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,Ob mir durch Geistes Kraft und Mund
Nicht manch Geheimnis wiirde kund;
Dass ich nicht mehr mit saurem Schweif§
Zu sagen brauche, was ich nicht weif;
Dass ich evkenne, was die Welt
Im Innersten zusammenhdlt.”

(Goethes Faust - Der Tragodie erster Teil)

fiir meine allerliebste Grofmutter



Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Synthese neuer, definierter sowie
wasserloslicher Cyclodextrine (CDs), die durch Komplexbildung in der Lage sind,

hydrophobe Gastmolekiile in wassrigem Medium zu solubilisieren.

Die Komplexierung lipophiler Anasthetika wie z. B. Midazolam und Sevofluran ist mit
Erfolg gelungen. AuBerdem wurden Farbstoffe wie NiLRoT und modifizierte BopiIPys
erfolgreich eingeschlossen und weitere hydrophobe Wirkstoffe wie Haloperidol oder

Testosteron wasserldslich gemacht.

In ihrer Herstellung wurden die wasserloslichen CDs sowohl an priméarer als auch
sekundadrer Seite regioselektiv modifiziert. Es wurden hydrophobe 6-Thioalkyl-CDs
verschiedener Kettenlange und (bi-)funktionelle Ethylenglykolmonomethylether-
Spacer erfolgreich synthetisiert, die weiterhin in einer nukleophilen Kupplungs-

reaktion miteinander verknipft werden konnten.

Somit konnten wasserldsliche und eindeutig definierte, hydrophile bzw. amphiphile
CDs synthetisiert werden, deren LcsT im Hinblick auf biologische Anwendungen nicht
im Bereich der Korpertemperatur liegt. Stellvertretend fiir alle hergestellten CDs zeigt
25 bei klinisch relevanten Konzentrationen weder toxische, mutagene noch

hamolytische Eigenschaften.

In einem weiteren Themenkomplex wurden Poly(cyclodextrinylacrylamid)e erfolgreich
synthetisiert und analysiert, wobei als Copoylmere N-Isopropylacrylamid (NiPAAm),
Hydroxyethylacrylamid (HEAA) und Dimethylacrylamid (DMAA) in unterschiedlichen

Verhaltnissen verwendet wurden.



Summary

The present work deals with the synthesis of new, well defined and water soluble
Cyclodextrins (CDs), which are able to solubilize hydrophobic guest molecules due to

complex formation in aqueous media.

Complexation of lipophilic anesthetics e.g. midazolam and sevoflurane was success-
fully obtained. In addition, dyes such as NiLe RED and modified BobDIPYS were
successfully solubilized, also as other hydrophobic APIs like haloperidol and

testosterone.

In their preparation, all water-soluble CDs were modified regioselectively at both
primary and secondary face. First of all, hydrophobic 6-thioalkyl-CDs with different
chain lengths and (bi-)functional ethylene glycol monomethyl ethers were success-

fully synthesized and linked in a nucleophilic coupling reaction.

Thus new, well defined and water soluble Cyclodextrins (CDs) have been developed,
measurements of LcsT were applied and in respect to biological applications, it is at
no time in range of body temperature. Representing all synthesized hydrophilic CDs,
25 showed neither toxic or mutagenic nor hemolytic properties at clinically relevant

concentrations.

Another topic deals with the synthesis of Poly(cyclodextrinylacrylamide)s. All
polymers have been successfully synthesized and analyzed; N-isopropylacrylamide
hydroxyethylacrylamide and dimethylacrylamide were used as comonomers in

different ratios.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Cyclodextrine

Als Cyclodextrine!® (CDs) bezeichnet man eine Substanzklasse der cyclischen
Oligosaccharide, die aus a-1,4-verkniipften D-Glucose-Einheiten aufgebaut sind.
Hierbei bezeichnet man die zyklische Anordnung von sechs Zuckermolekiilen als a-CD

(n =6), von sieben als B-CD (n = 7) und von acht als y-CD (n = 8) (vgl. Abb. 1-1):

— n

Abbildung 1-1. Allgemeiner raumlicher Aufbau von Cyclodextrinenm (links) und die

dreidimensionale Struktur und Nomenklatur der b Glucose-Einheiten™ (rechts).

Aufgrund der besonders glnstigen GroBe ihrer hydrophoben Kavitat fur viele
wasserunlosliche Molekilstrukturen (vgl. Abb. 1-2) finden diese konischen Zucker

sehr hdaufig Anwendung im Bereich des Wirkstofftransports.

0.49 nm 0.62 nm 0.79 nm

Abbildung 1-2. Innere Abmessungen (Durchmesser @) der am haufigsten verwendeten cDs.2

]

Cyclodextrine wurden erstmals 1891 von Villiers®® isoliert, aber erst 1903 von

Schardinger[G] als zyklische Oligosaccharide charakterisiert. Beweise zur Ausbildung
von Einschlussverbindungen wurden erstmals im Jahre 1932 von Pringsheimm

geliefert.



1 Einleitung 2

Er diskutiert ausfiihrlich die Struktur von Monosacchariden und die kristalliner
Polysaccharide (,Polysaccharide erster Art“), sowie von Polysacchariden ,kolloidaler
Natur”“, die er als ,Polysaccharide zweiter Art“ bezeichnet und erstmals das

Vorkommen von Einschlussverbindungen.

Alle kommerziell erhaltlichen CDs sind lGber den enzymatischen Abbau von Amylose
durch das Enzym Cyclodextrin-Glycosyltransferase, auch CGTase oder Cyclodextrinase
genannt, zuganglich. Dieses Enzym kann aus Bakterien, wie z.B. Klebsiella

[20] gewonnen werden, es

pneumoniae[sl, Bacillus circulans'® oder Bacillus macerans
baut jedoch die verschiedenen RinggrofBen nicht immer spezifisch ab. Aus diesem
Grund werden in einem weiteren Schritt spezielle Fallungsmittel eingesetzt, die in
einem Trennungsgang eingesetzt werden, damit so die verschiedenen Ringgréfien
voneinander getrennt werden koénnen. Hierbei macht man sich das spezifische
Einschlussverhalten der CDs zu Nutze und trennt zundchst mit einer Mischung aus
Tetrachlorethylen und Tetrachlorethan alle zyklischen Oligosaccharide aus der
Starkeldsung ab, um diese dann in weiteren Schritten einzeln auszufdllen. Hierbei
wird a-Cyclodextrin mittels Cyclohexan oder 1-Decanol ausgefillt, B-Cyclodextrin wird
durch Fluorbenzol oder Toluol abgetrennt und filir y-Cyclodextrin wird als

Fallungsmittel Anthracen oder Cyclohexadec-8-en-1-on benutzt. M2

Viele CDs finden heutzutage breite Anwendung u.a. in der kosmetischen und

pharmazeutischen Industrie, sowie Biomedizin."* So kénnen sie zum Beispiel als

[14

Stabilisatoren in pharmazeutischen Formulierungen I oder als Solubilisationshilfen

von Wirkstoffen®! eingesetzt werden und damit zu deren Erhdhung der

t[15] [16]

Bioverflgbarkei beitragen. Diese Eigenschaften der sog. Wirt-Gast Chemie

sollen auch in dieser Arbeit hinreichend genutzt werden (Abb. 1-3):

Abbildung 1-3. Wirt-Gast-Komplex aus Cyclodextrin (Kegel) und hydrophobem Molekil (Kreis).
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Anhand folgender Kalottenmodelle (Abb. 1-4) lassen sich anschaulich Zonen
unterschiedlicher Polaritdt der CDs erkennen, die fiir das Einschlussverhalten und
somit die Solubilisierung eines hydrophoben Wirkstoffs, wie im Folgenden

beschrieben, eine essentielle Rolle spielen:

Abbildung 1-4. Kalottenmodelle von a-, -, y-, und &-Cyclodextrin (v. |. oben nach r. unten).m

Alle Cyclodextrine sind nach auRRen hin polar (exohydrophil, hier blau dargestellt)
und in ihrem Innern apolar (endolipophil, hier dargestellt). Gerade deshalb

eignen sie sich gut als Wirte zum Einschluss von lipophilen Gastmolekilen !
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1.1.1 Regioselektive Modifizierung von Cyclodextrinen

Durch die gezielte Modifizierung von Cyclodextrinen kénnen deren Eigenschaften
in Bezug auf das Einschlussvermdgen hydrophober Molekiile und deren Loslichkeit in

wassrigen und organischen Medien entscheidend verandert werden.!!!

Hierbei kénnen beide Seiten des Cyclodextrins, die primdre und sekunddre Seite,
jeweils getrennt voneinander funktionalisiert werden und man erhédlt Cyclodextrine

mit unterschiedlichster Struktur und somit auch Polaritat (Abb. 1-5):

primare Seite

sekundare Seite

Abbildung 1-5. Primdre und sekunddre Seite am Beispiel eines B-Cyclodextrins.

Wie in obiger Abbildung 1-5 erkennbar, befinden sich am Beispiel des B-Cyclodextrins
an primdrer Seite sieben, an sekundarer Seite vierzehn Hydroxygruppen, die

modifiziert werden kénnen.

Je nach Modifikation oder Substitution der OH-Gruppen kann sich die Kavitdt des CDs
sowohl in ihrer Form als auch in ihrer GroRe stark verdndern. Derivate mit (ionischen)
Thioethern als Seitengruppen sind beispielsweise dafiir bekannt, starke Bindungen
mit hydrophoben Molekiilen einzugehen und sind somit in der Lage, auch schwer
I6sliche hydrophobe Wirkstoffe zu solubilisieren.*71118! Beispiele hierfiur sind die

11291 Bereits in

bereits kommerziell erhéltlichen Derivate Sugammadex[lg] und Captiso
vorherigen Arbeiten wurden solche Derivate des B-Cyclodextrins erfolgreich
synthetisiert, dabei wurde sowohl| die primare als auch die sekunddre Seite des

Cyclodextrins modifiziert (Abb. 1-6).[21]
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0
DMF, 78°C
0, ',/
65% HO  OH
7
0
K,CO4
o Yo | TMU, 150°C
ey 75 %

Abbildung 1-6. Dreistufige Synthese zu 6-Thioalkyl-B-Cyclodextrinen in Anlehnung an

Mazzaglia et al.t??

Bereits hier ist erkennbar, dass die sekundar mit Oligoethylenglykol modifizierten 6-
Thioalkyl-B-Cyclodextrine nach Mazzaglia et al?? in guten Ausbeuten in drei Stufen
einfach herzustellen sind. Es handelt sich hierbei um statistische und amphiphile B-
Cyclodextrin-Derivate, die in folgender Arbeit weiterentwickelt und deren
Synthesestrategie auf andere Cyclodextrine Ubertragen werden soll. Jene
Endprodukte sollen noch intensiver analysiert und zukiinftig als Transporter fir

hydrophobe Wirkstoffe zum Einsatz kommen.
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1.1.2 Amphiphile Cyclodextrine: Arten und Synthese

Als Amphiphilie wird jene chemische Eigenschaft einer Substanz bezeichnet, die
sowohl polare (hydrophile) als auch apolare (lipophile) Gruppen enthalt. In der
Konsequenz sind jene Substanzen sowohl in polaren Lésungsmitteln wie Wasser als

auch in organischen, apolaren Lésungsmitteln lslich.!?*!

Amphiphile Cyclodextrine sind erst seit etwa 25 Jahren bekannt und wurden erstmals

1124 synthetisiert. Es folgten Arbeiten von Ling et

im Jahre 1986 von Kawabata et a
al.’®! im Jahre 1993 iiber die Ausbildung fliissigkristalliner Strukturen amphiphiler

Verbindungen.

Zunachst konnen amphiphile CDs aufgrund ihrer &duferen Form unterschieden
werden. An primdrer Seite monosubstituierte Derivate werden je nach Aussehen des
Substituenten auch als lollipop-shaped (links) bzw. cup-and-ball-shaped (rechts)
amphiphile CDs bezeichnet (Abb.1-7):

Abbildung 1-7. Lollipop-(l.) und cup-and-ball-shaped (r.) amphiphile CDs.2®

Auch persubstituierte Derivate kdnnen aufgrund ihrer dufleren Form in verschiedene
Gruppen unterteilt werden. In der Literatur wird zwischen medusa-like, skirt-shaped

und bouquet-like amphiphilen CDs unterschieden (Abb. 1-8):
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Abbildung 1-8. Formen persubstituierter amphiphiler CDs: (a) Medusa-like, (b) skirt-shaped

und (c) bouquet—shaped.m]

Medusa-like amphiphile CDs (a) sind aufgrund ihrer einfachen Synthese eine haufig
vorkommende Variante. Sie kdnnen in einer zweistufigen Synthese durch nukleophile
Substitution an der primaren Seite erhalten werden. Im ersten Schritt werden die
primadren Hydroxygruppen aktiviert, etwa durch Tosylierung oder Halogenierung,m]
wonach mittels nukleophiler Substitution mit einem Alkoholat oder Thiolat das

Endprodukt erhalten wird.?*?%!

Skirt-shaped amphiphile CDs (b) lassen sich in einer drei- bzw. vierstufigen Synthese
darstellen. Hierbei werden zundchst die primdren Hydroxygruppen durch eine
geeignete Schutzgruppe wie z.B. Silylgruppen geschiitzt, die sekundare Seite
umgesetzt, um schlussendlich die priméare Seite wieder zu entschitzen und die freien

Hydroxygruppen zu erhalten.’*”

Bouquet-shaped amphiphile CDs (c) sind sowohl an der primaren als auch an der
sekundédren Seite modifiziert. Sie enthalten meist lange Alkylketten, wobei es sich um
langkettige Ester- oder Ethergruppen handelt.?" Durch die Modifizierung der CDs
sowohl an der priméaren als auch an der sekundaren Seite wird die Wasserldslichkeit

des nun amphiphilen Molekiils stark verringert.
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Zum Anderen kénnen amphiphile CDs aufgrund ihrer Ladung unterschieden werden.

Allgemein gibt es ionische und nicht-ionische Molekilstrukturen (Abb. 1-9):

Hycl”

Abbildung 1-9. lonisches®? (I.) bzw. nichtionisches??! (r.) amphiphiles CD.

Das in Abbildung 1-9 dargestellte kationische Derivat mit Thioether als hydrophobem
Molekilteil und derivatisiertem Polyethylenglykol (PEG) in 2-Position wurde von

1.2 2002 synthetisiert, das nichtionische amphiphile CD von Mazzaglia

Donohue et a
et al.?¥, wie auch in vorheriger Arbeit bereits adaptiert[m, im Jahr 2001. Hierbei
kann die Alkylkette des Thioethers verschiedene Langen haben. Das ionische Derivat
wurde mit einer Kettenlange von sechs und 16 (R = CgH13, C16H33), das nichtionische
Derivat zusatzlich mit Kettenlangen von zwei und zwolf (R = CyHs, CipHjs)
synthetisiert. Die PEG-Kette hat im Durchschnitt eine Ldnge von ein bis drei Einheiten
(n=0-2).

lonische Derivate lassen sich wiederum in anionische und kationische, amphiphile CDs

unterteilen (Abb. 1-10), nicht-ionische in selektiv modifizierte und persubstituierte

CD-Derivate (Abb. 1-11).

o
HsCl

Abbildung 1-10. Kationisches®? (I.) bzw. anionisches®” (r.) amphiphiles CD.
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Anionische, amphiphile CDs wurden u.a. von Kraus et al.® durch Derivatisierung der
sekundédren Seite synthetisiert. Hierbei wurden allylierte CDs eingesetzt, mittels OsO,
zum Alkohol umgesetzt und anschlieRend mit TEMPO zur Carbonsadure oxidiert.
Roehri-Stoeckel> kuppelten Carbonsdureester mittels ,Click-Chemie” an die primare
Seite des CDs. An ein Per-6-Azidoderivat des CDs wurde in einer 1,3-dipolaren
Cycloaddition ein Carbonsdureester mit Acetyleneinheit unter Ausbildung eines

Triazolrings gekuppelt.

Abbildung 1-11. Mono-[%](l.) bzw. persubstituiertesm](r.) amphiphiles CD.

Monosubstituierte, amphiphile CDs werden durch selektive Reaktion einer

Hydroxygruppe, entweder einer primdren oder einer sekundaren, synthetisiert.

Grund fir das grolRe Interesse zur Herstellung solcher Verbindungen ist ihre
Anwendung im pharmazeutischen und medizinischen Bereich. Durch das
Vorhandensein von polaren sowie apolaren Molekiilgruppen erhofft man sich eine
verbesserte Interaktion sowohl mit wdssrigen Systemen wie Blut, als auch mit

[23] Apolare Gruppen

biologischen Membranen und hydrophoben Medikamenten
konnen hierbei langkettige Ester oder Ether sein, als polare Gruppen kdnnen ionische
Substituenten bzw. Carbonsdurederivate verwendet werden. Auch die Herstellung
von Nanopartikeln und anschlieRende orale Administration sind bereits in der

Literatur beschrieben.®”
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1.1.3 Cyclodextrine als Wirkstofftransporter

Allgemein setzt die Verwendung eines Cyclodextrins als Wirkstofftransporter die
Ausbildung eines Wirt-Gast-Komplexes zwischen CD (Wirt) und zu transportierendem
Wirkstoff (Gast) voraus und kann anhand folgender Abbildung (Abb. 1-12)

verdeutlicht werden:

Abbildung 1-12. Ausbildung eines Wirt-Gast-Komplexes, hier dargestellt als

Gleichgewichtsreaktion; K, = Gleichgewichtskonstante.

Der abgebildete Kegelstumpf steht stellvertretend fiir den CD-Wirt, die farbige Kugel
fur den zu solubilisierenden Gast. K entspricht der Gleichgewichtskonstanten der
Komplexbildung fir beide Komponenten. Sie steht fir die Stdrke der Komplex-
bildung, sagt jedoch nichts liber die Menge des gebundenen Wirkstoffs in der Kavitat
des CDs aus. Hierfiir kann der Begriff des Fiillgrads verwendet werden. Er wird
entweder in mol% oder g% angegeben und gibt eindeutig an, wieviel Prozent an CD

mit Wirkstoff beladen sind.3®

Es gibt bereits viele kommerziell erhdltliche nicht amphiphile CD-Wirkstoff-Kom-
plexe, die auf eine lange und weitreichende pharmazeutische Anwendung zurick-
blicken kénnen (Tab. 1).[26][39] Sie finden u.a. Verwendung in Form von Tabletten,

Suppositorien, Kaugummi oder zur intravendsen Darreichung:

Tabelle 1. Beispiele von pharmazeutischen Praparaten, die CDs enthalten.!*”

Wirkstoff CD Markenname Darreichungsform Land
Prostavastin, . Lt’)sung"zur
Alpostadil a id intravendsen- Japan, Europa, USA
Rigidur Administration

Omeprazol B Omebeta Tablette Europa
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o Brexin, Floen, Tablette, -
Piroxicam B o Europa, Brasilien
Cicladon Suppositorium
Cephalosporin B Meiact Tablette Japan
Nicotine B Nicorette, Nicogum Tablette,. Europa
Kaugummi
. . . Intravendse
Mitomycin HPBCD Mitozytrex Injektion Europa, USA
Chloroamphécinol MeBCD Clorocil Augentropfen Europa
17-B-Estradiol MeBCD Aerodiol Nasenspray Europa

Auf diese Weise kann auch das lipophile Narkosemedikament Propofol (2,6-

Diisopropylphenol, vgl. Abb. 1-18) durch den Einschluss in ein Sulfobutyl-etherderivat
des B-Cyclodextrins oral verfligbar gemacht werden.!*®]

Im Allgemeinen werden bisher jedoch nur wenig amphiphile CDs als Transporter
verwendet, wobei diese doch in besonderem MaRe die Voraussetzungen zur An- oder
Einlagerung in biologische Membranen erfilllen und somit eine neue und
vielversprechende Substanzklasse im groBen Bereich des Wirkstofftransports (Abb. 1-

13) darstellen.!*®

Mazzaglia et al.'“?l verwenden amphiphile 6-Thioalkylcyclodextrine als Transporter

| [43

fur das hydrophobe Phytodstrogen Genistein, Memisoglu-Bilensoy et a I konnten

bereits 2005 ein Derivat des Brustkrebsmedikaments Tamoxifen in amphiphile B-CD-

Nanopartikel einschlieBen. Oft werden amphiphile CDs in Form von Nanopartikeln

dazu genutzt, Wirkstoffe an ihren Wirkort zu transportieren.”‘”

Ein weiteres Anwendungsgebiet meist kationischer amphiphiler CDs ist das weite Feld

« ,[45]

des ,Gene Delivery”; im Besonderen des siRNA-Transports[46”47”48]

und der

Gentransfektion.*®!

Viele amphiphile Cyclodextrine lagern sich zudem zu supramolekularen Strukturen

zusammen. Dies kénnen Mizellen (Abb. 1-13),[5°] Vesikel,[5” Einfachschichten,[Sz]

| [53] [37 |[25]

doppelschichtige Vesike [29] Nanokapseln Ioder flissigkristalline Nanopartike

sein. Hierbei kann es auch zur Ausbildung von Nanotubes®* und Janus-Partikeln!®"
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kommen. Dadurch wird eine Verbesserung des Wirkstoffeinschlusses und somit auch

[24,46]

des Transports im wassrigen Milieu erhofft.

Abbildung 1-13. Kalottenmodell einer Cholesterol-2,6-di-O-methyl-B-cyclodextrin-Mizelle.

(Rickschluss aus dem Lange-Dichte-Profil von Messungen der Neutronen und

Rbntgenstreuung).lso]
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1.2 Besondere Gastmolekiile fiir Cyclodextrine

Cyclodextrine sind seit jeher dafiir bekannt, hydrophobe Gastmolekiile grofRen-
spezifisch einzuschlieBen. Hierbei schlieBt a-Cyclodextrin besonders gut aliphatische

[55]

Molekulstrukturen'”’ und auch Gase wie beispielsweise Xenon®® (vgl. Abb. 1-22) ein.

B-Cyclodextrine sind spezifisch flir Sechsringverbindungen oder Kafigstrukturen wie

(57

Adamantan oder Carborane®®” und v-Cyclodextrine solubilisieren gréfRere Molekile

wie Fu/lerene,[58] Naphthalin, Azulen oder Tetracen.!'®

Im Folgenden werden verschiedene Gastmolekiile beschrieben, die im Verlauf der
Arbeit von verschiedenen amphiphilen oder hydrophilen Derivaten des Cyclodextrins

solubilisiert und untersucht werden.

1.2.1 Hydrophobe Farbstoffe

1.2.1.1 NiILROT

NiLROT (Abb. 1-14), ein neutraler, hydrophober und solvatochromer Phenoxazin-
Farbstoff®® ist nur schwer in wassrigen Losemitteln wie H,O oder HEPES-Puffer
[6slich (Go= 0.69 ul\/l)[GO] und zeigt aufgrund seiner Solvatochromie einen bathochro-

men Shift der UV-Absorption mit wachsender Polaritdt des Losemittels (vgl. Abb. 5-6).

"

N

)

CHs

CHs,

Abbildung 1-14. NiLROT, ein solvatochromer Phenoxazin-Farbstoff.l*"

[61

Zur Anwendung kommt der Farbstoff als Fluoreszenzmarker in Zellen I oder fiir

Vesikel'®®! bzw. allgemein als Marker fir biologische Systeme, im Speziellen von

Proteinoberflichen!®"

oder intrazelluldren Lipidtrépfchen.[631 Burgess et al.'®™ nutzen
NILROT als Energietransferkassette zur Erzeugung von Chemolumineszenz ebenfalls zur

Markierung biologischer Systeme.
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In folgender Abbildung (Abb. 1-15) sind photophysikalische Eigenschaften des

Farbstoffs zusammengefasst:

Aex/nm Amax.e/ M D, T¢/ns conditions
600 660 042 H,0O
580 612/650 2.8/0.9 pH 8.7 (tris buffer)
591 657 H,O
550 665 0.018 0.65 H,0O
559 629 0.57 3.65 EtOH

Abbildung 1-15. Photophysikalische Eigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffs NILROT in

verschiedenen Medien.!®!

Hierbei entspricht die erste Spalte der maximalen Absorptionswellenlange, es folgen
maximale Fluoreszenz-Emissionswellenlange, Fluoreszenz-Quantenausbeute und Fluo-

reszenzlebensdauer im entsprechenden Medium.

NIiLROT wurde bis dato bereits in B- und y-Cyclodextrine komplexiert. Srivatsavoy,[ss]

Hazra"®” und Wagner[67] benutzen hierbei jedoch lediglich native Cyclodextrine.

1.2.1.2 Bobiry-Farbstoffe

Die in folgender Abbildung (Abb. 1-16) gezeigten Molekilstrukturen zahlen zu den

sogenannten BobIPY (Bordifluorid-dipyrrinato-Komplex)-Fluoreszenzfarbstoffen:

Abbildung 1-16. Ferrocen- und adamantansubstituierter Bopipy B1 (G, =0.0 uM) und B2
(Go = 280.46 uM).
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Hierbei handelt es sich um 4,4-Dif|uoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-Farbstoffe,[GS]

die eine starke UV-Absorption sowie eine scharfe Fluoreszenzemission und damit
verbundene hohe Quantenausbeuten zeigen. Gegeniliber Polaritdt und pH ihrer
Umgebung sind sie weitestgehend unempfindlich und unter physiologischen Bedin-
gungen stabil. Gerade deshalb eignen sich Bobipy-Farbstoffe hervorragend als
Fluoreszenzmarker fiir z. B. Cholesterol bei Mikroskopie an lebenden Zellen, ' fir
Proteinel’” oder DNA."Y Ein weiteres Anwendungsgebiet kann die spezifische

[72

Detektion von Schwermetallen wie z.B. Quecksilber (Hg2+) sein,”? auch in Verbindung

mit dem Einschluss in native Cyclodextrine. Weitere Einschlussverbindungen sind mit

| [73

B-Cyclodextrin nach Ng et a I'bekannt.

Die Herstellung der hier untersuchten Farbstoff-Systeme ist in nachfolgendem

Schema (Abb. 1-17) am Beispiel des adamantansubstituierten Bobipy-Farbstoffs B2

9l °
H,N I

o) o] @
PO o n O i
19

19a

illustriert:

CuS0O,-H,0, Natriumascorbat

DMSO, Wasser, rt, 24 h

Abbildung 1-17. Syntheseroute des adamantansubstituierten Bobpipys B2.

Hierbei wird aus der Ausgangsverbindung, dem bifunktionellen Spacer 19, in einer
nukleophilen Substitutionsreaktion mit 1-Adamantanamin das ebenfalls bifunktionelle
Zwischenprodukt 19a synthetisiert. Dieses wird in einer sogenannten Click-Reaktion

)[74]

([2+3]-Cycloaddition/Huisgen-Reaktion mit einem bereits alkinfunktionalisierten

BopIPY zur Endverbindung B2 umgesetzt.
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1.2.2 Lipophile Anasthetika

1.2.2.1 Injektionsnarkotika

Unter einem Andsthetikum versteht man ein Medikament, welches der Erzeugung
einer Andsthesie, d.h. einem Zustand der Empfindungslosigkeit zum Zweck einer

operativen oder diagnostischen MalRnahme dient.!”?!

Bei den folgenden Verbindungen Propofol und Midazolam (Abb. 1-18) handelt es sich
um lipophile Wirkstoffe, die beide medizinisch bereits als Narkotikum genutzt

werden.
4 P
Cl =N

Abbildung 1-18. Struktur der Anasthetika Propofol und Midazolam.

Propofol, 1,6-Diisopropylphenol, wird bis dato intravends als Fettemulsion appliziert,
da die Loslichkeit in Wasser mit Go = 0.12 g/L zu niedrig ist. Diese Darreichungsform
ist mit wesentlichen Nachteilen behaftet, da sie zum Einen bei der Applikation
schmerzhaft ist, zum Anderen eine gute Nahrlésung fir schnelles Keimwachstum
bietet und bei Verabreichung am Patienten mit der Erhohung der Blutfette (=
Hyperlipidamie) einhergeht.[76] Diese Probleme lieen sich durch Komplexierung in

ein Derivat des Cyclodextrins |6sen.

Midazolam ist ein Sedativum aus der Gruppe der Benzodiazepine und wirkt angst-
und krampflésend sowie muskelrelaxierend. Es zeigt seine beruhigende Wirkung

77} oder eines

jedoch erst nach 30-60 Minuten, wenn es oral in Form einer Tablette
Sirupsm] appliziert wird und hat zudem einen duRerst bitteren Geschmack.”®! Es wird
somit fast ausschlieBlich zur Pramedikation z. B. vor Operationen eingesetzt. Durch
Solubilisierung in einem Cyclodextrin soll es gelingen, den Wirkeintritt zu

beschleunigen, somit die Bioverfigbarkeit zu steigern und gleichzeitig durch die
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Maskierung des bitteren Geschmacks die ,,Compliance” am Patienten, d.h. den sog.

[80

Patientenkomfort eindeutig zu erhdhen. I Bisher wurden Cyclodextrine bereits zur

Solubilisierung nasaler Applikationen von Midazolam genutzt.[gl’gzl

1.2.2.2 Inhalationsnarkotika

Folgende Wirkstoffverbindungen (Abb. 1-19) Sevofluran, Isofluran und Halothan

[83]

gehoren zur Klasse der volatilen Inhalationsandsthetika und sind anhand ihrer

Molekilstruktur der Gruppe der Flurane zuzuordnen.®¥

CF3 Fw_O._CF; T

F,C”~ Y07 F

Abbildung 1-19. Struktur der volatilen Narkotika Sevofluran, Isofluran und Halothan.®

Alle oben genannten halogenierten Kohlenwasserstoffe oder Haloether werden oder

wurden neben N,O, Chloroform oder Cyclopropan aufgrund ihres hohen Dampfdrucks

lange Zeit als Inhalationsnarkotika genutzt (vgl. Abb. 1-20).[83]

20
*Sevoflurane
I
=
E 15 *Isoflurane
E Halothane g “Methoxyflurane
E: *Fluroxene ¢ Ethyl vinyl ether
'?Ec 10 - Propyl methyl ether
I= Trichloroethylene Isopropenyl vinyl ether
2 Cyclopropane
E 5 - Vinethene
= Chloroform el Ethylene
z Ethyl chloride Y
Ether
N,O
0 2 T T T T T T T T

1830 1850 1870 1890 1910 1930 1950 1970 1990
Einfihrungsjahr

Abbildung 1-20. Geschichte der Inhalationsanisthetika.® (*Verbindungen enthalten Fluorid)

Flurane besitzen mit 48.5 °C fir Isofluran, 50.2 °C fir Halothan bzw. 58.8°C fir

Sevofluran einen sehr niedrigen Siedepunkt und sind im wassrigen Medium nur sehr

]

schwer 16slich.®! Durch den Einschluss in Cyclodextrine ware eine intravenose

Applikation denkbar und somit eine genauere und einfachere Dosierung moglich. In
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dieser Arbeit wird der Einschluss von Halothan und Sevofluran genau beschrieben, die

Untersuchungen von Isofluran konnten bis dato noch nicht abgeschlossen werden.

In folgender Abbildung (Abb. 1-21) ist der Einschlusskomplex von z. B. Sevofluran mit
einem 6-Thioalkyl-B-Cyclodextrin dargestellt. Es handelt sich hierbei um einen 1:1-

Komplex, d.h. pro CD wird genau ein Molekil Sevofluran solubilisiert.

o

R\

)

Abbildung 1-21. Wirt-Gast-Komplex: der Einschluss von Sevofluran in ein amphiphiles
6-Thioalkyl-B-CD im 1:1-Komplex.

1.2.3 Xenon

Xenon, ein geruchloses und gleichzeitig das seltenste nicht radioaktive Edelgas,
wird seit etwa einer Dekade ebenfalls als volatiles Inhalationsanasthetikum

genutzt.[%] Es ist eines der umweltfreundlichsten und vertraglichsten Andsthetika und

11871

wurde von Cullen et a vor annahernd 65 Jahren zum ersten Mal beschrieben.

Xenon besitzt im Vergleich zu anderen volatilen Narkotika und Propofol die Vorteile,
dass bei Anwendung am Patienten der Blutdruck stabiler, der Puls niedriger und ein

schnelleres An- und Abfluten des Narkotikums gewéhrleistet ist. (88l

Abbildung 1-22. Abstrakte Darstellung des Einschlusses von Xenon in ein cp.®
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Obwohl es somit eines der vertraglichsten Andsthetika darstellt, kann es aufgrund
seiner begrenzten Verfligbarkeit und des daraus resultierenden hohen Preises nur

891 burch den Einschluss in ein Cyclodextrin (Abb. 1-22) soll es

wenig genutzt werden.
zuklnftig oral oder intravends applizierbar, somit wesentlich genauer dosierbar und

deutlich bezahlbarer werden.

1.2.4 Weitere hydrophobe Wirkstoffe

Zusatzlich zu den in vorherigen Teilkapiteln diskutierten Molekiillen werden
folgende hydrophobe Wirkstoffe durch die in dieser Arbeit synthetisierte CDs
solubilisiert (Abb. 1-23):

(b)

HN/j
o)\N
0

] C o) NQ—< >—C| Y[/

Abbildung 1-23. Haloperidol (a), Lopinavir (b), Paclitaxel (c¢) und Testosteron (d).

Bei Haloperidol (Abb. 1-23 (a)) handelt es sich um ein Neuroleptikum mit geringer
Loslichkeit in wassrigen Medien von 0.38 g/L. %1 Es wurde erstmals im Jahre 1958
von Hermans synthetisiert und kann u. a. zur Behandlung von Wahnvorstellungen,

.51 zur Verbesserung der

korperlicher Unruhe oder Schizophrenie verwende
Wasserloslichkeit wird es im Folgenden in Derviate des B-Cyclodextrins

eingeschlossen.
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Lopinavir (Abb. 1-23 (b)) ist ein HIV-Protease Inhibitor aus der Wirkstoffklasse der
Virostatika und mit einer Loslichkeit von lediglich 3.6+10 g/L schlecht wasserloslich.
Er wird zur Behandlung einer HIV-Infektion verwendet und z&dhlt somit zu den
sogenannten AIDS-Medikamenten. Durch Einschluss in Cyclodextrine soll die

Wasserldslichkeit entscheidend verbessert werden.!®%

Bei Paclitaxel (Abb. 1-23 (c)), auch Taxol genannt, handelt es sich um ein natdrliches
Diterpenoid, welches aus der Rinde von Taxus brevifolia, der westlichen Eibe
gewonnen wird. Es findet Anwendung als Zytostatikum und wird zur Behandlung
verschiedener Krebsarten wie Darm-, Prostata- oder Brustkrebs genutzt. Die
Wasserloslichkeit ist mit hochstens 6 pg/mL sehr gering und soll deshalb im

Folgenden in Derivate des B-Cyclodextrins eingeschlossen werden.

Testosteron (Abb. 1-23 (d)) zahlt zur Klasse der Sexualhormone (Androgene) und ist
mit einer Loslichkeit von 0.02 g/L nur gering wasserloslich. Es beeinflusst die
Ausbildung des mannlichen Phdnotyps, den Aufbau der Muskelmasse, die
Knochendichte sowie den Fett- und Zuckerstoffwechsel. Auf die Haut hat Testosteron
eine besondere Wirkung, da es Talgdriisen stimuliert und das Haarwachstum
reguliert.[g‘” Durch die Solubilisierung des Testosterons durch Cyclodextrine sollen
sich neue Anwendungsgebiete ergeben, die Anwendungen in und auf der (Kopf-)Haut

betreffen.
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1.3 Transport von Cyclodextrin-Gast-Komplexen im Koérper

Zugefihrte Wirkstoffe sollen im Korper auf schnellstem Weg zu ihrem Wirkort, den
Zellen, transportiert werden. Diese sind von einer Lipid-Doppelschicht, der
Zellmembran umgeben, die der Wirkstoff passieren muss, um in die Zelle einzu-
dringen (vgl. Abb. 1-24). Biologische Membranen sind im Allgemeinen lipophil, ihre
Umgebung ist meist ein hydrophiles Milieu (= Blut), weshalb der Wirkstoff bestimmte
Voraussetzungen erfillen muss, um optimal zur Zelle transportiert zu werden und

schlussendlich auch aufgenommen werden zu kénnen.

»
o

A 888
Cboc%bOOOC)OO@OOOOOOOGO
1 E E}

2

Abbildung 1-24. Phasen des Wirkstofftransports an und in die Zellmembran und den
spezifischen Rezeptor; 1 = Cyclodextrin, 2 = Wirkstoff, 3 = Cyclodextrintransporter, 4 = Poly-
mergebundener Cyclodextrintransporter, 5 = Polymergebundener Cyclodextrintransporter mit

zellspezifischem Liganden, 6 = Rezeptor fir zielgerichteten Transport.[95]

Um als Wirkstoff optimal bioverfliigbar zu sein, sollte er sowohl hydrophil genug sein,
um im Blut transportiert zu werden (Abb. 1-24 (1)), als auch lipophil genug, um in die

Zelle eindringen zu kénnen (I).

Hintergrund der Herstellung von Cyclodextrin-(Co)Polymere als Wirkstofftransporter
ist die Tatsache, dass, wie bereits erwahnt, die aktiven Wirkstoffe im Anschluss an
ihre Solubilisierung durch den Cyclodextrin-Wirt zu ihrem eigentlichen Wirkort, der
Zelle, transportiert werden. Dort angekommen, kann der Wirkstoffkomplex aufgrund

der amphiphilen Struktur des CDs teilweise in die Zellwand der gewiinschten Zelle
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eindringen und den Wirkstoff abgeben, welcher dann in das Zellinnere vordringen

kann (Abb. 1-25):

Abbildung 1-25. Kontrollierte Freigabe des Wirkstoffs nach Eindringen des CDs in die Zellwand.

Um nun den kompletten Durchtritt des Cyclodextrins durch die Zellmembran zu
verhindern und den leeren Transporter zurickzuhalten, soll das amphiphile

Cyclodextrin zusatzlich in ein Polymer eingebaut werden (Abb. 1-26 (l11)).

Abbildung 1-26. Polymergebundener Cyclodextrin-Transporter 4 in einer Zellwand verankert

und durch das anhdngende Polymer davon abgehalten, komplett in die Zelle einzudringen.

Somit entsteht ein polymergebundener Cyclodextrin-Transporter, der den Wirkstoff
zur Zelle bringen kann, selbst nicht vollstandig in die Zelle eindringt, den Wirkstoff

jedoch kontrolliert in das Zellinnere freildsst.

Hierbei spielt es zunachst keine Rolle, um welches Polymer es sich handelt.
Optimalerweise ist es nicht toxisch, bioabbaubar und leicht mit CDs verkntpfbar bzw.

kann aus ihnen hergestellt werden.

Hier liegt die Idee nahe, Cyclodextrin-Monomere, in diesem Fall Acryl-Monomere als



1 Einleitung 23

Precursor herzustellen und diese in einer radikalischen Polymerisation zu verknilpfen,
wie es in Kapitel 6 ausfiihrlich beschrieben wird. Nach ausfihrlichem Test sollen diese
natdrlich fir biologische Anwendungen durch sehr dhnliche, gleich wirksame, jedoch

weniger toxische Verbindungen ersetzt werden.
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2 Zielsetzung

Das Ziel der vorgelegten Arbeit ist die Synthese und Analyse neuer, definierter
sowie wasserloslicher Cyclodextrin-Wirte, die in der Lage sind, durch Komplexbildung

hydrophobe Gastmolekiile in wassrigem Medium zu solubilisieren.

Ein Hauptaugenmerk liegt hierbei auf der Komplexierung lipophiler Andsthetika wie
Injektions- und Inhalationsanasthetika, besonders zu erwdhnen sei hier das Edelgas
Xenon. Es sollen auBerdem Farbstoffe wie NILROT und BobIPYs eingeschlossen und
weitere hydrophobe Wirkstoffe wie Haloperidol, Liponavir, Paclitaxel und Testosteron
wasserldslich gemacht werden. Hierbei soll die Komplexbildung mit den dargestellten

Cyclodextrinen mit geeigneten Mitteln untersucht und optimiert werden.

Die wasserldslichen Cyclodextrin-Wirte sollen sowohl an primarer als auch sekundarer
Seite regioselektiv modifiziert werden. Zunadchst sollen in einem ersten Schritt
hydrophobe 6-Thioalkylcyclodextrine und (bi-)funktionelle Ethylenglykolspacer
verschiedener Langen synthetisiert werden, die dann in einer nukleophilen
Kupplungsreaktion miteinander verknupft werden. Es sollen somit wasserlésliche
hydrophile bzw. amphiphile Cyclodextrin-Wirte (je nach Liange der Thioetherkette)
erhalten werden. Besonders wichtig ist hier die Bestimmung der Lower Critical

Solution Temperature (= LcsT) im Hinblick auf biologische Anwendungen.

Desweiteren soll der Transport der erhaltenen Cyclodextrin-Wirkstoffkomplexe an
und durch Zellmembranen untersucht und optimiert werden. Zusatzlich werden die

Verbindungen auf Toxizitat und mutagenes sowie hamolytisches Potential untersucht.

Ein weiterer Themenkomplex ist die Synthese und Analyse von Cyclodextrin-
(Co-)Polymeren, den sogenannten Poly(cyclodextrinylacrylamid)en. Als Copoylmere
sollen  N-lsopopylacrylamid (NiPAAm), Hydroxyethylacrylamid (HEAA) und
Dimethylacrylamid (DMAA) verwendet werden. Die Analyse der Polymere beinhaltet
ihre NMR-spektroskopische Untersuchung, die Bestimmung der LcsT sowie die

Ermittlung der Molmasse mittels Gelpermeationschromatographie.
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3 Synthese hydrophober 6-Thioalkyl-Cyclodextrine

Die Synthese der 6-Thioalkyl-Cyclodextrine erfolgt nach folgendem, zweistufigem

Syntheseschema (Abb. 3-1):

NBS, PPh; NaRg
/ 3
DMF n DMF HO OH ],

:n=6,Rs=SMe, 70%
:n=7,Rs=SMe, 86%
:n=8,Rs=SMe, 76%
:n=7,Rs=SEt, 86%
:n=7,Rg=SPr, 62%
:n=7,Rg=5SBu, 74%

N o u s wN

Abbildung 3-1. Syntheseroute zur Darstellung von 6-Thioalkyl-CDs.

Hierbei wird in der ersten Stufe die Umsetzung analog einer Vorschrift von Chmurski
et al.'”® zum primar vollstandig bromierten Cyclodextrin 1 durchgefiihrt. Es werden

sowohl das a-Derivat, als auch das B- und y-Derivat hergestellt.

In einem zweiten Schritt erfolgt die Synthese in abgewandelter Form nach Falvey et
al.,[%] anstelle des beschriebenen Thiols wird jedoch bei allen synthetisierten
Methyl-, Ethyl- und Butylthioethern direkt das entsprechende Thiolat eingesetzt,
sodass der Schritt der Deprotonierung mit Natriumhydrid entfallen kann. Im Fall des
Propylthioethers wird allerdings wie beschrieben, das entsprechende Propylthiol
eingesetzt, was die Reaktionszeit somit deutlich verlangert.

AuBerdem hat die Verwendung entsprechender Thiolate den grofen Vorteil, dass
diese in ihrem Geruch deutlich dezenter sind als die entsprechenden Thiole, weshalb
die Verwendung der entsprechenden Thiolate denen der Alkylthiole immer

vorzuziehen ist.
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Abbildung 3-2. 1H-NMR-Spektrum von 7 in DMSO-dg.

Anhand des abgebildeten *H-NMR-Spektrums (Abb. 3-2) ist deutlich erkennbar, dass
die entstandenen 6-Alkylthioether, hier am Beispiel des Butylthioethers, durch
spektroskopische Methoden eindeutig zu analysieren sind. Die klare Aufspaltung des
anomeren Protons H-1 zum Dublett und die Integration der Protonen H-7, 8, 9 und 10
bei Verschiebungen von 0.86 bis 2.57 ppm sprechen hier fiir die vollstandige

Umsetzung und vollstandige Substitution des Cyclodextrins.

Losungsversuche der erhaltenen Produkte 2-7 ergeben eine gute Lo&slichkeit in
organischen Losemitteln wie DMSO, DMF und DCM, in Alkoholen oder Wasser sind
alle Produkte jedoch unloslich und somit noch nicht fiir den Wirkstofftransport
geeignet.

Jedoch stellen sie aufgrund ihres priméaren Substitutionsmusters gute Precusor fiir
potentielle Wirkstofftransporter dar, da Schwefel im Allgemeinen den Einschluss von
hydrophoben Wirkstoffen beglinstigt. Durch seine hohere Hydrophobizitdt im
Vergleich zu Sauerstoff ist er in der Lage die Kavitat entsprechend der GrofRe des
Gastes aufzuweiten und somit die intermolekulare Bindung zwischen Wirt und Gast zu

verstarken.[°71118



4 Synthese (bi-)funktioneller Spacer 27

4 Synthese (bi-)funktioneller Ethylenglykol-Spacer

4.1 Herstellung iodterminaler Ethylenglykole

Um die im vorherigen Kapitel diskutierten hydrophoben 6-Thioalkyl-Cyclodextrine
wasserloslich zu machen, werden sie im Folgenden an der sekundadren Seite mit

verschieden langen Ethylenglykolketten substituiert.

Hierbei erfolgt die Synthese iodterminaler Ethylenglykole und deren einfacher
Folgeprodukte nach folgenden Schemata (Abb. 4-1 bis 4-5.). Es werden jeweils ver-
schieden lange Oligoethylenglykole verwendet, zum einen Triethylenglykol (n=1) und
Tetraethylenglykol (n=2) als kurze Ketten und zum anderen ein Polyethylenglykol mit

einer Lange von n=14 Ethylenglykoleinheiten und einer Masse von etwa 750 g/mol.

In folgender Abbildung (Abb. 4-1) wird ausschliellich das einfach methylierte
Ethylenglykol in einer zweistufigen Synthese nach Bar-Nir et al.®® bzw. Ouchi et al.®®
zum einfach iodierten Ethylenglykol 13 umgesetzt. Es wird in einem weiteren Schritt
in einer nukleophilen Substitutionsreaktion (sy) Gber das terminale lodatom (als gute
Abgangsgruppe) an die zuvor synthetisierten 6-Thioalkyl-Cyclodextrine angekuppelt,
um diese schlussendlich hydrophiler zu machen. Hierbei erfolgt im ersten Schritt die
Tosylierung mit Ausbeuten von bis zu 97% beim Triethylenglykolderivat 9, die

anschliefende lodierung liefert ebenfalls gute Ausbeuten von bis zu 82%.

/O\/\fo/\/}o\/\OH
n

i 8, Pyridin

9/10
i Kl, Aceton
9:n= 1, 97%
/O\/\fo/\/}o\/\| 10: n =14, 88%
N 13: n=14,82%
13

Abbildung 4-1. Einfache lodierung der Ethylenglykole in einer zweistufigen Synthese nach Bar-

Nir®® bzw. Ouchi et al.!””
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Zusatzlich zur obigen Darstellung iodterminaler Ethylenglykole kann eine direkte

| [100

Umsetzung in lediglich einer Synthesestufe nach Qiu et a ] erfolgen und wird

nach folgender Syntheseroute (Abb. 4-2) durchgefiihrt:

n

¢ PPh; I,
/O\/f /\4/0\/\ 11:n= 1,85%
o ' 12:n= 2,45%
n
11/12

Abbildung 4-2. Einstufige Synthese des iodterminalen Ethylenglykols nach Qiu et al.1*%%

Hierbei ist, mit Ausnahme von Synthese von 12, lediglich mit geringen Ausbeute-
verlusten zu rechnen, jedoch gleicht sich dies durch die Einsparung einer
Synthesestufe nahezu aus. Die Abtrennung des Uberschiissigen Triphenylphosphins
stellt zunachst eine herausfordernde Aufgabe dar, die schlussendlich jedoch durch
(Mikro-)Destillation oder Saulenchromatographie (je nach Liange des Ethylenglykols)

bewaltigt werden kann und Ausbeuten bis zu 85% (Triethylenglykolderivat 11) liefert.

Am Beispiel des iodterminalen Triethylenglykolderivats 11 ist in folgendem *H-NMR
Spektrum (Abb. 4-3) in CDCl; deutlich die Umsetzung zum Produkt zu erkennen. Die
beiden Protonen H-7 sind im Vergleich zum Eduktspektrum (8(H-7) = 4.14 ppm)
deutlich ins Hochfeld verschoben und immer noch sehr gut aufgelost, was fir eine

vollstandige Umsetzung von Derivat 9 zu 11 spricht.
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H-3,I 4,5 HI-1
[sp] 0
[{s} (o0}
[or) [or)
HI—G H-7
1
g 3
@ [32)
I |
R N
S T 1=
[ep] o™
<
[{e)
™)
|
2.09 6.02 2.02 3.00 2.03
L | L |
3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 4-3. 1H-NMR—Spektrum von 11 in CDCl;.

Das oben dargestellte Triethylenglykolderivat 11 kann nun in je einem weiteren
Syntheseschritt am iodterminalen Ende azido- bzw. aminofunktionalisiert werden
(Abb. 4-4). Hierbei erfolgt zunachst eine nukleophile Substitution nach Sun et al 110
des lods durch Azid zu Verbindung 14, diese kann in einem weiteren Reaktionsschritt,
in einer einfachen STAUDINGER-Reaktion, zum entsprechend aminofunktionalisierten
Ethylenglykol 15 umgesetzt werden.

/O\/\O/\/O\/\|
11

sa%l NaN; DMF

/O\/\O/\/O\/\ N;
14

86%¢ PPh; THF

15

Abbildung 4-4. Synthetische Darstellung monoaminofunktionalisierter Ethylenglykole.
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Mit Ausbeuten bis zu 86% und sehr einfachen Reaktionsbedingungen werden hier
Ethylenglykol-Spacer geschaffen, die entweder in einer 1,3-dipolaren Cycloaddition[”]
(CLick-Reaktion) oder einer Amidkupplung an Cyclodextrine angebunden werden

kénnen, um diese hydrophiler und somit wasserléslich zu machen.
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4.2 Synthese bifunktioneller Spacer

Im folgenden Syntheseschema (Abb. 4-5) handelt es sich um die Darstellung eines
unsymmetrisch substituierten bifunktionellen Spacers, d.h. eines Ethylenglykol-

derivats, das an beiden Enden jeweils unterschiedliche, funktionelle Gruppen tragt.

C'%o“/} S\/\OH

se%l NaNs, DMF

N3\/\%O/\/}S\/\OH
16

96% lTOSCl, DMAP, Et3N
N3\/\%O/\%O\/\OTS
18 "

45%l Nal, DMF

n
19

Abbildung 4-5. Herstellung eines unsymmetrisch substituierten bifunktionellen Spacers nach

Deng et al.1*%%

Analog zu Deng et al 1102

wird ein Ethylenglykolderivat hergestellt, das einerseits eine
Azidofunktion tragt, die beispielsweise spater in einer CLick-Reaktion umgesetzt
werden kann, andererseits ist sie iodterminiert, was zur Umsetzung in einer
nukleophilen Substitution pradestiniert ist. Uber diese Seite erfolgt auch die
Kupplung an die zuvor synthetisierten 6-Thioalkylcyclodextrine, die dadurch

wasserloslich gemacht werden.

Wie bereits anhand der Synthese des einfach iodterminierten Spacers beschrieben,
wird hier die lodfunktionalitit nach Bar-Nir et al.®® in zwei Stufen iber die
Tosylierung eingefiihrt. Diese Route findet Anwendung, da sich am Ethylenglykol
bereits andere Gruppen (-N3) befinden, die empfindlich gegeniliber Triphenylphosphin

oder anderen Reagenzien sind.*1%% pas Azid wird in einem ersten Reaktionsschritt
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aus dem verwendeten Edukt mittels nukleophiler Substitution (Azid ersetzt Chlorid)
synthetisiert. Auch hier werden Ausbeuten von bis zu 96% erreicht und die
Aufreinigung Uber Sdaulenchromatographie oder Nanofiltration erweist sich als gut
praktikabel.

Alternativ zur Umsetzung mit p-Toluolsulfonsdurechlorid kann diese nach Bauer et
al.***) mittels Methansulfonsiurechlorid erfolgen. Hier wird das Zwischenprodukt In
sITU hergestellt und im gleichen Reaktionsschritt in eine Azidofunktion umgewandelt.

Die Synthese von 17 aus Tetraethylenglykol wurde nach folgender Methode (Abb. 4-
6) durchgefiihrt:

NEt;, MesCl
¢ THF

Q
/\\S/Ov\fo/\/}o\/\OH
\\O 2

g%l NaN,, EtOH
2
17

Abbildung 4-6. Herstellung von 17 nach Bauer et al [20%]

Die Synthese erweist sich als unkompliziert, eine Ausbeute von lediglich 9% spricht
jedoch nicht fir diese Methode, weshalb sie im Folgenden nicht mehr zur Anwendung

kommt.

Zusatzlich wurden zwei weitere bifunktionelle Spacer 21 und 23 ausgehend von
Verbindung 16 bzw. 19 synthetisiert (Abb. 4-7). Verbindung 21 wird in einer
zweistufigen Syntheseroute aus 19 Uber das Boc-geschiitzte Derivat synthetisiert. Die
Schiitzung des Ethylenglykols mit N-Di-tert-butoxycarbonylamin erfolgte nach einer

Vorschrift von Kraus et al.!®®

Desweiteren wird Verbindung 22 aus 16 in einer
einfachen STAUDINGER-Reaktion erhalten, um dann in einem weiteren Schritt durch

Schitzung der Hydroxygruppe zu 23 umgesetzt zu werden. Dies ist, wie in Kapitel 5
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erldutert, zur Kupplung an das gewilinschte hydrophobe 6-Thioalkyl-

Cyclodextrinderivat notig, um ungewiinschte Nebenreaktionen zu verhindern.

N3\/\O/\/O\/\I N3\/\O/\/O\/\OH
19 16
o, | Boc,NH, NaH
9%l DME 74% lPPh3, THF/H,0
Ik
N3\/\O/\/O\/\N o) HZN\/\O/\/O\/\OH
20 22
o~ O
o, | Imidazol, TBDMSCI
86% l TFAin THF /’\ SM’lDMF
|
N3\/\O/\/O\/\NH2 H2N\/\O/\/O\/\O,Si\
21 23

Abbildung 4-7. Darstellung weiterer bifunktioneller Spacer nach Kraus et al.!®!
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5 Synthese und Eigenschaften wasserléslicher Cyclodextrine[l%]

Die in den vorherigen Kapiteln hergestellten 6-Thioalkyl-CDs (Kap. 3) sowie (bi-)-
funktionellen Spacer (Kap. 4) werden nun im Folgenden miteinander verknipft. Dies
hat zum Ziel wasserldsliche Wirkstofftransporter, auch CARRIER genannt, herzustellen.
Diese sind in der Lage, hydrophobe Molekile zu solubilisieren und sind zugleich selbst
so hydrophil, um im Blut, einem hydrophilen Medium Idslich und auch nach Beladung
des Gastes I8slich zu bleiben. So trigt dieser sogenannte WIRT-GAsT-KompLex!*?”]

grundlegend dazu bei, die Bioverfligbarkeit des eingeschlossenen Wirkstoffes zu

erhéhen und einen Transport im wassrigen Medium zu ermdéglichen.

5.1 Kupplungsreaktionen

Zur Herstellung wasserloslicher, amphiphiler und einheitlicher 6-Thialkyl-

Cyclodextrine wird folgendes Syntheschema zur Derivatisierung der sekunddren Seite

o 2:n=6,R;=SMe
3:n=7,Rg=SMe
HO O 4:n=8,R;=SMe
5:n=7,Rg=SEt
.
11 3 12 /4

¢ NaH, TBAI ¢

angewendet (Abb. 5-1):

DMF
Re Re
I -||O [
HO © . HO b
. J
24: n =6, R;=SMe, 39% 28:n =6, Ry = SMe, 10%
25:n=7,R;=SMe, 68% 29:n =7, R, =SMe, 14%

26: n=8,R; =SMe, 89%
27:n=7,R;=SEt, 89%

Abbildung 5-1. Derivatisierung der 6-Thioalkyl-CDs zu einheitlichen Produkten 24 bis 29, (981081
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Die Umsetzung der 6-Thioalkyl-CDs zu den Produkten 24 bis 29 erfolgt jeweils in

| [98] /. [108

Anlehnung an Bar Nir et a und Becker et a "Hierbei wurde die Reaktion immer
nach gleichen Reaktionsbedingungen mit Natriumhydrid und n-Butylammoniumiodid
in absolutem DMF durchgefiihrt. Das terminale lod des Spacers gilt als gute
Abgangsgruppe und die Ethylenglykolgruppe wird in einer nukleophilen
Substitutionsreaktion an die sekunddre Hydroxygruppe OH-2 des Cyclodextrins
angeheftet. Das hierbei entstehende Natriumiodid wird in einem separaten

Aufreinigungsschritt durch Ultrafiltration entfernt.

Auch anhand dieses Reaktionsschemas(Abb. 5-1) wird deutlich, wie unterschiedlich
die Cyclodextrine in Abhdngigkeit ihrer Ringgrdfle reagieren. Wo ein a-CD-Derivat 4 d
Reaktionszeit zur Umsetzung braucht, benétigt ein dquivalentes B-CD bis zu 6 d, und

das entsprechende y-CD-Derivat noch langer, um dhnliche Umsatze zu erzielen.

Auch die Lange der Ethylenglykolkette spielt eine entscheidende Rolle, denn je langer
die Kette ist, desto langer ist hier die Reaktionszeit. Tetraethylenglykolketten

benotigen im Schnitt einen Tag langer zur Umsetzung als Triethylenglykolketten.

Im Folgenden wird die statistische Veretherung der in Kapitel 3 vorgestellten 6-

Thioalkyl-CDs nach Mazzaglia et al.'”*? beschrieben (Abb. 5-2).

Re
o o)
)k IHrves '
O O | IIO
|
— > S
K,CO4 HO O -
MU { S j
3: R, = SMe, 86%
6= >e O_ Jo2

5: R, = SEt, 86%

30: R¢ = SMe, 68% ZOH
31: Ry = SEt, 83%

Abbildung 5-2. Syntheseroute zu wasserldslichen und amphiphilen, sekundar statistisch

modifizierten 6—Thioa|kyI—CDs.[22]

Hierbei handelt es sich bei den Produkten 30 und 31 um statistische, also nicht
einheitliche Produkte. Dies hat zum Vorteil, dass sie unkompliziert in einem

Syntheseschritt hergestellt werden kénnen.
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Die sekunddre Hydroxygruppe in 2-Position wird hierbei mit Ethylenglykolketten

derivatisiert, was eine verbesserte Wasserloslichkeit zur Folge hat.

Dies geschieht in einer Art ringéffnenden Polymerisationsreaktion. Hierbei wird nach
Mazzagl/'am] die Hydroxygruppe in 2-Position zunachst durch K,COs; nahezu selektiv
deprotoniert um dann nukleophil an der Carbonylgruppe des Ethylencarbonats
anzugreifen. Es kommt zu einer Ringdffnung und gleichzeitig zur Abspaltung von CO,,
was die Triebkraft der ablaufenden Reaktion darstellt. Ein Alternativmechanismus,
der hier wahrscheinlicher scheint, ist der nukleophile Angriff der Hydroxygruppe an
der Carbonylgruppe des Ethylencarbonats mit anschlieRender Deprotonierung der

Hydroxygruppe durch K,COs unter gleichzeitiger Ringéffnung und CO,-Abspaltung.

Die Regioselektivitdat der Reaktion wird durch die Wahl der Base bestimmt. Hier wird
K,CO3 verwendet, was die Deprotonierung der Hydroxygruppe in 2-Position stark
begilinstigt. Natlrlich werden auch einige OH-3 Gruppen deprotoniert und es kommt
zu einer geringen Umsetzung an Position 3, was auch im NMR durch die geringfligig

niedrigere Integration der Hydroxygruppe in 3-Position ersichtlich ist.

Loslichkeitsversuche der erhaltenen Produkte ergeben eine gute Ld&slichkeit in
organischen Losemitteln wie DMSO und TMU. Des Weiteren ist 31 gut I6slich in
MeOH, jedoch nicht in EtOH, in CHCl; I6st sich das Produkt nur teilweise und in
Wasser ist das erhaltene Produkt sehr gut I0slich. Beim Losen in Wasser bildet sich
eine Art Schaumschicht auf der Wasseroberfliche aus, was eindeutig fir die

Amphiphilie des Produkts 31 spricht.

Folgende Abbildung (Abb. 5-3) zeigt das ‘H-NMR-Spektrum des aufgereinigten
Produkts 30 (oben)im Vergleich zu einem einheitlichen Derivat 25 (unten). Deutlich
zu erkennen ist die starke Verbreiterung aller Signale (oben), was klar fir die
Umsetzung zu einem statistischen Produkt spricht. Hierbei wird ebenfalls klar, dass
einheitliche Produkte wie z.B. 25 in ihrer Analyse sowohl durch ihre bessere
Reproduzierbarkeit als auch durch die einfachere und schnellere Auswertung jener

Analysen wesentlich weniger zeitaufwandig in ihrer Darstellung sind.
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Ethylene glycol/
CD backbone

HEJO DMS.O-dG S-Me

0.67 0.53 12.40 135 0.84 3.00

6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
Chemical Shift (ppm)

b) TES OMe 7ae
9 o/
od o/ o
/12 =4 =4
10 11
[l
| H35TEG
EG .
. v ]
JI . A LA
142 348 AMITIE 110 -
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50 55 50 5 30 25 20 15 10

a 35
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 5-3. "H NMR-Spektrum von a) dem statistischen Derivat 30 und b) dem

entsprechenden einheitlichen Derivat 25 in DMSO-d.

Eine Integration der Signalhaufen zwischen 3.25 und 4.25 ppm des statistischen CDs
25 schlieRt die Signale des Cyclodextrin-Riickgrats (H-2 bis H-5) sowie die Signale der
Ethylenglykolgruppen ein. Berechnet man nun daraus die Anzahl der angelagerten
Ethylenglykolketten, so ergibt sich fliir n bei jeder Umsetzung ein geringflgig

unterschiedlicher Wert (vgl. Tab. 2).

Im Allgemeinen kann man jedoch sagen, dass sich aus dem jeweiligen Protonenspek-
trum der statistischen Derivate der Wert flir n immer auf eine Zahl zwischen eins und
zwei berechnen ldsst. Somit sind insgesamt 2-3 Ethylenglykolgruppen pro

Glukoseeinheit an der sekundaren Seite des Cyclodextrins angelagert (Tab. 2).
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AulRerdem ist aus der Tabelle ersichtlich, dass eine Variation der Reaktionszeit, der
Temperatur oder der Aquivalentanzahl an Ethylencarbonat kaum signifikante
Unterschiede in der Produktbildung liefert. Alle Molmassen bewegen sich in einem
Bereich von 1700 bis 2300 g/mol. 30b verdeutlicht, dass langere Reaktionszeiten (hier

16 h) nicht unbedingt zu héheren Umsatzen fihren.

Tabelle 2. Synthesevarianten statistischer Derivate 30/31 im Vergleich mit 25 (letzte Zeile).

Ethylencarbonat

Substanz Re= Losemittel t [h] T [°C] n [EG] M [g/mol]
[eq]
31a
SEt TMU 50 (s)* 4.0 150/rt  1.35 2169
(libe035)
31b
SEt TMU 49 (1)* 6.0 150 1.64 2258
(libe038)
31c
SEt TMU 98 (1) 6.0 150 1.36 2170
(libe046)
31d
SEt TMU 50 (1) 5.0 150 1.21 2126
(libe054)
30a
SMe TMU 50 (1) 4.0 130 1.14 2005
(libe064)
30b
SMe TMU 50 () 16.0 130 0.25 1730
(libe071)
25 SMe DMF o~ 480  rt 2 2367.11

*| = liquid/flissig, s = solid/fest.

Hier sind wiederum klar die Vorteile des einheitlichen Derivats in Bezug auf
Reproduzierbarkeit und Analyse zu erkennen. Die Molmasse des einheitlichen
Derivats 25 kann eindeutig zu 2367.11 g/mol bestimmt werden, die aller statistischen
Derivate 30 und 31 kann lediglich aus dem *H-NMR-Spektrum errechnet und niemals

genau reproduziert werden.

Eine weitere Bestimmungsmethode fir die Molmasse der statistischen CDs 30 und 31
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ist Gelpermeationschromatographie (GPC). Hierbei kann jedoch aufgrund der
geringen Molmasse der CDs und dem Nichtvorhandensein einer geeigneten Saule
sowie geeigneten Standards flir CDs kein genauer Wert fir die Masse der erhaltenen
Produkte bestimmt werden. Es kann jedoch sichergestellt werden, dass es sich
aufgrund der Anzahl der erhaltenen Signale um mehrere Produkte verschiedener
Molmassen handeln muss, die nebeneinander vorliegen und diese in etwa einem
Bereich von bis zu 2500 g/mol liegen. Ein hinreichend genauer Wert kann jedoch nur
entweder, wie bereits oben beschrieben, aus dem Protonenspektrum oder aus dem

ESI-Massenspektrum (Abb. 5-4) erhalten werden.

100 o643 1001

23697
11111

000 68 2367 79023
213324216034 309.38

170,90
182 24547
12373 178124

I ll ill J] l“d“ L
1800 1900 2000 2100 2200

Abbildung 5-4. ESI-MS Spektren der CD-Derivate 30 (/inks) und 25 (rechts).

Anhand obiger Abbildung (Abb. 5-4) ist zu erkennen, dass es sich links um ein
statistisches CD-Derivat handelt. Die Form der Signale dahnelt stark einer Gauf3-Kurve
und die mittlere Molmasse M,, betrdgt etwa 1950 g/mol (nach Berechnung des
Mittelwertes). Mit der berechneten Masse aus Gelpermeationschromatographie und
der aus dem 'H-Spektren von knapp iiber 2000 g/mol liegen somit alle Werte in etwa

einem Molmassenbereich.

Rechts (Abb. 5-4) ist das Massenspektrum des wasserldslichen und einheitlichen CD-
Derivats 25 abgebildet. Man sieht deutlich, dass es sich im Gegensatz zum linken
Spektrum um eine einheitliche Verbindung handelt und der Molmassenpeak bei
2390.90 g/mol ([M+Na]’) klar das Hauptsignal ist. Lediglich bei 2537.12 g/mol ist ein
weiterer Molmassenpeak mit jedoch deutlich niedrigerer Intensitdt zu erkennen, was

einer achtfachen, also einfachen Ubersubstitution an der sekundiren Seite mit einer
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Ethylenglykolgruppe entspricht. Dies ist auch im Protonenspektrum der Verbindung
(Abb. 5-3 b)) zu erkennen, da die Integration der Hydroxygruppe in 3-Position nicht

genau den Wert eins hat sondern leicht darunter.

Neben Verbindung 24-31 wurden zudem weitere, teils statistische, teils
einheitliche, sekunddr modifizierte und wasserlosliche 6-Thioalkyl-CDs 32-40
hergestellt, deren Synthesen in Anlehnung an das bereits verdffentlichten Patent!*®

beschrieben und durchgefiihrt werden.

32 wird aus dem bereits primar thiomethylierten B-CD 3 in einer Veresterung mit
Bernsteinsdaureanhydrid hergestellt und stellt ein sekundar statistisch derivatisiertes
Derivat dar. 33 ist ebenfalls sekundar statistisch modifiziert und wird ebenfalls aus 3
in einer CDI-Kupplung (mit 1,1"-Carbonyldiimidazol) mit Ethylendiamin an das 2-OH
des CDs hergestellt. So auch Verbindung 34, hierbei dient 5 als wasserunlésliche,
bereits primar thiosubstituierte Ausgangsverbindung und wird durch sekundare und
einheitliche Funktionalisierung mit dem funktionellen Spacer 15 in einer weiteren
CDI-Kupplung wasserldslich gemacht. Die Herstellung der Verbindungen 35-39 ist

anhand des untenstehenden Syntheseschemas (Abb. 5-5) beschrieben:

Rs
JoL
/"N NN\
[RERXK ol _ —
/"0 NT SN
HO  OH —
n DMF,HN_ X

2:n =6, Ry = SMe, 70%

3:n =7, Rg=SMe, 86%

4:n =38, Rg=5SMe, 76% 35:n =6, Rg=SMe, X = NH, 47%
36:n =7, Rg=SMe, X = NH, 38%
37:n =8, Rg=SMe, X = NH, 10%
38:n=7,Rg=SMe, X =0, 25%
39:n=8,R;=SMe, X=0, 52%

Abbildung 5-5. Synthese weiterer, einheitlich sekundar modifizierter und wasserldslicher 6-

Thioalkyl-CDs 35-39.

Hierbei handelt es sich um Kupplungreaktionen, bei denen Morpholin bzw. Piperazin mit

Hilfe von CDI an die 2-Hydroxygruppe des bereits thiomethylierten CDs gekuppelt wird und
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so das CD wasserldslich macht. Verbindung 40 wird analog (vgl. Abb. 5-5) hergestellt, jedoch

wird hierbei als Edukt anstatt Morpholin/Piperazin das lineare Taurin eingesetzt.

5.1.1 Kritische L6sungstemperaturen

Als kritische Losungstemperatur bezeichnet man die Temperatur, unter oder Uber
der alle Komponenten gerade noch vollstandig mischbar sind.!*%! Man unterscheidet

hierbei in untere kritische Losungstemperatur (Lower Critical Solution Temperature

LcsT) und obere kritische Losungstemperatur (Upper Critical Solution Temperature
ucsT), wobei letztere einem normalen Loslichkeitsverhalten entspricht, ndmlich dem
Ansteigen der Loslichkeit mit steigender Temperatur. Yan et al.*% peschreibt
Cyclodextrine, die mit Oligoethylenglykolketten modifiziert wurden und genau dieses

Phdanomen der umgekehrten Léslichkeit zeigen.

Auch die in dieser Arbeit synthetisierten wasserldslichen 6-Thioalkyl-CDs zeigen ein
umgekehrtes Loslichkeitsverhalten, d.h. ihre Loslichkeit nimmt mit steigender
Temperatur ab. Diese kritische Temperatur wird im Folgenden mit LcST bezeichnet
und lber dieser sind die Substanzen im wassrigen Medium (HEPES oder H;Ogest.) nicht
mehr vollstandig l6slich. Am Beispiel der Substanzen 25 und 30 kann diese kritische
Losungstemperatur bzw. der Temperaturbereich anhand einer Messung der
Transmission gegen die Temperatur im UV-Spektrometer (Abb. 5-6) sichtbar gemacht

werden.

100 —
a0

TransmIssion [%)]

T T T T T T T 1
25 E ] 35 4D 45

Temperalr [C]

Abbildung 5-6. Transmission (A = 670 nm) in wassriger Losung (1 gew.%) von 30 und 25 in

Abhadngigkeit der Temperatur.
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Hierbei wird deutlich, dass die Transmission T mit steigender Temperatur abnimmt,
was bedeutet, dass aus der klaren Losung durch eine Art Ausflocken eine milchige
Suspension wird. Die Substanz fallt somit als Feststoff aus, T sinkt jedoch nicht
vollstandig bis auf 0% ab, da durch diese Ausflockung und die somit entstandenen
Partikel, die in der Losung schweben, immer wieder kurzfristig Transmission méglich
ist.

Das statistische Derivat 30 zeigt einen flachen Kurvenverlauf und somit einen breiten
LCST-Bereich, der bei 30 °C beginnt und sich bis zu einem Wert von etwa 43 °C
fortsetzt. Das einheitliche Derivat 25 jedoch zeigt einen steileren Kurvenverlauf, was
fir einen prazisen LcsT-Punkt von genau 42 °C spricht und somit auch fiir die

Einheitlichkeit der hergestellten Substanz.

Im Folgenden sind die unteren kritischen Lésungstemperaturen der hergestellten

Cyclodextrinwirte aufgefiihrt (Tab. 3):

Tabelle 3. Liste einiger CD Derivate und ihrer kritischen Losungstemperatur (LcsT).

RinggroBe R R, LCST [°C]
24 6 SMe (CH,CH,0)sMe 43
28 6 SMe (CH,CH,0),Me 65
25 7 SMe (CH,CH,0);Me 42
27 7 SEt (CH,CH,0)sMe 61
29 7 SMe (CH,CH,0),Me 54
26 8 SMe (CH,CH,0)sMe 49

Anhand obiger Tabelle (Tab. 3) ist deutlich zu erkennen, dass die kritische
Losungstemperatur stark von der Substanzstruktur abhangt. Sowohl bei Substitution
mit Tri- als auch mit Tetraethylenglykol sinkt die LcST mit steigender Ringgréf3e von a-
auf B-Cyclodextrin ab. Beim Sprung zum y-CD steigt sie bei Substitution mit
Triethylenglykol wieder um mehrere Grad an, was eher ungewdhnlich scheint und

wahrscheinlich auf eventuelle Verunreinigungen zurickzufihren ist. Im Vergleich der
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sekundaren Substituenten kann man sagen, dass die LcST mit steigender Lange der
Ethylenglykolkette R, um Uber 10°C ansteigt, mit steigender Lange des primaren
Thioethers Rg (hier um ein Kohlenstoffatom) sogar um nahezu 20°C von 42°C auf 61°C.
Dies ist nur dadurch erklarbar, dass das primare Substitutionsmuster mehr Einfluss
auf die kritische Loslichkeit des Cyclodextrins zu nehmen scheint als die Lange der

Ethylenglykolkette.

5.2 Einschluss von Farbstoffen

5.2.1 NiLrOT

Aufgrund ihrer Polaritat sind alle im vorherigen Kapitel diskutierten (amphiphilen)
hydrophilen Cyclodextrinderivate 24 bis 31 potentielle Wirte fir hydrophobe
Substanzen, da sie exohydrophil und endolipophil sind, d.h. somit wasserunlésliche,
hydrophobe Substanzen in ihrem Innern einschlielRen kénnen und sie mittels ihrer

wasserloslichen, hydrophilen Hille wasserléslich machen.[t71[28]

NiLROT (vgl. Abb. 1-14), ein hydrophober, solvatochromer Phenoxazin-Farbstoff ist
demnach ein potentieller Gast flir eben diese Cyclodextrinwirte. Er ist nur schwer in
wassrigen Losemitteln wie H,O oder HEPES-Puffer I6slich (Go= 0.69 uM)[GO] und zeigt
aufgrund seiner Solvatochromie einen bathochromen Shift der UV-Absorption mit

wachsender Polaritit des Lésemittels (Abb. 5-7).5°%

| |
|

Abbildung 5-7. Nilrot gel6st in polaren (links) und apolaren (rechts) Losemitteln: H,0, AcOH,
MeOH, EtOH, iPrOH, DMF, Acetonitril, EE, tert-Butyl-methylether, THF, 1,4-Dioxan, Aceton,

Chloroform, DCM, Toluol, Tetrachlormethan, Cyclohexan und Hexan (v.l .n.r.).

Wie in oberer Abbildung (Abb. 5-6) zu erkennen, zeigt das linke Reagenzglas keine

Farbung, da die Loslichkeit in H,O zu gering ist, um den solvatochromen Effekt mit
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bloBem Auge erkennen zu kdnnen. Mit Hilfe der in Kapitel 5.1 synthetisierten
Cyclodextrine sollte es nun moglich sein, den Farbstoff im wassrigen Medium zu

solubilisieren.

Wie in folgender Abbildung 5-8 deutlich zu erkennen, ist die Solubilisierung von
NILROT durch die Zugabe von 31 bzw. einem weiteren, anionischen Cyclodextrin

(Heptakis[6-deoxy-6-(2-mercaptoethansulfonsdure)]-B-CD) vollstdandig gelungen.

Abbildung 5-8. Wassrige Losung von NILROT in 31 (/inks) und anionischem CD (rechts) in

Abhangigkeit der CD-Konzentration (v. |. n. r. abfallend)

Im Vergleich zu kommerziell erhaltlichen Cyclodextrinen wie HPBCD und RAMEP sind
die oben genannten Derivate und zusatzlich Verbindung 31 somit Alternativen bzgl.

ihrer Solubilisierung und des Bindungsverhaltens zu NiLROT (Tab. 4).

Tabelle 4. K; und A,.,-Werte fir Cyclodextrin-NiLROT-Komplexe u.g. Substanzen in H;0ges:.

HPBCD RAMER 31 30 Anionisches CD
K, [M™] 5236° 10099° 11172° 22982° 39528°
Aabs [nm] 581° 582° 552° 568° 585°
Aem [NM] 637° 634° 618° 636° 643°

b
®UV Messungen “Fluoreszenzmessungen

Es ist deutlich erkennbar, dass sowohl die statistischen Derivate 31 und 30 als auch
das anionische Cyclodextrin hohere Bindungskonstanten liefern als die untersuchten
kommerziell erhédltlichen CDs. Bei 31 ist aulerdem eine hypsochrome Verschiebung
der Absorption und somit auch der Emission (zu niedrigeren Wellenldngen hin)
erkennbar, welche wahrscheinlich durch Ladungsunterschiede aufgrund der
statistischen Substitution an sekundarer Seite des CDs zu erkladren ist. Verschiebungen

um wenige Nanometer in Absorption und Emission lassen sich bei jedem eingesetzten
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CD erkennen, was hier auf die unterschiedlichen Substitutionsmuster an primarer und

sekundarer Seite der Wirtmolekule zurlickzufihren ist.

Wie bereits aus Tabelle 3 ersichtlich, wurden die Bindungskonstanten K; mit Hilfe von

UV-Spektroskopie bestimmt. In folgenden Abbildungen ist beispielhaft das UV

Spektrum von NiLROT solubilisiert in 31 (Abb. 5-9) und die dadurch resultierende

verbesserte Loslichkeit des Farbstoffs (Abb. 5-10) dargestellt:

304 |
IRl A o =5680m
25| | ¢ (31)=58.46 uM
39 Yol

1| | ¢(31) = 32.06 uM

AN
204 | | /\“ !
| | c(31)=11.40 uM.
|

Absorption [a.u.]

0,5

0.0 +—r—"F——1——F—FF—FF 1 —F——T——1
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange [nm]

Abbildung 5-9. UV-Vis-Spektrum von NILROT im Komplex mit 31 in H,0 bei rt
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Abbildung 5-10. Loslichkeit von NILROT in der Kavitdt von CD-Derivat 31 in H,0 bei rt.
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In obiger Abbildung wurde die Loslichkeit von NiLROT in Wasser und bei rt als Funktion
verschiedener Konzentrationen von 31 untersucht. Die Messungen zeigen deutlich
eine hohere Solubilisierung von NiLROT in Wirt 31 als in anderen kommerziell

erhaltlichen Cyclodextrinen wie RAMER oder HPBCD (vgl. Tab.3).

Somit sind sowohl Wirt 31 als auch 32 potentiell gute Kandidaten zur Solubilisierung
des Farbstoffs NiLROT. Im Laufe der Untersuchungen wurde auch Verbindung 25 als
Wirt verwendet, hier konnte jedoch keine signifikante Erhdhung der
Solubilisierungsrate von NitRoT im Vergleich zu kommerziell erhadltlichen

Cyclodextrinen beobachtet werden.

5.2.2 Bopbiry-Farbstoffe

Zusatzlich zu NiLRoT kdnnen auch andere hydrophobe Farbstoffe potentielle Gaste

fur die neu synthetisierten und wasserléslichen 6-Thioalkyl-Cyclodextrine sein.

Hierzu zdhlen auch die sogenannten Bobpipy (Bordifluorid-dipyrrinato-Komplex)-
Fluoreszenzfarbstoffe, wobei ein ferrocen- und ein adamantansubstitutierter Bobipy

(Abb. 5-11) im Folgenden auf ihr Einschlussverhalten untersucht wurden.

R _F

Abbildung 5-11. Ferrocen- und adamantansubstituierter Bobipy B1 (Gy =0.0 uM) und B2
(Go = 280.46 uM).
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Beide Farbstoffe wurden in Zusammenarbeit mit DR. MARCEL ALBRECHT untersucht und
von ihm selbst synthetisiert. Sie sind nur schwer wasserldslich und haben demnach
sehr niedrige Quantenausbeuten ¢ in H,O, was sich durch den Einschluss in die
bereits erwdhnten Cyclodextrin-Wirte und die somit erhohte Wasserloslichkeit
verbessern lieBe. Sowohl Ferrocen als auch Adamantan werden bevorzugt von B-
Cyclodextrin eingeschlossen, weshalb hier nur Gastmolekiile mit dieser RinggrolRe

zum Einsatz kommen.

Loslichkeitsversuche beider Bobpipy-Farbstoffe B1 und B2 wurden mit dem
einheitlichen Derivat 25 und dem statistischen Derivat 30 durchgefihrt.
Hier am Beispiel des Wirt-Gast-Systems 30 — B2 wird eine deutlich verbesserte

Loslichkeit in HEPES (bei physiologischem pH) und bei rt beobachtet (Abb. 5-12):

)»m =502 nm
¢ (30) = 2429.95 uM

¢ (30) = 1214.97 pM
c(30) =607.49 uM.

Absorption [a.u.]

0,0

T T T T T T T
300 400 500 600
Wellenlédnge [nm]

Abbildung 5-12. UV-Vis-Spektrum von B2 in der Kavitdt von CD-Derivat 30 in HEPES bei rt.

Zusatzlich wurden Fluoreszenzmessungen mit Bestimmung der Quantenausbeute ¢
durchgefiihrt (Abb. 5-13). Hierbei konnte fiir B2 in ersten Versuchen ein Wert fur ¢

von 0.24 in HEPES bestimmt werden.
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528 nm 544 nm

498 nm 511 nm
1,004 \
0,75 \

0,50 - “/‘/ \ s ’ ' 4 "‘ \

Intensity [a.u.]

T T T T T
400 500 600 600 700
wavelength [nm]

T — - T
400 500
wavelength [nm]

0,00 T
700

Abbildung 5-13. Links: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von B2. Mitte: B2/B1 in EtOH
(links) und unter UV-Bestrahlung; A = 366 nm (rechts). Rechts: Absorptions- und

Fluoreszenzspektrum von B1 in HEPES/EtOH.

Diese Beobachtung entspricht bis dato nicht dem gewiinschten Effekt, da sich hier
eine Art Quenching, also eine Erniedrigung der Quantenausbeute zeigt. Dies ldsst sich
wahrscheinlich durch den spezifischen Einschluss der Adamantan-Triethylenglykol-

Einheit erklaren, die zumindest auch teilweise fir die Fluoreszenz verantwortlich ist.

Dennoch sind die untersuchten Komplexe der Cyclodextrine 25 und 30 mit den

Bobipys B1 und B2 vielversprechende Systeme, die in Zukunft dazu beitragen kénnen,

die Transportprozesse zu/in biologischen Barrieren zu visualisieren.
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5.3 Einschluss von Anasthetika

Im Rahmen des BMBF-Forschungsprojektes LipoTrans wurden die in Kapitel 5
ausgiebig beschriebenen Cyclodextrine 24 bis 31 dahingegen untersucht, ob sie als
potentielle Wirkstofftransporter fur die Anasthetika Propofol, Midazolam und/oder
Sevofluran (Abb. 5-14, siehe auch Kapitel 1.1.2) geeignet sind:

\(N

N

%
AL
FsC._ O._F
A@* C? 0 O
F CF3

Abbildung 5-14. Strukturformeln der Anasthetika Propofol, Midazolam & Sevofluran.

Die Bestimmung der Bindungskonstanten K; und den sich daraus berechneten
Belegungsgrad x wurde fur Sevofluran mittels Messungen der GC-Headspace, fir
Propofol und Midazolam mittels Messungen der HPLC bestimmt. Hierbei wurde zu
Vergleichszwecken zundchst das Bindungsverhalten der Andsthetika in nativen und
kommerziell erhaltlichen Cyclodextrinen (Tab. 5) untersucht und ist hier stellver-

tretend fir alle drei fir Sevofluran aufgefihrt:

Tabelle 5. Bindungsverhalten v. Sevofluran in nativen/kommerziell erhiltlichen CDs (T = 25°C).

. Ks Belegungsgrad x
Wirt
[L/mol] [mol%]
a-CD 18 9°
B-CD 150 45°
y-CD 9 5¢
DIMEP 713 79°
TRIMEP 27 13°

°GC Headspace

Aus obiger Tabelle (Tab. 5) ist eindeutig ersichtlich, dass der Belegungsgrad bei
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nativen Cyclodextrinen, d.h. die Menge an Cyclodextrin, die mit Sevofluran gefullt
(belegt) ist, meist gering ausfallt. Ausnahme ist hier lediglich DIMEB mit x = 79 mol%.
Die Bindungskonstanten, die stellvertretend fiir die Bindungsstarke stehen, sind bei

allen CDs sehr niedrig.

Somit ist es wichtig und auch notwendig, geeignete Wirte fiir Propofol, Midazolam
und Sevofluran zu finden, um ihren Transport in wassrigen Medien (z.B im Blut) zu

verbessern.

Zur Bestimmung der Bindungskonstanten eines Sevoflurankomplexes bedient man
sich der Methode der GC-Headspace Messung, da es sich bei Sevofluran und auch
Halothan (vgl. Abb. 5-16) um leichtfliichtige Flussigkeiten mit sehr hohem Dampf-
druck handelt. Dabei wird die Abnahme des relativen Dampfdrucks des
Andsthetikums (y-Achse) in der Gasphase in Abhdngigkeit der Wirtkonzentration (x-
Achse) gemessen. Die untere Abbildung (Abb. 5-15) zeigt die Messkurve der

Komplexbildung von Sevofluran mit 25:

1.0

AlA

f=J
%]
i
0 =
oo

CD 25 [mM]

Abbildung 5-15. Verlust des relativen Dampfdrucks A/A, als Funktion der Wirtkonzentration 25

mit GC-Headspace vermessen; die Kurve wurde entsprechend Formel 1 (1) angepasst.
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Formel 1. Formel zur Berechnung des Fiillgrades in einem CD-Komplex.
A _ 1
Ay 14 Ks (1)
L+ 75 7 (€Dl
[CD - G] Ks
X = =
[CDlo ~ g4 L (2)
S+
[G]
p
Gl =
1= 71k 3)
Desweiteren wurden nahezu alle Cyclodextrine 24 bis 31 vermessen und die

Ergebnisse in folgender Tabelle (Tab. 6) zusammengefasst:

Tabelle 6. Bindungsverhalten von Sevofluran in den neu synthetisierten Wirten bei T = 25°C.

Wirt K Belegungsgrad x
[L/mol] [mol%]
24 57 17°
25 2583 89°
27 286 61°
28 9 3¢
29 825 72°
30 2278 88°
31 264 45°

“GC Headspace

Hier ist deutlich erkennbar, dass die Wirte 25 und 30 mit Belegungsgraden von 89 und

88 mol% klar als Favoriten herausstechen. Auch 27 und 29 sind noch als gute Wirte

fir Sevofluran zu bezeichnen. 24 und 28 sind a-Cyclodextrine und aufgrund der zu

kleinen Kavitat fir Sevofluran nicht geeignet.

Im Folgenden wird fir weitere Untersuchungen das einheitliche Derivat 25 (und nicht

das statistische CD 30) ausgewadhlt, da dies in seiner Synthese und Analyse viel
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einfacher und mit konstanter Molmasse herzustellen ist. Tabelle 7 zeigt das

Bindungsverhalten Sevofluran in 25 bei Variation der Temperatur und des Mediums:

Tabelle 7. Bindungsverhalten von Sevofluran in Wirt 25 in verschiedenen Medien und bei rt,

25°C und Korpertemperatur (37°C).

Medium Temperatur [°C] Belegungsgrad x Ks [L/mol]
Isotonische HEPES-Lsg. 21 90 mol% 7.6 g% 2811
Isotonische HEPES -Lsg. 25 89 mol% 7.5 8% 2583

Serum 25 85 mol% 7.2 8% 1809
5 % Albumin 23 87 mol% 7.4 8% 2182
Isotonische HEPES -Lsg. 37 76 mol% 6.4 g% 1452
5 % Albumin 37 75 mol% 6.4 g% 1406
Serum 37 75 mol% 6.3 g% 1354

15 gew.%

Der Belegungsgrad und die Bindungskonstante K; bleiben trotz Variation des Mediums
in nachster Ndherung gleich, lediglich bei steigender Temperatur scheinen beide
Werte minimal kleiner zu werden. Dies ist durch die bei héheren Temperaturen
auftretende hohere Flexibilitdit des Wirtmolekiils zu erklaren. Diese ist dafur
verantwortlich, dass sowohl die Stdrke der Bindung (Ks) und die Menge des

eingeschlossenen Gastes (x) variieren kénnen.

Im Folgenden werden alle synthetisierten Triethylenglykolderivate als potentielle
Wirte flr insgesamt vier Anadsthetika untersucht (Tab. 8). Hierbei wird zusatzlich zu
den drei bereits beschriebenen Gasten das ebenfalls leicht flichtige Andsthetikum

Halothan (Abb. 5-16) dhnlich Sevofluran, untersucht.

Cl

F})\
B
£ r

F

Abbildung 5-16. Halothan.
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Hierbei wird ebenfalls die sogenannte Methode GC- Headspace verwendet. Die
Bindungskonstanten Ky und Fillgrade x fir Midazolam und Propofol werden mittels

Messungen der HPLC untersucht.

Tabelle 8. Bindungsverhalten volatiler Anasthetika. R¢=SMe, c=1 gew.%, T=25°C.

Wirt Fillgrad K [L/mol] Gast
24 [a-CD] 17 mol% 1.6 g% 57 Sevofluran®
25 [B-CD] 89 mol% 7.5 g% 2583 Sevofluran’
25 [B-CD] 53 mol% 7.2 8% 27715 Midazolam”
25 [B-CD] 1 mol% (<1g%) 7 Propofol®
25 [B-CD] 97 mol% 8.2 g%) 8208 Halothan®
26 [y-CD] 29 mol% 3.5 g%) 10422 Midazolam?®

°GC Headspace, "HPLC Messungen
Hier wird klar, dass Propofol in keinen der Wirte 24, 25 oder 26 optimal
eingeschlossen werden kann. Mit einem Fiillgrad von < 1 gew.% muss hier nach
weiteren, geeigneteren Wirten gesucht werden. Aus spateren Untersuchungen geht
hervor, dass Propofol hydrophile Wirte, wie z. B. Heptakis[6-deoxy-6-(2-
mercaptoethan-sulfonsaure)]-B-CD bevorzugt und hier Fillgrade bis zu 89 mol% (7.3

gew.%) erreicht werden.

Im Folgenden wird der Einfluss der priméaren Substituenten des Cyclodextrins
untersucht (Tab. 9). Hier wurden Thioether verschiedener Kettenldnge synthetisiert

und deren Einfluss auf das Bindungsverhalten der bekannten Gaste untersucht.

Tabelle 9. Einfluss primarer Substituenten auf das Bindungsverhalten volatiler Anasthetika.

Wirt Rs n (EG) Fillgrad K [L/mol] Gast
25 [B-CD]  SMe 3 89 mol% 7.5 g% 2583 Sevofluran®
25 [B-CD]  SMe 3 97 mol% 8.2 g% 8208 Halothan’

25 [B-CD] SMe 3 53 mol% 7.2 g% 27715 Midazolam”
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27 [B-CD] SEt 3 88 mol% 7.2 g% 2169 Sevofluran®
27 [B-CD] SEt 3 92 mol% 7.5 g% 3444 Halothan’
27 [B-CD]  SEt 3 39 mol% 5.2 8% 16050 Midazolam”
30 [B-CD] SMe 1-3 88 mol% 8.7 8% 2050 Sevofluran®
31 [B-CD] SEt 1-3 45 mol% 4.3 g% 238 Sevofluran®

°GC Headspace, "HPLC Messungen.
Mit 97 mol% ist Verbindung 25 eindeutig bester Wirt fliir Halothan und auch
Sevofluran (89 mol%). Vergleicht man nun die Wirte mit Thioethyl und
Thiomethylkette bei gleichem Gast, stellt sich heraus, dass hier der Fillgrad mit
wachsender Kettenldange geringfligig abnimmt. Auch bei den statistischen Derivaten
30 und 31 ist eine deutliche Abnahme des Fillgrades und der Bindungskonstanten mit

wachsender Etherkette erkennbar. Hierbei gilt dies flr alle hier untersuchten Gaste.

Somit sollte an primadrer Seite des Cyclodextrins ein moglichst kurzer Thioether

gewdhlt werden, wenn moglich der Methylthioether.

Auch die sekunddre Substitution scheint eine wichtige Rolle beim Bindungsverhalten
der volatilen Substanzen zu spielen und wird durch Variation der Lange der

Ethylenglykolketten im Folgenden (Tab. 10) untersucht.

Tabelle 10. Einfluss des sekunddren Substitutionsmusters, Rg=SMe.

Wirt n (EG) Fiillgrad K, [L/mol] Gast
25 [B-CD] 3 89 mol% 7.5 g% 2583 Sevofluran’
29 [B-CD] 4 72 mol% 5.4 g% 827 Sevofluran®
30 [B-CD] 1-3 88 mol% 8.7 g% 2050 Sevofluran®’

“GC Headspace.

Schlussendlich kann auch hier ein deutlicher Einfluss des sekundaren
Substitutionsmusters festgestellt werden. Je langer die Ethylenglykolkette ist, desto

kleiner werden Fillgrad und Bindungskonstante. Ob der Wirt ein statistisches oder
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einheitliches CD darstellt, scheint weniger wichtig zu sein. Verbindung 25 ist hier

bester Wirt fiir den Gast Sevofluran.

Zusammenfassend ldsst sich das wasserl6sliche 6-Thiomethyl-B-Cyclodextrin 25 als
geeigneter Wirt fir die Substanzen Sevofluran, Halothan und Midazolam bezeichnen.
Mit Fullgraden von nur knapp unter 100 mol% bei Sevofluran und Halothan wurde

hier tatsdchlich ein optimaler Wirt konzipiert und auch synthetisiert.

Fir Midazolam stellt 25 mit 53 mol% eine akzeptable Alternative zu stark ionischen
Wirten dar, die den Nachteil der hohen lonenstiarke und der damit verbundenen
Toxizitat in lebenden Organismen haben. Weiterhin wurden beziglich Midazolam
weitere Wirte untersucht, die im Folgenden mit ihren Einschlussverhalten (Tab. 11)

aufgefihrt sind:

Tabelle 11. Einschlussverhalten von Midazolam in ausgewdahlten Cyclodextrin-Wirten in HEPES.

Wirt Fiillgrad K [L/mol] Gast
25 53 mol% 7.4 8% 16256 Midazolam”
26 29 mol% 3.5 g% 6113 Midazolam”
27 39 mol% 5.2 g% 9414 Midazolam?”
30 32 mol% 5.4 g% 11337 Midazolam”
31 21 mol% 3.2g% 3920 Midazolam”
32 10 mol% 1.7 g% 1661 Midazolam”
33 11 mol% 1.9g% 1865 Midazolam”
34 31 mol% 3.7 g% 6422 Midazolam”

"HpLC Messungen.

Aus obiger Tabelle wird ersichtlich, dass auch hier kein besserer Wirt flir Midazolam
gefunden werden konnte. Verbindung 25 bleibt mit einem Fillgrad von 53 mol% und
einer Bindungskonstante von 16256 L/mol geeignetster Wirt. Lediglich Verbindung
27, das wasserlosliche 6-Thioethyl-B-Cyclodextrinderivat kommt mit einem Fillgrad

von 39 mol% nah an das Bindungsverhalten des Methylderivats heran, die
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Bindungskonstante ist mit lediglich 9414 L/mol jedoch sehr gering. Verbindung 30
bindet Midazolam mit einer Konstanten von 11337 L/mol fester, jedoch betragt der

Fillgrad hier lediglich 32 mol%.

Im Folgenden sind zusammenfassend alle untersuchten Wirt-Gast-Komplexe mit
Sevofluran (Tab. 12), Halothan (Tab. 13) und Propofol (Tab. 14) sowie deren
Charakterisierung dargestellt:

Tabelle 12. Ubersicht zum Einschlussverhalten von Sevofluran in allen neu synthetisierten

Cyclodextrin-Wirten in HEPES.

Wirt Fiillgrad K [L/mol] Gast
24 17 mol% 1.6 g% 57 Sevofluran®
25 89 mol% 7.5g% 2583 Sevofluran®
27 88 mol% 7.2 g% 2410 Sevofluran®
28 3 mol% 0.2 g% 9 Sevofluran®
29 72 mol% 5.4 g% 827 Sevofluran®
30 88 mol% 8.7 g% 2278 Sevofluran®
31 45 mol% 4.3 g% 264 Sevofluran®
32 72 mol% 7.1 g% 829 Sevofluran®
33 74 mol% 7.6 g% 920 Sevofluran®
34 29 mol% 2.2 g% 132 Sevofluran®
35 - kein Einschluss - Sevofluran®
36 9 mol% 0.9 g% 32 Sevofluran®

“GC Headspace.
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Tabelle 13. Ubersicht zum Einschlussverhalten von Halothan in ausgewédhlten Cyclodextrin-

Wirten in HEPES.

Wirt Fiillgrad Ks [L/mol] Gast
Ramep (DS 1.6) 33 mol% 5.9 g% 139 Halothan®
25 97 mol% 8.2 g% 8208 Halothan®
27 92 mol% 7.5 g% 3444 Halothan®
32 92 mol% 9.5 g% 3383 Halothan®

“GC Headspace.

Tabelle 14. Ubersicht zum Einschlussverhalten von Propofol in ausgewidhlten Cyclodextrin-

Wirten in HEPES.

Wirt Fiillgrad K, [L/mol] Gast
25 1 mol% <1g% 7 Propofol”
30 2 mol% <1g% 23 Propofolb
34 11 mol% 1% 114 Propofolb
RamepB (DS 1.8) 67 mol% 9g% 1148 Propofol”

HPLC Messung
Zusammenfassend ldsst sich zum Einschlussverhalten der oben genannten
Anasthetika sagen, dass sowohl fiir Sevofluran als auch fiir Halothan geeignete Wirte
synthetisiert werden konnten, die die Molekile optimal einschliefen. Verbindung 25,
27 und 30 solubilisieren Sevofluran mit Fullgraden von nur knapp unter 90% und
Bindungskonstanten von bis zu 2583 L/mol. Halothan hat mit Verbindung 25 seinen
optimalen Wirt gefunden, der das volatile Andsthetikum mit 97 mol% einschlief3t.
Auch 27 und 32 sind mit einem Flllgrad von jeweils 92 mol% als sehr gute Wirte zu
bezeichnen, Verbindung 32 zeigt hier mit 9.5 g% das hdchste Einschlussverhalten

beziiglich der Molmassenverhaltnisse von Wirt und Gast.

Fir Propofol konnte bis dato leider noch kein passendes, nicht-ionisches Cyclodextrin-

derivat mit primdrer Thioether- und sekundadrer Oligoethylenglykolstruktur
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hergestellt werden. Die in Tab. 14 dargestellten Wirte 25, 30 und 34 schlieRen
Propofol nur unzureichend ein, sowohl die Bindungskonstante als auch die Fillgrade
liegen weit unter denen von Sevofluran, Halothan und Midazolam. Das statistische
Ramep (DS 1.8) sowie das ionische Natriumsalz des Sulfobutylether-B-CDs schlieRen
Propofol mit Fillgraden von 65 bzw. 67 mol% gut ein, die Bindungskonstanten sind
mit 1764 L/mol und 1148 L/mol ebenfalls als gut zu bewerten. Hierbei bringen die
Derivate jedoch einerseits mit der statistischen Verteilung der Methylgruppen sowie
der ionischen Struktur beim Natriumsalz einer Carbonsdure entscheidende Nachteile
mit sich. Generell sind statistische Derivate ungeeignet fiir Bindungsstudien, da diese
nie vollstandig reproduzierbar sind. lonische Derivate sind flir lebende Organismen
ebenfalls ungeeignet, da diese zelltoxisch wirken und somit als CARRIER nicht
eingesetzt werden kénnen.

Somit bleibt zundchst noch offen, welche Cyclodextrinderivate sowohl die
Anforderungen der Anwendung in lebenden Zellen als auch die Reproduzierbarkeit
mit gutem Einschlussverhalten von Propofol vereinbaren konnen. Eventuell kdnnen
neue Cyclodextrin-Polymere (vgl. Kapitel 6) diese Eigenschaften miteinander vereinen

und so potentielle Wirte zur Solubilisierung von Propofol sein.
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5.3.1 Toxizitdts- und Transportstudien

5.3.1.1 Zytotoxizitatsstudien

Im Rahmen des interdisziplindren, BMBF-finanzierten Projektes LipoTrans wurden
im Arbeitskreis von Prof. Dr. Forster an der Uniklinik in Wiuirzburg Zytotoxi-
zitdtsuntersuchungen der beschriebenen Cyclodextrine 25, 27, 30 und 31 reprasenta-
tiv fur alle in dieser Arbeit synthetisierten Derivate durchgefiihrt. Hierbei wurden die-
se auf zwei verschiedenen Zelllinien (Caco-2 und humane, primare Fibroblasten) fir

unterschiedliche Zeitrdume untersucht, hier am Beispiel von 25 (Abb. 5-17 und 5-18.).

Bei Caco-2-Zellen handelt es sich um humane Darmkrebszellen (colorectal

adenocarcinoma), bei den Fibroblasten um menschliche Bindegewebszellen.

Zytotoxizitatstest Zytotoxizitdtstest
25auf Caco-2,2 h 25 auf Caco-2,24 h
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Abbildung 5-17. Zytotoxizitat von 25 nach 2 und 24 h auf Caco2-Zellen.
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Abbildung 5-18. Zytotoxizitdt von 25 nach 2 und 24 h auf humane Fibroblasten.
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Als zytotoxisch wurde gemaR DIN EN ISO 10993-5 eine mehr als 30%ige Abweichung
der Messwerte behandelter Zellen gegenliber der unbehandelten Kontrolle definiert.
Nach der Behandlung der Zelllinie Caco-2 konnten bei keiner der getesteten
Konzentrationen von 25, 27, 30 und 31 weder nach 2 h noch nach 24 h

Inkubationszeit zytotoxische Effekte detektiert werden.

Bei primdren Fibroblasten wurden nach 2 h mit der héchsten Konzentration von 13
mg/mL 25 starke zytotoxische Effekte beobachtet, wenn die Substanz in Basalmedium
gelost wurde, diese Konzentration liegt jedoch 100-fach liber dem klinisch relevanten
Bereich. Serum wirkte protektiv auf die Zellen und reduzierte die zytotoxischen
Effekte. Nach 24-stindiger Inkubation ergaben sich bereits ab einer 10-fach
niedrigeren Konzentration von 1.3 mg/mL zytotoxische Effekte auf primare
Fibroblasten, unabhdngig vom Losungsmittel; diese Konzentration liegt allerdings

immer noch 10-fach liber dem klinisch relevanten Bereich.

Nach 2 h mit einer Konzentration von 1.3 mg/mL 27 konnten starke zytotoxische
Effekte beobachtet werden, wenn die Substanz in Basalmedium geldst wurde. Serum
wirkte protektiv auf die Zellen und reduzierte die zytotoxischen Effekte. Nach 24-
stindiger Inkubation ergaben sich bereits ab einer 10-fach niedrigeren Konzentration
von 130 ng/mL, geldst in Basalmedium, zytotoxische Effekte auf primare Fibroblasten;

diese Konzentration liegt im klinisch relevanten Bereich.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei Substanz 30 gemacht werden. Auch hier
wirkte die Testsubstanz in der maximalen Konzentration von 13 mg/mL sowohl nach
2- als auch nach 24-stiindiger Inkubation zytotoxisch auf humane primaére
Fibroblasten. In Basalmedium konnten nach 24-stiindiger Inkubation bereits bei 1.3
mg/mL 30 toxische Effekte beobachtet werden, nicht jedoch in Serum. Somit wirkt

auch hier Serum protektiv auf die Zellen.

Substanz 31 wirkte bei einer maximalen Einsatzkonzentration von 13 mg/mL nach 24-
stindiger Inkubation sowohl in Basalmedium als auch in Serum zytotoxisch auf
primdare humane Fibroblasten. Nach 2-stiindiger Inkubation von 31 konnten keine

zytotoxischen Effekte beobachtet werden.
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5.3.1.2 Mutagenes oder hamolytisches Potential

Substanz 25 wurde zusatzlich von Fresenius Kabi Deutschland GmbH auf eventuell

vorhandenes mutagenes oder hamolytisches Potential getestet.

Hierbei wurde beim Test auf Mutagenitat ein Rickmutationstest durchgefihrt, der
jedoch keinerlei mutagenes Potential feststellten lieR. Ein vorhandenes hamolytisches
Potential konnte mittels eines in vitro Hamolyse-Tests in humanem Blut

ausgeschlossen werden.

5.3.1.3 Transportstudien mit Midazolam

Im Folgenden wurde das Transportverhalten des Wirkstoffes Midazolam,
komplexiert durch das Cyclodextrin 25 untersucht (Abb. 5-19 und 5-20). Hierzu wurde
ein Darmepithelbarriere-Modell mit Hilfe der Dickdarmkarzinomzelllinie Caco-2
eingesetzt. Zur Priifung der Barriere-Integritat erfolgte die regelmaRige Messung des
transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER = transepithelialelectricalresi-
stance). Ab einem TEER > 200 Q/cm?haben die Darmepithelzellen durch Ausbildung
von Adharenzverbindungen und Tight Junctions eine ausreichende Barriere

ausgebildet und konnen zum Durchfliihren von Resorptionsstudien eingesetzt werden.

Midazolam- 25
TEER mit Zellen > 200 Q * cm?

2,00
E 1,50
i’ 7 pe > 1,11 pg/ml leer
]
é\: 1,00 H1,11 pg/ml Caco-2
- [ -
0,50 55 ng/ml leer
! ! A 5,55 1g/mlCaco-2
0,00
0 1 2 3 4

Zeit[h]

Abbildung 5-19. Transport von Midazolam durch die Caco-2-Darmbarriere ( QAund Leer-

Inserts (x,- ) in Abhdngigkeit der Zeit (insgesamt 4 Stunden).

Probenziige erfolgten nach 5, 15, 30, 120 und 240 Minuten. Vergleichend wurde das
Transportverhalten bei den Einsatzkonzentrationen von 1.11 pg/mL und 5.55 pg/mL

Midazolam untersucht.
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Midazolam- 25
TEER mit Zellen > 200 Q * cm?
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Abbildung 5-20. Transport von Midazolam durch die Caco-2-Darmbarriere ( [l Mund Leer-

Inserts (%,-), In Abhdngigkeit der Zeit (insgesamt 30 Minuten).

Die getesteten Konzentrationen des Wirkstoffkomplexes richten sich nach den
klinisch relevanten Plasmakonzentrationen des Andsthetikums Midazolam und
werden filir die spatere perorale Applikation in einer 10x und 50x hoheren
Konzentration eingesetzt. Der Fullgrad von 25 fir Midazolam betragt 7.4 g%. Somit

ergaben sich folgende getestete Wirkstoff- bzw. Komplexkonzentrationen (Tab. 15):

Tabelle 15. Wirkstoff- bzw. Komplexkonzentrationen von Midazolam im Komplex.

Konzentrationserhéhung im

¢ (Komplex) ¢ (Midazolam) im
Vergleich zur klinisch relevanten
[mug/mL] Komplex [ug/mL] )
Konzentration
(of 15 1.11 10 x
(o 75 5.55 50 x

Wie in Abb. 5-19 und 5-20 zu sehen, konnte ein gerichteter Transport des Wirkstoffes
Midazolam, komplexiert durch 25 von der apikalen zur basolateralen Seite durch die
Darmepithelbarriere-Modelle beobachtet werden. Im Vergleich zu den mit Zellen
besiedelten Inserts (Caco-2-Modelle) erfolgt der Durchtritt der Testsubstanz
Midazolam durch die nicht mit Zellen besiedelten Leer-Inserts durch Diffusion und
somit mit einer hdheren Geschwindigkeit. Ebenfalls erfolgte der Transport von
Midazolam bei der hoheren Einsatzkonzentration von 5.55 pg/mL mit einer hdheren

Geschwindigkeit als bei der niedrigeren Einsatzkonzentration von 1.11 pg/mL.
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5.4 Einschluss von Xenon

Wie bereits in Kapitel 5.3 eingehend diskutiert, sind wasserlosliche 6-Thioalkyl-
Cyclodextrine geeignete Wirte zur Solubilisierung hydrophober, volatiler Andsthetika
wie Sevofluran oder Halothan. Aus diesem Grund liegt die Idee nahe, auch den
Einschluss hydrophober Gase wie das inerte Edelgas Xenon in Betracht zu ziehen .t
Hierbei ist Xenon nur in sehr geringem MaRe (Go = 0.010519 mL/L bei 25°c**?))

wasserloslich und soll im Folgenden durch den Einschluss in ein Derivat des a-

Cyclodextrins wasserldslich gemacht werden.

In untenstehender Abbildung (Abb. 5-21) sind reine **Xe-NMR-Spektren in
verschiedenen Losemitteln dargestellt. In enger Zusammenarbeit mit DR. JOSEF ZAPP
vom Institut fir pharmazeutische Biologie (Lehrstuhlinhaberin: PROF. DR. ALEXANDRA K.
KiEMER) konnte innerhalb kirzester Zeit zum Einen reines Xenon in Cyclohexan (Abb.
5-20 oben) und zum Anderen Xenon im Komplex mit Derivaten des a-Cyclodextrins
(Abb. 5-20 mittig, unten) bereits in wassriger Losung (H,O/D,0-Gemisch 8:2 v/v bzw.

reines D,0) im NMR sichtbar gemacht werden:

-5331 01

BNAAAe s bR i s oA Ao AR At Rt s o
0 5280 -5280 -5300 5310 5320 5330 -5340
Chemical Shift (ppm}

-5208.05

BMARLARAM AR St s s
530 5320 5330 -5340
Chemical Shift (ppm)

LA A
0 5280 5280 S

5209 26

LA LS L L) AL LALLM LA R i) L
0 5280 5290 -5300 -5310 5320 5330 -5340

Abbildung 5-21. Vergleich dreier Ausschnitte aus 129Xe-NMR—Spektren: 129 e geldst in

129

Cyclohexan (oben), ““"Xe-Einschluss in Hexakis[6-deoxy-6(2-sulfanyl-ethansulfonsaure)]-a-CD

(mittig) und 129%e Einschluss in 24 (unten) in wassriger Losung.
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In obiger Abbildung (Abb. 5-21) sind deutlich '**Xe-Singulett-Signale bei einer
chemischen Verschiebung um -5200 bis -5400 ppm zu erkennen. Diese hohe negative
Verschiebung ist darauf zurlickzufiihren, dass bei obigen spektroskopischen Auf-
nahmen Xenon-Gas (Xe (g)) aus der Gasphase als Referenz verwendet verwendet
wurde.

Die chemische Verschiebung von Xenon wird nach IlupAc haufig nach XeOF,

t[113]

referenzier [114] (vgl. Abb. 5-22), haufiger wird jedoch Xe(g) verwendet, was einen

Unterschied von 5386 ppm ausmacht:

1000 0 -1000  -2000  -3000  -4000  -5000  -60QO
Xely

*Endohedral fullerene anions

*Endohedral fullerenes

XeOF4(neat) He@Cgn

¥enon tellurofluorates
CsFsXe®  Xe(soln.)

Xe(g)
Alkylxenon barofluorides

[(FsAs)AuXe] [SbaFi]

G000 SO00 4000 3000 2000 1000 0 1000
Alternative chemical shift relative to dilute gas/ppm
*Theoretically calculated

Abbildung 5-22. Chemische Verschiebung von Xenon nach lupac.!**]

Zur weiteren Untersuchung wurden im Folgenden Proben verschiedener Wirte an das
Leibniz-Institut fur Molekulare Pharmakologie (FMP) in Berlin versendet und in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von DR. LEIF SCHRODER weitere

spektroskopische Messungen mit hyperpolarisiertem Xenon durchgefihrt.

In folgender Abbildung (Abb. 5-23) ist die chemische Verschiebung in Abhdngigkeit
der Konzentration zweier Cyclodextrine aufgrund des Einschlusses von Xenon

beschrieben.
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Abbildung 5-23. Anderung der chemischen Verschiebung des Signals an geléstem Xenon in
Abhangigkeit der Konzentration von Hexakis-[6-deoxy-6(2-sulfanylethansulfonsdure)]-a-CD.

Bedingungen: Xenon (5%) bei 298K und pH = 7.3 in 10 mM HEPES und 100 mM NacCl.

Aus obiger Abbildung (Abb. 5-23) ist eine Abhangigkeit zwischen Konzentration des
erwdahnten a-CD-Xenon-Komplexes und der chemischen Verschiebung des gel6sten
Xenons erkennbar. Dies spricht flir den Einschluss des Gases in die Kavitit des
Cyclodextrins, quantitative Aussagen lGber Menge an Xenon kénnen bisher noch nicht
getroffen werden, da hierzu die Resonanz von eingeschlossenem Xenon detektierbar
sein misste. Je groRer die Anderung der chemischen Verschiebung ist, desto mehr

Gas scheint jedoch gebunden zu werden.

In folgender Abbildung (Abb. 5-24) wird somit die chemische Verschiebung des
Xenons als Funktion der CD-Konzentration aufgetragen, sowohl normal (oben) als
auch logarithmisch (unten). Die normale Auftragung lasst einen linearen Verlauf

erahnen, die logarithmische zeigt einen exponentiellen Verlauf:
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Abbildung 5-24. Anderung der chemischen Verschiebung des Xenon-Signals in Abhingigkeit der
CD-Konzentration (CD: Hexakis-[6-deoxy-6(2-sulfanylethansulfonsdure)]-a-CD),

normale (oben) und logarithmische (unten) Auftragung.
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Analog zu Abbildung 5-23 zeigt untere Abbildung (Abb. 5-25) eine Abhéangigkeit

zwischen der Captisol®-Konzentration und der chemischen Verschiebung des geldsten

Xenons:

1
— 24 8 mM
15 mM
7.5mM
25| ‘ 3ImMm
l 1mM
0.5mM
l 0.1 mM
— .05 mM
2k 0.01mM  H
0.001 mMm
0.0001 mM
Hepes

Intensitat [a.u.]

194 193 192 191 190 189 188
8 [ppm]

Abbildung 5-25. Anderung der chemischen Verschiebung des Signals an geléstem Xenon in
Abhangigkeit der Konzentration von Captisol®.

Bedingungen: Xenon (5%) bei 298K und pH = 7.3 in 10 mM HEPES und 100 mM NacCl.

In folgender Abbildung (Abb. 5-26) wird wiederum die chemische Verschiebung des
Xenons als Funktion der Captisol®-Konzentration aufgetragen, sowohl normal (oben)
als auch logarithmisch (unten). Die normale Auftragung ldsst einen linearen Verlauf

erahnen, die logarithmische zeigt Ansatze eines exponentiellen Verlaufs:
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Abbildung 5-26. Anderung der chemischen Verschiebung des Xenon-Signals in Abhingigkeit der

Captisol-Konzentration: normale (oben) und logarithmische (unten) Auftragung.
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5.4.1 Hyper-CEST-Methode

Bei der Hyper-CEST-Methode handelt es sich um Chemical Exchange Saturation
Transfer mit hyperpolarisiertem Xenon. Hyperpolarisation bedeutet hierbei die
geordnete Ausrichtung der Kernspins weit liber das thermische Gleichgewicht hinaus,
was durch optisches Pumpen des Alkalimetalls Rubidium realisiert wird. Die dadurch
erhaltene Elektronenspin-Polarisation der  Rubidium-Atome kann durch
Hyperfeinwechselwirkungen wadhrend Kollisionen mit Xenonatomen auf die
Xenonkerne Ubertragen werden.!"™® Hierbei spricht man haufig von Spin Exchange

Optical Pumping (Abb. 5-27 - rechts).

Auf elektronischer Ebene bedeutet Hyperpolarisation eine Uberpopulation bzw. einen
signifikanten Uberschuss einer einzigen Spin-Orientierung im Vergleich zur
thermischen Polarisierung (Abb. 5-27 - Iinks).[lls] Hierbei ist im linken Teil der unteren
Abbildung die Verteilung der Spins auf die Energieniveaus in einem hyperpolarisierten
Spinensemble (oben) und einem thermisch polarisierten Spinensemble (unten)

dargestellt.

hyper- ' ¢¢¢ |
polarization ¢¢¢¢é¢¢¢é— in:‘ari:_;d Eectrqon >
LS ol ¥ -
polarization ¢éi¢¢¢¢ b

Abbildung 5-27. Hyperpolarisation auf elektronischer Ebene (links) und das Prinzip des Spin

Exchange Optical Pumpings (rechts).“ls][MG]

Bei folgender Abbildung (Abb. 5-28) handelt es sich grundlegend um eine

129Xe—NI\/IR—Spektroskopie mit hyperpolarisiertem Xenon unter

Darstellung der
Ausnutzung von Sattigungstransfer durch chemischen Austausch (Hyper-CEST). Sie
stellt eine relativ neue und vielversprechende Methode zum Nachweis von
molekularen Zielstrukturen in geringen Konzentrationen mit vielfdltigen

Anwendungsmoglichkeiten dar.!*”!
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Abbildung 5-24 zeigt Xenon-Hyper-CEST Spektren in Gegenwart von Cyclodextrin-

Wirten unterschiedlicher GroRe und Substitution an primarer und sekundarer Seite:

08

06

—HD162 (o)

HPaCD (o) |
—RH333 (o)
— Captisol (B) |

1 — HyperCEST effect

02

0 I I 1 I
250 200 150 100 50 0

Chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 5-28. Anderung der chemischen Verschiebung von geléstem Xenon in Gegenwart
von Hexakis-[6-deoxy-6(2-sulfanylethansulfonsdure)]-a-CD, HPaCD, Carboxymethyl-a-CD und
Sulfobutylether-B-CD (Captisol®).

Aus Abb. 5-28 wird deutlich, dass sich die Signalbreite mit Variation des
Cyclodextrin-Wirtes jeweils leicht verandert. Dies kann verschiedene Austauschraten

als Ursache haben, d.h. je breiter das Signal, desto schneller der Austausch.

In folgender Abbildung (Abb. 5-29) ist ebenfalls die chemische Verschiebung geldsten
Xenons in verschiedene Cyclodextrine gezeigt. Hierbei sind deutlich zwei Signale zu
erkennen, zum Einen ein Signal um 0 ppm, welches dem Gas-Signal von Xenon
entspricht und zum Anderen bei 193-198 ppm je nach RinggréofRe und Beschaffenheit
des Cyclodextrin-Wirts, bei welchem es sich um das Signal des gelésten Xenons
handelt. Die Verbreiterung der Signale um 0 ppm rihren wohl daher, da es sich bei
den Cyclodextrin-Wirten um amphiphile Molekiile handelt, die zur Schaumbildung
neigen. Hierbei kommt es auch im NMR-Rohr zu Lufteinschlissen, die ein zweites

Signal (hier als sehr breites Signal Gber mehrere ppm) hervorrufen. Beim scharfen
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Signal um 195 ppm handelt es sich um das eigentliche Xenon-Signal in Losung in
Anwesenheit des entsprechenden CD-Wirts. Hierbei scheint die Breite des Signals
etwas Uber die Bindungsstarke des CD-Xenon-Komplexes, die Signalhdhe lber die
Menge an gebundenem Gas auszusagen. Je breiter das Signal, desto schwacher
erscheint die Bindung, da ein schnellerer Austausch stattfindet, je intensiver (also

hoher) das Signal, desto mehr Gas ist folglich solubilisiert.
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Abbildung 5-29. Anderung der chemischen Verschiebung beim Einschluss von Xenon in
Hexakis-[6-deoxy-6(2-sulfanylethansulfonsdure)]-a-CD, Sulfobutylether-B-CD (Captisol®),
HPaCD, 24 und H,O0.

Somit scheint Hexakis-[6-deoxy-6(2-sulfanylethansulfonsdure)]-a-Cyclodextrin
(sample 1) im Vergleich zu anderen getesteten Wirten am meisten Xenon zu
solubilisieren, 24 ( ) scheint das Gas allerdings stark zu binden. Obwohl hier

kein gesondertes Signal flr solubilisiertes Xenon bzw. den Komplex erkennbar ist,
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stimmt dies mit den bereits diskutierten Ergebnissen aus vorherigen Kapiteln Gberein,
da Schwefel an primarer Seite (siehe 24) die Bindungsstarke zwischen Wirt und Gast
auch hier entscheidend zu erhéhen schreint. Hierbei kdnnen sowohl der pH-Wert als
auch die lonenstiarke der Losung eine entscheidende Rolle spielen und die
Bindungsstarke verandern. Bei 24 handelt es sich um ein a-Cyclodextrin, welches an
primdrer Seite mit sechs Thiomethylketten derivatisiert, an sekunddrer Seite
zusatzlich zur besseren Wasserldslichkeit mit Triethylenglykolketten substituiert ist.

Schwefel tragt hierbei, wie bereits allgemein diskutiert, zur Erhohung der
Bindungsstarke zwischen Wirt und Gast bei, was mit der hoheren GroRe des

Schwefelatoms im Vergleich zu Sauerstoff (im nativen Cyclodextrin) zu begriinden ist.
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5.5 Einschluss weiterer hydrophober Wirkstoffe

Neben den Anasthetika Propofol, Midazolam, Sevofluran und Halothan wurden
weitere hydrophobe Wirkstoffe mit Hilfe des synthetisierten Cyclodextrin-Carriers 25
solubilisiert. Die erhaltenen Daten sind zusammen mit Bindungsdaten bzgl.
bekannter, kommerziell erhédltlicher Cyclodextrine in nachfolgender Tabelle (Tab. 16)

aufgefihrt:

Tabelle 16. Einschluss weiterer, hydrophober Wirkstoffe in 25 in H,O/HEPES.

Fuallgrad
Wirt K [L/mol] Gast
[mol%]

25 2.6 27158 Haloperidol®?
HPBCD 1.0 245 Haloperidol®?
25 6.5 69713 Lopinavir®?
HPBCD 0.1 1051 Lopinavir®?
25 0.58 5793 Paclitaxel®?
Ramep <0.1 961 Paclitaxel®’
25 43 9132 Testosteron®?
B-CD 6.5 846 Testosteron®?

’HPLC Messungen, 'HEPES, ’H,0 als Lésemittel.
Hier ist eindeutig zu erkennen, dass Wirt 25 alle hydrophoben Wirkstoffe, namentlich
Haloperidol, Lopinavir, Paclitaxel und Testosteron (Abb. 5-26) in héherem Male
solubilisiert als bekannte, kommerziell erhaltliche Cyclodextrine wie Hydroxypropyl-B-
CD, randomly methylated PB-CD oder natives B-CD. Besonders Lopinavir und
Testosteron zeigen hier mit einem Fullgrad von bis zu 43 mol% auch gute

Bindungskonstanten.

Haloperidol und Paclitaxel zeigen leicht erhohte Fillgrade und lediglich einen

geringen, aber erwdhnenswerten Anstieg der Bindungsstarke zwischen Wirt und Gast.
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Abbildung 5-30. Haloperidol (a), Lopinavir (b), Paclitaxel (c) und Testosteron (d).

Somit scheint die Kavitat des neu geschaffenen Cyclodextrins 25 in besonderem Malle
zum Einschluss hydrophober Wirkstoffe jeglicher Art geeignet. Die Grofle der oben
genannten Wirkstoffe scheint zudem nicht immer ausschliellich fir eine starke
Bindung verantwortlich zu sein, da beispielsweise Lopinavir (M = 628.81 g/mol) und
Paclitaxel (M = 853.92 g/mol) eine sehr hohe Molmasse und somit auch deutlich

groRer sind als die Kavitat von 25 es eigentlich vorgibt.
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6 Synthese und Analyse von Poly(cyclodextrinylacrylamid)en

Zusatzlich zu den in Kapitel 5 beschriebenen hydrophilen oder amphiphilen
Cyclodextrin-Wirten werden im Folgenden Cyclodextrin-(Co)polymere hergestellt, die
zukinftig ebenfalls zur Solubilisierung hydrophober Wirkstoffe verwendet werden

sollen (Abb. 6-1):

Abbildung 6-1. Darstellung von Poly(cyclodextrinylacrylamid)en.

Hierbei spielt es zundchst keine Rolle um welches Polymer es sich handelt.
Optimalerweise soll es nicht toxisch, bioabbaubar und leicht mit CDs knlpfbar sein

bzw. aus ihnen hergestellt werden kdnnen.

Hier liegt zunachst die Idee nahe, Cyclodextrin-Monomere, in diesem Fall Acryl-
Monomere als Precursor herzustellen und diese in einer radikalischen Polymerisation
zu verkniupfen, wie es in nun folgenden Kapiteln 6.1 - 6.3 eingehend beschrieben
wird. Nach ausfihrlicher Testung sollen diese jedoch fiir biologische Anwendungen

durch sehr dhnliche, jedoch weniger toxische Verbindungen ersetzt werden.
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6.1 Synthese der Monomerbausteine

Um aus gewodhnlichen, nativen Cyclodextrinen Monomerbausteine herzustellen,
die in einer radikalischen Reaktion zu einem Polymer verkniipft werden kénnen, wird
zundchst in einer dreistufigen Reaktion aus nativem B-Cyclodextrin ein CD-Monomer

hergestellt (Abb. 6-2):

OTs

[ 2;)02;)0]] O [ bobob

HO OHHO OH HO OH
DMF, NaH
DMF:H,0 R ‘R =
(1:3)2 NEt, 41:R_H qua:mt.
HS/\’NH3C| 0 42:R=Me 59%
CIHBI} HN
S
11 |O|| 'O" 2;) ||2;)
HO OH . HO OHHO OH
2O 40°C,
base

Abbildung 6-2. Synthese der Monomerbausteine 41 und 42.

Hierbei wird ein Acryl- (41) oder Methacrylrest (42) an die primare Seite des
Cyclodextrins angeknlipft. Zundchst wird im ersten Schritt eine primaére
Hydroxygruppe durch Umsetzung mit p-Toluolsulfonsdaureimidazol tosyliert und somit
aktiviert. In einem zweiten Schritt erfolgt eine nukleophile Substitution mit
Cysteaminhydrochlorid zu Mono[6‘-deoxy-6‘-cysteaminyl]-B-Cyclodextrin. Im
Anschluss daran wird in einer Art Veresterung mit (Meth-)Acryloylchlorid das
jeweilige Derivat 41 oder 42 hergestellt und u. a. mittels NMR-Spektroskopie

analysiert (vgl. Abb. 6-3).
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Abbildung 6-3: 1H-NMR—Spektrum von Precursor 42 in DMSO-dg.

In obiger Abbildung 6-3 ist ein Protonenspektrum des Methacryl-Derivats 42 in
DMSO-dg dargestellt. Bei einer Verschiebung von 8.01 ppm ist deutlich das Amid-
Proton zu erkennen. Die drei Protonen der Acryl-Doppelbindung lassen sich bei
Verschiebungen von 5.33 (Integration von zwei) und 5.30 ppm (Integration von eins)
klar identifizieren. Die Methylgruppe an der Acryldoppelbindung erscheint deutlich

als Singulett bei 1.62 ppm.

Bei Acrylderivat 41 erfolgt die Umsetzung quantitativ, beim Methacryl-Cyclodextrin

42 kénnen gute Ausbeuten bis zu 59% erreicht werden.
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6.2 Polymerisation der Cyclodextrinbausteine

Die in Kapitel 6.1 beschriebenen Monomerbausteine 41 und 42 sollen nun im
Folgenden in einer radikalischen Polymerisationsreaktion im wassrigen Medium zu

einem Cyclodextrin-Homopolymer umgesetzt werden (Abb. 6-4).

OH OH

Abbildung 6-4. Darstellung eines Cyclodextrin-Homopolymers bestehend aus CD-

Acrylbausteinen.

Die Reaktion wird nach folgendem Reaktionschema ablaufen (Abb. 6-5):

H

HZO 75°C

41

Abbildung 6-5. Polymerisation des Cyclodextrin-Monomerbausteins 41.

Hierbei wird der Radikalstarter 4-4’-Azobis(4’-cyanovaleriansaure) (ABCVA)
verwendet, der katalytisch eingesetzt und aufgrund der beiden Carbonsdurereste im
Vergleich zu Azobis(isobutyronitril) (AIBN) sehr gut wasserloslich ist. Die
Reaktionszeit wird bis auf 26 Tage ausgedehnt, die Reaktionstemperatur betragt

75°C.
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Nach vollstandiger Analyse der erhaltenen Produkte stellt sich jedoch heraus, dass in
keiner durchgefiihrten Polymerisation ein langerkettiges Polymer entstanden ist.
Untersuchungen der Gelpermeationschromatographie zeigen, dass lediglich
Oligomere entstanden sind (etwa bis zu zehn verknipfte Monomere), die jedoch
ebenfalls Vorteile in der Anwendung bieten, da kurzkettige Oligomere als
Wirkstofftransporter in biologischer Anwendung im menschlichen Korper aller Wahr-
scheinlichkeit nach nierengangig sind und so renal ausgeschieden werden kdénnen.

Hierzu wurden bisher jedoch noch keine Untersuchungen durchgefihrt.

Eine Begrindung flir die Bildung der Oligomere ist der sterische Anspruch der
Monomere. Hierbei geht man davon aus, dass die Cyclodextrine bei der
Polymerisation als eine Art Seitenketten am Acrylrest hangen und sterisch viel Platz
beanspruchen. Sind nun einige wenige (Meth)Acrylbausteine polymerisiert, ordnen
sich die Cyclodextrin-Seitenketten zu einer Art Knduel zusammen und verhindern so

eine weitere Polymerisation (Abb. 6-6).

Abbildung 6-6. Ausbildung einer Oligomer-Knduelstruktur aufgrund sterischer Anspriiche des

Cyclodextrinrests des Monomerbausteins.

Um dieses Problem zu l6sen und einen vorzeitigen Abbruch der Polymerisation zu
verhindern, werden im Folgenden Co-Monomere im Uberschuss eingesetzt, die den

sterischen Anspruch der Cyclodextrinseitenkette ausgleichen kénnen.
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6.3 Copolymerisation

Wie bereits erwahnt, ist eine Homopolymerisation der (Meth-)Acrylmonomere 41
oder 42 aufgrund des zu hohen sterischen Anspruchs der Cyclodextrinseitenketten
nicht moglich. Deshalb soll eine Copolymerisation mit kommerziell erhdltlichen Acryl-
Comonomeren, hier am Beispiel von Comonomer N-Isopropylacrylamid (NiPAAm) und

41 (Abb. 6-7) gezeigt, durchgefiihrt werden:

Abbildung 6-7. Darstellung eines Cyclodextrin-Copolymers bestehend aus CD-Acrylbausteinen

und Comonomeren.

Die Reaktion wird nach folgemdem Schema ablaufen (Abb. 6-8):

o3s

TMEDA 6
H,0, rt

Abbildung 6-8. Copolymerisation von 41 mit NiPAAm zu 43.

Als Comonomere werden neben NiPAAm aullerdem Hydroxyethylacrylamid (HEAA)

oder Dimethylacrylamid (DMAA) eingesetzt (Abb. 6-9):
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Abbildung 6-9. Vewendete Comonomere NiPAAm (a), HEAA (b) und DMAA (c).

Diese werden zusammen mit den bereits synthetisierten Cyclodextrinbausteinen 41
oder 42 in einer radikalischen (Co)Polymerisationsreaktion in wassriger Losung mit
TMEDA und APS bei rt angelehnt nach Harada et al 118 umgesetzt. Als Redox-
initiatorsystem wird hierbei APS/TMEDA eingesetzt. APS dient hierbei als Initiator,
TMEDA als Aktivator, der den Zerfall des Initiators als Elektronendonator fordert, bei
der Bildung des freien OH-Radikals entsteht Schwefelsiure.*®! Die Verhltnisse an
Comonomer zu Cyclodextrin werden in verschiedenen Ansatzen variiert, niedrigste

CD-Konzentration ist 5 mol%, hochste Konzentration soll 20 mol% sein.

Es ist zu beachten, dass (Poly)NiPAAm ein Lcst-Verhalten zeigt, d.h. bei etwa 32°C
eine umgekehrte Loslichkeit besitzt.'*>” Diese bleibt auch im hergestellten Copolymer
bestehen, je nach Menge des eingebauten NiPAAm weicht diese jedoch mehr oder

weniger stark nach unten ab.

In folgender Tabelle (Tab. 17) sind die erhaltenen Analyseergebnisse verschiedener

Copolymerisationen von 41 mit allen drei Comonomeren dargestellt:

Tabelle 17. Copolymerisation von 41 mit den verschiedenen Comonomeren: eingesetzte

Verhaltnisse und dabei erhaltene Analysenergebnisse.

Acryl Cyclodextrin
Co-
eingesetzter
Monomere Umsatz DS LCST* Substanz
CD- Gehalt
NiPAAmM 76% 0.03° 5 mol% 40 °C 43a
NiPAAmM 62% 0.04° 10 mol% 37.5-38 °C 43b
NiPAAM 73% 0.22° 15 mol% keine LCST 43c
NiPAAmM 61% 0.14° 20 mol% 37 °C 43d
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HEAA 54% 0.02° 5 mol% - a4

DMAA 77% 0.06° 5 mol% - 45

“DS aus NMR-Spektrum in DMSO-d¢ bestimmt; DS aus NMR-Spektrum in D,0 bestimmt.
*LCST (pNiPAAmM) = 32.72 °C.

Je nach Menge des eingesetzten CD-Monomers werden verschiedene
Substitutionsgrade (DS) fir das synthetisierte Polymer erhalten, eine kritische
Losungstemperatur ist nur bei den Copolymeren mit NiPAAm zu beobachten.
Substanz 43c zeigt keine LcsT, was durch einen hohen DS von 0.22 zu begriinden ist.
Durch die, relativ zu den anderen Verbindungen hohe Anzahl an Cyclodextrinen im
Polymer, wird die umgekehrte Lo&slichkeit hier unterdriickt. Im Gegensatz zur

Literatyr(t21122]

gilt in obiger Tabelle: ,Je hoher der Substitutionsgrad (je mehr CD in
das Copolymer eingebaut wurde), desto niedriger ist die LcsT.” Diese Abhdngigkeit
kann durch die rdumliche Anordnung des Polymers (z.B. zu einer Art Knduel) erklart

werden.

Nachfolgend sind alle Ergebnisse der Copolymerisation der genannten Comonomere

mit dem hergestellten Methacryl-CD 42 aufgefiihrt (Tab. 18):

Tabelle 18. Copolymerisation von 42 mit den verschiedenen Comonomeren: eingesetzte

Verhaltnisse und dabei erhaltene Analysenergebnisse.

Methacryl Cyclodextrine
Co-
eingesetzter
Monomere Umsatz DS LCST** Substanz
CD-Gehalt

NiPAAM 72% 0.03° 5 mol% 34 °C 46
HEAA 63% 0.05” 5 mol% - 47
DMAA 91% 0.05” 5 mol% - 48

DS aus NMR-Spektrum in D,0 bestimmt;
** | CST (pNiPAAm) = 32.72 °C.

Aus obiger Tabelle sind (Tab. 18) geht hervor, dass der Umsatz mit Comonomer

DMAA bei gleicher Menge an Cyclodextrin den héchsten Umsatz von 91% zeigt. Es
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folgen NiPAAmM mit 72% und HEAA mit 63%. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Umséatzen mit Acryl-CD 41 (Tab. 17).

Der Substitutionsgrad ist bei allen erhaltenen Copolymeren 46-48 dhnlich, lediglich 46
weicht mit einem DS von 0.03 im Vergleich zu den Copolymeren mit HEA (47) und
DMAA (48) mit 0.05 leicht nach unten ab. Vergleicht man die kritische
Losungstemperatur von 43a mit 46, so ist ein Abfall von 6°C zu beobachten, was sich
durch den zusatzlichen Einbau der Methylgruppe erklaren lasst. Dies beeinflusst die

Loslichkeit des erhaltenen Copolymers stark.

In einer weiteren Polymerisation von 42 mit NiPAAm zu gleichen Verhaltnissen wie in
Tab. 14 wurde die Reaktionszeit stark verlangert um eventuelle Auswirkungen auf
den Substitutionsgrad und den Umsatz zu erkennen. Nach drei Tagen konnte lediglich
eine Umsatzsteigerung von 3% auf 75% beobachtet werden, es konnte jedoch ein
deutlich erhdhter Einbau des Cyclodextrins festgestellt werden, da sich der Substitu-
tionsgrad von 0.03 auf 0.07 erhohte. Eine Verdnderung der LcsT konnte ebenfalls beo-
bachtet werden, ein Anstieg von 34 auf 39.5°C stimmt mit Dokumentationen aus der

[121][122]

Literatur Uberein.
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6.4 Bestimmung der Molmasse
In einem weiteren Analyseschritt wird mittels organischer Gelper-

meationschromatographie die Molmasse der erhaltenen Polymere 43-48 bestimmt

(Tab. 19):

Tabelle 19. Molmassen aller erhaltenen Copolymere bestimmt mittels GPC-Analyse.

Acryl Polymer DS Copolymer M,, M, PDI
43a 0.037 NiPAAmM 123 kDa 82 kDa 1.49
43b 0.04°  NiPAAmM 105kDa  62kba  1.70
43¢ 0.22° NiPAAM 124 kDa 86 kDa 1.45
43d 0.14°  NiPAAmM 66 kDa 43 kba  1.54
44 0.02° HEAA 104 kDa 63 kDa  1.64
45 0.06" DMAA 113kDa  65kDa  1.73

Methacryl 46 0.03° NiPAAmM 137kDa 107 kDa  1.28
47 0.05° HEAA 90 kDa 53kDa  1.72
48 0.05° DMAA 83 kDa 46 kba  1.79

“DS aus NMR-Spektrum in DMSO-d¢ bestimmt; DS aus NMR-Spektrum in D,0 bestimmt.

Alle hier bestimmten Molmassen bewegen sich im Bereich von 66 bis 137 kDa, die

Polydispersitaten (PDI) im Rahmen von 1.28 bis 1.79. Typisch fir radikalische

Polymerisationsreaktionen sind PDI-Werte im Bereich von 1.5 bis 2.0, was im

Vergleich zu lebenden Polymerisationen etwas verbreiterten Molmassenverteilungen

(hier zwischen Poisson- und Schulz-Flory-Verteilung) entspricht (vgl. Abb. 6-10).
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Abbildung 6-10. Schematische Darstellung der Poisson- und Schulz-Flory-Verteilungskurven.

w; = Massenanteil des Polymerisationsgrades X; am Gesamtpréparat.“m

Mit Ausnahme von Copolymer 48 mit einer Molmassenverteilung von 1.79 bewegen
sich alle anderen Copolymere am oberen Rand dieses Bereichs, Copolymer 46 hat mit
einem PDI von 1.28 sogar eine sehr viel engere Molmassenverteilung als eigentlich

bei radikalischen Polymerisationen zu erwarten ist.

Im Verlauf der Synthesen und deren Analyse wurde ebenfalls eine RAFT-
Polymerisation (vgl. Kap. 8.3.4.2 im experimentellen Teil) durchgefiihrt. Aus der NMR-
spektroskopischen Analyse des Endproduktes geht jedoch hervor, dass nur eine
geringfligige Umsetzung stattfand, weshalb die Ergebnisse hier nicht weiter diskutiert

werden konnen und keine Molmasse mittels GPC bestimmt wurde.
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7 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, vollstindig definierte,
wasserldsliche 6-Thioalkylcylodextrine zu synthetisieren, die an sekundarer Seite mit
Ethylenglykolketten verschiedener Lange modifiziert wurden. Dadurch ist ihre
Synthese sehr gut reproduzierbar und sie eignen sich nicht zuletzt dadurch sehr gut
als Transporter fir hydrophobe Molekilstrukturen. lhr Gberaus grofes Potential
hydrophobe Verbindungen zu solublisieren sollte zukinftig noch tiefergehend
untersucht und durch den Einschluss weiterer Farb- oder Wirkstoffe stetig ausgebaut
werden. Besonders die Untersuchungen zu Xenon als hydrophobem Gast sind dufRerst
vielversprechend, zugleich hochinteressant und sollten auch im Hinblick auf

biologische Anwendungen fortgesetzt werden.

Zudem sollten weitere Transportstudien der Cyclodextrinwirkstoffkomplexe auch
unter Verwendung verschiedene Gaste durchgefihrt und optimiert werden. Auch hier
lasst sich groRes Potential erkennen, da die verwendeten Wirte bei klinisch
relevanten Konzentrationen weder toxische, mutagene noch héamolytische
Eigenschaften aufweisen und somit eine Verwendung auch im (menschlichen) Koérper

in Betracht gezogen werden kann.

Die Synthese der Cyclodextrin(co-)polymere besonders in Bezug auf die RAFT-
Polymerisation sollte weiter optimiert und analysiert werden, da auch hier grolRes
Potential zur Verwendungs als Wirkstofftransporter besteht. Diese Behauptung soll
durch den Einschluss von hydrophoben Wirkstoffmolekiilen zukinftig bewiesen und

untermauert werden.



8 Experimenteller Teil 87

8 Experimenteller Teil

8.1 Materialien

Die zur Synthese verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Acros Organics,
Alfa Aesar, Fisher Scientific, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich, TCl, Wacker sowie dem
Chemikalienlager der Universitdt des Saarlandes (ZChL) bezogen und ohne weitere

Aufreinigung eingesetzt.

Absolute Losungsmittel wurden entsprechend den Standardverfahren getrocknet und

entweder direkt eingesetzt oder liber Molsieb aufbewahrt.

Alle chemischen Umsetzungen wurden unter Stickstoffatmosphare durchgefiihrt und

es wurden Magnetheizrihrer sowie Temperaturfiihler der Firma Heidolph verwendet.

8.2 Methoden und Gerate

Die Charakterisierung der Syntheseprodukte erfolgte mittels NMR- und FT-IR-
Spektroskopie, Elementaranalyse, Massenspektrometrie, sowie
Gelpermeationschromatographie. Die Reaktionsverfolgung wurde mittels
Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt, die Aufreinigung vieler Endprodukte
durch Ultra- bzw. Nanofiltration. Zur Entfernung wassriger LOsemittelgemische

wurden einige Substanzen lyophilisiert.

8.2.1 NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der 1H—, 13C—, H,H-COSY- und HSQC-NMR-Spektren erfolgte an einem
Spektrometer des Typs Magnet System 400 MHz Ultra shield plus (*H: 400 MHz, 3C:

100.6 MHz) der Firma Bruker BioSpin, Rheinstetten bei Raumtemperatur. Die 129

e_
Spektren der Wirt-Gast-Komplexe wurden an einem Spektrometer Avance 500 (**°Xe:
139.14 MHz) ebenfalls der Firma Bruker BioSpin aufgenommen. Die chemischen
Verschiebungen sind in parts per million (ppm) relativ zu Tetramethylsilan (TMS) bzw.

gasformigem Xenon [Xe(g)] als Referenzsubstanzen angegeben.

Die Auswertung der Resonanzspektren wurde mit dem Modul SpecManager des

Programms ACDLabs 10.0 der Firma Advanced Chemistry Development Inc., Toronto,
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Ontario, Canada durchgefiihrt. Als interner Standard dienten jeweils die Resonanzen

der nicht vollstandig deuterierten Losemittel.

Die Protonen bzw. Kohlenstoffatome der Glukoseeinheiten sind mit 1,2,3 etc.
gekennzeichnet, beginnend mit dem anomeren Zentrum des Molekiils. Signale von
Atomen, die unter Einfluss eines Substituenten stehen oder &hnliche

Strukturelemente beschreiben, werden mit 1¢, 2, 3‘ etc. gekennzeichnet.

Die Multiplizitaten werden hierbei durch die Kiirzel s fiir Singulett, d fur Dublett, t fur
Triplett, g fiir Quartett, gi fiir Quintett, sx fiir Sextett, dd fir Dublett von Dublett, sh
far Signalhaufen und m fiir Multiplett beschrieben. Die Abkirzung bs dient der

Beschreibung eines breiten Signals.

8.2.2 FT-IR-Spektroskopie

Die Charakterisierung mittels FT-IR-Spektroskopie wurde an einem FT-IR-
Spektrometer Tensor 27 der Firma Bruker Optik GmbH, Ettlingen durchgefiihrt und

mittels der Software OPUS 4.2 der gleichen Firma ausgewertet.

8.2.3 Massenspektrometrie

Alle Massenspektren wurden entweder an einem LC/MS-Gerat Micromass ZQ-4000
der Firma Waters GmbH, Eschborn im Arbeitskreis von Herrn Prof. Wenz oder an
einem FT-ICR- Massenspektrometer Solarix 7.0 Tesla FTMS der Fima Bruker, Bremen
bzw. ESI-Massenspektrometer APl 2000 Triple Quad der Firma ABSciex, Ontario,

Canada im Arbeitskreis von Herrn Prof. Volmer aufgenommen.

8.2.4 Gelpermeationschromatographie

Messungen der Gelpermeationschromatographie wurden im organischen Medium
(DMAc mit 2 g/L LiBr) aufgenommen. Es wurde hierzu eine Sdule GRAM (=Polyester-

Copolymer-Netzwerk) der Firma PSS, Mainz verwendet.

Zur Detektion wurde ein Rl Detektor Rl 101 der Firma Shodex, Miinchen herangezogen,

der Fluss wurde mit einer Pumpe GPC Solvent Pump VE1121 der Firma Viscotek,
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Téging am Inn auf 1 mL/min eingestellt und die Molmassen wurden relativ zu

Polystyrolstandards bei einer Temperatur von 70°C ermittelt.

8.2.5 Diinnschichtchromatographie

Diinnschichtchromatographische Untersuchungen fir Normalphasensysteme
wurden mit Fertigfolien der Firma Sigma-Aldrich (Silica on TLC Alu foils), Deutschland
durchgefiihrt. Fir ,reversed phase“-Systeme verwendete man Fertigfolien der Firma
Macherey-Nagel (Alugram® RP-18W/UV,s4), Diiren. Die Cyclodextrinderivate wurden
entweder durch Eintauchen in eine schwefelsaure Ethanol-Lésung und anschlieRender
Erwdrmung mit einem HeiBluftfon oder durch Eintauchen in eine

Cer(IV)ammoniummolybdat- bzw. Kaliumpermanganat-Losung sichtbar gemacht.

8.2.6 Ultra-/Nanofiltration

Die Reinigung vieler Cyclodextrinderivate erfolgte mittels kontinuierlicher Ultra-
bzw. Nanofiltration gegen entionisiertes Wasser. Hierzu wurden Zellen namens Mini
Mate TFF Capsule (Omega 650 Da, 1 kDa) der Firma Pall, Crailsheim und Zellen
namens Vivaflow 200 (2000 MWCO, Hydrosart) der Firma Sartorius, Gdéttingen

verwendet.

8.2.7 Zentrifugation

Zur Abtrennung sehr feinpulveriger Cyclodextrinderivate nach der vollstdndigen
Aufreinigung wurde eine Zentrifuge Rotina35 der Firma Hettich Zentrifugen,

Tuttlingen verwendet.

8.2.8 Lyophilisation

Zur Gefriertrocknung wurde eine Lyophille Alpha 1-4 der Firma Christ, Osterode am

Harz verwendet.
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8.2.9 Bestimmung der kritischen Losungstemperatur (LcsT)

Zur Bestimmung der kritischen Losungstemperatur (= Lower Critical Solution
Temperature) wurde zunéachst eine wéassrige Losung des zu untersuchenden Derivats
hergestellt. Bei den beschriebenen Cyclodextrinen wurde eine 1 gew.%-ige Losungin
HEPES-Puffer verwendet, bei den untersuchten Polymeren eine bis zu 5 gew.%-ige
Losung in HyOgest. (V £ 5 mL). Hierbei wurde ein Teil der Lésung in ein NMR-Rohren
geflllt und offen in einem Wasserbad befestigt, welches langsam hochgeheizt wurde.
Die Temperatur wurde hierbei mit einem Messthermometer abgelesen, die Messung
insgesamt dreimal wiederholt und der Mittelwert der erhaltenen Temperaturen

gebildet.

8.2.10 Zytotoxizitatsstudien

Fir die Zytotoxizitatsstudien wurde der Einfluss der Testsubstanzen auf die
Zellviabilitat mit Hilfe des CellTiter-Glo® Assays (Promega, # G7571) gemald
Herstelleranleitung an humanen primadren Dermisfibroblasten (Passage 3-7) und an
der Dickdarmtumorzelllinie Caco-2 (DSMZ, #ACC-169; Passage 6-9) Uberprift. Die
Testung erfolgte nach Erreichen von etwa 80 % Konfluenz (~2-4 Tage) und einer
Aussaatdichte von 5x10° Zellen pro Well im 96-Well-Plattenformat. Das Messprinzip
des CellTiter-Glo" Lumineszenz Zellviabilitatsassays beruht auf der Bestimmung der
Zahl der metabolisch aktiven Zellen durch die Quantifizierung von zelleigenem ATP.
Dieses wird von der Ultra-Glo™ rekombinanten Luziferase verbraucht, um Beetle
Luziferin in Oxyluziferin umzusetzen. Die bei dieser Reaktion frei werdende
Lumineszenz wird in einem Plattenleser (TECAN infinite M200) bei einer
Extinktionswellenldnge von 328 nm und einer Emissionswellenldange von 537 nm

vermessen.

Die getesteten Konzentrationen der Hilfsstoffe 25, 27, 30 und 31 orientierten sich an
experimentell ermittelten Fillgraden der beiden Anédsthetika Midazolam und
Sevofluran (beide <10 gew.%) und deren klinisch eingesetzten
Plasmakonzentrationen. Eine erste Testreihe wurde an Caco-2 Zellen im relevanten

Konzentrationsbereich, d.h. 10 x niedriger und bis zu 100 x Uber der klinisch
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relevanten Konzentration, durchgefiihrt. Fir primdre Fibroblasten wurde dieser

Bereich um zwei weitere Zehnerpotenzen erhoht.

Somit ergab sich der Konzentrationsbereich:

i. fur Caco-2: 130 ng/mL—1.3 pg/mL— 13 pg/mL - 130 pug/mL

ii.  fir primare Fibroblasten: 13 pg/mL - 130 pg/mL— 1.3 mg/mL - 13 mg/mL.

Beide Substanzen wurden jeweils in Standardbasalmedium (Caco-2: MEM,
Fibroblasten: DMEM; gibco®) und humanem Serum geldst und die Zellen fir 2 h und
24 h mit den o.g. Konzentrationen behandelt. Fir die Viabilitdtsuntersuchung wurden
die Testsubstanzen durch Waschen mit PBS-Puffer (Sigma Aldrich®) entfernt, die
Zellen in jedem Well mit 100 puL Basalmedium und 100 uL CellTiter-Glo® Reagenz
Uberschichtet und die Lumineszenz nach 2-minltigem Schitteln und einer 10-
minltigen Inkubation bei Raumtemperatur im TECAN-Plattenleser gemessen. Als
zytotoxisch wurde gemaR DIN EN ISO 10993-5 eine mehr als 30%ige Abweichung der

Messwerte behandelter Zellen gegenlber der unbehandelten Kontrolle definiert.

8.2.11 Transportstudien mit Midazolam

Fir die Transportstudien wurde ein Darmepithelbarriere-Modell mit Hilfe der
Dickdarmkarzinomzelllinie Caco-2 eingesetzt, welche bis zu einer maximalen
Passagenzahl von 25 verwendet wurden. Die Caco-2-Zellen wurden in einer
Aussaatdichte von 8x10* Zellen/cm? auf PET-12-Well-Inserts (Greiner, #667610) mit
einem Porendurchmesser von 1 um ausgesat, welche zuvor mit Kollagen-I (100 pg/mL
in 0.1% Essigsaure) beschichtet wurden. Zum Aufbau funktioneller Darmbarriere-
Modelle wurden die Zellen fir 14 d im Brutschrank (37 °C, 5% CO,, 95% rel.
Luftfeuchte) kultiviert und dreimal woéchentlich mit 1 mL Caco-2-Medium (MEM-Earle
mit stabilem Glutamin (Life Technologies, #41090-028) + 20% FCS + 1% Na-Pyruvat +
1% Non-Essential Amino Acids) apikal und 2 mL basolateral versorgt. Zur Prifung der
Barriere-Integritdt erfolgte die regelmédlige Messung des transepithelialen
elektrischen Widerstandes (TEER = transepithelialelectricalresistance) mit dem TEER
Millicell ERS-2 Epithelial Volt-Ohm Meter der Firma Millipore, Schwalbach sowie durch

Permeabilitdtsmessungen mit Hilfe von FITC-Dextranmolekiilen einer GréfRe von 4
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kDa. Ab einem TEER > 200 Q/ cm?haben die Darmepithelzellen durch Ausbildung von
Adhédrenzverbindungen und Tight Junctions eine ausreichende Barriere ausgebildet

und kdnnen zum Durchfihren von Resorptionsstudien eingesetzt werden.

Die getesteten Konzentrationen des Wirkstoffkomplexes richten sich nach den
klinisch relevanten Plasmakonzentrationen des Andsthetikums Midazolam und
werden fir die spdtere perorale Applikation in einer 10 x und 50 x hoheren
Konzentration eingesetzt. Der Fiillgrad von 25 fiir Midazolam betragt 7.4 g%. Somit

ergaben sich folgende getestete Wirkstoff- bzw. Komplexkonzentrationen (Tab. 20):

Tabelle 20. Wirkstoff und Komplexkonzentrationen der verwendeten Substanzen.

Konzentrationserhéhung im
¢ (Midazolam) im
Vergleich zur klinisch relevanten
Komplex [pg/mL]
Konzentration

c1 15 1.11 10 x

c, 75 5.55 50 x

Das Transportverhalten von Midazolam komplexiert mit 25, gel6ést in MEM-
Basalmedium (ohne FCS) wurde von der apikalen zur basolateralen Seite (Blutseite
durch humanes Serum simuliert) der Darmmodelle Gber 4 h untersucht. Probenziige
auf der Akzeptorseite erfolgten jeweils nach 5, 15, 30, 120 und 240 Minuten. Hierbei
wurden jeweils 100 puL Probenvolumen entnommen und durch frisches Serum ersetzt.
Zur Bilanzierung erfolgten ebenfalls Probenziige auf Donorseite zu Versuchsbeginn
t=0 Minuten und am Ende der Studie nach 240 Minuten. Die quantitative Analyse des
Midazolamgehalts in den Versuchsproben (Serum bzw. MEM-Basalmedium) wurde
mit Hilfe einer HPLC-ESI-MS/MS-Methode durch Dr. Katalin Papai von der Firma

Sapiotec, Wiirzburg bestimmt.

Alle dargestellten Ergebnisse basieren auf mindestens drei unabhédngigen
biologischen Versuchen d.h. bei jedem Versuch wurden Zelllinien einer anderen
Passage verwendet. Die graphischen Darstellungen zeigen den arithmetischen

Mittelwert mit Standardabweichung.



8 Experimenteller Teil 93

8.3 Praparativer Teil

8.3.1 Synthese der 6-Thioalkyl-Cyclodextrine

Die Synthese aller vollstandig primar substituierten 6-Thioalkyl-Cyclodextrine (des
o-, B- und y-Cyclodextrins) erfolgte nach Chmurski et al.?® in einer leicht
abgewandelten Form. Hierbei erfolgte zundchst die Umsetzung des nativen
Cyclodextrins zum vollstindig bromierten Derivat 1, was hier der Ubersicht wegen
lediglich am Beispiel des B-Cyclodextrins beschrieben wird:

1 Heptakis(6-deoxy-6-brom)-B-Cyclodextrin!*®

11.34 g (10.00 mmol) getrocknetes B-Cyclodextrin werden in 300 mL absolutem
DMF gel6st und 36.74 g (140.00 mmol, 14 eq) PPhs; sowie 24.94 g NBS (140.0 mmol,
14 eq) zugegeben, wobei eine stark exotherme Reaktion stattfindet. Die
orangefarbene Reaktionslosung wird liber Nacht bei 80°C geriihrt. Nach Abkiihlen der
roten Lésung wird die Reaktion mit 150 mL EtOH abgebrochen und fir weitere 30 min
bei rt geriihrt. Das Losemittel wird im HV auf die Halfte eingeengt und in wenig EtOH
aufgenommen. Nun wird mittels Eisbad auf 15°C abgekihlt und der pH-Wert mit 23
mL einer gesattigten NaOMe-Losung auf etwa 9 eingestellt. AnschlieBend wird in 2 L
Eiswasser gefdllt und die rosafarbene Suspension lber Nacht bei rt geriihrt. Nach
Filtration unter vermindertem Druck wird mit viel Wasser gewaschen, der erhaltene
Feststoff zur weiteren Aufreinigung in Ethanol suspendiert und fiir mehrere Stunden
geruhrt. AbschlieBend wird nach Filtration im HV getrocknet und ein farbloser

Feststoff (14.80 g, 94%) erhalten.
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TLC (RP): Rt (EE/'PrOH/NH4OH/H,0 7:7:5:2 v/v) = 0.20.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 3.33-3.41 (m, 2H, H-2,4), 3.61-3.70
(m, 2H, H-3,6b), 3.82 (m, 1H, H-5), 4.00 (d, 1H, H-6a, 3/ = 8 Hz),
4.98 (d, 1H, H-1, *J = 4 Hz), 5.88 (m, 1H, OH-3), 6.01 (d, 1H, OH-2,
3J=8 Hz).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 34.4 (C-6), 71.0 (C-5), 72.0 (C-2),
72.3 (C-3), 84.6 (C-4), 102.1 (C-1).

2 Hexakis(6-deoxy-6-methylsulfanyl)-a-Cyclodextrin

2.00 g (1.48 mmol) Hexakis(6-deoxy-6-brom)-a-Cyclodextrin werden unter starkem
Rihren zu einer Loésung aus 120 mL absolutem DMF und 2.63 g (37.53 mmol, 25 eq)
Natriummethanthiolat gegeben. Die leicht rosafarbene Reaktionslésung wird fir 4 d
bei 100 °C gerihrt. Nach Abkihlen auf rt wird das Rohprodukt unter vermindertem
Druck eingeengt, anschlieRend in 300 mL Eiswasser gefallt und Uber Nacht bei rt
gerihrt. Nach Zentrifugation wird ein farbloser Feststoff als Bodensatz erhalten. Zur
weiteren Aufreinigung wird der erhaltene Feststoff zweimal in 100 mL Ethanol
suspendiert, fir 15 min zum Rickfluss erhitzt und abschlieRend im HV getrocknet,

wobei ein farbloser Feststoff (1.20 g, 70%) erhalten wird.

TLC (RP): Rt (EE/'PrOH/NH4OH/H,0 7:7:5:4 v/v) = 0.34.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.08 (s, 3H, H-7), 2.72-2.78 (m, 1H,
H-6b), 3.10 (d, 1H, H-6a, *Jeaep = 13.3 Hz), 3.34-3.39 (m, 2H, H-
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2,4), 3.74-3.82 (m, 2H, H-3,5), 4.86 (d, 1H, H-1, *J;, = 2.3 Hz), 5.58
(s, 1H, OH-3), 5.73 (d, 1H, OH-2, *Jon.22 = 5.7 Hz).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 16.1 (C-7), 35.2 (C-6), 71.1 (C-5),
71.9 (C-2), 72.9 (C-3), 85.6 (C-4), 101.8 (C-1).

ESI-MS: m/z = 1175.97 [M+Na]* (Molpeak).

3 Heptakis(6-deoxy-6-methylsulfanyl)-B-Cyclodextrin

18.90 g (12 mmol) 1 werden unter starkem Riihren zu einer Losung aus 250 mL
absolutem DMF und 17.66 g (252 mmol, 21 eq) Natriummethanthiolat gegeben. Die
Reaktionslosung wird far 4 d bei 100 °C gerihrt. Nach Abkuhlen auf rt wird das
Rohprodukt unter vermindertem Druck eingeengt, anschliefend in 1.25 L Eiswasser
gefallt und 2 h bei rt gerthrt. Nach Zentrifugation wird ein nahezu farbloser Feststoff
als Bodensatz erhalten. Zur weiteren Aufreinigung wird der Feststoff insgesamt
viermal in 300 mL Ethanol suspendiert, fiir 15 min zum Rickfluss erhitzt, warm unter
vermindertem Druck filtriert und abschlieBend im HV bei 70 °C getrocknet, wobei ein

farbloser Feststoff (13.86 g, 86%) erhalten wird.

TLC (RP): Rt (EE/'PrOH/NH4OH/H,0 7:7:5:2 v/v) = 0.56.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.09 (s, 3H, H-7), 2.71 (dd, 1H, H-
6b, *Jep6a= 14 Hz, *Jeps= 8.4 Hz), 3.14 (d, 1H, H-6a, *Jeaep= 12.5
Hz), 3.29-3.32 (m, 2H, H-2,4), 3.61 (t, 1H, H-3, */ = 9.6 Hz), 3.78 (t,
1H, H-5, 3/ = 10 Hz,), 4.90 (d, 1H, H-1, */ = 3.5 Hz), 5.86 (d, 1H,
OH-3, *Jon.33= 1.8 Hz), 5.97 (d, 1H, OH-2, *Jon.22 = 6.8 Hz).
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3C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 15.9 (C-7), 35.1 (C-6), 71.0 (C-5),
72.3 (C-2), 72.6 (C-3), 85.3 (C-4), 102.1 (C-1).

ESI-MS: m/z = 1367.28 [M+Na]".

4 Octakis(6-deoxy-6-methylsulfanyl)-y-Cyclodextrin

4.57 g (2.54 mmol) Octakis(6-deoxy-6-brom)-y-Cyclodextrin unter starkem Rihren
zu einer LOsung aus 100 mL absolutem DMF und 4.28 g (61.0 mmol, 24 eq)
Natriumethanthiolat gegeben. Die Reaktionslosung wird fiir 4 d bei 90 °C gerihrt.
Nach Abkuhlen auf rt wird das Rohprodukt unter vermindertem Druck eingeengt,
anschlieRend in 1.30 L Eiswasser gefallt und 2 h bei rt geriihrt. Nach Zentrifugation
wird ein nahezu farbloser Feststoff als Bodensatz erhalten. Zur weiteren Aufreinigung
kann der Feststoff in Ethanol suspendiert, fir 15 min zum Rickfluss erhitzt und warm
unter vermindertem Druck abfiltriert werden. AbschlieRend wird im HV getrocknet,

wobei ein farbloser Feststoff (2.96 g, 76%) erhalten wird.

TLC (RP): Rf (EE/'PrOH/NH4OH/H,0 7:7:5:4 v/v) = 0.26.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 400 MHz) = 2.09 (s, 3H, H-7), 2.69 (dd, 1H, H-
6b, *Jeb 62 = 14.3 Hz, *Jep,5 = 8.3 Hz), 3.13 (d, 1H, H-6a, Jgaeo= 12.8
Hz), 3.27-3.31 (m, 1H, H-4), 3.34-3.37 (m, 1-H, H-2), 3.57 (t, 1H,
H-3, *J32= 5.6 Hz, *J34= 5.6 Hz), 3.72 (t, 1H, H-5, *Js¢, = 8.6 Hz,
*Js,60 = 8.6 Hz,), 4.93 (bs, 1H, H-1), 5.92 (bs, 2H, OH-2,3).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 16.1 (C-7), 35.1 (C-6), 71.5 (C-5),
72.5 (C-2), 72.6 (C-3), 84.9 (C-4), 102.2 (C-1).

ESI-MS: m/z = 1559.95 [M+Na]".
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5 Heptakis(6-deoxy-6-ethylsulfanyl)-B-Cyclodextrin

4.00 g (2.54 mmol) 1 werden unter starkem Riihren zu einer Lésung aus 100 mL
absolutem DMF und 4.49 g (53.38 mmol, 21 eq) Natriumethanthiolat gegeben. Die
leicht rosafarbene Reaktionslésung wird fiir 120 h bei 90 °C gerihrt. Nach Abkihlen
wird das erhaltene Rohprodukt in 1.3 L Eiswasser gefallt und fiir 2.5 h bei rt gerihrt.
Nach Filtration unter vermindertem Druck wird ein Feststoff erhalten, der zur
weiteren Aufreinigung in wenig Ethanol suspendiert und fiir mehrere Stunden zum
Rickfluss erhitzt wird. AbschlieBend wird das Produkt nach Filtration im HV

getrocknet und ein farbloser Feststoff (3.15 g, 86%) erhalten.

TLC (RP): Rt (EE/'PrOH/NH40H/H,0 7:7:5:2 v/v) = 0.50.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 1.17 (t, 3H, H-8, 3/ = 6.0 Hz), 2.59
(q, 2H, H-7, %J = 6.0 Hz, *J = 12.0 Hz), 2.78-2.83 (dd, 1H, H-6b, %J =
6.0 Hz, *J = 11.2 Hz), 3.09 (d, 1H, H-6a, *J = 9.6 Hz), 3.35-3.37 (m,
2H, H-2,4), 3.61 (t, 1H, H-3, %3 = 7.2 Hz), 3.76-3.79 (m, 1H, H-5),
4.89 (d, 1H, H-1, */ = 2.8 Hz), 5.86 (bs, 1H, OH-3), 5.94 (bs, 1H,
OH-2).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 14.9 (C-8), 26.3 (C-7), 32.9 (C-6),
71.4 (C-5), 72.3 (C-2), 72.6 (C-3), 84.9 (C-4), 102.0 (C-1).

ESI-MS: m/z = 1465.43 [M+Na]".

CHN: fir CsgHsg02557 (M = 1443.82 g/mol)
berechnet: C(46.58 %), H (6.84 %)

gefunden: C(47.22 %), H (6.81 %).
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6 Heptakis(6-deoxy-6-propylsulfanyl)-B-Cyclodextrin

0.53 g (13.33 mmol) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineralol, Sigma-Aldrich) werden
in 20 mL absolutem DMF vorgelegt, 1.21 mL (1.02 g, 13.33 mmol) Propylthiol
zugegeben (heftige Reaktion unter Gasentwicklung!) und 1 h bei rt geriihrt. 1.00 g
(0.64 mmol) 1 werden unter starkem Rihren zugegeben und mit 15 mL DMF
nachgespilt. Die Reaktionslésung wird fir 4 d bei 90 °C gerihrt, das Rohprodukt nach
Abkuhlen der Lésung in 400 mL Eiswasser gefdllt und ca. 30 min gerlihrt. Nach
Zentrifugation wird ein bradunlicher Feststoff als Bodensatz erhalten. Zur weiteren
Aufreinigung wird der erhaltene Feststoff in n-Hexan suspendiert und zum Ruckfluss
erhitzt. AbschlieBend wird das Produkt nach erneuter Zentrifugation im HV

getrocknet, wobei ein farbloser Feststoff (0.61 g, 62%) erhalten wird.

TLC (RP): Rt (EE/'PrOH/NH40H/H,0 7:7:5:2 v/v) = 0.37.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 400 MHz) = 0.92 (dd, 3H, H-9, ?3J = 7.4 Hz),
1.49-1.58 (sx, 2H, H-8, 3J = 7.2 Hz), 2.52-2.56 (dd, 2H, H-7, ?°J =
7.2 Hz), 2.81-2.86 (dd, 1H, H-6b, %J = 7.2 Hz, *J = 14 Hz), 3.01-3.04
(m, 1H, H-6a), 3.34-3.39 (m, 2H, H-2,4), 3.61 (m, 1H, H-3), 3.74-
3.79 (m, 1H, H-5), 4.89 (d, 1H, H-1, *J = 3.6 Hz), 5.84 (bs, 1H,
OH-3), 5.92 (bs, 1H, OH-2).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 13.2 (C-8), 22.6 (C-7), 33.2 (C-6),
34.5 (C-9), 71.3 (C-5), 72.2 (C-2), 72.5 (C-3), 84.6 (C-4), 102.0
(C-1).

ESI-MS: m/z = 1563.78 [M+Na]"

m/z = 1487.95 [M+Na-1 Propylsulfanylkette]” (Molpeak).
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7 Heptakis(6-deoxy-6-butylsulfanyl)-B-Cyclodextrin

HO  OH
7

1.00 g (0.63 mmol) 1 werden unter starkem Rihren und zu einer Losung aus 50 mL
absolutem DMF und 1.50 g (13.33 mmol, 21 eq) Natrium-1-butanthiolat gegeben. Die
gelbliche Reaktionslosung wird fir 4 d bei 80 °C und einen Tag bei rt gerthrt. Nach
Abkuhlen der Reaktionslésung wird das Rohprodukt in 500 mL Eiswasser gefallt und
fir weitere 30 min geriihrt. Nach Filtration unter vermindertem Druck wird ein
nahezu farbloser Feststoff erhalten. Zur weiteren Aufreinigung wird der Feststoff in n-
Hexan suspendiert und fiir mehrere Stunden zum Rickfluss erhitzt. Abschliefend wird
nach erneuter Filtration im HV getrocknet und ein farbloser Feststoff (0.76 g, 74%)

erhalten.

TLC (RP): Rt (EE/'PrOH/NH4OH/H,0 7:7:5:3 v/v) = 0.14.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 0.87 (dd, 3H, H-10, ¥3J = 7.2 Hz),
1.30-1.40 (sx, 2H, H-9, 3/ = 7.2 Hz), 1.46-1.53 (qi, 2H, H-8, *J = 7.2
Hz), 2.57 (dd, 2H, H-7, ?*J = 7.2 Hz), 2.84 (dd, 1H, H-6b, 2J = 7.6
Hz, 3J = 14 Hz), 3.04 (d, 1H, H-6a, *J = 12 Hz), 3.33-3.39 (m, 2H,
H-2,4), 3.57-3.62 (m, 1H, H-3), 3.73-3.78 (m, 1H, H-5), 4.89 (d, 1H,
H-1, 3/ = 3.2 Hz), 5.83 (bs, 1H, OH-3), 5.90 (d, 1H, OH-2,%J =
6.8 Hz).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 13.6 (C-10), 21.4 (C-9), 31.6 (C-8),
32.3(C-7), 33.3 (C-6), 71.4 (C-5), 72.2 (C-2), 72.6 (C-3), 84.6 (C-4),
101.9 (C-1).

ESI-MS: m/z = 1661.97 [M+Na]* (Molpeak).
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8.3.2 Synthese der (bi-)funktionellen Ethylenglykolketten

Zur Solubilisierung der sehr hydrophoben und somit wasserunldslichen 6-Thioalkyl-
Cyclodextrine wurden im Folgenden verschiedene funktionalisierte Ethylenglykole (=
Spacer) synthetisiert, die durch ihre Kupplung an das jeweilige Cyclodextrin eine

deutliche Verbesserung der Wasserldslichkeit bewirken.

8 p-Toluolsulfonsiureimidazol™*"

8
Q ~N
1— 5%N\%7
3 4 O 6

Unter Schutzgasatmosphare werden 30.0 g (157.5 mmol, 1 eq) p-Toluolsulfon-
saurechlorid in 150 mL DCM gel6st. Es werden 24.0 g (354 mmol, 2.25 eq) Imidazol in
150 mL DCM geldst langsam zugetropft und die Losung zusatzlich mittels Eisbad
gekihlt. Uber Nacht wird die entstandene Reaktionslésung bei rt geriihrt und das
Rohprodukt anschlieBend durch Entfernen des Losemittels unter vermindertem Druck
erhalten. Zur weiteren Aufreinigung wird in 400 mL Hexan gefallt, unter
vermindertem Druck filtriert und das Produkt im HV getrocknet, wobei ein farblos

kristalliner Feststoff (32.5 g, 93%) erhalten wird.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.40 (s, 3H, H-1), 7.11-7.12 (m, 1H,
H-7), 7.49 (d, 2H, H-3, 3 = 8.0 Hz), 7.74 (t, 1H, H-6, J = 1.6 Hz),
7.96-7.98 (m, 2H, H-4), 8.35 (m, 1H, H-8).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iberein.**4
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9 Triethylenglykolmonomethylether-p-methylbenzolsulfonat!®®

12
11
Q
10

3 4 7
/O\/\O/\/O\/\O/s\\ 89
! 2 5 6 @)

Zu einer L6sung aus 1.75 g (43.6 mmol, 1.7 eq) Natriumhydroxid in 15 mL Wasser
werden 5.00 g (30.5 mmol, 1 eq) Triethylenglykolmonomethylether in 15 mL THF
unter Rihren zugegeben. Nun wird auf 0 °C abgekihlt und lber einen Zeitraum von 2
h eine Losung aus 5.80 g (30.5 mmol, 1 eq) p-Toluolsulfonsdurechlorid in 15 mL THF
langsam zugetropft. Es wird flir weitere 2 h unter Eiskiihlung geriihrt, anschlieBend 50
mL Eiswasser zugegeben und die wassrige Phase dreimal mit 80 mL DCM extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen werden zweimal mit H;O4est. Und einmal mit
gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und tUber MgS0O, getrocknet. Nach Entfernen
des Lésemittels unter vermindertem Druck und Trocknen im HV wird ein farbloses Ol

(7.18 g, 97%) erhalten.

TLC: Rf (DCM) = 0.40.

'"H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.43 (s, 3H, H-12), 3.35 (s, 3H, H-1),
3.52-3.50 (m, 2H, H-2), 3.57-3.60 (m, 6H, H-3,4,5), 3.67 (t, 2H,
H-6, J = 4.8 Hz), 4.14 (t, 2H, H-7, J = 4.8 Hz), 7.32 (d, 2H,
H-10, 3J = 7.8 Hz), 7.78 (d, 2H, H-9, 3J = 8.3 Hz).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 100 MHz) = 21.5 (C-12), 58.9 (C-1), 68.5 (C-6),
69.1 (C-7), 70.4, 70.4, 70.6 (C-3,4,5), 71.8 (C-2), 127.9 (C-9), 129.7
(C-10), 132.9 (C-8), 144.7 (C-11).

ESI-MS: m/z = 341.094 [M+Na]"

m/z = 356.83 [M+K]"

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!%
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10 Polyethylenglykolmonomethylether-p-methylbenzolsulfonat!*®¥

12
11
@)
3 4 7 )
8 10

1/0 o O\/\O/ S\\O 9

Zu einer Losung aus 10.9g (14.5mmol, 1eq) frisch destilliertem
Polyethylenglykolmonomethylether (M,,=750 Da) in 25 mL DCM werden nach
Abkiihlen auf 0 °C und unter Schutzgasatmosphdre 5.16 g (62.5 mmol, 4.5 eq) Pyridin
und 8.29 g (43.5 mmol, 3 eq) p-Toluolsulfonsaurechlorid unter Rithren zugegeben. Es
wird fur weitere 4 h bei 0 °C und lber Nacht bei rt geriihrt. AnschlieBend werden 100
mL H,04est. Zugegeben und die wassrige Phase zweimal mit DCM extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden mit 6 N HCl und ein weiteres Mal mit H,Ogest.
gewaschen und Uber Na,SO,; getrocknet. Nach Entfernen des Losemittels und

Trocknen im HV wird ein gelbliches, sehr viskoses Ol (11.45 g, 88%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.41 (s, 3H, H-12), 3.23 (s, 3H, H-1),
3.40-3.44 (m, 7H, PEG), 3.46-3.50 (m, 57H, PEG), 3.55-3.58 (m,
2H, H-6), 4.09-4.11 (m, 2H, H-7), 7.48 (m, 3H, H-10 + TsCl), 7.78
(d, 2H, H-9, 3/ = 8 Hz).

ESI-MS: m/z = 957.64 [M+Na]* (Gauf3-Kurve: statistische Verteilung).

13 Methoxypolyethylenglykoliodid[gg]

3 4 7
0 /\/}O\/\
1 @) |
2 5714 6
Zu einer Suspension aus 1.99 g (12 mmol) Kaliumiodid in 50 mL Aceton werden
3.00 g (3.33 mmol) 10, in 30 mL Aceton geldst, langsam zugetropft und lGber Nacht

unter Rihren zum Sieden erhitzt. Es wird eine weitere Nacht bei rt gerihrt, das

entstandene Rohprodukt vom Losemittel befreit und in 450 mL Chloroform
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aufgenommen. Die organische Phase wird dreimal mit 200 mL H,;Ogest. Und zweimal
mit 200 mL gesattigter Kochsalzlosung gewaschen um das entstandene Tosylsalz zu
entfernen. Nach Trocknen (iber MgS0,, Entfernen des Losemittels unter
vermindertem Druck und anschlieBender Lyophilisation wird ein dunkelrotes Ol (2.36
g, 82%) erhalten. Das Produkt kann nun flir weitere Synthesen verwendet werden, ein
weiterer Aufreinigungsschritt kann eine Nanofiltration gegen Wasser sein um alle

Salzreste zu entfernen und ein farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR: 8/ppm (CDCl3, 400 MHz) = 3.21 (t, 2H, H-7, 3J = 6.8 Hz), 3.33 (s,
3H, H-1), 3.49-3.51 (m, 2H, H-2), 3.58-3.61 (m, 62H, H-3,4,5 PEG),
3.69-3.72 (t, 2H, H-6, *J = 6.8 Hz).

Desweiteren konnen iodierte Ethylenglykole nach einer Methode von Qiu et al. 110
synthetisiert werden. Diese verlduft in einer einstufigen Synthese direkt aus dem
Alkohol. Beispielhaft ist hier die Synthesevorschrift und Analytik des
Tetraethylenglykolderivats dargestellt, es wurden jedoch zusatzlich sowohl das

Triethylenglykol- als auch das Polyethylenglykolderivat hergestellt (siehe unten):

11 1-lod-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethan
13 Methoxypolyethylenglykoliodid "

12 1-lod-2-(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan!**"

O oA

Unter Schutzgasatmosphdre werden zu einer auf 0°C gekiihlten Losung von 2.50 g
(12 mmol, 1 eq) Tetraethylenglykolmonomethylether in 15 mL Et,0 7.87 g (30 mmol,
2.5 eq) PPhz zugegeben und zur Verbesserung der Loslichkeit 15 mL Acetonitril

zugegeben. AnschlieBend werden 2.21 g (32.41 mmol) Imidazol zugegeben und 1 h
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bei 0 °C geriihrt. Es folgt die Zugabe von 8.53 g (33.61 mmol) lod, wodurch nach
heftig exothermer Reaktion eine gelblich-orangefarbene Suspension entsteht, die mit
weiteren 15 mL Et,0 verdinnt wird. Es wird Uber Nacht bei rt gerlihrt, die Reaktion
mit etwa 50 mL Et,0 unter Laboratmosphédre abgebrochen und die organische Phase
mehrfach mit Na,5,03,- sowie CuSO4-Losung und H,Oqest. extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden liber MgS0, getrocknet und man erhéalt nach Entfernen
des Losemittels unter vermindertem Druck und Destillation tUber eine Mikrodestille

ein farbloses Ol (1.73 g, 45%).

'H-NMR: 6/ppm (CDCl3, 400 MHz) = 3.26 (t, 2H, H-7, J = 7.0 Hz), 3.38 (s, 3H,
H-1), 3.54-3.56 (m, 2H, H-2), 3.64-3.69 (m, 10H, H-3,4,5), 3.76 (t,
2H, H-6, J = 6.8 Hz).

13C-NMR: 8/ppm (CDCl;, 100 MHz) = 58.9 (C-1), 70.1 (C-6), 70.4 (C-7), 70.5,
70.5, 70.5, 70.5 (C-4, 5), 71.8, 71.8 (C-2,3).

ESI-MS: m/z = 340.8 [M+Na]”

m/z = 318.9 [M+H]".

14 1-Azido-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethan!**"

3 4 7
1/0\/\0/\/0\/\N
2 5 6 3

Unter Schutzgasatmosphéare werden 25.0 g (78.5 mmol, 1 eq) 9 in 150 mL DMF
geldst und mit 20.0 g (307 mmol, 3.9 eq) Natriumazid versetzt. Es wird ein Tag bei 60
°C geriihrt und nach Abkihlen und zum vollstandigen Abbruch der Reaktion in 1.2 L
Eiswasser gegossen und 30 min gerihrt. Die wassrige Phase wird dreimal mit je 200
mL Et,O extrahiert, die vereinigten organischen Phasen (iber MgS0O, getrocknet und
das Losemittel anschliefend unter vermindertem Druck entfernt. Da noch viel
Produkt in der wassrigen Phase zurlickbleibt, wird der Extraktionsschritt ein zweites
Mal wie oben beschrieben wiederholt. Insgesamt werden 12.4 g, 83% eines farblosen

Ols erhalten.
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'"H-NMR: 8/ppm (CDCls, 400 MHz) = 3.37 (s, 3H, H-1), 3.38 (m, 2H, H-7),
3.54-3.56 (m, 2H, H-2), 3.64-3.68 (m, 8H, H-3,4,5,6).

13C-NMR: 8/ppm (CDCl3, 100 MHz) = 50.6 (C-7), 58.9 (C-1), 69.9 (C-2),70.5,
70.6, 70.6 (C-3,4,5), 71.9 (C-6).

15 1-Amino-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethan
3 4 7
1/O\/\O/\/O\/\NH
2 5 6 2

Unter Schutzgasatmosphare werden 6.00 g (31.7 mmol) 14 in 40 mL THF gel6st und
mit 8.92 g (34 mmol) PPhs versetzt (starke Gasentwicklung!). Das Reaktionsgemisch
wird Uber Nacht bei rt geriihrt und durch Zugabe von 50 mL H,04es:. Wird die Reaktion
abgebrochen und weitere 24 h gerihrt. Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert
und das Filtrat mit Toluol und mit DCM extrahiert um ungewiinschte Nebenprodukte
zu entfernen. Die wassrige Phase wird bis zur Trockne eingeengt und das erhaltene

farblose Ol (4.42 g, 86%) iiber Nacht im HV getrocknet.

'"H-NMR: &/ppm (CDCl3, 400 MHz) = 2.83 (t, 2H, H-7, J = 5.2 Hz), 3.35 (s, 3H,

H-1), 3.48 (t, 2H, H-6, J = 5.2 Hz), 3.51-3.53 (m, 2H, H-2), 3.59-

3.65 (m, 6H, H-3,4,5).

13C-NMR: 8/ppm (CDCls, 100 MHz) = 41.6 (C-7), 58.9 (C-1), 70.2 (C-2), 70.2,
70.4, 70.5 (C-3,4,5), 73.1 (C-6).

ESI-MS: m/z = 163.80 [M+H]".

Die folgende dreistufige Synthese eines bifunktionellen Spacers erfolgte nach Deng et

al.''%?) und ist bereits literaturbeschrieben:
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16 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol
N 2 3 o 6
3\1/\0/\4/ \5/\0H

Unter Schutzgasatmosphare werden 5.00g (30 mmol, 1 eq) 2-(2-(2-
Chlorethoxy)ethoxy)ethanol und 3.90 g (60 mmol, 2 eq) Natriumazid in 40 mL DMF
geldst und UGber Nacht bei 90 °C gerihrt. Nach Abkiihlen der Reaktionslésung wird mit
H,04est. gewaschen und dreimal mit jeweils 75 mL EE extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit gesattigter Kochsalzlosung gewaschen, Gber Na,SO4
getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck abgezogen. Zur weiteren
Trocknung wird das entstandene Produkt lyophilisiert und ein blass gelbes Ol (4.51 g,
86%) erhalten.

'"H-NMR: 8/ppm (CDCl3, 400 MHz) = 2.61-2.62 (m, 1H, OH), 3.36-3.38 (t,
2H, H-1, J = 8 Hz), 3.57-3.60 (m, 2H, H-6), 3.63-3.69 (m, 6H,
H-2,3,4), 3.69-3.71 (m, 2H, H-5).

FT-IR: v/cm™ = 2096 (-N3), 2868 (-CH), 3404 (br, -OH).

ESI-MS: m/z = 147.77 [M-N,+H]".

[102]

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein.

Eine weitere Methode zur Herstellung des Monoazids von Ethylenglykolen ist die

[105]

Umsetzung mittels Methansulfonylchlorid nach Bauer et al'~>', welche im Folgenden

am Beispiel eines Tetraethylengykols dargestellt ist:
17 2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethanol
N 2 3 o 6
1 4 2 5

Unter Schutzgasatmosphdre werden 54.38 g (280 mmol, 2.8 eq) Tetraethylenglykol

in 160 mL THF vorgelegt und 30 mL destilliertes Triethylamin zugegeben. Unter
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Eiskiihlung werden 11.46 g (100 mmol, 1 eq) Methansulfonylchlorid langsam
zugetropft und Gber Nacht bei rt gerihrt. Es entsteht ein farbloser Feststoff, der nach
Entfernen des Losemittels unter vermindertem Druck in 160 mL Ethanol
aufgenommen wird. Es werden 13.00 g (200 mmol, 2 eq) Natriumazid zugegeben und
Uber Nacht unter Rickfluss gerihrt. Nach Abkihlen auf rt und Entfernen des
Losemittels unter vermindertem Druck wird das Rohprodukt in Et,0 aufgenommen,
mit gesattigter Kochsalzlosung gewaschen und Uber MgSO, getrocknet. Nach
Einengen des Losemittels wird das Rohprodukt saulenchromatographisch tber Silica

(Hexan/EE 1:1 v/v) vollstindig aufgereinigt und ein farbloses Ol (5.20 g, 9%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm (CDCls, 400 MHz) = 2.48-2.52 (m, 1H, OH), 3.40 (t, 2H, H-1,
J = 5.0 Hz), 3.61-3.63 (m, 2H, H-6), 3.67-3.70 (m, 10H, H-2,3,4),
3.72-3.76 (m, 2H, H-5).

13C_NMR: 8/ppm (CDCl3, 100 MHz) = 50.6 (C-1), 61.7 (C-6), 70.0 (C-5), 70.3,
70.6, 70.7, 70.7 (C-3,4), 72.5 (C-2).

FT-IR: v/em™ = 2096 (-Ns), 3423 (-OH).

18 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-p-methylbenzolsulfonat

o A2 o P

NS Y 0T TS
O>©\

8

10
9 11

Unter Schutzgasatmosphdre werden 2.00 g (11.4 mmol, 1 eq) 16, 12.7 mL
(91.2 mmol, 8 eq) Triethylamin und 0.154 g (1.30 mmol, 0.11 eq) DMAP in 60 mL THF
geldst. Danach wird mittels Eisbad gekiihlt und langsam 8.80 g (45.6 mmol, 4 eq) p-
Toluolsulfonsdurechlorid zugegeben. Nach Erwarmen auf rt wird die Reaktionslosung
mit H,O04est. gewaschen und dreimal mit jeweils 150 mL DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit jeweils 500 mL 1 m HCIl und gesattigter

Kochsalzlosung gewaschen und Uber Na,SO; getrocknet. Nach Entfernen des
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Lésemittels unter vermindertem Druck und Lyophilisation wird ein braunlich gelbes Ol

(3.59 g, 96%) erhalten.

TLC: Rf (EE/Hexan 1:2 v/v) = 0.16.

'"H-NMR: 8/ppm (CDCls, 400 MHz) = 2.46 (s, 3H, H-11), 3.37 (t, 2H, H-1,
J = 4.8 Hz), 3.61 (s, 4, H-3,4), 3.65 (t, 2H, H-2, J = 5.2 Hz), 3.71 (t,
2H, H-5, J = 5.2 Hz), 4.17 (t, 2H, H-6, J = 4.8 Hz), 7.35 (d, 2H, H-9,
%) = 8.0 Hz), 7.80 (d, 2H, H-8,% J = 8.8 Hz).

FT-IR: v/cm™ = 2098 (-N3), 2870 (-CH).

ESI-MS: m/z = 301.92 [M-N,+H]".

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!*%%

19 1-Azido-2-(2-(2-iodethoxy)ethoxy)ethan
2 3 6
N3\/\O/\/O\/\I
1 4 5

Unter Schutzgasatmosphdre werden 1.00 g (3.04 mmol, 1 eq) 18 und 1.37 g
(9.11 mmol, 3 eqg) Natriumiodid in 25 mL DMF geldst und 3 d bei 50 °C geriihrt. Nach
Abkuhlen auf rt wird die Reaktionslésung unter vermindertem Druck eingeengt und
mit H,O04est. gewaschen. Es wird dreimal mit je 150 mL EE extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen mit Na;S;0;3 und gesattigter Kochsalzlosung
gewaschen. Es wird tGber MgS04 getrocknet und das Losemittel unter vermindertem
Druck entfernt. Zur weiteren Aufreinigung wird das Rohprodukt
saulenchromatographisch Uber Silica (EE/Hexan 1:7 v/v) vollstandig aufgereinigt und

ein nahezu farbloses Ol (480 mg, 45%) erhalten.

TLC: Rf (EE/Hexan 1:6 v/v) = 0.26.

'H-NMR: 8/ppm (CDCls, 400 MHz) = 3.28 (t, 2H, H-6, J = 7.0 Hz), 3.41 (t, 2H,
H-1, J = 5.0 Hz), 3.69-3.72 (m, 6H, H-2,3,4), 3.78 (t, 2H, H-5, J =
7.0 Hz).

FT-IR: v/cm™ = 2098 (-N3), 2865 (-CH).
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ESI-MS: m/z = 242.16 [M-N3+H]*

m/z = 258.06 [M-N,]".

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!*%%

20 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-N-di-tert-Butoxycarbonylamin'*?*

9
S
2 3 6
N3\/\O/\/O\/\N}§O
5

1 4 )\

o~ O

Es werden 2.67 g (18.42 mmol, 1.5 eq) N-di-tert-Butoxycarbonylamin und 638 mg
(15.96 mmol, 1.3 eq) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineraldl, Sigma-Aldrich) unter
Schutzgasatmosphédre in 20 mL DMF suspendiert und fir 1 h bei rt geriihrt (sehr
starke Schaumbildung!). Nun werden 3.5 g (12.28 mmol, 1 eq) 19 zugegeben und lber
Nacht bei 80°C gerihrt. Nach Abkihlen auf rt wird die Reaktionslésung auf 100 mL
H,Og4est. geschiittet und zweimal mit Et,O extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Gber MgS0, getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck

entfernt. Man erhilt ein gelbes Ol (4.55 g, 99%).

'H-NMR: 6/ppm (CDCls, 400 MHz) =1.48 (s, 9H, H-9a), 1.50 (s, 12H, H-9b +
HDO), 3.37-3.41 (m, 2H, H-1), 3.60-3.69 (m, 8H, H-2,3,4,6), 3.80
(t, 2H, H-5, J = 6.0 Hz).

3C-NMR: 8/ppm (CDCl;, 100 MHz) = 28.0 (C-9a), 28.4 (C-9b), 45.2 (C-6),
50.7 (C-1), 69.3 (C-5), 70.0, 70.3, 70.6 (C-2,3,4), 81.9 (C-8a), 82.3
(C-8b), 149.7 (C-7a), 152.6 (C-7b).
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21 2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)-1-azidoethan!'?®!

2 3 6
N3\/\O/\/O\/\NH2
1 4 5

Zu einer Losung aus 4.00 g (10.7 mmol, 1 eq) 20 in 50 mL THF werden unter
Schutzgasatmosphédre 12 mL (17.9 mg, 0.16 mmol) TFA gegeben und lber Nacht bei rt
geruhrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch lber Silica mittels DCM/MeOH-Gradient (10:1—1:10 v/v)
aufgereinigt. Nach Entfernen des L6semittels unter vermindertem Druck und weiterer

Trocknung durch Lyophilisation erhdlt man ein nahezu farbloses Ol (1.60 g, 86%).

'H-NMR: 8/ppm (CDCls, 400 MHz) = 3.20 (bs, 2H, H-6), 3.41 (t, 2H, H-1,
J=4.8 Hz), 3.65-3.74 (m, 8H, H-2,3,4,5), 7.73 (bs, 3H, -NH>").

13C-NMR: 8/ppm (CDCls, 100 MHz) = 39.8 (C-6), 50.5 (C-1), 66.5 (C-5), 69.7,
70.1, 70.2 (C-2,3,4).

ESI-MS: m/z = 174.9 [M+H]"
m/z = 135.2 [M-N3+H]"

m/z = 58.1 [M+3H]*".
22 2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethanol
H.N_ A 2 __o. A
2 \1/\0/\4/ \5/\OH

Zu einer Losung aus 1.00 g (5.71 mmol, 1 eq) 16 in 60 mL THF/H,0 (3/1 v/v)
werden unter Schutzgasatmosphare 2.69 g (10.3 mmol, 1.8 eq) PPhz zugegeben und
Uber Nacht bei rt gerihrt. AnschlieRend wird das Losemittel unter vermindertem
Druck entfernt und das Rohprodukt sdaulenchromatographisch Uber Silica mittels
DCM/MeOH-Gradient (1:1—1:100 v/v) vollstandig aufgereinigt. Nach Entfernen des

Lésemittels unter vermindertem Druck wird ein farbloses Ol (628 mg, 74%) erhalten.
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'H-NMR: 8/ppm (CDCls, 400 MHz) = 2.16 (bs, 3H, -NHs"*), 2.88 (t, 2H, H-1, J
= 5.2 Hz), 3.56 (dd, 2H, H-6, J= 5.2 Hz), 3.60-3.70 (m, 6H,
H-2,3,4), 3.72-3.74 (m, 2H, H-5).

13C-NMR: 8/ppm (CDCl3, 100 MHz) = 41.5 (C-1), 61.6 (C-6), 70.1, 70.4 (C-2,
5), 72.6, 73.1 (C-3, 4).

ESI-MS: m/z = 150.1 [M+H]" (und héhere Molmassen).

FT-IR: v/ecm™ = 1597 (-NH,), 3298 (-NH,), 3362 (-NH,).

23 2-(2-(2-tert-Butyldimethylsilylethoxy)ethoxy)ethanolamin

H2N\/2\O/3\/O\/6\O\/Si‘ij8<9
1 4 5 ;

Zu einer Lésung aus 600 mg (4.02 mmol, 1 eq) 22 in 10 mL DMF werden unter
Schutzgasatmosphédre 821 mg (12.1 mmol, 3 eq) Imidazol und 727 mg (4.82 mmol,
1.2 eq) TBDMS-Chlorid zugegeben und liber Nacht bei rt geriihrt. Anschliefend wird
das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt in DCM
aufgenommen und mit H,04est. gewaschen. Die wassrige Phase wird anschlieBend
dreimal mit je 15 mL DCM reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber MgS0O, getrocknet, das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und das

Produkt anschlieBend lyophilisiert. Man erhilt ein nahezu farbloses Ol (570 mg, 54%).

'H-NMR: 6/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 0.04 (s, 6H, H-7), 0.86 (s, 9H, H-9),
2.70 (t, 1H, H-1a, J = 5.8 Hz), 3.17-3.25 (m, 1H, H-1b), 3.38-3.46
(m, 4H, H-3,5), 3.49-3.55 (m, 4H, H-2,4), 3.67-3.70 (t, 2H, H-6,
J=5.0 Hz).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 100 MHz) = -5.27 (C-7), 18.0 (C-8), 25.8 (C-9),
37.1(C-1), 62.3 (C-6), 68.9, 69.6, 69.9 (C-2,3,4), 71.9 (C-5).
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8.3.3 Synthese der wasserléslichen Cyclodextrine

Durch die Kupplung der 6-Thioalkyl-Cyclodextrine mit den eben beschriebenen
Spacern entstehen, wie im Folgenden beschrieben, gut wasserldsliche (amphiphile)

Cyclodextrinderivate.

24 Hexakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-2-(2‘-(2‘-(2/-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)]-

a-Cyclodextrin

0.421 g (10.5 mmol) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineraldl, Sigma-Aldrich) werden
unter Schutzgasatmosphéare zweimal mit 10 mL n-Pentan gewaschen und bei rt eine
Stunde lang gerihrt. Nach Zugabe von 0.97 g (0.84 mmol) 2, gelést in 50 mL DMF,
werden 2.87 g (10.5 mmol) 11 und 3 mg (0.008 mmol) Tetra-n-butylammoniumiodid
zugegeben und die entstandene Reaktionsmischung bei 60°C unter
Schutzgasatmosphdre fiir 6 d gerthrt. Durch Zugabe von 10 mL Methanol wird die
Reaktion abgebrochen und fiir weitere 30 min geriihrt. Die Losemittel werden in einer
Vakuumdestillation (Badtemperatur 70°C, 1 mbar) vollstaindig entfernt, der
Rickstand in 40 mL Wasser aufgenommen und durch Zugabe von 1 m HCI
neutralisiert. Das Rohprodukt wird mittels Crossflow-Nanofiltration (650 Da, Pall
Minimate TFF Capsule) gegen Wasser vollstandig aufgereinigt und nach

Gefriertrocknung ein gelbliches Ol (660 mg, 39%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.07 (s, 3H, H-7), 2.74-2.79 (m, 1H,
H-6b), 3.05-3.08 (m, 1H, H-6a), 3.23 (s, 3H, O-CHs), 3.34-3.37 (m,
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1H, H-2), 3.41-3.42 (m, 2H, H-9), 3.43-3.45 (m, 1H, H-4), 3.50-3.55
(m, 10H, H-10,11,12,13), 3.71-3.77 (m, 1H, H-8b), 3.81-3.86 (m,
1H, H-3), 3.78-3.80 (m, 1H, H-5), 3.89-3.95 (m, 1H, H-8a), 4.61
(bs, 1H, OH-3), 5.00 (bs, 1H, H-1).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 16.2 (C-7), 35.1 (C-6), 58.1 (O-CHjs),
69.5-69.9 (C-10,11,12,13), 70.7 (C-5), 70.8 (C-8), 71.3 (C-9), 72.8
(C-3), 80.2 (C-2), 85.9 (C-4), 100.2 (C-1).

25 Heptakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-2-(2’-(2"’-(2"”’-methoxyethoxy)-
ethoxy)ethyl)]-B-Cyclodextrin

2.60 g (65 mmol) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineraldl, Sigma-Aldrich) werden
unter Schutzgasatmosphéare zweimal mit 25 mL n-Pentan gewaschen und bei rt eine
Stunde lang gerihrt. Nach Zugabe von 6.25 g (4.64 mmol) 3, geldst in 130 mL DMF,
werden 17.8 g (65 mmol) 11 und 17.5 mg (0.05 mmol) Tetra-n-butylammoniumiodid
zugegeben und die entstandene Reaktionsmischung bei 60°C unter
Schutzgasatmosphare fir héchstens 6 d gerihrt. Durch Zugabe von 50 mL Methanol
wird die Reaktion abgebrochen und fiir weitere 30 min geriihrt. Die Losemittel
werden in einer Vakuumdestillation (Badtemperatur 70 °C, 1 mbar) vollstiandig
entfernt, der Riickstand in 200 mL Wasser aufgenommen und durch Zugabe von 1 m
HCl neutralisiert. Das Rohprodukt wird durch Kutscher-Steudel-Extraktion aus EE bei
70°C isoliert. Die organische Phase wird im HV aufkonzentriert und der Riickstand

saulenchromatographisch tber 1.0 kg Silica (60 A, 70-230 Maschenweite, Fluka)
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mittels EE/Methanol-Gradient (100/0 — 90/10 — 0/100 v/v) fraktioniert. Nach
Entfernen des Eluenten durch Vakuumdestillation und Trocknen im HV (0.03 mbar)

fuir drei Tage bei 60°C wird das Produkt (7.50 g, 68%) als leicht gelbliches Ol erhalten.

TLC: Rf (EtOAc/MeOH 9/1 v/v) = 0.06
Rf (MeOH) = 0.57.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 400 MHz) = 2.08 (s, 3H, H-7), 2.75 (dd, 1H,
H-6b, °J = 14.1 Hz, 7.8 Hz), 3.07-3.10 (m, 1H, H-6a), 3.24 (s, 3H,
0-CHs), 3.38-3.44 (m, 3H, H-2,9), 3.50 (m, 1H, H-4), 3.53 (s, 8H,
H-8a,9), 3.69-3.79 (m, 3H,H-3,5,8b), 3.96-4.01 (m, 1H, H-8a), 4.89
(s, 1H, OH-3), 5.03 (d, 1H, H-1, *J = 3.3 Hz).

13C_.NMR: 8/ppm(DMSO-ds, 100 MHz) = 16.0 (C-7), 35.0 (C-6), 58.0 (C-10),
69.8-69.6 (C-8,9), 71.3 (C-2,3,5), 85.5 (C-4), 100.5 (C-1).

ESI-MS: m/z = 2390.90 [M+Na]".

26 Octakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-2-(2‘-(2/-(2'‘“-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)]-
y-Cyclodextrin

.

0.418 g (10.4 mmol) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineraldl, Sigma-Aldrich) werden

unter Schutzgasatmosphdre zweimal mit 10 mL n-Pentan gewaschen und bei rt eine
Stunde lang gerihrt. Nach Zugabe von 1.01 g (0.65 mmol) 4, gelost in 50 mL DMF,
werden 2.90 g (10.6 mmol) 11 und 3 mg (0.008 mmol) Tetra-n-butylammoniumiodid
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zugegeben und die entstandene Reaktionsmischung bei 60°C unter
Schutzgasatmosphére fir 4 d geriihrt. Durch Zugabe von 10 mL Methanol wird die
Reaktion abgebrochen und fir weitere 30 min gerihrt. Die Losemittel werden in einer
Vakuumdestillation (Badtemperatur 70°C, 1 mbar) vollstindig entfernt, der
Rickstand in 50 mL Wasser aufgenommen und durch Zugabe von 1 ™M HCI
neutralisiert. Das Rohprodukt wird mittels Crossflow-Ultrafiltration (1 kDa, Pall
Minimate TFF Capsule) gegen Wasser vollstandig aufgereinigt und nach

Gefriertrocknung ein gelbliches Ol (1.57 g, 89%) erhalten.

TLC: Rt (EE:'PrOH:NH4OH:H,0 7:7:5:2 v/v) = 0.82.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.09 (s, 3H, H-7), 2.71-2.76 (m, 1H,
H-6b), 3.05-3.10 (m, 1H, H-6a), 3.23 (s, 3H, O-CHs), 3.35-3.38 (m,
1H, H-4), 3.38-3.41 (m, 2H, H-2), 3.41-3.44 (m, 1H, H-9), 3.50-
3.53 (m, 8H, H-10,11,12,13), 3.68-3.70 (m, 1H, H-3), 3.73-3.76 (m,
1H, H-5), 3.76-3.80 (m, 1H, H-8b), 3.92-3.96 (m, 1H, H-8a), 4.84
(bs, 1H, OH-3), 5.10 (d, 1H, H-1, °J = 3.0 Hz).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 16.1 (C-7), 35.1 (C-6), 58.0 (O-CHs),
69.5-69.9 (C-10,11,12,13), 70.7 (C-5), 71.0 (C-8), 71.3 (C-9), 72.3
(C-3), 80.7 (C-2), 84.1 (C-4), 99.8 (C-1).

ESI-MS: m/z= 2729.32 [M+Na]".
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27 Heptakis[6-deoxy-6-ethylsulfanyl-2-(2‘-(2/-(2‘‘-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)]-

B-Cyclodextrin

S
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5
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0.358 g (9.70 mmol) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineral6l, Sigma-Aldrich) werden
unter Schutzgasatmosphare zweimal mit 10 mL n-Pentan gewaschen und bei rt eine
Stunde lang gerihrt. Nach Zugabe von 1.00 g (0.69 mmol) 5, gelost in 40 mL DMF,
werden 2.66 g (9.70 mmol) 11 und 3 mg (0.008 mmol) Tetra-n-butylammoniumiodid
zugegeben und die entstandene Reaktionsmischung bei rt unter Schutzgasatmosphare
fur 3 d gerthrt. Durch Zugabe von 10 mL Methanol wird die Reaktion abgebrochen
und fir weitere 30 min gerihrt. Die Losemittel werden in einer Vakuumdestillation
(Badtemperatur 70 °C, 1 mbar) vollstandig entfernt, der Riickstand in 40 mL Wasser
aufgenommen und durch Zugabe von 1 m HCI| neutralisiert. Das Rohprodukt wird
mittels Crossflow-Ultrafiltration (1 kDa, Pall Minimate TFF Capsule) gegen Wasser
vollstandig aufgereinigt und nach Gefriertrocknung ein gelbliches Ol (1.51 g, 89%)

erhalten.

'H-NMR: 5/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 1.63 (t, 3H, H-8, %°J = 7.4 Hz), 2.58
(g, 2H, H-7), 2.82-2.86 (m, 1H, H-6b), 3.03-3.06 (m, 1H, H-6a),
3.24 (s, 3H, O-CHs), 3.39-3.44 (m, 4H, -CH,-CH,-0), 3.50-3.53 (m,
8H, -CH,-CH,-0), 3.72-3.78 (m, 3H, -CH,-CH,-0), 3.97-3.99 (m, 1H,
H-9a), 4.87 (bs, 1H, OH-3), 5.03 (bs, 1H, H-1).
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13C_.NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 14.8 (C-8), 26.4 (C-7), 32.7 (C-6),
58.1 (O-CHs), 69.6-69.9 (C-11,12,13,14), 70.7 (C-5), 71.1 (C-9),
71.3 (C-10), 72.5 (C-3), 80.6 (C-2), 85.1 (C-4), 100.4 (C-1).

ESI-MS: m/z= 2489.00 [M+Na]".

28 Hexakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-2-(2’-(2""-(2"""-(2"""’-
methoxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)]-a-Cyclodextrin

10 11

0.420 g (10.4 mmol) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineralol, Sigma-Aldrich) werden
unter Schutzgasatmosphéare zweimal mit 10 mL n-Pentan gewaschen und bei rt eine
Stunde lang gerihrt. Nach Zugabe von 1.00 g (0.87 mmol) 2, gelést in 50 mL DMF,
werden 2.25 g (10.4 mmol) 12 und 3 mg (0.008 mmol) Tetra-n-butylammoniumiodid
zugegeben und die entstandene Reaktionsmischung bei 80°C unter
Schutzgasatmosphére fir 7 d geriihrt. Durch Zugabe von 10 mL Methanol wird die
Reaktion abgebrochen und fir weitere 30 min gerihrt. Die Losemittel werden in einer
Vakuumdestillation (Badtemperatur 70°C, 1 mbar) vollstindig entfernt, der
Rickstand in 50 mL Wasser aufgenommen und durch Zugabe von 1 ™M HCI
neutralisiert. Das Rohprodukt wird mittels Crossflow-Ultrafiltration (1 kDa, Pall
Minimate TFF Capsule) gegen Wasser vollstandig aufgereinigt und nach

Gefriertrocknung ein braunlich gelbes Ol (204 mg, 10%) erhalten.

TLC: Rf(EE:iPrOH:NH4OH:H20 7:7:5:2 v/v) = 0.58.
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'"H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.09 (s, 3H, H-7), 2.75-2.81 (m, 1H,
H-6b), 3.07-3.10 (m, 1H, H-6a), 3.25 (s, 3H, O-CH3), 3.35-3.36(m,
1H, H-2), 3.42-3.45 (m, 2H, H-15), 3.52-3.53 (m, 12H,
H-9,10,11,12,13,14), 3.74-3.77 (m, 1H, H-8b), 3.77-3.81 (m, 1H,
H-5), 3.81-3.85 (m, 1H, H-3), 3.94-3.98 (m, 1H, H-8a), 4.64 (s, 1H,
OH-3), 5.02 (d, 1H, H-1, °J = 3.0 Hz).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 16.2 (C-7), 35.2 (C-6), 58.1 (O-CHj3),
69.6-69.8 (C-10,11,12,13,14,15), 70.7 (C-5), 70.8 (C-8), 71.3 (C-9),
72.8 (C-3), 80.1 (C-2), 85.9 (C-4), 100.2 (C-1).

ESI-MS: m/z= 2316.49 [M+Na]".

29 Heptakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-2-(2’-(2"'-(2"""-(2"""’-
methoxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)]-B-Cyclodextrin
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0.360 g (8.92 mmol) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineraldl, Sigma-Aldrich) werden
unter Schutzgasatmosphdre zweimal mit 10 mL n-Pentan gewaschen und bei rt eine
Stunde lang gerihrt. Nach Zugabe von 1.01 g (0.74 mmol) 3, geldst in 50 mL DMF,
werden 2.84 g (8.92 mmol) 12 und 3 mg (0.008 mmol) Tetra-n-butylammoniumiodid
zugegeben und die entstandene Reaktionsmischung bei 80°C unter
Schutzgasatmosphdre fiir 7 d gerthrt. Durch Zugabe von 10 mL Methanol wird die
Reaktion abgebrochen und fiir weitere 30 min geriihrt. Die Losemittel werden in einer
Vakuumdestillation (Badtemperatur 70°C, 1 mbar) vollstindig entfernt, der

Rickstand in 50 mL Wasser aufgenommen und durch Zugabe von 1 m HCI
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neutralisiert. Das Rohprodukt wird mittels Crossflow-Nanofiltration (1 kDa, Pall
Minimate TFF Capsule) gegen Wasser vollstandig aufgereinigt und nach

Gefriertrocknung ein braunlich gelbes Ol (277 mg, 14%) erhalten.

'H-NMR: 6/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.08 (s, 3H, H-7), 2.69-2.78 (m, 1H,
H-6b), 3.06-3.10 (m, 1H, H-6a), 3.24 (s, 3H, O-CH3), 3.38-3.44 (m,
4H, H-2,4,15), 3.50-3.53 (m, 12H, H-9,10,11,12,13,14), 3.70-3.78
(m, 1H, H-8b), 3.94-4.00 (m, 1H, H-8a), 4.89 (s, 1H, OH-3), 5.03 (d,
1H, H-1, °J = 3.0 Hz).

13C-NMR: 8/ppm(DMSO-ds, 100 MHz) = 16.0 (C-7), 35.1 (C-6), 58.1 (O-CHj3),
69.8-69.6 (C-10,11,12,13,14,15), 70.7 (C-5), 70.8 (C-8), 71.3 (C-9),
72.6 (C-3), 80.6 (C-2), 85.6 (C-4), 100.6 (C-1).

ESI-MS: m/z= 2699.55 [M+Na]".

30 Heptakis-[6-deoxy-6-methylthio-2-oligo(ethylenglykol)]-B-Cyclodextrin

1.24 g (0.92 mmol) 3 werden unter Schutzgasatmosphare in 30 mL TMU geldst. 131
mg (0.95 mmol) K,CO3 werden zugegeben und eine Stunde bei rt geriihrt. Nach
Zugabe von 3.1 mL (46.1 mmol, 50 eq) Ethylencarbonat wird lber Nacht bei 130 °C
gerihrt. Nach Abkihlen und Entfernen des Losemittels im Vakuum wird der
Rickstand in wenig Wasser aufgenommen und das geloste Rohprodukt mittels

Crossflow-Nanofiltration (650 Da, Pall Minimate TFF Capsule) gegen Wasser
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vollstandig aufgereinigt (alternativ: Druck-Stahlzelle/deep end, Cut off: 1kDa). Nach

Gefriertrocknung wird eine farblose Watte (1.08 g, 68%) als Endprodukt erhalten.

'H-NMR: 8/ppm (CDCls, 400 MHz) = 2.19 (bs, 3H, H-7), 2.71-3.10 (m, 2H,
H-6a,b), 3.38-4.53 (m, 8H, H-2,3,4,5,8,9), 5.01 (bs, 1H, H-1), 5.52
(bs, 0.16H, freies OH-3).

13C.NMR: 8/ppm (CDCl;, 100 MHz) = 17.1 (C-7), 35.6 (C-6), 61.1-61.9
(C-8,9), 71.2-73.2 (C-2,3,4,5), 101.4 (C-1).

ESI-MS: m/z ~1750 [M]* (Gauf3-Verteilung, variierend).

31 Heptakis[6-deoxy-6-ethylthio-2-oligo(ethylenglykol)]-B-Cyclodextrin

1.00 g (0.69 mmol, 1 eq) 5 werden unter Schutzgasatmosphare in 20 mL TMU
gelost. 100 mg (0.69 mmol, 1 eq) K,CO; werden zugegeben und weitere 10 min
gerthrt. Nach Zugabe von 3.05 g (34.6 mmol, 50 eq) Ethylencarbonat wird fir 4 h bei
150 °C gerihrt, danach Giber Nacht bei rt. Nach Entfernen des Losemittels im Vakuum
wird der Rickstand in wenig Wasser aufgenommen und das gel6ste Rohprodukt
mittels Crossflow-Nanofiltration (650 Da, Pall Minimate TFF Capsule) gegen Wasser
vollstandig aufgereinigt (alternativ: Druck-Stahlzelle/deep end, Cut off: 1 kDa). Nach
Gefriertrocknung wird ein leicht gelblicher Feststoff (1.35 g, 83%) als Endprodukt

erhalten.



8 Experimenteller Teil 121

'H-NMR: 8/ppm (CDCls, 400 MHz) = 1.25 (bs, 21H, H-8), 2.61 (bs, 14H, H-7),
3.06 (bs, 14H, H-6), 3.35-3.88 (m, 151H, H-2,3,4,5,9,10), 5.10 (bs,
7H, H-1).

3C-NMR: 8/ppm (CDCl3, 100 MHz) = 14.9 (C-8), 27.4 (C-7), 33.3 (C-6), 61.4
(C-9a,10a), 70.2-70.5 (C-3,5,9b,10b), 72.5-72.7 (C-2,4), 105.3
(C-1).

ESI-MS: m/z ~2200 [M]* (Gauf3-Verteilung, variierend).

32 Heptakis(6-deoxy-6-methylsulfanyl-2-succinyl)-B-Cyclodextrin!*271128]

11=0
NaO

Unter Schutzgasatmosphéare werden 500 mg (0.37 mmol, 1 eq) 3 in 20 mL DMF
gelost und 97.0 mg (2.42 mmol, 6.5 eq) NaH (60 gew.% Dispersion in Mineraldl,
Sigma-Aldrich), in 10 mL DMF suspendiert, zugegeben. Es wird fir 1 h bei rt geriihrt
und anschlieBend 243 mg (2.42 mmol, 6.5 eq) Bernsteinsdureanhydrid, geldst in 20
mL DMF, zugegeben. Nun wird die Reaktionslosung auf 60 °C erhitzt und fir 5 d
gerihrt. Das Losemittel wird nun unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt in etwa 100 mL H,04est. aufgenommen. Der pH wird mittels 1 m NaOH auf
9 eingestellt, zur vollstandigen Aufreinigung folgt eine Crossflow-Nanofiltration (1
kDa, Pall Minimate TFF Capsule) gegen Wasser mit anschlieBender Lyophilisation, bei

der ein farbloser Feststoff (627 mg, 82%) erhalten wird.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 0.75-0.85 (m, 2H, H-9), 1.20 (m, 2H,
H-10), 2.09 (bs, 3H, H-7), 2.21-2.32 (bs, 1H, H-6a), 2.34-2.49 (bs,
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1H, H-6b), 2.69-3.32 (bs, 2H, H-2,4), 3.51-3.86 (m, 2H, H-3,5),
4.48-5.15 (sh, 2H, H-1,0H-3).

ESI-MS: m/z = 1567.52 [M-5 Succinylketten + Na]*
m/z = 1667.78 [M-4 Succinylketten + Na]”
m/z = 1769.74 [M-3 Succinylketten + Na]*
m/z = 1867.47 [M-2 Succinylketten + Na]*
m/z = 1968.45 [M-1 Succinylkette + Na]®
m/z = 2066.90 [M+Na]"

m/z = 2169.76 [M+1 Succinylketten + Na]®
m/z =2267.11 [M+2 Succinylketten + Na]"
m/z = 2368.02 [M+3 Succinylketten + Na]".

33 Heptakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-di(2-(2’-aminoethyl)carbamoyl)]-B-

Cyclodextrin

0.50 g (0.38 mmol) 3 werden in 20 mL absolutem DMF geldst und 0.845 g (5.21
mmol) 1,1-Carbonyldiimidazol zugefiigt. Die entstandene Losung wird unter
Schutzgasatmosphare bei rt fir 2 h geriihrt. Dann werden 0.313 g (5.21 mmol)
Ethylendiamin zugegeben und die Reaktionslosung wiederum fiir 3 h bei 60 °C
geruhrt. Nach dem Abkihlen auf rt wird das Rohprodukt in 150 mL Eiswasser gefallt
und der pH-Wert durch Zugabe von 1 m HCI auf 3 eingestellt. Die L6ésung wird

gefiltert und mittels Crossflow-Nanofiltration gegen Wasser (650 Da, Pall Minimate
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TFF Capsule) vollstandig aufgereinigt. Nach Gefriertrocknung wird ein farbloser

Feststoff (95 mg, 13%) erhalten.

TLC: Rf(EE:iPrOH:NH4OH:H20 7:7:5:2v/v) =0.41.

'"H-NMR: 6/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 0.75-0.92 (m, 2H, H-9), 1.03-1.23
(m, 2H, H-8), 2.09 (d, 3H, H-7, *J = 1.5 Hz), 2.68-2.77 (m, 1H,
H-6b), 3.14 (d, 1H, H-6a, >/ = 14.1 Hz), 3.34 (bs, 2H, H-2,4), 3.62
(d, 1H, H-3, %/ = 7.0 Hz), 3.80 (bs, 1H, H-5), 4.90 (s, 1H, H-1), 5.99
(bs, 2H, OH-3,NH).

ESI-MS: m/z = 1540.06 [M+Na]".
FT-IR: Vmax/cmt = 1253 (C-N and/or N-H), 1524 (C-N-H), 1707 (C=0),
3276 (OH).

34 Heptakis[6-deoxy-2-ethylsulfanyl-2-(2’-(2’-(2’-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl-
[129]

carbamoyl)]-B-Cyclodextrin

Unter Schutzgasatmosphare werden 1.00 g (0.69 mmol, 1 eq) 5 in 70 mL DMF
gelost, 1.57 g (9.70 mmol, 14 eq) 1, 1’-Carbonyldiimidazol zugegeben und fir 20 min
bei rt gerlihrt. Nach Zugabe von 1.58 g (9.70 mmol, 14 eq) 15 wird fiir 2 d bei 60 °C
gerihrt und nach Abkihlen das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Es
wird in wenig H,04est. aufgenommen und Gber Nacht bei rt gerihrt. Zur vollstandigen

Aufreinigung erfolgt eine Crossflow Ultrafiltration gegen Wasser (1 kDa, Pall
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Minimate TFF Capsule), nach Lyophilisation wird ein gelbliches Ol (985 mg, 53%)

erhalten.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 1.11 (bs, 3H, H-8), 2.59 (bs, 2H,
H-7), 2.81 (bs, 1H", CD-backbone), 3.06-3.15 (m, 3H", CD back-
bone), 3.24 (bs, 3H, 0-CHs), 3.37-3.51 (m, 30H , HDO, CD-back-
bone, TEG), 3.69-4.37 (bs, 2H", CD-backbone, TEG), 3.98 (bs, 1H,
CD-backbone), 4.96-5.28 (m, 1H, H-1).

“'Durch ein sehr hohes Grundrauschen und schlechte Auflésung, sind sehr
breite Signale entstanden, wodurch sich die Protonen am CD-Riickgrat nicht

eindeutig zuordnen lassen.

FT-IR: Vmax/cm 1= 1246 (C-0-C), 1530 (NH-CO), 1717 (C=0), 3314 (-NH).

35 Hexakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-(2-piperazinocarboxyl)]-a-Cyclodextrin

NH

10

Unter Schutzgasatmosphdare werden zu einer Losung aus 375 mg (0.33 mmol, 1 eq)
2 in 30 mL DMF 632 mg (3.90 mmol, 12 eq) 1, 1‘-Carbonyldiimidazol gegeben und die
Losung fur 2 h bei rt gerthrt. AnschlieBend werden 336 mg (3.90 mmol, 12 eq)
Piperazin hinzugefigt und fir 2 d bei 60 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf rt wird die
Reaktionslosung auf 150 mL Eiswasser gegeben und der erhaltene Feststoff durch
Filtration abgetrennt. Das erhaltene Filtrat wird zur vollstandigen Aufreinigung gegen
H;Ogest. ultrafiltriert (CutOff 1 kDa) und anschlieBend lyophilisiert. Zurick bleibt ein
gelblicher Feststoff (280 mg, 47%).
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'H-NMR:

BC-NMR:

8/ppm (DMSO-ds, 400 MHz) = 2.13 (s, 3H, H-7), 2.62 (m, 3H, H-
6a,6b,-NH), 3.14 (m, 9H, H-2,9,10), 3.84 (m, 1H, H-4), 4.12 (m, 1H,
H-3), 4.52 (bs, 1H, H-5), 5.01 (m, 1H, H-1), 5.27 (s, 1H, OH-3).

8/ppm (DMSO-ds, 100 MHz) = 16.6 (C-7), 36.0 (C-2), 45.1 (C-10),
45.3 (C-9), 45.5 (C-6), 70.9 (C-3), 98.1 (C-1), C-4, C-5 und C-8

liegen im Grundrauschen.

36 Heptakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-(2-piperazinocarboxyl)]-B-Cyclodextrin

NH

10

Unter Schutzgasatmosphare werden zu einer Lésung aus 500 mg (0.37 mmol, 1 eq)

3in 40 mL DMF 844 mg (5.20 mmol, 14 eq) 1, 1‘-Carbonyldiimidazol gegeben und die

Losung fur 2 h bei rt gerthrt. AnschlieBend werden 448 mg (5.20 mmol, 14 eq)

Piperazin hinzugefigt und fir 3 d bei 60 °C gerlihrt. Nach Abkiihlen auf rt wird die

Reaktionslosung auf 150 mL Eiswasser gegeben und der erhaltene Feststoff durch

Zentrifugation abgetrennt. Die zurilickbleibende Loésung wird zur vollstandigen

Aufreinigung gegen H,04es:. ultrafiltriert (CutOff 1 kDa) und anschlieRend lyophilisiert.

Zurick bleibt ein gelblicher Feststoff (300 mg, 38%).

'H-NMR:

BC-NMR:

6/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.12 (s, 3H, H-7), 2.63 (m, 3H, H-
6a,6b,-NH), 3.25 (bs, 9H, H-2,9,10), 3.83 (bs, 2H, H-3,4), 4.33 (bs,
1H, H-5), 5.04 (bs, 2H, H-1,0H-3).

& /ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 16.7 (C-7), 44.7 (C-10), 45.2 (C-9),
45.3 (C-6), 188.0 (C-8); C-1, 2, 3, 4 und -5 liegen im

Grundrauschen.
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ESI-MS: m/z=1178.05 [M+2 Seitenketten+2H]2+
FT-IR: Vmax/ cm™ = 1684 (-C=0), 3295 (-OH).

37 Octakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-(2-piperazinocarboxyl)]-y-Cyclodextrin

NH

10

Unter Schutzgasatmosphare werden zu einer Lésung aus 500 mg (0.33 mmol, 1 eq)
4 in 40 mL DMF 844 mg (5.20 mmol, 16 eq) 1, 1‘-Carbonyldiimidazol gegeben und die
Losung fir 2 h bei rt gerihrt. AnschlieBend werden 224 mg (2.60 mmol, 8 eq)
Piperazin hinzugefigt und fir 4 d bei 60 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf rt wird die
Reaktionslosung auf 150 mL Eiswasser gegeben und der erhaltene Feststoff durch
Zentrifugation abgetrennt. Die zurilickbleibende Loésung wird zur vollstandigen
Aufreinigung gegen H,04es:. ultrafiltriert (CutOff 1 kDa) und anschlieRend lyophilisiert.

Es wird ein gelblicher Feststoff (80 mg, 10%) erhalten.

'"H-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 400 MHz) = 2.11 (s, 3H, H-7), 2.64 (bs, 3H, H-
6a,6b,-NH), 3.27 (m, 9H, H-2,9,10), 3.84 (bs, 2H, H-3,4), 4.36 (bs,
1H, H-5), 4.98 (bs, 1H, H-1), 5.89 (bs, 1H, OH-3).

B3C-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 100 MHz) = 16.4 (C-7), 44.8 (C-10), 45.0 (C-9),
45.2 (C-6), 191.1 (C-8); C-1, 2, 3, 4 und -5 liegen im
Grundrauschen.

FT-IR: Vmax/cm™ = 1682 (-C=0), 3306 (-OH).



8 Experimenteller Teil 127

38 Heptakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-(2-morpholinocarboxyl)]-
B-Cyclodextrin

10

Unter Schutzgasatmosphare werden zu einer Lésung aus 500 mg (0.37 mmol, 1 eq)
3in 20 mL DMF 844 mg (5.20 mmol, 14 eq) 1, 1‘-Carbonyldiimidazol gegeben und die
Losung fir 2 h bei rt geriihrt. AnschlieRend werden 0.453 mL (5.20 mmol, 14 eq)
Morpholin hinzugefigt und fir 3 d bei 60 °C gerihrt. Nach Abkiihlen auf rt wird die
Reaktionslosung auf 150 mL Eiswasser gegeben und der erhaltene Feststoff durch
Zentrifugation abgetrennt. Die zuriickbleibende L&ésung wird zur vollstandigen
Aufreinigung gegen H,04es:. ultrafiltriert (CutOff 1 kDa) und anschlieRend lyophilisiert.
Zurick bleibt ein gelber Feststoff (200 mg, 25%).

'"H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.12 (s, 3H, H-7), 2.76-3.12 (m, 2H,
H-6a,b), 3.54 (m, 8H, H-9,10), 3.88 (bs, 2H, H-2,4), 4.36 (bs, 1H,
H-3), 5.05 (m, 2H, H-1,5), 5.86 (bs, 1H, OH-3).

B3C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 16.5 (C-7), 43.9 (C-9), 45.9 (C-6),
65.7 (C-10), 145.0 (C-8); C-1, 2, 3, 4 und 5 liegen im
Grundrauschen.

FT-IR: Vmax/cm™ = 1692 (-C=0), 3269 (-OH).
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39 Octakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-(2-morpholinocarboxyl)]-y-Cyclodextrin

10

Unter Schutzgasatmosphare werden zu einer Losung aus 500 mg (0.33 mmol, 1 eq)
4 in 20 mL DMF 844 mg (5.20 mmol, 16 eq) 1, 1‘-Carbonyldiimidazol gegeben und die
Losung fir 2 h bei rt geriihrt. AnschlieRend werden 0.453 mL (5.20 mmol, 16 eq)
Morpholin hinzugefigt und fir 3 d bei 60 °C gerihrt. Nach Abkiihlen auf rt wird die
Reaktionslosung auf 150 mL Eiswasser gegeben und der erhaltene Feststoff durch
Zentrifugation abgetrennt. Die zurlckbleibende Losung wird lyophilisiert und ein

gelblicher Feststoff (410 mg, 52%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 400 MHz) = 2.11 (s, 3H, H-7), 2.95 (m, 2H,
H-6a,6b), 3.54 (m, 8H, H-9,10), 3.87 (bs, 2H, H-2,4), 4.40 (bs, 1H,
H-3), 4.99 (m, 2H, H-1,5), 5.87 (bs, 1H, OH-3).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-ds, 100 MHz) = 16.4 (C-7), 43.8 (C-6), 65.7 (C-10),
74.1 (C-2); C-1, 3,4, 5, 8 und -9 liegen im Grundrauschen.

FT-IR: Vmax/cm ' = 1682 (-C=0).
ESI-MS: m/z = 2440.0 [M+H]"

m/z = 1220.0 [M+2H]*".
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40 Octakis[6-deoxy-6-methylsulfanyl-(2-taurinocarboxyl)]-y-Cyclodextrin

0
:<8 8

NH

9
10
HO3S

Zu einer Losung aus 500 mg (0.33 mmol, 1 eq) 4 in 20 mL DMF werden 632 mg
(3.90 mmol, 12 eq) 1, 1‘-Carbonyldiimidazol geldst in 20 mL H,04est. gegeben und fir
2 h bei rt gerihrt. Parallel dazu werden 661 mg (5.28 mmol, 16 eq) Taurin in etwas
DMF gel6st, mit etwa 0.7 mL Triethylamin versetzt und ebenfalls gerihrt.
AnschlieBend werden die beiden Losungen zusammengegeben und fiir 24 h bei 60 °C
geruhrt. Nach Abkihlen auf rt wird die Reaktionslosung auf 150 mL Eiswasser
gegeben die erhaltene wassrige Losung zur vollstandigen Aufreinigung gegen H;Ogest.

ultrafiltriert (CutOff 1 kDa). Nach Lyophilisation wird ein nahezu farbloser Feststoff

(960 mg, quant.) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 400 MHz) = 2.11 (s, 3H, H-7), 2.77 (m, 3H, H-
6a,6b), 3.40 (m, 5H, H-2,9,10), 3.82 (bs, 2H, H-3,4), 4.34 (bs, 1H,
H-5), 5.03 (bs, 1H, H-1), 5.78 (bs, 1H, OH-3).

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dg, 100 MHz) = 16.4 (C-7), 36.1 (C-9), 47.6 (C-10);

C-1, 2, 3,4, 5, 6 und -8 liegen im Grundrauschen.
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8.3.4 Synthese der Poly(cyclodextrinylacrylamid)e
8.3.4.1 Synthese der Monomerbausteine

41 Mono-[6'-deoxy-6'-acrylcysteamino]-B-Cyclodextrin

@) 10

Zur einer Losung aus 1.00 g (0.81 mmol, 1 eq) Mono(6-deoxy-6-cysteamino)-pB-
Cyclodextrin in 50 mL H;Og4est. werden 680 mg (8.12 mmol, 10 eq) NaHCO; gegeben,
90 min bei rt gerihrt und der pH mit 1 m NaOH auf 9-10 eingestellt. AnschlieRend
werden 270 uL (3.26 mmol, 4 eq) Acryloylchlorid zugetropft und tGber Nacht bei rt
stark gerihrt. Die Reaktionslosung wird zum Ausféllen des Produktes in 400 mL kaltes
Aceton getropft und der feine Niederschlag unter vermindertem Druck abfiltriert.

Nach Lyophilisation wird ein farbloser Feststoff (1.19 g, quant.) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm DMSO-dg/D,0, 400 MHz) = 2.60 (m, 1H, H-6’b), 2.68-2.73
(m, 1H, H-7¢), 3.00 (d, 1H, H-6’a, J = 12 Hz), 3.21-3.35 (m, 15H, H-
2,2,4,4° 8%), 3.52-3.76 (m, 25H, H-3,3°,5,6a,6b), 4.81 (s, 6H, H-1),
4.86 (s, 1H, H-1), 5.31-6-17 (sh, 3H, H-10/,11°), 7.92 (s, 1H, -NH).

ESI-MS: m/z = 1270.00 [M+Na]*.

FT-ICR-MS: m/z = 647.69 [M+2Na]*".

FT-IR: Vmax/ cm™' = 832 (Allyl), 1656 (-C=0), 3274 (-OH).
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42 Mono-[6'-deoxy-6'-methacrylcysteamino]-B-Cyclodextrin

Zur einer Losung aus 1.00 g (0.81 mmol, 1 eq) Mono(6-deoxy-6-cysteamino)-pB-
Cyclodextrin in 50 mL H;Og4est. werden 680 mg (8.12 mmol, 10 eq) NaHCO; gegeben,
2 h bei rt gerihrt und der pH mit 1 m NaOH auf 9-10 eingestellt. Anschlieffend werden
315 ulL (3.25 mmol, 4 eq) Methacryloylchlorid zugetropft und fir 2 d bei 40 °C stark
geruhrt. Die Reaktionsldosung wird zum Ausfdllen des Produktes in 250 mL kaltes
Aceton getropft und der feine Niederschlag unter vermindertem Druck abfiltriert.

Nach Lyophilisation wird ein farbloser Feststoff (600 mg, 59%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm DMSO-dg, 400 MHz) = 1.82 (s, 3H, H-11’), 2.62 (m, 1H, H-
6’b), 2.70-2.76 (m, 1H, H-7°), 3.05 (d, 1H, H-6’a, J = 12 Hz), 3.24-
3.34 (m, 32H, HDO, H-2,2°,4,4',8°), 3.56-3.78 (m, 25H, H-3,3’,
5,6a,6b), 4.47 (bs, 6H, OH-6), 4.83 (s, 6H, H-1), 4.86 (s, 1H, H-1°),
5.30 (bs, 1H, H-12‘a), 5.63 (bs, 1H, H-12’b), 5.81 (bs, 14H, OH-
2,3), 8.01 (m, 1H, -NH).

FT-ICR-MS: m/z = 653.69 [M+2Na]*".

FT-IR: Vmax/cm = 832 (Allyl), 1622 (-C=0), 3274 (-OH).
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8.3.4.2 Synthese der (Co-)Polymere

Copolymerisation mit N-lIsopropylacrylamid (NiPAAm)

Vorschrift ist beispielhaft fir ein CD-Monomer-Verhaltnis von 1:20 (5 mol% CD):

43a Unter Schutzgasatmosphare werden 14 mg (0.06 mmol) APS vorgelegt, 500
mg (0.40 mmol, 0.05 eq) 41 und 0.91 g (8.01 mmol, 1 eq) NiPAAmM in wenig H;Ogest.
gelost und unter Rihren bei rt zugegeben. Durch drei sich anschlieRende
Entgasungszyklen (Einfrieren-Vakuum-Auftauen-Schutzgas) wird jeglicher Sauerstoff
innerhalb der Apparatur entfernt. Anschliefen wird nach Zugabe von 0.1 mL TMEDA
die Reaktionslésung flr 4 h bei rt gerihrt. Durch Nachrihren unter Laboratmosphare
wird die Reaktion abgebrochen, die Reaktionslosung filtriert und zur vollstdndigen
Aufreinigung gegen H,0gqest. ultrafiltriert (CutOff 2 kDa). Nach Lyophilisation wird ein

glanzender, farblos-milchiger Feststoff (1.07 g, 76%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm D,0, 400 MHz) = 1.13 (s, 6H, H-14), 1.42-1.70 (m, 2.05H,
H-11,11°), 2.00-2.21 (m, 1.02H, H-10,10°), 2.62-2.67 (m, 0.12H,
H-6a‘,7,8‘), 3.06 (s, 0.03H, H-6b‘), 3.56-3.64 (m, 0.37H, H-2,2°,
4,4"), 3.88 (bs, 1.59H", H-3,3",5,5°,6, NiPAAm), 5.05 (bs, 0.17H, H-
1,1°), 7.67 (s, 0.02H, -NH).

g aufgrund geringfigiger Verunreinigungen ist hier eine leicht erhdhte
Integration zu beobachten, der eigentliche Wert entspricht 0.63H.

DS: 0.03 (43a)



8 Experimenteller Teil 133

0.04 (43b)
0.22 (43c¢)
0.14 (43d).

GPC (DMACc/LiBr):: M, = 123kDa (43a)
M,, = 105 kDa (43b)
M,, = 124 kDa (43c)

M, = 66 kDa (43d).

46 Unter Schutzgasatmosphare werden 14 mg (0.06 mmol) APS vorgelegt, 450 mg
(0.36 mmol, 0.05 eq) 42 und 0.81 g (7.13 mmol, 1 eq) NiPAAm in wenig H,04est. gelost
und unter Rihren bei rt zugegeben. Durch drei sich anschlieBende Entgasungszyklen
(Einfrieren-Vakuum-Auftauen) wird jeglicher Sauerstoff innerhalb der Apparatur
entfernt. Anschliefen wird nach Zugabe von 0.1 mL TMEDA die Reaktionslésung tber
Nacht bei rt geriihrt. Durch Nachrithren unter Laboratmosphare wird die Reaktion
abgebrochen, die Reaktionslésung filtriert und zur vollstandigen Aufreinigung gegen
H,Ogest. ultrafiltriert (CutOff 2 kDa). Nach Lyophilisation wird ein farblos-milchiger
Feststoff (915 mg, 72%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm D0, 400 MHz) = 1.13 (s, 6H, H-14), 1.29-1.70 (m, 2.05H,
H-11,11°), 1.99-2.10 (m, 1H, H-10), 2.91 (s, 0.03H, H-6a‘), 3.12-
3.19 (m, 0.03H, H-6b‘), 3.57-3.64 (m, 0.34H, H-2,2°,4,4°), 3.74-
3.89 (m, 1.52H, H-3,3,5,5,6, NiPAAm), 5.05 (bs, 0.20H, H-1,1°),
7.69-7.77 (m, 0.03H, -NH).

DS: 0.03.

GPC (DMAc/LiBr): M, =137 kDa.

H-7 und H-8" liegen im Grundrauschen und kénnen mit einer Integration von jeweils
0.06 nicht einzeln detektiert werden. 10°-Me liegt mit einer Integration von 0.09 inner-

halb des Polymer-Backbones H-10,10°11 und 11‘im Hochfeld.
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Copolymerisation mit Hydroxyethylacrylamid (HEAA)

Vorschrift ist beispielhaft fir ein CD-Monomer-Verhaltnis von 1:20 (5 mol% CD):

44 Unter Schutzgasatmosphare werden 14 mg (0.06 mmol) APS vorgelegt, 500 mg
(0.40 mmol, 0.05 eq) 41 in wenig H,O04est. geldst und 0.92 g (8.01 mmol, 1 eq) HEAA
Uber ein Septum und unter Rithren bei rt zugegeben. Durch drei sich anschliefende
Entgasungszyklen (Einfrieren-Vakuum-Auftauen-Schutzgas) wird jeglicher Sauerstoff
innerhalb der Apparatur entfernt. AnschlieBen wird nach Zugabe von 0.1 mL TMEDA
die Reaktionslésung Uber Nacht bei rt gerihrt. Durch Nachrihren unter Laborat-
mosphdre wird die Reaktion abgebrochen, die Reaktionslosung filtriert und zur
vollstandigen Aufreinigung gegen H;04est. ultrafiltriert (CutOff 2 kDa). Nach

Lyophilisation wird ein farbloser Feststoff (0.78 g, 54%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm D,0, 400 MHz) = 1.64-2.01 (m, 2H, H-11,11¢), 2.43 (bs, 1H,
H-10,10‘), 3.53-3.64 (m, 0.66H, CD-backbone), 3.79 (s, 2H, H-
13), 3.84-3.95 (m, 0.92H, CD-backbone), 4.17-4.19 (m, 2H, H-14),
5.06 (bs, 0.16H, H-1,17).

DS: 0.02.

GPC (DMAc/LiBr): M, =104 kDa .
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47 Unter Schutzgasatmosphare werden 14 mg (0.06 mmol) APS vorgelegt, 250 mg
(0.20 mmol, 0.05 eq) 42 in wenig H,04est. gelost und 0.46 g (3.97 mmol, 1 eq) HEAA
Uber ein Septum und unter Rihren bei rt zugegeben. Durch drei sich anschliefende
Entgasungszyklen (Einfrieren-Vakuum-Auftauen) wird jeglicher Sauerstoff innerhalb
der Apparatur entfernt. Anschliefen wird nach Zugabe von 0.1 mL TMEDA die Reak-
tionslosung lGber Nacht bei rt geriihrt. Durch Nachrihren unter Laboratmosphare wird
die Reaktion abgebrochen, die Reaktionslosung filtriert und zur vollstandigen
Aufreinigung gegen H;0gqest. ultrafiltriert (CutOff 2 kDa). Nach Lyophilisation wird ein
farblos-milchiger Feststoff (453 mg, 63%) erhalten.

'H-NMR: &6/ppm D,0, 400 MHz) = 1.64-1.99 (m, 2.14H, H-11,11‘, 10‘-Me),
2.43 (m, 1H, H-10), 3.57-3.65 (m, 0.88H, CD-backbone), 3.79 (s,
2H, H-13), 3.83-3.97 (m, 1.24H, CD-backbone), 4.18-4.19 (m,
2H, H-14), 5.06 (bs, 0.32H, H-1,1°).

DS: 0.05.

GPC (DMACc/LiBr): M, = 90 kDa.



8 Experimenteller Teil 136

Copolymerisation mit Dimethylacrylamid (DMAA)

5'
! 1 -||O|||- 4
3' 2

Vorschriften beispielhaft fiir ein CD-Monomer-Verhéltnis von 1:20 (5 mol% CD):

45 Unter Schutzgasatmosphare werden 14 mg (0.06 mmol) APS vorgelegt, 500 mg
(0.40 mmol, 0.05 eq) 41 in wenig H,04est. gelost und 0.79 g (7.96 mmol, 1 eq) DMAA
Uber ein Septum und unter Rihren bei rt zugegeben. Durch drei sich anschliefende
Entgasungszyklen (Einfrieren-Vakuum-Auftauen-Schutzgas) wird jeglicher Sauerstoff
innerhalb der Apparatur entfernt. AnschlieBen wird nach Zugabe von 0.1 mL TMEDA
die Reaktionslosung liber Nacht bei rt geriihrt. Durch Nachrihren unter Laborat-
mosphdre wird die Reaktion abgebrochen, die Reaktionslésung filtriert und zur
vollstandigen Aufreinigung gegen H;04est. ultrafiltriert (CutOff 2 kDa). Nach
Lyophilisation wird ein farbloser Feststoff (1.01 g, 77%) erhalten.

'H-NMR: 8/ppm D,0, 400 MHz) = 1.36 (bs, 1H, H-10,10°), 1.61 (bs, 2H,
H-11,11¢), 2.62-2.73 (m, 1.69H", CD-backbone), 2.91 (s, 5.59H’,
H-13), 2.98-3.02 (m, 2.01H", CD-backbone), 3.12 (bs, 0.77H, CD-
backbone), 3.55-3.65 (m, 0.57H, H-2,2), 3.83-3.93 (m, 0.95H, H-
3,3/, 5,5), 5.05 (bs, 0.45H, H-1,1°).

K aufgrund geringfligiger Verunreinigungen ist hier eine leicht erhohte
Integration zu beobachten.

DS: 0.06.

GPC (DMAc/LiBr): M, = 113 kDa.
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48 Unter Schutzgasatmosphare werden 14 mg (0.06 mmol) APS vorgelegt, 125 mg
(0.20 mmol, 0.05 eq) 42 in wenig H,O0gest. gelost und 195 mg (1.98 mmol, 1 eq) DMAA
Uber ein Septum und unter Rihren bei rt zugegeben. Durch drei sich anschliefende
Entgasungszyklen (Einfrieren-Vakuum-Auftauen) wird jeglicher Sauerstoff innerhalb
der Apparatur entfernt. Anschliefen wird nach Zugabe von 0.1 mL TMEDA die Reak-
tionslosung fiir 4 h bei rt gerihrt. Durch Nachriihren unter Laboratmosphare wird die
Reaktion abgebrochen, die Reaktionslésung filtriert und zur vollstandigen
Aufreinigung gegen H,Ogqest. ultrafiltriert (CutOff 2 kDa). Nach Lyophilisation wird ein
farblos-milchiger Feststoff (305 mg, 91%) erhalten.

'"H-NMR: 6/ppm D,0, 400 MHz) = 1.37 (bs, 1H, H-10,10), 1.62 (bs, 2H,
H-11,11°), 2.33-2.81 (m, 1.86H, 31H*, 10‘-Me), 2.91 (s, 5.6H, H-
13), 2.98-3.02 (m, 1.43H, 26H*), 3.07-3.20 (m, 0.97H, 18H*), 3.55-
3.65 (m, 0.54H, H-2,2Y), 3.83-3.96 (m, 0.90H, H-3,35,5), 5.06
(bs, 0.45H, H-1,17).
K aufgrund geringfligiger Verunreinigungen ist hier eine leicht erhohte

Integration zu beobachten.

DS: 0.05.

GPC (DMACc/LiBr): M, = 83 kDa.
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RAFT-Polymerisation

Copolymerisation mit N-lIsopropylacrylamid (NiPAAm)

49: R=Me (RAFT)

49 Unter Schutzgasatmosphdre werden 19.2 mg (0.06 mmol, 0.0075 eq) 2,2'-
Azodi[2-(2-imidazolin-2-yl)propan]-dihydrochlorid und 84.0 mg (0.30 mmol, 0.0375
eq) S,S’-Bis(a,a’-dimethyl-a’"-essigsdure)-trithiocarbonat (CTA), in wenig H,O04est. g€-
|6st, vorgelegt und 500 mg (0.36 mmol, 5 mol%) 42 sowie 897 mg (7.93 mmol, 1 eq)
NiPAAmM in wenig H,04est. gelost und unter Rihren bei rt zugegeben. Durch drei sich
anschlieRende Entgasungszyklen (Einfrieren-Vakuum-Auftauen) wird jeglicher Sauer-
stoff innerhalb der Apparatur entfernt. Die Reaktionslésung wird anschlieBend fir 3 d
bei 35°C gerihrt. Durch kurzes Nachrihren unter Laboratmosphare wird die Reaktion
abgebrochen, die Reaktionslosung filtriert und zur vollstdndigen Aufreinigung gegen
H,O4est. ultrafiltriert (CutOff 2 kDa). Nach Lyophilisation wird ein farbloser Feststoff
(208 mg, 14%) erhalten.

Wie bereits in Kapitel 6.4 erwdhnt, konnte hier kein vollstéindiger Umsatz erreicht
werden, weshalb die NMR-spektroskopische Analyse des Reaktionsproduktes und die

Bestimmung der Molmasse mittels GPC leider (noch) nicht eindeutig méglich ist.
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9 Anhang

9.1 Toxizitatsuntersuchungen

Lumineszenz (RLU) [% zur Kontrolle]

(RLU) [% zur

Lumineszenz (RLU) [% zur Kontrolle]

Zytotoxizitatstest
27 auf Caco-2,2 h

120,00 T
100,00 1
80,00 1
60,00
40,00 +
20,00 +

0,00

2

Behandlung

MW serum

¥ Basalmedium

Lumineszenz (RLU) [% zur Kontrolle]

Zytotoxizitdtstest V140213
27 auf Caco-2,24 h

140,00
120,00 +
100,00
80,00
60,00
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40,00 +
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20,00 7
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Abbildung 9-1. Zytotoxizitdat von 27 nach 2 und 24 h auf Caco-2-Zellen.
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Abbildung 9-2. Zytotoxizitat von 27 nach 2 und 24 h auf humane Fibroblasten.
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Abbildung 9-3. Zytotoxizitat von 30 nach 2 und 24 h auf Caco-2-Zellen.
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Abbildung 9-4. Zytotoxizitdt von 30 nach 2 und 24 h auf humane Fibroblasten.
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Abbildung 9-6. Zytotoxizitdt von 31 nach 2 und 24 h auf humane Fibroblasten.
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6 Chemische Verschiebung [ppm]
°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

AcOH Essigsaure

A Angstrom = 10 m

APS Ammoniumperoxodisulfat

bs (NMR) Breites Signal

bzgl. beziiglich

c Stoffmengenkonzentration [mol/L]
cb Cyclodextrin

CDCl; deuteriertes Chloroform

CDI 1, 1-Carbonyldiimidazol

CHCI; Chloroform

CHN Elementaranalyse

COSsYy Correlated Spectroscopy

CTA Chain Transfer Agent (verwendet bei RAFT-Polymerisation)
d (NMR) Dublett

Da Dalton

DCM Dichlormethan

dd (NMR) Dublett von Dublett

DMACc N, N-Dimethylacetamid

DMAA N, N-Dimethylacrylamid

DMF N, N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

D,0 Deuteriumoxid

DMAP N, N-Dimethylaminopyridin
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DMSO-dg deuteriertes Dimethylsulfoxid

DS Degree of Substitution = Substitutionsgrad
EE Essigsaureethylester

Eq Aquivalent(e)

ESI Elektrospray-lonisation

EtOH Ethanol

Et,0 Diethylether

g Gramm

ggf. gegebenenfalls

GPC Gelpermeationschromatographie

h Stunde(n)

HCI Salzsdure

HEAA N-(2-Hydroxyethyl)acrylamid

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsdure (Puffer)
H,0 Wasser

HPBCD Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin

HV Hochvakuum

'PrOH n-lsopropanol

K,CO3 Kaliumcarbonat

L Liter

LCST Lower Critical Solution Temperature; untere kritische Loslichkeit
LiBr Lithiumbromid

M Molare Masse [g/mol]

M Molaritat, -molar

m (NMR) Multiplett

m Masse [g]

MeBCD Methyliertes B-Cyclodextrin
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MeOH
mg

Hg
MgS0,
MHz
min

mL
mmol
M,

MS

n

N

NaH
NaHCO;
NacCl
NaOH
NaOMe
NBS
NH,OH
NiPAAm
nm
NMR
N,O
0s0,4

PDI

PEG

pH

Methanol

Milligramm

Mikrogramm = 10° g
Magnesiumsulfat
Megahertz

Minute(n)

Milliliter

Millimol

Zahlenmittel der Molmasse
Massenspektrometrie
Stoffmenge [mol]

chem. Normalitdt, -normal
Natriumhydrid
Natriumhydrogencarbonat
Kochsalz

Natronlauge
Natriummethanolat
N-Bromsuccinimid
Ammoniumhydroxid
N-Isopropylacrylamid

Nanometer = 10° m

Kernspinresonanzspektroskopie

Distickstoffmonooxid = Lachgas (Narkosemittel)

Osmiumtetroxid

. . . M
Polydispersitdat = Molmassenverteilung = Fym

Polyethylenglykol

negativ dekadischer Logarithmus der H'-Konzentration
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PPh3 Triphenylphosphin

ppm Parts per million = 10

g (NMR) Quartett

gi (NMR) Quintett

RAFT Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer

(= kontrollierte, freie, radikalische Polymerisation)

RAMER randomly methylated B-Cyclodextrin

R¢ Retentionsfaktor

rt Raumtemperatur

s (NMR) Singulett

sh (NMR) Signalhaufen

sog. sogenannt(e)(s)

sx (NMR) Sextett

t (NMR) Triplett

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TLC Dinnschichtchromatographie (= Thin Layer Chromatography)
TMEDA N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin
TMU 1, 1, 3, 3-Tetramethylurea

Vv Volumen [L]
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