOC in Wasser
ist eine Applikation nur in Kombination mit dem Emulgator Tween 80

(Polyoxyethylensorbitanmonooleat) moglich.

Abbildung 34: Struktur von Docetaxel
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Durch den Einschluss in CDs kann der Wirkstoff jedoch solubilisiert werden.
Dieser Effekt ist bereits bei der Verwendung von nativem B-CD zu beobachten
und kann durch Funktionalisierungen des CDs gesteigert werden.238, 2391 Die
Bestimmung der Komplexstabilitdatskonstanten war bei Docetaxel aufgrund der
schlechten Loslichkeit in Wasser wie bei Camptothecin mit der bereits
beschriebenen Methode der Loslichkeitsisothermen moglich. Die Messungen
konnten in diesem Fall statt in 20 mM Salzsédure in reinem Wasser durchgefiihrt
werden, da der Wirkstoff unter diesen Bedingungen stabil war. Der Extinktions-
koeffizient wurde wegen der geringen Loslichkeit in Wasser in einem
Wasser/Ethanol-Gemisch (1:1  v/v) zu &£=16660M 'cm 'bestimmt. Die
Nullpunktsléslichkeit von Docetaxel in Wasser wurde aus dem Mittelwert von

sechs Messungen bestimmt und betrug [G]O =18,9+0,7uM . Die Berechnung der

Komplexstabilitdtskonstanten erfolgte nach Gleichung 8.

[Taxotere]/uM

—a—————T———T1—— HP-B-CD
3000 4000 5000 6000

[CDY/uM
Abbildung 35: Zunahme der Loslichkeit von Docetaxel als Funktion

T T
0 1000 2000

der Konzentration der CD Derivate

In Abbildung 35 ist die Zunahme der Loslichkeit von Docetaxel mit steigender
Cyclodextrinkonzentration gezeigt. Beim Einschluss von Docetaxel wurde eine
1:1-Stochiometrie angenommen. Die Komplexierung eines Wirkstoffmolekiils
durch zwei Cyclodextrinmolekiile wire in diesem Fall zwar denkbar, sollte

allerdings aufgrund der gleichen Ladungen der Cyclodextrine und der daraus
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5.2 Solubilisierung von Wirkstoffen

resultierenden elektrostatischen AbstofBung destabilisiert werden. Aus diesem
Grund wurde wie bei CPT von der Bildung eines einfachen 1:1-Komplexes

ausgegangen.

In Tabelle 15 sind die Bindungskonstanten Ks fiir die drei Wirkstoffe
Camptothecin, Idarubicin Hydrochlorid und Docetaxel sowie die
Modellverbindung 1,4-Dihydroxyanthrachinon zusammengefasst. Man kann
deutlich das wesentlich hohere Bindungspotential der Heptakis-6-thioether im
Vergleich zu nativem B-CD, Heptakis-(6-deoxy-6-amino)-p-CD, HP-B-CD und
RDM-B-CD erkennen. Die Bindungskonstanten, die mit den Thioethern erreicht
wurden, liegen um den Faktor 5 — 100 hoher als die der Referenz-CDs. Dieser
hohe Anstieg des Bindungsvermogens kann auf die grofere Hydrophobie des
Schwefels im Vergleich zu Sauerstoff und Stickstoff zuriickgefithrt werden.
Durch die Substitution mit Thiolen kommt es zu einer Vergroflerung der
hydrophoben Kavitiat des CDs. Dieser Effekt wird durch hydrophobe Liganden
am CD weiter verstiarkt. Die Einfiihrung einer zusétzlichen Methylengruppe von
8 zu 47 hat einen Anstieg der Bindungskonstante zur Folge. Andererseits macht
es den Anschein, als ob verzweigte Substituenten die Stabilitat des gebildeten
Komplexes herabsetzen (Wirt 46). Diese sterisch anspruchsvolleren Seitenketten

haben eine weniger ausgeprigte Fahigkeit einen Gast zu binden.

Allen vier untersuchten Gésten ist eine dhnliche hydrophobe Bindungsstelle
gemeinsam. Der Molekiilteil, der in die Kavitédt eingeschlossen wird, ist immer
ein Benzylring, der entweder monosubstituiert (DOC) oder ortho-substituiert ist
(CPT, DHA, IDA). Im Vergleich der Wirkstoffe untereinander werden mit CPT
die geringsten Ks-Werte erreicht, da der hydrophile Stickstoff des Chinolins die
Bildung der Einschlussverbindung stort. Die aullergewohnlich hohen
Stabilitdtskonstanten mit DHA konnen darauf zuriickgefiihrt werden, dass die
Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den beiden Hydroxylgruppen des
Gastes und den sekundidren Hydroxylgruppen des CDs moglich ist, welche zu

einer zusatzlichen Stabilisierung der Einschlussverbindung fiihren.
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Tabelle 15: Bindungskonstanten Ks fiir CPT, DOC, IDA und DHA mit C6-substituierten 3-CD
Derivaten, bestimmt durch Mikrokalorimetrie (i), Loslichkeitsisothermen (s) oder Fluoreszenz-

anisotropie (f).

Wirt Substituent CPT DOC DHA IDA
1B OH 202s 6768 1039s < 1001
HP-p-CD O-CH:-CH(CH3)-OHa 223s 350s n.b < 100!
RDM-3-CD O-CHs2 186s n.b n.b < 1001
5 NH 397s n.b. 1745s < 1001

7 S-CH2-CH2-NH3Cl 4821s 221608 453002s 9739f

8 S-CH2-COONa 1450s 6600s 40939 3160001
43 S-CH2-CH(OH)-CH20H 41063 nb  36226s 296001
45 S-CH2-CH2-OH 3212s n.b 112224s 605001
46 S-CH(CH3)-COONa 886s nb 21552 103000!
47 S-(CHz2)2-COONa 3134s n.b 137041s 240000!
48 S-CH2-CH2-SO3Na 74968 n.b 291811 460000!

? statistically substituted; DS(HP) = 0.9; DS(Me) = 1.8, n.b.: nicht bestimmt

Da es sich bei IDA um einen geladenen Gast handelt, ist hier die
Ladungsdiskriminierung besonders stark ausgeprdgt. Mit den anionischen
Wirten 8, 46, 47 und 48 bilden sich aufgrund von elektrostatischen
Wechselwirkungen deutlich stabilere Komplexe aus als mit dem kationischen
Wirt 7. Dieser Unterschied tritt bei IDA wesentlich stiarker auf als bei DHA.
Beim Einschluss in die neutralen Wirte 43 und 45 sind demnach die Differenzen
zwischen IDA und DHA vernachlissigbar. Ahnliche Effekte, die auf Coulomb-
Wechselwirkungen beruhen, wurden bereits beschrieben und sind unter dem

Begriff ,,Salzbriicke“ bekannt.[208]
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6 Synthese von Starkederivaten

6.1 Synthese elektrophil funktionalisierter Stiarkederivate

6.1.1 Synthese von Carboxymethyl-Starke (CMS)
Carboxymethyl-Starke 62 gehort zu den wichtigsten industriell angewandten

Starkederivaten, wo sie als Verdickungsmittel, als Additiv in der Herstellung von
Papier und als Hilfsstoff in der pharmazeutischen Industrie zum Einsatz
kommt.[56, 2401 Der Substitutionsgrad bestimmt die physikalisch-chemischen
Eigenschaften des Produkts wie Viskositidt in Losung, Wechselwirkungen mit
Kationen und Filmbildungseigenschaften. Kommerziell erhiltliche Produkte
weisen normalerweise einen Substitutionsgrad kleiner als 0.3 auf.

Die erste Synthese erfolgte 1924 von Chowdhury in 40%iger wéissriger
Natronlauge mit Monochloracetat.(24l  Durch die Reaktion werden
Saurefunktionalitdten in die Stidrke eingefithrt, welche in einer spéteren
Reaktion weiter umgesetzt werden konnen und gleichzeitig die Loslichkeit in

Wasser deutlich verbessern.

OH OR
o cl” >CoONa
o NaOH 0
> RO
(@] (@]
O (@)
B n - n
R = H oder
-CH,-COONa
62

Schema 12: Synthese von CMS 62

Die Carboxymethylierung kann an Stidrken unterschiedlichen Ursprungs
durchgefithrt werden, zum Beispiel an Maisstérkel60, 242-2451 Weizenstirkel60l,
Kartoffelstarkel60, 242, 244, 2461 Wachsmaisstirkel60. 244, 2461 oxidierter
Kartoffelstarkel®0,  Amarantstiarkel242,  Wachsamarantstéirkel247,  Maniok-
Starkel244, 2481 Erbsenstarkel244 2461 und Reisstirkel(242, 2441,

Zur Bestimmung des Substitutionsgrads gibt es mehrere Moglichkeiten. Zum
einen kann die CMS mit Perchlorsdure oder 2M Triflouressigsdureanhydrid

vollstandig abgebaut werden wund die resultierenden substituierten
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Glucoseeinheiten mittels HPLC analysiert werden. Zum anderen ist die 1H-NMR-
Spektroskopie nach Abbau in deuterierter Schwefelsdure moglich. Aus diesen
Methoden erhédlt man ebenfalls Informationen tber die Verteilung der
Substituenten am Glukosegrundgeriist. Die Titration der eingefiihrten
Carboxylgruppen ist meistens mit Problemen verbunden, da die Proben zuerst in
eine eindeutige Waageform tiberfiihrt und in dieser ausgefillt werden miissen.
Aullerdem ist der Substanzbedarf bei der Titration wesentlich grofler, so dass

HPLC und NMR als Bestimmungsmethoden vorzuziehen sind.

In den folgenden Jahren wurden die Reaktionsbedingungen zur Darstellung von
Carboxymethylstiarke optimiert. So gibt es heute mehrere Losungsmittelsysteme
zur Durchfiihrung der Reaktion. In den meisten Fillen erfolgt die Umsetzung
heterogen in einem Wasser/Alkohol-Gemischl60, 246, 248, 2491 Egs sind auch
Reaktionen im Ethanol/Toluol/Wasser-Gemischl5¢!, in Acetonl250 Isopropanol(245],
Cyclohexanl245]  Dimethylformamid(245] und Methanol245] sowie deren
Mischungen mit Wasser!245l beschrieben. Zum anderen ist auch die Methode der
induzierten Phasentrennung/246! bekannt. Bei dieser Methode wird die Reaktion
in DMSO mit festem Natriumhydroxid und Monochloracetat bei 80°C
durchgefithrt und das Produkt aus Methanol ausgefillt. Der Vorteil der Synthese
uber die induzierte Phasentrennung liegt darin, dass man Starken mit hoheren
Substitutionsgraden herstellen kann. So gelang Heinze die Darstellung von CMS
mit einem Substitutionsgrad von 1.51.1246] Um &hnlich hohe Ds-Werte tiber die
heterogene Syntheseroute zu erreichen, ist in den meisten Fillen eine Mehrfach-
Carboxymethylierung notwendig. Das heillt, dass der gleiche Reaktionsschritt
immer wieder wiederholt wird, bis man den gewiinschten Substitutionsgrad

erreicht hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden carboxymethylierte Stirken mit
Substitutionsgraden zwischen 0.04 und 1.28 synthetisiert. Dabei wurde der
Einfluss verschiedener Parameter, wie Verhiltnis Chloressigsdure zu AGU,

Temperatur, Amylosegehalt der Starke und Losungsmittel untersucht.
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Zur Darstellung der Verbindungen 62a-c, 62j und 762k wurde Chloressigsédure
in Methanol gelost, und nacheinander mit Stiarke und frisch gemahlenem
Natriumhydroxid versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fiir die in Tabelle 16
und Tabelle 19 genannte Zeit bei der angegebenen Temperatur geriihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde der Feststoff abgesaugt, mit Isopropanol gewaschen
und getrocknet. Die weitere Reinigung erfolgte mittels kontinuierlicher
Ultrafiltration gegen Wasser unter Verwendung einer Membran mit einer
Ausschlussgrenze von 5 kDa. Die Synthese der Verbindungen 62g-i erfolgte
durch Zugabe von Stidrke in ein Gemisch aus wassriger Natronlauge und
Isopropanol. Die Suspension wurde 1h bei 40°C geriithrt und dann mit fester
Chloressigsdure versetzt, wobei die Viskositdt sofort deutlich zunahm. Die
Reaktionsmischung wurde 2h bei 40°C geriihrt. Bei der Darstellung der
Verbindung 62h kam es zu einem Verklumpen der Stirke, so dass kein Riihren
der Mischung mehr moglich war. Der Feststoff wurde in allen Fillen in Wasser
gelost und mittels kontinuierlicher Ultrafiltration gegen Wasser iiber eine
Cellulosemembran mit der Ausschlussgrenze 5 kDa gereinigt. Eine dritte
Variante zur Darstellung von CMS wurde bei den Verbindungen 62e und 62f
angewandt. Hier wurde die Stdrke in wéssriger Natriumhydroxidlosung
aufgequollen. Dazu gab man die Losung von Monochloressigsidure in Isopropanol
und rithrte 24h bei Raumtemperatur. Nach Isolation des Feststoffs wurde dieser

mit Isopropanol gewaschen, in Wasser gelost, ultrafiltriert und lyophilisiert.

In Tabelle 16 ist der Einfluss der Temperatur bei der Darstellung von
Carboxymethylstiarke in Isopropanol gezeigt. Bei den Synthesen hat sich gezeigt,
dass eine Temperaturerh6hung nicht zu hoheren Substitutionsgraden fiihrte.
Stojanovic249 untersuchte ebenfalls den Einfluss der Temperatur auf den
Substitutionsgrad(249l. Er konnte zeigen, dass der DS mit steigender Temperatur
langsam anstieg und sich bei 80°C asymptotisch einem maximalen Wert von
etwa 0.5 ndherte. Die hier erhaltenen Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen
von Stojanovic, der allerdings ein Ethanol/Wasser-Gemisch als Losungsmittel
verwendete. Ein anderer moglicher Grund liegt in der Hydrolyse der

Chloressigsdure. Man muss hier davon ausgehen, dass durch die
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Temperaturerh6hung kein hoherer Substitutionsgrad erreicht werden konnte,

stattdessen trat die Hydrolyse der Chloressigsdure in den Vordergrund.

Tabelle 16: Einfluss der Temperatur bei der Synthese von CMS.

T n(MCA) n(NaOH) Reaktions Losungs-
Stairke DS  Ausbeute

[°C] n(AGU) n(AGU) -zeit [h] mittel
62a 25 3.5 5.0 24 Isopropanol Acros 0.33 72%
62b 35 3.5 5.0 24 Isopropanol Acros 0.12 20%
62¢ 45 3.5 5.0 24 Isopropanol Acros 0.10 82%

Man kann feststellen, dass alle Reaktionen, die in rein organischen Losemitteln
ohne Wasser durchgefithrt wurden nur zu geringen DS fithrten. Die Reaktion in
Methanol lieferte lediglich einen Substitutionsgrad von 0.04, wéahrend in
Isopropanol Werte zwischen 0.06 und 0.35 erreicht wurden. Der Grund fiir die
relativ geringen Substitutionsgrade ist in dem fehlenden Wasser zu sehen,
welches notwendig ist, um die Stiarke aufzuquellen und so tiberhaupt fiir die
Reaktion zuginglich zu machen. Diese Werte decken sich mit den
literaturbekannten Ergebnissen.

Es ist beschrieben, dass die Verwendung von Isopropanol/Wasser-Gemischen im
Vergleich zu Methanol- und Ethanol/Wasser-Gemischen zu hoheren
Substitutionsgraden  fithrt, wéahrend Methanol/Wasser-Mischungen die
niedrigsten DS liefert.[246] Dies lédsst sich zum einen durch das unterschiedliche
Quellungsvermogen der Alkohole erkldren und zum anderen durch die
verschiedenen Hydrolysegeschwindigkeiten der Monochloressigsdure. Da
Methanol in der Reihe der betrachteten Alkohole den kleinsten pKs-Wert hat
(Methanol: 15.2, Ethanol: 15.8, Isopropanol: 16.5), kann man davon ausgehen,
dass die Hydrolyse hier am schnellsten ist und folglich der Substitutionsgrad im
Produkt am kleinsten wird. Aus diesem Grund wurde fiir die weiteren
Umsetzungen ein Isopropanol/Wasser-Gemisch zur Carboxymethylierung von
Starke gewahlt (Tabelle 17). Da auch in reinem Wasser nur geringe
Substitutionsgrade erreicht werden, muss es fiir die Reaktion eine optimale
Wassermenge geben. Um diese zu bestimmen, wurde bei den folgenden

Reaktionen das Mischungsverhéltnis von Isopropanol und Wasser variiert.
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Tabelle 17: Einfluss des Isopropanol/Wasser-Verhéltnisses bei der Darstellung von CMS

T n(MCA) n(NaOH)/ Reaktions- Losungs-
[°C] n(AGU) n(AGU) zeit [h] mittel (v/v)

Starke DS  Ausbeute

62d 25 6.0 5.0 24 Isopropanol Acros 0.25 71%
62e¢e 25 6.0 5.0 24 Ipr/H20 9:1  Acros 1.12 69%
62f 25 6.0 5.0 24 Ipr/H20 4:1  Acros 0.80 69%
Wie erwartet ist der DS in reinem 1.2
Isopropanol mit 0.25 am 1 -
geringsten. Durch die Zugabe von § 0.8 1
Wasser lief3 sich der £ 06

2 04 1

Substitutionsgrad  erhohen, er

0,2
durchlief bei 10% Wasseranteil ein .

Maximum und sank danach wieder 0 10 20
Wasseranteil [%]
Abbildung 36: Abhéngigkeit des

Substitutionsgrads bei der Carboxymethylierung
vom Wasseranteil im Losemittel

ab. Damit konnte gezeigt werden,
dass ein gewisser Wasseranteil in
der Reaktion notwendig ist, um die
Starke aufzuquellen. Bei einem zu hohen Wasseranteil riickte die Reaktion von
Chloressigsdure zu Hydroxyessigsdure in den Vordergrund. Dadurch wurde der

Anteil an reaktiver Chloressigsdure verringert und der Substitutionsgrad sank.

Weiterhin hat der Amylosegehalt der eingesetzten Stérke einen Einfluss auf den
Substitutionsgrad. Heinze konnte zeigen, dass Stdrken mit hoherem
Amyloseanteil hohere DS liefern als Stidrken mit hoherem Amylopektin-Gehalt.
So sinkt in der Reihe Erbsenstiarke (90% Amylose), Kartoffelstarke (28%
Amylose) und Wachsmaisstirke (1% Amylose) der Substitutionsgrad von 1.61
tber 1.58 nach 1.51 nach 5 Carboxymethylierungsschritten.246l Diese Theorie
konnte durch eigene Messungen mit drei verschiedenen Stirken

unterschiedlichen Amylosegehalts bestétigt werden (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Einfluss des Amylosegehalts der verwendeten Stirke bei der Darstellung von CMS.
(n(MCA)M(AGU) = 1.4, n(NaOH)/n(AGU) = 3.0, Reaktionszeit 2h, T = 40°C, Isopropanol/H20 =
6.25:1)

Starke Amylosegehalt DS  Ausbeute

62g Acros 34.1% 0.79 87%
62h Hylon VII 50.3% 1.28 96%
62i Avebe 33.2 0.81 94%

Den groBiten Einfluss auf den Substitutionsgrad habt allerdings das Verhéltnis
der eingesetzten Menge an Natriumhydroxid und Monochloressigsdure pro
Anhydroglucoseeinheit. Stojanovic erhélt bei zwei Aquivalenten NaOH pro AGU
den groflten Substitutionsgrad!249. Sowohl bei grofleren als auch bei kleineren
Verhiltnissen kam es zu einem Abfall des Substitutionsgrads. Dieser Effekt
wurde auch von Khalil245! beschrieben und lisst sich damit erkldren, dass eine
gewisse Menge an Natriumhydroxid notwendig ist um die Hydroxylgruppen der
Starke zu deprotonieren. Als Nebenreaktion tritt jedoch eine nucleophile
Substitution an Chloressigsidure auf, wobei Hydroxyessigsdure gebildet wird,
welche nicht mehr in der Lage ist, mit Stdrke zu reagieren. Diese
Konkurrenzreaktion wird mit steigendem Natriumhydroxidanteil begiinstigt. In

dieser Arbeit wurde der Einfluss des Basenanteils jedoch nicht untersucht.

Tabelle 19: Einfluss des Monochloressigsdure/AGU-Verhéiltnisses bei der Darstellung von CMS

T n(MCA) n(NaOH)/ Reaktions- Losungs-
Starke DS  Ausbeute

[°C] n(AGU) n(AGU) zeit [h] mittel
62j 25 2.0 5.0 24 Isopropanol Acros 0.06 94%
62a 25 3.5 5.0 24 Isopropanol Acros 0.33 72%
62d 25 6.0 5.0 24 Isopropanol Acros 0.35 71%

Erwartungsgemill steigt der Substitutionsgrad mit groer werdendem
Verhiltnis Chloressigsidure zu AGU. Gleichzeitig ist allerdings ein zunehmender

Abbau der Stiarke mit steigenden Anteil an Chloressigsdure beschrieben.[249]
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Bei allen durchgefiihrten Synthesen wurde der Substitutionsgrad nach Abbau
mit deuterierter Schwefelsdure aus dem H-NMR-Spektrum bestimmt. Diese
Analysemethode gibt Aufschluss iiber die Verteilung der Substituenten an der
Glucoseeinheit. In Abbildung 37 ist beispielhaft ein tH-NMR-Spektrum von CMS
gezeigt. Die Zuordnung der einzelnen Signale erfolgte aus dem H-H-COSY und
aus dem Vergleich mit literaturbekannten Spektren von

Carboxymethylcellulose!251,

/ H2, H3, H4, H5, H6

46

T ——T —T—T ——T —— 7T —T—T ——T —r—T ——T
55 5.0 45 4.0 3.5
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 37: tH-NMR Spektrum von CMS nach sdurehydrolytischem Abbau. (Indices s und u

stehen fiir substituiert und unsubstituiert)

Man erkannte eine Aufspaltung der anomeren Protonen in vier Signale. Beim
sdurehydrolytischen Abbau der Starke entstand ein Gemisch aus a- und f-
Glucose. Im Fall einer Substitution an C-2 Position, erfolgte eine Verschiebung
des Signals des jeweiligen anomeren Protons, so dass man insgesamt vier Signale
erhielt. Weiterhin erschienen die Signale der Methylengruppen der
Chloressigsdure. Je nach dem Ort der Ankniipfung ergab sich eine andere
chemische Verschiebung. Diese Tatsache erlaubte die Bestimmung der partiellen
DS. Der Substitutionsgrad wurde aus dem Verhiltnis der Protonen der
Methylengruppen der neu eingefithrten Carboxymethylgruppe zu den anomeren
Protonen berechnet (Formel 24). Die partiellen Substitutionsgrade an der

Stelle n lielen sich analog nach Formel 25 berechnen.
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b [cr,@a+[cH,@)p+[cH,()+ [cH,(6)) o0
[Hla, + [Hla, + [HIB, + [ HIB,

1jeH,

=JH1%+_[H1%+J.HWS+JH1@ (25)

Dy (n)

Tabelle 20: Partielle Substitutionsgrade von CMS (Zahlen in Klammern geben den Ort der

Substitution an)

Probe DS (3) DS (2) DS (6) DS (gesamt)

62a 0.04 0.14 0.15 0.33
62b 0.02 0.08 0.03 0.12
62c 0.02 0.04 0.03 0.10
62d 0.04 0.17 0.14 0.35
62e 0.08 0.71 0.33 1.12
62f 0.05 0.51 0.25 0.80
62g 0.07 0.53 0.20 0.79
62h 0.25 0.67 0.36 1.28
62i 0.06 0.52 0.22 0.81
62j 0.00 0.06 0.00 0.06
62k 0.00 0.04 0.00 0.04

Es lieB} sich feststellen, dass in allen Fallen der Substitutionsgrad an Position 2
am grof3ten war. Dies ldsst sich einfach erkliren, da es sich dabei um die acideste
Hydroxylgruppe handelt. Die Substitution an C-6-Position war immer am
geringsten. Dies liegt zum einen an der geringeren Aciditdt und zum anderen
daran, dass ein Teil dieser Hydroxidgruppen durch die 1,6-Verkniipfung zu
Amylopektin blockiert ist und nicht fiir die Substitution zur Verfiigung steht. Im
Gegensatz zu den Positionen 2 und 3 liegt hier der maximal erreichbare
Substitutionsgrad folglich auch nicht bei eins, sondern ist abhingig vom

Amylopektinanteil.
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6.1.2 Synthese von oxidierter Starke

Zur Oxidation von Kohlehydraten sind in der Literatur mehrere Moglichkeiten
beschrieben. Speziell an Stirke werden zum Beispiel Natriumnitrit in
Stickstoffdioxid, Brom!252], Ozonl253], Natriumperiodat/254, Wasserstoffperoxid[255!
und Wasserstoffperoxid in Kombination mit Eisen(II)-sulfat[255],
Wasserstoffperoxid in Kombination mit Kupfer(II)-Ionen/256! verwendet.

Neben den bereits beschriebenen Methoden ist auch die Oxidation mit
Natriumhypochlorit und katalytischen Mengen TEMPO moglich!257, Diese
Methode bietet den Vorteil, dass die Oxidation selektiv an den priméren
Hydroxylgruppen erfolgt. Weitere Vorteile dieser Methode sind hohe
Reaktionsraten und -ausbeuten, hohe Selektivitdt, geringer Abbau des
Polysaccharids und der katalytische Einsatz von TEMPO. Die Reaktion liefert
immer ein Gemisch aus unumgesetzten Alkoholgruppen, Aldehyd- wund
Saurefunktionalitidten. Das Verhiltnis der Komponenten zueinander ist iber die
eingesetzte Menge NaOCl steuerbar. Durch die Zugabe des relativ milden
Reduktionsmittels Natriumborhydrid wird selektiv die Aldehydfunktionalitit
zum priméren Alkohol reduziert, damit erhélt man als Produkt eine Starke, die

an der Position C6 teilweise zur Carbonsiure oxidiert ist.

- o i} _ i}
- © TEMPO/NaOCl| - ©
—_—
o) pH=85 o)
o) o)

n
R = CH,OH oder
COONa

63

Schema 13: Darstellung von oxidierter Stirke 63

Zur Ogxidation wird Natriumhypochlorit und katalytische Mengen TEMPO
verwendet. Bei TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl) handelt es sich um
ein stabiles Radikal. Unter Einwirkung von Hypochlorit wird es zum
Nitrosylkation oxidiert, welches die -eigentliche reaktive Spezies bei der
Oxidation darstellt und den priméren Alkohol iiber den Aldehyd zum Carboxylat

oxidiert. Dabei wird das Nitrosylkation zum Hydroxylamin reduziert, welches
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mit einem weiteren Nitrosylkation zu TEMPO komproportioniert und so der

katalytische Kreislauf geschlossen wird.[257]

ocr

R-CH,0H bzw. RCHO

O
RCHO bzw. RCOO"
} N \
I

OH

Schema 14: Mechanismus der TEMPO-Oxidation

Wie man aus Schema 14 erkennen kann, ist fiir die Oxidation des Alkohols zum
Aldehyd sowie des Aldehyds zum Carboxylat jeweils ein Aquivalent Hypochlorit
notig. Setzt man also bei der Reaktion ein Aquivalent Hypochlorit ein, kann
unter optimalen Bedingungen ein Substitutionsgrad von 0.5 erreicht werden. In
der Praxis erhélt man jedoch immer kleinere DS, da ein Teil der Alkohole nur bis
zum Aldehyd oxidiert und anschlieend durch die Zugabe von Natriumborhydrid
wieder reduziert werden. AuBerdem liegt der maximal mogliche
Substitutionsgrad nicht bei eins, da ein Teil der prim&dren Hydroxylgruppen
durch die a-1,6-Verkniipfung zu Amylopektin blockiert ist und deshalb nicht

oxidiert werden kann.

Die Bestimmung des Substitutionsgrades erfolgte photometrisch nach dem
Blumenkrantz-Assay!258l. Mit Hilfe von Glucuronsédure wurde eine Kalibrierung
durchgefithrt anhand der der Gehalt an Glucuronsidure in der unbekannten
Probe erfolgte. Die Berechnung des Substitutionsgrad erfolgte durch Einsetzen

von Formel 27 und 28 in Formel 26.

3 n(ox)
S n(ox)+n(AGU)

(26)
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m(Einwaage) = m(ox) + m(AGU) (27)

m(ox) = gid (28)

Abbildung 38: Kalibrierlosungen zur Bestimmung des Glucuronsdureanteils, Zahlen stehen

fiir die enthaltene Menge an Glucuronsédure in pug

1,2

o
©
.

Absorption
o
)

y =0,0267x - 0,006
R?=0,9974

o
~
L

0,2

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Mg Glucuronséaure

Abbildung 39: Lineare Abhingigkeit der Absorption vom Anteil an Glucuronsiure

Aus dem Mechanismus ergibt sich, dass sich der Substitutionsgrad iiber das
Verhéltnis von Natriumhypochlorit zur Glucoseeinheit steuern lasst. Um diese
Hypothese zu testen, wurden die Reaktionen aus Tabelle 21 durchgefiihrt. Dabei
wurde immer die gleiche Starke und die gleiche Menge des Katalysators TEMPO
eingesetzt, wihrend das molare Verhiltnis von Hypochlorit pro AGU von 0.25 bis

4.00 variiert wurde.
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Tabelle 21: Einfluss des NaOCI/AGU-Verhiltnisses bei der Darstellung von oxidierter Stirke
(verwendete Stéarke: Avebe, 8 mg TEMPO/g Stirke)63

mg TEMPO/ n(NaOCL/

Starke DS Ausbeute Mw/g moll
g Stirke n(AGU)

63a Avebe 8 0.25 0.06 54% 48387
63b Avebe 8 0.50 0.24 69% 61127
63c Avebe 8 0.80 0.29 63% n.b.
63d Avebe 8 1.00 0.37 75% n.b.
63e Avebe 8 1.20 0.48 71% n.b.
63f Avebe 8 1.40 0.51 64% 33608
63g Avebe 8 1.60 0.63 54% n.b.
63h Avebe 8 1.80 0.72 69% 64465
63i Avebe 8 2.00 0.72 89% n.b.
63j Avebe 8 3.00 0.70 60% 54754
63k Avebe 8 4.00 0.70 75% 63349

In Abbildung 40 sind die erhaltenen Substitutionsgrade gegen das molare
Verhéltnis von Hypochlorit zu AGU geplottet. Man erkennt einen linearen
Anstieg des Substitutionsgrads bis etwa ein DS von 0.7 erreicht ist. Eine weitere
Erhohung der Hypochloritmenge lieferte keine Erhohung des Substitutionsgrads.
Man kann davon ausgehen, dass bei etwa 0.7 der maximale Substitutionsgrad
erreicht ist. Im Bereich zwischen 0 < Ds < 0.7 lieB3 sich gezielt jeder beliebige DS

einstellen.

DS (COONa)

T T T T T T T T
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Aquivalente NaOCI/AGU

Abbildung 40: Substitutionsgrad der oxidierten Stdrken 63 in Abhingigkeit des Natrium-
hypochlorit/AGU-Verhéltnisses
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Der Anteil der 1,6-Verkniipfung in Amylopektin betréagt etwa 5 - 6 %, die mittlere
Kettenldnge liegt bei 20 - 25 Monomereinheiten. Der maximale
Substitutionsgrad wird folglich nicht alleine durch den Verzweigungsgrad
bestimmt. Es scheint wahrscheinlich, dass ein Teil der priméren
Hydroxylgruppen nicht fiir die Reaktion zugénglich ist. Die molekulare Masse
der oxidierten Stirken lag immer im Bereich von 30000 — 60000 g/mol. Dabei lief3
sich keine Korrelation mit der eingesetzten Menge an Natriumhypochlorit
feststellen. Kato berichtete, dass bei der Oxidation von Stirke mit
TEMPO/NaOCl/NaBr bevorzugt die 1,6-glycosidischen Bindungen gespalten
wurden und eine oxidierte Stdrke mit nahezu reiner 1,4-Verkniipfung
resultierte.259 Bei der Variation der Menge an Hypochlorit wurde in dieser
Arbeit immer die gleiche Stidrke als Ausgangsmaterial verwendet. Man kann
davon ausgehen, dass durch die bevorzugt stattfindende Spaltung der 1,6-
glycosidischen Bindung oxidierte Stiarken resultieren, deren Molekulargewicht

in einem dhnlichen Groflenbereich liegen.

Es stellte sich die Frage, ob die Menge des eingesetzten Katalysators einen
Einfluss auf den Substitutionsgrad hat. Aus diesem Grund wurden Reaktionen
mit der halben Menge an TEMPO durchgefiihrt und mit den vorherigen
Ergebnissen verglichen (Tabelle 22).

Tabelle 22: Einfluss der TEMPO-Menge bei der Oxidation von Stéirke

mg TEMPO/ n(NaOCly
Starke DS Ausbeute
g Stirke n(AGU)
631 Avebe 4 0.5 0.23 100%
63b Avebe 0.5 0.24 69%
63m Avebe 0.8 0.24 74%

8
4
63c Avebe 8 0.8 0.29 63%
4
8

63n Avebe 1.0 0.29 96%
63d Avebe 1.0 0.37 75%

87



6.1 Synthese elektrophil funktionalisierter Stidrkederivate

Wie erwartet stieg in allen Fillen der Substitutionsgrad mit steigender Menge
an Hypochlorit an. Dabei konnte man jedoch feststellen, dass die Reaktionen, die
mit der halben Menge an TEMPO durchgefiihrt wurden, immer einen leicht
geringeren Substitutionsgrad zur Folge hatten. Aullerdem lief3 sich erkennen,
dass der Effekt umso stirker ausgeprigt war, je mehr Aquivalente Hypochlorit
verwendet wurden. Weiterhin konnte man den Trend erkennen, dass die
Ausbeuten bei der Verwendung der halben Katalysatormenge groBer wurden.

Man kann davon ausgehen, dass TEMPO ein Abbau der Stirke katalysiert.

0,4

B4 mg TEMPO / g Starke
0.35 1 B8 mg TEMPO / g Stérke

Ds(COONa)

0,5 0,8 1
Aquivalente NaOCI/AGU

Abbildung 41: Substitutionsgrad in Abhéingigkeit der eingesetzten Aquivalente NaOC/AGU
unter Verwendung von 4 bzw. 8 mg TEMPO/g Stirke

Um den Einfluss der verwendeten Stirke zu untersuchen, wurden Stirken mit
einem Amylosegehalt zwischen 0% und 50.3% mit jeweils einem Aquivalent
NaOCl umgesetzt. Aus den Ergebnissen dieser Reaktionen (Tabelle 23) konnte
man schlielen, dass der Amylosegehalt der verwendeten Stirken nur einen
geringen Einfluss auf den Substitutionsgrad hat. Es zeigte sich eine leichte

Tendenz zu niedrigeren Substitutionsgraden bei steigendem Amylosegehalt.
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Tabelle 23: Einfluss der verwendeten Stiarke auf den Substitutionsgrad

Amylose- mg TEMPO/ n(NaOClY

Starke DS Ausbeute
gehalt g Starke n(AGU)
630 Wachsmaisstirke 0% 8 1.0 0.32 74%
63p Maisstéarke 22.8% 8 1.0 0.31 85%
63q Kartoffelstéarke 33.0% 8 1.0 0.29 73%
63d Avebe 33.2% 8 1.0 0.37 75%
63r Acros 34.1% 8 1.0 0.25 70%
63s Hylon VII 50.3% 8 1.0 0.23 64%

Bei der Darstellung von oxidierter Starke war ein problemloses Upscaling bis in
den 100 g - Bereich moglich. Man erhielt ein sehr gut wasserlosliches Produkt,
welches in groflen Mengen in einer guten Reinheit erhalten wurde. Aus diesem
Grund wurde die oxidierte Stdrke als Ausgangsverbindung fiir die weiteren

Umsetzungen gewdihlt.

6.2 Synthese von Starken mit zellerkennenden Liganden
Durch die eingefiihrten Carboxylgruppen war es moglich, weitere Gruppen an
das Starkegrundgeriist anzubringen. Zum Beispiel kann die Carboxylgruppe mit
einem Amin zum entsprechenden Amid umgesetzt werden. Zu dieser Reaktion
sind in der Literatur mehrere Methoden beschrieben, die meist die Umsetzung
der Saurefunktionalitiat zu einem Aktivester beinhalten. Mogliche Reagenzien
zur Bildung eines Aktivesters und der anschlieenden Kupplung zum Amid sind
EDCI®=60  DCCR261  CDIZ621  DCC/N-Hydroxysuccinimid263l, ~ DCC/N-
Hydroxyphthalimid[264], DCC/Nitrophenol(265] DCC/Pentachlorphenol (266l
DCC/Pentafluorphenol267], DCC/1-Hydroxypiperidin[268], DCC/HOBt[2691,
DCC/HOAtR270, HBTUR HATUR70 TBTU272I, BOPI273] und PyBOP=274,

In dieser Arbeit sollten an die oxidierten Stiarken mittels Amidbindung
Folsdurederivate angekniipft werden. Dabei wurde im Gegensatz zu bereits
beschriebenen Systemenl!132. 275, 276] jedoch kein PEG-Spacer verwendet, sondern

Alkylketten unterschiedlicher Lé&nge. Die Aktivierung der Carboxylgruppe
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erfolgte in dieser Arbeit in situ durch Reaktion mit Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) und Hydroxybenzotriazol (HOBt). Die resultierenden Stirken mit den
zellspezifischen Liganden sollten im néchsten Schritt weiter zu Nanopartikeln

und Nanoplexen umgesetzt werden.

Folsdure wird auch als N-(4-(((2-Amino-4-hydroxypteridin-6-yl)methyl)amino)-
benzoyl)glutaminsdure bezeichnet wund besteht aus einem 2-Amino-4-
hydroxypteridinring, welcher iiber die Position C6 tiber eine Methylengruppe an
die Aminogruppe der para-Aminobenzoesidure gebunden ist. Diese
Carboxylgruppe ist mittels Amidbindung mit L-Glutaminsidure verkniipft. Die
Teilstruktur, die aus Pteridin und Aminobenzoesdure gebildet wird, bezeichnet

man als Pteroinsaure.

O| COOH
OH N~ " CcooH
N H
N~ ~ N
A :
= —
HoN N N
Pteridin p-Aminobenzoesaure  L-Glutaminsaure
o %

e

Pteroinsaure

Abbildung 42: Struktur von Folsédure

Leamon!43. 2771 fiihrte Untersuchungen zur optimalen Ankniipfungsstelle eines
kovalent gebundenen Wirkstoffs an Folsdure durch. Er konnte zum einen zeigen,
dass es keine Rolle spielt, ob die Anbindung an a- oder y-Carboxylgruppe der
Folsdure erfolgt. Zum anderen tauschte er die Glutaminsiure-Einheit gegen
Glycin aus. Auch dieses Derivat wurde vom Folsdurerezeptor erkannt und
mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen. Aufgrund dieser Ergebnisse kann
man darauf schliefen, dass nur die Pteroinsdure-Einheit fiir die Erkennung
durch den Rezeptor notwendig ist. Damit kann fiir den gerichteten Transport
nicht nur Folsdure verwendet werden, sondern auch Pteroinsdure und ihre

Derivate. Die Erkennung durch den Folsdurerezeptor scheint dabei wenig direkt
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von der Gruppe abzuhingen, die angekniipft wird. So waren die Aufnahmeraten
der Pteroinderivate mit Glutaminsdure und Cystein vergleichbar. Wurde
dagegen nur Pteroinsdure verwendet, erhielt man eine um den Faktor 3 geringe
Affinitdt zum Rezeptor. Leamon geht davon aus, dass der Abstand zwischen dem
angebundenen Makromolekiil und p-Aminobenzoesédure einen entscheidenden
Einfluss auf die Wechselwirkung mit dem Folatrezeptor hat und die lédngeren

Spacergruppen eine hohere Affinitiat bewirken.

In dieser Arbeit wurden aminofunktionalisierte Pteroate mit verschiedenen
Spacerldngen synthetisiert, die anschlielend mittels Amidbindung an die

oxidierten Stiarken angekniipft wurden.
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Schema 15: Darstellung von aminofunktionalisierten Pteroaten

Setzt man Folsdure in wasserfreiem Tetrahydrofuran mit Trifluoressigsaure-
anhydrid (TFAA) um, erhélt man Pyrofolsdure in 88% Ausbeutel278l. Diese wurde
mit Diaminen umgesetzt und man erhielt in Ausbeuten zwischen 82% und 90%
die entsprechenden aminofunktionalisierten Derivate, die sich in der Lénge des

verwendeten Spacers unterscheiden. Bei der Verwendung von flissigen
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Diaminen wie Ethylendiamin und Hydrazin war die Umsetzung direkt in
Substanz moglich. Bei dem lédngerkettigen Diamin wurde Dimethylsulfoxid als
Losungsmittel eingesetzt. Die erfolgreiche Umsetzung konnte aus den H-NMR-
Spektren und den Massenspektren nachgewiesen werden. Die Offnung der
Pyrofolsdure durch die jeweiligen Diamine erfolgte regioselektiv an der
Carbonylgruppe in a-Position zum aromatischen Ring. Das Massenspektrum
lieferte dabei den Beweis fiir die regioselektive Umsetzung.

Diese aminofunktionalisierten Pteroate konnten mit Hilfe von DCC/HOBt an die

Carboxylgruppen der oxidierten Stiarken gekuppelt werden.

69: n=0
66-68 = e 70: n=2
DCC/HOBt 71: n=6
DMSO
- ) o
R = CH,OH oder R = CH,OH oder ’ N
COOH COONa oder N\/E/ l NH
H\ H SN N/)\NH
[ a(H07 Y ?
o)

@)

Schema 16: Kupplung von aminofunktionalisierten Pteroaten 66 — 68 an oxidierte Stérke

Da fiir diese Umsetzung die freie Sdure benotigt wurde, musste das Carboxylat
vor der Reaktion mittels eines Kationentauschers (Dowex 50WX2-200) in die
freie Séure tiberfithrt werden. Dieser Reaktionsschritt konnte einfach und
schnell im IR-Spektrum beobachtet werden (Abbildung 43). Man erkennt bei der
Carboxylatform deutlich die Carbonylschwingung bei 1599 cml. Nach
Behandlung mit dem Ionentauscher verschwand diese Schwingung und die

Schwingung der freien Sdure bei 1722 cm-! erschien.
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Abbildung 43: IR-Spektrum von oxidierter Stirke 63 vor und nach Behandlung mit
Ionentauscher (Dowex 50WX2-200)

Die erfolgreiche Kupplung des Amins erkannte man bereits wahrend des
Reaktionsverlaufs durch die Bildung des unloslichen Dicyclohexylharnstoffs.
Dieser wurde abfiltriert und die Reaktionsmischung mit 1M NaOH verdiinnt.
Dadurch wurden die unumgesetzten Carboxylgruppen deprotoniert und so eine
bessere Loslichkeit in Wasser erzielt. Dabei kam es mit steigendem
Substitutionsgrad vermehrt zur Bildung von Niederschldgen. Die weitere
Reinigung erfolgte mittels kontinuierlicher Ultrafiltration gegen Wasser tiiber
eine Cellulosemembran mit einer Ausschlussgrenze von 5 kDa und Abtrennung
der unloslichen Bestandteile mittels Filtration. Dazu wurde ein
Spritzenvorsatzfilter aus Cellulosemischester mit einer Porengrofle von 0.22 pm
verwendet. Nach Lyophilisieren erhielt man die Produkte als gelbe bis
braunliche watteartige Feststoffe. Der Anteil der angekniipften Pteroate lief3 sich

tiber UV-Spektroskopie bestimmen.

Die Pteroate 66 - 68 wurden in verschiedenen Stochiometrien eingesetzt um ihr
Kupplungsverhalten zu untersuchen. Der Substitutionsgrad muss so eingestellt
werden, dass einerseits geniigend Liganden fiir den gerichteten Transport zur

Verfiigung stehen und andererseits die modifizierten Stidrken noch wasserloslich
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sind. In Tabelle 24 - Tabelle 26 sind die durchgefiihrten Umsetzungen mit den

Pteroaten 66 — 68 gezeigt. Man kann erkennen, dass in allen Fillen wie erwartet

der Substitutionsgrad mit steigendem Verhéltnis von Ligand zu
Carboxylgruppen anstieg.
Tabelle 24: Synthese von Stirken mit Pteroylhydrazid 66 als Ligand
n(Ligand)/n(COOED DSrigand Molmasse pro DScoona
pro AGU Ligand [g/mol] pro AGU
69a 0.2 0.115 1921 0.475
69b 0.5 0.105 1948 0.485
69c 1.0 0.208 1208 0.382
Tabelle 25: Synthese von Stirken mit Pteroylamidethylamin 67 als Ligand
n(Ligand)/n(COOED DStigand Molmasse pro DScooNa
pro AGU Ligand [g/mol] pro AGU
70a 0.2 0.015 12890 0.705
70b 0.3 0.026 7587 0.694
70c 0.5 0.036 5578 0.684
70d 1.0 0.029 6839 0.691
Tabelle 26: Synthese von Stirken mit Pteroylamidhexylamin 68 als Ligand
n(Ligand)/n(COOID DSLigand Molmasse pro DScoonNa
pro AGU Ligand [g/mol] pro AGU
71a 0.1 0.008 23330 0.582
71b 0.2 0.023 8382 0.567
71c 0.3 0.077 2852 0.643
71d 0.5 0.250 1144 0.340
71le 1.0 -
Bei kleinem Verhiltnis Ligand/COOH war die Reaktionseffizienz bei der

Verwendung von Pteroylhydrazid 66 am grof3ten, da hier die Elektronendichte an

der Aminogruppe am grofiten ist. Bei steigendem Verhiltnis Ligand/COOH wird

dieser Effekt von der zunehmenden Flexibilitdt der Spacergruppe tberlagert und
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die Kupplung mit 68 lieferte die groleren Massenanteile Ligand im Produkt. Bei
der Umsetzung mit einem Aquivalent Ligand 68 pro Carboxylgruppe erhielt man
ein Produkt, welches aufgrund des hohen Massenanteils an hydrophobem Ligand
nicht mehr in Wasser loslich war. Aus diesem Grund konnte der genaue
Massenanteil nicht mittels UV-Spektroskopie bestimmt werden. Das Derivat mit
dem C2-Spacer lieferte den geringsten Massenanteil Ligand. Diese Ergebnisse
konnten mit der zunehmenden Flexibilitiat der zu kuppelnden Aminogruppen mit
steigender Spacerlinge erkliart werden. Wahrend beim C2-Spacer nur eine
eingeschriankte Beweglichkeit moglich ist, ist das Pteroat mit C6-Spacer
wesentlich flexibler und kann deshalb leichter mit dem Polymer reagieren.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es gelungen ist, drei
aminofunktionalisierte Pteroate mit Spacerlingen von null, zwei und sechs
Methylengruppen darzustellen. Die Kupplung an oxidierte Starken mittels
Amidbindung wurde erfolgreich durchgefiihrt. Dabei konnte durch Variation der

Stochiometrie der DS an Ligand eingestellt werden.

Fur die weitere Bildung von Nanoplexen sollte ein Polymer verwendet werden,
an das ein zellspezifischer Ligand angebunden ist und welches eine gute
Loslichkeit in Wasser aufweist. Weiterhin ist bekannt, dass sich eine gewisse
Spacerlidnge zwischen Ligand und Makromolekiil positiv auf die Erkennung
durch den Folsdurerezeptor auswirkt. Deshalb wurde fiir die weiteren
Umsetzungen das Derivat 71b gewahlt, wobei es sich um eine oxidierte Starke

mit Pteroylamidhexylamin als Ligand und einem DS von 0.023 handelt.
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7 Bildung von Nanopartikeln und Nanoplexen

7.1 Stand der Forschung

Unter Nanopartikeln versteht man Teilchen, deren Grofle im Bereich von 50 —
200 nm liegen.274 GroBere Partikel werden als Mikroteilchen bezeichnet,
kleinere als Sub-Nanopartikel. Nanoteilchen in wéssriger Losung ergeben meist
trilbe, opaleszierende Dispersionen.[2751 Nanopartikel konnen sowohl aus
anorganischen Materialien als auch aus Polymeren hergestellt werden, sowie aus
einer Kombination der beiden genannten Verbindungsklassen. Als anorganische
Materialien werden zum Beispiel Gold, Silber, Kohlenstoff, Wolframcarbid,
Silber- und Cadmiumsulfid27¢!, Cadmiumselenid und -tellurid277, Titandioxid,
Zinkoxid[278] Siliziumdioxid, Nickeloxid[27 und Eisen(III)-oxid279 verwendet.
Zur Darstellung von Nanopartikel aus Polymeren fiir pharmazeutische
Anwendungen kommen hauptsichlich Polylactid (PLA)280 und Poly-(D,L-lactid-
co-glycolid) (PLGA)281, 282lzum Einsatz. Diese bieten den Vorteil, dass sie nicht
toxisch und biologisch abbaubar sind. Daneben werden auch vermehrt Polymere
auf Kohlenhydratbasis zur Darstellung von Nanopartikeln verwendet, zum
Beispiel Chitosan283l] Dextranl284 Cyclodextrinel285], Arabinogalaktan!286l
Maltodextrinl287 und Stérkel288-2901, Diese Polymere werden ebenfalls vom
menschlichen Korper toleriert und sind biologisch abbaubar. Dadurch sind
Nanopartikel auf Kohlenhydratbasis gut fiir pharmazeutische Anwendungen

geeignet.

Sowohl Mikro- als auch Nanopartikel spielen eine wichtige Rolle in der Medizin.
Bei beiden Arten kann man eine weitere Unterteilung in Kapseln und Sphéren
vornehmen (vgl. Abbildung 7). In der Medizin und Pharmazie werden
Nanopartikel zum Beispiel fiir die Verkapselung von Wirkstoffen verwendet.
Dies dient dazu Geruch oder Geschmack zu maskieren!29l, Wechselwirkungen
zwischen  Wirkstoff und  Hilfsstoffen zu vermeiden, unerwiinschte
Nebenwirkungen zu minimieren!292l und um ein gezieltes Targeting zu erreichen.
Auch sind durch den Einschluss des Wirkstoffs in Nanopartikel neue
Applikationsformen denkbar, zum Beispiel die orale Gabe von Insulin(293! und

Heparinl294],
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Zur Darstellung von Nanopartikeln sind mehrere Methoden beschrieben. Dabei
unterscheiden sich die Herstellungsmoglichkeiten von anorganischen Partikeln
grundlegend von den Methoden zur Synthese von Partikeln, die aus Polymeren
bestehen. Hier wird nur auf die Beschreibung von Systemen auf Basis von
Polymeren eingegangen. Dabei zidhlen die Emulsionspolymerisation!295. 2961
sowie die Micro- und Miniemulsionstechnik2%! und die Emulsions-Evaporations-
Methode!297, 298] zu den héaufigsten Methoden. Nanopartikel aus nativer Starke
konnen durch mechanische Behandlung der Starkekorner in einer
Vibrationsmiihle gewonnen werden. Szymonska erhélt damit Partikel, deren
Grofle zwischen 50 und 100 nm liegen.[2891 Daneben gibt es auch die Moglichkeit
der Selbstorganisation. Diese tritt immer dann auf, wenn sowohl hydrophile als
auch hydrophobe Bereiche im Polymer vorhanden sind. In wéssriger Losung
kommt es zu einer Selbstorganisation, bei der sich die hydrophilen Gruppen um
die hydrophoben Bereiche anordnen und so eine Abschirmung der hydrophoben

Bereiche resultiert.

Die Charakterisierung der dargestellten Partikel erfolgt mittels verschiedener
Verfahren. Um die Groe der Partikel zu bestimmen, wird dynamische
Lichtstreuung (DLS)299-301] verwendet. Die Messung des Zeta-Potentials gibt
aullerdem Aufschluss iiber die Oberflichenladung des Partikels.[300] Die Gestalt
der Partikel kann mit Hilfe von bildgebenden Verfahren wie der
Rasterelektronenmikroskopie (REM)2%1 Rasterkraftmikroskopie (AFM)300I und

der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)301l untersucht werden.

Nanopartikel werden nach intravenoser Gabe meist schnell von den
Makrophagen des retikuloendothelialen Systems erkannt und aus der Blutbahn
eliminiert.302l Dieser Effekt ist auf die Absorption von Proteinen auf der
Oberflache der Nanopartikel zuriickzufilhren und wird als Opsonisierung
bezeichnet. Die Absorption kann durch eine Oberflachenmodifizierung mittels
einer sterischen Barriere vermieden werden. Dazu konnen Polyethylenglycol
(PEG), PEG-Derivate wie Poloxamere (Pluronic®) und Poloxamine33!, Heparin

oder Dextran zum Einsatz kommen(287l, wodurch eine ldngere Zirkulationszeit
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der Partikel erreicht wird. Von den genannten Moglichkeiten, wird PEG am
haufigsten verwendet.

Weiterhin ist bekannt, dass durch eine chemische Modifizierung der Oberfliache
des Partikels, zum Beispiel durch geladene Gruppen, die Aufnahme in die Zellen
gesteigert werden kann.l274 Dabei erzielen Partikel mit einer negativen
Oberflachenladung eine hohe systemische Retention, die auf eine Reduzierung
der Opsonierung im Blut zuriickzufiihren ist.[3041 Generell ldsst sich feststellen,
dass hydrophile Nanoteilchen mit einer Grof3e von einigen bis zu einigen hundert
Nanometern eine lange Verweildauer im Blutplasma zeigen und aufgrund der
erhohten Permeabilitdit und Retention (EPR) leicht in Tumore eindringen

konnen.[305-307]

In der Literatur sind verschiedene Nanopartikel beschrieben, die aus Block-
copolymeren bestehen. Li verwendete zum Beispiel ligandstabilisierte Platin-
partikel und Poly(isopren-block-dimethylaminoethylmethacrylat)
(PI-b-PDMAEMA) um  organisch-anorganische = Hybridmaterialien  zu
erzeugen.308] Block-copolymere aus PEG und Aminosiduren sind gut fiir die
kovalente Anbindung von Wirkstoffen geeignet und konnen so eine gro3e Menge

therapeutisch aktiver Substanzen transportieren. 309

Eine andere Moglichkeit zum Aufbau supramolekularer Strukturen liegt in der
Verwendung von Polyelektrolyten. Dabei wird ein Polymer mit geladenen
Gruppen mit einem entsprechenden Gegenion umgesetzt. Je nach Natur des
Gegenions bilden sich verschiedene Strukturen aus (siehe Abbildung 44). In der
vorliegenden Arbeit sind speziell die Polyelektrolyt-Komplexe mit strukturellen

mehrwertigen Gegenionen von Interesse.
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Polyelektrolyte mit

mehrwertigen Gegenionen
Aggregate in Lésung

%

.einfache* Gegenionen

Polyelektrolyt-Multischichten
durch elektrostatische Polyelektrolyte
Selbstorganisation ; \

Polyelektrolyte in Losung
Individuelle Polyelektrolyte und Gegenionen

Polyelektrolyte ~Strukturelle® Gegenionen
Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexe Supramolekulare Strukturen
Aggregate in Losung durch elektrostatische Selbstorganisation
Nanopartikel in polaren Losungsmitteln

Abbildung 44: Strukturen aus Polyelektrolyten310]

Nanopartikel bestehen aus nur einer Art von Teilchen. Im Gegensatz dazu setzen
sich Nanoplexe aus zwei oder mehr verschiedenen Komponenten zusammen, die
unterschiedliche Ladungen tragen. Aufgrund der Coulomb-Anziehung bilden sich
supramolekulare Strukturen aus, die unter idealen Bedingungen zur Bildung
eines Nanoteilchens fiihren konnen. Der Vorteil der Nano- oder Polyplexe liegt in
der pH-abhingigen Stabilitdat. Da der Zusammenhalt im Wesentlichen durch
elektrostatische Wechselwirkungen verursacht wird, bewirkt eine Anderung des
pH-Werts eine Anderung des Protonierungszustands der Bestandteile und damit
eine Anderung in der Stabilitdt der Nanopartikel. Zum Beispiel ist es moglich,
Nanopartikel zu kreieren, die mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen
werden und dort aufgrund des niedrigeren pH-Werts im Endosom den Wirkstoff

freisetzen.

In der Literatur sind diverse Nanoplex-Systeme beschrieben. So sind kationische
Polymere dazu in der Lage mit DNA Komplexe auszubilden. Als Polymere

werden zum Beispiel Poly(ethylenimin) (PEI), Polylysin, Chitosan/283 und
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Poly(dimethylaminoethylmethacrylat) (PDMAEMA)B11  verwendet. Grohnf312]
untersucht die Assoziation von DNA mit verschiedenen zwei- und vierwertigen
organischen Gegenionen. In allen Fillen bilden sich DNA-Komplexe aus, bei
Verwendung von zweiwertigen Ionen ist jedoch ein hoher Uberschuss an
Gegenionen notwendig (Ladungsverhéltnis 50:1). Bei vierwertigen Gegenionen
kommt es bereits bei einem Ladungsverhéiltnis von 1:1 zu Aggregation. Hoh!313]
arbeitet ebenfalls an DNA, verwendet aber Spermidin als Gegenion. Mit
steigendem Anteil an Spermidin verédndert sich die Struktur von Schleifen tiber
blumenartige Strukturen zu scheibenformigen Partikeln. Die Komplexbildung
zwischen DNA und einem zylindrischen Biirstenpolymer mit quartidren
Poly(vinylpyridin)- und Polyethylenimin-Seitenketten sowie zwischen DNA und
einem Dendrimer der fiinften Generation ist Gegenstand der Arbeiten von
Schmidt314, He untersuchte die Bildung von Polyplexen zwischen DNA und
Poly(ethylenglycol)-block-poly(2-(diethylamino)ethylmethacrylat).!315] Dabei
konnte er zeigen, dass die GroBle der Polyplexe vom Verhiltnis der beiden
Komponenten zueinander abhéngig ist. Es bilden sich Kern-Schale-Strukturen
aus, die aus einem dichten Kern negativ geladener DNA und positiv geladener
Diethylaminoethylmethacrylat-ketten sowie einer polymeren Hiille aus PEG
bestehen. Diese hydrophile Hiille reduziert Wechselwirkungen mit
Blutbestandteilen, die die Erkennung durch das phagozotierende System

steuern.

Das Ziel der vorliegen Arbeit bestand darin, ein Transportsystem fiir hydrophobe
Wirkstoffe zu entwickeln. Mit den dargestellten CD Derivaten war bereits die
Moglichkeit der Solubilisierung der Wirkstoffe gegeben. Durch die geladenen
Gruppen der Cyclodextrine lag der Versuch nahe, die CD-Wirkstoff-Komplexe
weiter zu Polyplexen umzusetzen. Dazu wird je nach Ladung am CD ein
entgegengesetzt geladenes Polymer benotigt. Unter Beriicksichtigung der
literaturbeschriebenen Ergebnisse fiel die Wahl dabei auf ein anionisches und
ein kationisches Block-coplymer mit PEG. Damit kann eine Abschirmung

erreicht und so die Zirkulationszeit im Blut erh6ht werden.
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Zum anderen wurde ein Polyanion auf Stirkebasis gewdhlt. Dabei handelt es
sich um ein biologisch abbaubares Polymer, welches gut vom menschlichen
Korper toleriert wird. Zusétzlich konnte hier mit Pteroinsdureamidhexylamin ein
zellspezifischer Ligand angebunden werden, der einen gerichteten Transport
ermoglicht. Dieses Polymer vereint mehrere positive Eigenschaften wie die
negative Ladung zur Polyplexbildung, biologische Abbaubarkeit und einen
zellspezifischen Ligand zum gerichteten Transport. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass Starke analog zu Dextran als hydrophiles Polymer eine Art
sterische Abschirmung des Partikels bewirkt und so die Opsonisierung

verhindert.

Schema 17: Bildung von Nanoplexen aus einem hepta-kationischen CD-Derivat und einem

polyanionischen Polymer

Es gibt viele Faktoren, die einen Einfluss auf die Bildung und die Stabilitat der
Nanoplexe haben. Dazu gehoren das stochiometrische Verhéltnis der beiden
Komponenten, die Konzentrationen der Losungen, die Reihenfolge der Zugabe,

die Rithrgeschwindigkeit und das Losungsmittel.
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7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

Zur Darstellung von Nanoplexen konnen Block-copolymere mit geladenen
Gruppen verwendet werden. Dabei ist es von Vorteil, wenn ein Teil des Polymers
aus PEG besteht. Der andere Teil des Blockcopolymers besteht aus Monomeren,
die eine Ladung tragen. Dadurch werden Coulomb-Wechselwirkungen mit dem
zweiten Baustein des Nanoplexes ermoglicht. Als zweiter Baustein sollen in
diesem Fall CD Derivate verwendet werden. Dabei ist es moglich, einen
Wirkstoff in die Kavitdt des CDs einzuschlieBen und so eine Beladung des
Nanoplexes mit Wirkstoff zu erreichen. Dabei kann man davon ausgehen, dass
die Coulomb-Wechselwirkungen nur zwischen den geladenen Bausteinen und
dem entgegengesetzt geladenen CD stattfinden. Um diesen Teil des Partikels
ordnen sich die PEG-Ketten an und fithren so zu einer Stabilisierung des
Teilchens.

Aus diesem Grund wurde die Bildung von Nanoplexen zuerst an dem System aus
Polyethylenoxid-b-polymethacrylsdure (PEO-6-PMAA) mit Hepta-cysteaminyl-f-
CD 7 untersucht. Das Polymer besteht aus 170 Ethylenoxid- (n=170) und 180

Methacrylsdure-bausteinen (m=180) und hat eine Molmasse von 23000 g/mol.

jagv:ian

Abbildung 45: Struktur von PEO-6-PMAA

Die Darstellung aller Partikel erfolgte in wassriger Losung. Dazu wurden die
beiden Komponenten einzeln in Wasser oder Puffer gelost, wobei die
Konzentration jeweils 1 mg/ml betrug. Es wurde immer das Polymer vorgelegt
und unter Riithren bei 15500 rpm tropfenweise mit der Losung des CD-Derivats
versetzt. Nach beendeter Zugabe wurde 60 s bei RT weitergeriihrt.

Zuerst wurde die Nanoplexbildung in Wasser untersucht. Allerdings war die
Verwendung von reinem Wasser nicht moglich, da sich das Polymer unter diesen
Bedingungen nicht 16ste. Deshalb wurde PEO-b-PMAA in 1M Natronlauge gelost
und anschlieBend mit Salzsdure neutralisiert. Im Vergleich dazu wurden unter

gleichen Bedingungen die Partikel in PBS hergestellt. Dabei handelt es sich um
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einen 10 mM Phosphatpuffer, der zuséatzlich 155 mM Natriumchlorid enthélt.
Der pH-Wert betréagt 7.4 und entspricht damit den physiologischen Bedingungen
des Blutes. Die Eigenschaften der gebildeten Nanoplexe wie Grofle,
Polydispersitidtsindex (PDI) und Zetapotential sind wesentlich vom Verhéltnis
der geladenen Gruppen zueinander abhingig. Aus diesem Grund wurde die
Nanoplexbildung aus PEO-b-PMAA und Hepta-cysteaminyl-B-CD 7 bei
verschiedenen Mischungsverhéltnissen in Wasser und PBS untersucht. Die
Charakterisierung der Partikel erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung
(DLS). Die Ergebnisse dieser Messungen sind als Mittelwerte aus drei

Messungen in Tabelle 27 und Tabelle 28 gezeigt.

Tabelle 27: Nanoplexe 72 aus PEO-b-PMAA und Hepta-cysteaminyl-p-CD 7 in 50 mM wéssriger
NaCl-Losung

Hydrodyn.
Verhéltnis Anteil Zetapotential
Probe Durchmesser PDI
COOH/NH: [%] [mV]
[nm]

72a 0.5 163.0 + 4.7 100 0.117 +0.015 0.3+0.1
72b 0.9 114.6 £ 2.3 100 0.082 +0.036 0.2+0.1
72¢ 1.0 110.7+ 4.4 100  0.052 + 0.001 0.1+0.1
72d 1.1 119.1+ 1.3 100 0.081 +£0.017 -0.2+0.2
72e 1.5 118.0 + 6.5 100 0.042 +0.015 -0.2+0.2
72f 2.0 131.8 + 1.2 100 0.045 +0.008 -0.6 0.0
72g 5.0 139.3 £ 2.3 100 0.054 +0.010 -1.1+1.1
72h 10 147.0 + 1.9 100 0.040+0.028 -0.8+0.2

209.2 + 25.5 47
72j 100 0.733 + 0.009 -8.3+0.3

15.4 + 0.2 53

375.8 £ 24.7 72
72k 250 0.760 £ 0.030 -12.7+1.5

154+ 0.0 28

PEO-b- 218.4 £ 42.0 49
00 0.233 +0.021 -14.8+0.9

PMAA 15.8+0.6 51
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7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

Tabelle 28: Nanoplexe 73 aus PEO-6-PMAA und Hepta-cysteaminyl-$-CD 7 in PBS

Hydrodyn.
Verhéltnis Anteil Zetapotential
Probe Durchmesser PDI
COOH/NH; [%] [mV]
[nm]

73a 0.5 1914 + 8.1 100 0.424 + 0.081 -1.7+0.2
181.7 + 12.5 90

73b 0.9 0.521 + 0.021 -0.3+0.5
12.8 +1.8 7
217.7 £ 12.9 85

73c 1.0 0.467 + 0.163 -1.0+0.2
14.0 £ 0.2 10
282.4 + 14.7 71

73d 1.1 0.564 + 0.042 -1.0+0.2
134+ 1.3 11
371.2 + 33.7 85

73e 1.5 0.559 + 0.055 -0.8 +0.7
145+ 1.6 8
293.5 + 20.0 75

73f 2.0 0.708 +£ 0.116 -0.8+1.0
15.3+ 0.5 18
367.5 + 88.5 82

73g 5.0 0.854 + 0.086 -2.1+0.5
155 +2.1 13
535.7 + 91.9 50

73h 10 134.0 + 49.9 18 0.541 + 0.063 -4.2+0.1
155+ 0.61 30
514.3 + 9.7 50

731 100 0.484 + 0.069 -94+1.8
15.0+£0.2 34
419.1 + 32.8 58

73j 250 14.8+0.4 30 0.528 +0.062 -119+1.6
80.8 + 20.3 11
592.4 + 8.5 42

73k 500 173.2 + 22.2 24 0.618 +0.115 -12.2+0.8
16.3 +0.1 30
PEO-b- 235.4 +4.3 46

o0 0.418 +0.049 -153+1.1
PMAA 171+ 1.1 50
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7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

Auch das reine Block-copolymer bildet in waéssriger Losung Aggregate aus.
Dieses Phénomen ist in der Literatur beschrieben.[321. 3221 Zwischen PEO und
PMAA bilden sich Wasserstoffbriicken aus. Diese konnen entweder zwischen
zweil Polymerketten ausgebildet werden, was zur Bildung von Mizellen fiihrt oder
zwischen den Blécken einer einzelnen Kette. Im zweiten Fall spricht man von
»Selbst-Komplexierung®. Das Verhéltnis der beiden Spezies zueinander ist unter
anderem vom pH-Wert abhingig. Im sauren Milieu sind die Carboxylgruppen
vollstandig protoniert und es bilden sich polymere Mizellen. Mit steigendem pH-
Wert bilden sich immer weniger Wasserstoffbriicken aus mit der Folge, dass die
interpolymeren = Komplexe zerstort werden und der Anteil der
Selbstkomplexierung steigt. Mit steigendem pH-Wert nimmt folglich die Grofle
der Partikel ab.

Bei der Darstellung einiger Partikel erhielt man keine monodispersen Systeme.
Es kam teilweise zur Bildung von kleineren Teilchen, die in der Gro3enordnung
von 15 nm liegen. Da diese jedoch auch beim reinen Polymer zu beobachten
waren, kann ausgeschlossen werden, dass das Auftreten der kleineren Partikel
im Zusammenhang mit der Bildung der Nanoplexe stand. Jedoch verschwand die
kleinere Spezies bei der Darstellung der Nanoplexe in Wasser bis zu einem
Mischungsverhéltnis von 10:1 und war erst wieder bei grofleren Verhiltnissen
COOH/NH:z zu beobachten. Der Anteil der jeweiligen Teilchengriofle berechnet
sich aus den Messungen der dynamischen Lichtstreuung und stellt den Anteil
der Intensitdt des gestreuten Lichts dar. Da groBle Partikel wesentlich mehr
Streulicht erzeugen als kleine, ist der Zahlenanteil der kleinen Partikel bei
gleichen Intensitidtsanteilen deutlich grofler. Man kann also davon ausgehen,
dass das reine Block-copolymer zum groBiten Teil Teilchen mit einem
hydrodynamischen Durchmesser von 16 — 17 nm ausbildet. Dies entspricht in

etwa der in der Literatur beschriebenen Grof3e.[321!

Die hydrodynamischen Durchmesser der dargestellten Partikel in Wasser und
PBS sind in Abbildung 46 gezeigt. Man erkennt, dass bei gleichem

Mischungsverhéltnis die Partikel in PBS immer deutlich gréoBer waren als die
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7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

entsprechenden Partikel in Wasser. Dieser Effekt wird umso deutlicher, je grofler
das Verhiltnis COOH/NH2 wurde. Zum Vergleich wurde auch der
hydrodynamische Durchmesser des reinen Polymers bestimmt. Dabei waren die
Werte in Wasser und Puffer innerhalb der Fehlergrenzen gleich. Der zuvor
genannte Effekt musste also eindeutig durch die Bildung der Nanoplexe
hervorgerufen werden.

Gleichzeitig traten auch drastische Unterschiede der Polydispersitéatsindices auf,
welche ein Mal} fir die Qualitiat der Partikel darstellen. Man erhielt in Wasser
kleinere PDI-Werte als in Puffer, dies galt allerdings nur bis zu einem Verhéiltnis
COOH/NH: von 10:1. Bei groBerem Uberschuss an Polymer stieg der PDI
sprunghaft an. Dies ist identisch mit dem Mischungsverhéltnis, ab dem die

kleineren Partikel wieder auftraten.

600
B Wasser

l PBS
500 1

400

300

200 H

Hydrodynamischer Durchmesser [nm]

100

0.5 0.9 1.0 1.1 1.5 2.0 5.0 10 100 250 500 PEO-b-PMAA
Verhaltnis COOH/NH,

Abbildung 46: Hydrodynamische Durchmesser der Nanoplexe 72 und 73 aus PEO-b-PMAA und
Hepta-cysteaminyl-p-CD 7 in Wasser und PBS

Die Unterschiede der Partikelgroen in Wasser und PBS bei gleichen
stochiometrischen Verhéiltnissen lassen sich im Wesentlichen durch zwei
Faktoren beschreiben. Man muss davon ausgehen, dass die Bildung der

Nanoplexe zum groflen Teil vom pH-Wert der Losungen abhéngt. Der pH-Wert
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7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

der gepufferten Salzlosung betréagt 7.4, wahrend der pH-Wert von reinem Wasser
aufgrund der Bindung von Kohlendioxid aus der Luft im leicht sauren Bereich
(pH = 5) liegt. Folglich liegen in reinem Wasser mehr Carboxylgruppen in der
protonierten Form vor. Es sind also weniger negative Ladungen vorhanden, die
anziehende Coulomb-Wechselwirkungen verursachen kéonnen. Dadurch sollte die
Bindung schwicher sein. Zum anderen kommt es durch die im Puffer
vorhandenen Ionen zu einer Abschirmung der Ladungen am Polymer. Es bilden
sich Ionenwolken aus, die die resultieren Strukturen weniger dicht werden
lassen. Die Folge davon ist ein Anstieg der Grofie der Partikel.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Hel320l der
ebenfalls einen Anstieg der PartikelgrofSe beim Ubergang von Wasser zu PBS
feststellte.

In Abbildung 47 ist das AFM-Bild der
Nanoplexe aus PEO-b-PMAA und
Hepta-cysteaminyl-B-CD 7 gezeigt. Das
Verhiltnis von COOH/NH: betrégt
100, das Losungsmittel ist Wasser.
Man kann deutlich die grof3ere und die
kleinere der beiden Spezies erkennen.

In beiden Fillen bildeten sich perfekt

u sphéirische Partikel aus.
Abbildung 47: AFM-Bild des Nanoplexes 72j aus
PEO-b-PMAA und Hepta-cysteaminyl-3-CD 7

Betrachtet man die Ergebnisse fiir Wasser und PBS getrennt, lasst sich
feststellen, dass die Partikel in PBS mit steigendem Polymeranteil immer grof3er
wurden. In PBS sind im Vergleich zu Wasser die hydrophoben
Wechselwirkungen stéarker ausgepréagt. Fiir die Partikel in Wasser schien es ein
Minimum des hydrodynamischen Durchmessers bei Mischungsverhaltnissen, die
nahe an eins liegen, zu geben. An diesem Punkt war die Menge der positiven und

negativen Ladungen etwa gleich, so dass es zu einer kompletten
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Ladungsneutralisation kam. Daher war das Zetapotential in diesem Fall nahezu
null. Bei Ladungsverhiltnissen groBer als eins hat man einen Uberschuss an
negativer Ladung. Die negativen Ladungen der Polymerketten stoflen sich ab
und es resultieren grolere Partikel durch repulsive elektrostatische
Wechselwirkungen. Zuséitzlich werden bei der Nanoplexbildung die jeweiligen
Gegenionen des Polyelektrolyts und des CDs ins Losungsmittel freigesetzt,
wodurch es zu einer Erhohung der Entropie kommt. Diese Entropieerhohung ist
umso stirker ausgeprigt je ndher das Ladungsverhiltnis an eins liegt. Bei
kleineren oder grofleren Ladungsverhiltnissen konnen nicht alle Gegenionen
freigesetzt werden. Die Bildung der Nanoplexe wird somit sowohl durch

enthalpische als auch durch entropische Effekte bestimmt.

GrohnB17 untersucht die Assoziation von DNA mit verschiedenen zwei- und
vierwertigen organischen Gegenionen. In allen Féllen bilden sich DNA-Komplexe
aus, jedoch ist bei Verwendung von zweiwertigen Ionen ein hoher Uberschuss an
Gegenionen notwendig (Ladungsverhéltnis 50:1). Bei vierwertigen Gegenionen
kommt es bereits bei einem Ladungsverhéltnis von 1:1 zu Aggregation. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den hier erhaltenen Werten. Im vorliegenden
Fall handelt es sich um strukturelle Gegenionen mit sieben Ladungen. Folglich
kann man darauf schliefen, dass eine hohere Ladungszahl des Gegenions die
Stabilitdt der gebildeten Aggregate in der Art beeinflusst, dass Stabilitat bei

einem Ladungsverhéltnis von 1:1 erreicht wird.

einzelne Polymerketten
mit CD als Gegenion

| wachsende Aggregate

Verhaltnis LA PRI R 4 1;3
COOH/NH, T 1 1 I I | 1

stabile Aggregate

Abbildung 48: Stabilitit der gebildeten Komplexe in Abhingigkeit vom Ladungsverh&ltnis!323l

109



7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

Hel3201 untersuchte die Bildung von Polyplexen zwischen PEG-6-PDMAEMA und
DNA in HEPES-Puffer bei verschiedenen Mischungsverhiltnissen. Er stellte
fest, dass bei groBem DNA-Uberschuss der hydrodynamische Radius der Partikel
in der gleichen Gro6Benordnung lag, wie der von reiner DNA. Auch im
vorliegenden Fall konnten bei groem Polymeriberschuss Partikel erhalten
werden, deren hydrodynamische Durchmesser sich kaum von dem des reinen
Block-copolymers  unterschieden. Erst bei einem  Ladungsverhéltnis
Polymer/Gegenion von 0.5, bilden sich Partikel mit deutlich unterschiedlicher
GroBe aus. Die Grofle der Polyplexe nimmt mit steigender
Gegenionkonzentration zu. Dabei existieren freie Gegenionen neben den

Komplexen und es kommt zu einer Umlagerung der Polyplexe.

Tabelle 29: Nanoplexe 72 aus PEO-b-PMAA und Hepta-cysteaminyl--CD 7 in Wasser nach

Lyophilisieren
Hydrodyn.
Verhiltnis Zetapotential
Probe Durchmesser Anteil PDI
COOH/NH: [mV]
[nm]
72a 0.5 202.2 +42.1 100 0.220 £ 0.008 0.3+0.2
72b 0.9 109.4 £ 0.6 100 0.145 £ 0.017 0.5+0.2
72¢ 1.0 104.0 £ 4.2 100 0.084 + 0.026 0.1+0.1
72d 1.1 109.1 £ 0.8 100 0.089 + 0.008 -0.1+0.0
72e 1.5 123.5 £ 7.3 100 0.089 = 0.022 -04+£0.1
72f 2.0 146.7 £ 4.3 100 0.113 = 0.004 -04+£0.1
72g 5.0 171.9 £ 10.8 100 0.156 = 0.002 -0.6 £ 0.1
72h 10 169.3 £ 1.5 100 0.195 + 0.011 -0.9+0.3
222.6 + 19.6 93
721 100 0.468 £ 0.025 -17.1+3.2
18.7 £ 1.7 7
274.1+5.9 91
72j 250 0.786 £ 0.002 -13.3x1.5
17.7 0.0 9

Ein weiterer Punkt, der fiir potentielle Anwendungen von Interesse ist, lag in der
Frage der Redispergierbarkeit der Nanoplexe. Sollte es moglich sein, die
Losungen der Nanoplexe in die feste Form zu iberfithren, ergidbe sich eine
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7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

wesentlich einfachere Handhabung und eine bessere Lagerstabilitdt. Deshalb
wurden jeweils 10 ml der dargestellten Nanoplexe aus PEO-b-PMAA und Hepta-
cysteaminyl-B-CD 7 aus Tabelle 27 und Tabelle 28 gefriergetrocknet. In allen
Fallen erhielt man ein weilles Pulver, welches durch Zugabe der gleichen Menge
bidestilliertem Wasser wieder gelost wurde. Damit blieben die Konzentration der
beiden Polyelektrolyte und falls die Partikel im PBS synthetisiert wurden, die
Konzentration des Puffers gleich. Die Daten nach dem Gefriertrocknen sind in

Tabelle 29 und Tabelle 30 zusammengefasst.

400

350 [ vor Lyophilisieren

300 1 [[] nach Lyophilisieren

250 A

200 A ‘|1

150 =

100

50

Hydrodynamischer Durchmesser [nm]
HH
y

0.5 0.9 1.0 1.1 2.0 5.0 10 100 250 500

Vehiltnis COOH/NH,

Abbildung 49: Hydrodynamische Durchmesser der Nanoplexe 72 aus PEO-b-PMAA und Hepta-

cysteaminyl-B-CD 7 in Wasser vor und nach Lyophilisieren

Betrachtet man die Nanoplexe, die in Wasser hergestellt wurden, ist die
Redispergierbarkeit in fast allen Féllen gegeben (siehe Tabelle 29 und Abbildung
49). Eine Ausnahme stellte das hochste Verhiltnis von COOH/NH: dar. In
diesem Fall waren die Partikel nach dem Lyophilisieren kleiner. Die
hydrodynamischen Durchmesser der tibrigen Mischungsverhéltnisse waren
innerhalb der Fehlergrenzen gleich. Allerdings stieg der PDI im Vergleich zu den
Werten vor dem Gefriertrocknen an, nahm jedoch immer noch sehr kleine Werte
an. Der PDI durchlief ein Minimum bei einem Mischungsverhéltnis COOH/NH2

von 1.1, an diesem Punkt war das Zetapotential des Partikels auch nahezu null.
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Tabelle 30: Nanoplexe 73 aus PEO-6-PMAA und Hepta-cysteaminyl-B-CD 7 in PBS nach

Lyophilisieren
Hydrodyn.
Verhiltnis Zetapotential
Probe Durchmesser Anteil PDI
COOH/NH2 [mV]
[nm]
73a 0.5 223.7 +42.3 100  0.422 + 0.026 -2.3+0.1
73b 0.9 195.6 = 27.6 100  0.452 + 0.007 -1.7+0.2
73c 1.0 343.8 + 11.8 100  0.340 = 0.020 -1.3+0.3
73d 1.1 351.1 + 33.1 100 0.336 +0.019 -1.6 0.5
189.9 + 64.9 26
73e 1.5 0.615 + 0.031 -1.4+0.1
680.9 + 149.9 74
502.2 + 38.5 93
73f 2.0 0.899 + 0.093 -2.3+0.4
170+ 14 7
248.5 + 27.6 53
73g 5.0 874.6 + 98.1 35 1.000 = 0.000 -7.8 0.6
15.2+0.0 12
736.2 = 223.9 62
73h 10 114.3 £ 47.6 21 0.827 +0.206 -10.0=x1.1
13.9 £ 0.7 17
179.5 + 454 50
73i 100 0.885 +0.030 -10.5x2.3
607.7 + 59.0 50
2289 +54 73
73j 250 0.725 +0.072 -12.6 1.8
226 0.9 27
310.0 + 28.0 91
73k 500 0.683 +0.013 -12.7x14

176 £ 0.9 9
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Abbildung 50: Hydrodynamische Durchmesser der Nanoplexe 73 aus PEO-b-PMAA und Hepta-
cysteaminyl-B-CD 7 in PBS vor und nach Lyophilisieren

Bei den Nanoplexen, die in PBS hergestellt wurden, war dagegen die
Redispergierbarkeit nach dem Gefriertrocknen nur eingeschriankt gegeben (siehe
Abbildung 50). Bei kleinen COOH/NH:-Verhiltnissen bis 0.9 stellte die
Redispergierbarkeit kein Problem dar. Danach stieg der hydrodynamische
Durchmesser der Partikel bis zu einem Verhéltnis von COOH/NH2 von 10 sehr
stark an. Wurde der Anteil an Polymer noch weiter erhoht, waren die Teilchen
nach dem Redispergieren deutlich kleiner als zuvor. Auch der PDI stieg nach
dem Redispergieren an. Dies sprach ebenfalls dafiir, dass die Partikel nicht
vollstandig redispergierbar waren. Ein moglicher Grund fir dieses Verhalten
liegt in der Ostwald-Reifung der Partikel. Die Ostwald-Reifung beschreibt die
Verdnderung von kolloidalen Systemen mit der Zeit und beruht auf einer
Minimierung der Freien Energie des Systems. Dabei kommt es zu einem
Materiefluss von den kleinen zu den groBleren Teilchen mit der Folge, dass die

kleinen Partikel verschwinden und die grof3eren Partikel weiter wachsen.
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Nachdem das System aus anionischem Stirkederivat und kationischem CD-
Derivat zu stabilen und teilweise auch redispergierbaren Partikeln fiihrte, sollte
nun das System invertiert werden. Dies war besonders von Interesse aufgrund
der Komplexbildungskonstanten der Cyclodextrinderivate mit Idarubicin und
Camptothecin. Der Einschluss des Wirkstoffs Idarubicin fiihrte bei der
Verwendung von Hepta-mercaptoethansulfonat-p-CD 48 zu den stabilsten
Komplexen. Um das anionische CD-Derivat 48 zu einem Nanoplex umsetzen zu
konnen, benodtigte man ein kationisches Polymer. Um weiterhin die bereits
genannten Vorteile des PEGs nutzen zu konnen, fiel die Wahl auf das Block-
copolymer Polyethylenoxid-block-poly(dimethylaminoethyl-methacrylsédure)
(PEO-6-DMAEMA). Das Polymer besteht aus n = 114 Ethylenoxid- und m = 95
Dimethylaminoethylmethacrylsdure-monomereinheiten und hat eine Molmasse

von 20000 g/mol.

MoJrnbﬁszﬁm

O 0

N

/N\

Abbildung 51: Struktur von Polyethylenoxid-b-poly(dimethylaminoethylmethacrylsidure) (PEO-
b-PDMAEMA), n=114, m=95

Die Darstellung der Nanoplexe erfolgte analog zu dem zuvor beschriebenen
System aus PEO-b-PMAA und Hepta-cysteaminyl-p-CD. Da sich das anionische
Polymer nicht in reinem Wasser loste, wurde es in konzentrierter Salzsdure
gelost und anschlieBend mit Natronlauge auf einen pH-Wert von 7.4 gebracht. In
Tabelle 31 und Tabelle 32 sowie in Abbildung 52 sind die Ergebnisse der
Nanoplexbildung bei verschiedenen Ladungsverhéltnissen in Wasser und in PBS

gezeigt.

114



7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

Tabelle 31: Nanoplexe 74 aus PEO-b-DMAEMA und Hepta-mercaptoethansulfonat-p-CD 48 in

Wasser
Probe Verhiltnis DEZ j}f;i}gér Anteil PDI Zetapotential
NRs/COOH [nm] (%] [mV]

74a 0.1 132.0 £ 4.3 100 0.265 + 0.043 -11.9+1.8

74b 0.5 199.7+ 7.0 100 0.250 + 0.009 -5.8+0.6
183,8 + 17.1 39

74c 0.9 1095.9 + 99.5 61 0.504 + 0.003 -3.2+0.0
158.3 £ 6.0 53

74d 1.0 20585 + 26.2 47 0.631 + 0.110 -3.0+04

74e 1.1 190.1+9.5 65 0.827 + 0.011 -2.8+0.2

1349.0 +137.2 35

147.5 + 14.0 41
74f 1.5 13985 + 120.9 59 0.865 + 0.234 -2.9 +0.2

399.3 +121.1 41
74g 2.0 1003.8 + 49.8 71 0.713 + 0.042 -23+0.3

186.8 + 14.1 28

74h 5.0 683.1+92351 79 0.481 + 0.016 1.2+04
741 10 165.6 + 2.2 100 0.190 + 0.010 29+ 2.7
74j 100 1729 £ 6.5 100 0.171 £ 0.021 40+1.8
74k 250 180.9 £ 4.6 100 0.179 = 0.017 47+14
741 500 183.8 + 1.9 100 0.178 + 0.010 3.3 +2.3
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o
o

500 A

Hydrodynamischer Durchmesser [nm]

0.1 0.5 0.9 1.0 1.1 1.5 20 5.0 10 100 250 500
PEO-b-PDMAEMA

Verhiltnis NR,/COOH
Abbildung 52: Hydrodynamische Durchmesser der Nanoplexe 74 und 75 aus PEO-b-PDMAEMA
und Hepta-mercaptoethansulfonat-p-CD 48 in Wasser und PBS

115



7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

Tabelle 32: Nanoplexe aus PEO-6-DMAEMA und Hepta-mercaptoethansulfonat-p-CD 48 in PBS

Hydrodyn.
Verhiltnis Anteil Zetapotential
Probe Durchmesser PDI
NRs/COOH [%] [mV]
[nm]
75a 0.1 142.0+ 1.9 100 0.523 + 0.038 -5.82 £1.10
75b 0.5 162.6 + 12.0 100 0.472 £ 0.082 -4.54 +0.44
75¢c 0.9 136.6 + 5.9 100 0.600 £ 0.012 -3.66 = 1.16
166.4 + 2.5 63
75d 1.0 0.494 £ 0.051 -4.90 + 0.87
29.2 + 10.7 20
149.1 + 16.8 66
75e 1.1 0.487 £ 0.069 -3.565 +0.34
433+ 7.4 30
118.2 + 27.1 82
75f 1.5 0.500 £ 0.121 -3.32 £ 0.46
17.7 £ 4.2 7
216.8 + 34.0 55
75g 2.0 0.510 £ 0.075 -3.15 + 0.54
52.1 +9.5 41
115.8 £ 10.5 82
75h 5.0 0.519 £ 0.100 -1.66 = 0.35
20.1 +0.3 11
254.4 + 20.3 65
751 10 0.783 £ 0.151 -1.28 £ 1.47
479 + 1.7 28
291.3 + 26.2 86
75j 100 0.593 £ 0.033 4.83 +1.49
44.7 + 13.2 14
245.1 + 18.2 89
75k 250 0.559 + 0.048 3.45 + 0.60
38.0 + 12.5 9
260.6 + 18.3 88
751 500 0.610 £ 0.126 3.97 + 0.93
329+0.1 9
PEO-b- 279.6 + 19.8 87
0.650 £ 0.151 5.76 + 0.32
DMAEMA 379 +7.7 10

Wie schon der bei der Verwendung des anionischen Blockcopolymers erhielt man

auch hier nicht immer monodisperse Systeme. Die kleinere Spezies, die in PBS

einen hydrodynamischen Durchmesser von 30-40 nm zeigte, trat auch hier schon

beim reinen Polymer auf und hat daher keinen Einfluss auf die Nanoplexbildung.

Die hydrodynamischen Durchmesser der Partikel in PBS lagen alle in einem
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dhnlichen Grolenordnungsbereich und wurden mit steigendem Polymeranteil im
Nanoplex leicht grofler. Dieser Effekt war in reinem Wasser nicht zu beobachten.
Hier kam es bei Ladungsverhéltnissen zwischen 0.9 und 5.0 zur Bildung von
zwei unterschiedlichen Partikelgroflen. Dabei lagen die kleineren Partikel in der
gleichen Groflenordnung wie die entsprechenden Partikel in PBS, die andere
Spezies zeigte einen starken Anstieg der hydrodynamischen Durchmesser. Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den vorherigen Messungen, bei denen das
anionische Block-copolymer PEO-b6-PMAA verwendet wurde.

Bei der Betrachtung der PDI-Werte fiel auf, dass diese fiir PBS unabhéingig vom
Mischungsverhéltnis waren und immer zwischen 0.5 und 0.6 lagen. Im
Gegensatz dazu uberspannten die PDIs in Wasser einen deutlich grofleren
Bereich. Der PDI stieg bis zu einem Mischungsverhéiltnis von 1.5 an und sank
danach wieder. Ab einem 10-fachen Uberschuss an Polymer blieb der

Polydispersitdtsindex konstant.

Auch an diesem System wurde die Redispergierbarkeit der Nanoplexe nach
Lyophilisieren untersucht. In Tabelle 33 und Abbildung 53 sind die Ergebnisse
fir die Partikel in PBS gezeigt. Die Partikel, die in Wasser synthetisiert wurden,
konnten nicht redispergiert werden. Es bildeten sich Aggregate, die grofler als
1000 nm waren. Nur durch die Anwesenheit der Salze des Puffers und der
dadurch resultierenden groBeren hydrophoben Wechselwirkungen wurde ein
Redispergieren der Partikel moglich. Man stellte dabei fest, dass bis zu einem
zehnfachen Ladungsiiberschuss des Polymers der hydrodynamische Durchmesser
der Partikel nach dem Gefriertrocknen wesentlich grofler war. Daraus erhielt
man bereits einen Hinweis darauf, dass das Redispergieren bei diesem System
grundséatzlich nicht so einfach war, als bei dem umgekehrten System auf Basis
von PEO-6-PMAA. Wurde der Anteil des Polymers weiter erhoht, waren die
Partikel nach dem erneuten Losen innerhalb der Fehlergrenzen gleich grof3. Bei
Untersuchung der PDI-Werte konnte vor und nach Redispergieren kein grofler

Unterschied festgestellt werden.
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7.2 Nanoplexe aus Block-copolymeren

Tabelle 33: Nanoplexe aus PEO-6-DMAEMA und Hepta-mercaptoethansulfonat-p-CD 48 in PBS

nach Lyophilisieren

Verhiltnis D11_111}°7 cd}frli}:slér Anteil PDI Zetapotential
NH»/COOH [%] [mV]
[nm]
75a 0.1 546.6 + 152.6 100  0.565 + 0.086 -6.3+1.0
75b 0.5 382.3 +29.6 100  0.508 + 0.093 -7.3+0.6
75¢ 0.9 391.8 +46.4 100  0.427 + 0.049 -56+0.3
75d 1.0 308.6 + 16.1 100  0.454 + 0.088 -55+0.5
75e 1.1 310.7 £ 4.1 100 0.512 £ 0.031 -5.7+0.8
75f 1.5 271.4 £ 24.6 100  0.401 £ 0.013 -5.1+04
345.3 + 16.7 83
75g 2.0 68.5 = 175 17 0.444 = 0.013 -5.1+0.5
75h 5.0 390.9 £137.1 100  0.450 + 0.022 -2.3+0.6
751 10 3848+ 14.3 89 0.478 + 0.024 -1.3+1.2

72.2 £+ 18.4 11

) 218.9 £52.5 50
75j 100 893 6 + 55.9 50 0.677 + 0.144 2.8+0.7

224.6 + 43.2 38
75k 250 1075.3 « 9845 692 0.537 £ 0.021 48+1.1

751 500 2564 £5.9 46 0.503 + 0.032 5.9+0.5
665.8 + 212.3 ) T S
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Abbildung 53: Hydrodynamische Durchmesser der Nanoplexe 75 aus PEO-b-PDMAEMA und
Hepta-mercaptoethansulfonat-p-CD 48 in PBS vor und nach Lyophilisieren
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7.3 Nanopartikel aus Stiarkederivaten

Zusammenfassend kann man feststellen, dass das anionische Block-copolymer
besser fiir die Bildung von Polyplexen mit CD Derivaten geeignet war als das
kationische PEO-0-PDMAEMA. Es bildeten sich sowohl in Wasser als auch in
PBS Partikel aus, die besser fiir den Transport von Wirkstoffen geeignet zu sein
scheinen, da sowohl die hydrodynamischen Durchmesser als auch die
Polydispersitédtsindices im interessanten Bereich fiir pharmazeutische

Anwendungen liegen.

7.3 Nanopartikel aus Starkederivaten

Um die Nanopartikel zum gerichteten Wirkstofftransport einsetzen zu konnen,
sollten die einzelnen Komponenten biologisch abbaubar sein. Deshalb wurden
Stiarkederivate als anionische Polymere verwendet. Die Stédrkederivate
bestanden aus partiell oxidierter Stédrke, deren Carboxylgruppen teilweise mit
Pteroylamidhexylamin umgesetzt waren. Da bekannt ist, dass viele Tumorzellen
eine erhohte Anzahl an Folsidurerezeptoren exprimieren, sollte eine
Modifizierung mit Folsdure oder deren Derivate einen gezielten Transport zu den
Krebszellen und eine rezeptorvermittelte Endozytose ermoglichen. Hier wurde
statt Folsdure mit Pteorinsdurederivaten gearbeitet, da diese synthetisch leichter
zugédnglich sind und ebenfalls vom Folsdurerezeptor erkannt werden. Die
synthetisierten Polymere vereinten mehrere positive Eigenschaften wie eine gute
Loslichkeit in Wasser, eine ausreichende Zahl von Ladungen um die Bildung von
Nanoplexen zu ermoglich sowie die Funktionalisierung mit Folsdurederivaten

um ein aktives Targeting zu erreichen.
Durch die Anbindung der Pteroate wurden die hydrophilen Starkederivate in

Produkte uberfiihrt, die in wassriger Losung spontan Nanopartikel ausbilden. In

Tabelle 34 sind die Daten der synthetisierten Nanopartikel aufgelistet.
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Abbildung 54: Struktur der synthetisierten Starkederivat mit zellspezifischen Liganden

Tabelle 34: Hydrodynamische Durchmesser und Zetapotential der pteroatfunktionalisierten

amphiphilen Stiarkederivate in PBS

Sgacer (Lilg)‘asn d (©C ODOSNa) Cg"gb;)zérl/ Dilfjlf;i}:;rsl,ér Anteil PDI Poztgli_ial

-linge [nm] [mV]
69a 0 0.115 0.475 4.13 223(5) i 2923 g?gj 0.615 -17.0+0.9
69b 0 0.105 0.485 4.62 222 i 81 gggj 0460 -144+26
69c 0 0.208 0.382 1.84 119.8 £ 1.5 100% 0.465 -152+0.8
70a 2 0.015 0.705 47.0 1?3; i ?g gggj 0.741 -92=x0.9
70b 2 0.026 0.694 26.7 72(15 i gg ?8;2 0.533 -11.8+0.3
70c 2 0.036 0.684 19.0 8§€1; i ?062 ESZZ 0.828 -17.0+5.7
70d 2 0.029 0.691 23.8 ;gég ;‘: ??546 ggzz 0.800 -144+23
71a 6 0.008 0.582 72.8 GZZ i 3)317 iggj 0.762 -19.4+0.8
71b 6 0.023 0.567 24.7 822 i gg 973,2) 0.545 -199+138
71c 6 0.077 0.643 8.35 ?gg i 8? g;gz 0.502 -21.6=+1.7
71d 6 0.250 0.340 1.36 102:3 i (1)420 é?gj 0.324 -144+44

Die Bildung von Partikeln lduft hier tiber Wasserstoffbriicken. Der Pteridinrest

der Pteroinsiure ist strukturell eng mit Guanin verwandt. Es ist bekannt, dass

Guaninderivate Quadruplexe ausbilden.’3241 Die Assoziation erfolgt durch 2

Watson-Crick- und 2 Hoogsteen-Wasserstoffbriicken (siehe Schema 18 ).[325]
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7.3 Nanopartikel aus Stiarkederivaten

Schema 18: Selbstorganisation von Guaninderivaten in G4-Quartette in Gegenwart von

Metallionen!324]

Der Makrozyklus besitzt vier Carbonylsauerstoffatome, die ins Innere der
Kavitat zeigen. In diese Kavitidt konnen Metallkationen wie Na+, K+ und NH4*
eingelagert werden, wobei K+ aufgrund seiner GroBle am besten geeignet ist. In
Wasser bilden sich helikale Strukturen aus, wobei die Guanineinheiten aufgrund
von n-n-Wechselwirkungen parallel zueinander liegen und durch das zentrale
Metallion stabilisiert werden.326l Die Zahl der aufeinander gestapelten Guanin-
quartette ist von der Konzentration abhéngig. Die Hohe der Sdulen kann dabei
bis zu 30 nm betragen.3271 Die beeindruckende Hohe der Stapel verdeutlich das
Zusammenspiel der Kriafte die aus Wasserstoffbriicken, n-n-Wechselwirkungen
und Kation-Dipol-Wechselwirkungen resultieren. Da es sich bei dem Pteridinrest
der Pteroinsidure um die gleiche Struktureinheit handelt, kann man davon
ausgehen, dass auch die auftretenden Krafte und Wechselwirkungen

vergleichbar sind.

Man kann der Tabelle entnehmen, dass alle Partikel ein negatives Zetapotential
aufwiesen. Dies ist darauf zuriickzufithren, dass bei der Synthese nur ein Teil
der Carboxylgruppen mit aminofunktionalisierten Pteroaten umgesetzt wurden
und die tbrigen Siaurefunktionalititen in wassriger Losung deprotoniert
vorlagen und so eine negative Oberflichenladung des Partikels verursachten. In
den meisten Féllen erhielt man keine monodispersen Systeme, sondern
zusétzlich Teilchen, die in der GréBenordnung von 5-10 nm lagen. Bei diesem
System ist es wahrscheinlich, dass es sich bei der kleineren Spezies um

unfunktionalisierte Stirkeketten handelt.
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7.3 Nanopartikel aus Stirkederivaten

In Abbildung 55 sind die Durchmesser und PDI-Werte in Abhéngigkeit des
Verhiltnisses Carboxylgruppen zu Pteroylamidhexylamin als Ligand gezeigt. Bei
Verwendung von Pteroylhydrazid fiel es schwer, einen Zusammenhang zwischen
dem Massenanteil des Liganden und der Partikelgrofle zu sehen. In diesem Fall
bestimmten andere Faktoren die Partikelgrofle. Je lidnger dagegen die
Spacergruppe wurde, desto deutlicher war die Abhingigkeit des
hydrodynamischen Durchmessers vom Substitutionsgrad des Liganden zu sehen.
Mit steigendem Ligandanteil wurden die Partikel immer grofler. Dies erschien
nachvollziehbar, da die Ausbildung der Wasserstoffbriicken mit steigendem
Ligandanteil vereinfacht wird. Im Allgemeinen war der Substitutionsgrad mit
Pteroinsédurederivaten gering. Die optimale Anordnung dieser Einheiten zur
Bildung eines Tetramers kann mit steigendem DS aufgrund der rdumlichen

Nihe einfacher erfolgen.
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Abbildung 55: Hydrodynamische Radien in Abhingigkeit des Massenanteils Ligand bei
Pteroylamidhexylamin 79

Die Werte fiir den Polydispersitédtsindex waren allgemein nicht besonders gut,
sanken aber bei Kupplung des Liganden mit C6-Spacer mit steigendem
Ligandanteil. Hier galt es, den Ligandanteil so einzustellen, dass der PDI
moglichst klein, gleichzeitig aber der hydrodynamische Durchmesser der Partikel
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7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten

nicht zu grol wurde. Aus den Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass
Pteroylamidhexylamin 79 von den getesteten Derivaten am besten als Ligand
geeignet war. Man kann jedoch deutlich erkennen, dass der Anteil der kleinen
Spezies mit steigendem Ligandanteil deutlich zunahm. Dies ist ebenfalls mit der
besseren Ausbildung von Wasserstoffbriicken aufgrund der grofleren rdumlichen
Nahe der Liganden zu erkliaren. Auch sind n-n-Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Liganden moglich, welche zu einer zusitzlichen Stabilisierung des

Partikels fithren.

Eine weitere Verbesserung der Partikel konnte erreicht werden, wenn der
zellspezifische Ligand tiber einen PEG-Spacer an das Stirkegeriist gekoppelt
wirde. Zum einen erwartet man eine groflere Flexibilitat des Liganden, sowie
kleinere PDI-Werte und zusitzlich eine Stabilisierung gegeniiber den
Makrophagen und daraus resultierend eine ldngere Zirkulationszeit in der

Blutbahn.

7.4 Nanoplexe aus Stiarkederivaten

Die synthetisierten trifunktionellen Stiarkederivate konnen analog zu den Block-
copolymeren auch zum Aufbau von Nanoplexen verwendet werden. Dadurch wird
es moglich, gezielt ein bestimmtes CD Derivat auszuwihlen, welches mit dem zu
transportierenden Wirkstoff stabile Komplexe ausbildet. Die einzige
Beschriankung liegt in der Notwendigkeit einer Ladung am CD, die fur die
Bildung der Polyplexe essentiell ist. Durch die Verwendung von CD und Starke
als Bausteine der Polyplexe erwartet man eine sehr gute Toleranz im Korper und
eine einfache Metabolisierung zu korpereigenen Substanzen. Die Wahl des
anionischen Stirkederivats fiel dabei auf das Derivat 71b. Dabei handelt es sich
um eine teilweise oxidierte Starke, an die Pteroylamidhexylamin als
zellerkennender Ligand angebunden ist. Der Substitutionsgrad an Ligand
betriagt 0.023, das Verhéltnis von Carboxyl zu Ligand ist 24.7. Dieses Derivat
wurde gewdhlt, da es mit sechs Methylengruppen den lidngsten Spacer hat,

wodurch sich eine groflere Flexibilitdt und somit ein leichteres Andocken an den
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7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten

Rezeptor ergibt. Zum anderen liegt der Durchmesser der Partikel mit 84 nm in

einem guten Bereich fiir die Aufnahme in Zellen.

Wie bereits bei der Synthese der Nanoplexe aus Block-copolymeren wurden auch
hier mehrere Faktoren untersucht. In Tabelle 35 sind die dargestellten
Nanoplexe aus oxidierter Stdrke mit zellspezifischem Ligand und Hepta-
cysteaminyl--CD 7 in bidestilliertem Wasser beschrieben. Das Verhéltnis der
Carboxylgruppen zu Aminogruppen wurde von 0.14 tiber 0.74 bis 3.71 variiert.
Weiterhin wurde die Reihenfolge der Zugabe der Komponenten betrachtet. Bei
diesen Partikelsynthesen wurden die Proben vor der Messung iiber einen

Spritzenvorsatzfilter mit einer Porengrof3e von 0.22 pm filtriert.

Das stochiometrische Verhéltnis hatte unabhéngig von der Mischungsreihenfolge
einen entscheidenden Einfluss auf die Grofle der resultierenden Partikel. In
beiden Fillen wurde die maximale PartikelgroBle bei einem COOH/NHs-
Verhiltnis von 0.74 erreicht (siehe Abbildung 56). Sowohl bei kleineren als auch
bei grofleren Verhiltnissen nahm die Partikelgrof3e ab. Es war auffillig, dass die
Fehler beim Verhiltnis 0.74 ebenfalls deutlich groBler waren als bei den anderen

Messwerten.

Tabelle 35: Nanoplexe 76 aus oxidierter Stidrke mit zellspezifischem Ligand und Hepta-
cysteaminyl-p-CD 7 in Wasser

Molverhiltnis  Verhiltnis Start- Hydrodynamischer

CD:Stéarke COOH/NH:z Substanz Durchmesser [nm] Pl
76a 1:2 0.14 Stéarke 83.6 + 0.3 0.206 = 0.010
76b 1:10 0.74 Stéarke 141.4 + 25.9 0.206 + 0.066
76¢c 1:50 3.71 Stéarke 113.0 5.3 0.213 + 0.018
76d 1:2 0.14 CD 210.8 + 3.6 0.082 + 0.014
76e 1:10 0.74 CD 356.9 + 49.8 0.206 + 0.014
76f 1:50 3.71 CD 112.1 + 2.3 0.077 £ 0.012
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7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten

450 Man kann erkennen, dass die
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Abbildung 56: Nanoplexe aus oxidierter Stirke mit groflen waren innerhalb der
zellspezifischem Ligand 71b und Hepta-cysteaminyl--CD
7 in Wasser, PartikelgroBen in Abhéingigkeit vom
stochiometrischen Verhéltnis CD zu Stéarke

Fehlergrenzen gleich.

Die bisherigen Messungen zeigen, dass das Vorlegen des Polymers zu kleineren
Partikeln fithrte. Ab einem bestimmten Mischungsverhiltnis war dieser Effekt
nicht mehr zu beobachten. Aus diesem Grund wurden die Partikel, bei denen das
Polymer vorgelegt wurde, n&her untersucht. Damit die Nanoplexe im
menschlichen Korper angewendet werden konnen, miissen sie unter den dort
herrschenden Bedingungen stabil sein. Die spétere Applikation soll intravenos
erfolgen. Darum wurde die Stabilitit der Nanoplexe auch in einer gepufferten

Salzlosung (PBS), die dem pH-Wert des Blutes (pH = 7.4) entspricht, bestimmt.

Bei den dargestellten Partikeln aus Tabelle 36 und Tabelle 37 wurde immer die
modifizierte Starke vorgelegt und unter Rithren bei 15500 rpm tropfenweise mit
der Losung des CDs versetzt. In Abbildung 57 sind die Ergebnisse
zusammengefasst. In diesen Fillen wurde auf die Filtration der Proben vor der
Messung verzichtet. Dies bietet den Vorteil, dass kein Produkt verloren geht und

ein Arbeitsschritt gespart werden kann.
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7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten

Tabelle 36: Nanoplexe 76 aus oxidierter Stdrke mit zellspezifischem Ligand 71b und Hepta-

cysteaminyl-B-CD 7 in Wasser

Hydrodyn.
Verhiltnis Anteil Zetapotential
Durchmesser PDI
COOH/NH: [%] [mV]
[nm]
76g 0.1 109.8 + 5.2 100  1.000 = 0.000 6.8 +0.2
76h 0.5 314.2 +5.7 100  0.990 = 0.017 1.8 +0.2
76i 0.9 1225 + 7.7 100 0.144 +0.014 -26.9+0.7
76j 1.0 122.8 + 4.7 100 0.148 +0.009 -25.3+0.8
76k 1.1 959+46 100 0.171 +£0.020 -27.5+2.4
761 1.5 106.9 £ 9.1 100 0.233+£0.003 -33.0+0.9
76m 2.0 136.0 = 3.7 100 0.251+0.012 -37.9+0.1
192.1 £ 2.2 96
76n 5.0 0.332 +0.032 -38.8+4.0
24.3+0.5 4
257.0 + 46.4 93
760 10 0.453 £ 0.006 -46.2+28
28.4 + 3.8 7
344.8 + 46.8 94
76p 100 0.472+0.013 -474+04
30.2+1.9 6
2745 + 11.5 91
76q 250 0.458 + 0.032 -38.0+3.0
33.8+1.6 9

Man erkennt dass auch bei diesem System sowohl der hydrodynamische

Durchmesser als auch der Polydispersitdtsindex wesentlich vom
stochiometrischen Verhiltnis des Polyelektrolyts und des CDs abhingig war.
Unabhéngig vom Losungsmittel existierte ein optimales Mischungsverhéltnis bei
etwa 1.1, bei dem man die kleinsten Nanoplexe erhielt. Diese Ergebnisse sind
identisch mit den Messungen bei denen die Block-copolymere verwendet wurden
und den literaturbeschriebenen Untersuchungen von Gréhn/317, Folglich kommt
es unabhingig vom verwendeten Polymer bei Verwendung eines mehrwertigen

strukturellen Gegenions zur Bildung der kleinsten Partikel.
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7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten

Tabelle 37: Nanoplexe 77 aus oxidierter Stirke mit zellspezifischem Ligand 71b und Hepta-

cysteaminyl-B-CD 7 in PBS

Hydrodyn.
Verhiltnis Anteil Zetapotential
Durchmesser PDI
COOH/NH: [%] [mV]
[nm]
77a 0.1 263.6 + 44.6 100  1.000 = 0.000 -5.7+0.9
77b 0.5 549.5 + 54.2 100 0.368 +0.049 -14.9+0.7
77c 0.9 189.9 + 4.8 100 0.120 +0.041 -13.4+0.2
77d 1.0 165.0 + 1.1 100 0.165 +0.005 -16.5+0.7
e 1.1 145.6 + 0.5 100 0.224 +0.006 -154+14
93.1+64 55
77f 1.5 0.438 £0.019 -155x0.8
497.4 +103.4 43
202.6 +13.4 77
71g 2.0 0.456 + 0.006 -14.1+1.6
31.1+1.1 15
153.3 + 14.6 85
77h 5.0 0.515 + 0.006 -8.3+0.5
16.2 £ 0.2 13
135.2 + 7.2 83
771 10 0.503 £ 0.028 -11.4+0.8
16.7 + 1.1 15
1249+ 5.5 88
77 100 0.506 + 0.006 -96+19
13.1+0.9 11
133.5 + 12.3 93
77k 250 0.514 £ 0.010 -10.2x26
12.2 £ 0.5 7
141.2 +4.3 89
771 500 0.495 +0.002 -12.2+1.2
13.4+0.8 10

Bei einem Uberschuss an Cyclodextrin waren die PDI-Werte sehr groB. Mit
steigendem Polymeranteil wurden die Werte kleiner, durchliefen ein Minimum
bei einem stochiometrischen Verhéltnis von eins und stiegen danach langsam
wieder an. War das Verhéltnis von Carboxylgruppen zu Aminogruppen kleiner
als 2.0, wurden in Wasser die kleineren Partikel erreicht. Stieg das Verhéltnis
iber den genannten Wert an, erhielt man den umgekehrten Fall und die Partikel

in PBS waren kleiner. Bei den kleineren Mischungsverhéltnissen trat damit der
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7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten

von den vorhergehenden Messungen mit den Block-copolymeren erwartete und
literaturbekannte3200  Effekt auf. Die Zunahme der hydrodynamischen
Durchmesser beim Wechsel von Wasser zu Puffer kann durch die auftretenden
Wechselwirkungen der Polyelektrolyte mit den kleinen Ionen des Puffers erklart

werden. Dadurch kommt es zu einer Aufweitung der Partikel.
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Abbildung 57: Hydrodynamische Radien der Nanoplexe 76 und 77 aus oxidierter Stirke mit
zellspezifischem Ligand 71b und Hepta-cysteaminyl-B-CD 7 in PBS und Wasser

Die Redispergierbarkeit der Nanoplexe nach dem Gefriertrocknen ist ein
wichtiger Faktor fiir die spatere Anwendung als Carriersystem fiir Wirkstoffe.
Man erhielt nach Lyophilisieren einen gelblichen Feststoff. Die Partikel, die in
Wasser synthetisiert wurden, waren nach dem Gefriertrocknen nicht mehr in
Wasser loslich. Durch Zugabe des Puffers bei der Herstellung wurde das
Redispergieren der Partikel ermoglicht. Die entsprechenden Daten sind in

Tabelle 38 und Abbildung 58 gezeigt.
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7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten

Tabelle 38: Nanoplexe aus oxidierter Stdrke mit zellspezifischem Ligand 71b und Hepta-
cysteaminyl-B-CD 7 in PBS nach Lyophilisieren

e Hydrodyn. )
Verhiltnis ; Zetapotential
COOH/NH, Durc{ir;;esser Anteil PDI [mV]
77a 0.1 761.3 £ 79.9 100 0.969 + 0.021 -7.8+0.7
77b 0.5 423.1 +116.9 100 0.648 + 0.071 144 +1.1
77c 0.9 225.1 + 194 100 0.241 + 0.016 -156+1.4
77d 1.0 193.4 + 10.4 100 0.230 + 0.014 -154+1.2
T7e 1.1 179.1 + 22.2 100 0.284 + 0.044 -15.9+0.8
77t 1.5 285.7+9.8 100 0.414 + 0.015 -15.3+0.5
71g 2.0 161.1 + 124 100 0.526 + 0.093 -109+1.2
208.9 + 53.1 89
77h 5.0 164 +18 11 0.557 £ 0.102 -14.5+0.7
. 157.5 + 16.3 82
771 10 93.6 + 0.6 18 0.706 + 0.025 -184 + 2.3
. 151.2 + 38.6 78
77j 100 939.1 + 171.1 99 0.715 + 0.027 -18.8 £ 0.7
286.7 + 30.0 69
77k 250 62.0 + 7.0 31 0.695 + 0.075 -17.0+ 0.9
M 500 25=2L1 70 074240014 167213

71.3 £ 22.7 24
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Abbildung 58: Hydrodynamische Durchmesser der Nanoplexe 77 aus oxidierter Stirke mit
zellspezifischem Ligand 71b und Hepta-cysteaminyl-B-CD 7 in PBS vor und nach Lyophilisieren
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Man konnte feststellen, dass sich die hydrodynamischen Durchmesser der
Partikel durch das Gefriertrocknen und erneutes Losen in den meisten Féllen
nicht wesentlich verdnderten. Die Polydispersitiatsindices waren bei allen
stochiometrischen Verhiltnissen nach dem Redispergieren grofler als zuvor. Es
trat nach wie vor das Minimum der Partikelgroe und des PDIs bei
Verhiltnissen von COOH/NH; auf, die nahe an eins lagen. Dieser Effekt war bei
allen dargestellten Nanoplexen zu beobachten, unabhingig von der Art des

gewihlten Polymers und Cyclodextrins.

Die geplante Applikation der wirkstoffbeladenen Nanopartikel soll intravenos
erfolgen, daher ist es wichtig, wie sich die Partikel gegeniiber den Bestandteilen
des Blutes verhalten. Blut besteht aus dem zelluldren Anteil und aus Plasma.
Beim Plasma handelt es sich um eine wéssrige Losung von Proteinen, Salzen und
anderen niedermolekularen Stoffen, wie Zucker. Der zellulare Anteil wird als
Hamatokrit bezeichnet und enthélt als Hauptbestandteil Erythrozyten (rote
Blutkorperchen), sowie Leukozyten (weille Blutkorperchen) und Thrombozyten
(Blutplattchen). Die Erythrozyten sind fiir den Transport von Sauerstoff
verantwortlich. Die Besonderheit der roten Blutkorperchen besteht in der
Tatsache, dass sie keinen Zellkern besitzen und nicht zur Endozytose befahigt
sind. Aus diesem Grund wurde erwartet, dass die Nanopartikel nicht in die
Erythrozyten eindringen konnen. Allerdings muss getestet werden, ob die

Partikel an die Membran adsorbieren und so Schiden verursachen kénnen.

Zum anderen wurde die Wirkung der Nanopartikel auf Caco-2-Zellen untersucht.
Dabei handelt es sich um epithele Darmkrebszellen, die Folsdurerezeptoren
exprimieren und so ein aktives Targeting durch rezeptorvermittelte Endozytose
ermoglichen. Die Membranen von biologischen Zellen sind sehr komplex und
beeinflussen die Wechselwirkungen mit Nanopartikeln. Die Zellmembran besteht
aus einer Lipid-Doppelschicht, in die Membranproteine eingebettet sind. Einige
dieser Proteine fungieren als Rezeptoren und haben spezifische Affinitidten fiir
bestimmte Molekiille wie zum Beispiel Zucker oder Folsdure. Um zu testen,

welche Auswirkungen die Nanoplexe auf Erythrozyten und Caco-2-Zellen haben,
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wurden die Partikel zusammen mit Caco2-Zellen und roten Blutkorperchen
inkubiert. Diese Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit dem Arbeitskreis

von Prof. Dr. Bernhard (Universitit des Saarlandes).

In Abbildung 59 ist das Kontrollexperiment gezeigt. Die kleinen Zellen stellen die
roten Blutkorperchen dar und die groBeren die Caco-2-Zellen. Es war keine
Fluoreszenz erkennbar. Alle Experimente wurden in einer physiologischen
Losung durchgefiihrt, die 145 mM NaCl, 7.5 mM KCl, 10 mM Glucose und 10
mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsédure) enthielt. Der pH-
Wert wurde mit TRIS (2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol) auf 7.4

eingestellt.

Abbildung 59: Kontrollexperiment, Erythrozyten und Caco2-Zellen ohne Nanoplex. Links:
Betrachtung bei 488 nm, rechts: Betrachtung unter Tageslicht/328]

76a wurde mit 1,4-Dihydroxyanthrachinon als Modellsubstanz an Stelle des
Zytostatikums Idarubicin beladen und zusammen mit roten Blutkorperchen und
Caco-Zellen in der oben beschriebenen physiologischen Losung bei 37°C fiir 30
Minuten inkubiert. Nach Inkubation mit der Nanoplexlosung und Waschen mit
physiologischer Losung war eine Fluoreszenz der Caco-2-zellen zu sehen

(Abbildung 60). Die roten Blutkorperchen zeigten dagegen keine Fluoreszenz.
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7.4 Nanoplexe aus Starkederivaten

Abbildung 60: Erythrozyten und Caco-2-zellen nach Inkubation mit Nanoplexlosung. links:
Betrachtung im Tageslicht, mitte: Betrachtung bei 488 nm, rechts: Uberlagerung der
Beobachtung im Tageslicht und bei 488 nm mit dem konfokalen Mikroskop!328!

Dies zeigt, dass die Nanopartikel mittels Endozytose in die Caco-2-zellen
aufgenommen wurden. Mit steigender Nanoplex-Konzentration wurde die
Fluoreszenz der Caco-2-Zellen stiarker und somit nahm der Anteil der Nanoplexe
in der Zelle zu. Zusitzlich wurden die Caco-2-zellen im konfokalen
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Damit ist es moglich, verschiedene Ebenen der
Zelle darzustellen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Fluoreszenz nicht nur
auf der Zellmembran zu sehen war, sondern auch in der Zelle. Dabei gab es
Bereiche mit starkerer und mit schwicherer Fluoreszenz. In Abbildung 61 ist
eine Caco-2-zelle nach Behandlung mit Nanoplexen gezeigt. Die einzelnen Bilder

stellen verschiedene Ebenen der Zelle von oben nach unten dar.

Abbildung 61: Aufnahme einer Caco-2-zelle mit wirkstoffbeladenem Nanoplex mit dem

konfokalen Mikroskop, Beobachtung bei 488 nm[328
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Zwischen den roten Blutkorperchen und den Nanopartikeln kam es zu keiner
erkennbaren Wechselwirkung. Es war keine Fluoreszenz erkennbar, daher kann
man davon ausgehen, dass es zu keiner Adsorption an die Zellmembran kommt.
Deshalb stellen diese Art von Nanoplexen ein viel versprechendes Carriersystem
dar, welches dazu geeignet ist, einen Wirkstoff spezifisch zu Caco-2-zellen zu

transportieren ohne dabei die roten Blutkorperchen zu schadigen.
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8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit kann in drei Teile gegliedert werden. Der erste Teil stellt
die Synthese und Charakterisierung von B-Cyclodextrinderivaten dar. Es ist
gelungen 6 neue mono- und 5 heptasubstituierte Derivate zu synthetisieren,
welche alle in der Lage sind, kleine hydrophobe Molekiile in ihre Kavitit
einzuschlieBen. Diese Derivate wurden zum einen dazu genutzt, ein besseres
Verstindnis fiir bei der Bildung eines Wirt-Gast-Komplexes auftretenden
Wechselwirkungen zu erlangen, die bislang nicht genauer untersucht wurden.
Zum anderen konnten mit Hilfe eines inversen virtuellen Screenings neue
heptasubstituierte CD Derivate gefunden werden, welche stabile Komplexe mit
den Zytostatika Camptothecin, Taxotere und Idarubicin ausbilden. Daraus ergibt
sich neben der Moglichkeit der Solubilisierung eine potentiell verbesserte
Administration. Speziell im Fall von Taxotere wird in der momentanen
Formulierung der Emulgator Tween 80 verwendet. Durch die Verwendung eines
Transportmediums auf Kohlenhydratbasis konnten diese Nachteile umgangen
werden.

Der zweite Teil der Arbeit besteht in der Synthese von Stirkederivaten. Diese
wurden mit zellspezifischen Liganden verkniipft, um ein aktives Targeting zu
erreichen. Dazu wurde Stidrke mit Natriumhypochlorit und katalytischen
Mengen TEMPO oxidiert. Durch die Wahl des stochiometrischen Verhéltnisses
Hypochlorit/AGU konnte jeder gewtiinschte Substitutionsgrad zwischen 0 und 0.8
eingestellt werden. Die resultieren Carboxylgruppen wurden im néchsten Schritt
mit aminofunktionalisierten Pteroaten umgesetzt, die als zellspezifische
Liganden fungieren. Auch hier konnte tiber die Stochiometrie der
Substitutionsgrad gesteuert werden.

Der letzte Teil stellt die Verkniipfung der beiden ersten Teile dar. Aus den CD-
und Starkederivaten konnten Nanoplexe und Nanopartikel gebildet werden. Die
Bildung der Nanoplexe wurde zuerst an einem kationischen und einem
anionischen Block-copolymer untersucht und diese Ergebnisse dann auf die
Starke tibertragen. Es ist gelungen, Nanoplexe in dem fiir die intravenose
Applikation interessanten Grofenbereich (>100nm) mit guten Polydispersitdten

herzustellen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die meisten der Partikel in
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PBS redispergierbar sind. Durch das Ankniipfen der Pteroate erreichte man
Starkederivate, die einen gerichteten Transport zum Zielort moglich machen. Die
sie aullerdem dazu zur Selbstassoziation in der Lage sind. Damit wurde die
spontane Bildung von Nanopartikeln in wassriger Losung durch
Wasserstoffbriicken moglich. Damit iibernahm das Pteroat sowohl die Rolle des
zellspezifischen Liganden als auch die Funktion eines zur Aggregation
befdahigten, biokompatiblen Substituenten. Bei vielen Nanopartikeln stellt die
Freisetzung des Wirkstoffs ein Problem dar. Die Verkapselung eines Wirkstoffs
in Nanoplexe bietet den Vorteil, dass durch den niedrigeren pH-Wert im
Endosom im Vergleich zum Blut und der damit verbundenen Anderung des
Protonierungszustands der Polyelektrolyte eine Freisetzung des Wirkstoffs leicht
moglich ist.

Abschlieflend konnte bewiesen werden, dass die Nanoplexe auf Stdrkebasis in
der Lage sind, in Krebszellen einzudringen, wiahrend rote Blutkorperchen nicht
angegriffen werden. Damit erhielt man ein viel versprechendes Carriersystem,
welches einen Wirkstoff gezielt zu seinem Bestimmungsort transportieren kann

ohne gesunde Zellen zu schéadigen.
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9.1 Reagenzien, Methoden, Gerite und Kalibrierungen

9.1.1 Reagenzien, Methoden und Gerite

Die eingesetzten Feinchemikalien wurden von den Firmen Fluka, Sigma-Aldrich,
ABCR, Merck, Acros Organics und Wacker in mindestens 95 %-iger Reinheit
bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Absolute Losungsmittel werden
entsprechend den Standardverfahren getrocknet und entweder direkt eingesetzt
oder tiber Molsieb aufbewahrt. Das fiir Ultra-, Nanofiltrationen und die
Darstellung der Nanoplexe verwendete Wasser wurde mit einer Destille der

Firma Buchi bidestilliert.

Fir diinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden Fertigfolien
der Firma Machery-Nagel & Co (ALUGRAM SIL G / UV254) verwendet. Die
Verbindungen wurden entweder direkt unter UV-Licht (A = 254 nm) oder durch
Eintauchen in eine ethanolische Schwefelsdure-Losung und anschlieender

Erwidrmung mit einem HeiBluftfon sichtbar gemacht.

Die Reinigung der synthetisierten CD-Derivate erfolgte mittels kontinuierlicher
Nanofiltration gegen bidestilliertes Wasser. Dazu wurde eine Stahlzelle der
Firma Berghof mit 200ml Inhalt sowie eine Pumpe der Firma Besta HD2-200
verwendet. Weiterhin kam die Membran BM-5 der Firma Berghof mit einer

Ausschlussgrenze von 500 Da zum Einsatz.

Zur Ultrafiltration gegen bidestilliertes Wasser wurde je nach Produktmenge
entweder eine Filtrationszelle der Firma Millipore mit UF-C5 Membran der
Firma Microdyn-Nadir GmbH (Regeneratcellulose, cut-off: 5 kDa) oder ein

Keramikmodul der Firma Junghans (cut-off: 3nm) verwendet.

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

verwendet.
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NMR-Spektren wurden mit einem Spektrometer des Typs AVANCE 500 (*H:
500.27 MHz, 13C: 125.79 MHz) oder des Typs Magnet Spin 400 MHz Ultra shield
plus (1H: 400.00 MHz) der Firma Bruker Biospin bei Raumtemperatur
aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in parts per million (ppm)
relativ zu Tetramethylsilan angegeben. Zur Auswertung der Spektren wurde die
Software ACD Labs 7.0 der Firma Avanced Chemistry Development Inc.
verwendet. Die Multiplizitditen werden durch die folgenden Abkiirzungen
beschrieben: s fiir Singulett, d fir Dublett, t fiir Triplett, q fiir Quartett, m fiir
Multiplett, br fiir ein breites Signal.

UV-Spektren wurden mit einem UV/VIS-Spektrometer Lambda 2 von Perkin
Elmer aufgenommen. Es wurden Quarzkiivetten mit einer Dicke von 1 cm

verwendet.

Die Massenspektren werden auf dem Gerat Micromass ZQ-4000 der Firma
Waters GmbH aufgenommen und mit der Software MassLynx (Version 4.0)

ausgewertet.

CHN-Analysen wurden am Institut fiir Anorganische Chemie der Universitéat
des Saarlandes durchgefiihrt auf dem Gerat CHN-900 Elemental Analysator der

Firma Leco Corporation.

Infrarot-Spektren wurden mit einem FT-IR-Spektrometer Tensor 27 der Firma
Bruker Optik GmbH als Reflextionsspektren mit der GoldenGate-Micro-ATR-
Technik aufgenommen. Zur Auswertung der Spektren wurde die Software
OPUS 4 verwendet. Die Intensitdten werden durch die Abkiirzungen s fiir stark,

m fiir mittel und w fiir schwach beschrieben.

Die Bestimmung des Massenmittels der Polymere wurde mittels
Gelpermeationschromatographie (GPC) durchgefiihrt. Die Messungen
erfolgten in 0.1M NaNOs-Losung mit zwei Trennsédulen (MCX 103 und MCX 106)

der Firma Polymer Standard Services GmbH und einer Vorsdule. Zur Detektion
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wurde ein PSS SLD 7000 BI-MwA Lichtstreu-Detektor der Firma Polymer
Standard Service GmbH und ein LR40 Brechungsindex-Detektor der Firma

ViscoTek GmbH verwendet. Die Molmassen wurden relativ zu Pullulan-

Standards (M, = 342 — 710000 Da) ermittelt.

Zur Filtration iber Spritzenvorsatzfilter wurden Chromafil Xtra MV20/25
Filter aus Cellulose-Mischester der Firma Macherey-Nagel mit einer Porengriofie

von 0.20 ym benutzt.

Die Messung des pH-Werts wurde mit dem pH-Meter MP220 der Firma Mettler-
Toledo GmbH durchgefiihrt.

Die Bestimmung von hydrodynamischen Radien und PDI der Nanoteilchen
erfolgte mittels Photonenkorrelationsspektroskopie an einem ZetaSizer
Nano ZS der Firma Malvern Intruments Ltd in wassriger Losung. Mit diesem
Gerat wird ebenfalls das Zetapotential der Partikel gemessen. Alle Messungen

werden bei 633 nm mit einem He-Ne-Laser durchgefiihrt.

Die Gestalt der Partikel wurde mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM)
untersucht. Dazu wurde ein Gerét vom Typ Bioscope verwendet, das mit einem
Bioscope BS3-Z2-Scankopf (Digital Instruments Inc.), einem Zeiss Axiovert und

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

Fluoreszenz Intensitidten I wurden mit einem Jasco FT 6500 Fluoreszenz-
Spektrometer bei einer Anregungswellenlinge von 480 nm und einer
Emissionswellenldnge von 570 nm fiir horizontale (h) and vertikale (v) Positionen

von Polarisator und Analysator gemessen.
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9.1.2 UV-Spektren und Kalibrierungen
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Abbildung 62: Rechts: UV-Spektren von CPT in DMSO Links: Extinktion als Funktion der

Konzentration
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Abbildung 63: Rechts: UV-Spektren von DHA in DMSO Links: Extinktion als Funktion der
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Abbildung 64: Rechts: UV-Spektren von Pteroat 66 in Wasser/Hydrazin (99:1) Links: Extinktion

als Funktion der Konzentration
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate
Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin!1591 9

Zu der Suspension von 22.70 g (20.0 mmol) getrocknetem B-Cyclodextrin 1fin 11
Wasser werden nacheinander die Losungen von 15.0 g Kupfersulfat Pentahydrat
(60.0 mmol) und 20.0 g Natriumhydroxid (500 mmol) in je 1 1 Wasser gegeben.
Die dunkelblaue Mischung wird 20 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt, wobei
sich ein pH-Wert von 13 einstellt. Es werden 30.0 g (158 mmol)
p-Toluolsulfonsdurechlorid in 200 ml Acetonitril zugetropft. Der sich bildende
weille Niederschlag auf der Oberfliche geht bei lingerem Rithren wieder in
Losung. Es wird 20 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, portionsweise mit 1 M
Salzsdure neutralisiert und der blaue Niederschlag sofort abzentrifugiert
(5000 rpm, 2 min). Die verbleibende Losung wird bei 4 °C zur Kristallisation
gebracht und liefert nach Unkristallisieren aus 10 mM EDTA-Lésung

(Dinatriumsalz) das Produkt als weillen Feststoff.

Ausbeute: 11.9 g (9.22 mmol)
46 % (bezogen auf B-Cyclodextrin 1)
1H-NMR: 0 / ppm (DMSO-ds) = 7.74 (d, 3J = 7.6 Hz, 2H, 8-H), 7.42 (d,

8J = 7.6 Hz, 2H. 9-H), 5.69 (m, 14H, 2/2/3/3-OH), 4.79 (m, 7H,
1/1"-H), 4.35 (m, 6H, 6-OH), 3.55 (m, 21H, 3/37/5/57/6/6"-H), 3.26
(m, 14H, 2/27/4/4"-H), 2.42 (s, 3H, 11-H).

13C-NMR: o / ppm (DMSO-dg) = 144.86 (C-7°), 132.71 (C-10"), 129.93 (C-9"),
127.62 (C-87), 102.28 (C-17), 101.95 (C-1), 81.54 (C-4), 81.20 (C-
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IR:

MS (ESD:

47), 73.09 (C-2), 72.77 (C-27), 72.47 (C-57), 72.19 (C-5), 68.94 (C-3),
68.72 (C-37), 59.96 (C-6), 59.55 (C-67), 21.24 (C-11).

vinax / em-1 = 3261 (br, O-H), 2926 (C-H), 1647 (C=C), 1598 (C=C),
1360 (SO2-OC), 1154 (Cprim-OH), 1078 (C-0-C), 1022 (Csex-OH).
m/z (H2O0 + DMSO) = 1289.37 [M+H]+

Summenformel: C40H76037S * 6 H20
CHN-Analyse: berechnet: C 42.12 %, H 6.35 %

erhalten: C 41.68 %, H 6.31 %

Mono-[6-deoxy-6-(6-sulfanyl-9H-purin)]-B-cyclodextrin 33

1.52 g (1.18 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-pB-cyclodextrin 9 werden in
15 ml DMF gelost und mit 1.64 ml (11.8 mmol) Triethylamin und 2.00 g

(11.8 mmol) 6-Mercaptopurin Monohydrat 31 versetzt. Die gelbe Mischung wird

drei Tage auf 60 °C erhitzt, eingeengt und aus Ethanol ausgefillt. Der gelbe

Niederschlag wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute:

IR:

MS (ESD:

142

1.42 g (1.12 mmol)

95 % (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-p-
cyclodextrin 9)

Vmax / cm1 = 3274 (br, O-H), 2925 (m, C-H), 1567 (s, C=C), 1324
(m, O-H), 1242 (m, C-O-C), 1152 (s, Cprim-OH), 1076 (w, C-O-C),
1022 (s, Csex-OH).

m/z (H20) = 1271.17 [M+H]+, 1293.10 [M+Na]+
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CHN-Analyse: berechnet: 41.14 %C, 6.32 %H, 4.08 %N

erhalten: 41.17 %C, 6.20 %H, 4.74 %N

Mono-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-pyridin)]-B-cyclodextrin 34

2.26g (1.75mmol) Mono-[6-deoxy-6-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 werden in

20ml DMF gelost. Zu der Losung gibt man nacheinander 2.44ml (17.5mmol)

Triethylamin und 1.95g (17.5mmol) 2-Mercaptopyridin 32. Die Mischung wird

zuerst 3d bei Raumtemperatur und dann 2d bei 60°C geriihrt. Es wird auf ca. die

Hélfte des Volumens eingeengt uns aus Aceton ausgefillt. Der Niederschlag wird

mit Aceton gewaschen, in Wasser gelost und nanofiltriert (500 Da).

Ausbeute:

1H-NMR:

13C-NMR:

1.50g (1.22 mol)

70% (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin
9)

6 / ppm (DMSO-ds) = 8.29 (d, 3J = 4 Hz, 1H; 8°-H), 7.59 (m, 1H;
11°-H), 7.28 (m, 1H; 9°-H), 7.02 (m, 1H; 10"-H), 5.96 (d, 3J = 6 Hz,
2H; 27/3°-OH), 5.71 (m, 18H; 2/3/6-OH), 4.93 (d, 3J = 3 Hz, 1H; 1'-
H), 4.83 (m, 6H; 1-H), 4.48 (m, 6H; 5-H), 4.42 (t, 3J = 6 Hz, 1H;
5°-H), 4.00 (d, 3J = 12 Hz, 1H; 6a’-H), 3.62 (m, 19H; 3/3"/6a/6b-
H), 3.48 (m, 1H; 4"-H), 3.29 (m, 13H; 2/27/4-H), 2.96 (m, 1H; 6b"-
H).

o / ppm (DMSO-ds) = 149.1 (C-8"), 136.7 (C-117), 122.6 (C-9),
119.8 (C-107), 102.6 (C-1), 102.0 (C-1), 81.6 (C-4), 80.8 (C-4),
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73.2 (C-37), 73.0 (C-3), 72.4 (C-5), 72.4 (C-5"), 72.1 (C-2), 71.8
(C-2), 60.0 (C-6), 31.8 (C-6").

IR: Vmax / cml = 3314 (br, O-H), 2916 (m, C-H), 1579 (w, C=C), 1152
(s, Cprim-OH), 1078 (m, C-O-C), 1029 (s, Csex-OH).
MS (ESI): m/z (H20) = 1228.51 [M+H]+

Summenformel: C47H73sNO34S * 6H20
CHN-Analyse: berechnet: 42.25 %C, 6.41 %H, 1.05 %N
erhalten: 42.68 %C, 7.46 %H, 1.18 %N

Mono-[6-deoxy-6-(1-methyl-5-sulfanyl-tetrazol)]-f-cyclodextrin 35

2.22 g (1.72 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 werden in
20 ml DMF gelost und mit 2.40 ml (17.2 mmol) Triethylamin und 2.00 g
(17.2 mmol) 5-Mercapto-1-methyltetrazol 24 versetzt. Die klare Mischung wird
drei Tage bei 60 °C geriihrt. Man lasst abkiithlen und féllt aus Aceton aus. Der

weille Niederschlag wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.88 g (1.52 mmol)

89 % (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-
cyclodextrin 9)

IH-NMR: 0 / ppm (DMSO-d¢) = 5.85 (m, 2H; 27/3°-OH), 5.69 (m, 12H;
2/3-OH), 4.89 (m, 1H; 1°-H), 4.82 (m, 6H; 1-H), 4.42 (m, 6H;
6-OH), 3.62 (m, 21H; 3/37/5/5°/6/6°-H), 3,33 (m, 14H; 2/27/4/4"-H),
2.07 (s, 3H; 8-H).
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13C-NMR;: o / ppm (DMSO-ds) = 153.6 (C-7), 101.9 (C-1), 101.4 (C-1°), 81.6
(C-4"), 81.2 (C-4), 73.0 (C-5), 72.9 (C-5"), 72.5 (C-2), 72.4 (C-2"),
72.0 (C-3), 72.0 (C-3"), 59.9 (C-6), 59.7 (C-6"), 30.7 (C-8).

IR: Vmax / ecm! = 3300 (br, O-H), 2925 (m, C-H), 1657 (w, C=N), 1151
(S, Cprim'OH), 1075 (m, C'O‘C), 1025 (S, Csek'OH).
MS (ESI): m/z (H20) = 1233.55 [M+H]+

Summenformel: C44H72N4O34S * 6H20
CHN-Analyse: berechnet: 39.40 %C, 6.31 %H, 4.18 %N
erhalten: 39.25 %C, 6.40 %H, 5.34 %N

Mono-[6-deoxy-6-(3-sulfanyl-propan-1,2-diol)]-B-cyclodextrin 39

1.75 g (1.36 mmol) Mono-[6-deoxy-6-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 werden in
20 ml DMF gelost. Zu der Losung gibt man 1.90 ml (13.6 mmol) Triethylamin
und 1.18 ml (13.6 mmol) Thioglycerin 28 und riithrt 3d bei 60°C. Es wird auf ca.
die Halfte des Volumens eingeengt und aus Isopropanol ausgefillt. Der

Niederschlag wird in Wasser gelost und mittels Nanofiltration (500 Da) gereinigt.

Ausbeute: 0.53 g (0.43 mmol)
32% (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-toluolsulfonyl]-f-cyclodextrin
9)

1H-NMR: o / ppm (DMSO-d¢) = 5.82 (br, 2H, 27/3°-OH), 5.72 (m, 12H, 2/3-

OH), 4.85 (m, 1H, 1°-H), 4.81 (m, 6H, 1-H), 4.55 (m, 1H, 8"-OH),
4.51 (m, 1H, 9-OH), 3.75 (m, 2H, 9°-H), 3.62 (m, 13H, 3/3/6-H),
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

3.54 (m, 9H, 5/57/7°-H), 3.32 (m, 14H, 2/27/4/4°-H), 3.01 (m, 1H,
8°-H), 2.68 (m, 2H, 6°-H).

13C-NMR: o / ppm (DMSO-ds) = 102.33 (C-1"), 101.96 (C-1), 85.00 (C-4"),
81.57 (C-4), 73.10 (C-3), 72.90 (C-3"), 72.44 (C-2), 72.06 (C-2),
71.50 (C-5), 71.22 (C.5"), 64.68 (C-77), 64.59 (C-9), 59.96 (C-6),
36.62 (C-67), 20.84 (C-8").

MS (ESI): m/z (H:O) = 624.50 [M+Na+H]?+, 632.60 [M+K+H]?+, 1247.54
[M+Na]+,

Summenformel:  Cy5H76036S * 6H20

CHN-Analyse: berechnet: 40.54 %C, 6.65 %H
erhalten: 40.86 %C, 6.29 %H

Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-B-cyclodextrin!162] 12

5.21 g (4.04 mmol) Mono-[6-deoxy-6-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9, 4.13 g
(36.4 mmol) Cysteamin Hydrochlorid 25 wund 10.5 g (133 mmol)
Ammoniumhydrogen-carbonat werden in 80 ml einer DMF/Wasser-Mischung
(1:3) suspendiert und fiir drei Tage auf 60 °C erwarmt. Dabei entsteht eine gelbe
klare Losung, welche auf ca. 10 ml eingeengt und aus Aceton ausgefillt wird.
Nach Absaugen des Niederschlags wird wieder in Wasser gelost und lyophilisiert.

Man erhilt das Produkt als farblosen watteartigen Feststoff.

Ausbeute: 4.02 g (3.27 mmol)
81 % (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-toluolsulfonyl]-f-
cyclodextrin 9)
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1TH-NMR: o/ ppm (D20) = 4.97 (m, 1H; 1"-H), 4.91 (m, 6H; 1-H), 3.77 (m,
12H; 6a/b-H), 3.70 (m, 7H; 3/3"-H), 3.63 (m, TH; 5/5"-H), 3.49
(m, 7TH; 2/2°-H), 3.44 (m, 6H; 4-H), 3.25 (m, 1H; 4"-H), 3.10 (t,
3J = 7 Hz, 2H; 8"-H), 3.04 (m, 1H; 6a’-H), 2.80 (m, 2H; 7"-H),
2.70 (m, 1H; 6a’-H).

13C-NMR: o/ ppm (D20) = 102.26 (C-1"), 101.94 (C-1), 84.67 (C-4"), 81.54
(C-4), 73.07 (C-3), 72.94 (C-3"), 72.40 (C-2), 72.31 (C-27), 72.17
(C-57), 72.02 (C-5), 60.21 (C-6"), 59.98 (C-6), 38.62 (C-7), 32.81

(C-8).

IR: Vmax / eml = 3277 (br, O-H), 2926 (m, C-H), 1653 (m, N-H),
1152 (s, Cprim-OH), 1077 (m, C-O-C), 1024 (s, Csex-OH).

MS (ESD): m/z (H20 + HCOOH) = 1194.48 [M+H]+*

Summenformel: CssH75034NS * HCI * 6 H20O
CHN-Analyse: berechnet: C 39.48 %, H 6.63 %, N 1.05 %
erhalten: C 38.32 %, H 6.55 %, N 2.55 %

Mono-(6-deoxy-6-(2-sulfanyl-ethansulfonsiure)]-p-cyclodextrin 37

1.57 g (1.22 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 werden in
20 ml DMSO gelost, mit 1.70 ml (12.2 mmol) Triethylamin und 2.00 g (12.2
mmol) 2-Mercapto-ethansulfonat Natriumsalz 30 versetzt. Die klare farblose
Losung wird fiir drei Tage auf 60 °C erhitzt, bis fast zur Trockne eingeengt, in
Wasser aufgenommen und aus Aceton ausgefillt. Der weille Niederschlag wird
abgesaugt, tiber eine BM-5 Membran (Ausschlussgrenze 500 Dalton) nanofiltriert

und lyophilisiert.
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Ausbeute: 0.68 g (0.53 mmol)
44 9% (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-
cyclodextrin 9)

1H-NMR: 0 / ppm (D20) = 4.99 (m, 1H; 1°-H), 4.93 (m, 6H; 1-H), 3.83 (m,

8H; 5/57/6"-H), 3.78 (m, 13H; 3/37/6-H), 3.72 (m, 14H; 2/2°/4/4"-H),
3.04 (m, 2H; 7-H), 2.83 (m, 2H; 8-H).

13C-NMR: o / ppm (D20) = 103.1 (C-1/1"), 82.1 (C-4/4"), 74.3 (C-5"), 74.2 (C-
5), 73.3 (C-2), 73.3 (C-27), 73.1 (C-3), 73.1 (C-3"), 61.4 (C-6"), 61.2
(C-6), 51.7 (C-7), 32.9 (C-8).

MS (ESI): m/z (H20) = 1257.39 [M-HI-, 1259.55 [M+H]+, 1281.55 [M+Na]+

Summenformel: C44H73037S2Na * 8H20

CHN-Analyse: berechnet: 37.08 %C, 6.29 %H
erhalten: 36.55 %C, 5.98 %H

Mono-[6-deoxy-6-(3-sulfanyl-propionsiure)]-p-cyclodextrin 38

9°COONa

2.00 g (1.55 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 werden in
15 ml trockenem DMF gelost und mit 2.16 ml (15.5 mmol) Triethylamin und
1.86 g (15.5 mmol) Mercaptopropionsduremethylester versetzt. Die Reaktions-
mischung wird 4 Tage bei 60 °C geriihrt, auf die Hilfte des Volumens eingeengt
und aus Ethanol ausgefillt. Der Niederschlag wird abgesaugt und im Vakuum
getrocknet und in ca. 100 ml 1M NaOH 18h bei Raumtemperatur geriihrt. Es
wird mit 1M HCI neutralisiert und mittels Nanofiltration (500 Da) gegen Wasser

gereinigt. Nach Lyophilisieren erhélt man einen weillen watteartigen Feststoff.
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Ausbeute: 0.66 g (0.54 mmol)
98 % (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-
cyclodextrin 9)

1H-NMR: o/ ppm (D20/DSS) = 4.98 (d, 3J = 3.65 Hz, 1H, 1"-H), 4.91 (m, 6H,

1-H), 3.85 (m, 2H, 6a’/b’-H), 3.81 (m, 13H, 3/3"/6a-H), 3.71 (m,
13H, 5/57/6b-H), 3.51 (m, 7TH, 2/2"-H), 3.42 (m, 7H, 4/4°-H), 2.67
(t,3J =7.31 Hz, 2H, 7"-H), 2.32 (t, 3J = 7.31 Hz, 2H, 8"-H).

13C-NMR: o / ppm (D20/DSS) = 102.74 (C-1), 85.01 (C-4"), 82.10 (C-4), 74.00
(C-3), 73.77 (C-37), 72.96 (C-2), 72.81 (C-27), 72.71 (C-5), 72.13
(C-59), 61.13 (C-6), 38.46 (C-8), 30.07 (C-7).

IR: Vmax / em1 = 3259 (br, O-H), 2927 (m, C-H), 1568 (s, COO-), 1397
(s, COO), 1153 (s, Cprim-OH), 1077 (m, C-0O-C), 1025 (s, Csex-OH).
MS (ESI): m/z (H2O + DMSO) = 634.42 [M+2Na]?+, 1245.45 [M+Nal+,

1221.43 [M-H]-
CHN-Analyse: berechnet: 38.91 %C, 6.46 %H
erhalten: 38.54 %C, 6.00 %H

Mono-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-essigsduremethylester)]-p-cyclodextrin

2.48 g (1.92 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 werden in
20.0 ml absolutem DMF gelost, mit 2.68 ml (19.2 mmol) Triethylamin und
tropfenweise mit 1.75 ml (19.2 mmol) Thioglycolsduremethylester versetzt. Die
Reaktionsmischung wird 4 Tage auf 60 °C erhitzt, auf ca. 6 ml eingeengt und aus
etwa 150 ml Ethanol ausgefillt. Der weille Niederschlag wird abgesaugt und im
Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 1.59 g (1.30 mmol)
68 % (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-
cyclodextrin 9)

1H-NMR: o / ppm (DMSO-d¢) = 5.74 (m, 12H, 2/3-OH), 4.85 (s, 1H, 1"-H),

4.81 (m, 6H, 1-H), 4.44 (m, 6H, 6-OH), 4.33 (dd, 2H, 27/3"-OH),
3.77 (m, 3H, 9-H), 3.60 (m, 30H, 3/3/5/57/6/6°/-H), 3.36 (m, 7H,
4/4°-H), 3.28 (m, 7TH, 2/2°-H), 3.08 (m, 1H, 7a-H), 2.82 (m, 1H, 7b-
H).

13C-NMR: 0 / ppm (DMSO-d¢) = 170.80 (C-8), 102.36 (C-1"), 102.00 (C-1),
81.63 (C-4), 81.31 (C-4"), 73.04 (C-3), 72.95 (C-3"), 74.40 (C-2),
72.25 (C-27), 72.05 (C-5), 71.17 (C-5"), 59.93 (C-6), 59.79 (C-6"),
51.90 (C-9), 33.91 (C-7).

IR: vmax / ecm1 = 2385 (br, O-H), 2926 (s, C-H), 1717 (m, C=0), 1151
(s, Cprim-OH), 1076 (m, C-O-C), 1021 (s, Csex-OH).

Mono-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-essigsiure)]-p-cyclodextrin!163] 13

.

141 g (1.15 mmol) Mono-[6-deoxy-(6-S-thioglycolsdure-methylester)]-p-
cyclodextrin werden in 30ml 1M NaOH gelost und 17 Stunden bei

Raumtemperatur gerithrt. Man bringt mit 1 N Salzsdure auf pH 6, nanofiltriert

und lyophilisiert.

Ausbeute: 1.08 g (0.88 mmol)
77 % (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-(S-thioglycolsduremethyl-

ester)]-B-cyclodextrin)
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

1H-NMR:

13C-NMR:

IR:

MS (ESI):

o / ppm (D20) = 4.99 (d, 3J = 4 Hz, 1H; 1"-H), 4.92 (t, 3J = 3 Hz,
6H; 1-H), 3.78 (m, 8H; 3/37/6a-H), 3.70 (m, 8H; 5/5/6b-H), 3.50
(m, 7TH; 2/2°-H), 3.44 (m, 7H; 4/4°-H), 3.16 (s, 2H; 7-H), 3.02 (m,
1H; 6a’-H), 2.78 (m, 1H; 6b"-H).

o/ ppm (D20) = 177.5 (C-8), 103.1 (C-1), 102.9 (C-1), 85.3 (C-4"),
82.3 (C-4), 74.3 (C-3), 74.3 (C-3"), 73.2 (C-2), 73.1 (C-27), 72.5
(C-5/57), 61.4 (C-6), 61.2 (C-6), 38.9 (C-7).

Vmax / em =3286 (br, O-H), 2919 (m, C-H), 1732 (s, COOH), 1151
(s, Cprim-OH), 1066 (m, C-O-C), 1026 (s, Csex-OH).

m/z (H20 + MeOH) = 1207.47 [M-Nal-, 1231.52 [M+H]+

Summenformel: C44H71036SNa * 7TH20
CHN-Analyse: berechnet: 38.91 %C, 6.38 %H

erhalten: 38.54 %C, 6.38 %H

Thiomilchsidure-methylester

Ao

O

16.7 ml (188 mmol) Thiomilchsdure werden in 50 ml Methanol gelost, mit 2 ml

Schwefelsdure (conc.) versetzt und 4.5 Stunden bei 50°C geriihrt. Man lésst

abkiihlen, gief3t die Reaktionsmischung in ca. 120 ml Wasser und extrahiert die

wassrige Phase mit Diethylether. Die organische Phase wird mit NaHCO3; und

Brine gewaschen, tiber MgSO4 getrocknet und vom Losemittel befreit. Das so

erhaltene Rohprodukt wird mittels Destillation gereinigt (50 mbar, 60°C).

Ausbeute:

TH-NMR:

13C-NMR:

15.0 g (125 mmol)

67 % (bezogen auf Thiomilchsaure)

0 / ppm (MeOH-d4) = 1.22 (m, 3H, H-3); 3.47 (m, 3H, H-7); 4.49
(m, 1H, H-2).

0 / ppm (MeOH-d4) = 21.48 (C-3); 36.09 (C-2); 52.92 (C-7); 175.80
(C-4).
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Mono-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-propionsiure)]-B-cyclodextrin 39

2.00 g (1.55 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 9 werden in
20 ml DMF gelost und mit 2.16 ml (15.5 mmol) Triethylamin und 1.86 g

(15.5 mmol) 5-Mercapto-1-methyltetrazol 24 versetzt. Die Mischung wird drei

Tage bei 60 °C gerithrt. Man lasst abkiithlen und fallt aus Isopropanol aus. Der

weille Niederschlag wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet, in 40 ml 1M

NaOH gelost und 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Man neutralisiert mit 1M

Salzsdure, nanofiltriert und lyophilisiert.

Ausbeute:

1H-NMR:

13C-NMR:

IR:

MS (ESI):

1,02 g (0,82 mmol)

78 % (bezogen auf Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-
cyclodextrin 9)

6 / ppm (D20) = 4.99 (m, 1H; 1°-H), 4.92 (m, 6H; 1-H), 3.81 (m,
7H; 3/3"-H), 3.72 (m, 14H; 5/57/6/6°-H), 3.50 (m, 7H; 2/2"-H), 3.44
(m, 7TH; 4/4°-H), 2.79 (m, 1H; 7-H), 1.25 (br, 3H; 10-H).

o / ppm (D20) = 198.3 (C-8), 102.8 (C-1), 102.4 (C-1"), 82.1 (C-4),
82.0 (C-47), 74.1 (C-3), 73.9 (C-3"), 73.1 (C-2), 73.0 (C-2"), 72.8
(C-59, 72.8 (C-5), 61.3 (C-6"), 61.2 (C-6), 55.4 (C-7), 19.4 (C-10).
Vmax / cmt = 3244 (br, O-H), 2925 (s, C-H), 1577 (s, COO-), 1388
(m, O-H), 1152 (s, Cprim-OH), 1076 (m, C-O-C), 1021 (s, Csek-OH).
m/z (H2O0) = 1221.29 [M-Nal-, 1224.32 [M+H]*

Summenformel: C4sH73036SNa * 6H20
CHN-Analyse: berechnet: 39.94 %C, 6.33 %H
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Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-pB-cyclodextrin!152] 3

)

86.7 g (330 mmol) Triphenylphosphin werden unter Stickstoff in 300 ml DMF

gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wird innerhalb von 20 Minuten 87.8 g
(346 mmol) Iod zugeben, wobei die Temperatur 8 °C nicht iibersteigt. Man lasst
auf Raumtemperatur kommen und gibt langsam 25.0 g (22.0 mmol) pB-
Cyclodextrin zu der braunen Mischung. Es wird zwei Stunden bei
Raumtemperatur und 42 Stunden bei 70 °C geriihrt. Nach dem Abkiihlen engt
man die Mischung auf ca. 200 ml ein, gibt die Losung von 19.5 g (360 mmol)
Natrium-methanolat in 120 ml Methanol zu und rihrt 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Es wird aus ca. 2.5 1 kaltem Methanol ausgefillt. Der gelbe

Niederschlag wird mittels Soxhlet mit Methanol gereinigt.

Ausbeute: 47.6 g (22.1 mmol)
100 % (bezogen auf B-Cyclodextrin)
1H-NMR: o/ ppm (DMSO-ds) = 5.93 (m, 14H, 2/3-OH), 4.98 (d, 3 = 3.5 Hz,

7H, 1-H), 3.79 (d, 3J = 9.14 Hz, TH, 6a-H), 3.63 (t, 3J = 9.14 Hz,
7H, 3-H), 3.58 (m, 7TH, 5-H), 3.43 (m, 7H, 6b-H), 3.37 (dd,
5J = 9.65 Hz, TH, 2-H), 3.27 (t, 3J = 9.0 Hz, 7TH, 4-H).

13C-NMR: o/ ppm (DMSO-de¢) = 102.08 (C-1), 85.90 (C-4), 72.13 (C-2), 71.87
(C-3), 70.90 (C-5), 9.46 (C-6).
IR: Vmax / ecm1 = 3299 (br, O-H), 2910 (m, C-H), 1371 (s, O-H), 1094

(m, C-0-C), 1033 (s, Csex-OH).
Summenformel: C42Hg3O2817 * 12
CHN-Analyse: berechnet: 23.38 % C, 2.94 % H
erhalten: 24.63 % C, 3.08 % H
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Heptakis-[6-deoxy-6-(sulfanyl-9H-purin)]-B-cyclodextrin 40

Die Losung von 1.00 g (0.53 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-i0od)-B-cyclodextrin 3 in
10 ml absolutem DMF wird mit 1.28 ml (9.19 mmol) Triethylamin und 1.57 g
(9.19 mmol) 6-Mercaptopurin Monohydrat 31 versetzt und fiinf Tage bei 60 °C
geriihrt. Beim Abkiihlen fillt ein gelber Feststoff aus, welcher abgetrennt und im

Vakuum getrocknet wird.

Ausbeute: 370 mg (0.18 mmol)
34 % (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-cyclodextrin 3)

IR: vmax / em-! = 3428 (br, O-H), 2915 (m, C-H), 1656 (m, C=N), 1572
(s, C=C), 1200 (m, C-O-C), 1011 (s, Csex-OH).

MS (ESD): m/z (H20 + DMSO) = 1036.71 [M+2H]2+, 2072.93 [M+H]+

Summenformel: C77HgsN238028S7 * 8H20
CHN-Analyse: berechnet: 41.69 %C, 4.54 %H, 17.68 %N
erhalten: 40.92 % C, 5.27 % H, 18.31 % N
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Heptakis-[6-deoxy-6-(1-methyl-5-sulfanyl-tetrazol)]-p-cyclodextrin 41

Die Losung von 1.00 g (0.53 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-p-cyclodextrin 3 in
10 ml absolutem DMF wird mit 1.28 ml (9.19 mmol) Triethylamin und 1.07 g
(9.19 mmol) 5-Mercapto-1-methyl-tetrazol 24 versetzt und vier Tage bei 60 °C
gerithrt. Man lasst abkiihlen und fillt aus ca. 100 ml Ethanol aus. Der feine

gelbe Niederschlag wird abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum

getrocknet.

Ausbeute: 0.90 g (0.49 mmol)
93 % (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-p-cyclodextrin 3)

1H-NMR: 6 / ppm (DMSO-ds) = 5.96 (br, 7H; 2-OH), 5.86 (br, 7H; 3-OH),
4.92 (d, 7H; 1-H), 4.09 (t, 3J = 7 Hz, 7H; 5-H), 3.74 (d, 3J = 11 Hz,
7H; 6-H), 3.66 (m, 7TH; 3-H), 3.42 (m, 35H; 2/4/8-H).

13C-NMR: 0 / ppm (DMSO-ds) = 153.4 (C-7), 102.1 (C-1), 84.5 (C-4), 72.4
(C-3), 72.0 (C-2), 69.3 (C-5), 35.0 (C-8), 33.5 (C-6).

MS (ESI): m/z (H2O + DMSO + MeOH) = 1821.49 [M+H]+*

Summenformel: Cs6Hg4N2502s8S7 * 8H20
CHN-Analyse: berechnet: 34.21 %C, 5.13 %H, 19.95 %N
erhalten: 34.28 %C, 4.69 %H, 20.17 %N
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Heptakis-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-pyridin)]-B-cyclodextrin 42

9

1.90 g (1.00 mmol) Heptakis-[6-deoxy-6-iodo]-B-cyclodextrin 3 werden in 15 ml
DMF gelost und nacheinander mit 2.44 ml (17.5 mmol) Triethylamin und 1.95 g
(17.5 mmol) 2-Mercaptopyridin 32 versetzt. Die Mischung wird 4 Tage bei 60°C
geriihrt, etwa auf die Hélfte des Volumens eingeengt und aus Aceton ausgefillt.

Man erhilt einen rot-braunen Feststoff.

Ausbeute: 1.69 g (0.95 mmol)
95% (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-i0odo)-p-cyclodextrin 3)
1H-NMR: 0 / ppm (DMSO-dg) = 8.29 (m. 7H, 10-H), 7.38 (m, 7H, 9-H), 6.94

(m, 14H, 8/11-H), 5.92 (br, 14H, 2/3-OH), 4.92 (d, 3J = 3.05 Hz,
7H, 1-H), 3.95 (m, 14H, 3/6a-H), 3.64 (m, TH, 5-H), 3.39 (m, 21H,
2/4/6b-H).

13C-NMR: o / ppm (DMSO-de) = 148.92 (C-10), 136.08 (C-9), 121.49 (C-8),
119.37 (C-10), 101.96 (C-1), 84.92 (C-4), 72.63 (C-5), 72.20 (C-2),
69.96 (C-3), 30.69 (C-6).

Summenformel: C77H91028S7N7 * 2H20

CHN-Analyse: berechnet: 50.73 %C, 5.25 %H, 5.38 %N
erhalten: 50.36 %C, 5.14 %H, 5.23 %N
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Heptakis-[6-deoxy-6-(2-amino-ethylsulfanyl)]-B-cyclodextrin(1541 7

2.00 g (17.6 mmol) 2-Aminoethanthiol Hydrochlorid 25 werden unter Stickstoff in
20.0 ml absolutem DMF gelost und mit 2.60 ml (17.6 mmol) Triethylamin
versetzt, wobei sich ein weiller Niederschlag bildet. Zu der Mischung werden
2.40 g (1.26 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-B-cyclodextrin 8 in 10 ml absolutem
DMF getropft und 72 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Der Niederschlag
wird abgesaugt, in ca. 40 ml Wasser gelost und der pH-Wert mit 2 N Salzsdure
auf 2 eingestellt. Nach Lyophilisieren suspendiert man in 20 ml Ethanol, riihrt

30 Minuten bei Raumtemperatur und saugt den Feststoff ab.

Ausbeute: 1.02 g (0.57 mmol)
45 % (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-p-cyclodextrin 3)
1H-NMR: o6/ ppm (D20 + DSS) = 5.00 (d, 3J = 3.47 Hz, TH, 1-H), 3.80 (m,

7H, 5-H), 3.74 (t, 3J = 9.46 Hz, TH, 3-H), 3.51 (m, 14H, 2/4-H),
3.09 (m, 21H, 6a/7-H), 2.87 (m, 21H, 6b/8-H).
13C-NMR: 6/ ppm (D20 + DSS) = 102.95 (C-1), 85.05 (C-4), 73.68 (C-3),
73.30 (C-5), 72.93 (C-2), 39.52 (C-7), 33.27 (C-6), 30.98 (C-8).
Summenformel: C56H10502sN7S7 * THCI * 6H20
CHN-Analyse: berechnet: 35.17 %C, 6.53 %H, 5.13 %N
erhalten: 33.51 %C, 6.82 %H, 5.97 %N
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(3-sulfanyl-propan-1,2-diol) ]-B-cyclodextrin 43

2.00 g (1.05 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-p-cyclodextrin 3 werden in 10 ml
absolutem DMF unter Erwirmen gelost. Zu der Losung gibt man 2.56 ml
(18.4 mmol) Triethylamin und 1.60 ml (18.4 mmol) Thioglycerin 28. Die
Reaktionsmischung wird 7 Tage bei Raumtemperatur geriihrt, auf etwa die
Halfte eingeengt und aus 150 ml Ethanol ausgefillt. Der leicht gelbliche

Niederschlag wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.63 g (0.92 mmol)
88 % (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-p-cyclodextrin 3)
1H-NMR: o / ppm (DMSO-de) = 5.89 (d, 7H; 2-OH), 5.78 (s, 7H; 3-OH), 4.85

(m, 7H; 1-H), 4.68 (d, 7H; 8-OH), 4.50 (m, 7H; 9-OH), 3.79 (m,
7H; 5-H), 3.57 (m, 14H; 3/8-H), 4.43(m, 7H; 4-H), 3.35 (m, 21H;
2/7-H), 3.02 (m, 7H; 6a-H), 2.88 (m, 7H; 6b-H), 2.69 (m, 7H; 9a-
H), 2.54 (m, 7H; 9b-H).

13C-NMR: 0 / ppm (DMSO-ds) = 102.1 (C-1), 84.2 (C-4), 72.6 (C-3), 72.3 (C-
5), 71.4 (C-2), 64.6 (C-8), 56.1 (C-9), 36.7 (C-6), 18.6 (C-7).
MS (ESD): m/z (H20 + DMSO): 1765.61 [M*+ H]

Summenformel: CesH112042S7 * 6H20
CHN-Analyse: berechnet: 40.38 %C, 6.67 %H
erhalten: 40.81 %C, 7.06 %H
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-ethanol)]-B-cyclodextrin 45

2.50 g (1.31 mmol) Heptakis-[6-deoxy-6-iodo]-B-cyclodextrin 3 werden in 20 ml
DMF gelost und nacheinander mit 3.21 ml (23.0 mol) Triethylamin und 2.00 ml
(23.0 mmol) 2-Mercaptoethanol versetzt. Die Mischung wird 3d bei 60°C geriihrt,
auf ca. die Halfte des Volumens eingeengt und aus Aceton ausgefillt. Der
Niederschlag wird abgesaugt, in Wasser gelost, mittels Nanofiltration (500 Da)
gereinigt und lyophilisiert.

Ausbeute: 1.94 g (1.25 mmol)
95 % (bezogen auf Heptakis-[6-deoxy-6-iodo]-p-cyclodextrin 3)
1H-NMR: 0 / ppm (DMSO-ds) = 5.85 (br, 14H, 2/3-OH), 4.87 (s, TH, 1-H),

4.72 (br, TH, 8-OH), 3.77 (s, TH, 5-H), 3.59 (m, 7H, 2-H), 3.51 (m,
14H, 8-H), 3.39 (m, 14H, 3/4-H), 3.04 (m, 7H, 6a-H), 2.84 (m, 7H,
6b-H), 2.64 (m, 14H, 7-H).
13C-NMR: 0 / ppm (DMSO-ds) = 102.1 (C-1), 84.25(C-4), 72.6 (C-2), 72.3
(C-3), 71.4 (C-5), 60.8 (C-8), 35.3 (C-7), 33.3 (C-6).
Summenformel: C56HosO3557 * 2H20
CHN-Analyse: berechnet: 42.25 %C, 6.46 %H
erhalten: 42.67 %C, 7.27 %H
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(3-sulfanyl-2-propanol)]-B-cyclodextrin 44

2.50 g (1.31 mmol) Heptakis-[6-deoxy-6-iodo]-B-cyclodextrin 38 werden in 20 ml
DMF gelost und nacheinander mit 3.21 ml (23.0 mol) Triethylamin und 2.02 ml
(23.0 mmol) 1-Mercapto-2-propanol versetzt. Die Mischung wird 3d bei 60°C
geriihrt, auf ca. die Hilfte des Volumens eingeengt und aus Aceton ausgefillt.
Der Niederschlag wird abgesaugt, in Wasser gelost, mittels Nanofiltration (500
Da) gereinigt und lyophilisiert.

Ausbeute: 0.46 g (0.28 mmol)
21 % (bezogen auf Heptakis-[6-deoxy-6-iodo]-p-cyclodextrin 3)

1H-NMR: 0 / ppm (DMSO-d¢) = 5.84 (br, 14H, 2/3-OH), 4.86 (s, 7TH, 1-H),
4.63 (br, 7TH, 8-OH), 3.78 (m, 7H, 5-H), 3.70 (m, 7H, 8-H), 3.59
(m, 7TH, 2-H), 3.37 (m, 14H, 3/4-H), 3.02 (m, 7H, 6a-H), 2.88 (m,
7H, 6b-H), 2.61 (m, 7H, 7a-H), 2.53 (m, 7H, 7b-H), 1.10 (d, 21H,
9-H).

13C-NMR: 0 / ppm (DMSO-de) = 102.1 (C-1), 84.3 (C-4), 72.6 (C-2), 72.3
(C-3), 71.0 (C-5), 66.1 (C-8), 41.8 (C-7), 33.9 (C-6), 22.6 (C-9).
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(3-sulfanyl-propionsiuremethylester)]-f-

cyclodextrin

2.00 g (1.05 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-B-cyclodextrin 3 werden in 15 ml
DMF gelost und mit 2.56 ml (18.4 mmol) Triethylamin und 2.21 g (18.4 mmol)

Mercaptopropionsdure-methylester versetzt. Die Mischung wird 3 d bei 60 °C

geriihrt, etwa auf die Hilfte eingeengt und aus Ethanol ausgefillt.

Ausbeute:

TH-NMR:

13C-NMR:

MS (ESI):

1.48 g (0.80 mmol)

76 % (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-B-cyclodextrin 3)

o/ ppm (DMSO-ds) = 5.93 (m, 7H, 2-OH), 5.83 (s, 7H, 3-OH), 4.87
(s, TH, 1-H), 3.74 (t, 3J=9.3Hz, TH, 5-H), 3.59 (m, 28H, 3/10-H),
3.35 (m, 14H, 2/4-H), 3.06 (m, 7H, 6a-H), 2.83 (m, 7H, 6b-H), 2.76
(t, 3J=7.25Hz, 14H, 7-H), 2.57 (t, 3J=7.25Hz, 14H, 8-H)

0 / ppm (DMSO-ds) = 171.79 (C-9), 102.03 (C-1), 84.63 (C-4),
72.46 (C-3), 72.21 (C-2), 71.44 (C-5), 51.35 (C-9), 35.76 (C-8),
34.13 (C-6), 27.68 (C-7),

m/z (H2O + DMSO) = 1855.64 [M+Li]+, 1871.20 [M+Na]+ 943.71
[M+2Na]2+
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(3-sulfanyl-propionsiure)]-B-cyclodextrin 47

1.48 g  Heptakis-[6-deoxy-6-(S-mercapto-propionsduremethylester)]-p-cyclo-
dextrin (0.80 mmol) werden in 100 ml 1M NaOH gelost und 18h bei

Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wird mit 1M Salzsidure neutralisiert,

nanofiltriert (Berghof BM-5) und lyophilisiert.

Ausbeute:

TH-NMR:

13C-NMR:

MS (ESI):

Summenformel:

CHN-Analyse:
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1.36 g (0.69 mmol)

86 % (bezogen  auf  Heptakis-[6-deoxy-6-(S-mercapto-
propionsédure-methylester]-p-cyclodextrin

o / ppm (D20/DSS) = 4.97 (d, 3J = 3.47 Hz, 7H, 1-H), 3.79 (t,
3J = 8.83 Hz, TH, 5-H), 3.74 (t, 3J = 9.46 Hz, 7TH, 3-H), 3.48 (dd,
7H, 2-H), 3.41 (t, 3J = 9.3 Hz, TH, 4-H), 3.05 (br, 7H, 6a-H), 2.77
(br, 21H, 6b/7-H), 2.43 (br, 14H, 8-H).

o/ ppm (D20/DSS) = 172.09 (C-9), 101.64 (C-1), 84.11 (C-4), 73.46
(C-3), 72.51 (C-2), 71.96 (C-5), 37.32 (C-8), 34.00 (C-6), 29.32
(C-7).

m/z (H:0) = 897.97 [M+2Na]2+, 1773.38 [M+Nal+, 873.41
[M-2H]%, 1749.36 [M-H]-

Ce3Ho104257Na7x4H20

berechnet: 38.27% C, 5.04% H

erhalten: 38.59% C, 5.39% H



9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-essigsiure)]-p-cyclodextrin 8

2.00 g Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 3 (1.05 mmol) werden in 20 ml
trockenem DMF gelost. Zu der Losung werden 2.56 ml Triethylamin (18.4 mmol)
und 1.67 ml Thioglykolsduremethylester (18.4 mmol) gegeben. Die Mischung
wird 3 d bei 60°C geriihrt. Man engt auf etwa die Hélfte des Volumens ein und
fallt aus Ethanol aus. Der Niederschlag wird abgesaugt, im Luftstrom
getrocknet, in 100 ml 1M NaOH gelost und 18h bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Losung wird mit 1M HCI neutralisiert, nanofiltriert (Berghof BM-5) und
lyophilisiert.

Ausbeute: 1.48 g (0.82 mmol)
% (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-pB-cyclodextrin 3)
1H-NMR: o / ppm (D20/DSS) = 4.95 (d, 7H, 1-H), 3.86 (m, 7H, 5-H), 3.75 (t,
3J =9.46 Hz, 7TH, 3-H), 3.49 (m, 14H, 2/4-H), 3.24 (m, 14H, 7-H),
3.02 (m, 7H, 6a-H), 2.81 (m, TH, 6b-H).

13C-NMR: o / ppm (D20/DSS) = 177.82 (C-8), 101.94 (C-1), 84.08 (C-4), 73.38
(C-), 72.59 (C-2), 72.12 (C-), 38.56 (C-7), 34.39 (C-6).

MS (ESI): m/z (H:0) = 849.24 [M+2Na]?+, 1675.33 [M+Nal+, 825.72
[M-2H]

Summenformel: Cs6H77042S7Na7x8H20
CHN-Analyse: berechnet: 34.46% C, 4.80% H
erhalten: 33,94% C, 4,65% H
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-propionsiure-methylester)]-p-

cyclodextrin

2.00 g (1.05 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-B-cyclodextrin 38 werden unter
Erwarmen in 10 ml wasserfreiem DMF gelost, mit 2.56 ml (18.4 mmol)
Triethylamin und 2.21 g (18.4 mmol) Thiomilchséduremethylester versetzt. Das
Reaktionsgemisch wird vier Tage bei 60 °C geriihrt. Man ldsst abkiihlen und fillt
aus ca. 200 ml Isopropanol aus. Der gebildete Niederschlag wird abgesaugt und

im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.38 g (0.75 mmol)
71 % (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-p-cyclodextrin 3)
1H-NMR: 0 / ppm (DMSO-ds) = 5.94 (br, 1H, 2-OH), 5.83 (m, 1H, 3-OH),

4.85 (t, 1H, 1-H), 3.80 (br, 1H, 5-H), 3.62 (s, 3H, 9-H), 3.60 (m,
2H, 3/7-H), 3.42 (m, 1H, 4-H), 3.32 (m, 1H, 2-H), 3.13 (m, 1H, 6a-
H), 2.94 (br, 1H, 6b-H), 1.32 (m, 3H, 10-H).

13C-NMR: 0 / ppm (DMSO-d¢) = 173.17 (C-8), 102.08 (C-1), 84.20 (C-4),
72.39 (C-3), 72.09 (C-2), 71.20 (C-5), 51.94 (C-9), 41.76 (C-7),
32.73 (C-6), 17.46 (C-10).

MS (ESI): m/z (H2O + DMSO) = 1866.50 [M+H]+*

Summenformel: C7oH112042S7

CHN-Analyse: berechnet: 45.45 %C, 6.10 %H
erhalten: 45.22 %C, 6.72 %H
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-propionsiure)]-B-cyclodextrin 46

1.00 g (0.54 mmol) Heptakis-[6-deoxy-(6-S-thiomilchsédure-methylester)]-f-
cyclodextrin werden in ca. 25 ml 1 M NaOH-Losung suspendiert und 15 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Neutralisieren mit 1 M Salzséure,
Nanofiltration tiber eine BM-5 Membran (Ausschlussgrenze 500 Dalton) und

Lyophilisieren erhilt man das Produkt als weillen watteartigen Feststoff.

Ausbeute: 1.03 g (0.54 mmol)
100 % (bezogen auf Heptakis-[6-deoxy-(6-S-thiomilchsédure-
methylester)]-pB-cyclodextrin)

1TH-NMR: o/ ppm (D20) = 4.99 (m, 7H; 1-H), 3.85 (m, 7H; 5-H), 3.78 (m, 7H;
3-H), 3.46 (m, 21H; 2/4/7-H), 3.05 (m, 7H; 6a-H), 2.86 (m, 7H;
6b-H), 1.27 (d, 3J = 7 Hz, 21H; 9-H).

13C-NMR: o / ppm (D20) = 180.5 (C-8), 101.3 (C-1), 83.5 (C-4), 73.4 (C-3),
72.6 (C-2), 72.1 (C-5), 45.7 (C-7), 33.7 (C-6), 19.0 (C-9).
MS (EST): m/z (H20) = 1749.45 [M-HJ-, 1773.44 [M+Na]+

Summenformel: CesHo1042S7Na7 * 9H20
CHN-Analyse: berechnet: 36.59 %C, 5.31 %H
erhalten: 36.53 %C, 5.14 %H
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(2-sulfanyl-ethansulfonsiure)]-B-cyclodextrin!155] 48

1.33 g (0.70 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-B-cyclodextrin 3 werden unter
Erwiarmen in 10 ml DMF gelost, mit 1.70 ml (12.2 mmol) Triethylamin versetzt
und die Losung von 2.00 g (12.2 mmol) 2-Mercaptoethansulfonat Natriumsalz 30
zugegeben. Die Mischung wird fiir drei Tage auf 60 °C erhitzt, etwa auf die
Halfte eingeengt und aus Aceton ausgefillt. Der weille Niederschlag wird

abgesaugt und mittels Nanofiltration gereinigt.

Ausbeute: 0.75 g (0.37 mmol)
53 % (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iod)-B-cyclodextrin 3)
1H-NMR: o / ppm (D20) = 4.99 (d, 3J = 4 Hz, 7H; 1-H), 3.91 (m, 7H; 5-H),

3.80 (t, 3J = 10 Hz, 7H; 3-H), 3.48 (m, 14H; 2/4-H), 3.04 (m, 21H;
6a/8-H), 2.85 (m, 21H; 6b/7-H).

13C-NMR: 0/ ppm (D20) = 101.2 (C-1), 83.3 (C-4), 72.9 (C-3), 72.1 (C-2), 71.4
(C-3), 51.4 (C-8), 33.4 (C-6), 27.3 (C-T).
MS (ESI): m/z (H20 + DMSO) = 1102 [M+2H]2+

Summenformel: Cs6H91049S14Na7 * 8H20
CHN-Analyse: berechnet: 29.22 %C, 4.68 %H
erhalten: 29.14 %C, 5.17 %H
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Heptakis-[6-deoxy-6-(sulfanyl-sulfonyloxy natrium)]-p-Cyclodextrin 49

)

3.00 g (1.58 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 3 werden in 100 ml
absolutem DMSO gelost und mit 17.5 g (111 mmol) Natriumthiosulfat versetzt.

Die Mischung wird 3d bei 70°C geriihrt und aus Isopropanol ausgefillt. Der
Feststoff wird abgesaugt, mit Isopropanol gewaschen und mittels Nanofiltration

(500 Da) gereinigt.

Ausbeute: 2.80 g (1.43 mmol)
90 % (bezogen auf Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 3)

1H-NMR: o/ ppm (D20) = 5.14 (d, 3J = 4 Hz, 1H, 1-H), 4.25 (m, 1H, 5-H),
3.76 (m, 2H, 2/3-H), 3.52 (m, 3H, 4/6a/6b-H).

13C-NMR: o/ ppm (D20) = 100.00 (C-1), 81.31 (C-4), 72.51 (C-5), 71.93 (C-2),
69.57 (C-3), 53.17 (C-6).

MS (ESI): m/z (H20) = 1003.7 [M+2Na]2+

Summenformel: C4oHg3O49S14Na7 * 12H20
CHN-Analyse: berechnet: 23.16 %C, 4.03 %H, 20.61 %S
erhalten: 22.97 %C, 3.98 %H, 20.51 %S
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9.3 Synthesen der Stéarkederivate

9.3 Synthesen der Starkederivate

Carboxymethylstiarke 62

OR

RO

R =H oder
-CH,-COONa

Variante I (Synthese von 62a, 62b, 62¢c, 62d, 623, 62k)

Zu der Losung von Monochloressigsdure in ca. 50 ml Loésungsmittel werden
nacheinander Starke und frisch pulverisiertes Natrumhydroxid zugegeben. Die
Mischung wird fiir die in Tabelle 39 angegebene Zeit bei der genannten
Temperatur geriihrt. Der Feststoff wird abgesaugt und mit Methanol gewaschen.

Es wird erneut in Wasser gelost, ultrafiltriert und lyophilisiert.

Variante II (Synthese von 62g, 62h, 62i)

Natriumhydroxid wird in Wasser gelost, mit Isopropanol versetzt und auf die
angegebene Temperatur erwiarmt. Nach Zugabe der Stirke ldsst man 1h quellen
und gibt dann Monochloressigsdure zu. Nach beendeter Reaktion wird der
Feststoff abgesaugt und mit Isopropanol gewaschen. Es wird erneut in Wasser

gelost, ultrafiltriert und lyophilisiert.

Variante III (Synthese von 62e und 62f)

Starke wird in wéssriger Natronlauge 2 Stunden bei RT gequollen und mit einer
Losung von Monochloressigsdure in Isopropanol versetzt. Nach beendeter
Reaktion wird der Feststoff abgesaugt und mit Methanol gewaschen. Es wird

erneut in Wasser gelost, ultrafiltriert und lyophilisiert.

1H-NMR: 0 / ppm (D20/D2S04) = 5.53 (d, Hlas), 5.38 (d, Hlaw), 4.86 (d,
H1Bs), 4.80 (d, H1Bw), 4.59 (m, CH2(3)), 4.51 (CH2(2)a), 4.48
(CH2(2)B), 4.35 (CH2(6)), 3.65-4.05 (Glucosegrundgeriist)
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9.3 Synthesen der Stéirkederivate

Tabelle 39: Reaktionsbedingungen, Substitutionsgrad Ds und Ausbeute bei der Darstellung von
CMS 62

T n(MCA) n(NaOH)/ Reaktions-
Losungs-mittel Starke DS Ausbeute
[°C] n(AGU) n(AGU) zeit [h]

62a 25 3.5 5.0 24 Isopropanol Acros 0.33 72%
62b 35 3.5 5.0 24 Isopropanol Acros 0.12 20%
62c¢ 45 3.5 5.0 24 Isopropanol Acros 0.10 82%
62d 25 6.0 5.0 24 Isopropanol Acros 0.35 71%
62e 25 6.0 5.0 24 Isopr/H20 10:1  Acros 1.12 69%
62f 25 6.0 5.0 24 Isopr/H20 20:1  Acros 0.80 69%
62g 40 14 3.0 2 Isopr/H20 6.25:1 Acros 0.79 87%
62h 40 1.4 3.0 2 Isopr/H20 6.25:1 Hylon 1.28  96%
VII
62i 40 1.4 3.0 2 Isopr/H20 6.25:1 Avebe 0.81  94%
62j 25 2.0 5.0 24 Isopropanol Acros 0.06 15%
62k 25 3.4 8.0 72 Methanol Acros 0.04 60%

Oxidierte Starken 63

HO
@)

n
R = CH,OH oder
COONa

5.00 getrocknete Sirke (30.8 mmol) werden in 200 ml bidestilliertem Wasser
suspendiert und 1h bei 95°C erhitzt, wobei die Stiarke aufquillt. Mit 1M
Natronlauge wird ein pH-Wert von 8.5 eingestellt und mit TEMPO (4 bzw. 8 mg/
g Starke) versetzt. Die jeweilige Menge Natriumhypochlorit (x mol) wird tuber
einen Zeitraum von 2h in 2ml Portionen zugegeben. Wahrend der Zugabe wird
der pH-Wert mit Hilfe eines Dosimaten konstant bei 8.5 gehalten. Nach

beendeter Zugabe werden langsam x/2 mol Natriumborhydrid zugegeben, um die
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9.3 Synthesen der Stéarkederivate

Carboxylgruppen zum Alkohol zu reduzieren. Die weitere Reinigung der
Produkte erfolgt mittels kontinuierlicher Ultrafiltration gegen Wasser iiber eine

5 kDa Cellulosemembran und anschlieendem Gefriertrocknen.

1H-NMR: o / ppm (D20/D2S04) = 5.69 (s, H1"), 5.43 (d, Hla), 5.22 (m, H3"),
5.19 (m, H5"), 4.90 (d, H-4"), 4.79 (m, H1b), 4.61 (s, H2"), 3.17-
4.05 (Glucosegrundgeriist)

Tabelle 40: Reaktionsbedingungen bei der Oxidation von Stérke
mg TEMPO/ n(NaOCl)/

Starke Ds Ausbeute
g Starke n(AGU)

63a Avebe 8 0.25 0.06 54%
63b Avebe 8 0.50 0.24 69%
63c Avebe 8 0.80 0.29 63%
63d Avebe 8 1.00 0.37 75%
63e Avebe 8 1.20 0.48 71%
63f Avebe 8 1.40 0.51 64%
63g Avebe 8 1.60 0.63 54%
63h Avebe 8 1.80 0.72 69%
63i Avebe 8 2.00 0.72 89%
63j Avebe 8 3.00 0.70 60%
63k Avebe 8 4.00 0.70 75%
631 Avebe 4 0.50 0.23 100%
63m Avebe 4 0.8 0.24 74%
63n Avebe 4 1.0 0.29 96%
630 Wachsmaisstarke 8 1.08 0.32 74%
63p Maisstarke 8 1.0 0.31 85%
63q Kartoffelstarke 8 1.0 0.29 73%
63r Acros 8 1.0 0.25 70%
63s Hylon VII 8 1.0 0.23 64%
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9.3 Synthesen der Stéirkederivate

Pyrofolsaure 65278

O 24COCH
19 §
18 N723
12 13 //\-3 -
10 j/\N 14 21

H2N N4N

25 g Folsdure (56.5 mmol) werden in 250 ml wasserfreiem THF suspendiert und
auf 2°C gekiihlt. Zu der abgekiihlten Suspension werden 64 ml
Trifluoressigsdureanhydrid (0.453 mol) so zugetropft, dass die Temperatur nicht
tiber 8°C steigt. Die Mischung wird 6h im Eisbad geriihrt, und tiber Nacht im
Kihlschrank aufbewahrt. Nach vorsichtigem Entfernen des Losungsmittels
(T<40°C), wird aus 1.5 1 Ether ausgefillt und 2 h bei RT geriihrt um die Fallung
zu vervollstandigen. Das gelbe Produkt wird abgesaugt, mit Eher gewaschen und

im Vakuum bei 40°C getrocknet.

Ausbeute: 27.3 g (52.5 mmol)
93 % (bezogen auf Folsdure 64)
1H-NMR: o / ppm (DMSO-ds) = 8.67 (s, 1H, 6-H), 7.65 (m, 2H, 16-H), 7.58

(d, 2H, 15-H), 5.12 (m, 2H, 12-H), 4.69 (m, 1H, 23-H), 2.52-1.99
(m, 4H, 21/22-H).

Pteroylhydrazid 66278

20
19 .NH,
1 N’
11 12 13 H
HN 10 N 14

1)\ 6

H,N "2 N7

58.3 ml Hydrazin Monohydrat (1.20 mol) werden in einem braunen Kolben

vorgelegt und portionsweise mit 5.00 g (9.63 mmol) Pyrofolsdure 65 versetzt. Im
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Reaktionsverlauf entsteht eine orangefarbene Losung, die 20h bei RT geriihrt
wird. Man fillt aus etwa 400 ml Methanol aus und riihrt die Mischung zur
Vervollstiandigung der Fallung weitere 4h. Der orange Feststoff wird abgesaugt,
mit Methanol und Diethylether gewaschen und im Vakuum bei 40°C getrocknet.
Das Produkt wird lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt.

Ausbeute: 2.58 g (7.91 mmol)
82 % (bezogen auf Pyrofolsdure 65)

1H-NMR: o / ppm (DMSO-de) = 9.35 (s, 1H, 19-H), 8.61 (s, 1H, 6-H), 7.56 (d,
3J = 8.8 Hz, 2H, 16-H), 6.90 (m, 3H, 13/20-H), 6.61 (d, 3J = 8.8
Hz, 2H, 15-H), 4.45 (d, 3J = 6.0 Hz, 2H, 12-H).

MS (ESI): m/z (DMSO/H20) = 327.46 [M+H]+

Pteroylamidethylamin 67

20 22
19
17 NH
O N
11 9 N 12 13 H
HN 10 X7 N4 16
1 | = Ho B

10.6 g (20.4 mmol) Pyrofolsdure 65 werden portionsweise zu 171 ml (2.55 mol)
gegeben. Es entsteht eine klare orange-rote Losung, die 24h bei RT geriihrt wird.
Die Reaktionsmischung wird aus 500 ml Aceton ausgefillt. Der gelbe
Niederschlag wird mit Ether gewaschen und im Vakuum bei 40°C getrocknet.

Das Produkt wird lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt.

Ausbeute: 6.52 g (18.4 mmol)
90 % (bezogen auf Pyrofolsidure 65)

1H-NMR: 0 / ppm (DMSO-ds) = 8.59 (s, 1H, 6-H), 7.00 (m, 1H, 19-H), 7.59
(d, 2H, 15-H), 7.05 (br, 2H. 22-H), 6.85 (m, 1H 13-H), 6.61 (d, 2H,
16-H), 4.45 (d, 2H,12-H), 2.64 (m, 4H, 20/21-H).

MS (ESI): m/z (DMSO/MeOH) = 355.41 [M+H]+
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Pteroylamidhexylamin 68

O

20 22 24 26
17 19/\/\/\/NH2
18N 21 23 25
12 45
10 ]/\N 14

H2N 4

89.5 g (770 mmol) 1,6-Diaminohexan werden in 500 ml DMSO gel6st und unter
Lichtausschluss portionsweise mit Pyrofolsdure 65 (20.00 g, 38.5 mmol) versetzt.
Es entsteht eine klare orange-rote Losung, die 24h bei RT geriihrt wird. Die
Reaktionsmischung wird auf ca. 60 ml eingeengt und aus 500 ml Aceton
ausgefillt. Der orange Niederschlag wird mit Ether gewaschen und im Vakuum

bei 40°C getrocknet. Das Produkt wird lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt.

Ausbeute: 14.0 g (34.2 mmol)
89 % (bezogen auf Pyrofolsdure 65)

1H-NMR: o / ppm (DMSO-ds) = 8.58 (s, 1H, 6-H), 7.98 (m, 1H, 19-H), 7.59
(d, 2H, 15-H), 7.13 (br, 2H, 22-H), 6.84 (m, 1H, 13-H), 6.62 (d, 2H,
16-H), 4.45 (d, 2H, 12-H), 2.62 (t, 2H, 20-H), 1.48-1.27 (m, 10H,
21/22/23/24/25-H).

MS (ESI): m/z (DMSO/H20) = 411.51 [M+H]+, 206.47 [M+2H]2+
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Starken mit zellspezifischen Liganden

n=0,26
X+y+z=1

Oxidierte Starke (freie Saure) 63 wird in DMSO bei 50°C geriihrt, bis eine klare
Losung entstanden ist. Man lasst wieder auf Raumtemperatur abkiithlen und gibt
unter Lichtausschluss den Ligand und dquimolare Mengen HOBt und DCC zu.
Die Reaktionsmischung wird 24h bei Raumtemperatur geriihrt, mit Natronlauge
verdiinnt und wunter Lichtausschluss gegen Wasser ultrafiltriert. Nach

Gefriertrocknen erhélt man die Produkte als gelbe bis braune Feststoffe.

Tabelle 41: Synthese von Stdrken mit Pteroylhydrazid 66 als Ligand

Massenanteil DS

n(Ligand)/n(COOH)
Ligand [%] (Ligand)
69a 0.2 5.51 0.115
69b 0.5 5.34 0.105
69c 1.0 8.60 0.208

Tabelle 42: Synthese von Stdrken mit Pteroylamidethylamin 67 als Ligand

Massenanteil DS

n(Ligand)/n(COOH)
Ligand [%] (Ligand)
81a 0.2 0.85 0.015
81b 0.3 1.38 0.026
81c 0.5 1.85 0.036
81d 1.0 1.57 0.029
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Tabelle 43: Synthese von Stéirken mit Pteroylamidhexylamin 68 als Ligand

Massenanteil DS
n(Ligand)n(COOH)
Ligand [%] (Ligand)

82a 0.1 0.46 0.008
82b 0.2 1.25 0.023
82¢ 0.3 3.82 0.077
82d 0.5 9.05 0.250
82e 1.0 - -

Bildung von Nanoplexen

Zur Bildung von Nanoplexen wurden die molekularen Massen pro Ladung
berechnet. Die beiden Komponenten wurden einzeln in Wasser oder PBS gelost
und unter Rithren bei 15000 rpm tropfenweise gemischt. Nach beendeter Zugabe
wurde 30 s weitergeriithrt. Die Partikel wurden in wéssriger Losung in braunen
GlasgefidBen aufbewahrt oder unter Lichtausschluss lyophilisiert und danach als

Feststoff im Dunkeln gelagert.
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a-CD
AFM

AGU

B-CD
BOP
CDI
CGTase
CMS
COSY
CPT

CSD

DCC
A4G

4G9

Konzentration des Cyclodextrins
Konzentration des Gastes
Nullpunktsloslichkeit
Ausgangskonzentration des Wirtes
Angstrom (10-19m)
alpha-Cyclodextrin
Rasterkraftmikroskopie
Anhydroglucoseeinheit

Steigung der Loslichkeitsisothermen

beta-Cyclodextrin

Benzotriazolyloxytris(dimethylamino)-
phosphoniumhexafluorophosphat

Carbonyldiimidazol
Cyclodextrin-glucosyltransferase
Carboxymethylstarke
Korrelationsspektroskopie
Camptothecin

Cambridge Structural Database
Debye

Schichtdicke der Kiivette
Dalton

Dicyclohexylcarbodiimid
Bindungsselektivitét

Anderung der freien Energie
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AGO0
AHO
DHA
DMF
DMSO
DS

ASO

€0
Ecou
EDCI
EDTA

er

f‘},

v-CD

HBTU
HES
HOAt
HOBt

HP-p-CD
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Bindungsaffinitét

Enthalpie

Dihydroxyanthrachinon

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Substitutionsgrad

Anderung der Entropie

Elementarladung

Extinktion

Ektinktionskoeffizient

allgemeine Dielektrizitdtskonstante
Coulomb-Energie
N-(3-Dimethylamino-propyl-N-ethyl-carbodiimid
Ethylendiamintetraacetat

spezielle Dielektrizititskonstante

Anteil der j-ten Komponente an der Anisotropie
Gramm

Geratefaktor bei der Anisotropiemessung
gamma-Cyclodextrin

Stunden

2-(1H-benzotriazol-1-yL)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat

Hydroxyethylstarke
1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
Hydroxybenzotriazol

Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin



11 Verzeichnisse

HPLC

HPS

ITC

ITC

kg

kJ

A
li

xiau

log P

M-1
MCA
MHz
ml
mM
mV

Mw

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Hydroxypropylstéirke

Ionenstirke

Fluoreszenzintensitit bei senkrechter
Polarisator/Analysator-Stellung
Fluoreszenzintensitit bei paralleler
Polarisator/Analysator-Stellung

Infrarot

Isotherme Titrationskalorimetrie
Isotherme Titrationskalorimetrie
reduzierte Stabilitatskontante
Boltzmann-Konstante

kilojoule
Komplexstabilitatskonstante
Liter

Debye-Linge

Bindungsliange

Wellenldnge der maximalen Extinktion

Logarithmus des Verteilungskoeffizienten
Octanol/Wasser

molar

Molar
Monochloressigsédure
Megahertz

Millilter

millimolar

millivolt

Molekulargewicht
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MWG

NaOCl
NEts

NHS

nm

NMR

NOE

PBS

PDI

PEG
PEO-b-DMAEMA
PEO-b-PMAA
pH

pKs

PLGA

ppm
PyBOP

r

R

RBC
RDM-B-CD
Teff
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Massenwirkungsgesetz
Stochiometrie
Wirt-Gast-Komplex
Avogadro-Konstante
Natriumhypochlorit
Triethylamin
N-Hydroxysuccinimid
Nanometer
Kernresonanzspektroskopie
Kern-Overhauser
Phosphatgepufferte Salzlosung, pH=7.4
Polydispersitdtsindex

Polyethylenglycol

Poly(ethylenoxid)-block-
poly(dimethylaminoethylmethacrylsaure)

Poly(ethylenoxid)-block-poly(methacrylsdure)

Negativer dekadischer Logarithmus der H*-
Ionenkonzentration

negativer dekadischer Logarithmus der
Saurekonstanten

Polylactid-co-glycolid

parts per million

Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium
hexafluorophosphat

Abstand zwischen zwei Ladungen
allgemeine Gaskostante

rote Blutkoérperchen

Statistisch methyliertes beta-Cyclodextrin

effektive Lange, bei der es zu Abschirmung kommt
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rj
ROESY
rpm

rs

RT

SB-B-CD

TBTU
TEMPO
TFAA

Tos

VIS

WeG

zg

Zh

Anisotropie der Komponente j

Rotating frame Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy

Umdrehungen pro Minute
Spacerliange

Raumtemeratur
Sulfobutylether-beta-cyclodextrin

Temperatur

O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium
tetrafluoroborat

2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl
Trifluoressigsdureanhydrid
Toluolsulfonylgruppe

Ultraviolett

sichtbares Licht
Wirt-Gast-Komplex
Komplexierungsgrad

Ladung des Gastes

Ladung des Wirtes

Bindungswinkel
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