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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese von Cyclodextrin-

Polymeren und der Solubilisierung lipophiler Wirkstoffe.

Im ersten Teil wurden native und methylierte Mono-Azid-Cyclodextrine (CD) liber
,Click“-Chemie an propargylierte Hydroxyethylstarke (HES) gekuppelt. Durch Ein-
fiihren von Carboxylatgruppen an HES oder die Kupplung an Hyaluronsaure (HA)
konnte das Auftauchen einer LCST vermieden werden. Zudem wurde gezeigt, dass
die gekuppelten methylierten CDs eine signifikant geringere Zytotoxizitat als die

entsprechenden Monomere aufweisen.

Der zweite Teil behandelt die Amidkupplung nativer und methylierter Mono-
Amino-CDs an HA und oxidierte HES mit CDMT als Kupplungsreagenz. Im dritten
Teil wurden in einer zweistufigen Synthese methylierte CDs mit H-Phosphonat
monofunktionalisiert und mit Pivaloylchlorid als Aktivierungsreagenz an Hydro-

xypropylcellulose gekuppelt.

Im letzten Teil wurde das Einschlussverhalten der synthetisierten CD-Derivate auf
die lipophilen Wirkstoffe Sevofluran, Midazolam, Propofol, Hydrocortison, Estra-
diol, Testosteron und Ibuprofen mit Hilfe von ITC, der Methode der Loslich-
keitsisothermen und der Headspace-Gaschromatographie untersucht. Die Ergeb-
nisse zeigten einen deutlich stirkeren Solubilisierungseffekt auf die Wirkstoffe als

natives 3-CD und seine kommerziellen Derivate.

Die vorgestellten, sehr gut wasserldslichen CD-Polymere stellen deshalb vielver-
sprechende Kandidaten fiir die Entwicklung neuer Darreichungsformen lipophiler

Wirkstoffe dar.



Summary

This thesis discusses the synthesis of new cyclodextrin (CD) polymers and the

complexation of hydrophobic drugs.

In the first part mono-azides of native and methylated CDs were conjugated to
propargylated hydroxyethyl starch (HES) by “click”-chemistry. The appearing
LCST phase separation could be avoided completely by the introduction of car-
boxylate groups or the use of hyaluronic acid (HA) as a polymer backbone. The
conjugated methylated CDs exhibited significantly lower cytotoxicity than the cor-

responding monomeric CD derivatives.

The second part describes the conjugation of mono-amino functionalized CDs to
HA and oxidized HES using CDMT as a coupling agent. For the resulting water sol-

uble polymers no cytotoxic effect could be detected.

In the third part a two-step synthesis is presented in which CDs were functional-
ized by H-phosphonate and were conjugated to hydroxypropyl cellulose using

pivaloylchloride as a condensing agent.

In the last part the inclusion behaviour of these CD-derivatives with the poorly
soluble drugs sevoflurane, midazolam, propofol, hydrocortisone, estradiol, testos-
terone and ibuprofen were investigated using the phase solubility method, ITC
and headspace gas chromatography. The studies demonstrated higher solubilizing
abilities of the CD polymers in comparison to commercially available 3-CD deriva-

tives.

The CD polymers with both low toxicity and excellent binding potential are prom-

ising candidates for new dosage forms of hydrophobic active ingredients.
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Finleitung

1 Einleitung

1.1  Cyclodextrine

Cyclodextrine (CD) sind die cyclischen Oligomere der Amylose, die aus a-1,4-
Glucopyranoseeinheiten bestehen. Sie wurden 1891 von Villiers(l] entdeckt und
1903 von Schardingerl?] als cyclische Oligosaccharide charakterisiert. Seit 1948
wurden sie von Freudenberg und Cramer!3] systematisch untersucht und ihr Mole-
kulargewicht bestimmt. Dabei entdeckten sie zudem deren Fahigkeit zur Ausbil-
dung molekularer Einschlusskomplexe. Anfang der 1950er Jahr wurden die phy-
sikochemischen Eigenschaften der CDs sowie deren Fahigkeit, Wirkstoffe zu solu-

bilisieren und stabilisieren, untersucht.4l

Die wichtigsten Vertreter der Cyclodextrine sind das a-CD mit sechs, das 3-CD mit

sieben und das y-CD mit acht Glucose-Molekiilen (Schema 1).
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Schema 1: a-, -, y-Cyclodextrine

CDs mit weniger als sechs Glucose-Molekiilen kdonnen aufgrund der sterischen
Hinderung nicht gebildet werden. Hohere Homologe mit neun oder mehr Glucose-
Bausteinen sind schwierig in der Aufreinigung. Cyclodextrine werden grofdtech-
nisch durch den enzymatischen Abbau von Starke gewonnen, der durch die Cyclo-
dextrin-Glycosyltransferase (CGTase), die in einigen Bakterienarten wie Bacillus
macerans oder alcaliphilic bacilli vorkommt, katalysiert wird. Dieses Enzym
schneidet Stiicke aus der a-Helix der Amylose heraus, die sich durch Bildung einer
1,4-Verknipfung von zwei Glucose-Molekiilen zu einem ringférmigen Oligosac-

charid zusammenfiigen. Der enzymatische Abbau ist beziiglich der Ringgrofie
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nicht spezifisch, so dass durch Zugabe geeigneter Fallungsmittel, wie n-Octanol

oder Toluol, die gewiinschte Ringgrofde in hoher Reinheit gewonnen werden muss.

1.1.1 Struktur und Eigenschaften von Cyclodextrinen

Cyclodextrine besitzen die Form eines hohlen Kegelstumpfes, der eine hydro-
phile Oberflaiche und eine hydrophobe Kavitiat besitzt (Schema 2). Die primédren
Hydroxylgruppen an C-6 befinden sich an der oberen Seite des Kegels, die Sekun-
diaren bilden den unteren Teil aus. Durch die freie Rotation der primaren OH-
Gruppen ist die Kavitit im oberen Teil etwas enger. Die sekunddren Hydro-
xylgruppen an C-2 zeigen dabei in das Innere des Hohlraumes, die an C-3 nach
auflen. Da an der sekundiren Seite doppelt so viele Hydroxylgruppen sitzen wie
an der Primaren, resultiert daraus ein starkes Dipolmoment entlang der Cn -Achse.
Die Anordnung der H-3 und H-5-Atome, sowie die Stellung der glykosidischen
Sauerstoffatome fiihren zur Ausbildung einer hydrophoben Kavitdt im Inneren des

CDs.[5-71

Primare Seite

Sekundare Seite

Schema 2: Schematischer Aufbau eines Cyclodextrin-Molekiils

Die Glucose-Molekiile liegen alle in der #C1 Sesselkonformation vor. Dadurch kann
die Hydroxylgruppe an C-2 mit der Hydroxylgruppe an C-3 eines benachbarten
Molekiils eine Wasserstoffbriickenbindung ausbilden, was zu einer Stabilisierung
fihrt. Bei B-Cyclodextrinen bilden sich die Wasserstoffbriicken besonders gut aus,
was sich auch in seiner im Vergleich zu a- und y-Cyclodextrin schlechteren Was-

serloslichkeit widerspiegelt (Tabelle 1).

Von pharmazeutischem Interesse sind die Hydroxypropyl-Derivate von 3- und y-

CD, das randomly methylierte 3-CD (RAMEBCD), sowie das Natriumsalz des Sul-
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fobutylether-B-CDs (SBEBCD). Die physikochemischen Eigenschaften dieser Deri-
vate, wie die Wasserloslichkeit und das Komplexiervermdégen, sind nicht nur auf
die Struktur des angefiigten Substituenten, sondern auch auf die Anzahl sowie der
Position am CD-Molekiil zuriickzufiihren. Der molare Substitutionsgrad (MS) wird
deshalb als die durchschnittliche Anzahl an Substituenten bezeichnet, die mit ei-

ner Glucose-Wiederholeinheit reagiert haben(Tabelle 1).[8.9]

Tabelle 1: Charakteristische Eigenschaften von Cyclodextrinen und ausgewdahlten Derivaten

Loslichkeit in Wasser
Cyclodextrin MW [Da] MS logKo,w
bei 25°C [g/L]

a-CD 973 - 145 -7.8

B-CD 1135 - 18.5 -10.7
HPBCD(CavasolW7 HP) 1400 0.65 >600 -8.5
SBEBCD(Captisol) 2163 0.9 >500 <-10
RAMEBCD(CavasolW7 M) 1312 1.8 >600 -2.4
v-CD 1297 - 232 -12

CDs besitzen ein relativ giinstiges toxikologisches Potential. Aufgrund ihrer Hyd-
rophilie (log Koctanol/wasser meist <-7), ihrer hohen molaren Masse (Mw 1000-2000
Da) und ihrer grofden Anzahl an Wasserstoff-Donoren und -Akzeptoren, ist ihre
orale Bioverfiigbarkeit sehr gering, weshalb sie sich als Wirkstoff-Carrier eignen.
Toxikologische Studien haben gezeigt, dass oral verabreichte CDs praktisch ungif-
tig sind. Dies ist auf die fehlende Absorption durch den Verdauungstrakt zuriick
zu flihren.[?-111 Ausnahme stellen jedoch die methylierten Derivate dar. RAMEBCD
ist lipophiler und besitzt weniger Wasserstoff-Donoren als die anderen CD-
Derivate. Dadurch ist seine orale Bioverfiigbarkeit hoher.[8!

Die Verwendung von CDs fiir die parenterale Applikation ist begrenzter. Der ha-
molytische Effekt von CDs auf humane Erythrozyten in Kochsalzlésung nimmt in
der Reihenfolge methylierter fCDs > BCD > HPBCD > aCD > yCD > HPyCD >

SBEBCD ab. Es scheint ein Zusammenhang zwischen dem hamolytischen Effekt
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und der Fahigkeit, Cholesterin aus den Membranen zu extrahieren, was eine De-

stabilisierung der Zellen zu Folge hat, zu bestehen.[810]

Die Verwendung von nativem (-CD ist zudem aufgrund der geringen Wasserlds-
lichkeit und der Nephrotoxizitatl12.13] fiir die parenterale Anwendung nicht geeig-
net. In-Vivo Studien haben gezeigt, dass methylierte 3-CDs und (3-CD selbst nicht
flir eine parenterale Formulierung verwendet werden koénnen. aCD, HPBCD,
SBEBCD, yCD und HPyYCD sind fiir diese Verabreichungsform sicher und werden

deshalb auch in vermarkteten pharmazeutischen Produkten gefunden.[14]

1.1.2 Derivatisierung von Cyclodextrinen

Um die physikochemischen Eigenschaften der nativen CDs zu verbessern, kén-
nen diese chemisch modifiziert werden. Diese Modifizierung erfolgt dabei durch
Veretherung oder Substitution einer funktionellen Gruppe an den OH-Gruppen in
2-,3- und 6-Position der Glucose-Einheit. Es wurde gezeigt, dass schon durch
Funktionalisierung einer einzigen Hydroxylgruppe, sogar bei Verwendung hydro-
phober Molekiile, die Wasserldslichkeit der nativen CDs deutlich gesteigert wer-
den kann. In den meisten Fallen erfolgt eine regioselektive Umsetzung der Hydro-
xylgruppen. Werden zum Beispiel alle primaren Hydroxylgruppen mit einem hyd-
rophoben Substituenten umgesetzt, so werden eine Vergrofierung der Kavitiat und
damit meist auch ein verbessertes Bindungsvermogen gegeniiber einem hydro-
phoben Gast erzielt. G. Wenz beschreibt 2012, dass vollstandig methylierte Deri-
vate, sowie Derivate, die nur auf der sekunddren Seite Hydroxylgruppen tragen,
niedrigere Bindungskonstanten liefern, als solche, die an 2-0 und 6-0, bzw. nur
auf der primdren Seite methyliert sind. Grund hierfir ist, dass nur eine Methylie-
rung auf der primaren Seite zu der erwarteten Verbesserung des Bindungsvermo-
gens des 3-CDs aufgrund der bereits erwdahnten Ausdehnung der Kavitat fiihrt. Die
intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen auf der sekunddren Seite, die
durch Funktionalisierung wegfallen wiirden, sind jedoch dufderst wichtig fir das
Erreichen eines hohen Bindungsvermoégens. Im Falle der 2-0, 6-0O-Dimethylierung
halten sich die Effekte die Waage, gleiches gilt auch fiir das randomly methylierte

B-CD, das in etwa dieselben Bindungskonstanten liefert wie Natives. [15]
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Durch die Umsetzung der drei Hydroxylgruppen kann eine Vielzahl an
unterschiedlichen Substitutionen durchgefiihrt werden, die sich sowohl
quantitativ wie auch qualitativ voneinander unterscheiden. Es kann zum einen
eine unterschiedliche Anzahl des selben Substituenten, zum anderen aber auch
unterschiedliche Arten von Substituenten eingefiihrt werden. Im Falle von
kommerziell erhédltlichen CD-Derivaten, wie RAME oder HPBCD, sind oft nur
statistisch substituierte Derivate zu erhalten. Dabei wird die durchschnittlich
substituierte Anzahl an Hydroxylgruppen angegeben. Eine selektive Modifizierung
ist aufgrund der komplexen Chemie und der Vielzahl an Isomeren, die erhalten
werden konnen, sehr schwierig, jedoch durch den Einsatz regioselektiver
Reagenzien sowie geeigneter Reaktionsbedingungen maoglich. Eine Substituion an
C-6 ist beispielsweise sterisch am gilinstigsten, weshalb grofde Substituenten
bevorzugt an der primaren Seite angebracht werden konnen. Die OH-Gruppe an C-
2 kann, mit einem pKs-Wert von 12.2[16] am einfachsten deprotoniert oder mit
elektrophilen Reagenzien umgesetzt werden.['7] Fiir eine Umsetzung der sehr
unreaktiven Hydroxylgruppe an C-3 miissen zuerst die OH-Gruppen in 6- und 2-
Postition  geschiitzt  werden.[18]  Zur  Herstellung gezielt = mehrfach
funktionalisierter Derivate wurden drei erfolgreiche Herangehensweisen
beschrieben.['9) Zum Einen kann durch eine Uberbriickung (Capping) eine
Difunktionalisierung sowohl auf der primédren als auch der sekundaren Seite von
B-CDs realisiert werden. Als Uberbriickungsreagenz dient beispielsweise 1,3-
bis[bis(4-tert-butylphenyl)chloromethyl]|Benzol, das selektiv zwei benachbarte
OH-Gruppen iiberbriickt. Durch Verwendung von zwei Aq. dieses Reagenzes
wurden sogar in 50%iger Ausbeute tetrafunktionalisierte B-CDs erhalten.[20]
Durch den Einsatz sterisch anspruchsvoller Reagenzien wie Trityl oder
Triphenylphosphin ist es moéglich, die priméare Seite von a-CDs direkt mehrfach zu
modifizieren. Eine weitere Strategie zur Multifunktionalisierung baut auf der
selektiven Entschiizung auf und ermoglicht es, polyheterofunktionelle CDs
herzustellen. Dies wird durch die selektive Debenzylierung auf der primdren Seite
von a- und B-CDs mit Diisobutylaluminumhydrid (DIBAL-H) ermoglicht, wodurch

die entstandene freie OH-Gruppe erneut funktionalisiert werden kann.[1°]
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Ein Beispiel fiir die hochselektive Funktionalisierung von CDs ist die von der
Gruppe um Sollogoub im letzten Jahr erschienene Veroéffentlichung. Dort wurde
die Synthese eines mit sechs unterschiedlichen Substituenten funktionalisierten
a-CDs beschrieben, was einer Selektivitit von 1 aus 7826 maoglichen Strukturen

entspricht.[21]

1.1.3 Verwendung von Cyclodextrinen

Aufgrund ihres Komplexiervermogens, ihres niedrigen Preises und ihrer guten
Verfiigbarkeit finden CDs vor allem in der Lebensmittel-, Textil(22.23]- und Kosme-
tikbranche Anwendung. In der Lebensmittelindustrie dienen sie vor allem als Sta-
bilisator fiir Aromastoffe sowie als Maskierer unliebsamer Geriiche oder von un-
erwiinschtem Geschmack.[2425] [n der Kosmetikindustrie werden sie als Stabilisa-
tor fiir labile Verbindungen eingesetzt. Auch hier dienen sie dazu, ungewollte Ge-
riche zu maskieren, sowie die Wirkung des Produktes zu verlangern, als auch Ir-
ritationen zu vermindern.[26.27] [n der Pharmaziel28-311 werden sie vor allem als
Solubilisierer fiir lipophile Wirkstoffe verwendet, um deren Bioverfiigbarkeit zu
verbessern und gleichzeitig auftretende Nebenwirkungen im Korper zu vermin-
dern. Zudem konnen sie beispielsweise Reizungen des Verdauungstraktes, die
durch die Wirksubstanz hervorgerufen wurde, reduzieren, fliissige Wirkstoffe in
kristalline oder amorphe Pulver umwandeln, sowie eine unerwiinschte Interakti-

on des Wirkstoffes mit sich selbst oder mit Hilfsstoffen verhindern.[28:32,33]

1976 wurde das erste cyclodextrinhaltige, pharmazeutische Produkt unter dem
Namen Prostarmon E™ auf den japanischen Markt gebracht, das aus einem Kom-
plex aus Prostaglandin E2 und B-CD besteht. Erst 12 Jahre spiter wurden in Ita-
lien Piroxicam/B-CD Tabletten unter dem Handelsnamen Brexin zugelassen, 1997
wurde in den USA schliefilich die Vermarktung von Itraconazol/2-HPB-CD geneh-
migt.[32] Mittlerweile sind weltweit um die 30 verschiedene CD-Wirkstoff-

Komplexe auf dem Markt. (Tabelle 2)
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Tabelle 2: Einige Beispiele fiir pharmazeutisch vermarktete CD-Produkte

Wirkstoff Handelsname Art der Formulierung Land

«a-CD

Alprostadil (PGEq) Prostavasin [.V. Lésung Japan
Cefotiam Pansporin T Tablette (oral) Japan

B-CD

Nicotin Nicorette Tablette Schweden
Omeprazol Omebeta Tablette Deutschland
Piroxicam Brexin Tablette, Suppositorium  Italien

Tiaprofensaure Surgam Tablette [talien

2-Hydroxypropyl--CD

Cisaprid Propulsid Suppositorium Belgien
[traconazol Sporanox Losung (oral und I.V.) Belgien, USA
Hydrocortison Dexocort Losung Island
Mitomycin Mitozytrex [.V. Losung Schweiz, USA
Ramef-CD

17 B -Estradiol Aerodiol Nasenspray Frankreich
Chloramphenicol Clorocil Augentropfen Portugal
Sulfobutylether g-CD

Voriconazol Vfend [.V. Lésung USA
2-Hydroxypropyl-y-CD

Diclofenac Natriumsalz Voltaren Augentropfen Schweiz

Aktuelle Forschungsgebiete im Bereich der Cyclodextrine sind die Entwicklung
zielgerichteter Abgabesysteme, bei der die Wirksubstanz nur am Zielort aktiv ist,
sowie Formulierungen mit verzogerter Freisetzung, bei der der Wirkstoff liber
einen langeren Zeitraum in kontrollierter Menge abgegeben wird. Dazu zdhlen

beispielsweise die Formulierung mittels Nanopartikeln[3435], Liposomenl[36-38]



Einleitung AN

biologisch abbaubaren Mikrospharen(39.40], Hydrogelenl[41.42] sowie Konjugaten aus

Wirkstoff und Polymeren.[43]

1.2 Cyclodextrin-Polymere

Unter Cyclodextrin-Polymeren sind die makromolekularen Derivate der Cyclo-
dextrine zu verstehen. Dabei konnen die Cyclodextrine kovalent oder nichtkova-
lent an die Polymere angebunden werden. Thre Fahigkeit, Wirt-Gast-Komplexe
auszubilden, bleibt dabei tiberwiegend bestehen. Durch Anbindung an Polymere
konnen die Cyclodextrine zum einen immobilisiert, zum anderen kann dadurch
ihre Loslichkeit gezielt verdndert werden. Cyclodextrin-Polymere besitzen auf-
grund ihrer zahlreichen  Anwendungsmoglichkeiten, wie z.B. DNA-
Transfektion[44+45], Bildung von Nanopartikeln[46471 sowie (Hydro-)Gelen[3448-51]

und Einsatz als Wirkstofftransporter[43.52] grofies Interesse flir die Biomedizin.

Schema 3: Schematische Darstellung von verzweigten und linearen CD-Polymeren:

a) durch Umsetzung mit bifunktionellen Verbindungen, b) durch Polymerisation von, mit Cyclo-

dextrinen funktionalisierten, Acrylmonomeren, c) durch polymeranaloge Umsetzung
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Es gibt verschiedene Mdglichkeiten zur Darstellung von CD-Polymeren. Durch
Umsetzung von CDs mit bifunktionellen Verbindungen kénnen verzweigte Poly-
mere hergestellt werden. Lineare Polymere hingegen konnen entweder durch Po-
lymerisation entsprechend funktionalisierter CDs oder durch polymeranaloge

Umsetzung erhalten werden (Schema 3).

Die einfachste Methode zur Darstellung vernetzter bzw. verzweigter CD-Polymere
beruht auf der Verwendung von Epichlorhydrin (EPH) als Vernetzungsreagenz in
alkalischem Medium.[53.54] Hochmolekulare vernetzte Polymere sind in Wasser
jedoch unléslich. Durch Anpassung der Reaktionsbedingungen war es aber mog-
lich, wasserldsliche nieder- wie auch hochmolekulare (bis 20000 Da), mit Epich-
lorhydrin vernetzte CD-Polymere herzustellen. [53.55] Einige Studien stellten die
Eignung dieser Systeme als Komplexierungsmittel fiir schlecht wasserldsliche
Wirkstoffmolekiile dar.l5¢1 Mura et al zeigten beispielsweise, dass sich durch E-
pichlorhydrin vernetzte CD-Gele die maximale Loslichkeit des NSAID (nonsteroi-
dal antiinflammatory drug) Naproxen in Wasser um das 30-fache erh6ht.[57] Es
wird auch der Einschluss von niedermolekularen Wirkstoffen wie Hydrocortison,
Cinnarizin und Furosemid durch solche Netzwerke beschrieben. [58] Ebenso wur-
den ionische, EPH-vernetzte CD-Polymere hergestellt, die eine geringere Toxizitat,
bessere Quelleigenschaften sowie einen verbesserten Einschluss von Gastmolekii-
len zeigten. Li et al. synthetisierten beispielsweise positive geladene Netzwerke,
indem sie B-CD mit EPH in Anwesenheit von Cholin vernetzten. Auch wenn das
Einschlussvermoégen von Naproxen im Vergleich zu den neutral geladenen CD-
Polymeren leicht verschlechtert war, zeigten diese gegeniiber Erythrozyten eine
geringere Toxizitat. Dadurch sind sie fiir eine Anwendung als drug carrier besser
geeignet.[5%1 Fenyvesi et al. beschrieben auch die Synthese von negativ geladenen
Systemen, welche Carboxymethylgruppen enthalten. Diese finden Anwendung als
Wirkstoff-freisetzendes Puder bei infizierten Wunden oder Verbrennungen, sowie
als Kaugummi bei Halsschmerzen oder einer Infektion der Schleimhaute. [60] Ne-
ben EPH gibt es noch weitere Vernetzungsreagenzien wie Diglycidylether(61.62]
Diisocyanatel63.64] und verschiedene Anhydride.l¢566] Pyromellitsduredianhydrid
stellt beispielsweise ein alternatives Vernetzungsreagenz dar. Trotta et al. zeigten

die Synthese von sogenannten Nanosponges, die durch eine hohe Vernetzung von
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Cyclodextrinen entstehen (Schema 4). Sie bilden spharische Partikel mit einer
porosen Oberflache aus, welche durch Liganden weiter modifiziert werden kann.
Sie konnen weiterhin mit lipo- und hydrophilen Molekiilen Komplexe bilden, be-
sitzen nur eine geringfiigige Toxizitat und sind somit als Nanocarrier fiir drug de-

livery Systeme geeignet.[67]
0
N ? HO OH
L == R
DMSO, EtzN
o) o
0 o

Schema 4: Vernetzung von CDs durch Pyromellitsduredianhydrid[67]

Die Herstellung linearer CD-Polymere kann zum einen durch Polymerisation mo-
nofunktioneller Cyclodextrin-Vinylderivate erfolgenl®8l, zum anderen durch poly-
meranaloge Umsetzung monofunktionalisierter Cyclodextrine mit linearen Poly-

meren (vgl. Schema 3 b und c).[50]

1997 berichteten Weickenmeier und Wenz von Assoziationsverdickern, die durch
Wirt-Gast-Komplexierung zwischen linearen -Cyclodextrin-Polymeren als Wirt-
und Polymeren mit hydrophoben Gast-Molekiilen als Gastkomponente erzeugt
wurden. Als Gast-Molekiile dienten dabei 4-tert-Butylanilid-Seitenketten-
polymere. Die Cyclodextrin-Polymere wurden durch polymeranaloge Umsetzung,
ausgehend von Poly[(maleinsdureanhydrid)-alt-(isobuten)] (Mw = 60.000 g/mol)
synthetisiert. Werden die beiden komplementaren Polymere in wassriger Losung
miteinander vermischt, assoziieren sie zu einem Gel. Die Wechselwirkung von
Wirt- und Gast-Polymer wird dabei von einem starken Anstieg der Viskositit be-

gleitet.[50]

Durch die Verwendung von natiirlichen und biologisch abbaubaren Polymeren zur
Konjugation von CDs kann die Toxizitat gering gehalten und eine Biokompatibili-
tit gewadhrleistet werden. In den letzten Jahren wurden neue Cyclodextrin-
Polymere auf Basis von Polysacchariden synthetisiert. Die kovalente Ankniipfung
der Cyclodextrine an diese Polymer erfolgte meist durch reduktive Aminierungl6°-

72], durch Amidkupplungl!?3.74], nukleophile Substitutionl47.75], sowie iiber ,Click”
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Chemiel76l. Die am haufigsten verwendeten Polysaccharide stellen Chitosan,

Dextran und Alginat dar.

Ramirez et al. beschrieben die Funktionalisierung von Dextran, Mannan und Car-
boxymethylcellulose mit Periodat zum Aldehyd. Uber reduktive Aminierung wur-
den in Anwesenheit von NaBH4 Mono-6-amino-6-deoxy--CD Einheiten an die Po-

lysaccharide fixiert (Schema 5).

OH

o)
HO OH N OH
HO
O o)
\

O OH NalO,
]
o 0o
o) HO

1. Mono-6-amino-6-deoxy-RCD
2. NaBH,

OH

Qv

Schema 5: reduktive Aminierung von CD und verschiedenen Polysacchariden(6°!

Diese Konjugate wurden als supramolekulare Carrier fiir Naproxen getestet, um
dessen entziindungshemmenden Eigenschaften ,in vivo“ zu verbessern. Im Falle
von Dextran-CD konnte die Stabilitdtskonstante im Vergleich zu nativem -CD um
42% gesteigert und die Loslichkeit in Wasser verdoppelt werden.[6°] Gomez et al.
veroOffentlichten 2006 die Synthese von (-CD-Alginat-Konjugaten. Dazu wurde Al-
ginat mit Adipinsauredihydrazid und CD mit einer Aldehydgruppe funktionalisiert
und beide Bausteine iiber reduktive Aminierung verkniipft. Untersuchungen des
Einschlussverhaltens von Adamantanacetat mittels ITC zeigten, dass die Polymere

eine etwas geringe Bindungsaffinitdt aufzeigten als natives CD.[71]

Ein wasserldsliches CD-Chitosan Polymer stellten 2011 Goni et al. vor. Unter sau-
ren Bedingungen (pH 4) reagiert Chitosan mit Mono-[6-(p-toluolsulfonyl)]-3-CD
zu den quaternisierten Konjugaten, aus denen durch ionische Gelierung Nanopar-

tikel gewonnen werden kénnen. Einschluss- und Freisetzungsstudien mit der Mo-
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delverbindung Ketoprofen lassen darauf schliefden, dass dieses Modell ein vielver-
sprechendes Drug-Delivery System fiir schlecht wasserlosliche Wirkstoffe dar-
stellt. Dabei erfolgte eine kontrollierte Freisetzung in Abhdngigkeit des pH-
Wertes.[47.77]  Auzély et al beschrieben 2012 die Ankniipfung von thiol-
modifizierten CDs mittels Thiol-En-Kupplung an Polysaccharide, die iiber die Hyd-

roxylgruppen mit 4-Pentensdureanhydrid verestert wurden (Schema 6).

Na* Na*
0O OoH MO\[(\/\ 0O OR,
Flods{ZoNmy 0 1050 A0
A A
o} O

R1=H,W\

O

(0]
_N,O\)Lu/\/SH

Na*
- OR
0 0
o o}
R0 OR, NH
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Schema 6: Radikalische Thiol-Addition von Cyclodextrin an Hyaluronsaurel78]

Die Umsetzung erfolgte rasch und in hohen Ausbeuten. Dabei fand nur ein gerin-
ger Abbau des Polymers statt. Da kein Metallkatalysator fiir diese Reaktion notig

ist, ist sie flir biomedizinische Anwendungen geeignet.[78]

1.3  Polysaccharide

1.3.1 Hydroxyethylstirke

Bei Starke handelt es sich um ein aus a-1,4 und a-1,6 verkniipften Glucoseein-
heiten bestehendes Polysaccharid. Zur Herstellung der Hydroxyethylstarke (HES)
werden als Ausgangsmaterial Wachsmaisstarken verwendet, die, wie das korper-

eigene Glykogen, aus hochverzweigtem Amylopektin bestehen. Die Starkekorner
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werden aufgebrochen und gespalten und anschlieffend mit Ethylenoxid in alkali-
schem Milieu zur HES umgesetzt. Die HES besitzt im Vergleich zur Starke den Vor-
teil, dass sie eine ausreichende Wasserloslichkeit in neutralem Milieu und bei
Raumtemperatur besitzt. Zudem beeinflussen die eingefithrten Hydroxyethyl-
gruppen die Abbaubarkeit der Stirke. Unmodifizierte Stirke wird im Koérper
schnell durch a-Amylasen abgebaut. Im Fall der HES kann eine hohere Verweilzeit

im Blut erreicht werden.[79]

Die Hydroxyethylstarke findet vor allem als kolloidales Volumenersatzmittel zum
Ausgleich einer Hypovolamie Anwendung. Unter Volumenersatzmittel sind Fliis-
sigkeiten zu verstehen, die bei Blutverlust statt konserviertem Vollblut Einsatz
finden und sowohl Blutgefafde fiillen wie auch den osmotischen Druck normalisie-
ren. lhr Vorteil gegentiber kristalloiden Infusionslésungen (z.Bsp. Ringer-Lactat,
0.9% NaCl) ist ihre effektivere Wiederherstellung des zirkulierenden Blutvolu-
mens bei einer geringeren Akkumulation von interstitieller Fliissigkeitl[80], sowie
eine langere Verweildauer (3-6 Stunden statt ca. 30 min). Die kommerziell erhalt-

lichen HES-Losungen besitzen eine Konzentration von 3%, 6% und 10%.[81]

Da sich unterschiedliche Generationen der HES auf dem Markt befinden, sind fir
eine Beurteilung der pharmakologischen Wirkungen und Nebenwirkungen die
Angaben von physikochemischen Kenngrofien notwendig. Die Charakterisierung
der HES erfolgt durch Verwendung der Parameter wie das Massenmittel der mola-
ren Masse (Mw), die molare Substitution (MS), den Substitutionsgrad “degree of
substitution (DS) und das Verhadltnis der partiellen Substitutionsgrade Cz/Ce.
Diese Parameter ermoglichen es, gerade fiir die Anwendung der HES als Volumen-
ersatzmittel, eine Aussage der verschiedenen Generationen iliber die Viskositat,
den Volumeneffekt sowie die Eliminationsrate zu treffen. Der MS gibt an, wie viele
Mol Hydroxyethylrest pro Mol Glucose durchschnittlich vorhanden sind. Der Sub-
stitutionsgrad kann aber auch durch den DS ausgedriickt werden. Dieser stellt das
Molverhaltnis von substituierten Glucosemolekiilen zur Gesamtzahl in der HES
vorkommenden Glucoseresten dar. Eine weitere wichtige Kenngrofie, die einen
Einfluss auf die Abbaubarkeit hat, ist das Verhaltnis von Cz zu Ce Substitution. Nur
die Einfiihrung einer Hydroxyethylgruppe an C: fithrt durch sterische Abschir-

mung zu einer Beeintrachtigung der Hydrolyse durch Enzyme.[82.83]
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Schema 7: Strukturausschnitt der Hydroxyethylstiarke

Die zurzeit auf dem Markt befindlichen HES-Pradparate der sogenannten 3. Genera-
tion besitzen ein Mw von 130 kDa sowie einen molaren Substitutionsgrad von 0.4,
was durch die Schreibweise 130/0.4 ausgedriickt wird. HES wird seit etwa 40 Jah-
ren als Volumenersatzmittel verwendet. Die neueren Generationen der HES
(70/0.5, 200/0.5, aber vor allem 130/0.4) zeichnen sich gegeniiber der 1. Genera-
tion (450/0.7) durch geringere Nebenwirkungen wie Auswirkungen auf das Ge-
rinnungssystem und eine bessere Steuerbarkeit aus.[84] Jedoch bestehen auch bei
den neuen Generationen Nebenwirkungen. Bei wiederholter Gabe von hdheren
Dosen (>500 mL/Tag) einer HES-Losung (200/0.5) trat bei einigen Patienten
langanhaltender starker Juckreiz (Pruritus) auf der Haut auf. Die Ursache dafiir
scheint eine Akkumulation in der Haut zu sein.[85] Zudem wurden Nieren- und Le-
berschaden beschrieben.[86.87] Aufgrund dieser Nachteile sollen seit 2013 HES-
haltige Infusionslosungen bei Patienten mit einer starken Sepsis, eingeschrankter
Nierenfunktion sowie schweren Leberfunktions- und Gerinnungsstérungen in Eu-

ropa nicht mehr verwendet werden.[88.8°]

1.3.2 Hyaluronsiure

Bei Hyaluronsdure (HA) handelt es sich um ein lineares Polysaccharid, das zur
Gruppe der Glykosaminoglykanen gehort. Sie besteht aus einer Wiederholeinheit
aus D-Glucuronsdure und N-Acetylglucosamin, die -1,4 und B-1,3 miteinander
verknipft sind (Schema 8). Im Gegensatz zu den meisten anderen Glykosamino-

glykanen besitzt sie aber keine Sulfatgruppe. Das Molekulargewicht dieses linea-
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ren Polymers kann dabei eine Gréfdenordnung von mehreren Millionen Dalton er-
reichen. Sie kommt natiirlich in verschiedenen Geweben und Korperfliissigkeiten
von allen Wirbeltieren vor. Dabei finden sich die hochsten Konzentrationen an HA
im Bindegewebe, der extrazelluldren Matrix (EZM), der Gelenkfliissigkeit, der Na-
belschnur, dem Knorpelgewebe und dem Glaskoérper. Dariiber hinaus wird sie
auch von einigen Bakterienarten synthetisiert. Erstmalig wurde sie 1934 aus dem

Glaskorper des Rinderauges durch Karl Meyer und John Palmer isoliert.[?0]

OH
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Schema 8: Strukturausschnitt der Hyaluronsaure

Die HA erfiillt zahlreiche biologische Funktionen. So ist sie beispielsweise ein sta-
bilisierender Geriistbaustein der EZM. Durch die Bindung an spezifische Proteine,
die sich auf der Zelloberfliche der EZM befinden, unterstiitzt sie den Aufbau eines
dreidimensionalen Netzwerkes zwischen Kollagenfasern und Zellen.[°1l Friiher
wurde HA hauptsachlich aus Hahnenkdmmen gewonnen, in manchen Fallen auch
aus Rinder- und Fischaugen. Aus 1 kg Hahnenkdmmen kénnen etwa 3g HA ge-
wonnen werden. Da das Geflliigelprotein jedoch bei der Isolierung der HA nicht
vollstiandig entfernt werden kann, kann es bei einer parenteralen Darreichung zu
unerwiinschten Reaktionen des Immunsystems kommen. Aufierdem besteht bei
Produkten tierischen Ursprungs generell das Risiko, dass Verunreinigungen durch
Krankheitserreger, die sich auf den Menschen ilibertragen koénnen, vorhanden
sind. Seit den 1990er Jahren wird HA jedoch biotechnologisch auf Basis von bak-
terieller Fermentation hergestellt.[91.92] Die bakteriell hergestellte HA wird in
mehreren Filtrationsschritten aufgereinigt und unter sterilen Bedingungen weiter

verarbeitet.

Im Korper liegt die HA als Natriumsalz vor. Sie besitzt somit eine negative Ladung
an den COO--Gruppen und ist dadurch sehr gut wasserloslich. Unter physiologi-
schen Bedingungen bindet sie liber die Carboxylat-Gruppen sehr grofie Mengen an

Wasser. So kann beispielsweise eine 2%ige HA-Losung 98% Wasser unter Ausbil-
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dung eines dickfliissigen Gels binden. Dieses Gel besitzt viskoelastische und pseu-
doplastische Eigenschaften.[°1] Aufgrund ihrer Eigenschaft, als natiirliches,
schockabsorbierendes Schmiermittel zu fungieren, und ihrer Fahigkeit, grofde
Mengen an Wasser zu binden, wird HA gerne in ophthalmischen Produkten ver-

wendet.[93]

1.3.3 Hydroxypropylcellulose

Bei der Hydroxypropylcellulose (HPC) handelt es sich um einen Celluloseether,
dessen Glucoseeinheiten (3-(1,4)-glykosidisch miteinander verkniipft sind. Die
HPC wird durch Umsetzung der reaktiven Hydroxylgruppen der Cellulose mit
Propylenoxid gewonnen. Die dabei entstehende Hydroxypropylgruppe ist durch
ihre OH-Gruppe in der Lage, eine Reaktion mit weiterem Propylenoxid einzugehen
(Schema 9). Aufgrund der vielen hydrophilen und hydrophoben Gruppen besitzt
die HPC eine lower critical solution temperature (LCST) von 45°C, ab der sie in
Wasser unloslich wird. Im Gegensatz zur unmodifizierten Cellulose ist die HPC

aber unterhalb dieser Temperatur sehr gut in Wasser loslich.

Schema 9: Strukturausschnitt der Hydroxypropylcellulose

HPC findet vor allem in der Lebensmittelindustrie als Verdickungsmittel und
Emulgator unter der europdischen Zulassungsnummer E 463[°4], als Augeninsert
zur Behandlung trockener Augenl?5-97]1 sowie als Tablettensprengmittel Verwen-

dung.[98]
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1.4 Wirt-Gast-Komplexe

Bei der Bildung von Einschlussverbindungen sind verschiedene Krafte invol-
viert, deren Beitrag sowohl von der Art des CDs als auch der Gastverbindung ab-
hangig ist. Dabei spielen hydrophobe, Dipol-Dipol und elektrostatische Wechsel-
wirkungen, Wasserstoffbriicken- und van-der-Waal-Bindungen sowie Dispersi-
onskrafte eine grofde Rolle. Als Haupttriebkraft wird jedoch der Austausch der
unglinstigen Wechselwirkungen (polar-apolar) sowohl zwischen inkludierten
Wassermolekiilen und der hydrophoben Kavitat als auch zwischen den Wasser-
molekiilen und einer hydrophoben Gastverbindung durch die weitaus giinstigere
Wechselwirkung (apolar-apolar) zwischen Kavitit und Gast angesehen.[®°] Dem
durch die Komplexierung freigesetzten ,high energy water” wird dabei der Haupt-

beitrag zugeschrieben.[100]

:_K_S_~

Cyclodextrin Wirkstoff CD-WS-Komplex
Schema 10: Ausbildung eines Komplexes mit 1:1 Stochiometrie

Die Einschlussverbindung steht in wdassriger Losung in einem dynamischen
Gleichgewicht mit ihren Komponenten (Wirt: Cyclodextrin, Gast: Wirkstoff), und
ist durch die Abwesenheit kovalenter Bindungen wie auch einer definierten
Wirt:Gast Stochiometrie charakterisiert (Schema 10). Die Bindungskonstante Ks
gibt dabei die Stabilitat des Komplexes an. Neben der Ausbildung eines Komplexes
mit 1:1 Stochiometrie, bei dem ein CD ein Gastmolekiil einschlief3t, besteht auch
die Moglichkeit der Ausbildung von 1:2 (der Gast wird von zwei CD-Molekiilen
eingeschlossen) und 2:1 Komplexen (dabei komplexiert ein CD zwei Gastmolekii-
le). Durch die Ausbildung dieses Komplexes konnen die physikalischen und che-
mischen Eigenschaften des Gastmolekiils verdndert werden. So kann zum einen
die Loslichkeit der eingeschlossenen Verbindung erhoht werden, zum anderen ist

es moglich, leicht fliichtige Substanzen innerhalb des Komplexes zu fixieren. Auch
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gegen Licht- oder UV-Strahlung empfindliche, sowie oxidations- oder hydroly-
selabile Substanzen konnen durch Komplexierung in Cyclodextrine stabilisiert
werden. Unerwilinschte Duft- und Geschmacksstoffe konnen ebenso eingeschlos-
sen und somit maskiert werden.[101-103] Nach der Verabreichung eines Wirkstoff-
Cyclodextrin Komplexes dissoziiert dieser und der Wirkstoff wird in die relevan-
ten Kompartimente im Korper frei gegeben. Dies geschieht zum einen durch einen
Konzentrationsgradienten, sowie durch eine Verdrangung des Gastes durch ande-
re Molekiile aus Gewebe und Serum, zum anderen aber auch durch die Bindung

des Wirkstoffes an Zellmembranen.[104,105]

1.5 Methoden zur Bestimmung der Komplexbindungskonstante

Da sich die physikochemischen Eigenschaften der Gastverbindung bei einer
Komplexierung verdndern, eignet sich jede Methode, die diese Verdanderung be-
obachten kann, zur Bestimmung der Bindungskonstante. Diese Verdnderungen
betreffen die Loslichkeit, die chemische Reaktivitdt, Verdnderungen in der UV/VIS
Absorption und der Fluoreszenz, Verschiebungen der Signale im NMR sowie Ver-
anderung der pKs-Werte. Da die Komplexierung auch einen Einfluss auf das den
Komplex umgebende Medium hat, sind auch Methoden geeignet, die die Verande-
rung der physikochemischen Eigenschaften messen konne. Darunter fallen bei-
spielsweise die Titrationskalorimetrie, Viskositiats- und Leitfahigkeitsmessungen
sowie Gefrierpunktserniedrigung.[1031106] [m Folgenden seien die wichtigsten und

in dieser Arbeit auch verwendeten Methoden dargestellt.

1.5.1 Loslichkeitsisotherme

Die am hdufigsten verwendete Methode zur Untersuchung des Einschlussver-
haltens von CDs ist die von Higuchi und Connors beschriebene Methode der Los-
lichkeitsisotherme.[107] Die dabei ermittelten Phasen-Loslichkeits-Diagramme
konnen dabei in verschiedene Kategorien des Typs A und B eingeteilt werden
(Abb. 1). Kurven nach dem A-Typus deuten auf die Bildung eines loslichen Ein-
schlusskomplexes hin, wdhrend Kurven des Typs B auf einen Komplex mit einer

geringen Loslichkeit schliefsen lassen. Bs-Typen sind charakteristisch fiir Komple-
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xe mit einer begrenzten Loslichkeit, Bi- Kurven deuten auf unlésliche Komplexe
hin. Der A-Typ lasst sich des Weiteren in AL (linearer Zusammenhang der Wirk-
stoffloslichkeit in Abhdngigkeit der CD-Konzentration), in Ap (positiv abweichen-

de Isotherme) und An (negativ abweichende Isotherme) unterteilen.

Konzentration Gast

Konzentration Cyclodextrin ——»

Abb. 1: Ubersicht der Loslichkeitsisothermen

B-CD zeigt beispielsweise aufgrund seiner schlechten Wasserloslichkeit B-Typ-
Verhalten. Modifizierte CDs wie HPBCD und SBEBCD verlaufen gewdhnlich, durch
die Bildung eines wasserléslichen Komplexes, nach dem A-Typ. Im Falle eines 1:1-
Komplexes kann, nach Gleichung 1, die Bindungskonstante K durch die Steigung

der ermittelten Geraden erhalten werden:

Steigung

K= (1)

So-(1-Steigung)

So stellt dabei die Grundldslichkeit des zu komplexierenden Wirkstoffes bei gege-

ben Bedingungen dar.

1.5.2 Isotherme Titrationskalorimetrie

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung von Ks stellt die Mikrokalorimetrie

dar. Diese Methode ist sehr empfindlich und prazise, besitzt aber den Nachteil,
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dass sie nur fur wasserlosliche Substanzen verwendet werden kann. Neben der
Bestimmung der Stabilitatskonstante Ks konnen auch die thermodynamischen Zu-

standsgrofien (AG, AH und AS) ermittelt werden.

In Losung steht der Wirt-Gast-Komplex (WG) im dynamischen Gleichgewicht mit
seinen freien Komponenten (W,G). Dabei stellt Ks ein Maf3 fiir die Stabilitdt des

Komplexes dar, und lasst sich iiber das Massenwirkungsgesetz berechnen:

W+G =2WG (2)

Fiir verdiinnte Losungen kéonnen die Aktivitatskoeffizienten des Wirtes [W], des
Gastes [G] und des Komplexes [WG] ndaherungsweise gleich eins gesetzt und
dadurch vernachlassigt werden. Aus Ks kann nun die Freie Standardbildungsent-
halpie AG®s fiir die Einschlussverbindung unter Gleichgewichtsbedingungen er-
mittelt werden, die sich wiederum aus der Standardbildungsenthalpie und Stan-
dardbildungsentropie zusammensetzt. [W], [G] und [WG] stehen fiir die Konzent-
rationen von freiem Wirt, freiem Gast und dem Komplex. Die Bestimmung von Ks
beruht auf der Messung der freiwerdenden Warme, die durch Titration der Wirt-
komponente mit der Gastkomponente und der resultierenden Komplexbildung

entsteht.

1.5.3 Headspace Gaschromatographie

Die Headspace Gaschromatographie stellt eine sehr sensitive Methode dar, um
den Einschluss von fliichtigen Gastmolekiilen in CDs bei sehr geringen Konzentra-
tionen, in der die Gastverbindung in Wasser loslich ist, zu untersuchen. Dabei
wird der Dampfdruck der Gastverbindung in Abhdngigkeit von der CD-Wirt-
Konzentration bestimmt, wie es Armstrong(108] und Fourmentin et al.[109.110] pe-
schrieben. Der Dampfdruck des Gastmolekiils vermindert sich mit steigender CD-
Konzentration, sodass die Abnahme des Dampfdruckes detektiert werden kann.

Die Komplexbindungskonstante K kann aus dem Verhaltnis Ao/A der Peakflaichen
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des Gastmolekiils ohne (Ao) und mit CD (A) beziehungsweise nach Gleichung 4
und 5 bestimmt werden. ku steht fiir die Henry-Konstante, die fiir jedes Gastmole-

kiil ermittelt werden muss.

A 1
A, 1+K*[CD], (4)
K = K'(1+kn) (5)
_[cD-G] K
Tl g L ©
[G]
161 = i (7)

1.6 Untersuchte Wirkstoffe

1.6.1 Anasthetika

In dieser Arbeit wurden drei nur sehr gering wasserloslichen Anasthetika (Lo6s-
lichkeiten in Tabelle 16 angegeben), Propofol, Midazolam und Sevofluran
(Schema 11) ausgewadhlt und deren Einschluss in Cyclodextrinderivate unter-

sucht.

\(N

-
N—/
OH cl O =N
F.C._ O F
F 3\(V
*©* @

Propofol Midazolam Sevofluran

Schema 11: Darstellung der Anédsthetika Propofol, Midazolam und Sevofluran
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Bei Sevofluran handelt es sich um ein Inhalationsandsthetikum. Durch seine ge-
ringe Wasserloslichkeit sowie seinen niedrigen Siedepunkt von 58.5°C kann es
nur im gasféormigen Zustand verabreicht werden. Ein Einschluss in Cyclodextrine
ist kaum beschrieben. In einer Patentanmeldung von 2011 wurde eine Einschluss-
verbindung von Sevofluran in a-CD dargestellt.[111] Bei der Herstellung fillt der
Komplex als weifder Feststoff aus. Dieser kann fiir die orale Applikation Verwen-
dung finden. Zudem ist es durch die Komplexierung moéglich, eine genauere Ver-
abreichung von Sevofluran durch Kenntnis der eingesetzten Konzentration zu er-

zielen.

Propofol wird bisher als intravendses Andsthetikum aufgrund seiner geringen
Wasserloslichkeit (0.12 g/L) in Form einer Fettemulsion (Ol-in-Wasser-Emulsion
mit 10% Sojadl) verabreicht, das vor allem zur Einleitung einer Narkose einge-
setzt wird (Dosis: 1.5 - 2.5 mg Propofol/kg Kérpergewicht). Als Vorteile gegen-
iiber anderen Andsthetika werden ein angenehmes Einschlafen und Aufwachen,
sowie nur geringe Ubelkeit nach der Narkose beschrieben. Aufgrund seiner rasch
einsetzenden Wirkung, der guten Sedierung sowie der guten Vertraglichkeit wird
es gerne, auch in der Padiatrie, eingesetzt.[112-114] Dje Nachteile dieser Emulsion
sind zum einen die zum Teil schmerzhafte Applikation (Venenschmerz), zum an-
deren stellt die Emulsion eine gute Nahrlosung fiir Keime dar.[115116] Zudem ist
die Verabreichung mit einer Erhohung der Blutfettwerte verbunden.[117] Durch
eine Komplexierung in Cyclodextrine konnten diese Nachteile behoben werden.
Loftsson stellte den Einschluss von Propofol mit HPBCD (DS: 0.6) in Wasser vor.
Die Komplexbildungskonstante Ks wurde zu 1600 M-1 bestimmt.[118] Es gibt zudem
eine Patentanmeldung von 2012, die die pharmazeutische Formulierung eines

Komplexes von HPBCD mit Propofolat beschreibt.[119]

Ein weiteres Andsthetikum stellt Midazolam dar, das zur Anxiolyse und Sedie-
rung eingesetzt wird und zur Gruppe der Benzodiazepine gehort. Bei physiologi-
schem pH ist Midazolam wasserunléslich, bei pH-Werten unterhalb von 4 ist es
aufgrund der Ringéffnung zu einem Benzophenonderivat und einer ionisierbaren
primaren Aminogruppe sehr gut in Wasser 16slich. Bei pH-Werten >5 liegt Mida-

zolam in der geschlossenen Ringform vor (Schema 12).[120]
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Schema 12: reversible Ringéffnung von Midazolam in wassriger Losung

Aufgrund seiner kurzen pharmakokinetischen Halbwertszeit, seiner entspannen-
den Wirkung auf die Skelettmuskulatur und seiner amnetischen Eigenschaften
wird es meistens als prdoperatives Andsthetikum vor allem in der Padiatrie ver-
wendet.[121] Es wird oral (0.4mg/kg) oder sublingual (0.2mg/kg) appliziert und
zeigt seine Wirkung nach etwa 30 Minuten (peroral). Dadurch ist sein Einsatz in
dieser Darreichungsform jedoch fiir die Fast-Track- und Tageschirugie nicht ge-
eignet.[122] Zudem wird die orale Verwendung durch seinen sehr bitteren Ge-
schmack begrenzt. Durch den Einschluss in CDs soll einerseits seine Wasserlds-
lichkeit wie auch die Bioverfiigbarkeit erh6ht, andererseits der Eigengeschmack
maskiert werden. In NMR-Studien wurde der 1:1 Komplex von Midazolam-
Hydrochlorid und B-CD von Ali et al. vollstindig charakterisiert. Dabei stellten sie
fest, dass nur der fluor-substituierte Aromat als Gast agiert(23] Loftsson et al. zeig-
ten 2001, dass in Anwesenheit von CDs die Loslichkeit von Midazolam gesteigert
werden kann und stellten eine Formulierung fiir ein midazolamhaltiges Nasen-
spray (17mg/mL, pH: 4.3) mit 14% (w/v) SBEBCD vor.[124] Eine intranasale Ver-
abreichung der sauren Midazolam-L6sung kann jedoch zu Irritationen fiihren.
2009 entwickelten Margon et al. eine 0.2% (w/v) wassrige Midazolam-L6sung mit
y-CD und Citronensaure fiir die orale Applikation, die in einer Studie von Kindern
besser als bisherige Formulierungen beziiglich des Geschmackes akzeptiert wur-
de.[125] 2013 wurde der Ersatz von y-CD durch partiell methylierte CDs wie
RAMEBCD beschrieben, durch deren Einsatz die Loslichkeit und Stabilitiat oraler

Midazolam-Lésungen verbessert werden konnte.[126]



Finleitung

1.6.2 Steroide

Steroide zahlen zu den Lipiden. Ihr charakteristisches Merkmal ist ein Ringsys-
tem bestehend aus 3 Cyclohexanen und einem Cyclopentan, die miteinander an-
nelliert sind. Durch unterschiedliche Funktionalisierung gibt es eine Vielzahl an
Derivaten. In dieser Arbeit wurden drei sehr schwer wasserldsliche Steroidderi-
vate, Hydrocortison, Estradiol und Testosteron (Schema 13), die deshalb nur eine
geringe Bioverfiigharkeit aufweisen, ausgewahlt, um den Einschluss durch die
synthetisierten CD-Derivaten und CD-Polymere zu untersuchen (Loslichkeiten in

Tabelle 16 angegeben).

Hydrocortison Estradiol Testosteron
Schema 13: Darstellung der Steroide Hydrocortison, Estradiol und Testosteron

Hydrocortison ist ein natiirliches Stresshormon der Nebennierenrinde. Es akti-
viert katabole Stoffwechselvorgiange und kann dadurch dem Koérper energiereiche
Verbindungen wie Glucose zur Verfiigung stellen. Zudem wirkt es an immunologi-
schen Prozessen mit. Wegen seiner immunsupressiven Eigenschaften wird es in
der Medizin haufig zur Hemmung von Entziindungsreaktionen im Kdérper einge-
setzt. Schon mit -CD bildet Hydrocortison stabile Komplexe aus (K = 1*103 M-
1).[127]

Bei Estradiol handelt es sich um ein natiirliches Sexualhormon der Frau und ge-
hort zu der Gruppe der Ostrogene. Es fordert Wachstum und Funktion der sekun-
diaren weiblichen Geschlechtsmerkmale und ist zudem wichtig fiir den Knochen-
bau. In der Medizin wird es hauptsachlich in der Hormonersatztherapie einge-
setzt. Unter dem Namen Aerodiol wurde es in einer Formulierung mit RAME(-CD
in Form eines Nasensprays zur Linderung von Beschwerden in den Wechseljahren

vermarktet.[2833]
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Testosteron ist ebenfalls ein Sexualhormon, das in beiden Geschlechtern in un-
terschiedlichen Konzentration vorkommt und stellt das wichtigste Androgen dar.
Es wird im Hoden und der Nebennierenrinde gebildet und férdert die Spermien-
produktion wie auch die Libido und aggressives Verhalten. In der Literatur wur-

den 1:1 Komplexe mit HPB-CD (K = 1.3*104 M-1) beschrieben.[128]

1.6.3 Ibuprofen

Ibuprofen ist ein Wirkstoff aus der Gruppe der nicht-steroidalen Entziin-
dungshemmer und besitzt fiebersenkende, schmerzlindernde sowie entziindungs-

hemmende Eigenschaften.

OH
O

Schema 14: Darstellung von Ibuprofen

Wegen seiner geringen Wasserloslichkeit (21mg/L)[12°]1 wurden bereits Ein-

schluss-Verbindungen mit $-CD und seinen Derivaten beschrieben.[130-132]
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese von wasserléslichen, definierten Cyclodext-
rin-Polymeren, die in der Lage sind, schwerldsliche Arzneimittel durch Wirt-Gast-
Komplexierung einzuschlief3en und fiir medizinische Anwendungen leichter appli-
zierbar zu machen. Dabei sollen regioselektiv modifizierte 3-Cyclodextrinderivate,
die sowohl hydrophiler wie auch amphiphiler Art sind, hergestellt werden. Die
Verwendung von amphiphilen Derivaten soll durch Einlagerung dieser in biologi-
sche Membranen einen Wirkstofftransport durch die Membran hindurch erleich-
tern. Die Cyclodextrine sollen zudem kovalent an biokompatible und biologisch
abbaubare Polysaccharide gekniipft werden, um eine unkontrollierte Aufnahme
und Verteilung der Cyclodextrine im menschlichen Koérper zu verhindern und die
Toxizitat der methylierten Derivaten gering zu halten. Dabei sollen verschiedene
Kupplungstechniken wie Click-Chemie und Amidkupplung zum Einsatz kommen.
So sollen beispielsweise erstmals definiert methylierte Cyclodextrinderivate an
Polysaccharide gekniipft werden, um deren Toxizitat deutlich zu verringern. Zu-
dem soll das Einschlussvermdégen dieser neuen Cyclodextrinpolymere mit ausge-
wahlten Wirkstoffen wie Anasthetika oder Steroidderivaten mit physikalisch-
chemischen Methoden untersucht und untereinander auf ihre Effektivitiat vergli-

chen werden.

Schema 15: Schematische Darstellung des CD-Polymer-Wirkstoff-Komplexes bei Einlage-

rung in eine Membran
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3 Ankniipfung von 3-CD-Derivaten an Hydroxyethylstarke

iiber , Click“-Chemie

3.1 Unkatalysierte [1+3]-dipolare Cycloaddition (Huisgen-
Reaktion)

Bei der Huisgen-Cycloaddition handelt es sich um die Reaktion einer dipolaro-
philen Verbindung (meist substituierte Alkene oder Alkine) mit einer 1,3-
dipolaren Verbindung (wie Azide, Nitriloxide oder Diazoalkane) unter Bildung
eines 5-gliedrigen Heterocyclus. Dabei werden zwei m-Elektronen der dipolaro-
philen Verbindung und vier Elektronen der dipolaren Verbindungen gleichzeitig
pericyclisch verschoben. Fiir eine erfolgreiche Reaktion miissen die beteiligten
HOMOs und LUMOs des Dipolarophils und des Dipoles iiberlappen kdénnen. Dies
wird beispielsweise durch elektronenziehende Gruppen an der dipolarophilen
Verbindung begiinstigt, wodurch das LUMO des Dipolarophils mit dem HOMO des
1,3-Dipols iiberlappen kann.[133]

R

S N N
N=NEN- T % 2
LN N\Nl LN
R'—_ , N
5 R

1 ; 1
Schema 16: unkatalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition

Fiir die Bildung eines 1,2,3-Triazols aus einem Azid und einem Alkin tiber die 1,3-
dipolare Cycloaddition sind erh6hte Temperaturen erforderlich. Zudem entsteht
ein nahezu 1:1 Gemisch aus dem 1,4- und dem 1,5-Regioisomer. Die Reaktion
kann jedoch auch liber eine Kupfer(I)-Katalyse durchgefiihrt werden, in der regio-
spezifisch Azide und terminale Alkine ausschliefflich zu einem 1,4-
disubstituierten 1,2,3-Triazol reagieren. Diese Reaktion verldauft jedoch nicht
mehr konzertiert wie die klassische Cycloaddition sondern in mehreren Schrit-

ten.[134]
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3.2 Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition (“Click”-

Chemie)

Das Konzept der “Click”- Chemie wurde 2001 von Sharpless et al.
eingefiihrt.[135] Die Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition (CuAAC) ist
eine haufig verwendete, zuverlassige und geradlinige Moéglichkeit, um funktionali-
sierte Komponenten kovalent miteinander zu verkniipfen. In Schema 17 ist der
vermutete Mechanismus dargestellt, der sich auf rechnerischel136-138] ynd expe-

rimentellel139-141] Ergebnisse stiitzt.
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Schema 17: Postulierter Mechanismus der Click-Chemiel42]

Im 1. Schritt (A) erfolgt eine m-Koordination der Cu(I)-Spezies an ein terminales
Alkin, wodurch dessen CH-Bindung acider (der pKs fallt von ~25 auf ~15) wird. In
wassriger Losung kann so im ndchsten Schritt (B) ohne Zusatz einer Base H* ge-
gen eine weitere Cu(I)-Spezies ausgetauscht werden. In Schritt C koordiniert die
Azidkomponente an das m-koordinierte Cu(I)-Zentrum. Dabei ist es prinzipiell
egal, ob der terminale oder der substituierte Stickstoff koordiniert, wobei der
substituierte Stickstoff (m-Donor) die Elektronendichte am Kupfer erhéhen kann,
was die anschliefende oxidative Kupplung (D) erleichtert. Durch die praferierte

Koordination des a-Kohlenstoff-Atoms des Acetylids an die m-koordinierte Cu(I)-
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Spezies und dem daraus folgenden nukleophilen Angriff des -Kohlenstoff an den
elektrophilen, terminalen Stickstoff kann die 1,4-Regioselektivitat erklart werden.
Als Folge dieses reaktionsbestimmenden Schrittes bildet sich ein sechsgliedriger
Metallazyklus. Dabei ist bisher bzgl. des Oxidationszustandes der beiden Kupfer-
Zentren noch unklar, ob Cu(IIl) gebildet wird, oder ob beide Kupfer-Zentren im
Oxidationsschritt kooperieren. Schliefdlich bildet sich durch die bestehende Ring-
spannung sowie Cu(I) Abspaltung durch reduktive Eliminierung (E) der Cu(I) ge-
bundene Triazolring, welcher in wassriger Losung durch Protonierung (F) in das
1,2,3-Triazol umgewandelt wird. Das dabei freigesetzte Kupfer kann somit erneut
einen weiteren Katalysezyklus eingehen.[136,140,142-144] Finn et al. fihrten zur wei-
teren Aufklarung des Mechanismus kinetische Untersuchungen durch und fanden
dabei heraus, dass es sich bei einem Uberschuss an Cu(l) um eine Reaktion 0.
Ordnung bzgl. des Metalls handelt. Wird Cu(I) jedoch in katalytischen Mengen
eingesetzt, verlauft die Reaktion bzgl. des Kupfers nach 2. Ordnung.[?41lEine mog-
liche Nebenreaktion der Click-Chemie stellt die Glaser-Kupplung dar. Dabei rea-
gieren zwei terminale Alkine unter Kupfer(Il)katalyse zu symmetrischen Diinen
(Schema 17, rechte Reaktionsabfolge).[145] Um Nebenreaktionen wie die Glaser
oder die verwandte Elington-Kupplung durch Zusammenlagerung der Alkin-
Komponenten und anschliefender Oxidation zu verhindern, muss Cu(I) bei-
spielsweise durch Zusatz eines Reduktionsmittel wie Natriumascorbat stabilisiert
werden. Dies verhindert zudem auch die Bildung von Bis-Triazolen (Schema 17,
linke Reaktionsabfolge). Auch Cu(I)-stabilisierende Liganden (wie Tris[(1-benzyl-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin) sowie der Ausschluss von Sauerstoff wahrend

der Reaktion tragen zur Vermeidung dieser unerwiinschten Reaktion bei.l[142]

In den letzten Jahren wurden [B-CD-Polymerel146.147] sowie Konjugate aus -
CDsI[148,149] durch ,Click“-Chemie hergestellt. Nielsen et al. berichteten 2010 von
wasserldslichem (-Cyclodextrin-Dextran-Polymeren, die tiber ,Click-Chemie” er-
halten wurden. Dafiir wurden die Dextrane jeweils mit Glycidylpropargylether, mit
Propargylcarbonylimidazol oder mit Hexynoylchlorid modifiziert. Uber eine CuA-
AC wurden an die alkinmodifizierten Dextrane schliefdlich Mono-(6-deoxy-6-
azido)-B-Cyclodextrine angebracht. Die Polymere wurden mittels NMR-

Spektroskopie und Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) charakterisiert und
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die Komplexbindungskonstante mit 2-(1-Adamantyl)Ethyl-trimethyl-
ammoniumbromid (AdaTMA) iiber isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) be-
stimmt, die in etwa mit denen von nativem [3-Cyclodextrin vergleichbar war. Es
wurde gezeigt, dass die Zuganglichkeit der CD von der Spacerlidnge zwischen
Dextran und CD abhidngig ist. So konnte die grofdte Zuganglichkeit im Falle von
Glycidylpropargylether als Spacer, die geringste im Fall von Propargylcarbonylimida-
zol gemessen werden. Zudem konnte beobachtet werden, dass mit Zunahme der

Vernetzung die Fahigkeit, Substrate zu binden, abnimmt.[7¢]

In diesem Teil der Arbeit soll das entsprechend methylierte Mono-(6-deoxy-6-
azido)-B-CD an propargylierte Hydroxyethylstarke (HES) gekuppelt, sowie dessen
Komplexiervermdgen mit den hydrophilen CD-Derivaten verglichen werden

(Schema 18).

\/\/‘\ CuSO,5H,0 - \/\_/_\

DMSO/M;0, 50°C, 48h g

O~ oo 0
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Schema 18: Synthese des HES-CD Konjugates iiber Click-Chemie

3.3 Synthese der Cyclodextrin-Derivate

Ausgehend von nativem (-CD wurde liber das Mono-[6-(p-toluolsulfonyl)]-B-CD
1 das Mono-(6-deoxy-6-azido)-f-CD 2 nach Literaturvorschrift mit einer Ausbeute

von 82% (19% bezogen auf natives CD) synthetisiert (Schema 19).[150]
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Schema 19: Synthese von Mono-(6-deoxy-6-azido)-f-CD 2

Um in Hinblick auf spateren Einschluss von Wirkstoffmolekiilen bessere Komple-
xierungseigenschaften zu erzielen, sowie auch eine Wechselwirkung mit biologi-
schen Membranen zu ermoglichen, wurde das monofunktionalisierte CD-Derivat
zusatzlich noch methyliert. Hoquelet et al. beschrieben die Herstellung des
methylierten Monoazid-CDs.[151] Jedoch wurde fiir die Methylierung Methyliodid
verwendet, was bekanntlich zu einer zufalligen Methylierung fiihrt und somit sehr
unselektiv ist. Ziel dieser Arbeit war es, eine definierte Verbindung, die
regioselektiv in den 2- und 6- Positionen eine Methylierung aufweist,
herzustellen, da fiir diese im Allgemeinen die hochsten Komplexstabilititen

beschrieben sind.

Die regioselektive Methylierung wurde an die Vorschrift von Szejtli et all152]
angelehnt. Das Mono-(6-deoxy-6-azido)-3-CD 2 wurde in einem DMF/DMSO-
Gemisch und BaO/Ba(OH)*8H20 als Base durch vosichtige Zugabe von
Dimethylsulfat umgesetzt (Schema 20).

Dimethylsulfat,
Qe BaO/Ba(OH),*8H,0

OH DMF/DMSO
6 4 Tage, RT 6

Schema 20: Synthese von Mono-(6-deoxy-6-azido)-heptakis-(2,6-di-0-methyl)-B3-CD 3

Das ESI-MS-Spektrum von Verbindung 3 zeigt eine relativ enge Verteilung der

Zahl der Methylgruppen, die zwischen 14 und 18 liegt (Abb. 2).
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Abb. 2: ESI-Massenspektrum von Mono-(6-deoxy-6-azido)-heptakis-(2,6-di-O-methyl)-3-CD
3

Der Molekiilpeak bei m/z = 1364.6 fiir [M+Na]* zeigt das gewiinschte Produkt.
Eine zusdtzliche CH3-Gruppe ergibt eine Massendifferenz von 14.03 g/mol. Daher
entspricht der intensivere Peak bei m/z = 1378.0 einer einfachen Ubermethylie-
rung und der intensivste Massenpeak bei 1392.64 entspricht einer doppelten
Ubermethylierung des CDs. Das gemittelte Molekulargewicht betrigt 1386.6

g/mol. Daraus lasst sich ein Substitutionsgrad von 2.2 ableiten.

Diese Werte konnen durch das 1H-NMR-Spektrum (Abb. 3) bestatigt werden. Fiir
eine genaue Zuordnung mussten jedoch HHCOSY und HSQC Aufnahmen durchge-
fithrt werden. Uber HHCOSY konnte festgestellt werden, dass es sich bei dem Mul-
tiplett bei 3.92ppm um H-3/3‘ handelt, da eine direkte Korrelation zu H-2/2‘ zu
erkennen ist (Abb. 4).
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Abb. 3: 1H-NMR (in CDCl3) von Mono-(6-deoxy-6-azido)-heptakis-(2,6-di-0O-methyl)-3-CD 3
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Abb. 4: HH-COSY (in CDCl3) von Mono-(6-deoxy-6-azido)-heptakis-(2,6-di-O-methyl)-B-CD
3

Diese Zuordnung stimmt auch mit den Forschungsergebnissen der Arbeitsgruppe

M.Okada et al.l'53] iiberein, welche Einschlusskomplexe mit methylierten CDs un-
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tersucht hat. Die Zuordnung der Methylgruppen erfolgte analog zu den Ergebnis-

sen von B. Casu.[154]

Die Bestimmung der chemischen Verschiebungen der C-Atome ergab, dass die
Signale von C-3 und C-5 in umgekehrter Reihenfolge erscheinen als bei J.Szejtli et
al.l152] zugeordnet wurden. Die Zuordnung der C-6 Atome erfolgte durch das
HSQC, da auf ein 13C-Signal zwei 'H-Signale fallen. Durch die Intensititen der
Cross-Peaks konnte bestimmt werden, bei welchem Signal es sich um C-6‘ bzw. C-

6 handelt (Abb. 5).
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Abb. 5: HSQC (in CDCl3) von Mono-(6-deoxy-6-azido)-heptakis-(2,6-di-O-methyl)-3-CD 3

Nachdem das Intergral der H-3 Protonen auf 7 gesetzt wurde, ergibt eine Integra-
tion der Signale zwischen 4.8 und 5.4 ppm einen Wert von 12.18 Protonen. 7 die-
ser Protonen stammen vom anomeren H (H-1/1°), sodass die restlichen Signale
mit einer Integration von 5.18 den iibrig gebliebenen OH-Gruppen in Position 3
zugeordnet werden konnen. Dies entspricht dem aus dem ESI-MS ermittelten Sub-
stitutionsgrad von 2.2. Zudem konnen die Signale bei 3.66 und 3.43 ppm den Me-
thylgruppen in Position 2 und 6 zugeordnet werden. Ein Signal der Methylgrup-

pen an OH-3 (bei ca. 3.5 ppm) ist hingegen kaum zu sehen.
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Das wahrend der Reaktion entstehende BaSOas fallt als sehr feiner Niederschlag
aus, der schwer abzutrennen ist. Um dies zu umgehen und die Aufarbeitung zu
erleichtern, sowie die Reaktionszeit von 4 Tagen zu verkiirzen, wurde NaOH als
starkere Base gewdhlt. Die Reaktion verlief analog zur Patentvorschrift von
Szejtli.[155] Leider kommt es bei der Reaktion zu einer starken Ubermethylierung
(4- bis 5-fach, ermittelt aus MS und 'H-NMR), so dass im nachsten Versuch nur
aquimolare Mengen an NaOH und Dimethylsulfat (13 Aq fiir 13 umzusetzende OH-
Gruppen) dazugegeben wurden. Hierbei zeigte sich jedoch, dass auch die zweite,
weit unreaktivere Methylgruppe des DMS reagierte, so dass eine vollstandige
Methylierung des Mono-(6-deoxy-6-azido)-3-CDs 2 erhalten wurde. Wurden je-
doch nur 7 Aquivalente an Dimethylsulfat, bei gleichbleibender Menge an NaOH,
verwendet, wurden auch nur im Schnitt 8 OH-Gruppen zum Methylether umge-
setzt. Um also eine Ubermethylierung durch die unreaktivere Methylgruppe des
DMS zu verhindern, mussten sowohl die Mengen an Dimethylsulfat als auch an
NaOH angepasst werden. Durch die Wahl von16.25 Aq DMS und 15.6 Aq konnte
schlieflich ein Produkt 3a mit einem dhnlichen mittleren Substitutionsgrad
(DS=2.3) wie Verbindung 3 hergestellt werden. Vergleicht man jedoch die ESI-MS
und die NMR-Spektren (Abb. 6) mit 3 so fillt auf, dass 3a eine viel grofiere Hete-
rogenitat aufweist. Dies deckt sich mit den Erfahrungen aus der Literatur. NaOH
als Base ist weniger regioselektiv als Bariumhydroxid, wodurch auch die OH-
Gruppe in Position 3 mit grofierer Wahrscheinlichkeit mit methyliert wird.[15¢]
Um ein definiertes Produkt zu erhalten, wurde deshalb fiir weitere Versuche wie-
der auf die Variante mit BaOH als Base zuriickgegriffen und die Aufarbeitung hin-
sichtlich der Abtrennung des BaSO4 optimiert. Nach Neutralisieren wurde das Lo-
semittel vollstindig entfernt und der Riickstand in Chloroform aufgenommen und
aufgekocht. Nach Abfiltrieren des Feststoffes und Abrotieren des Chloroforms

kann Verbindung 3 in hohen Ausbeuten (70-90%) gewonnen werden.

In Abb. 6 werden die 1TH-NMR-Spektren der methylierten Monoazid-CD-Derivaten
mit gleichem DS an Methylgruppen verglichen. Es wird deutlich, dass das Spekt-
rum von Verbindung 3 verglichen mit 3a, viel besser aufgeldst und definierter ist,

und einer Zuordnung der einzelnen Signale besser vorgenommen werden kann.
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Abb. 6: NMR-Spektren von a) 3 und b) 3a

Die Aufnahme von IR-Spektren der Verbindungen 3 und 3a zeigte, dass die Azid-
gruppe auch nach dem Methylierungsschritt erhalten bleibt. Zudem wird durch
die Abnahme der OH-Schwingung im Vergleich zur CH-Schwingung die Methylie-
rung deutlich. Eine quantitative Aussage aus den IR-Spektren iiber den Substituti-

onsgrad ist jedoch nur schlecht moglich.

Da die synthetisierten Cyclodextrin-Derivate fiir einen medizinischen Einsatz ge-
dacht sind, miissen sie, um einen unkontrollierten Durchtritt durch biologische
Barrieremembranen zu verhindern, an wasserldsliche Polymere kovalent ange-
knlipft werden. Zudem wurde gezeigt, dass der Zusatz von hydrophilen Polymeren
den Solubilisierungseffekt von Cyclodextrinen auf Wirkstoffe verbessert.[157] Als

polymeres Backbone wurden deshalb die bereits medizinisch eingesetzte Hydro-
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xyethylstarke (130/0.4) der 3. Generation, sowie die gut vertragliche Hyaluron-
sdure (Mw: 27.3 kDa) verwendet.

3.4 Modifizierung von Hydroxyethylstirke

Uber die chemische Modifizierung von Hydroxyethylstirke wurde bisher nur
wenig publiziert. Besheer et. al. modifizierten HES im Jahr 2007 mit Lauryl-, Pal-
min- und Stearinsdure mit DCC/DMAP und zeigten die Bildung von Mizellen und
polymeren Vesikeln.[158] Im Jahr 2009 berichteten sie zudem iiber die Konjugation
von Transglutaminase und konnten dadurch bioabbaubare Polymer-Wirkstoff-
und Polymer-Protein-Konjugate synthetisieren. Dies stellt eine Alternative zur
PEGylierung dar.[159]1 2011 wurde HES mit Diethylentriaminpentaessigsaure ge-
kuppelt und Gadolinium chelatisiert, wodurch ein makromolekulares Kontrastmit-
tel erhalten werden konnte.[160] Noga et al. zeigten den Einsatz von HES zur Ab-
schirmung sowie zur enzymatisch kontrollierten Entschirmung von DNA-

Polyplexen.[161]

Die hier verwendete HES besafd eine molare Masse von 130 kDa und einen mola-
ren Substitutionsgrad von 0.4. Das C2/Ce Verhaltnis betrug 9:1, was bedeutet, dass
Hydroxyethylgruppen 9-mal haufiger an C2 als an Cs substituiert wurden. Um die
verwendete HES mit einen CD-Derivat iiber Click-Chemie zu konjugieren, musste
zundchst noch eine Alkin-Gruppe eingefiihrt werden. In der Verdéffentlichung von
Nielsen et al [76] stellte sich heraus, dass die Funktionalisierung von Dextran mit
Glycidylpropargylether (GPE) die besten Ergebnisse erzielte, da die gebildete
Etherbriicke stabiler gegentliber Hydrolyse ist als die Esterverbindung. Aus diesem
Grunde wurde zur Modifizierung der HES ebenfalls GPE gewahlt. Ein weiterer
Vorteil von der Verwendung von GPE ist der Erhalt der Menge an Hydroxylgrup-
pen, da bei der Veretherung der HES-Hydroxylgruppe mit GPE eine neue entsteht.
So kann die gute Wasserloslichkeit von HES erhalten bleiben. Bei der Synthese
handelt es sich um eine einfache Epoxidéffnung des GPE in 0.1 M NaOH (Schem@
21).
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0,1 M NaOH
79%

Schema 21: Modifizierung von Hydroxyethylstarke mit Glycidylpropargylether

Tabelle 3: Zusammenfassung der durch Variation der Reaktionsbedingungen erhaltenen mola-

ren Substitutionsgraden pro Glucose-Einheit

MS (24 h) MS (72 h)
0.1 M NaOH 0.5 0.6
0.75 M NaOH 0.4 0.4

Es stellte sich heraus, dass bei dieser Konzentration an NaOH hohere Substituti-
onsgrade erreicht werden konnen als bei einer hoheren Konzentration von 0.75
M. Es ware zu erwarten, dass in der 0.75 M NaOH mehr OH-Gruppen der HES
deprotoniert vorliegen und daher die Nukleophilie erhoht wird, wodurch hohere
Substitutionsgrade in kiirzerer Zeit erreicht werden sollten. Aus Tabelle 3 wird
ersichtlich, dass dies fiir die durchgefiihrten Versuche nicht der Fall war. Die Re-
aktionen in 0.75 M NaOH fiithrten unabhingig von der Reaktionsdauer zu einem
Substitutionsgrad von 40%. Dies lasst sich wahrscheinlich darauf zurtickfiihren,
dass GPE zum Teil hydrolysiert wurde. Dies wiirde auch erkldren, warum eine
verlangerte Reaktionsdauer in diesem Falle zu keiner Umsatzsteigerung fiihrte. Da
Polyglucane nur einen geringen pKs-Wert von etwa 12 besitzen, findet eine Depro-
tonierung auch bei geringerer Basenkonzentration statt, so dass die 0.1 M NaOH
dafiir ausreichte. Durch Fillen des Reaktionsgemisches aus 2-Propanol kann
schlief}lich ungebundener GPE entfernt werden. Um jedoch alle GPE- wie auch Lo-
semittelreste vollstindig zu entfernen wurde zusatzlich ultrafiltriert. Die Pro-

duktanalyse erfolgte mittels tH-NMR (Abb. 7) und IR.
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Abb. 7: 1H-NMR-Vergleich von a) HES mit b) mod. HES 4

Der Substitutionsgrad wurde durch Vergleich der Integrationen des anomeren
Protons (5.73-5.41 ppm) der HES mit der CH2-Gruppe vom Propargylrestes (H-12)
des GPE (4.27 ppm) aus dem NMR-Spektrum ermittelt. Das anomere Proton der
Starke (5.69 ppm) wurde bei der Integration auf 1 gesetzt, sodass aus dem Integ-
ral des Signals der CHz - Gruppe des Linkers der Substitutionsgrad gemaf3 Glei-

chung 8 berechnet werden kann.
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In Tabelle 4 werden die DS-Werte, die durch Variation der Aq an GPE erzielt
wurden, dargestellt. Durch die Zugabe von 2 Aq kann ein DS von fast 1 erreicht

werden.

Tabelle 4: Ubersicht der mit unterschiedlichem Substituionsgrad modifizierten HES

Derivat Aq GPE DS
4a 0.5 0.15
4b 0.85 0.3
4c 1 0.4
4d 2*%0.5 0.53

4 2*0.85 0.6
4e 2*0.9 0.75
4f 2*%1.0 0.9

Aus dem NMR-Spektrum (Abb. 7) wird zudem ersichtlich, dass die Modifizierung
hauptsachlich an der unsubstituierten Glucoseeinheit an der Hydroxylgruppe in
Position 2 stattfindet.[83] Dies wird durch das Verschwinden des Signals bei 5.4
ppm, das der unsubstituierten Wiederholeinheit zugeordnet werden kann, deut-

lich.

Auch im IR-Spektrum kann durch das Auftauchen der C=C-Schwingung bei 2113
cm-1 das Produkt identifiziert werden (Abb. 9).

Aufgrund der guten Loslichkeit der propargylierten HES als auch die mit einer
Monoazidgruppe funktionalisierten CDs in Wasser, wurde die CuAAC in einem

DMSO/Wasser-Gemisch (1:1) durchgefiihrt (Schema 22).
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Schema 22: Synthese von HES-CD-Konjugat 8 aus 3 und 4 iiber ,Click“-Chemie

NaAsc dient als Reduktionsmittel um Kupfer in der Oxidationsstufe I zu stabilisie-
ren. Zudem wurde das Losungsmittel vor Verwendung eine halbe Stunde mit Heli-
um entgast, um geldsten Sauerstoff zu verdrangen. Die Stabilisierung des Kupfers
ist sehr wichtig, um eine Kupplung der Alkin-Gruppen miteinander, beispielsweis
durch Glaser-Kupplung, zu verhindern. Diese kénnte namlich zu einer Querver-
netzung der Polymerketten fiihren, was eine Verschlechterung der Loslichkeit der
Polymere zur Folge hatte. Zudem wiirde eine Ankupplung von CDs, sowie ein spa-

terer Einschluss einer lipophilen Gastverbindung erschwert werden.

Auch hier erfolgte die Aufreinigung tiber Ultrafiltration. Durch die Durchfithrung
von Diinnschichtchromatographie-Versuchen (DC) konnte sichergestellt werden,
dass das Kupplungsprodukt frei von ungebundenem CD war. Es wurden sowohl
das native Monoazid 2 als auch die methylierten Varianten 3 und 3a an HES ange-
kuppelt, im Folgenden wird aber nur das methylierte Kupplungsprodukt 8 ( Kupp-
lung von 3 und 4) detaillierter vorgestellt. Die erfolgte Kupplung lasst sich im in
1H-NMR Spektrum in D20 durch Auftauchen des Triazol-H-Signals bei 8.06 ppm
zeigen, hier im Vergleich mit den beiden Edukt-Spektren des methylierten Mo-
noazids 3 und der modifizierten HES 4 (Abb. 8).
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Abb. 8: Vergleich der tH-NMR-Spektren von a) 3, b) 4, c) 8

Das Integral des Signals des anomeren Protons der HES (H-01/01°) bei 5.53 ppm
wurde wie zuvor auf 1 gesetzt. Diesmal konnte der DS sowohl im Verhaltnis zum
anomeren Proton des CDs (1/1°), als auch im Vergleich zum Triazol-H (H-14‘) des
Linkers bestimmt werden. Das Triazol-Proton erfdahrt durch seine elektronenzie-
hende Umgebung eine sehr hohe chemische Verschiebung, sodass es im NMR nicht
mit anderen chemischen Verschiebungen der Wasserstoffatome des Molekiils

tiberlappt. Deshalb kann die Integration des Triazol-Protons eindeutig bestimmt
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werden. In dieser Reaktion wurde ein DS von knapp 0.4 erzielt. Die erfolgreiche

Umsetzung wird auch im IR sichtbar (Abb. 9).

a)

b)
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Abb. 9: IR-Spektren von a) 3,b) 4,¢c) 8

Im Produktspektrum ist keine Azid-Schwingungsbande mehr zu beobachten.
Dadurch kann bestitigt werden, dass das Produkt frei von ungebundenem CD ist.
Das Konjugat 8 aus modifizierter HES 4 und methyliertem Monoazid 3 konnte so-

mit vollstindig charakterisiert werden. Die Umsetzung erfolgte mit einer Ausbeu-
te von 90%.
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Bei Ankupplung des nativen Monoazids 2 an die modifizierte HES 4 konnte auch
in mehreren Versuchen mit dhnlichen Aquivalenten wie zur Herstellung von Kon-
jugat 8 lediglich ein DS-Wert von etwa 0.1 erzielt werden. Scheinbar spielt im Fal-
le des hydrophilen Derivates die sterische Hinderung und die direkte Fixierung
der Azid-Gruppe an der Glucose eine grofdere Rolle, als bei der methylierten Vari-
ante. Eigentlich ist davon auszugehen, dass die Methylgruppen in 6-Position die
Kupplung stéren wiirden. Ihre Anordnung hat jedoch keinen negativen Einfluss
auf die Reaktion der Azid- mit der Alkingruppe. Im Gegenteil, die Ankupplung der
methylierten Derivate fiihrte durchweg zu einem héheren Kupplungsgrad als im
Falle des nativen Derivates 2. Die Ankupplung des heterogener methylierten Mo-
noazids 3a an die HES 4 zum Produkt 8a erfolgte analog mit vergleichbarem Sub-

stitutionsgrad (0.35) und Ausbeute (96%).

Alle hergestellten Verbindungen sind sehr gut wasserldslich. Es ist zwar moglich,
durch Methylierung das Spektrum an Einschlussverbindungen zu erweitern, je-
doch bringen amphiphile CD-Derivate, wie es die Methylierten darstellen, einen
Nachteil mit sich. So besitzen amphiphile CDs eine LCST (lower critical solution
temperatur). Oberhalb dieser Temperatur sind die Derivate nicht mehr in dem
Losungsmittel 16slich und fallen aus. Dieses Verhalten ist typisch fiir alkylierte,
neutrale Polysaccharide und ist auf eine erhéhte Wechselwirkung hydrophober
Gruppen mit steigender Temperatur zuriickzufiihren.[162] Dies ist aber vor allem
fiir medizinisch-pharmazeutische Anwendungen nicht wiinschenswert. Liegt die
LCST von ungebundenem DIMEf noch liber dem Siedepunkt von Wasser, so sinkt
sie durch Ankupplung an die HES auf etwa 40°C ab. Dies kann durch die raumli-
che Nahe der nun am Polymer fixierten CDs erklart werden, die nun leichter ag-

glomerieren konnen und somit ausfallen.

Um dieses Problem zu umgehen, wurden ionische Gruppen an der HES eingefiihrt,
um eine Abstofung der Ketten und CDs untereinander zu erzielen. Dazu musste
eine Oxidation der nativen HES durchgefiihrt werden. Um Carbonyl- sowie Car-
boxylgruppen in Polysacchariden einzufiihren, werden in der Literatur verschie-
dene Moglichkeiten beschrieben. Zur Modifikation stehen die Hydroxylgruppen an
C2, C3 und C6 zur Verfiigung. Die Oxidation der sekundidren Hydroxylgruppen

wird durch Oxidationsmittel wie Periodat oder Hypochlorit erreicht, was eine
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Spaltung unter Entstehung von Diolen zur Folge hat. Um die primare Hydro-
xylgruppe selektiv zu oxidieren, gibt es im Fall der Starke die Moglichkeiten, dies
unter Verwendung von Nitriersdure, Stickstoffdioxid oder Wasserstoffperoxid zu

erzielen.[163]

Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung katalytischer Mengen an TEMPO
(2,2,6,6-tetra-methylpiperidine-1-oxyl), ein stabilisiertes Nitroxylradikal, und
Natriumhypochlorit, die die primdre Hydroxylgruppe der Glucoseeinheit zur ent-
sprechenden Glucuronsaure oxidieren. Weitere Vorteile dieses Reagenzes sind die
hohe Reaktionsrate, hohe Ausbeuten, sowie die hohe Selektivitit. Zudem kommt
es nur zu einem geringen Abbau des Polysaccharides wadhrend der Oxidati-
on.[164l[n dieser Arbeit wurde die Kombination von TEMPO und NaOCI zur Oxida-

tion verwendet. In Schema 23 ist der Mechanismus der Oxidation mit TEMPO und

% HOWO bzw. OHC WO
OHC Q) bzw. -00C )

Schema 23: Mechanismus der TEMPO-Oxidation

NaOCl als Cooxidans dargestellt.

H+

Ee

28

Mit Hilfe von Natriumhypochlorit wird der eigentliche Katalysator, ndmlich das
Nitrosylkation, gebildet, das zuerst den Alkohol zum Aldehyd und schlief3lich in
einem weiteren Schritt zum Carboxylat oxidiert. Das Nitrosylkation wird dabei
zum Hydroxylamin reduziert, welches mit einem weiteren Aquivalent Nitrosylka-

tion zum TEMPO-Radikal wieder konproportioniert (Schema 23).[163,165]
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Zur Reaktion wurde die HES in Wasser gelost. Danach wurde TEMPO und tber
zwei Stunden verteilt Natriumhypochlorit zugegeben, wahrend der pH auf 8.5
gehalten wurde (Schema 24). Da nicht alle Aldehydgruppen zur Carbonsdure oxi-
diert werden, wurde nach erfolgter Reaktion Natriumborhydrid zugegeben, um

die vorhanden Aldehydgruppen zum Alkohol zu reduzieren.

Schema 24: TEMPO-Oxidation der HES

Erreicht man bei der TEMPO-Oxidation von reiner Starke einen Substitutionsgrad
von bis zu 70%1166] bei einer Zugabe von 4 Aq NaOCl, so erzielt man bei der Oxida-
tion von HES lediglich einen DS-Wert von 30%, unabhingig davon, wie viel Aqui-
valente an NaOCl hinzugegeben werden (mind. 2). Auch eine Erh6hung der Menge
an TEMPO fiihrt zu keiner Erhéhung an Carboxylgruppen. Ein méglicher Grund fiir
den geringen Substitutionsgrad stellen die primaren Hydroxylgruppen des Hydro-
xyethylrests dar, die mit dem intermedidr gebildeten Aldehyd ein Vollacetal aus-
bilden kénnen. Dadurch ist der Aldehyd fiir einen weiteren Oxidationsschritt nicht

mehr zuganglich.

Der Gehalt an Carboxylgruppen wurde photometrisch mit dem Blumenkrantz-
Assay bestimmt.[167] Dabei werden Uronsduren mit Hilfe von m-Hydroxybiphenyl-
Losung und Tetraborat-Losung nachgewiesen. Die Uronsduren bilden mit der m-
Hydroxybiphenyl-Losung pinkfarbene Komplexe aus. Durch die Bestimmung der
Extinktion bei 523 nm kann der DS-Wert bestimmt werden. Der ermittelte Car-
boxylatgehalt in der oxidierten Starke entspricht dem Substitutionsgrad und liegt

bei dieser Reaktion bei 0.27.

Die weitere Modifizierung der oxidierten HES 5 und Ankupplung des methylierten

CD-Derivates erfolgte analog iiber die Modifizierung mit Glycidylpropargylether
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zu Verbindung 6 (DS=0.55). Auch diese Verbindung wurde mittels Click-Chemie
mit dem methylierten Monoazid 3 zu dem Kupplungsprodukt 9 mit einer Ausbeu-
te von 95% umgesetzt. Die Aufreinigung erfolgte auch hier wieder mittels Ultra-
filtration, die Kontrolle der Reinheit iiber DC. In dieser Reaktion konnte ein Sub-

stitutionsgrad von 0.45 erzielt werden.

Zusdtzlich wurde ein methyliertes Monoazid 3b (DS: 2.7) auch an Hyaluronsaure
(HA) tiber CuAAC gebunden. Da HA von Natur aus eine Carboxylfunktionalisierung
besitzt, musste keine zusdtzliche Oxidation durchgefiihrt werden, um die LCST
Temperatur zu erhéhen oder vollstindig aufzuheben. Dazu erfolgte ebenfalls eine
Modifikation der Hydroxylgruppen der HA mit Glycidylpropargylether zu Verbin-
dung 10 mit einem DS von 0.5 und einer Ausbeute von 80%. Die CuAAC wurde
unter denselben Bedingungen wie bei den HES-CD-Konjugaten (Verbindungen 8,
8a und 9) durchgefiihrt (Schema 25). Das Kupplungsprodukt 11 wurde mit einem

DS von 0.45 und einer Ausbeute von 90% erhalten.

OH OH
a"00C o aooc 0
o) HO o o HO o
Ho S N Ho %) NH
OH OH
(0] o
o CuSo4*5H,0, o
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+
\ o

Ny o) 2d, 50°C o o
o o 90% f / arQfne / o

e Q| Silell} HO O [HO ©
/ / / / 6

HO © |HO ©
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Schema 25: Synthese von HES-CD-Konjugat 11 aus 3b und 10 iiber ,Click“-Chemie

Die Umsetzung wurde auch hier wieder tiber TH-NMR und IR, sowie DC-Kontrolle
bestatigt. Anzumerken ist, dass in dieser Reaktion ein methyliertes CD-Derivat mit
einem DS von 2.7 verwendet wurde. Der hohere DS-Wert wirkt sich, wie spater

vorgestellt wird, auch auf die Komplexierung aus.
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Wie aus der Tabelle 5 ersichtlich ist, fiihrt die Einflihrung von ionischen Gruppen
zur Aufhebung der LCST und es kann kein Ausfallen unterhalb des Siedepunktes

von Wasser beobachtet werden.

Tabelle 5: Ubersicht der iiber ,Click“-Chemie synthetisierten CD-Polymere und ihr LCST-
Verhalten

Ausbeute Mocp LCST

Derivat Struktur DSco(Me)  DSpoiy(CD) [%] [Da] [°C]

0 0.1 70 3410 T>100°C

“A
8 @\@N@rm]a 2.2 0.35 90 1985 52.5

[ ome |
79

N:N,N orvle]6
8a @ 2.3 0.4 94 2054 84.5

[orvle;\?_9
9 N ﬁf o 27 0.45 95 1940 T>100°C
[OM(-3|7“g

11 :Nﬁr 6 2.7 0.45 90 2523 T>100°C

OMe | vo
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3.5 Zytotoxische Untersuchungen

Um zu tiberpriifen, ob eine Anbindung der methylierten CDs an Polymere zu ei-
ner Verringerung des toxischen Potentials fiihrt, wurde am Universitatsklinikum
Wiirzburg ein auf ATP basierender CellTiter-Glo® Assay 51 an der humanen
Darmkrebszelllinie Caco-2 sowohl mit kommerziell erwerblichem DIMEB-CD von
Sigma-Aldrich als auch dem synthetisierten Konjugat 8 aus methylierten Mo-
noazid 3 und modifizierter HES 4 durchgefiihrt. Dazu wurde eine Konzentrations-
reihe (0.25 - 25 mg/mL) in Medium angesetzt und fiir 2 h bzw. 24 h inkubiert
(Abb. 10 und Abb. 11). Die getesteten Konzentrationen orientierten sich dabei an
den experimentell ermittelten Fiillgraden (w%) der beiden Andsthetika Sevoflu-
ran und Midazolam (beide <10 w%), sowie deren klinisch eingesetzten Plasma-
konzentrationen. Die Testung erfolgte im relevanten Konzentrationsbereich, was
bedeutet, das auch Konzentrationen, die 10x niedriger bzw. 10x hoher als die kli-

nisch relevante Konzentration sind, getestet wurden.[168]
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Zytotoxizitatstest
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Abb. 10: Zytotoxizitatstest von DIMEBCD
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Zytotoxizitatstest
Verbindung 8 auf Caco-2,2 h
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Abb. 11: Zytotoxizitatstest von HES-CD-Konjugat 8

Nach Behandlung der Zellen konnte kein toxischer Effekt bei allen getesteten
Konzentrationen im Falle des CD-Polymers 8 nach 2 h Inkubation beobachtet

werden. Im Falle von DIMEB-CD wurde bei einer Konzentration von 25 mg/mL
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eine 10-fach erhohte Toxizitat festgestellt werden. Nach 24 h Inkubation zeigt
auch das Polymer 3 ein leicht toxisches Potential, wihrend DIMEB-CD schon bei

klinisch relevanten Konzentration hoch toxisch wirkt.

3.6 Zusammenfassung

Die Ankupplung von CD-Derivaten an die Hydroxyethylstiarke tiber CuAAC stellt
eine effiziente Methode dar, um polymere Wirtmolekiile fiir die Solubilisierung
von Wirkstoffen herzustellen. In diesem Kapitel konnten hydrophile und methyl-
ierte CD-Derivate kovalent an Polysaccharide gebunden und mittels NMR, IR und
MS charakterisiert werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Fixierung von
methylierten CD-Derivaten an ein Polysaccharid deren toxisches Potential stark
verringert. Durch Einfiihrung von ionischen Gruppen oder durch Verwendung des
Polyelektrolyten Hyaluronsdure kann eine LCST bei physiologisch relevanten Be-
dingungen verhindert werden. Dadurch kénnen die polymeren Cyclodextrinver-
bindungen sowohl fiir die orale als auch die parenterale Applikation von Wirkstof-

fen Verwendung finden.
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4 Ankniipfung von f3-CD-Derivaten an Polysaccharide iiber

CDMT-Kupplung

Die vorgestellte CuAAC als Konjugationsverfahren von Cyclodextrinen und Po-
lymeren ist nur eine mogliche Kupplungsmethode. Die zur Vermeidung des LCST-
Verhalten der methylierten CD-HES-Konjugate eingefiihrten ionischen Car-
boxylatgruppen eignen sich zusatzlich als funktionelle Gruppe, die mit modifizier-
ten CD-Derivaten umgesetzt werden kann. Auch die bereits verwendete Hyaluron-
saure muss fiir eine Konjugation nicht zusatzlich modifiziert werden. Als Kupp-
lungspartner eignen sich beispielsweise aminofunktionalisierte CDs, wodurch bei

einer Konjugation eine Amidbindung gebildet wird.

4.1 Amidkupplung mit CDMT

Die Konjugation von Carboxylgruppen und Aminen unter Ausbildung einer
Amidbindung erfolgt in zwei Schritten. Da die Reaktion der beiden funktionellen
Gruppen nicht spontan bei Raumtemperatur verlauft, da dabei die notwendige
Eliminierung von Wasser nicht stattfindet, sind hohe Temperaturen (>200°C)
notwendig. Aus diesem Grunde wird die Carbonsdaure durch Umwandlung der
Hydroxylgruppe in eine gute Abgangsgruppe aktiviert, bevor sie mit dem Amin
reagiert. Zur Aktivierung konnen Kupplungsreagenzien eingesetzt werden, die die
Carbonsdure beispielsweise zu den entsprechenden Sdurechloriden, (gemischten)
Anhydriden oder Aktivestern umwandeln.[16°] Die ersten Kupplungsreagenzien
stellten Carbodiimide wie Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) dar, die seit 1955 ver-
wendet werden und mit der Carbonsdure einen O-Acylharnstoff als Intermediat
bilden.[170] Dieser reagiert mit dem Amin zum entsprechenden Amid unter Ausbil-
dung des unldslichen Dicyclohexylharnstoffs als Nebenprodukt. Um die Umlage-
rung des O-Acylharnstoffs zum inaktiven N-Acylharnstoff zu verhindern, werden
meist Additive wie N-Hydroxysuccinimid (NHS) oder 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt) verwendet.[171.172] Weitere hdufig verwendete Carbodiimide sind Diisop-
ropylcarbodiimid (DIC) oder das wasserldsliche 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC).[173.174] Einige Kupplungsreagenzien ba-
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sieren auf HOBt/HOAt und Uronium/Iminiumsalzen wie O-(7-Azabenzotriazol-1-
yl)-N,N,N',N’'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HATU) oder 0-
(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU).[172.175]
Diese Reagenzien reagieren mit der Carbonsdure zu OAt-/OBt-Aktivestern, die
dann mit dem Amin weiter reagieren kdnnen. Als Nebenreaktion kann jedoch das
Amin auch mit dem Kupplungsreagenz zu einem Guadinium reagieren. Werden
stattdessen Phosphoniumsalze verwendet, entsteht dieses Nebenprodukt nicht.
Das erste HOBt/HOAt Phosphoniumsalz stellte Benzotriazolyloxy-
tris(dimethylamino)-phosphoniumhexafluorophosphat (BOP) dar.[176] Sein Ein-
satz als Kupplungsreagenz ist jedoch begrenzt, da wahrend der Reaktion das Kar-
zinogen Hexamethylphosphorsdauretriamid (HMPA) freigesetzt wird. Als Ersatz
dient deshalb Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluoro-

phosphat (ByBOP).[153,154]

Ein weiteres Kupplungsreagenz zur Herstellung von Estern oder Amiden stellt
2,2-chloro-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazine (CDMT) dar, das hinsichtlich Stabilitat,
milden Reaktionsbedingungen und dem Preis sehr interessant ist. Zudem finden
keine Nebenreaktionen wie Acylwanderungen statt und es kénnen hohe Substitu-

tionsgrade erreicht werden. [179-181]

Zur Modifizierung der Hyaluronsdaure wurde oft die Verwendung von EDC be-
schrieben, da die Reaktion in wassriger Losung ablaufen kann.[182-184] Dje Aktivie-
rung der Carbonsadure erfolgte dabei bei einem pH von 4.75. Der nukleophile An-
griff im zweiten Schritt durch das Amin ist jedoch effektiver bei einem basische-
ren pH, da dieses dann in deprotonierter Form vorliegt. Bei hohen pH-Werten
hydrolysiert EDC jedoch schnell zu dem N-Acylharnstoff Nebenprodukt und ein
Angriff des Amins kann nicht mehr erfolgen. So ist es schwer, ein pH-Optimum zu
finden und eine Konjugation von Aminen mit einem hohen pKs ist mit dieser Me-
thode nur schwer moglich.[181] Kuo et al. beschrieben sogar, dass bei einem pH von
4.75 keine Bildung des Amids stattfindet, sondern nur der N-Acylharnstoff als Ne-
benprodukt erhalten wird.[185] 2007 beschrieb Bergmann die Modifizierung von
HA mit CDMT als Aktivierungsreagenz unter neutralen Bedingungen in wassriger
Losung. Schon bei Verwendung eines halben Aquivalentes CDMT konnten sie Sub-

stitutionsgrade von bis zu 20% erreichen.[180]
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4.2 Synthese der Cyclodextrin-Derivate

Um bei einer spateren Ankniipfung der CD-Derivate an die Polysaccharide eine
inter- und intramolekulare Vernetzung zu vermeiden, ist es auch hier wichtig,

monofunktionalisierte Amino-CD-Derivate herzustellen (Schema 26).

[oJe] OH N3 OMe
o) o) o) o)
s Qe ot~ e Qe YeaQind~. e Qe Qi
A 2 B — ", I P P
HO ©H [HO ©OH g Ho' oM |H HO  OMe|HO OMe Jg
1 2 3
Cysteaminhydrochlorid 1. PPh, 1. Variante: 2 Variante
NEt, 2. NH4OH (25%) PPh;, H,/Pd/C
DMF/H20 (1:3) DMF NH,OH (25%) | EtOH
85% 82% DMF
i ° 37% 95%
Cr H3N
NH, OMe
o) o)
wmand— _wd Naoteed Nk~ Qe Qe
OH HO ° ( OH |HG b (HO OMe[HO  OMe 5

14114a
Schema 26: Synthese der monofunktionalisierten Amino-CD-Derivate 12, 13 und 14/14a

Ausgehend von Mono-[6-(p-toluolsulfonyl)]-B-CD 1 wurde in einer Sx2 Reakti-
on mit Cysteaminhydrochlorid Mono-[6-deoxy-6-(2-amino-ethylsulfanyl)]-3-CD
12 mit einer Ausbeute von 85% hergestellt. Dazu wurde die Vorschrift von Ek-
bergl186] et al. verwendet, wobei anstatt Ammoniumhydrogencarbonat Triethyla-
min verwendet und die Reaktionsdauer von vier Stunden auf vier Tage fiir eine
vollstandige Umsetzung erh6ht wurde. Da Hydrochloride bei pH 7 nicht stabil
sind, wurde vor dem Féllen aus kaltem Aceton der pH auf 3 erniedrigt. Die Aufrei-
nigung erfolgte mittels Nanofiltration in Wasser gegen eine 500Da Cellulose-
Membran. Zur Herstellung von Verbindung 13 wurde Mono-[6-(p-toluolsulfonyl)]-
B-CD 1 wie in Kapitel 3 beschrieben zum Mono-(6-deoxy-6-amino-)--CD 2 umge-
setzt, welches schliefdlich in einer Staudinger Reaktion mit Triphenylphosphin
zum Mono-(6-deoxy-6-amino-)--CD 13 in 82%iger Ausbeute reduziert

wurde.[187] Die Reduktion des DIMEB-Azids 3 zum methylierten Amin 14 wurde
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mit zwei verschiedenen Methoden getestet. Die 1. Variante erfolgte wie beim nati-
ven Derivat mit Hilfe der Staudinger Reaktion. Aufgrund der amphiphilen Natur
des CDs ist ein Ausfdllen aus Aceton oder einem anderen Fallungsmittel nicht
moglich, so dass die Aufreinigung mittels Nanofiltration erfolgte. Die Aufreinigung
mittels Nanofiltration gegen eine Cellulose-Membran mit einer Ausschlussgrenze
von 500Da fiihrte jedoch zu einem hohen Produktverlust (Ausbeute: 37%). In ei-
ner 2. Variante wurde nach einer Vorschrift von V.Pourcellel188] verfahren, wobei
die Reduktion mithilfe einer katalytischen Hydrierung stattfindet. Der Vorteil der
letzteren Variante ist die ziigigere Aufreinigung, da der Katalysator einfach durch
Abzentrifugieren abgetrennt und das L6semittel am Rotationsverdampfer entfernt
werden kann. Zudem konnte bei dieser Variante eine deutlich hohere Ausbeute
(95%) erzielt werden. Die vollstindige Umsetzung des Azids zum Amin konnte
durch IR- und MS-Messung nachgewiesen werden. Das IR zeigte ein Verschwinden
der Azid-Bande bei 2102 cm-! und das gleichzeitige Auftauchen der NHa2-
Schwingungsbande bei 1653 cml. Da es zu keiner Anderung der restlichen
Schwingungsbanden kam, kann von einer vollstaindigen Umsetzung ausgegangen
werden. In Abb. 12 sind die Verdanderungen der Banden in den IR-Spektren im

Falle der methylierten Variante verdeutlicht.

1051.10

3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Chemical Shift (ppm)

Abb. 12: Vergleich der IR-Spektren von a) methyliertem Monoazid 3 mit b) methyliertem

Monoamin 14
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Auch die ESI-Massenspektren bestatigten die vollstindige Umsetzung zu den ami-
nofunktionalisierten Derivaten. Die m/z - Verhaltnisse lagen bei dem nativen Mo-
noamin 13 bei 1134.74 (mit H* als Gegenion) und bei dem methylierten Monoa-
min 14 zwischen 1338.74 - 1394.7 (mit Na* als Gegenion), was einer Anzahl an
Methylgruppen zwischen 13 und 17 entspricht. Der intensivste Peak wurde bei
dem methylierten Monoamin 14 mit insgesamt 14 Methylgruppen erhalten, so-

dass von einem mittleren DS von 2.1 ausgegangen wurde.

Da die Herstellung des amphiphilen Derivates doch sehr aufwandig ist und bezo-
gen auf natives -CD nur eine Gesamtausbeute von 12% erreicht werden konnte,
wurde zusatzlich eine Aminofunktionalisierung an dem randomly methylierten 3-
CD durchgefiihrt. Dafiir wurde Ethylendiamin mit CDI (1,1'-Carbonyldiimidazol)
an die freie Hydroxylgruppe des CDs gekuppelt (Schema 27). Da sich CDI in Was-
ser zersetzt, wurde die Reaktion in absolutiertem THF durchgefiihrt. Durch die
amphiphile Natur des RAMEBCDs stellte THF als Losungsmittel keine Probleme

dar.

7 THF
3h Ruckfluss
24h 60°C

97%

Schema 27: Synthese von (2-aminoethyl)-Carbamat-Methyl-3-CD 15

Auch hier erfolgte die Produktkontrolle mit DC, NMR, IR und MS. Durch die statis-
tische Methylierung fiel eine genaue Zuordnung mittels 1H und 13C-NMR jedoch
sehr schwer. Da das anomere Proton schon zwei separierte Signale erzeugt, ist
eine Zuordnung der librigen Cyclodextrin Signale auch mit Hilfe von HHCOSY und
HSQC nicht eindeutig moglich. Zudem iiberlappen die Signale der Methylgruppen
die des CD-Backbones. Jedoch ist eine genaue Zuordnung der CHz-Gruppen des
Ethylendiamins moglich, die bei 3.26 und 2.77 ppm mit einer Integration zwi-

schen 3.3 und 3.5 als breite Signale erscheinen. Die Verbreiterung ist ein Indiz fiir
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die Ankupplung. Der DS kann aus dem NMR somit zu etwa 1.4 bestimmt werden,
was einer leichten Ubersubstitution entspricht.

Im ESI-MS (Abb. 13) wird sichtbar, dass neben der Monofunktionalisierung (m/z
= 1390 [M+H]*) auch eine Disubstitution (m/z = 1461 [M+H]*) stattgefunden hat.
Das Substitutionsmuster wird durch die unregelmafdige Methylierung vom

RAMEBCD hervorgerufen.

1 Carbamatgruppe 1390.02

1388.7¢ 2 Carbamatgruppen

1375.79 1461.17

187514 1461.95
11606 147860

1374.6
14160.4¢§

1374.49 h478.92
1476.05
1476.31

1374.03 1533.76

1373.77)

1362.01 1560.21

1360.1 1561.18

1339.72
1631.56
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Abb. 13: ESI-MS von (2-aminoethyl)-Carbamat-Methyl-$-CD 15

Es konnten somit vier aminofunktionalisierte hydrophile wie auch methylierte
CD-Derivate synthetisiert werden, die liber eine Amidbindung an die beiden Poly-

saccharide HA und HES angekuppelt werden kénnen.



Ankniipfung von (3-CD-Derivaten an Polysaccharide iiber CDMT-Kupplung

4.3 CDMT-Kupplung der Cyclodextrin-Derivate an

Hyaluronsdure

Charlot und Auzely-Velty beschrieben 2006 die Darstellung von Hyaluronsaure-
Derivaten, die mit Cyclodextrinen modifiziert wurden (Schema 28). Dazu funkti-
onalisierten sie die HA mit Adipinsdauredihydrazid, und oxidierten natives [3-CD
zundchst mit Hilfe des Dess-Martin-Reagenzes zum Aldehyd, wobei neben einer
Monofunktionalitdt auch 2 oder sogar 3 Aldehydgruppen vorlagen. Der Aldehyd
wurde in einem weiteren Schritt mit O-Carboxymethylhydroxylamin zur Carbon-
saure und dann mit Aminoacetaldehyddimethylacetal zum entsprechenden Acetal
umgesetzt. Dieses konnte nach Aktivierung mit Sdure zum Aldehyd schliefilich
iiber reduktive Aminierung an die aminofunktionalisierte HA gekuppelt

werden.[72]
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= o~/ “-CH(OMe),

CHO ~N ~N

f R Y y
H N-O" "COOH DIC, HOBt
HZN/\CH(OMe)Z T,
H20, pH 4.8

n=0,12,3 n=0,1,2,3

OC-NH
o~/ -—cHo

o /R A S 0 OR OH
0 Z0N 0 FlodstZo Ny 0
A N

NaCNBH;, H,O
R=ONaHNHNOC - R = ONa,HNHNOC
" CONHNH, a ~ " CONHNHR'

R'=H, HN-CO
\_/ \_o

a

Der Nachteil liegt hier in der umstdndlichen Funktionalisierung und der Mehr-

Schema 28: Synthese von HA-CD-Konjugaten!(71]

fachsubstitution des CD-Derivates, was zu einem undefinierten Produkt fiihrt.
Zielgerichteter ist es daher, direkt iber die Carboxylfunktionalitit der HA zu ge-

hen.
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Eine erste Funktionalisierung der HA erfolgte mit Mono-[6-deoxy-6-(amino-
ethylsulfanyl)]-BCD 12, da es einen Thioether als Spacer besitzt, der zum einen
geniigend Flexibilitat fiir die Ankniipfung ermdéglicht, zum anderen durch den ein-
gefiihrten Schwefel einer Vergrofierung der CD-Kavitat erreicht, was im Hinblick
auf den Einschluss verschiedener Wirkstoffe eine Verbesserung bewirken soll. Als
Kupplungsreagenz wurde, wie schon erwahnt, 2-Chlor-4,6-dimethoxy-1,3,5-
triazin (CDMT) verwendet. Bei CDMT handelt es sich um eine kristalline Substanz,
die bei Raumtemperatur stabil und in den meisten organischen Lésemitteln 16s-
lich ist. Um CDMT in ein reaktives Reagenz zu iiberfiihren, wird ein tertidres A-
min, beispielsweise N-Methylmorpholin (NMM), zugefiigt. CDMT reagiert mit
NMM Zu 4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinumchlorid
(DMTMM), welches anschlieflend mit einer Carbonsdure den Aktivester bildet
(Schema 29).

0
cl | [®]
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Schema 29: Mechanismus der CDMT-Kupplung(18°]

In Anwesenheit eines Amins entsteht aus dem Ester 4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-
2-ol und das erwiinschte Kupplungsprodukt. Als Losungsmittel wurde ein Aceto-
nitril/Wasser-Gemisch verwendet, da CDMT nicht wasserldslich ist. Da fiir eine
erfolgreiche Kupplung die Reaktion liber den Aktivester laufen muss, stellte die
Reihenfolge der Eduktzugabe eine wichtige Rolle dar. Deshalb wurde das Amin 12
(1 Aq.) erst 2 h nach der Aktivierung der Hyaluronsaure mit COMT und NMM zum
Reaktionsgemisch gegeben und fiir 12 h mit dem Aktivester reagieren gelassen

(Schema 30).
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Schema 30: CDMT-Kupplung von Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-BCD 12 an HA zu Kon-
jugat 16

Um ionische Wechselwirkungen zwischen ungebundenem Amino-CD und HA zu
vermeiden, erfolgte vor der Aufreinigung mittels Ultrafiltration eine Protonierung
mit einem starken H*-lonentauscher. Zuerst wurde mit 0.1M NaCl-Lésung und ab-
schlieflend mit dest. Wasser filtriert. Um zu verifizieren, dass nach der Ultrafiltra-
tion das Produkt frei von ungebundenem CD war, wurde eine DC-Kontrolle durch-
gefiihrt. Als Laufmittel diente dabei ein Gemisch aus 2-Propanol und Ammoniu-
macetat im Verhaltnis 2:1. Das Polymer zeigt keine Wechselwirkung mit der mobi-
len Phase und bleibt auf der Startlinie liegen, freies CD lauft hingegen mit einem
R-Wert von 0.4 und kann durch Reaktion mit einem Gemisch aus Ethanol und
H2S04 (25:1) angefarbt werden. Da kein freies CD nachgewiesen werden konnte,
konnte das Produkt charakterisiert und der Substitutionsgrad aus dem 1H-

Spektrum ermittelt werden (Abb. 14).
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Abb. 14: TH-NMR-Spektrum (in D20) von Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-BCD-HA-
Konjugat 16

Die erfolgreiche Anbindung wurde durch das Auftauchen des CD-Signals der ano-
meren Protonen (H-1/1°) bei 4.94 ppm ersichtlich. Der DS-Wert wurde durch Ver-
gleich der Integrationen der CH3-Gruppe der HA (H-07) und dem anomeren H des
CDs (H-1/1°) zu 0.4 ermittelt.

Eine Charakterisierung der Verbindung tuber IR ist auch mdglich. Die C=0-
Valenzschwingung bei 1410 cm-! ist aber nicht charakteristisch flir das gebildete
Amid, da diese von der Carboxylatgruppe liberlagert wird. Jedoch ist bei 1633 cm-
1 die Schwingung der Amidgruppe zu sehen. Zudem taucht als Schulter die Defor-
mationsschwingung der Aminogruppe bei 1550 cm-! auf. Deren Valenzschwingung

bei etwa 3.300 cm! wird jedoch von den OH-Gruppen tberlagert.

Analog zu dem Konjugat 16 aus MonoCys 12 und HA wurden sowohl das native 13
als auch das methylierte Monoaminoderivat 14 mittels CDMT-Kupplung an HA
angekniipft. Die Produktkontrolle erfolgte hier ebenso mittels NMR und DC. Aus
den 1H-NMR-Spektren wurde der Substitutionsgrad im Falle von nativem Monoa-
min-HA-Konjugat 17 zu 0.5 und fiir das methylierte Monoamin-HA-Konjugat 18 zu
0.43 bestimmt. Bei der Ankupplung von (2-aminoethyl)-Carbamat-Methyl-CD 15

an die HA konnte nur ein etwas geringerer DS von 0.23 erzielt werden (Abb. 15).
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Abb. 15: 1H-NMR-Spektrum (in D20) von Mono-(2-aminoethyl)-carbamat-methyl-BCD-HA-
Konjugat 19

Eine Vernetzung der HA durch die Disubstitution am Cyclodextrin konnte nicht
festgestellt werden. Dies hatte sich durch eine Verschlechterung der Loslichkeit

bemerkbar gemacht.

4.4 CDMT-Kupplung der Cyclodextrin-Derivate an
Hydroxyethylstirke

Um auch die HES mit aminofunktionalisierten CDs umsetzen zu konnen, musste
diese zuerst mittels TEMPO-Oxidation modifiziert werden. Dies erfolgte wie in
Kapitel 3.4 beschrieben. Die nun eingefiihrte Carboxylgruppe konnte im nachsten
Schritt mit 0.4 Aq. Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-B-CD 12 gekuppelt
werden. Dabei wurde analog zur Umsetzung der HA mit den CD-Derivaten (Ver-
bindungen 16-19) vorgegangen (Schema 31). Hier musste lediglich der Wasser-
anteil das Losemittels auf 2:1 erhoht werden, da die HES bei einem Verhaltnis 3:2

(H20:ACN) nicht mehr 16slich ist und ausfallt.
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Schema 31: CDMT-Kupplung der oxidierten HES 5 mit CD 12 zu Konjugat 20

Nach erfolgter Aufreinigung mittels Ultrafiltration erfolgte auch hier mittels DC
(EE/2-PropOH/NH40H/H20 (7:7:5:2); tertBuOH/EtOH/H20 (5:4:3)) die Kontrolle
der Reinheit des CD-HES-Konjugates.

Um das Produkt zu charakterisieren, wurde ein 1H-Spektrum (Abb. 16) aufge-
nommen und der Carboxylatgehalt durch das Blumenkrantz-Assay bestimmt. Die
zum Amid umgesetzten Gruppen stehen dem Assay nicht mehr zur Verfligung, so
dass durch Differenzbildung auf den Substitutionsgrad an CD geschlossen und mit
dem aus dem 1H-Spektrum ermittelten DS verglichen werden kann. Die Bestim-
mung des DS-Wertes gestaltete sich im Vergleich zu den HA-Konjugaten schwieri-
ger, da nur die anomeren H-Atome der HES als isoliertes Signal erscheinen und als
Referenz dienen konnen. Der Substitutionsgrad wurde somit durch Vergleich der
Integrale der beiden anomeren Protonen von HES (5.55 ppm) und CD (5.10 ppm)
zu 0.27 ermittelt.
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Abb. 16: tH-NMR-Spektrum (in D20) von CD-HA-Konjugat 20

Auch das native Monoamin 13 wurde analog mittels CDMT-Kupplung an die HES
angekniipft. Der Substitutionsgrad lag durch Verwendung von nur 0.37 Aq jedoch
unter 10%. Ein Grund fiir die schlechtere Anbindung kénnte die sterische Hinde-
rung des direkt am CD-Konus befestigten Amins sein, im Vergleich zu Verbindung
12, die einen Thioether-Spacer besitzt. Eine Ankupplung des methylierten Mono-
amins 14 an die oxidierte HES wurde zwar durchgefiihrt, da es jedoch bei der Auf-
reinigung zu technischen Problemen kam, konnte nur eine geringe Menge an Pro-
dukt isoliert werden, die zu einer vollstandigen Charakterisierung nicht ausreich-

ten.

In Tabelle 6 sind die synthetisierten HA-CD (16-19) sowie HES-CD-Derivate (20
und 21) vergleichend hinsichtlich Ausbeute, Substitutionsgrad (DSroly) und mola-

re Masse des Konjugates pro CD-Einheit zusammengefasst.
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Tabelle 6: Vergleich der mittels CDMT gekuppelten Polysaccharid-CD-Konjugate

Ausbeute Mcp

Derivat Struktur AqCD DSroy(CD) %] [Da]
0

16 © 1 0.4 79 2300

17 @ 1 0.5 80 1990
(o]
MeO N
18 B 0.75 0.43 70 2350

19 1 0.23 88 3280

21 0.37 <0.1 77 3100

20 @S 0.4 0.27 69 1730
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In Abhingigkeit der Aquivalente an CD und CDMT konnten Polysaccharid-CD-
Konjugate mit unterschiedlichen Substitutionsgraden synthetisiert werden. Im
Falle der HES war eine Ankupplung des nativen Monoamins 13 vergleichsweise
schwieriger als bei Ankupplung an die HA (Konjugat 17). Dort konnte bei Ver-
wendung nur eines Aq. CDs bereits ein Substitutionsgrad von 50% erzielt werden.
Bei der Ankniipfung des randomly methylierten Amins 15 an die HA konnte nur
ein vergleichsweise geringer Substitutionsgrad erzielt werden. Dies ist auf die
sterisch mehr gehinderte Position der Amino-Gruppe an der sekundéaren Seite des

CD-Konus zuriickzufihren.

4.5 Zytotoxische Untersuchungen

Fiir Verbindung 20 wurden ebenfalls zytotoxische Untersuchungen durchge-
fihrt (Abb. 17). Wie in Kapitel 3.5 beschrieben wurde hier unter denselben Be-
dingungen der Einfluss des CD-Polymers auf die Zellviabilitdit der Dickdarmtu-
morzelllinie Caco-2 mit Hilfe des CellTiter-Glo® Assays in Wiirzburg getestet. Die
ermittelten Konzentrationsbereiche orientierten sich dabei an den experimentell

bestimmten Fiillgraden (w%) fiir das Anédsthetikum Propofol.

Zytotoxizitatstest V131029 Zytotoxizitatstest V130822
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Abb. 17: Ergebnisse der zytotoxischen Untersuchungen von CD-HES-Konjugat 20
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In allen getesteten Konzentrationen konnte fiir Verbindung 20 kein toxisches

Potential fiir die getestete Zelllinie beobachtet werden.

4.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde eine weitere Technik vorgestellt, die es ermdglicht,
modifizierte CD-Derivate kovalent an Polysaccharide anzukniipfen. Auch hier
konnten native und methylierte CD-Derivate synthetisiert werden. Durch die An-
bindung an Hyaluronsdure oder an oxidierte Hydroxyethylstarke konnte ein LCST
Verhalten in wassriger Losung nicht beobachtet werden. Zytotoxische Untersu-
chungen bestatigten auch hier die gute Vertraglichkeit der HES-Konjugate,
wodurch auch diese Polymere als Solubilisierer im medizinischen Bereich Ver-

wendung finden kénnen.
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5 Synthese von H-Phosphonat modifizierten
Cyclodextrinen und die Kupplung an
Hydroxypropylcellulose

Die Synthesen der CD-Polysaccharid-Konjugate durch die beiden vorgestellten
Kupplungstechniken sind zwar effektiv, in der Herstellung allerding sehr zeitauf-
wandig und im Hinblick auf den Einsatz als Wirkstofftransporter fiir kommerzielle
Zwecke zu kostenintensiv. In diesem Teil soll deshalb eine weitere Technik vorge-
stellt werden, die es in wenigen Schritten ermdéglicht, CDs an Polysaccharide kova-
lent anzubinden. Als funktionelle Gruppe wird dazu eine H-Phosphonat-Einheit an

den CD-Bausteinen angebracht.

5.1 H-Phosphonate

Es gibt drei Arten von Phosphorverbindungen, die zur Synthese von wichtigen
biologischen Systemen genutzt werden. Dies sind tetrakoordinierter Phosphor(V)
mit einen Oxidationszustand von +5, trikoordinierter Phosphor(IIl) im Oxidati-
onszustand +3 und tetrakoordinierter Phosphor(III) mit einem Oxidationszustand

von +3 (Schema 32).

0 Y 0

Il
HoWOR HolOR wefioR

OR OR OR
P(V) (1)) PN
tetrakoordiniert trikoordiniert tetrakoordiniert
z.Bsp.: Phosphate z.Bsp.: Phosphite  z.Bsp.: H-Phosphonate
A B C

Schema 32: verschiedene Arten von Phosphorverbindungen: Phosphate, Phosphite und H-

Phosphonate

Phosphorverbindungen des Typs A besitzen eine stabile P=0 Bindung, der Phos-
phor besitzt eine tetrahedrale Geometrie und stellt ein hartes elektrophiles Zent-
rum dar, das gut mit harten Nukleophilen reagieren kann. Verbindungen des Typs
B dagegen besitzen eine trigonal-pyramidale Geometrie mit einem freien Elektro-

nenpaar, weshalb der Phosphor basisch ist und ein weiches Nukleophil darstellt,
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das mit vielen, bevorzugt weichen Elektrophilen regiert. Solche P(III) Verbindun-
gen konnen aber auch mit Nukleophilen reagieren, wenn sie selbst protoniert vor-
liegen oder elektronenziehende Substituenten besitzen. Da die Reaktionen sowohl
mit Elektrophilen als auch mit Nukleophilen sehr schnell verlaufen, sind sie sehr
interessant als Startreagenzien, auch wenn sie durch diese Eigenschaft schwerer
zu handhaben sind. Eine dritte Verbindungsklasse stellen Verbindungen des Typs
C dar. Aufgrund ihrer Phosphorylgruppe und ihrer tetrahedralen Struktur sind sie
den Verbindungen des Typs A sehr dhnlich, aber durch ihre Oxidationsstufe von
+3 werden sie den Typ B Verbindungen zugeordnet. Der Phosphor ist elektrophil
und ist trotz seines Oxidationszustandes von +3 aufgrund seines fehlenden Elekt-
ronenpaares weniger anfallig fiir die spontane Oxidation als Verbindungen des
Typs B. Diese Eigenschaft macht sie einzigartig. Aufgrund ihrer P-H Bindung wer-
den diese Verbindungen als H-Phosphonate bezeichnet. Sie finden vor allem in der

Nukleotidsynthese ihre Anwendung.[190]

Phosphor(Ill)-Verbindungen sind sehr reaktiv, konnen aber auch schnell unge-
wollt oxidiert werden. Zudem sind sie sehr hydrolyseempfindlich. Phosphor(V)-
Verbindungen dagegen sind lagerstabil und leicht zu handhaben. Sie reagieren
aber sehr langsam, auch wenn Aktivierungsreagenzien zugesetzt werden. H-
Phosphonate vereinen die Vorteile dieser beiden Komponenten. Sie konnen leicht
durch Oxidationsmittel wie lod/Wasser oder elementaren Schwefel in die Phos-
phor(V)-Komponente konvertiert werden, sind zugleich aber resistenter gegen-
liber spontaner Oxidation durch Luftsauerstoff sowie stabil unter sauren Bedin-
gungen. In Losung stehen die H-Phosphonate im Gleichgewicht mit der Phos-
phor(Ill)-Komponente. Das Gleichgewicht liegt jedoch stark auf der linken Seite,
weshalb der Phosphor als elektrophiles Zentrum fungiert. Wird das Gleichgewicht
aber auf die rechte Seite verschoben, z. Bsp. durch Zugabe von Silylierungsrea-
genzien, wird der nukleophile Charakter der Phosphor(IIl)-Verbindung dominan-
ter (Schema 33). Aus diesem Grund kénnen H-Phosphonate sowohl mit weichen
nukleophilen (Phosphit) als auch mit harten Nukleophilen (H-Phosphonat) rea-

gieren.[191]
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Schema 33: Gleichgewicht zwischen H-Phosphonat und Phosphit

Ein weiterer Vorteil bei Verwendung von H-Phosphonaten in der Nukleotidsyn-
these ist, dass keine Schutzgruppen bendtigt werden. Der an den Phosphor ge-
bundene Wasserstoff fungiert selbst als kleinste mogliche Schutzgruppe. Zudem
geht der Wasserstoff bei Oxidation verloren, so dass Phosphodiester direkt aus H-

Phosphonaten hergestellt werden kénnen.

5.2 Synthese der Cyclodextrin-Derivate

Zur Einfiihrung einer H-Phosphonat-Gruppe gibt es verschiedene, kommerziell
erhdltliche Reagenzien, die eine unterschiedliche Reaktivitat aufweisen (Schema
34). Diese erlauben eine Umsetzung der Hydroxylgruppe von Nukleosiden unter

milden Reaktionsbedingungen und in hohen Ausbeuten (80-95%).

C|—P/C| + o _l;l Il I
o XD HO-P-0-P-OH
N H H
1 2
o
Lt Qb
o™l H
3 4

Schema 34: kommerziell erhiltliche Phosphonylierungsreagenzien

Dabei ist die Wahl des Phosphonylierungsreagenzes von der Struktur des umzu-
setzenden Molekiils abhdngig. So tolerieren Verbindungen 1 und 3 beispielsweise
keine Aminogruppen im Nukleosid, so dass die Einfiihrung einer Schutzgruppe
notwendig wird.[190] Verbindung 2 hingegen ist im Fall sterisch gehinderter Hyd-

roxylgruppen praktisch unreaktiv.
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Zur Herstellung des H-Phosphonat Monoesters wurde in dieser Arbeit Diphenyl-
H-Phosphonat 4 als Phosphonylierungsreagenz verwendet, da es billig ist, hohe
Ausbeuten liefert und die Synthese unter milden Reaktionsbedingungen verlauft.
Zudem missen enthaltene Aminogruppen nicht zusatzlich geschiitzt wer-
den.[1901Diphenyl-H-Phosphonat wird auch zur Herstellung von chiralen a- und -
Amino-Phosphonsaduren, die aufgrund ihrer biologischen Aktivitat interessant

sind, verwendet.[192,193]

Als Ausgangssubstanzen wurden sowohl natives 3-CD, das eine Analyse der umge-
setzten Substanz erleichtert, sowie RAMEBCD, das vergleichsweise bessere Bin-
dungseigenschaften aufweist, jedoch durch seine statistische Substitution schwie-
riger zu analysieren ist, verwendet. In Schema 35 ist die Synthese des nativen

Mono-[6-(H-Phosphonat)]-BCDs 22 dargestellt.

HNEt;*
o
OH \\
Pyridin o
O
" aiQun 9 30-60 min, RT
., O‘P‘O@ Qe
HO ©OH C Y H,O/NEt;
76% OH HO

Schema 35: Synthese von Mono-[6-(H-Phosphonat)]-BCD 22

Das Cyclodextrin wurde in Pyridin gelést, dann Diphenylphosphit zur Losung hin-
zugegeben und bei RT geriihrt. Mittels DC (CHCl3/MeOH 8:2) wurde der Reakti-
onsfortschritt kontrolliert. Nach einer Stunde war keine Verdnderung mehr zu
beobachten. Durch Zugabe einer Mischung aus Triethylamin und Wasser wurde
die Reaktion schlief3lich beendet. Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt, der Riickstand in Wasser aufgenommen und gegen eine 1000 Da PES-
Membran mit Wasser nanofiltriert. Das Produkt konnte als farbloser Feststoff mit
einer Ausbeute von 76% im Falle des nativen Derivates 22 und mit 71% im Falle

des methylierten CDs 23 erhalten werden.

Die erfolgreiche Umsetzung zeigte sich im NMR, im IR und in der Masse. So tauch-

ten im 1H-NMR bei 4ppm die Protonen-Signale der H-Phosphonat-Gruppe auf (H-7
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in Abb. 18 und H-10 in Abb. 19). Eine Verschiebung der Signale des CD-

Backbones ist nicht zu beobachten.
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Abb. 18: 1H-NMR-Spektrum (in D20) von Mono-[6-(H-Phosphonat)]-3-CD 22
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Abb. 19: 1H-NMR-Spektrum (in D20) von Mono-[2-(H-Phosphonat)]-random-Methyl--CD
23

Der Substitutionsgrad wurde aus dem Verhaltnis der Integrale der H-Phosphonat

Gruppe und der anomeren Protonen (4.93ppm bei Verbindung 22 und 5.11-
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4.90ppm bei Verbindung 23) ermittelt. Im Falle der nativen Verbindung 22 konn-
te ein Substitutionsgrad von 1.06 und fiir das methylierte Derivat 23 von 1.05 er-
halten werden. Da im aromatischen Bereich in beiden Fillen keine Signale auf-
tauchten, war sichergestellt, dass das Signal bei 4ppm nicht vom Edukt Diphe-
nylphosphit stammte.

Auch im 31P-NMR (Abb. 20) sind im entkoppelten Spektrum a) Signale bei 6.6
ppm, bei den Spektren mit Kopplung b) Signale bei etwa 8 und 5 ppm (}Jru: 504

Hz) zu finden, die dem H-Phosphonat zugeordnet werden kénnen.
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Abb. 20: 31P-NMR-Spektrum von Mono-[2-(H-Phosphonat)]-random-Methyl-3-CD 23 a) ohne und
b) mit Kopplung

Das Auftauchen eines Doubletts bestdtigt das Vorhandensein einer P-H-Bindung.
Die Kopplungskonstante stimmt mit der in der Literatur beschriebenen Werte fiir
Triethylammonium H-Phosphonate liberein.[194] Die P-H Schwingung konnte auch
im IR-Spektrum bei 2357 cm! beobachtet werden (Abb. 21) Im Vergleich zum
Edukt RAMES ist die Modifizierung deutlich zu erkennen. Die Streckschwingungen
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der P=0 (1260-1310cm1) und P-0-C-Gruppen (1030-1090cm-1) fallen in den Fin-

gerprint-Bereich und konnten deshalb nicht genau zugeordnet werden.

RameB-Phosphonat

H-Phosphonat:
2440 -2350 cm™!
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Wellenzahl [em™']

Abb. 21: IR-Spektrum von Mono-[2-(H-Phosphonat)]-random-Methyl-3-CD 23

Das Massenspektrum von Mono-[6-(H-Phosphonat)]-BCD 22 zeigt neben dem
unmodifiziertem B-CD ([M+Na]*:1157.84) nur ein Molekiilpeak bei m/z von
1221.14 ([M+Na]*). Im Massenspektrum von Mono-[2-(H-Phosphonat)]-
random-Methyl-B-CD 23 ist ebenfalls nur eine einfache Substitution an H-
Phosphonat mit einem m/z von 1403.56 [M+Na]* zu erkennen (Abb. 22). Das
Substitutionsmuster wird durch die statistische Methylierung des Edukts
(RAMEBCD) hervorgerufen. Durchschnittlich enthalt das Molekiil 11-17 Me-
thylgruppen.
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Abb. 22: ESI-MS-Spektrum von Mono-[2-(H-Phosphonat)]-random-Methyl-3-CD 23

Die Funktionalisierung von nativem 3-CD und RAMEBCD mit einer H-Phosphonat-
Gruppe konnte somit bestdtigt werden. Da methylierte Derivate eine vergleichbar
beseres Bindungsvermoégen gegeniiber lipophilen Substanzen aufweisen als die
nativen, wurde ein weiteres, amphiphiles CD-Derivate synthetisiert, das eine Ana-
lyse aufgrund einer einheitlichen Substitution erleichtern soll. Dazu wurde Hep-
takis-(6-deoxy-6-methylthio)-B-CD, das durch Substitution von Heptakis-(6-
deoxy-6-bromo)-B-CD mit Methanthiolat erhalten wurdel19>], unter denselben
Bedingungen mit Diphenylphosphit zu Mono-[2-(H-phosphonat)]-Heptakis-[6-
deoxy-6-thiomethyl]-BCD 24 umgesetzt und liber Nanofiltration aufgereinigt (

Schema 36).
/
S
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24

Schema 36: Synthese von Mono-[2-(H-phosphonat)]-Heptakis-[6-deoxy-6-thiomethyl]-BCD 24
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Da das eingesetzte CD-Derivat selbst nicht wasserldslich ist, ist eine Loslichkeit in
Wasser nach erfolgter Umsetzung ein erstes Indiz fiir eine Anbindung der ioni-
schen H-Phosphonatgruppe. 1H-, 31P-NMR, MS und IR Spektren bestatigen die er-

folgte Umsetzung.
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Abb. 23: 1H-NMR (in DMSO) von Mono-[2-(H-Phosphonat)]-Heptakis-[6-deoxy-6-
thiomethyl]-BCD 24

Die Umsetzung lasst sich auch hier im 'H-NMR durch Auftauchen des Protonen-

Signals der H-Phosphonatgruppe (H-8) bei 4.23 ppm zeigen (Abb. 23).

Bei dieser Reaktion kam es zu einer leichten Ubersubstitution (DS=1.16), was sich
auch im Massenspektrum beobachten ldsst (Abb. 24). Dort tauchen zwei Peaks
auf, wobei der mit m/z von 1407.1 der Einfachsubstitution, der mit m/z von
1471.1 [M+H]* der Zweifachsubstitution in Form eines Phosphodiesters zugeord-
net werden kann. Zusatzlich ist auch ein Peak bei einem m/z von 734.8 zu be-
obachten. Dieser ist auch auf eine Anbindung von zwei H-Phosphonat-Gruppen
zurlick zu fiihren, jedoch in Form eines Monoesters an zwei verschiedenen Hydro-
xylgruppen. Dadurch enthdlt das Molekiil zwei negative Ladungen, weshalb nur

die Halfte der Masse beobachtet werden kann.
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Abb. 24: ESI-MS-Spektrum von Mono-[2-(H-phosphonat)]-Heptakis-[6-deoxy-6-
thiomethyl]-BCD 24

Auch im 31P-NMR macht sich die Ausbildung eines Phosphodiesters bemerkbar. So
erscheint nicht mehr ein klares Signal bei etwa 6 ppm. Es tauchen zudem noch

zwei kleinere und breitere Signale bei 7.1 und 8.4 auf.

Die vorgestellten, amphiphilen CD-Derivate 23 und 24 sollen nun an Polysaccha-

ride gekuppelt werden.

5.3 Kupplung der Cyclodextrin-Derivate mit
Hydroxypropylcellulose

Um nun mit Nukleophilen oder Elektrophilen reagieren zu kénnen, miissen die
hergestellten H-Phosphonat Monoester zuerst in ein reaktives Derivat umgewan-
delt werden. Dies wird durch den Einsatz von Aktivierungsreagenzien erzielt. Da-
bei handelt es sich meistens um Carbonsdurehalogenide. Das am haufigsten ver-
wendete Aktivierungsreagenz stellt Pivaloylchlorid dar. Es aktiviert den Monoes-
ter zum entsprechend gemischten Anhydrid, ist aber unreaktiv gegeniiber Dial-
kylphosphiten. 1987 zeigten Garegg und Stawinski, dass bei diesem Kupplungs-
schritt die zeitliche Zugabe von Aktivierungsreagenz und Nukleophil eine grofde
Bedeutung hat. So bildeten sich die H-Phosphonatdiester schnell und in hohen
Ausbeuten, wenn das Nukleosid 3’-H-Phosphonat in Anwesenheit des Nukleosid

mit einer 5-OH-Gruppe aktiviert wird. Die Ausbeute nahm jedoch drastisch ab,
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wenn das Aktivierungsreagenz vor Zugabe der 5’-Hydroxylkomponente mit dem

Nukleosid 3’-H-Phosphonat gemischt wurde.[196]

Da eine Kupplung an Hydroxyethylstirke wegen mangelnder Auswahl an Lo-
sungsmittel (H20, DMSO, DMF, DMACc) nicht méglich war, wurde als zweite Hydro-
xylkomponente Hydroxypropylcellulose (HPC) verwendet.

o o %C' Q Q
ol Qe o O o 1
o / / Pyridin A !
A o olud o 16h, RT O PllHo ©

A § & ¢
$ 2

Schema 37: Synthese des HPC-CD-Konjugates 25

Diese zeigt sowohl in wassriger Losung als auch in Pyridin eine gute Loslichkeit.
Die Umsetzung erfolgte in absolutiertem Pyridin und bei RT fiir 18h unter Was-
serausschluss, um eine Hydrolyse des Aktivierungsreagenzes Pivaloylchlorid zu
verhindern. Nach Abdestillieren des Losemittels wurde das Reaktionsgemisch ult-
rafiltriert und abschliefSend lyophilisiert. Mittels DC konnte bestatigt werden,
dass das Produkt frei von ungebundenem CD war. Das Produkt konnte mit 86%

Ausbeute erhalten werden.
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Abb. 25: TH-NMR-Spektren (in D20) von HPC und dem HPC-CD-Konjugat 25

Aus dem 1H-NMR-Spektren wurde der DS-Wert zu 0.3 ermittelt (Abb. 25). Als Re-
ferenz wurde das Signal der Methylgruppen (H-09) bei 1.06 ppm der HPC genom-
men, das ein Integral von 13.5 H-Atomen (bei einem MS von 4.5) besitzt. Auch

Verbindung 24 wurde unter denselben Bedingungen versucht, an die HPC zu kup-

peln (Schema 38).
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Schema 38: Synthese des HPC-CD-Konjugates 26

Nach Abdestillieren des Losungsmittels wurde das Rohprodukt in Wasser suspen-
diert und ultrafiltriert, um ungebundenes CD zu entfernen. Nach Lyophilisation
konnte das Konjugat jedoch nicht mehr in Lésung gebracht werden (versuchte
Losungsmittel: H20, D20, DMSO, Pyridin, MeOH, EtOH, CDCl3). NMR-Versuche zeig-
ten lediglich Spuren des verwendeten Edukt-CDs 24. Da durch die Bildung des
Phosphodiesters die negative Ladung am Sauersoff verloren geht, kann die Unlds-

lichkeit in Wasser, die durch das CD hervorgerufen wird, erklart werden.

Deshalb wurde versucht, die H-Phosphonatgruppe in situ zum Phosphat zu oxidie-
ren, um eine negative Ladung in das Molekiil einfiihren zu kénnen. Das Stan-
dardoxidationsmittel in der Oligonukleotidsynthese stellt lod/Pyridin/H20 dar, da
es sehr effizient ist und unter milden Bedingungen ablauft.[197] [od dient hierbei
als Oxidationsmittel und bildet mit dem H-Phosphonat eine Iod-Phosphor-
Zwischenstufe, die in Anwesenheit von Wasser zum gewilinschten Phosphat hyd-

rolysiert wird.

O @) O

I I> i H,O I
RO—I?—OR RO—I?—OR RO—I?—OR

H I OH

Schema 39: Oxidation von H-Phosphonat zu Phosphat

Das oxidierte Kupplungsprodukt léste sich nach Entfernen des Losemittels (Pyri-

din) wiederum in keinem Losungsmittel, das fiir Ultrafiltration wie auch NMR-
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Aufnahmen geeignet ist. Somit war es nicht méglich, eine Charakterisierung die-

ses Kupplungsproduktes vorzunehmen.

5.4 Zusammenfassung

In diesem Teil der Arbeit wurde eine neue Kupplungstechnik im Bereich der
Cyclodextrine vorgestellt. Durch die Anbindung einer H-Phosphonatgruppe ist
eine einfache Funktionalisierung der OH-Gruppen des CDs moglich. Zudem kann
eine Ankniipfung der CDs an eine zweite OH-Gruppe des Kupplungspartners unter
Ausbildung eines H-Phosphonatdiesters ohne weitere Modifizierung durchgefiihrt
werden. So ist es moglich, in einer zweistufigen Synthese ein CD-Polysaccharid-
Konjugat zu erhalten. Das hier vorgestellte Konjugat aus Hydroxypropylcellulose
und randomly methyliertem H-Phosphonat besitzt wie die kommerziell erwerbli-
chen HPBCD und SBEBCD den Nachteil der statistischen Substitution. Dadurch ist
eine Reproduzierbarkeit erschwert. Zudem konnen sich durch Verdnderung des
Substitutionsmusters die Eigenschaften des CDs verandern. Fiir pharmazeutische
Verwendung sind jedoch definierte Derivate mit einem einheitlichen Substituti-
onsmuster interessanter. Da diese Technik jedoch auf alle CDs mit einer reaktiven
Hydroxylgruppe angewendet werden kann, besitzt sie ein grof3es Potential fiir die
Synthese giinstiger Transportsysteme auf CD-Basis, die fiir pharmazeutisch inte-

ressante Wirkstoffe Verwendung finden kdnnen.
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6 Solubilisierung von Wirkstoffen

6.1 Einschluss von Sevofluran

Die Komplexierung von Sevofluran durch die synthetisierten CD-Derivate wur-
de aufgrund seines hohen Dampfdrucks mit Hilfe der Headspace Gaschromatogra-

phie untersucht.

1,0 ‘o
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0,6 4 M“WW“
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<
<
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0,2 4
} OMe } 7.9
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0 2 4 |

Verbindung 8a [mM]

Abb. 26: Abnahme des Dampfdruckes A/Ao als Funktion der Wirtkonzentration fiir Derivat
8a

In Abb. 26 ist zu erkennen, dass der Dampfdruck von Sevofluran deutlich mit
steigender CD-Konzentration und der damit verbundenen Komplexierung ab-
nimmt. Die Bindungskonstanten und Belegungsgrade fiir die kommerziell erhaltli-
chen und die synthetisierten nativen und methylierten CD-Derivate wurden nach

Gleichung 5 und 6 berechnet sind in Tabelle 7 und 8 zusammengefasst.

Waiahrend natives 3-CD wie auch seine hydrophilen funktionalisierten Derivate nur
eine geringe Affinitit zu Sevofluran aufweisen, zeigen die methylierten CDs,
RAMER und vor allem DIMER eine zufriedenstellende Komplexierung. Die Methyl-
ierung erhoht die Hydrophobizitat der Kavitat und verbessert dadurch die Kom-
patibilitdt mit dem hydrophoben Wirkstoffmolekiil. Dabei wird deutlich, dass der

Substitutionsgrad an Methylgruppen einen entscheidenden Einfluss auf die Kom-
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plexierung hat. Fir dimethylierte CDs konnten die hochsten Werte gemessen
werde. Eine leichte Ubersubstitution in Position 3 wie bei Verbindung 8-9 macht
sich kaum bemerkbar. Werden jedoch mehrere Hydroxylgruppen in 3-Position
umgesetzt, sinken die Werte sehr stark ab (Verbindung 11). TRIMEBCD weist
deshalb auch keine nennenswerte Affinitdt fiir Sevofluran auf. Dieser Effekt ist
auch mit anderen Gastmolekiilen wie t-Butylbenzoat oder Adamantan-1-
carboxylat beschrieben. Der Grund hierfiir ist wie das schon beschriebene Fehlen
intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen, die das CD-Gertst
stabilisieren.[?5] Auch Derivate 24 mit seinen sieben Thiomethylgruppen zeigt ei-
ne hervorragende Komplexierung. Die hydrophobe Kavitdt wird durch die Thio-
methylgruppen verldangert, so dass mit Sevofluran ein stabiler Komplex entsteht.
Aus Tabelle 8 wird deutlich, dass eine Polymerfixierung keinen negativen Einfluss
auf die Komplexierung ausiibt. Bei Verwendung von Hyaluronsdure und oxidierter
HES wurden jedoch etwas geringere Bindungskonstanten und Belegungsgrade
bestimmt als fiir die neutralen HES-Derivate. Dies konnte auf einen kooperativen
Effekt der amphiphilen CDs an dem neutralen Polysaccharid zuriickzufiihren sein,
durch den der Wirkstoff zusatzlich zur Komplexierung in der CD-Kavitidt einge-

schlossen wurde.

Tabelle 7: Belegungsgrad x und Bindungskonstante K monomerer CD-Derivate fiir Sevofluran

Derivat Struktur DScp(CH3) x [mol%] K [M-1]

B-CD @ 0 32 87

>—0H1
(e]
HPBCD
H IOl\-la*}
SBEBCD ﬁ 0 25 63

NH;* CI

S
12 @ 0 36 108

0 36 108

O:=n=0
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24 1 75 561
OMe]
RAMER 1.8 50 186
[OMe]s_s
OMe
15 1.8 41 129
[OMe]w O N~n
o
OMe]
23 1.8 38 114
[ ome | 0
0=P-0
H
DIME 2.0 71 471
[OMeI7
3 2.2 72 489
OMe
TRIMEf 3.0 9 18

lOMe|14
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Tabelle 8: Belegungsgrad x und Bindungskonstante K polymerer CD-Derivate fiir Sevofluran

Derivat Struktur DScp(CH3) x [mol%] K [M-1]
(0]
e
20 s 0 39 120

A

/_IjN

16 @S 0 30 81
7 N:N'N@ 0 36 108

+O

NH
21 ’s‘ 0 9t 63

L

(o) .

i 105
17 @ 0 36

OMe]
19 1.8 29 78
OMe
25 1.8 44 147

O,
lMeO N?‘i_@
18 @ 2.1 47 165
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OMe

<)
zZ
Z \g
;Z

2.1 69 423
OMe]| e
N:N,N OMe
8a 2.3 70 429
OMe| e
coor
N:N,N OMel
9 ° 2.3 50 186
[ OMe | v
o OMe
11 2.7 32 90

o

OMe |
79

6.2 Einschluss von Midazolam

Das Einschlussverhalten von Midazolam in die CD-Derivate und -Polymere wur-
de mit der Methode der Loslichkeitsisothermen untersucht. In Abb. 27 ist bei-
spielhaft die Loslichkeitsisotherme von Derivat 8a mit Midazolam dargestellt. Alle
ermittelten Kurven der Derivate mit Midazolam wurden mit einer Geradenglei-
chung angepasst, um die Steigung zu erhalten. Die Steigung entspricht dem Bele-
gungs- bzw. Fiillgrad, also wieviel mol% des CDs oder CD-Polymers mit einem
Gastmolekiil eine Einschlussverbindung eingegangen sind. Daraus konnte mit Hil-
fe von Gleichung 1 die Komplexbindungskontante Ks bestimmt werden. Die ge-
messenen Isothermen zeigten fiir alle Wirte ein A-Typ-Verhalten, aufder fiir TRI-

MEBCD, fiir das kein Einschluss von Midazolam beobachtet werden konnte.
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Abb. 27: Loslichkeitsisotherme von Derivat 8a und Midazolam in isoton. HEPES-Puffer

Um den Einfluss der Substituenten am CD-Grundgeriist auf den Einschluss der
Gastkomponente zu bewerten, muss beachtet werden, welche funktionellen Grup-
pen der Gastkomponente von welcher Seite der CD-Kavitdt aus eingeschlossen
werden. In den spektroskopischen Untersuchungen (1H-NMR) von Ali et al. zeigte
sich, dass Midazolam iber den fluorsubstituierten Aromaten durch die weitere,
sekundare Seite des CDs eingeschlossen wird. Dadurch spielen vor allem die
Wechselwirkungen zwischen H-5 des CDS mit dem fluorsubstitiuierten Ring sowie

H-3 mit Teilen des chlorsubstituierten Ringes eine grofie Rolle (Abb. 28).[123]

Abb. 28: schematische Darstellung des Einschlusses von Midazolam in $-CD

Aus Tabelle 9 wird ersichtlich, dass die unmethylierten Derivate nur eine geringe

Affinitat zur Ausbildung eines Komplexes aufweisen. Eine Modifizierung mit hyd-
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rophilen Gruppen sowie die Anbindung an die Polysaccharide fiihrten in diesem
Fall zu keiner verbesserten Solubilisierung verglichen mit nativem 3-CD und den
kommerziell Erhaltlichen. Fiir die methylierten Derivate konnte ein gegenteiliges
Verhalten beobachtet werden. Wie Mathiron et al. durch T-ROESY Experimente
zeigen konnten, fithren die, wenn auch nur schwachen Wechselwirkungen der Me-
thoxygruppen in 2- und in 6-Position mit dem fluorsubstituierten Aromaten und
dem Imidazolring zu einer deutlichen Verbesserung der Bindungskonstante.[126]
Zudem wird die hydrophobe Kavitdt vergrofiert, so dass das grofée Molekiil besser
in die Kavitdt passt. Je besser die Kavitat ausgefiillt wird, desto stabiler ist der
gebildete Komplex. Eine Ausnahme stellt jedoch RAMEBCD dar, fiir das vergleich-
bare Werte wie HPBCD und SBEBCD gemessen werden konnten. Ein Grund dafiir
konnte sein, dass die primare Seite nicht voll substituiert wurde und sich deshalb
mehr Methylgruppen auf der sekundaren Seite befinden, was die Komplexierung,
vor allem durch Substitution der 3-OH-Gruppe, verschlechtert. Eine Funktionali-
sierung von RAMEBCD mit hydrophilen Substituenten (Verbindung 15 und 23)
fiihrte zu einer besseren Komplexbildung, die durch Stabilisierung zusatzlicher

Wasserstoffbriicken mit dem Gastmolekiil erklart werden kann wird.

Auch fiir die polymeren Verbindungen (Tabelle 10) konnten vergleichbar gute
Werte erhalten werden. Die hochsten Werte wurden fiir die beiden Polymere 8
und 8a bestimmt. Die HES {ibt auch hier wieder einen solubilisierenden Effekt auf
das Gastmolekil aus. Interessanterweise konnte diese Beobachtung nur in Anwe-
senheit von CDs festgellt werden. Die HES alleine flihrte zu keiner verbesserten
Loslichkeit von Midazolam. Fiir die ionischen CD-Polymere 9 und 11 wurden et-
was geringere Werte, die der monomeren Verbindung entsprechen, gefunden. Bei
Verbindung 19 konnte kein zusatzlich solubilisierender Effekt durch HA beobach-
tet werden, was wiederum durch das ionische Backbone erklirt werden kann. Die
Ankniipfung an die HPC fiihrt bei Verbindung 25 zu einer Verschlechterung. Dies
kann durch eine sterische Hinderung durch die Hydroxypropylgruppen der HPC
begriindet werden, die den Einschluss des sterisch anspruchsvollen Midazolams

erschweren.
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Tabelle 9: Belegungsgrad x und Bindungskonstante K monomerer CD-Derivate fiir Midazolam

Derivat Struktur DScp(CH3) x [mol%] K [M-1]
B-CD 0 2 311
yOHw
(o}
HPBCD . 0 2 528
9
8
OJJO Na“]
SBEBCD " 0 4 648
NH;* CF
° b
12 Qifiﬂﬁ 0 n.b. n.b.
22 0 6 946
o
0=P-0
H
SMe
24 1 17 2826
o=$—o
il 1-2
OMe]
RAMEf 1.8 6 1158

OMe
15 1.8 16 2826
[ome ] y
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OMe
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OMe 79
OMe
TRIMER

OMe

1.8

2.0

2.2

3.0

15

21

19

Kein

Einschluss

2681

3816

3427

Kein

Einschluss

Tabelle 10: Belegungsgrad x und Bindungskonstante K polymerer CD-Derivate fiir Midazolam

Derivat Struktur DScp(CH3)  x [mol%l] K [M-1]
O,
/_I-}N\>_@
20 @S 0 7 1124
(¢]
0
16 @5 0 3 814
N 0 4 615
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11

1.8

1.8

2.1
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2.3

2.3

2.7

15

16
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19

19

3272

2846

4826

4635

5918

3522

4418
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6.3 Einschluss von Propofol

Auch der Einschluss von Propofol wurde mit Hilfe der Loslichkeitsisothermen
untersucht (Abb. 29). Hier konnten sowohl fiir natives 3-CD, TRIMEBCD als auch
fir DIMEBCD Isothermen nach dem B-Typ beobachtet werden. Die gebildeten
Komplexe fallen schon bei sehr geringer Konzentration aus, so dass keine verbes-
serte Loslichkeit erzielt werden kann. Diese Derivate sind mit * in Tabelle 11
markiert und die Grenzloslichkeiten der Komplexe jeweils angegeben. Diese lie-
gen zwischen 0.7 und 1.2mM, die Grundldslichkeit von Propofol in HEPES-Puffer
liegt bei etwa 0.7mM.
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14000 < Summe der ///"

Quadrate
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Abb. 29: Loslichkeitsisotherme von Derivat 20 und Propofol in isoton. HEPES-Puffer

Anders als bei Midazolam fiihrt die Modifizierung einer einzigen OH-Gruppe schon
zu einer deutlichen Verbesserung des Einschlussverhaltens der CD-Derivate mit
Propofol (vgl. MonoCys). So zeigten auch die an der primdren Seite mehrfach
funktionalisierten Derivate HPBCD und SBEBCD eine Verbesserung der Loslich-
keit. 1H-NMR-Studien von HPBCD mit Propofol zeigten, dass der aromatische Ring
und Teile der Isopropylgruppe in der Kavitdt lokalisiert sind, wahrend sich die

Hydroxylgruppe am Rand der weiteren, sekundéren Seite befindet.[198]
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DS:1
Abb. 30: schematische Darstellung des Einschlusses von Propofol in HPBCD

Auch RAMEBCD zeigt vergleichbare Werte, die dimethylierten Derivate zeigten
allerdings nur eine geringe Affinitdat bzw. sind die gebildeten Komplexe unléslich.
Zur Ausbildung eines wasserloslichen Komplexes ist scheinbar eine gewisse An-
zahl an hydrophilen Gruppen notwendig, die beim RAMEBCD noch vorhanden ist,
beim DIMEBCD jedoch nicht mehr ausreicht, um den Komplex in Losung zu hal-
ten. Bemerkenswert ist die Solubilisierung von Propofol mit Verbindung 24. Der
ermittelte Belegungsgrad von 138 mol% deutet darauf hin, dass neben der Kom-
plexierung in der Kavitat eine zusdtzliche Solubilisierung durch Aggregation der

Thiomethylgruppen und dem damit verbundenen Einschluss auftritt.

Aus Tabelle 12 wird ersichtlich, dass eine Fixierung der CDs an HES und HA einen
positiven Einfluss auf die Solubilisierung ausiibt. So konnten fiir die Polymere 17
und 20 wesentlich bessere Werte als bei der monomeren Verbindung 12 gemes-

sen werden.

Tabelle 11: Belegungsgrad x und Bindungskonstante K monomerer CD-Derivate fiir Propofol

Derivat Struktur DScp(CH3) x [mol%] K [M-1]

B-CD @ 0 2% (1.2mM) 16*

>70H}

HPBCD ﬁf 0 62 1497
o_/—/_O_Na'J

SBEBCD 0 65 1764
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NH,* CF
12 0 43 1092
22 0 n.b. n.b
24 1 138 n.b.
OMe]
RAMEf 1.8 67 1148
[OMe]M
15 1.8 45 767
23 1.8 39 598
DIMES 2.0 0* (0.7mM) 0*
3 2.2 10 103
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OMe ]

TRIMEB 3.0 0* (1.2mM) 0*

[ome ]

Tabelle 12: Belegungsgrad x und Bindungskonstante K polymerer CD-Derivate fiir Propofol

Derivat Struktur DScp(CH3s) x [mol%] K [M-1]

20 0 68 2046
16 0 45 1039
17 0 78 4298
21 0 67 1981
25 1.8 34 744
18 2.1 50 1275
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8 ’ 2.1 3 32
IOMeI7
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8a ’l‘ 2.3 n.b. n.b.
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6.4 Einschluss von Steroid-Derivaten

In den folgenden Tabellen 13 und 14 sind die funktionalisierten CD-Derivate
und deren relevanten Polymere sowie die kommerziell erhaltlichen CD-Derivate
im Hinblick auf den Einschluss der Steroid-Derivate Estradiol, Testosteron und
Hydrocortison dargestellt. Im Allgemeinen konnten fiir Testosteron und Hydro-
cortison hohere Werte fiir die Solubilisierung bestimmt werden als fiir Estradiol.
Da CDs bevorzugt den A/B-Ring von Steroiden einschlief3enl(199.200]) kann diese
Beobachtung auf den phenolischen Ring des Estradiols zuriickgefiihrt werden. In
den folgenden Abbildungen (31-33) sind die Loslichkeitsisothermen der Steroide
jeweils mit -CD und Verbindung 12 dargestellt. Auch hier wurde das B-Typ-
Verhalten von nativem [3-CD deutlich. Im Falle von Hydrocortison iibt 3-CD bis zu
einer Konzentration von 8mM einen solubilisierenden Effekt auf das Gastmolekiil
aus, im Falle von Estradiol und vor allem Testosteron findet nur eine geringe Ver-
besserung der Loslichkeit der Gaste statt und die auch nur bei geringen CD-
Konzentrationen. Es wird schnell ein Plateau erreicht, ab dessen Konzentration
eine Erhohung der CD-Konzentration keinen Einfluss mehr auf die Loslichkeit der

Gastkomponente zeigte.
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Abb. 33: Loslichkeitsisothermen fiir Hydrocortison mit $-CD und Verbindung 12
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Fiir Verbindung 12 sowie die librig vorgestellten Derivate konnten Kurven nach
dem A-Typ gemessen werden. Die Art der Substituenten am CD scheint bei den
Steroid-Derivaten eine geringere Rolle zu spielen als bei den vorgestellten Anas-
thetika, wobei die hydrophilen Derivate tendenzielle bessere Bindungskonstanten
lieferten als die Methylierten. Der bei den Anasthetika beschriebene positive Ein-
fluss des Polymerbackbones kann hier nicht beobachtet werden; der Solubilisie-

rungseffekt der CD-Polymere ist etwas geringer als der des Monomeren.

Tabelle 13: Belegungsgrade x [mol%] fiir Estradiol, Testosteron und Hydrocortison

Estradiol Testosteron Hydrocortison
[mol%] [mol%] [mol%]

BCD (0.8mM) (0.3mM) (7mM)

>—OHW
(0]
HPBCD 29 52 51

Q
5O
04/_/70 Na*]
SBEBCD ﬂ 67 33 53 28
OMe]
RAMEBCD 32 56 41

[ ome | e

S
12 @ 43 55 78
20 @S 33 38 56

Derivat Struktur
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16

18

8a

15

19

23

25

24

34

28

31

23

24

30

28

43

14

0* (83mM)

53

46

53

41

13

66

39

22

26

53

69

51

100
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Tabelle 14: Bindungskonstanten K [M-1] fiir Estradiol, Testosteron und Hydrocortison

Estradiol Testosteron Hydrocortison

Derivat Struktur
[M-1] [M-1] [M-1]
BCD @ 20952 846 1198
>—OH]
(e}
HPBCD 67 40614 13032 1034

2
2o
OJJO Na*}
SBEBCD @ 67 50263 13283 352
OMe
RAMEBCD 48358 14990 783

[ Ome ] e

NH3" Cr

/_/

S
12 @ 76077 15210 3519

20 @S 50433 6655 1281

16 @S 52643 9147 1941
O,
MeO N
18 32502 1520 913
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43335

38588

14543

0*

12255

11592

20831

8323

1154

282

365

1135

2216

1105
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6.5 Einschluss von Ibuprofen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Titration der Cyclodextrin-Hyaluronsdure Po-
lymere mit dem Gast Ibuprofen (als Natriumsalz) durchgefiihrt. Dazu wurde ne-
ben den polymeren Verbindungen auch das Komplexiervermégen von Monocys-
CD12 untersucht, um eine vergleichbare Aussage dariiber treffen zu kénnen, wel-

chen Einfluss das Polymer auf die Ausbildung des Komplexes besitzt.

<120 4 04 _-E-m-E-
_g-p-u-u-a-u-E-E-E-E-m
-200 -
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-400
I 600 -
=
o 1504 = -8004
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Abb. 34: kalorimetrische Titration fir Ibuprofen mit HA-CD-Konjugat 16

Abb. 34 zeigt beispielhaft die ermittelten Warmefliisse wahrend der Titration ge-
gen die Zeit, wobei jedes Signal dabei einer Injektion entspricht, sowie die Reakti-
onswarme, die durch Integration der um die Verdiinnungswarme Kkorrigierten
Warmefliisse ermittelt wird, gegen das molare Verhdltnis (Gast:Wirt). Die Auf-
nahme der Verdiinnungswarme ist notwendig, um Vorgange, die eine Warmeto-
nung verursachen, aber nicht zur Komplexierung beitragen, heraus zu filtern. Es
wurde eine typische S-formige Titrationskurve erhalten. Liegt der Wendepunkt
der Kurve bei einem Verhaltnis von 1.0, liegt ein 1:1 Komplex vor.

In Tabelle 14 sind die thermodynamischen Daten der Einschlussverbindungen
mit Ibuprofen aufgelistet. Bei allen Komplexierungen handelte es sich um

exotherme Reaktionen.
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Tabelle 15: Thermodynamische Daten der Einschlussverbindungen von B-CD und den HA-

CD-Derivaten 15, 16 und 17 mit Ibuprofen in 0.1 M Phosphatpuffer bei pH = 7.2 und 25°C.

Ks AH TAS N
Derivat Struktur
[M-1] [KkJ/mol] [KkJ/mol] (Gast:Wirt)

BCD @ 7910  -15.79 6.48 1.04
S
15 @ 8789  -16.69 5.84 1.28

16 ° 12872  -15.82 7.63 0.70

17 @ 5200 -14.96 6.06 0.72

Die Funktionalisierung des nativen BCDs fiihrte zu einer leichten Verbesserung
des Einschlusses von Ibuprofen. Durch die Einfiihrung des hydrophoben Schwe-
fels kann die Kavitat vergrofdert und eine Komplexierung begilinstigt werden. Auch
hier wird durch die Anbindung an Hyaluronsdaure der Komplex stabilisiert. Die
niedrigeren Werte fiir Enthalpie und Entropie sowie die geringere Bindungs-
konstante von Konjugat 17 konnten auf eine sterischen Hinderung der direkt an
der Kavitdat angebundenen HA zuriickzufithren sein, wodurch der Einschluss des
Isobutyl-Benzyl-Gruppe in der Kavitdt erschwert wird. Wahrend das Verhaltnis
von Gast:Wirt im Falle des ungebundenen CDs bei etwa 1.1 liegt, wird bei den Po-
lymeren ein Verhdltnis von etwa 0.7 beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die
Polymere durch die raumliche Nahe der CDs zueinander dazu neigen, 1:2 Komple-

xe mit dem Wirkstoff auszubilden.
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Insgesamt konnte durch die Untersuchung mittels Mikrokalorimetrie nachgewie-
sen werden, dass die Cyclodextrin-Hyaluronsaure-Polymere zur Ausbildung stabi-

ler Komplexe mit Ibuprofen fahig sind.

6.6 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass die funktionalisierten CDs und
CD-Polymere dazu in der Lage sind, die vorgestellten Wirkstoffe einzuschliefden,
um somit eine deutliche Steigerung der Loslichkeit in wassrigem Medium zu er-
zielen. Dabei wurde deutlich, dass die neuen CD-Derivate hinsichtlich ihrer Solu-
bilisierung mit den kommerziellen, statistischen Derivaten durchaus konkurrie-
ren konnen und teilweise deutlich bessere Bindungskonstanten liefern. Es hat sich
zudem gezeigt, dass die Auswahl und vor allem die Anzahl der Substituenten am
CD einen entscheidenden Einfluss auf die Wechselwirkung zwischen CD und
Wirkstoff und die Stabilitat des Komplexes hat. So sind die teil-methylierten CD-
Derivate mit einem MS von 2.0 - 2.4 vorwiegend fiir den Einschluss von Sevoflu-
ran und Midazolam geeignet, wihrend RAMEBCD und die unsubstituierten CDs
stabilere Komplexe mit Propofol und den Steroid-Derivaten ausbilden. Das voll-
standig methylierte TRIMEBCD schliefdt hingegen keinen der vorgestellten Wirk-
stoffe ein. Des Weiteren fiel auf, dass sich die kovalente Ankniipfung der CD-
Derivate an die neutrale HES positiv auf die Solubilisierung der Andsthetika aus-
ibt, was durch den Einschluss der Gastkomponente aufierhalb der CD-Kavitat in
der Polymermatrix erklart werden kann. Insgesamt konnten fiir die CD-Polymere
aber vergleichbare Werte wie fiir die monomeren Verbindungen bestimmt wer-
den. Um einen detaillierten Einblick in den Einschluss der einzelnen Wirkstoffe in
den Kavitdten zu gewinnen und genaue Erkenntnisse lUber den Einfluss der ver-
schiedenen Substituenten auf die Wechselwirkungen des CDs mit den Gastmole-

kiilen zu erhalten miissten ROESY-Experimente durchgefiihrt werden.
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7 Zusammenfassung

Die kovalente Anbindung von Cyclodextrinen an Polymere ist ein interessantes
und vielfaltiges Feld in der Entwicklung von Transportsystemen im Bereich Drug
Delivery. Aufgrund des exzellenten Komplexiervermdégens der CDs, stellen solche
Systeme ideale Wirte fiir schlecht 16sliche Wirkstoffe dar. In dieser Arbeit konnten
hydrophile und methylierte Cyclodextrine iiber verschiedene Kupplungstechniken
kovalent an Hydroxyethylstirke, Hyaluronsdaure und Hydroxypropylcellulose ge-
bunden und charakterisiert werden. Als Kupplungsmethoden dienten dabei die
,Click“-Chemie, die Amidkupplung mithilfe von CDMT sowie die Anbindung iiber
einen H-Phosphonatester. Zytotoxische Untersuchungen zeigten, dass durch die
Fixierung methylierter CDs an Hydroxyethylstirke deren toxischer Effekt deutlich
reduziert werden konnte. Dadurch ist es mdéglich, einen Durchtritt methylierter
CD-Derivate durch biologisch wichtige Membranen und den damit verbundenen
negativen Auswirkungen zu verhindern, aber einen gezielten Transport von hyd-
rophoben Wirkstoffen durch die Membran zu gewédhrleisten. Es wurde aufderdem
das Einschlussverhalten dieser CD-Derivate gegenliber ausgewahlten Anasthetika
und Steroiden sowie Ibuprofen mit Hilfe der Methode der Loslichkeitsisothermen,
der Head-Space Gaschromatographie und der isothermen Titrationskalorimetrie
untersucht und die Stabilitit der Komplexe bestimmt. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die polymeren Cyclodextrin-Verbindungen dhnlich gute Bindungsei-
genschaften und Solubilisierungseffekte wie ihre monomeren Derivate, jedoch
deutlich bessere Werte als natives 3-CD aufweisen. Zudem wurde gezeigt, dass die
synthetisierten Derivate ein vergleichbar gutes oder sogar verbessertes Ein-
schlussverhalten wie die statistisch substituierten und kommerziell erhaltlichen
CDs gegeniiber den untersuchten Gastmolekiilen besitzen. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Cyclodextrin-Polysaccharid-Konjugate stellen somit aufgrund ihrer
guten Komplexierungseigenschaften sowie ihrem sehr geringen zytotoxischem
Potential ideale Kandidaten fiir die Solubilisierung und den Transport schlecht

wasserloslicher Wirkstoffe dar.
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8 Experimenteller Teil

8.1 Materialien

Die verwendeten Feinchemikalien wurden von den Firmen Fluka, Sigma-Aldrich,

Merck und Acros Organics erhalten und ohne weiteren Reinigungsschritte verwendet.

Die verwendete Hydroxyethylstarke (batch Nr: 17120211) mit einer mittleren molaren
Masse von 130 kDa und einem Substitutionsgrad von 0.4 wurde von Fresenius Kabi,
Friedberg, zur Verfiigung gestellt. f-CD wurde von der Firma Wacker Chemie GmbH,
Miinchen, erhalten. Die HES wie auch das -CD wurden vor Verwendung iiber Nacht im
HV bei 60°C getrocknet. Die benutzte Hyaluronsaure mit einem Molekulargewicht von
27 kDa wurde von der Firma BaccaraRose bezogen. Die in dieser Arbeit verwendete
Hydroxypropylcellulose mit einer durchschnittlichen molaren Masse von 100.000

g/mol und einen MS-Wert von 4.5 wurden von Sigma Aldrich erhalten.

Absolutierte Losemittel wurden gemadfd der Standardverfahren getrocknet und
entweder direkt eingesetzt oder liber Molsieb aufbewahrt.
Alle tbrigen Chemikalien wurden vom Zentralen Chemikalienlager der Universitat des

Saarlandes bezogen und in gelieferter Qualitat genutzt.

8.2 Methoden und Gerate

Die Loslichkeitsisothermen in dieser Arbeit wurden mit Midazolam, Propofol,
Estradiol, Hydrocortison und Testosteron gemessen. Alle Wirkstoffe besitzen eine
sehr schlechte Loslichkeit in Wasser, was bei einer medizinischen Verwendung

entweder die Applikation erschwert oder Nebenwirkungen mit sich bringt.

Zur Messung der Loslichkeitsisothermen wurde von jedem CD-Derivat eine Kon-
zentrationsreihe (2 - 20 mM) in HEPES-Puffer (pH: 7.4) angesetzt. Die Losungen
wurden mit der jeweiligen Gastkomponente gesattigt und iiber Nacht bei Raum-
temperatur und unter Lichtausschluss geriihrt, um eine Gleichgewichtseinstellung
zu erreichen. Mit Hilfe eines Cellulose-Spritzenfilters wurde die Losung von unlds-
lichen Resten getrennt und der Gehalt des Gastes mittels UV/VIS-Spektroskopie
bei der entsprechenden Wellenldnge bestimmt. Um den Gehalt an Wirkstoff zu

bestimmen, musste von jedem Gast zuerst der Extinktionskoeffizient in Ethanol,
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sowie die Grundloslichkeit in HEPES-Puffer bestimmt werden. Beide Werte sind
flir den jeweiligen Gast in Tabelle 16 angegeben und stimmen mit der Literatur
liberein.[118,201-203] Zydem wurde die Absorption der Wirtverbindungen bei der
entsprechenden Wellenldnge gemessen und von der Absorption des Komplexes

abgezogen.

Tabelle 16: Extinktionskoeffizient € und Grundléslichkeit So in HEPES-Puffer der ausge-
wahlten Wirkstoffe

Wirkstoff Extinktionskoeffizient UVMax Grundloslichkeit So

e [M* em] [nm] [nM]
Midazolam 23500 240 40
Propofol 1812 272 791
Estradiol 2090 281 10
Testosteron 15890 237 82
Hydrocortison 15860 241 1022

UV-Spektren wurden mit einem UV/VIS-Spektrometer Lambda 2 von Perkin El-

mer bzw. dem Spektrometer Evolution 220 der Firma Thermo aufgenommen.

NMR-Spektren wurden mit einem Spektrometer des Typs Magnet Spin 400 MHz
Ultra shield plus der Firma Burker Biospin bei Raumtemperatur aufgenommen.
Zur Auswertung wurden 1H-, 13C-, 31P, sowie HH-COSY- und HSQC-Spektren aufge-
nommen. Die Spektren wurden anschlieféend mit der Software ACDLabs 10.0 der Firma
Advanced Chemistry Development Inc. ausgewertet.

1H-NMR-Spektren wurden mit einer Messfrequenz von 400 MHz und 64Pulsen
aufgenommen. Dazu wurden ca. 20 mg der Substanz eingewogen und in 550 pl
deuteriertem Losemittel (D20, DMSO-de oder CDCl3) gelost. Die Referenzen der
nicht vollstindig deuterierten Losemittel zdhlen als interner Standard (§(DMSO-
d6)=2.50 ppm, 6(CDCl3)=7.25 ppm) bzw. 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsaure
(DSS, 6(DSS)=0.00 ppm) bei D20. Verwendete Abkiirzungen: s = Singulett, d =
Dublett, t = Triplett, dd = Dublett von Dublett, m = Multiplett.
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13C-NMR-Spektren wurden mit einer Messfrequenz von 100 MHz und 1000 Puls
aufgenommen. Die chemische Verschiebung § ist in ppm (parts per million) ange-
geben.

31P-NMR-Spektren wurden mit einer Messfrequenz von 160 MHz aufgenommen.

Als interner Standard wurde H3PO4 in D20 (6(H3P04)=0.00 ppm) verwendet.

Die IR-Spektren wurden mit einem FT-IR-Spektrometer Tesor 27 der Firma Bru-
ker Optik GmbH mit der GoldenGate-Micro-ATR-Technik aufgenommen und mit-
tels der Software OPUS der gleichnamigen Firma ausgewertet. Die Wellenzahlen

charakteristischer Banden sind als v(Gruppe) in cm~1 angegeben.

Die Massenspektren wurden mit dem Micromass ZQ-4000 der Firma Waters

GmbH aufgenommen.

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden Fertigfolien der Firma Machery-Nagel
& Co verwendet. Die Verbindungen wurden durch Eintauchen in eine ethanolische
Schwefelsdaure-Losung und anschlief}ender Erwdrmung mit einem Heif3luftfén sichtbar

gemacht.

Zur Reinigung der Produkte wurde eine kontinuierliche Nanofiltration gegen bi-
destilliertes Wasser in einer Stahlzelle der Firma Berghof mit 200 mL Inhalt und
einer HPLC-Pumpe der Firma Besta HD2-200 durchgefiihrt. Dafiir wurde eine Po-
lyethersulfon- sowie eine Cellulose-Membran der Firma Microdyn-Nadir GmbH mit
einer Ausschlussgrenze von 500 Da verwendet. Die Nanofiltration liber eine 1000
Da Polyethersulfon-Membran der Firma Microdyn-Nadir GmbH erfolgte unter
Stickstoffzufuhr (4 Bar) in einer 400 mL-Zelle der Firma Millipore.

Die Ultrafiltration gegen bidestilliertes Wasser erfolgte, in Abhangigkeit der
Produktmenge, in einer Zelle der Firma Millipore mit 100 bzw. 400 mL Inhalt und
unter Stickstoffzufuhr (4 Bar). Dafiir wurde eine Membran der Firma Microdyn-
Nadir GmbH (Regeneratcellulose, cut-off: 5 bzw. 10 kDa) verwendet. Zudem wurde mit
eine Cross-Flow-Membran der Firma Satorius (Vivaflow 200, Polyethersulfon und
Hydrosart) mit einer Schlauchpumpe der Firma Cole Parmer (Masterflex L/S) ge-

arbeitet.

Zur Gefriertrocknung wurde die Lyophille Alpha der Firma Christ verwendet.
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Die Elementaranalysen wurden an der Servicestelle Analytik an der Universitit des

Saarlandes durchgefiihrt.

Die ITC Messungen wurden mit der Nano ITC 2G der Firma TA Instruments durchge-
fiihrt. Die Auswertung der Titrationskurven erfolgte mit der Software NanoAnalyze der

gleichnamigen Firma.

Die GC-Messungen wurden mit dem GC Shimadzu 17A mit Autosampler AOC17
durchgefiihrt. Um die Abnahme des Dampfdrucks zu bestimmen wurden in 5 mL
GC-Vials verschiedene Konzentrationen der Wirtkomponente (0 - 8 mM) in isoto-
nischem HEPES-Puffer (pH: 7.4) gelost. Die Glaser wurden anschliefend mit ei-
nem Silikon-Septum mit Aluminiumkappe verschlossen. Danach erfolgte die Zuga-
be von 3 pL Sevofluran Stammlosung (1%ige Lsg. in Ethanol). Das Verhaéltnis der
Volumina von fliissiger Phase (V = 1.8 mL) und Gasphase (V = 3.2 mL) betrug da-
bei f = 1.77. Nach Gleichgewichtseinstellung zwischen fliissiger und Gasphase (ca.
15 Minuten) wurde jede Probe einzeln in den GC injiziert und analysiert. Die Hen-
ry Konstante wurde zu ku=2.0 bei 25°C nach bekannter GC-Methode ermittelt[109]
und stimmt mit der Literatur iberein.[204] Aus dem Massenwirkungsgesetz konnte
schliefdlich der Belegungsgrad x (mol%) nach Gleichung 4 berechnet werden. Die
Loslichkeit des ungebundenen Wirkstoffes Sevofluran betriagt bei 25 °C in Wasser
[G] = 5.3 mM. Dieser Wert wurde aus dem idealen Gasgesetz, seinem Dampfdruck

(p = 263 mbar) und der ermittelten Henry-Konstante nach Gleichung 5 berechnet.
J

molxK

R steht fiir die Gaskonstante (R = 8.314

) und T fiir die Temperatur in Kelvin.
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8.3 Synthese von Polysaccharid-Cyclodextrin Derivaten iiber

Click-Chemie

8.3.1 Synthese der Cyclodextrin-Ballsteine

1a p-Tolo@ols@lfonsidlfreimidazol

2 3 7
1 4 9 /=N
'S';_N\%s

O 5

30 g (157.5 mmol) p-Toluolsulfonylchlorid werden in 150 mL Dichlormethan
gelost und im Eisbad gekiihlt (Losung A). In einem weiteren Kolben werden 24 g
(354 mmol) Imidazol in 150 mL Dichlormethan geldst und tber einen Tropftrich-
ter iiber 1.5 h unter Stickstoffatmosphdre in Léosung A iberfiihrt. Es wird auf
Raumtemperatur erwarmt und fir 2 h geriihrt. Anschlief3end wird filtriert und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Dann wird das Produkt aus 170 mL Hexan gefallt

und der Niederschlag abgesaugt. Das Produkt wird im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 32.59 g (146.43 mmol, 93%)

1H-NMR; (400 MHz, DMSO0-d6)
§ = 8.37 (s, 1H, H-7), 7.97 (d,3]3,2 = 8 Hz, 2H, H-3), 7.96 (s, 1H,
H-5), 7.49 (d, 3J23 = 8 Hz, 2H, H-2), 7.12 (s, 1H, H-6), 2.39 (s,
3H, H-1).
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1 Mono-[6-(p-toluolsulfonyl)]-B-Cyclodextrin

70 g (61.68 mmol) B-Cyclodextrin und 17.8 g (80 mmol) p-
Tolouolsulfonsdureimidazol werden in 700 mL Wasser in einem 1 L Erlenmey-
erkolben fiir 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wird das Reaktions-
gemisch mit 20 g NaOH in 100 mL Wasser versetzt und fiir weitere 10 min ge-
rihrt. Der Feststoff wird abfiltriert und das Filtrat mit 40 g Ammoniumchlorid
und 100 mL 1 M HCI auf pH 7 gebracht. Danach wird iiber eine Glasfilterfritte fil-
triert und drei Mal mit je 100 mL kaltem Wasser und 100 mL Aceton gewaschen.
Es wird aus 25 mL heiffem Wasser umkristallisiert und tiber Nacht im Hochvaku-

um getrocknet.

Ausbeute: 18.18 g (14.10 mmol, 23 %)

1H-NMR; (400 MHz, DMSO0-d6)
§=7.76 (d, 3Js0 = 8 Hz, 2H, H-8), 7.44 (d, 3Jo,s = 8 Hz, 2H, H-9),
5.64 - 5.85 (m, 14H, OH-2/2’, OH-3/3"), 4.77 - 4.84 (m, 7H, H-
1/17), 4.37 - 4.53 (m, 6H, OH-6), 4.31 - 4.34 (m, 1H, H-6'a),
419 (m,1H, H-6'b), 3.43 - 3.65 (m, 26H, H-3/3’, H-5/5’, H-
6a/b), 3.22 - 3.38 (m, 14H, H-2/2’, H-4/4"), 2.43 (s, 3H, H-11).

13C-NMR: (100 MHz, CDCl3)
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§ = 144.87 (C-7), 132.70 (C-10), 129.94 (C-9), 127.63 (C-8),
102.27 (C-1"), 101.97 (C-1), 81.57 (C-4’), 81.19 (C-4), 73.11 (C-
5), 72.09 (C-2/2’), 71.91 (C-3/3’), 69.76 (C-6'), 68.95 (C-5),
59.93 (C-6), 21.26 (C-11).

2 Mono-(6-deoxy-6-azido)-B-Cyclodextrin

8.5 g (6.59 mmol) Mono-[6-(p-toluolsulfonyl)-B-Cyclodextrin 1 und 7.44 g
(114.47 mmol) Natriumazid werden in 130 mL Wasser gegeben und fiir 4 h unter
Riickfluss erhitzt. Danach wird das Reaktionsprodukt auf Raumtemperatur abge-
kiihlt, 130 mL Aceton hinzugegeben und bei 4°C auskristallisiert. Es wird abge-

saugt, mit Aceton gewaschen und tber Nacht im HV getrocknet.

Ausbeute: 6.24 g (5.38 mmol, 82%)

1H-NMR: (400 MHz, DMSO)
6 =5.58-5.86 (m, 14 H, 2/2’-0H, 3/3’-0H), 4.87 (s, 1H, H-1"),
4.82 (s, 1H, H-1), 4.44 - 4.55 (m, 6H, 6-0OH), 3.42 - 3.83 (m, 28
H, H-3/3’, H5/5’, H-6a/6’a, H-6b/6’b), 3.21 - 3.46 (m, 14H, H-
2/2’, H-4/4").

13C-NMR: (100 MHz, DMSO)

§ =102.53 (C-1"), 102.18 (C-1), 83.23 (C-4’), 81.80 (C-4), 73.37
(C-3/39), 72.64 (C-2/2°), 72.43 (C-5), 72.23 (C-5°), 60.18 (C-6),
30.93 (C-6).

MS (ESI): m/z 1160.00 ([M+H]* [C42H69N3034])



Experimenteller Teil 114

IR: V[cm-1] = 3283 (OH), 2922 (CH), 2106 (N3), 1335 (OH), 1152
(CO).

CHN - Analyse: C42He9N3034 (M = 1160.00 g/mol):
Theorie: C=43.19%; H= 6.00%; N= 3.62%
Gefunden: C=43.19%; H= 6.25%; N= 3.35%

3 Mono-(6-deoxy-6-azido)-heptakis-(2,6-di-0-methyl)-B-Cyclodextrin

8\
(@)

3.0 g (2.59 mmol) Mono-(6-deoxy-6-azido)-f-Cyclodextrin 2 werden in 150 mL
DMF:DMSO (1:1) vorgelegt. Unter Stickstoffatmosphare wird ein Gemisch aus 26 g
(168 mmol) BaO und 26 g Ba(OH)2 (153 mmol) portionsweise innerhalb von 40
min zugegeben. Die Suspension wird im Eisbad auf 0°C gekiihlt. Die Zugabe von 30
mL (0.32 mol, p = 1.33 g/mL) Dimethylsulfat erfolgt innerhalb von 1h unter Kon-
stanthaltung der Temperatur unter 5°C. Nach Rithren bei RT fiir 4 Tage wird das
Gemisch fiir 30 min auf 85°C erhitzt, anschliefend auf RT abgekiihlt, 100 mL
12%ige NH4OH zugegeben und im Wasserbad tiber Nacht gertiihrt. Nach Neutrali-
sieren mit HCl wird das Losemittel vollstandig am Rotationsverdampfer entfernt
und der Riickstand je zwei Mal mit 400 ml Chloroform fiir 20 Minuten refluxiert.
Der Feststoff wird abfiltriert und die Chloroformphase bis zur Trockne einrotiert.

Das Produkt wird iiber Nacht im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 2.5 g (1.86 mmol, 72%)
DS 2.2
1H-NMR: (400 MHz, CDCl3)
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§ = 5.25 - 4.94 (m, 12H, H-1/1°, OH-3/3), 3.94 - 3.92 (m, 7H,
H-3/39, 3.75 - 3.40 (m, 74H, H-4/4‘, H-5/5', H-6/6’a/6’b, H-
7/7', H-8, 0Me-3), 3.29 - 3.21 (m, 7H, H-2/2").
13C-NMR: (100 MHz, CDCl3)
§ = 101.3 (C-1), 83.5 (C-4), 82.0 (C-2), 73.2 (C-3), 70.8 (C-
6a/b), 70.3 (C-5), 61.7 - 58.2 (C-7, C-8, OMe-3), 51.8 (C-6’a/b).
MS (ESI) m/z 1364.63 ([M+Na]* [CssHosN3034]),

[ |
m/z 1378.02 ([M+Na]* +CH3 [Cs6H97N3034]),
m/z 1392.64 ([M+Na]* +2CH3[Cs7H99N3034] intensivster Peak)
m/z 1406.29 ([M+Na]* +3CH3s [CssH101N3034]),
m/z 1420.20 ([M+Na]* +4CH3 [Cs9H103N3034]).

IR ¥[cm-1] = 3412 (OH), 2930 (CH), 2102 (N3), 1453 (CH), 1361
(OH).

3a Alternative mit NaOH

5.80 g (5 mmol) Mono-(6-deoxy-6-azido)-B-cyclodextrin 2 werden unter N2 in
100 mL absolutem DMF gel6st. Dann werden 3.12 g (78 mmol) NaOH tiber 10 Mi-
nuten in kleinen Portionen hinzugegeben. Die Losung wird auf -10 °C gekihlt.
10.25 g (81.25 mmol) Dimethylsulfat werden tropfenweise hinzugegeben und fiir
weitere 4 Stunden bei -10 °C geriihrt. Anschliefend wird die Losung auf 85 °C fiir
30 Minuten erwdarmt. Nach Abkiihlen auf RT wird tliberschiissiges DMS durch Zu-
gabe von 20 mL 25 wt. % wassriger Ammoniak Losung zerstort und fiir weitere 16
h geriihrt. Das Losemittel wird entfernt, das Rohprodukt in 100 mL Wasser geldst
und 3 Mal mit je 150 mL Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird an-
schliefend einmal mit Brine gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach

Entfernung des Losemittels wird das Produkt im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 6.64 g (4.78 mmol, 96%)
DS: 2.3
1H-NMR: (400MHz, CDCl3)




Experimenteller Teil 116

§ = 5.26 - 4.95 (m, 11H, H-1/1°, 0H-3/3"), 3.94 - 3.92 (m, 7H,
H-3/39, 3.76 - 3.40 (m, 76H, H-4/4', H-5/5, H-6/6'a/6’b, H-
7/7', H-8, OMe-3), 3.28 - 3.19 (m, 7H, H-2/2°).
13C-NMR: (100 MHz, CDCl3)
§ = 101.3 (C-1), 83.6 (C-4), 81.6 (C-2), 73.2 (C-3), 70.9 (C-
6a/b), 70.3 (C-5), 60.4 - 59.1 (C-7, C-8, OMe-3), 51.3 (C-6’a/b).
MS (ESI) m/z 1364.63 ([M+Na]* [Cs5Ho5N3034]),
m/z 1378.79 ([M+Na]* +CH3[Cs6H97N3034]),
m/z 1391.83 ([M+Na]* +2CH3[C57H99N3034]),
]
]

[
[
[
m/z 1406.51 ([M+Na]* +3CH3[CssH101N3034] intensivster Peak)
m/z 1420.43 ([M+Na]* +4CH3[Cs9H103N3034]),

[

[
[
[
m/z 1435.04 ([M+Na]* +4CH3[Cs0oH105N3034]).

IR ¥ [em 1] = 3400 (OH), 2926 (CH), 2102 (N3), 1456 (CH), 1365
(OH).

8.3.2 Modifizierung der Hydroxyethylstirke-Bausteine

4 (3-Propargyloxy-2-Hydroxypropyl)-Hydroxyethylstiarke
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Unter Sticktoffatmosphdre werden 3.41 g (18.98 mmol) HES in 40 mL 0.1M NaOH
gelost, 1.8 mL (16.70 mmol, p = 1,05 g/mL) Glycidylpropargylether zugetropft. Die
Temperatur wird auf 35°C erh6ht und die Losung fiir 24 h geriihrt. Anschlief3end
werden weitere 1.8 mL (16.70 mmol) Glycidylpropargylether hinzugegeben und
nochmals fir 16 h gerihrt. Dann wird aus ca. 500 mL Isopropanol gefallt, iiber
eine Glasfilterfritte abgesaugt und mit Isopropanol gewaschen. Nach Ldsen in
Wasser und neutralisieren mit 0.1M HCI, wird mit Wasser gegen eine 5kDa Cellu-

lose-Membran ultrafiltriert und abschlief3end lyophilisiert.

Ausbeute: 3.61 g (14.97 mmol, 79%)
DS: 0.65
1H-NMR: (400 MHz, DMSO0-de/D20)

§ = 5.68 - 5.38 (m, 1H, H-01/01°), 4.27 (s, 1.30H, H-12"), 4.03 -
3.45 (m, 10H, H-02/02‘, H-03/03‘, H-04/04‘, H-05/05‘, H-
06/06°, H-07, H-08, H-9*, H-10/, H-11", H-14").

IR: ¥ [cm-1] = 3400 (OH), 2925 (CH), 2113 (-C=C), 1456 (CH),
1365 (OH).

5 oxidierte Hydroxyethylstarke

10.00 g (55.62 mmol) HES werden in 200 mL dest. Wasser gelost und mit 1M
NaOH auf pH = 8.5 gebracht. Nach Zugabe von 40 mg TEMPO (4mg/g Starke) wer-
den 124.33 mL (241 mmol, p = 1,206 g/mL) NaOCl (12%ig) gleichmafig iiber ei-
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nen Zeitraum von 2 h zugegeben und 30 min nachgeriihrt. Der pH wird wahrend
dieser Zeit standig mit 1M NaOH auf etwa 8.5 - 9 eingestellt. Anschliefend wird
das Gemisch mit 4.21 g (11.24 mmol) NaBH4 versetzt und tiber Nacht gertihrt. Da-
nach wird mit einer einer 5kDa Cross Flow Membran (PES) mit Wasser ultrafil-
triert. Abschliefend wird das Produkt lyophilisiert. Der Substitutionsgrad (DS)

wird liber das Blumenkrantz-Essay bestimmt.

Ausbeute: 8.79g (42,50 mmol, 76 %)
DS: 0.27
1H-NMR: (400 MHz, D20)

§ = 5.68 - 5.60 (m, 1H, H-01/01°), 4.27 - 3.36 (m, 7H, H-
02/02‘, H-03/03‘, H-04/04', H-05/05', H-06, H-07/07‘, H-
08/08").

IR: # [em1] = 3210 (OH), 1591 (C=0), 1411 (C=0), 1322 (OH).

6 Oxidierte (3-Propargyloxy-2-Hydroxypropyl)-Hydroxyethylstirke

3.4 g (16.44 mmol) oxidierte HES 5 (DS 0.27) werden in 40 mL 0.1M NaOH
gelost und 1.8 mL (16.70 mmol) Glycidylpropargylether hinzugegeben. Die Tem-
peratur wird auf 35°C erh6ht und die Losung fiir 24 h geriihrt. AnschliefSend wer-
den weitere 1.8 mL (16.70 mmol) Glycidylpropargylether hinzugegeben und
nochmals fiir 16 h geriihrt. Das Produkt wird aus 500 mL 2-Propanol gefallt, fil-
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triert und mit 200 mL 2-Propanol gewaschen. Das Produkt wird durch Ultrafiltra-

tion mit Wasser und einer 5kDa Cross Flow Membran (PES) aufgereinigt und lyo-

philisiert.

Ausbeute: 4.02 g (14.97 mmol, 91%)

DS: 0.55

1H-NMR: (400 MHz, D20)
6=558-542 (m, 1H, H-01/01), 4.19 (s, 1.10H, H-12), 3.99 -
3.42 (m, 10H, H-02/02°, H-03/03‘, H-04/04‘, H-05/05‘, H-
06/06° H-07/07‘, H-08/08, H-9°, H-10°, H-11), 2.85 (bs, H-
149).

IR: ¥ [cm-1] = 3400 (OH), 2926 (CH), 2114 (-C=C), 1456 (CH),
1366 (OH).

8.3.3 Synthese der Cyclodextrin-Hydroxyethylstirke-Konjugate iiber
CuAAC

7 CD-HES-Konjugat aus 2 und 4
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Unter Stickstoffatmosphidre werden 510 mg (0.4 mmol) Mono-(6-deoxy-6-
azido)-B-CD 2 in 40 mL entgastem DMSO:H20 (1:1) geldst. Nach Zugabe von 250
mg (1 mmol) (3-Propargyloxy-2-Hydroxypropyl)-Hydroxyethylstirke 4 und 500
uL (50 pmol) einer wassrigen NaAsc-Losung (20 mg/mL) wird das Gemisch auf
50°C erhitzt und anschliefend 5 pL (1.4 pmol) einer wassrigen CuS04*5H20 -
Losung (70 mg/mL) zugegeben. Nach Riihren fiir 48 h bei 50°C wird das Produkt
iber Ultrafiltration mit einer 5kDa Cross Flow Membran (PES) mit Wasser aufge-

reinigt und lyophilisiert.

Ausbeute: 260 mg (0.07 mmol, 70%)
DS: 0.1
1H-NMR: (400 MHz, D20)

§=7.97 (s, 0.14H, H-14), 5.56 - 5.27 (m, 1H, H-01/01), 4.94 -
4.88 (m, 1H, H-1/1), 3.86 - 3.07 (m, 14H, H-02/02‘ - H-08/08",
H2/2‘ - H-7/7°, H8, H9' - H12").

IR: ¥ [cm-1] = 3400 (OH), 2926 (CH), 1456 (CH), 1365 (OH).

8 CD-HES-Konjugat aus 3 und 4
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Unter Stickstoffatmosphidre werden 1.6 g (1.19 mmol) Mono-(6-deoxy-6-azido)-
heptakis-(2,6-di-O-methyl)--CD 3 in 40mL entgastem DMSO:H20 (1:1) gelost.
Nach Zugabe von 600 mg (2.4 mmol) (3-Propargyloxy-2-Hydroxypropyl)-
Hydroxyethylstarke 4 und 334 pL (119 pmol) einer wassrigen NaAsc-Losung (70
mg/mL) wird das Gemisch auf 50°C erhitzt und anschliefdend 211 pL (59 pmol)
einer wassrigen CuS04*5H20 -Lésung (70 mg/mL) zugegeben. Nach Rihren fir
48h bei 50°C wird das Produkt tUber Ultrafiltration mit einer 5kDa Cross Flow

Membran (PES) aufgereinigt und lyophilisiert.

Ausbeute: 1.67 g (2.15 mmol, 90%)
DS: 0.4
1H-NMR: (400 MHz, D20)

§ =8.03 (s, 0.4H, H-14), 5.58 (m, 1H, H-01/01"), 5.14 (m, 2.8H,
H-1/1°), 3.86 - 3.07 (m, 45H, H-02/02‘ - H-08/08", H2/2' - H-
7/7', H8, H9' - H12").
IR: ¥ [cm 1] = 3400 (OH), 2925 (CH), 1456 (CH), 1365 (OH).

8b CD-HES-Konjugat aus 3a und 4

Unter Stickstoffatmosphidre werden 2.8 g (2.02 mmol) Mono-(6-deoxy-6-azido)-
heptakis-(2,6-di-O-methyl)-B-CD 3a in 40 mL entgastem DMSO:H20 (1:1) gelost.
Nach Zugabe von 800 mg (3.4 mmol) (3-Propargyloxy-2-Hydroxypropyl)-
Hydroxyethylstirke 4 und 198 mg (500 pmol) NaAsc wird das Gemisch auf 50°C
erhitzt und anschlieffend 250 mg (100 pmol) CuS04+*5H20 -Lésung zugegeben.
Nach Riihren fiir 48h bei 50°C wird das Produkt iiber Ultrafiltration mit einer

5kDa Cross Flow Membran (PES) aufgereinigt und lyophilisiert.

Ausbeute: 2.83 g (3.28 mmol, 96%)
DS: 0.35
1H-NMR: (400 MHz, D20)
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5 =8.03 (s, 0.4H, H-14"), 5.58 (m, 1H, H-01/01°), 5.14 (m, 2.8H,
H-1/19), 3.86 - 3.07 (m, 45H, H-02/02‘ - H-08/08‘, H2/2‘ - H-
7/7', H8, H9' - H12").

IR: ¥ [cm-1] = 3400 (OH), 2924 (CH), 1458 (CH), 1365 (OH).

9 CD-HES-Konjugat aus 3 und 6

Unter Stickstoffatmosphidre werden 1.0 g (0.72 mmol) Mono-(6-deoxy-6-azido)-
heptakis-(2,6-di-O-methyl)--CD 3 in 15 mL entgastem DMSO:H20 (1:1) gelost.
Nach Zugabe von 250 mg (1.02 mmol) oxidierter (3-Propargyloxy-2-
Hydroxypropyl)-Hydroxyethylstarke 6 und 138 pL (70 pmol) einer wassrigen
NaAsc-Losung (70 mg/mL) wird das Gemisch auf 50°C erhitzt und anschliefsend
100 pL (40 umol) einer wassrigen CuSO4*5H20-Losung (70 mg/mL) zugegeben.
Nach Riihren fiir 48h bei 50°C wird das Produkt tiber Ultrafiltration 5kDa Cross

Flow Membran (PES) und Wasser aufgereinigt und anschlief3end lyophilisiert.

Ausbeute: 850 mg (0.97 mmol, 95%)
DS: 0.45
1H-NMR: (400 MHz, D20)
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§ = 8.04 (s, 0.45H, H-14"), 5.52 (m, 1H, H-01/01"), 5.14 (m,
2.98H, H-1/1°), 3.86 - 3.07 (m, 60.78H, H-02/02' - H-08/08",
H2/2' - H-7/7°, H8, H9' - H12").

IR ¥ [cm1] = 3381 (OH), 2926 (CH), 1609 (COO-), 1454 (CH), 1364
(OH).

8.3.4 Synthese der Cyclodextrin-Hyaluronsdure-Konjugate iiber CuAAC

10 (3-Propargyloxy-2-Hydroxypropyl)-Hyaluronsdure

OH
*Na -00C o4 06 0
OO\ 05 HOO o 1]
OH
O
i 8 9 o7 |
0]
10 \ -

M 42 43

2 g (5.47 mmol) Hyaluronsdure werden unter Stickstoff in 40 mL 0.1 M NaOH
gelost und anschliefRend 1.8 mL (16.69 mmol) Glycidylpropargylether zugetropft.
Nach vier Stunden werden weitere 1.8 mL (16.69 mmol) Glycidylpropargylether
zugetropft und Uber Nacht geriihrt. Anschlieffend wird aus 500 mL 2-Propanol
gefdllt und der erhaltene Feststoff mit 2-Propanol nachgewaschen. Der Feststoff
wird in Wasser geldst und mit 1M HCI auf pH 7 eingestellt. Danach wird mit Was-

ser und einer 5kDa Cross Flow Membran (PES) ultrafiltriert und abschliefend

lyophilisiert.

Ausbeute: 1.82 g (4.36 mmol, 80%)
DS: 0.5

1H-NMR: (400 MHz, D20)

§=4.67 - 4.34 (m, 2H, H-01/01), 4.24 (s, 0.99H, H-11), 4.04 -
3.31 (m, 13H, H-02/02‘ - H-06/06°, H-8, H-9, H-10, H-13), 2.01
(s, 3H, H-7).
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11 CD-HA-Konjugat aus 3 und 10

Unter Stickstoffatmosphire werden 0.81 g (0.56 mmol) Mono-(6-deoxy-6-
azido)-heptakis-(2,6-di-O-methyl)--CD 3b (DS = 2.7) in 30mL entgastem
DMSO0:H20 (1:1) geldst. Nach Zugabe von 500 mg (1.01 mmol) (3-Propargyloxy-2-
Hydroxypropyl)-HA 10 und 171 pL (171 umol) einer wassrigen NaAsc-Losung
(70 mg/mL) wird das Gemisch auf 50°C erhitzt und anschlieffend 108 pL (59
umol) einer wassrigen CuS04*5H20 -Losung (70 mg/mL) zugegeben. Nach Riihren
fiir 24h bei 50°C wird das Produkt iiber Ultrafiltration mit Wasser und einer 5kDa

Cross Flow Membran (PES) aufgereinigt und anschlieffend lyophilisiert.

Ausbeute: 1.04 g (0.91 mmol, 90%)
DS: 0.45
1H-NMR: (400 MHz, D20)

§=8.19 (s, 0.45H, H-14), 5.43 - 5.1 (m, 3.1H, H-1/1°), 5.14 (m,
2.1H, H-01/01°), 3.86 - 3.07 (m, 55H, H-02/02 - H-06, H2/2* -
H-7/7¢, H8, H9 - H12), 2.06 (s, 3H, H-07).

IR: ¥ [em1] = 3400 (OH), 2926 (CH), 2100 (C=C), 1610 (COO-),
1448 (C=0), 1371 (OH).
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8.4 Synthese von Polysaccharid-Cyclodextrin Derivaten iiber

CDMT-KBZpplPfng

8.4.1 Synthese der Cyclodextrin-Ballsteine

12 Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethyls@lfanyl)]-B-Cyclodextrin

“CI*H3N

8.5 g (6.59 mmol) Mono-[6-(p-toluolsulfonyl)-B-Cyclodextrin 2, 6.67 g (59,06
mmol) Cysteamin Hydrochlorid und 42.58 mL (215.70 mmol) Triethylamin wer-
den in 130 mL einer DMF/Wasser-Mischung (1:3) suspendiert und fiir vier Tage
auf 60°C erwarmt. Die Losung wird anschliefdend auf % eingeengt und mit ver-
diinnter Salzsdure (1M) angesduert (pH ~ 3). Es wird aus kaltem Aceton gefallt
und der Niederschlag abgesaugt. Der Vorgang wird ein weiteres Mal wiederholt,
um noch enthaltenes DMF zu entfernen. AnschliefRend wird mit Wasser gegen eine

500 Da Cellulose-Membran nanofiltriert und das Produkt lyophilisiert.

Ausbeute: 6.87 g (5.58 mmol, 85 %)

1H-NMR; (400 MHz, DMSO0-d6)
8§ = 5.77 (bs, 14H, OH-2/2’, OH-3/3"), 4.89 (d, 3]1.> = 4 Hz, 1H,
H-1"), 4.83 (bs, 6H, H-1), 3.75 - 3.81 (m, 1H, H-5'), 3.57 - 3.72
(m, 25H, H-5, H-6a/6b, H-3/3"), 3.20 - 3.41 (m, 14H, H-4/4’, H-
2/2"), 3.06 (d, 3Jeasy = 8Hz, 1H, H-6a’), 2.93 - 2.97 (m, 2H,
H.8), 2.76 - 2.83 (m, 3H, H-6b’, H-7).
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13C-NMR: (100 MHz, DMSO)
§=102.21 (C-1’), 101.88 (C-1), 84.62 (C-4"), 81.56 (C-4), 73.04
(C-3/3), 72.38 (C-2/2°), 72.03 (C-5), 70.57 (C-5"), 59.96 (C-6),
38.58 (C-8), 32.78 (C-6), 29.58 (C-7).

MS (ESI): m/z 1194.14 ([M+H]* [C44H76N034S])
IR: 7 [cm-1] = 3280 (OH), 2923 (CH), 1637 (NHz), 1338 (OH), 1145
(CO).

13 Mono-(6-deoxy-6-amino-)-B-Cyclodextrin

2.09 g (1.72 mmol) Mono-(6-azido-6-deoxy)-B-Cyclodextrin 3 und 1.82 g (6.92
mmol) Triphenylphosphin werden in 100 mL trockenem DMF geldost und bei
Raumtemperatur 1 h geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr zu erkennen ist.
Dann werden 16 mL 25%ige Ammoniumhydroxid-Lésung hinzu gegeben und fir
18 h geriihrt. Anschlief3end wird bis zur Trockne eingeengt, 9 mL 25%ige Ammo-
niumhydroxid-Losung dazu gegeben und 30 min gerthrt. Es wird abgesaugt und
das Filtrat aus 500 mL Kkaltem Aceton gefdllt. Das Gemisch wird noch fiir eine
Stunde geriihrt, der Niederschlag abgesaugt und in Wasser aufgenommen. An-

schliefRend wird lyophilisiert.

Ausbeute: 1.60 g (1.41 mmol) farbloser Feststoff (82%)
1H-NMR: (400 MHz, D20)

§ = 5.06 (m, 7H, H-1/1"), 3.91 - 3.98 (m, 7H, H-3/3’), 3.84 -
3.91 (m, 19H, H-5/5, H-6a/b), 3.63 - 3.66 (m, 7H, H-2/2"),
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3.55 - 3.60 (m, 6H, H-4), 3.45 - 3.49 (m, 1H, H-4’), 3.15 (d, 1H,
H-6a’), 2.91 (m, 1H, H-6b").

13C-NMR: (100 MHz, D20)

§=101.84 (C-1"), 101.57 (C-1), 81.11 (C-4"), 80.87 (C-4), 73.06
(C-3/3, 72.06 (C-2/2%), 71.79 (C-5/5), 60.26 (C-6), 41.09 (C-

6.
MS (ESI): m/z 1134.74 ([M+H]* [C42H71NO34])
IR: ¥ [cm-1] = 3283 (OH), 2922 (CH), 1651 (NHz), 1335 (OH), 1152
(CO).

14 Mono-(6-deoxy-6-amino)-heptakis-(2,6-di-0O-methyl)-B-cyclodextrin

Unter Stickstoffatmosphdre werden 3 g (2.24 mmol) Mono-(6-deoxy-6-azido)-
heptakis-(2,6-di-O-methyl)-B-CD 3 in 100 mL trockenem DMF gelost. Nach Zuga-
be von 2.36 g (9 mmol) Triphenylphosphin wird bei RT 1h geriihrt bis keine Gas-
entwicklung mehr zu beobachten ist. Anschlieflend werden 20 mL 25%ige NH40OH
zugegeben und das Gemisch iiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Einengen im Vaku-
um werden 5 mL NH4OH zugegeben. Der entstandene Feststoff wird liber eine
Glasfilterfritte abgetrennt. Die Aufreinigung erfolgt durch Nanofiltration mit Was-

ser gegen eine 500 Da Cellulose-Membran und anschlieflender Lyophilisation.

Ausbeute: 1.1 g ( 0.83 mmol, 37%)
DS: 2.1
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1H-NMR:

13C-NMR:

MS (MALDI-TOF):

IR:

(400 MHz, D20)

§=5.17 - 5.12 (m, 7H, H-1/1°) 3.84 - 3.40 (m, 56H, H-3/3’ - H-
7/7Y,3.31 - 3.18 (m, 24H, H-2/2', H-8).

(125 MHz, CDCl3)

§ = 101.23 (C-1), 83.50 (C-4), 82.01 (C-2), 73.14 (C-3), 70.80
(C-6a/b), 70.25 (C-5), 62.12 - 57.92 (C-7, C-8, C-9).

m/z 1338.7 ([M+Na]* [Cs5H97N034]),

m/z 1352.8 ([M+Na]* +CH3 [Cs6H99NO34] intensivster Peak),
m/z 1366.7 ([M+Na]* +2CH3[Cs7H101NO34]),

m/z 1380.7 ([M+Na]* +3CH3 [Cs8H103N034]),

m/z 1394.7 ([M+Na]* +4CH3 [C59H105N034])

¥ [cm-1] = 3382 (OH), 2919 (CH), 1653 (NHz), 1364 (OH).

14a Alternative mit Pd/C

700 mg (0.51 mmol) Mono-(6-deoxy-6-azido)-heptakis-(2,6-di-O-methyl)-3-CD

3 werden in 50 mL Ethanol geldst. Nach Fluten mit Argon werden 27 mg (0.25

mmol) 10% Pd/C-Katalysator und Wasserstoff iiber einen Ballon unter Riihren

zugegeben. Der Katalysator wird anschliefend abzentrifugiert (2 mal 5 min mit je

5000 Umdrehungen). Das Losemittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und

das Produkt iiber Nacht im HV getrocknet.

Ausbeute:

1H-NMR:

13C-NMR:

IR:

0.65 g (0.48 mmol, 95%)

(500 MHz, CDCl3)

§ =5.27 - 4.93 (m, 13H, H-1/1°, OH-3/3), 3.96 - 3.82 (m, 7H,
H-3/39,3.72 - 3.26 (m, 78H, H-4/4', H-5/5', H-6/6'a/6’b, H-
7/7‘, H-8, OMe-3), 3.24 - 3.12 (m, 7H, H-2/29).

(125 MHz, CDCl3)

§ = 101.23 (C-1), 83.50 (C-4), 82.01 (C-2), 73.14 (C-3), 70.80
(C-6a/b), 70.25 (C-5), 62.12 - 57.92 (C-7, C-8, OMe-3).

¥ [cm-1] = 3382 (OH), 2919 (CH), 1653 (NHz), 1364 (OH).
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15 (2-aminoethyl)-carbamat-Methyl-B-Cyclodextrin

Unter Sticktoffatmosphdre werden 13.12 g (10 mmol) RAMEBCD (Cavasol W7)

in abs. THF gelost. 3.24 g (20 mmol) Carbonyldiimidazol werden zugegeben und 3

h unter Riickfluss erhitzt. Danach werden 3 g (50 mmol) Ethylendiamin zugege-

ben und 24 h bei 60°C geriihrt. Das Losemittel wird am Rotationsverdampfer ent-

fernt, der Riickstand in Aceton aufgenommen und nichtlésliche Bestandteile ab-

zentrifugiert. Die Aceton-Phase wird in Dieethylether getropft, aus der das Pro-

dukt als weifder, fluffiger Feststoff ausfallt. Das Produkt wird schlief3lich abge-

saugt und iiber Nacht im HV getrocknet.

Ausbeute:
DS:

1H-NMR:

13C-NMR:

MS (ESI):

13.51 g (9.66 mmol, 97%)

1.7

(400 MHz, D20)

§ = 5.29 - 5.07 (dd, 7H, H-1/1%), 4.01 - 3.25 (m, 84H, H-2/2" -
H-8/8), 3.26 (m, 3.4H, H-9), 2.77 (m, 3.4H, H-10).

(125 MHz, D20)

158.03 (C-11), 100.82 - 98.85 (m, C-1/1°), 81.34 - 59.50 (C-
2/2°-C-8/8),42.67 (C-9),40.30 (C-10).

m/z 1375.79 (M+H* [Cs6H9osN2036])

m/z 1390.02 (M+H* [Cs7H100N2036])

m/z 1461.17 (M+H* [Cs9H104N4037])

m/z 1475.60 (M+H* [CeoH106N4037])
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IR: ¥ [cm1] = 3382 (OH), 2928 (CH), 175 (C=0), 1530 (N-H), 1363
(OH).

8.4.2 Synthese der Cyclodextrin-Hyaluronsdure-Konjugate

16 CD-HA-Konjugat aus 12 und nativer HA

ong®

HN oo 03 01HO g2 O

3
o1 =\ ° 5 O(Bla__
O™ oy 04 O 0

OH

1.77 g (4.06 mmol) HA werden in 200 mL Wasser und 130 mL ACN geldst. An-
schlieRend werden 1.76 g (10 mmol) CDMT und 1.8 mL (16.7 mmol, p =
0,93g/mL) NNM in 10 mL ACN und einem Tropfen Wasser geldst und zur Reakti-
onsmischung zugegeben. Es wird bei RT fiir 1 h geriihrt. Nach Zugabe von 5 g
(4.06 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-B-Cyclodextrin 12 wird bei
RT fiir 20 h geriihrt. Danach wird Kationentauscher (Amberlyst 15 hydrogen
form) zugegeben und fiir 1 h geschiittelt. Zur Aufreinigung wird mit einer 5kDa
Cross Flow Membran (PES) zuerst mit 0.05M NaCl und anschliefiend mit Wasser

ultrafiltriert und das Produkt iiber Lyophilisation getrocknet.

Ausbeute: 2.93 g (3.2 mmol, 79 %)
DS: 0.4
1H-NMR: (400 MHz, D20)
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§=4.97 - 491 (m, 2.75H, H1/1’*), 4.39 (d, 2H, H-01/01°), 3.93
- 3.21 (m, 28H, H-02/02‘, H-03/03*, H-04/04‘, H-05/05*, H-06",
H2/2‘, H-3/3‘, H-4/4", H-5/5, H-6/6', H-7, H.8), 1.84 (s, 3H, H-
079.

IR ¥ [cm1] = 3205 (OH), 2921 (CH), 1721 (RC=0), 1633 (CONR), 1557
(CO0-), 1410 (C=0), 1370 (OH).

17 CD-HA-Konjugat aus 13 und nativer HA

0.5 g (1.14 mmol) HA werden in 75 mL Wasser und 45 mL ACN geldst. Anschlie-
3end werden 0.528 g (3 mmol) CDMT und 545 pl (5 mmol, p = 0,93g/mL) NNM in
5 mL ACN und einem Tropfen Wasser geldst und zur Reaktionsmischung zugege-
ben. Es wird bei RT fiir 1 h geriihrt. Nach Zugabe von 1.298 g (1.14 mmol) Mono-
(6-deoxy-6-amino-)-B-cyclodextrin 13 wird bei RT fiir 20 h gerihrt. Danach wird
Kationentauscher (Amberlyst 15 hydrogen form) zugegeben und fiir 1 h geschiit-
telt. Zur Aufreinigung wird mit Wasser und einer 5kDa Cross Flow Membran (PES)

ultrafiltriert und das Produkt iiber Lyophilisation getrocknet.

Ausbeute: 907 mg (0.91 mmol, 80%)
DS: 0.55
1H-NMR: (400 MHz, D20)
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§ = 4.93 (dd, 3.85H, H1/1’"), 4.39 (d, 2H, H-01/01°), 3.93 - 3.21
(m, 33H, H-02/02‘, H-03/03¢, H-04/04*, H-05/05‘, H-06°, H2/2",
H-3/3¢, H-4/4‘, H-5/5', H-6/6'), 1.87 (s, 3H, H-07").

18 CD-HA-Konjugat aus 14 und nativer HA

0.437 g (1 mmol) HA werden in 20 mL Wasser gelost. Anschliefiend werden
0.351 g (2 mmol) CDMT und 233 pl (3 mmol, p = 0,93g/mL) NNM in 13 mL ACN
gelost, zur Reaktionslésung zugegeben und bei RT fiir 1 h geriihrt. Nach Zugabe
von 1.0 g (0.75 mmol) Mono-(6-deoxy-6-amino)-heptakis-(2,6-di-O-methyl)-3-CD
14 wird bei RT fiir 20 h geriihrt. Danach wird Kationentauscher (Amberlyst 15
hydrogen form) zugegeben und fiir 1 h geschiittelt. Zur Aufreinigung wird mit
Wasser und einer 5kDa Cross Flow Membran (PES) ultrafiltriert und das Produkt

tiber Lyophilisation getrocknet.

Ausbeute: 709 mg (0.70 mmol, 70%)
DS: 0.43
1H-NMR; (400 MHz, D20)

§=5.19 (m, 3H, H1/1"), 4.50 (d, 2H, H-01/01), 4.07 - 3.10 (m,
46H, H-02/02° - H-06’, H-2/2 - H-8), 1.95 (s, 3H, H-07")
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IR ¥ [cm1] = 3203 (OH), 2895 (CH), 1721 (RC=0), 1612 (CONR), 1552
(CO0-), 1453 (C=0), 1369 (OH).

19 CD-HA-Konjugat aus 15 und nativer HA

OR‘ RO

'4'0' e

7RO
R = H, CH3

1 g (2.29 mmol) HA werden in 120 mL Wasser und 75 mL ACN gelost. Anschlie-
f3end werden 0.878 g (5 mmol) CDMT und 1.07 mL (10 mmol, p = 0,93g/mL) NNM
in 5 mL ACN und einem Tropfen Wasser geldst und zur Reaktionsmischung zuge-
geben. Es wird bei RT fiir 1 h geriihrt. Nach Zugabe von 3.2 g (2.29 mmol) (2-
aminoethyl)-carbamat-Methyl-B-CD 15 wird bei RT fiir 20 h geriihrt. Danach wird
Kationentauscher (Amberlyst 15 hydrogen form) zugegeben und fiir 1 h geschiit-
telt. Zur Aufreinigung wird mit einer 5kDa Cross Flow Membran (PES) ultrafil-

triert und das Produkt tiber Lyophilisation getrocknet.

Ausbeute: 1.5 g (2.01 mmol, 88%)
DS: 0.23
1H-NMR; (400 MHz, D20)
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§ = 5.10 - 4.89 (m, 1.61H, H1/1’), 4.39 - 4.31 (d, 2H, H-
01/01°), 4.85 - 2.98 (m, 29.5 H, H-02/02° - H-06, H2/2 - H-
9/9°, H-10, H-11), 1.84 (s, 3H, H-07).

IR ¥ [cm1] = 3203 (OH), 2902 (CH), 1721 (RC=0), 1604 (CONR), 1548
(CO0-), 1457 (C=0), 1372 (OH).

8.4.3 Synthese der Cyclodextrin-Hydroxyethylstiarke-Konjugate

20 CD-HES-Konjugat aus 15 und 5

OH OH
08 08'
~ g 07 ~ g o7
) oH|[ o _oH i
Qi I I
01 0

3 g (15.78 mmol) oxidierte Hydroxyethylstirke 5 werden in 110 mL Wasser ge-
16st. Anschliefend werden 5.27 g (30 mmol) CDMT in 60 mL ACN und 10 mL Was-
ser gelost, und 4.78 mL (40 mmol, p = 0,93g/mL) NNM zur Reaktionsmischung
zugegeben und bei RT fiir 1 h geriihrt. Nach Zugabe von 7.94 g (6.45 mmol) Mono-
[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-B-Cyclodextrin 12 wird bei RT iiber Nacht ge-
rihrt. Danach wird Kationentauscher (Amberlyst 15 hydrogen form) zugegeben
und fiir 1 h geschiittelt. Zur Aufreinigung wird mit 5kDa Cross Flow Membran

(PES) und Wasser ultrafiltriert und das Produkt iiber Lyophilisation getrocknet.

Ausbeute: 5.22 g (10 mmol, 69%)
DS: 0.27
1H-NMR; (400 MHz, D20)
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IR

§ = 5.62 - 5.52 (m, 1H, H-01/01), 5.10 (s, 2,1H, H-1), 4.40 -
3.21 (m, 18H, H-02/02‘, H-03/03, H-04/04, H-05/05*, H-06,
H.2/2‘, H-3/3', H-4/4, H-5/5', H-6/6"), 3.21 - 2.45 (m, 1.8H, H-
06’, H-7/7', H-8/8").

¥ [cm1] = 3263 (OH), 2924 (CH), 1543 (C=0), 1596 (CONHR),
1410 (C=0), 1363 (OH).

21 CD-HES-Konjugat aus 13 und oxidierter HES

1 g (5.41 mmol) oxidierte Hydroxyethylstarke (DS= 0.16) werden in 40 mL Was-
ser und 15 mL ACN gelost. Anschlieféend werden 526 mg (3 mmol) CDMT in 5 mL
ACN und 0.428 mL (4 mmol, p = 0,93g/mL) NNM zugegeben und bei RT fiir 1 h

geriihrt.

Nach Zugabe von 2.69 g (2 mmol) Mono-(6-deoxy-6-amino-)-f3-

cyclodextrin 13 wird bei RT fiir 24 h geriihrt. Danach wird Kationentauscher

(Amberlyst 15 hydrogen form) zugegeben und fiir 1 h geschiittelt. Zur Aufreini-

gung wird das Produkt tiber Ultrafiltration mit einer 5kDa Cross Flow Membran

(PES) aufgereinigt und lyophilisiert.

Ausbeute:
DS:
1H-NMR:

0.87 g (4.14 mmol, 77%)
0.1
(400 MHz, D20)

§ = 5.56 - 5.31 (m, 1H, H-01/01), 4.96 (s, 0.64H, H-1/1°), 4.26
- 3.25 (m, 10.3H, H-02/02‘ - H-08/08’, H-2/2’ - H-6/6").
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8.5 Synthese der Cyclodextrin-Hydroxypropylcellulose-
Konjugate iiber H-Phosphonat-Chemie

8.5.1 Synthese der Cyclodextrin-Bausteine

22 Mono-[6-(H-phosphonat)]-B-Cyclodextrin

In einem ausgeheizten Kolben werden 1.13g (1 mmol) $-CD in 10 mL abs. Pyri-
din gelost. Anschlieffend werden 230 pL (1.2 mmol) Diphenylphosphit zur Losung
hinzugegeben und fiir 1 Stunde bei RT geriihrt. Danach wird mit einer Mischung
aus je 2 mL Triethylamin und Wasser gequencht. Das Losemittel wird am Rotati-
onsverdampfer entfernt, der Riickstand in Wasser aufgenommen und gegen eine

1000 Da PES-Membran mit Wasser nanofiltriert. Abschliefdend wird lyophilisiert.

Ausbeute: 1.01g (0.76 mmol, 76 %)
DS: 1.1
1H-NMR: (400 MHz, D20)

§ = 4.93 (d, 7H, H-1/1°), 4.02 (bs, 1.1H, H-7), 3.85 - 3.71 (m,
27H, H-3/3’, H-5/5', H-6/6"), 3.53 - 3.43 (m, 14H, H-2/2', H-
4/4,3.07 -3.03 (q, 2.7H, CHz-Nets), 1.14 (tr, 4.1H, CH3-Net3).

31P-NMR: (160 MHz, D20)
8 = 6.64.
MS (ESI): m/z 1221.14 ([M+Na]* [C42H70037P])

IR: ¥ [cm-1] = 3382 (OH), 2919 (CH), 2357 (P-H), 1364 (OH).
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23 Mono-[2-(H-phosphonat)]-Methyl-B-Cyclodextrin

RR'=H,CH;

In einem ausgeheizten Kolben werden 6.77 g (5.16 mmol) RAMEBCD (Cavasol
W?7) in 20 mL abs. Pyridin geldst. AnschliefSend werden 1.15 mL (6 mmol) Diphe-
nylphosphit zur Lésung hinzugegeben und fiir 1 Stunde bei RT geriihrt. Danach
wird mit einer Mischung aus je 3 mL Triethylamin und Wasser gequencht. Das L6-
semittel wird am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand in Wasser aufge-
nommen und mit Wasser gegen eine 1000 Da PES-Membran nanofiltriert. Ab-

schliefRend wird lyophilisiert.

Ausbeute: 5.41 g (3.65 mmol, 71%)
DS: 1.05
1H-NMR: (400 MHz, D20)

§ = 5.11 - 4.90 (m, 7H, H-1/1%), 3.96 (bs, 1.1H, H-10), 3.83 -
3.23 (m, 80H, 2/2"H-3/3’, H-4/4', H-5/5', H-6/6’, H-7/7" H-
8/8‘, OMe-3), 3.07 -3.02 (q, 3.8H, CH2-Nets), 1.12 (tr, 5.5, CH3-

Net3).
31P-NMR: (160 MHz, D20)
§=6.73
MS (ESI): m/z 1389.39([M+Na]* [C54H94037P])

m/z 1403.56 ([M+Na]*[CssH96037P])
IR: v [cm1] = 3384 (OH), 2926 (CH), 2357 (P-H), 1364 (OH).
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24 Mono-[2-(H-phosphonat)]-Heptakis-[6-deoxy-6-thiomethyl]-$3-

Cyclodextrin

In einem ausgeheizten Kolben werden unter N2 4.04 g (3 mmol) Heptakis-[6-
deoxy-6-thiomethyl]-B-CD in 40 mL abs. Pyridin geldst. Anschliefend werden 2.58
g (11 mmol) Diphenylphosphit zur Losung hinzugegeben und fiir 1 Stunde bei RT
gerihrt. Danach wird mit einer Mischung aus je 6 mL Triethylamin und Wasser
gequencht und 10 min geriihrt. Das Losemittel wird am Rotationsverdampfer ent-
fernt, der Riickstand in Wasser aufgenommen und der unldsliche Riickstand iiber
eine 0.45 pm Membran (BiodyneA, Pall) abfiltriert. Die Reaktionslésung wird ge-

gen eine 1000 Da PES-Membran mit Wasser nanofiltriert und abschlief3end lyo-

philisiert.

Ausbeute: 2.75 g (1.82 mmol, 61%)

DS: 1.13

1H-NMR: (400 MHz, D20)
6 = 5.05-4.90 (m, 7H, H-1/1), 4.20 (bs, 1.13H, H-8), 3.91 -
3.72 (m, 14H, H-3/3’, H-5/5), 3.56 - 3.34 (m, 14H, H-2/2"H-
4/49, 3.21 - 2.64 (m, 7H, H-6/6"), 3.07 -3.02 (q, 3.8H, CHa2-
Nets), 2.08 (s, 21H, H-7/7), 1.12 (tr, 5.5, CH3-Nets3).

13C-NMR: (125 MHz, CDCl3)
6 =101.2 (C-1/19, 82.4 (C-2/2"), 71.8 (C-3/3",4/4,5/5), 46.6
(CH2-Nets), 35.4 (C-6/6%),16.1 (C-7/7), 8.2 (CH3-Nets).

31P-NMR: (160 MHz, D20)

6 =8.48,6.12, 3.55.
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MS (ESI): m/z 734.8 ([M+H*] [C49H84032P2S7]),
m/z 1407.1 ([M+H*] [C49Hg4030PS7]),
m/z 1471.1 ([M+H*] [C4a9Hs5032P2S7]).

IR: 7 [em-1] = 3304 (OH), 2915 (CH), 2361 (P-H), 1361 (OH, P-O-
Alkyl), 1198 (P=0).

8.5.2 Synthese der Cyclodextrin-Hydroxypropylcellulose-Konjugate

25 CD-HPC-Konjugat aus 23 und nativer HPC

In einem ausgeheizten Kolben werden 700 mg (1.66 mmol) Hydroxypropylcellu-
lose und 3 g (2.07 mmol) Mono-[2-(H-Phosphonat)]-Methyl-B-Cyclodextrin 23 in
30 mL abs. Pyridin geldst. Anschliefiend werden unter Kithlung 492 pL (4 mmol)
Pivaloylchlorid zur Lésung hinzugegeben und iliber Nacht bei RT gertiihrt. Das Lo-
semittel wird am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand in Wasser aufge-
nommen und mit einer 10 kDa Cellulose-Membran gegen Wasser ultrafiltriert.

Abschliefsend wird lyophilisiert.
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Ausbeute:

DS:
1H-NMR:

31P-NMR:

IR:

1.4 g (1.42 mmol, 86%)

0.3

(400 MHz, D20)

§ = 5.12 - 4.92 (bs, 2.1H, H-1/1’), 4.40 3.05 (m, 43.5H, H-01 -
H-08, H-2/2’ - H-10), 1.14 -1.03 (s, 13.5H, H-09).

(160 MHz, D20)

6=6.72,3.64

¥ [cml] = 3401 (OH), 2894 (CH), 1453 (CHs, CHz), 1370 (OH,
P-0-Alkyl), 1195 (P=0).

26 CD-HPC-Konjugat aus 24 und nativer HPC

In einem ausgeheizten Kolben werden 480 mg (1.14 mmol) Hydroxypropylcellu-

lose und 1.7 g (1.18 mmol) Mono-[2-(H-phosphonat)]-Heptakis-[6-deoxy-6-

thiomethyl]-B-cyclodextrin 24 in 20 mL abs. Pyridin gelost. Anschliefend werden

unter Kiihlung 369 pL (3 mmol) Pivaloylchlorid zur Lésung hinzugegeben und

iiber Nacht bei RT geriihrt. Das Losemittel wird am Rotationsverdampfer entfernt,
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der Riickstand in Wasser suspendier und mit einer 10 kDa Cellulose-Membran

gegen Wasser ultrafiltriert. Abschliefdend wird lyophilisiert.
Aufgrund der Unléslichkeit des Produktes konnte keine Charakterisierung erfol-

gen.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

a-CD alpha-Cyclodextrin

Abb. Abbildung

ACN Acetonitril

AGU Anhydroglucoseeinheit

Aq. Aquivalente

B-CD B-Cyclodextrin

CDI Carbonyldiimidazol

CDMT 2-Chlor-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin
COSY Korrelationsspektroskopie

CuSO04 Kupfersulfat

Da Dalton

DC Diinnschichtchromatographie

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DIC N,N'-Diisopropylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DIMEB-CD Heptakis-(2,6-di-O-methyl)-B-Cyclodextrin
DMF Dimethylformamid

DMS Dimethylsulfat

DMSO Dimethylsulfoxid

DS Substitutionsgrad

E Extinktion

€ Extinktionskoeffizient

EE Ethylacetat

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
ESI Elektrospray-lonisation

g Gramm

G Gast-Molekiil
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AGo
GC
v-CD
GPE

AH
HA
HEPES
HES
HOAt
HOBt
HPBCD
HPLC
HPC
HSQC
HV

IR

ITC

Ks

A

L

LM

M-l

Me

min

mL
MonoCys
MonoTos

MS

Anderung der freien Energie
Gaschromatographie

gamma-Cyclodextrin
Glycidylpropargylether

Stunden

Enthalpie

Hyaluronsaure
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdaure
Hydroxyethylstarke
1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
Hydroxybenzotriazol
Hydroxypropyl-beta-Cyclodextrin
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Hydroxypropylcellulose
Korrelationsspektroskopie

Hochvakuum

Infrarotspektroskopie

Isotherme Titrationskalorimetrie
Komplexbindungskonstante [1/mol]
Wellenlange

Liter

Losemittel

Molar

Methyl

Minuten

Milliliter
Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-3-CD
Mono-[6-(p-toluolsulfonyl)]-B-Cyclodextrin

Massenspektrometrie
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MWG Massenwirkungsgesetz

NaAsc Natriumascorbat

NaOCl Natriumhypochlorit

NEt3 Triethylamin

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMM N-Methylmorpholin

NMR Kernspinresonanzspektroskopie

PES Polyethersulfon

pKs negativer dekadischer Logarithmus der Sdurekonstante
ppm parts per million

R allgemeine Gaskonstante

RAMEBCD Statistisch methyliertes beta-Cyclodextrin
rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SBEBCD Sulfobutylether-beta-Cyclodextrin
TEMPO 2,2,6,6,-Tetremethylpiperidinyloxyl

THF Tetrahydrofuran

T-ROESY Transverse-Rotating frame Overhauser Effect Spectroskopie
uv Ultraviolett

VIS sichtbares Licht

w Wirt-Molekiil

z.Bsp. zum Beispiel
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