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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Transport von Steroidwirkstoffen
mittels CD-Polymeren mit zellspezifischen Liganden dber die
Darmbarriere untersucht. Im ersten Teil der Arbeit konnte die Ldslichkeit
von Sexualhormonen und Glucocorticoiden durch Komplexierung mit

B-CD-Derivaten erheblich gesteigert werden.

Um die Wasserldslichkeit der B-CD-Derivate und deren Verweildauer im
Organismus zu erhéhen, wurden die CD-Derivate an Hyaluronséure als
biokompatibles Polymer gebunden. Dies konnte nach Einfliihrung einer
Aminogruppe in einer Monosubstitution am [(-CD-Derivat durchgefiihrt

werden.

Uber einen Triethylenglycol-Spacer konnte Adamantan an die
Aminogruppen der Lysin-Seitenketten von humanem Transferrin und
Lysozym als zellspezifische Liganden gebunden werden. Die
adamantylierten Lysine konnten nach tryptischen Verdau mittels MALDI-
Spektroskopie identifiziert werden. Anhand von computerchemischen
Methoden konnte die raumliche Lage der Adamantangruppen an den

Proteinoberflachen visualisiert werden.

Die Dissoziationskonstanten der adamantylierten Proteine mit [-CD-
Monoschichten wurden durch SPR-Spektroskopie bestimmt. Die auf der
CD-Schicht immobilisierten Proteine waren weiterhin fir die Bindung zum
entsprechenden Antikdrper bzw. fir die Komplexierung des CD-HA-
Polymers zugéanglich.

In einem in-vitro Assay wurde der Transport von zwei Steroidwirkstoffen

uber die Darmbarriere mithilfe des CD-HA-Polymers mit und ohne
Targetligand verglichen.



Abstract

The aim of this work was the synthesis of CD-polymers with cell-specific
ligands for the intestinal delivery of steroidal drugs. First, the solubility of
sexual hormones and glucocorticoids was enhanced after complexation
with B-CD derivatives.

The B-CD derivatives were modified first with an amino group in a
monosubstitution reaction to bound to hyaluronic acid. This can increase

their water solubility and retention time in the human body.

Human transferrin and human lysozyme were used as cell-specific ligands
in this drug delivery system. To bind the proteins on the CD-HA polymer
via supramolecular interactions, the proteins were modified on their lysine
side chains with adamantane groups over a hydrophilic triethylene glycol
spacer. The modified lysine side chains were identified with MALDI
spectroscopy and the adamantylated proteins were visualized with

molecular modeling methods.

The equilibrium dissociation constants of the modified proteins on 3-CD
monolayers were calculated with SPR spectroscopy. After immobilization
of the proteins, they can also bind to their specific antibody. In addition,
their free adamantine groups can also be complexed from CD-HA-

Polymer.
The delivery of two steroidal drugs was analyzed in an in-vitro assay on

an intestinal barrier of caco2 cells and goblet cells. For the drug delivery,
we used a CD-HA polymer with and without a protein as target ligand.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zielgerichtete Wirkstofftransportsysteme

Zu Beginn des 21. Jahrhunderts stellten Polymere nicht mehr nur die
Grundlage fur Medizinprodukte wie Kontaktlinsen, Prothesen oder
Zahnfullungen dar, sondern erhielten auch im Bereich der Therapeutika eine
immer grolRere Bedeutung in klinischen Studien. Der Begriff der polymeren
Therapeutika wurde von Duncan 2003/ erstmals fiir verschiedene Arten von
nanoskaligen Polymeren (2-100 nm) verwendet, wie z.B. polymere Wirkstoffe?,
Polymer-Protein-Konjugate!®, Polymer-DNA-Komplexe!*,  Polymer-Wirkstoff-
Konjugate® und polymere Mizellen mit kovalent gebundenen Wirkstoffen!®
(siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau von polymeren Therapeutika[”.

Alle Untertypen bestehen dabei aus einem wasserldslichen Polymer, um die

Transport von hydrophoben Wirkstoffen, Proteinen oder DNA zu verbessern.
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Die polymeren Hilfsstoffe dienen hierbei als Wirkstofftransportsystem. Sie
sollen die Wasserldslichkeit der meist niedermolekularen, lipophilen Wirkstoffe
und somit auch deren Bioverfugbarkeit erhéhen. Durch Verwendung von
Targetliganden am Wirkstofftransportsystem kann zudem ein zellspezifischer
Transport erméglicht werden. Dadurch kann die Wirkung schneller erfolgen und
die Verweilzeit im Organismus erhoht werden. Ein weiterer Vorteil von
Wirkstofftransportsystemen sind die kontinuierliche Freisetzung der Wirkstoffe,
um somit einen gleichbleibenden Level der Wirkstoffkonzentration zu
erzielen!”). Unerwiinscht auftretende Nebenwirkungen koénnen vermieden
werden, die durch die ziellose Verteilung der Wirkstoffe im Organismus
auftreten konnen. Dadurch wirden unspezifische Wechselwirkungen mit
zahlreichen Rezeptoren an unterschiedlichen Zellen und Geweben
resultieren®. Auch die Uberwindung von biologischen Barrieren kann durch die
Verwendung von Wirkstofftransportsystemen erzielt werden!®.

Die Idee eines zielgerichteten Wirkstofftransportsystems beschrieb Helmut
Ringsdorf erstmals bereits 1975, welches auf dem EPR-Effekt (engl. enhanced
permeability and retention) beruht®®. Das nach ihm benannte Ringsdorf-Model

ist in Abbildung 2 zu sehen.

Polymerrickgrad

spaltbarer ;;

Spacer

<

Y

I6slichkeitsvermitteinde  Targetligand
Gruppe

Abbildung 2: Ringsdorf Model eines zielgerichteten Wirkstofftransportsystems auf

Polymerbasis®®.

Der pharmazeutische Wirkstoff wird dabei Uber einen (enzymatisch)

spaltbaren Spacer als Sollbruchstelle mit einem biostabilen und
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bioabbaubaren Polymer verbunden. Desweiteren sollte das Polymer keine
Immunreaktion auslésen. Loslichkeitsvermittelnde Gruppen am
Polymerrickgrad verbessern die Hydrophilie und somit auch die
Bioverfugbarkeit des Wirkstofftransportsystems. Durch das Anbringen eines
Targetliganden kann ein zielgerichteter Transport zu den gewinschten
Zellen oder Geweben erreicht werden. Dabei stellen Antikorper,
Kohlenhydrate oder Proteine geeignete Targetliganden dar, da diese durch
die entsprechenden Rezeptoren an der Zelloberflache erkannt werden
kénnen!”!. Nachteil von solchen Wirkstofftransportsystemen kann die
bestehende Toxizitdt des Transportmolekils oder dessen Abbauprodukte
sein. Desweiteren sollten die Kosten solcher Systeme nicht den
therapeutischen Nutzen Uberschreiten. Die Freisetzung des Wirkstoffes kann
entweder durch Diffusion aus dem Polymer oder durch chemischen oder
enzymatischen Abbau des Systems erfolgen. Dies sollte bestenfalls erst an
der gewilinschten Targetzelle stattfinden!”.

Duncan realisierte die Idee von Ringsdorf erstmals 1985, indem Sie ein
Carriersystem fur den hepatischen Transport von Doxorubicin, basierend auf
einem N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA) Copolymer, herstellte.
Uber ein Gly-Phe-Leu-Gly Tetrapeptid-Linker wurde Galaktosamin an das
Polymerrickgrad gebunden. Aufgrund der spezifischen Bindung der
Galaktose zum Asialoglycoprotein-Rezeptor konnte ein leberspezifischer
Transport des Krebsmittels gewahrleistet werden. Das System wurde bereits

in Phase I/Il Studien evaluiert™®1,

Da alle feuchten Epithelzellen im Korper von einer Mukusschicht bedeckt sind,
welche aus Mucine, DNA, Proteine, Lipide, Zellabfallen und Wasser besteht, ist
auch diese Schicht fur den Wirkstofftransport Uber biologische Barrieren von
besonderer Bedeutung. Diese Schleimhaut dient als Schutzschicht der
Epithelzellen, aufgrund der netzartigen Struktur durch die intermolekularen

21 padurch wird die Diffusion von NP durch

quervernetzten Mucin-Molekile!
die Mukusschicht erschwert. Auch die Diffusion von kleineren Molekilen wird
durch elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen erniedrigt™®3. Fur
den Wirkstofftransport kdnnen nun mukoadhé&sive Systeme verwendet werden,

die die Verweildauer des Wirkstoffs in der Schleimhaut erhdhen. Ebenfalls
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kénnen mukopenetrierende Systeme eingesetzt werden, wenn Kkeine
Interaktionen mit der Mukusschicht gewiinscht istl*. Beispiele fir
mukoadhasive Systeme sind z.B. die Polymere Chitosan*® und
Polycarbophill*®). Suk et al. beschrieben erstmals die PEGylierung von
Wirkstofftransportsystemen  zur Verbesserung der mukopentrierenden
Eigenschaften!*”). Der Transport von Wirkstoffe durch z.B. die intestinale
Barriere kann Uber vier Mechanismen erfolgen: rezeptorvermittelt,
carriervermittelt parazellular oder transzellular*® (siehe Abbildung 3). Beim
rezeptorvermittelten  Transport werden die  Wirkstoffe  oder die
Wirkstofftransportsysteme mit rezeptorspezifischen Liganden modifiziert, die
von den entsprechenden Rezeptoren auf der Zelloberflache erkannt werden
kénnen. In der sogenannten rezeptorvermittelten Endozytose bindet der Ligand
an den Rezeptor, gefolgt von einer Verclusterung der Rezeptor-Ligand-
Komplexe. Uber Endosomen (niedrigerer pH-Wert) gelangt der Komplex in die
Zelle. Uber Exozytose wird der Komplex wieder an die Zelloberflache befordert

und unter physiologischen pH-Wert dissoziiert der Ligand vom Rezeptor ab!.

L 4
Nanopartikel « :
mit Liganden Q’ a ‘Q’ C d e

«MAWW oy

Tight Junctions %
’
¢ Q ® Makrophag

Enterozyt

Zirkulares
System

Abbildung 3: Schematische Darstellung der maoglichen Transportmechanismen: a)
rezeptorvermittelter Transport, b) carriervermittelter Transport, c¢) parazellularer

Transport, d) transzellularer Transport und e) M Zellen-vermittelter Transportllg].

Ein transzellularer Transport kann auch carriervermittelt verlaufen (Abbildung
3b). Hierbei werden vor allem kleine Molekile wie z.B. Aminosauren oder
Monosaccharide Uber Rezeptoren an der Zelloberflache erkannt und
anschlieRend von den Carrier-Molekiilen innerhalb der Zelle transportiert!?%.

Der parazellulare Transport (Abbildung 3c) von Wirkstoffen erfolgt durch den
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Zwischenraum der Zellen. Dieser passive Transport ist diffusionskontrolliert
und wird von den Tight junctions beeinflusst, welche den Zwischenraum
zusatzlich verengen. So ist dieser Transport nur fur Molekile mit einem

Molekulargewicht <3500 Da moglich!?Y

. In Abbildung 3d ist der transzellulare
Transport dargestellt. Hierbei erfolgt die Endozytose ohne Anwesenheit eines
Rezeptors auf der apikalen Seite der Zellmembran. Die Wirkstoffe werden
danach auf der basolateralen Seite in das zirkulare System wieder abgegeben,
da diese Seite aufgrund des geringeren Protein-zu-Lipid-Verhaltnisses dunner
und permeabler als die apikale Seite ist. Der transzellulare Transport ist von

der GroRe, der Lipophilie und der Ladung des Wirkstoffs abhangig!??%3l.

Ein weiteres Beispiel fir den zielgerichteten Wirkstofftransport zur intestinalen
Barriere bei einer chronisch entzindeten Darmschleimhaut ist das L-Lactid-co-
Glycolid Polymer. 2014 beschrieb Ali et al'*. dieses Polymer zum Transport
des entzindungshemmenden Budesonid. Dabei wurde das synthetische
Glucocorticoid im  Nanopartikel (NP) durch eine Ol in Wasser
Emulsionsverdampfungs-Technik verkapselt. Die NP (200 nm) wurden mit dem
pH-sensitiven Methacrylat-Copolymer (Eudragit® S100) beschichtet. Der
Wirkstoff wurde aus diesen 240 nm groRen NP erst unter leicht basischen

Bedingungen im Darm freigesetzt!?*!,

1.2 Cyclodextrine als Wirkstofftransporter

Cyclodextrine (CDs) sind zyklische alpha-(1,4)-verknipfte Oligomere der
Glucose, welche durch enzymatischen Abbau von Maisstarke im industriellen
MaRstab hergestellt werden koénnen®®. Industriell erhaltlich sind die drei
CD-Derivate mit 6, 7 oder 8 Glucoseeinheiten, genannt a-, B-, und y-CD™®. Die
raumliche Darstellung der Cyclodextrine ist in Abbildung 4 visualisiert. a-CD
und y-CD sind nicht toxisch und als Lebensmittelzusatzstoff durch die

[27-29]

europdische Kommission zugelassen . B-CD st hingegen in ho6heren

Konzentrationen gesundheitsschéadlich, da es Cholesterol aus der Zellmembran

von Erythrozyten extrahieren kannB,

Die Wasserloslichkeit von [-CD
(1.85Gew%) ist um einiges niedriger als von a-CD (14.5Gew%) bzw. y-CD

(23.2Gew%)!3Y.
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Abbildung 4: Raumliche Darstellung eines Cyclodextrin-Derivates[%].

Cyclodextrine sind sowohl endolipophil als auch exohydrophil, da die Kavitat
durch die nach innen gerichteten Wasserstoffatome lipophil ist. Gleichzeitig
zeigen die Hydroxylgruppen nach auf3en, was dieser Substanzklasse die gute
Wasserlgslichkeit verleiht®®). CDs werden aus diesem Grund als sogenannte
Wirt-Molekulle bezeichnet, da sie in der Lage sind hydrophobe Gastmolekile im
wassrigen Medium im Innern ihrer Kavitat zu komplexieren®®. Hierbei stehen
Wirt und Gast in einem dynamischen Gleichgewicht mit dem gebildeten
Komplex®?, An dieser Art von Selbstorganisation sind vor allem der

t133341 In der

hydrophobe Effekt und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen beteilig
Regel werden 1:1-Komplexe, seltener 1:2- oder 2:1-Komplexe (Wirt/Gast)
gebildet. Die Gleichgewichtskonstanten Ks, sogenannte Bindungskonstanten,

von 1:1 Komplexen kénnen bis zu 10* M erreichen!®:3¢

. Die Bindungsstarke
ist hierbei abhangig von der rdumlichen Passgenauigkeit und Hydrophobizitat
des Gastes in der Kavitit des CDP’\. Komplexe mit Adamantan- und
Ferrocenderivaten zeigen hier mitunter die starksten Bindungskonstanten!®®],
Um die Wasserléslichkeit von 3-CD zu erhdhen und gleichzeitig die Toxizitat zu

31 Die am

erniedrigen sind Derivatisierungen des nativen B-CD notwendig
meisten technisch produzierten [p-CD-Derivate sind die statistisch
substituierten Derivate Hydroxypropyl--CD (HP-B-CD, Wacker Chemie,
Deutschland) und Sulfobutylether-B-CD (SBE-B-CD, Ligand, USA). Diese
Derivate haben eine Wasserloslichkeit > 50Gew% und sind weniger

toxisch!39491,

Da die statistisch substituierten [p-CD-Derivate eine Mischung aus
verschiedenen Substitutionsgrade (engl. degree of substitution, d.s.)
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aufweisen, ist die Reproduzierbarkeit und die Qualitatskontrolle erschwert. Eine
Gruppe von einheitlich substituierten p-CD-Derivate sind die Thioether-
modifizierten-B-CD-Derivate. Hier wird ausgehend von per-6-Bromo-6-desoxy-
B-CD an der primdren Seite des CD das Thiol eingefiihrt®*~*3 Die
hydrophoben Thioether-Substituenten befinden sich hierbei Uber der
hydrophoben Kavitat der CD-Derivate. Aus diesem Grund erreichen
B-CD-Derivate mit Thioether-Substituenten an den primaren Hydroxylgruppen

eine Bindungsstarke von Ks > 10° M[4443]

. Im Gegensatz dazu erniedrigen
Substituenten an der sekundaren Seite des CD die Bindungsstarke, da durch
die Substituenten die Ausbildung von intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen gestort wird, welche fir die rigide Kavitat

[46]

verantwortlich sind"*>. Hydrophile y-CD Thioether Derivate zeigen besonders

gute Affinitaten zu polyzyklischen Aromaten!*”), Fulleren Cgo*® oder Botulint®!.

Es gibt bereits einige Arzneimittelformulierungen auf dem Markt, welche
CD-Derivate als Gastmolekile verwenden, um die Bioverfugbarkeit des
Wirkstoffes zu erh6hen. So wird zum Beispiel Nicotin als Komplex mit -CD als
sublinguale Tablette (Nicorette, Pharmacia, Schweden) vertrieben. Das
Scherzmittel Diclofenac kann durch Komplexierung mit HP-y-CD als
Augentropfen (Voltaren, Novartis, Frankreich) verabreicht werden®®. Durch
HP-B-CD kann die Bioverfuigbarkeit des Antimykotikums Itraconazol (Sporanox,
Janssen Pharmaceutica, USA) durch Verabreichung als orale LOésung im
Vergleich zu einer Kapsel um 30% gesteigert werden®. Voriconazole, ein
weiteres Antimykotikum, wird nach Komplexierung mit SBE-B-CD (Vfend,
Pfizer, Deutschland) intravends appliziert®?. Das vollstandig  mit
Ethylcarboxylatgruppen modifizierte Thioether-y-CD-Derivat Sugammadex
(Grinenthal, Deutschland) wird zur Komplexierung des Muskelrelaxans
Rocuronium eingesetzt. Nach einer Anasthesie kann durch die Gabe von
Sugammadex die Wirkung des Rocuronium binnen weniger Minuten
aufgehoben werden®®. Probleme einer Arzneimittelformulierung (iber
CD-Derivate sind zum Einen der auftretende cytotoxische Effekt der CDs, der
ab einer gewissen CD-Konzentration auftritt®. Zum Anderen ist auch die
Verweildauer der CD-Derivate im Organismus relativ gering, da diese recht

schnell Giber die Niere eliminiert werden®®!,
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2 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Synthese und Charakterisierung eines
neuen Wirkstofftransportsystems, dessen Grundlage die supramolekularen
Wechselwirkungen zwischen hydrophoben pharmazeutischen Wirkstoffen
(Gast) und Cyclodextrinen (Wirt) sind. Hierfir sollen verschiedene (-CD-
Derivate an ein wasserldsliches biokompatibles, bioabbaubares Polymer
gebunden werden, um die Toxizitat der CD-Derivate zu verringern und die
Verweildauer im Organismus zu erhéhen. Eine schematische Darstellung des

hergestellten Wirkstofftransportsystems ist in Abbildung 5 visualisiert.

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Wirkstofftransporters, bestehend aus -CD-

Biopolymer-Konjugat und adamantyliertem Protein (Wirkstoff = rote Kugeln).

Das synthetisierte Wirkstofftransportsystem soll als supramolekulares,
polymeres Prodrug-Konzept fur Steroidhormone (rote Kugeln in Abbildung 5)
verwendet werden, da diese Wirkstoffklasse optimal in die Kavitat der CDs
passt. Zudem sind steroidale Wirkstoffe sehr potent, wodurch nur eine geringe

Menge des Wirtmolekils bendtigt wird.

Im Folgenden soll nun untersucht werden, inwiefern die Solubilisierung der
steroidalen Wirkstoffe durch Thioether-B-CD-Derivate und deren Polymere

verbessert werden kann. Fur einen zielgerichteten Transport sollen
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targetspezifische Liganden mit guten Gastmolekilen fir B-CDs modifiziert
werden. Die supramolekularen Wechselwirkungen der modifizierten Liganden
und den CD-Polymeren soll hierbei genauer analysiert werden. Aufgrund
dieses supramolekularen Netzwerkes, konnen die einzelnen Bestandteile des
Wirkstofftransportsystems separat hergestellt werden und nach Bedarf in einer
Art Baukastensystem im wassrigen Milieu zusammengegeben werden. Im
letzten Schritt soll die Ld&slichkeit und die Permeabilitat der steroidalen
Wirkstoffe mithilfe des Wirkstofftransportsystems Uber passende biologische

Barrieren untersucht werden.



3. Solubilisierung von Steroid-Wirkstoffen mittels B-CD Thioether Derivaten

3 Solubilisierung von Steroid-Wirkstoffen mittels
B-CD Thioether Derivaten

3.1 Steroid-Wirkstoffe

Steroide sind polyzyklische Isoprenoide, die aus drei Sechsringen (A, B und
C-Ring) und einem Funfring (D-Ring) aufgebaut sind. Die Biosynthese der
natirlichen Steroidhormone erfolgt ausgehend von Cholesterol uber
enzymatische Umwandlungen. Steroide bilden eine sehr wichtige
Substanzklasse, da viele Funktionen im Organismus hormonell gesteuert
werden. Ein Uberblick der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Steroid-
Wirkstoffe gibt Abbildung 6.

p—Estradiol Progesteron

Néﬁ
HH

Finasterid

Hydrocortison Prednison Dexamethason

Abbildung 6: Strukturen einiger ausgewahlter steroidaler Wirkstoffe.

Zu den Sexualhormonen gehdéren z.B. f-Estradiol, Progesteron und
Testosteron welche fir die Ausbildung der Geschlechtsmerkmale und die
Steuerung der Sexualfunktionen zustandig sind®®*". Eine weitere Klasse von
Steroidhormonen bilden die Glucocorticoide. Sie wirken entzindungshemmend
und immunsupressivl®®. Mineralocorticoide wie z.B. Aldosteron beeinflussen
den Wasser- und Mineralhaushalt im Organismus!®®. Durch die hohe Lipophilie

der Steroidhormone sind diese in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu

10
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passieren[GO]. Fir den Transport im Serum sind die Steroidhormone vor allem

an spezifisch bindenden Globuline und am Serum Albumin gebunden!®-%3],

Aufgrund der starken Wirkung der Steroidhormone werden diese gerne auch
als aktive pharmazeutische Wirkstoffe (engl. active pharmaceutical ingredients,
APIs) eingesetzt. Das mannliche Sexualhormon Testosteron wird in der
sogenannten Testosteron-Ersatz-Therapie vor allem alteren Mannern
verabreicht, die mit Symptomen wie erektiler Dysfunktion, Verringerung an
Muskelmasse und dem metabolischem Syndrom zu kampfen haben!®*®l. Die
weiblichen Sexualhormone B-Estradiol und Progesteron werden ebenfalls als
Arzneistoffe fur altere Frauen wahrend der hormonellen Umstellung in der
Menopause verabreicht, um Beschwerden wie z.B. das Klimakterium zu
lindern!®®®"l Aufgrund der Lipophilie der Sexualhormone wird die Kontrolle der
verabreichten Dosis erschwert. Uber den peroralen Weg miissen aufgrund der
schlechten Absorptionsrate und des First-Pass-Effektes beispielsweise
17a-alkylierte Testosteronderivate mehrmals taglich in hochdosierten Mengen
eingenommen werden. Dies kann schnell zu einer Uberdosierung fiihren, was
die Wahrscheinlichkeiten fir Nebenwirkungen wie Prostata- oder Lebertumoren
erhoht!®89 Begiinstigt durch die gute Durchlassigkeit fur Testosteron werden
auch transdermale Gele und Pflaster, welche Ethanol als L&sungsvermittler
beinhalten, auf die Haut appliziert. Uber diesen transdermalen Weg kénnen

stabile hohe Testosteronkonzentrationen im Serum erzeugt werden!’?.

Die Glucocorticoide besitzen eine bessere Wasserldslichkeit als die
Sexualhormone, da sie mehr Hydroxylgruppen am Steroidgerist besitzen.
Auch diese Substanzklasse wird gerne als Arzneistoff eingesetzt. So wird
Hydrocortison z.B. systemisch zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen

und zur Vermeidung einer TransplantationsabstoBung eingesetzt!°®l,

Auch synthetische Steroidhormone, welche sich durch kleinere Modifikationen
am Steroidgertst von den natirlichen Steroidhormonen unterscheiden, werden
als APIs verwendet. Prednison und Dexamethason sind synthetische
Glucocorticoide, welche eine hthere Potenz im Gegensatz zu Hydrocortison
zeigen, allerdings aber weniger gut wasserloslich sind!"*. Finasterid ist ein
synthetisches Steroid, welches als Inhibitor der 5a-Reduktase (Typ II/lll) die

Umwandlung von Testosteron in das potentere Dihydrotestosteron hemmt!’?.

11
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Aus diesem Grund wird es fur androgenabhéngige Erkrankungen wie der
benignen Prostatahyperplasie und der androgenen Alopezie eingesetzt!’®"4.
Trotz der schlechten Wasserldslichkeit von Finasterid wird es vor allem oral als

[75,76]

auch transdermal verabreicht . Hierbei kann es zu Nebenwirkungen wie

erektile Dysfunktion und Depressionen kommen!’*.,

Wegen der Hydrophobizitat der Steroid-Wirkstoffe werden diese momentan
mehr Uber den transdermalen Weg in Form von Hydrogelen appliziert. Hierbei
ist immer ein Co-Solvenz wie z.B. Ethanol oder Dimethylsulfoxid (DMSO)
notwendig. Eine tagliche Exposition von Ethanol auf der Haut fuhrt allerdings
zu Hautirretationen. Um die Nebenwirkungen Uber den transdermalen Weg zu
reduzieren und eine hohere Bioverfugbarkeit Uber den peroralen Weg zu
ermdglichen, kbnnen die steroidalen Wirkstoffe auch mittels B-CD-Derivaten im

wassrigen System solubilisiert werden.

3.2 Komplexe von B-CD-Derivaten mit Steroid-Wirkstoffen

B-CD-Derivate sind in der Lage neben Adamantan und Ferrocen auch Steroide
zu komplexieren, da der innere Durchmesser der CDs zwischen 0.58 und 0.65
nm liegt’”). Durch die Fahigkeit Cholesterol aus der Zellmembran zu
komplexieren, resultiert der hamolytische Effekt von B-CD und dessen

methylierten Derivaten!’

. Die Moglichkeit der Komplexierung von Cholesterol
hat aber auch positive Effekte. So wird die Komplexierung von Cholesterol-
Plaques durch methyliertes B-CD fir den Einsatz in der Alzheimer-Therapie
diskutiert”™.  Auch  Hydroxypropyl-B-CD  (HP-B-CD) kann Cholesterol
maskieren, wodurch dieses Derivat gegen die Nieman-Pick-Krankheit
eingesetzt werden kann!®, Der Komplex von Testosteron mit HP-B-CD hat eine
hohere Ldoslichkeit als der Komplex mit nativem 3-CD und wird flr eine
sublinguale Applikation in den USA (Andotest-SL, Savient Pharmaceuticals,
USA) vertrieben!®. Die Aufnahme tber die Mundschleimhaut hat den Vorteil,
dass der Wirkstoff direkt in das zirkulare System des Blutkreislaufes gebracht
wird, wodurch der First-Pass-Effekt vermieden werden kann®?. Die
Solubilisierung von p-Estradiol mithilfe von Dimethyliertem p-CD (DIMEB)

(Aerodiol, Servier, Frankreich) kann Uber die nasale Schleimhaut

12
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aufgenommen werden!®¥. Die Glucocorticoide kénnen ebenfalls mittels B-CD-
Derivaten solubilisiert werden. In klassischen Formulierungen werden
Myristinsaureisopropylester und Isopropanol als Co-Solventen eingesetzt®*,
Uber den transdermalen Weg zeigen Komplexe von Hydrocortison mit HP-3-CD
hohere Permeationsraten durch die Haut als mit der Verwendung eines Co-
Solventen!®!, Der Komplex aus Hydrocortison und HP-B-CD wird bereits als
Arzneistoff eingesetzt (Dexocort, Actavis, Island). Dexamethason wird als
Komplex mit B-CD (Glymesason, Fujinaga, Japan) und HP-B-CD in
Augentropfen gegen Bindehautentziindungen verabreicht!®®. Die Kombination
aus den Komplexen des Tetrapeptids Carfizomib und Dexamethason mit
SBE-B-CD wurde bereits in einer Phase Il Studie gegen das multiple Myelom
getestet. Hierbei wurde eine zweimal wochentliche Dosis von 27 mg/m? im
Vergleich zu einer einmal wochentlichen Dosis von 70 mg/m? ebenfalls
zugelassen!®’). Der transdermale Transport von Finasterid konnte bisher

mithilfe von CD konjugierten Chitosan-Nanopartikeln realisiert werden!®®!,

Die Bindungskonstanten Ks von Steroidhormonen mit B-CD-Derivaten sind
bereits mehrfach publiziert worden®®!  Da die Loslichkeit und die
Bindungskonstanten allerdings stark von der lonenstarke des Losungsmittels
und vom Aussalz-Effekt abhangig sind!®, sind die publizierten Werte
untereinander schlecht vergleichbar. Auch die Wahl der Analysemethode
beeinflusst die erzielten Bindungskonstanten®®. Die bereits publizierten Ks-
Werte liegen zwischen 673 M™ (1:1 Komplex zwischen Finasterid und HP-B-
CcD¥ und 32500 M (1:1 Komplex zwischen B-Estradiol und B-CD!®). Der
stabilste Komplex mit B-Estradiol ist auf die gréRere Hydrophobizitat von -
Estradiol aufgrund des aromatischen A-Rings zurtickzufihren. Generell werden
bei hydrophileren Steroiden nur der A-Ring komplexiert, wohingegen bei
hydrophoberen Steroiden das gesamte Molekul in der Kavitdt des CDs

971 weiterhin werden die Stabilitaitskonstanten

aufgenommen werden kann
auch von den Seitenketten am D-Ring beeinflusst!®®. Aus diesem Grund bilden

B-CD-Derivate mit Progesteron stabilere Komplexe als mit Testosteron.
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3.3 Phasenldslichkeitsisothermen von 3-CD-Derivaten

Zur Untersuchung der Einschlussverbindungen von Gastmolekilen in der
Kavitat der CDs ist die Bestimmung der Stabilitatskonstante Ks bzw. der
Dissoziationskonstante Kp mithilfe von Phasenléslichkeitsisothermen eine
gebrauchliche Methode. Auch die Stdochiometrie des Gleichgewichtes kann
hieriber bestimmt werden. Diese Methode wurde erstmals 1965 von Higuchi
und Conners!®® beschrieben. Experimentell wird ein Uberschuss an schlecht
l6slichem Gastmolektul zu wassrigen Losungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen eines CD-Derivates zugegeben. Bei konstanter Temperatur
wird bis zur Einstellung des Gleichgewichtes geschiittelt, der Uberschuss an
Gast abfiltriert und die geléste Menge des Gastes mittels UV-Vis oder HPLC
analysiert. Fur die Loslichkeitsisothermen  werden die  geldsten
Gastkonzentrationen gegen die Konzentrationen des eingesetzten
CD-Derivates aufgetragen. Dabei lassen sich zwei Typen von
Phasenldslichkeitsdiagrammen feststellen®® (siehe Abbildung 7).

Konzentration des Gastmolekils

Konzentration des CD-Derivates

Abbildung 7: Arten der Phasenloslichkeitsisothermen®?..
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A-Typ Profile zeigen einen Anstieg der Gastkonzentration mit steigender
CD-Konzentration. Drei Untertypen sind bei den A-Typ Profilen zu erkennen.
Wahrend der A_-Typ einen linearen Anstieg der Gastkonzentration aufzeigt, so
weichen die Ap und An-Typen von der Linearitat ab. Der Ap-Typ zeigt einen
starkeren Solubilisierungs-Effekt des CD-Derivates bei hoheren
Konzentrationen und der Ax-Typ einen schwacheren Solubilisierungs-Effekt.
Alle A-Typ Profile weisen auf die Bildung eines gut wasserloslichen Komplexes
hin, dessen Ld&slichkeiten hoéher liegen als die des freien Gastes. Hat die
Steigung der Isothermen einen Wert > 1, so kbnnen auch Komplexe hdherer
Ordnung (2:1, CD/Gast) gebildet werden. Bei einer Steigung mit einem

Wert < 1 liegen eher 1:1 Komplexe vort®

. B-Typ Profile sind bei der Bildung
von schlecht wasserléslichen Komplexen zu erkennen. Im Bs-Untertyp bildet
sich zunachst mit steigender CD-Konzentration ein wasserléslicher Komplex
aus, wodurch die Loslichkeit des Gastes zunimmt. Ab einer bestimmten
CD-Konzentration wird eine maximale Gastkonzentration erreicht. Durch
Zugabe hoherer CD-Mengen werden die gebildeten Komplexe unléslich und
fallen aus, bis die Grundloslichkeit des freien Gastes wieder erreicht wird. Im
Bi-Untertyp sind die gebildeten Komplexe so unléslich, dass sich auch bei
geringen CD-Konzentrationen keine Erhéhung der Gastkonzentration einstellen

kann 99,

Wenn ein 1:1-Komplex zwischen CD-Derivat und Gastmolekil gebildet wird, so
steigt die Loslichkeit des Steroids linear mit zunehmender CD-Konzentration
an. Die Steigung der Loslichkeitsisothermen s spiegelt hierbei das molare
Verhéltnis von komplexiertem Gastmolekul pro Wirtmolekil wider. Die
Bindungskonstante Ks kann aus der Steigung der Ldslichkeitsisothermen s und
der Eigenléslichkeit [G], des Gastes ohne Anwesenheit eines Wirtmolekils

nach Connors et al. mithilfe von Formel (1) ermittelt werden!*°*12,

S

‘= a9 (”

mit Ks = Bindungskonstante [M™}]
s = Steigung der Loslichkeitsisothermen

[G]o = Eigenléslichkeit des Gastmolekils im Losungsmittel [M]
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Die  Bindungskonstante kann sowohl im linearen Bereich der
Loslichkeitsisothermen aller A-Typ Profile als auch des Bs-Typ Profils bestimmt

werden.

Das molare Verhaltnis zwischen Komplex zu freien Wirtmolekul wird
Komplexierungseffizienz (engl. complexation efficiency, CE) genannt und wird
nach Loftsson et al. aus der Steigung der Loslichkeitsisothermen mit Formel (2)

berechnet%3,

CE = ()

mit CE = Komplexierungseffizienz
s = Steigung der Loéslichkeitsisothermen

Vorteil der CE-Werte im Vergleich zu den Ks-Werten ist die geringere
Empfindlichkeit der CE-Werte gegeniber Fehlern in der Bestimmung der
intrinsischen Loslichkeit des Gastmolekils. Im Folgenden werden nun die
Bindungskonstanten und die Komplexierungseffizienzen der hergestellten

Steroid-B-CD-Komplexe untereinander diskutiert.

3.4 Diskussion der Ergebnisse

Im folgenden Kapitel wurde die Solubilisierung der zuvor erwahnten sieben
steroidalen Wirkstoffe mit drei kommerziell erhaltlichen B-CD-Derivaten und
drei im Arbeitskreis hergestellte Thioether-B-CD-Derivate untersucht. Als
kommerziell erhaltliche B-CD-Derivate wurde das native B-CD und die zufallig
modifizierten Derivate HP-B-CD (d.s. = 6.3) und SBE-B-CD (d.s. = 7.0)
verwendet. Zum Vergleich wurden die Loslichkeiten mit den Thioether-
B-CD-Derivaten Heptakis-6-sulfoethylsulfanyl-6-deoxy-f-CD"?! (HSES),
Heptakis-6-methylsulfanyl-6-deoxy-[2-(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)]-B-
cDMY (HTMT) und Heptakis-6-thioglycerin-6-deoxy-p-CD**! (HTG) evaluiert
(siehe Abbildung 8). Die Ergebnisse wurden bereits im International Journal of

Pharmaceutics veroffentlicht!*4,
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OR

R = -H, -CH,CHOHCH, = -H, -(CH2),SO;Na

HP-B-CD SBE-B-CD

Abbildung 8: Struktur der eingesetzten f-CD-Derivate.

Um physiologische Bedingungen zu simulieren, wurde die Solubilisierungen der
Wirkstoffe in einem isotonischem HEPES-Puffer (pH 7.4) bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Loslichkeit der Steroidwirkstoffe wurde in Anwesenheit von 3-
CD, HP-B-CD und SBE-B-CD mittels UV-Vis Spektroskopie bestimmt!*’®. Da
die UV-Absorptionen der Thiother-modifizierten CD-Derivate mit den UV-
Absorptionen der Steroide bei 240 nm uberlagern, wurde die Ldslichkeit der
Steroide hierbei mithilfe von Hochleistungsflissigchromatographie (engl. high
performence liquid chromatography, HPLC) mit UV-Detektion analysiert. Zum
Vergleich wurde auch die Ld&slichkeit mithilfe des natirlichen Carriers fur
Steroidhormone (humanes Serum Albumin, HSA) bestimmt. Da auch die
UV-Absorption von HSA mit der der Steroide Uberlagert, wurde die in Losung
gebrachte Menge der Steroide mit n-Octanol aus der wassrigen Pufferphase
extrahiert. Um die Konzentration an Steroid zu bestimmen, wurde die
n-Octanol-Phase auf ein definiertes Volumen aufgefullt. Um vergleichbare

Ergebnisse zu erzielen, wurde fir die Bestimmung der Ldslichkeiten aller
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Steroide jeweils die gleiche Menge an B-CD-Derivat bzw. HSA zugesetzt. Da
bei einem gesunden Menschen die HSA-Konzentration im Serum
4 mg/100mL"%! petragt, wurde eine einheitliche Konzentration der Additiven
von 4Gew% in HEPES-Puffer gewahlt. Ein Uberblick der somit erzeugten
Loslichkeiten der Steroide im wassrigen Puffersystem im Vergleich zur

Eigenloslichkeit [G]o zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1: Loslichkeiten der steroidalen Wirkstoffe in isotonischem HEPES-Puffer (pH
7.4, 25°C) unter Verwendung verschiedener Carrier (Konzentration 4Gew%).

18

Eigenldslich- HSA  B-CD** HP-B- SBE-B- HSES* HTMT* HTG*

keit [G]o CD CD (

(mM) (mM)  (mM) (mM) (mM) (mM) mM) (mM)
Testosteron 0.069 0.72 0.20 13.54* 11.20 1985 7.74 0.23
B-Estradiol 0.0011 0.58 0.56 5.70 6.41 19.32 1.85 0.31
Progesteron 0.00089 0.49 0.08 8.91 8.42 17.49 6.34 2.51
Hydrocortison 0.91 1.15 5.65* 13.27* 10.02 1260 5.44 2.62
Prednison 0.32 045 2.93 11.77 8.05 10.07 2.74 1.05
Dexamethason 0.17 0.35 491 5.19 5.25 4.17 2.05 3.65
Finasterid 0.15 0.88 0.37 6.98 6.95 16.37 7.81 0.55

*gemessen mit HPLC

**Konzentration von B-CD: 1.5Gew%

Die Loslichkeiten der Steroide ohne Zusatz eines Wirkstofftransportsystems
befinden sich zwischen 0.89 pM fir Progesteron und 0.91 mM fdr
Hydrocortison. Somit verfligt dieses Glucocorticoid eine 1000-Fach hdhere
Loslichkeit im wassrigen Milieu als das Gelbkérperhormon. Generell ist zu
beobachten, dass die Sexualhormone eine deutlich geringere Wasserldslichkeit
besitzen als die Glucocorticoide. Die Eigenléslichkeit der Steroidhormone zeigt
hierbei eine Abhangigkeit von der Anzahl an hydrophilen Hydroxylgruppen am
Steroidgerist. Progesteron besitzt keine Hydroxylgruppe, wohingegen
Hydrocortison drei Hydroxylgruppen besitzt. Die groRen Unterschiede in der
Loslichkeit verschwinden nach Zugabe von 4Gew% des natirlichen
Transporters HSA. Die Ld6slichkeit der Sexualhormone nach Zugabe von HSA
liegt zwischen 0.49 mM (Progesteron) und 0.72 mM (Testosteron), die
Loslichkeit der Glucocorticoide zwischen 0.35 mM (Dexamethason) und 1.15
mM (Hydrocortison). Die Steroidloslichkeit durch Zugabe von nativem (-CD

befindet sich auf dem Niveau, das nach der Zugabe von HSA erreicht wurde.
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Allerdings konnte aufgrund der schlechteren Wasserl6slichkeit von -CD nur
eine 1.5Gew%-L6sung von B-CD verwendet werden. Somit zeigt schon das
native B-CD einen besseren Effekt im Vergleich zu HSA, um die Loslichkeit der
Steroidhormone zu erhéhen. Im Gegensatz dazu zeigen alle hydrophilen B-CD-
Derivate (HP-B-CD, SBE-B3-CD, HSES und HTMT) eine deutliche Erh6hung der
Wasserloslichkeiten der steroidalen Wirkstoffe. Durch Zugabe von 4Gew% des
7-fach negativ geladenen [(-CD-Derivats HSES konnten die hochsten
Steroidkonzentrationen im wassrigen Puffersystem mit einer Loslichkeit bis zu
19 mM erzielt werden. Durch Komplexierung von Progesteron mit HSES konnte
die Loslichkeit um den Faktor 19000 erhtéht werden. Die geringsten Effekte
zeigten die Komplexierungen von Testosteron bzw. Finasterid mit nativem
B-CD. Hier konnte nur eine Erhoéhung der Ld&slichkeit um den Faktor 3
beobachtet werden. Komplexe mit HTG zeigen als einziges Thioether-B-CD-
Derivat nur eine schwache Erhohung der Steroidl6slichkeit. Diese liegt nur auf
dem Niveau der Komplexe mit nativem [-CD. Um die groRen Unterschiede im
Solubilisierungseffekt besser zu verstehen, wurden
Phasenldslichkeitsisothermen  aller  Steroid/B-CD-Komplexe  vermessen.
Beispielhaft sind die Loslichkeitsisothermen von Testosteron mit 3-CD und mit
HSES in Abbildung 9 gezeigt.
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Abbildung 9: Phasenléslichkeitsisotherme von Testosteron in isotonischem HEPES
Puffer (10 mM, pH 7.4) mit a) B-CD und b) HSES

Die Loslichkeitsisotherme von Testosteron mit B-CD (Abbildung 9a) zeigt Bs
Charakteristik. Die Loslichkeit von Testosteron steigt linear mit steigender
B-CD-Konzentration bis zu 0.5 mM an. Der Sattigungseffekt, begriindet durch
die limitierende Loslichkeit des Testosteron/pf-CD-Komplexes, fihrt zu einer
maximalen Testosteron-Konzentration von [G]max = 0.2 mM. In Abbildung 9b
zeigt die Loslichkeitsisotherme von Testosteron mit HSES eine
A_-Charakteristik. Hier stellt sich kein Sattigungseffekt ein und es konnte eine
Testosteron-Konzentration bis zu 4 mM erreicht werden. Anhand der
Steigungen der beiden Isothermen ist ebenfalls zu erkennen, dass HSES in der
Lage ist, doppelt so viel Testosteron zu komplexieren als B-CD. Dies liegt
begrindet in der vergroRRerten Kavitat des HSES durch die hydrophoben
Thiolgruppen®!.

Die molaren Komplexierungseffizienzen CE von allen Steroid/B-CD-Derivat-

Komplexe sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2: Komplexierungseffizienz CE der 3-CD-Derivate mit den Steroidwirkstoffen

B-CD HP-B-CD SBE7-B-CD HSES* HTMT* HTG*

Testosteron 0.818 0.754* 1.174 15.667 2.571
B-Estradiol 0.389 0.235 0.515 3.000 0.099 2571
Progesteron 0.136 0.351 0.887 2.846 0.613
Hydrocortison  1.632* 0.695* 0.695 3.348 0.754 0.351
Prednison 0.852  0.429 0.754 1.128 0.220 0.923
Dexamethason (0.266 0.190 0.370 0.299 0.136 0.754
Finasterid 0.563 0.299 0.538 2.030 0.250 1.632

*gemessen mit HPLC

Unter den Steroid/B-CD-Derivat-Komplexen fallt auf, dass die CE-Werte der
Steroid-Komplexe mit HP-B-CD geringer sind, als mit nativem [-CD. Grund
hierfir kénnten die Hydroxypropyl-Substituenten sein, welche sich nicht nur auf
der primaren Seite des CD, sondern auch auf der sekundéaren Seite des CD
befinden. Wie in Kapitel 1.2 bereits erwéhnt, kébnnen Substituenten an der
sekundaren Seite des CD die Komplexbildungsfahigkeit verringern*®l. Die
Komplexe mit dem SBE-B-CD zeigen dagegen hodhere CE-Werte als die
Komplexe mit HP-B-CD, da die hydrophoben Butylgruppen an der priméren
Seite des CD die Kavitat vergroRern konnen!®®. Das anionische Thioether-
Derivat HSES zeigt noch groRere Komplexierungseffizienzen als das
anionische SBE-B-CD aufgrund der hydrophoben Schwefelgruppen!*¥. Die
Komplexe mit den beiden neutralen Thioether-B-CD-Derivaten HTMT und HTG
zeigen allerdings geringere CE-Werte, da die Wasserldslichkeit der gebildeten
Komplexe aufgrund von Aggregatbildung dieser Wirtmolekule verringert ist. Die
Komplexierungseffizienz des HTG ist dabei am geringsten. Desweiteren ist
eine spezifische Erkennung zwischen den beiden Sexualhormonen Testosteron
und B-Estradiol unter den neutralen Thioether-Derivaten zu beobachten. HTG
komplexiert nur das weibliche Hormon fB-Estradiol und HTMT hat eine hdhere
Praferenz zum mannlichen Hormon Testosteron. Diese Geschlechterspezifitat
lasst sich auf die zusatzliche Methylgruppe 19 am Kohlenstoffatom 10 des
Testosterons zurickfihren. Durch diese Methylgruppe wird eine Aufnahme in
die Kavitat des HTG verhindert. HTMT hingegen ist an allen O-2 Positionen
substituiert, wodurch die sekundare Seite dieses Wirtmolekuls weniger rigide

ist und somit eine bessere Aufnahme des Testosterons in die Kavitat
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ermdglicht. Dexamethason zeigt durchweg eine eher mittelmaRige
Komplexierungseffizienz, da durch die zusatzliche Fluoridgruppe am
Kohlenstoffatom 9 eine sterische Hinderung bei der Aufnahme in die Kavitat

vorliegt.

Mit Ausnahme des Sattigungseffektes, bedingt durch die limitierte
Wasserloslichkeit des Komplexes, zeigen alle Loéslichkeitsisothermen der
gemessen Steroide ein lineares Verhalten. Dies ist ein Indiz fur die Ausbildung
von 1l:1-Komplexen (Wirt/Gast). Komplexe mit einer 2:1-Stbéchiometrie wéaren
aufgrund der GroRe der Steroide auch maoglich gewesen. Allerdings sind
entsprechende parabolische Loslichkeitsisothermen nicht zu beobachten
gewesen. Da die Komplexe eine 1:1-Stdchiometrie aufweisen, kdnnen die
Bindungskonstanten Ks der Komplexe mithilfe von Formel (1) berechnet

werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 gezeigt.

Tabelle 3: Bindungskonstanten Ks [M™*] der p-CD-Derivate mit den Steroidwirkstoffen

B -CD HP-B-CD SBE7-B-CD HSES* HTMT* HTG*
M M™) M™ M MY (v

Testosteron 11900 10900* 17000 227400 37300 ---
B-Estradiol 353500 213200 468300 2727300 89900 2337700
Progesteron 151500 390400 985300 3162400 681000 ---
Hydrocortison 1800* 760* 760 3700 830 390
Prednison 2700 1300 2400 3500 690 2900
Dexamethason 1600 1100 2200 1800 800 4500
Finasterid 3900 2000 3700 13900 1700 11200

*gemessen mit HPLC

Die Bindungskonstanten der Glucocorticoide mit den untersuchten [-CD-
Derivaten liegen alle im typischen Bereich von B-CD-Komplexen und liegen
zwischen 390 M™ bis 3700 M. Die Ks-Werte der Sexualhormone sind dagegen
um bis zu einem Faktor 1000 héher und erreichen Werte bis zu 3.2-10° M fur
den Progesteron/HSES-Komplex. Dieser Wert ist einer der hoéchsten jemals
gemessenen Werte fur einen [(-CD-Komplex. Diese sehr hohe
Komplexstabilitdt ist auf die sehr geringe Hydrophilie des Progesterons
zurickzufihren. Desweiteren kdnnen die vorhandenen Ketogruppen
Wasserstoffbrickenbindungen zu den OH-2-Gruppen in der Kavitat ausbilden.

Da durch die einheitliche Substitution und der hohen Ldslichkeit des HSES eine
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grolle Menge an Steroid durch die Komplexbildung solubilisiert wird, kénnen
gut aufgeléste 2D rotating frame nuclear overhauser effect spectroscopy (2D-
ROESY)-NMR-Spektren aller HSES/Steroid-Komplexe aufgenommen werden.
Dadurch kann die Lage der Steroide innerhalb der Kavitat analysiert werden.
Das 2D-ROESY-Spektrum des Progesteron/HSES-Komplexes ist in Abbildung
10 gezeigt. Die Protonen H-03 und H-05 des (B-CD-Derivates ragen ins Innere
der Kavitat und zeigen Cross-Peaks mit den Protonen H-4, H-18, H-19 und
H-21 des Progesterons. Diese sind uber das gesamte Steroidgerust verteilt und
befinden sich an allen Ringen (A-D). Cross-Peaks mit den Protonen H-06 auf
der primaren Seite des HSES sind nicht zu finden. Aus diesem Grund ist davon
auszugehen, dass die Komplexe Uber die weitere sekundare Seite des [-CD-
Derivats gebildet werden. Ahnliche Ergebnisse konnten Bednarek et al. und
Forgo und Gondos bereits mit Komplexen aus B-CD und Hydrocortison bzw.

Ethinylestradiol beobachten!®”:%8,

e L)
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-
@
:
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Abbildung 10: 2D-ROESY Spektrum des Progesteron/HSES-Komplexes.

Uber das 2D-ROESY-Spektrum lasst sich somit schlussfolgern, dass
Progesteron sowohl Uber den A- und B-Ring als auch tber den C- und D-Ring

des HSES komplexiert werden kann. Da allerdings durch die linearen
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Ldslichkeitsisothermen ein 1:1-Komplex als gesichert angesehen werden kann,
konnen die zwei Komplexierungsmdglichkeiten nicht gleichzeitig am selben
Steroid-Molekil erfolgen. Die 2D-ROESY-Spektren der anderen Steroid/HSES-
Komplexe zeigen die gleichen Ergebnisse. Die Bildung eines 1:2-Komplexes
zwischen Steroid und HSES kann somit ausgeschlossen werden. Im Folgenden
Kapitel wird nun die Konjugation der Thioether-B-CD-Derivate an die

Hyaluronsaure beschrieben.

Da HTG im Gegensatz zu HTMT und HSES noch an der primaren Seite
modifiziert werden kann, sollte nun dieses CD-Derivat kovalent an
Hyaluronsaure als hydrophiles Biopolymer gebunden werden. Dies soll die
Wasserloslichkeit der Komplexe verbessern. Zudem sollte nicht nur eine
unkontrollierte Aufnahme der B-CD-Derivate im Organismus verhindert und
somit die Toxizitdt erniedrigen werden sondern auch die Verweildauer im
Organismus erhoht werden*®”. Die Ergebnisse der Konjugation des HTG an

Hyaluronsaure sind im nachfolgenden Kapitel 4.3 gezeigt.
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4. Synthese neuer Cyclodextrin-Hyaluronsaure-Polymeren 25

4 Synthese neuer Cyclodextrin-Hyaluronsaure-

Polymeren

4.1 Cyclodextrin-Polymere als Wirkstofftransporter

Nicht nur CD-Monomere kdnnen im Bereich des Wirkstofftransports eingesetzt
werden, sondern auch CD-Polymere sind hierfir sehr gut geeignet. Die
Herstellung von CD-Polymeren kann durch vielerlei Moglichkeiten erzielt
werden. Die CDs kdnnen sowohl kovalent als auch nichtkovalent an Polymere
geknlpft werden. Die Polymerisation von funktionalisierten CD-Derivaten ist
ebenfalls madglich. Eine Auswahl an supramolekularen CD-Polymer-

Wirkstofftransportsystemen zeigt Abbildung 11.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung von Cyclodextrin-Polymeren fur den
Wirkstofftransport; a) lineares CD-Polymer, b) kovalent verkniipftes Cyclodextrin-
Polymer, c) supramolekulare Wirt-Gast-Netzwerke, d) Polypseudorotaxane mit

Cyclodextrin-Wirkstoff-Konjugaten™®®.
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Die kovalente Knupfung von CDs Uber eine polymeranaloge Umsetzung kann
auch an bioabbaubare Polymere erfolgen (Abbildung 11a)"°?. Der Einsatz von
Biopolymeren, wie z.B. Alginat, Chitosan oder Hyaluronsaure hat den Vorteil,

dass eine hohere Biokompatibilitat und eine geringere Toxizitat erzeugt werden

kann%). Die polymeranaloge Umsetzung an diese Kohlenhydrate kann tber
reduktive Aminierung®'®,  Amidkniipfung™*Y! oder tber Click-Chemie!**?
erfolgen.

Durch die Bildung von vernetzten CD-Polymeren (Abbildung 11b) kdnnen die
Vorteile von Polymeren (hohes Molekillgewicht, unterschiedliche Architektur,
Fahigkeit flr einen zielgerichteten Transport Gber Liganden) mit denen der CDs
(Einschluss von hydrophoben Wirkstoffen) kombiniert werden**®!. Lineare oder
verzweigte CD-Polymere koénnen durch Kondensation an Bi- oder
Multifunktionellen Cross-Linkern (z.B. Epichlorhydrin, Diisocyanate)!***15! oder
durch Polymerisation von Acryl/Vinyl-Derivaten von CDs mit anderen
Monomeren erfolgen**®!. Mura et al. zeigten, dass CD-Gele aus vernetzten CD-
Epichlorhydrin-Polymeren die Ld&slichkeit von Naproxen um das 30-Fache
erhohen konnte!**”). Eine Erhéhung der oralen Bioverfiigbarkeit konnte mittels
besagten Polymers auch an Glipizid®*®, Hyperacin®*® und Triclosan!*?”

festgestellt werden.

Die Ausbildung von Wirt-Gast-Netzwerken (Abbildung 11c), bestehend aus
linearen CD-Polymeren und Polymeren mit hydrophoben Gastmolekilen,
beschrieben Wenz und Weickenmeier erstmalig 1997. Als Gastmolekile
dienten hierbei Polymere mit 4-tert-Butylanilid-Seitenketten®?*.  Durch
Mischung der beiden Polymere kommt es zur Ausbildung von
reiBverschlussartigen Strukturen, welche als Hydrogele oder Nanocarriers

verwendet werden konnen(*??

. Ein Beispiel fur einen solchen Nanocarrier, fur
den Einsatz in der Krebstherapie, ist ein Wirt-Gast-Netzwerk zwischen einem
CD-Polymer mit einem Polymer-Paclitaxel-Konjugat. Durch die mehrfache
Komplexierung der Paclitaxel-Einheiten durch die CD-Polymere kénnen sowohl
die Stabilitat als auch die Ldoslichkeit des Wirkstoffs im Vergleich zu einem
monomeren CD-Paclitaxel-Komplexes erhoht werden*?3124 wirkstoffe wie z.B.
Doxorubicin kénnen allerdings nicht im Innern der Kavitat der CDs komplexiert

werden. Uber die Verknipfung des Wirkstoffes mit Adamantan kann eine
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supramolekulare Bindung erzielt werden*?®.

Fiar einen zielgerichteten
Transport kann der benotigte Target-Ligand (z.B. RGD-Peptid) ebenfalls mit

Adamantan modifiziert werden!*2®!,

Eine weitere Madoglichkeit zur Bildung von CD-Polymeren kann uber das
Auffadeln der CD-Ringe auf einer Polymerkette erfolgen. Dies wurde 1992
erstmals von Wenz et al. an Polyiminooligomethylen als Polymer berichtet™?.
Unter dem so gebildeten Polyrotaxan werden Polymere bezeichnet die sperrige
Stoppergruppen enthalten, wodurch die CDs nicht in der Lage sind sich frei
entlang der Polymerkette zu bewegen. Fehlen solche sperrigen Gruppen, so
sind die CDs frei beweglich. Diese Struktur wird Polypseudorotaxan genannt.
Fur den Einsatz als zielgerichtetes Wirkstofftransportsystem kdnnen die
Polypseudorotaxane uber die CD-Einheiten mit Target-Liganden modifiziert
werden (Abbildung 11d)"%%. Ein supramolekulares Gel aus der Kombination
aus a-CD und Polycaprolacton-Polyethylenglycol-Polycaprolacton-Copolymer

sorgt fiir eine nachhaltige Freisetzung von Vitamin B1, tiber 20 Tage!*?®.

In der vorliegenden Arbeit wurde Hyaluronsaure als Biopolymer in einer
polymeranalogen Umsetzung mit CD-Derivaten modifiziert. Aus diesem Grund
wird der Einsatz von Hyaluronsaure in Wirkstofftransportsystemen im
folgenden Kapitel diskutiert.

4.2 Hyaluronsaure in Wirkstofftransportsystemen

Hyaluronsaure (HA) gehort zu der Gruppe der Glucosaminoglycane und ist ein
anionisches, biokompatibles Polymer, welches alternierend aus p(1>4)
glykosidisch  verknipften D-Glucoronsaure und N-Acetyl-D-Glucosamin
Einheiten besteht™?®!. HA ist das einzige nicht-sulfatierte Glucosaminoglycan
und liegt im Organismus vor allem in der Gelenkflissigkeit, in der
extrazelluraren Matrix, in der Haut, in der Lunge oder im Darm vor®3,
GrolR3technisch produziert wurde friher HA aus tierischem Gewebe, wie z.B.
Hahnenkammen®Y, Heutzutage wird HA vorzugsweise durch mikrobielle
Fermentation gewonnen!**?. Hierbei werden HA-Molekille mit einem
Molekulargewicht zwischen 1 kDa und 10000 kDa erzeugt. Wahrend hdher
molekulare HA vor allem im Bindegewebe fir den Wasserhaushalt in der
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extrazellularen Matrix verantwortlich ist, so sind niedermolekulare HA-Molekiile

(1331 Bisher

fur die Rezeptor-vermittelte intrazellulare Signalwirkung zustandig
konnten einige Hyaluronsaure-Rezeptoren flr verschiedene biologische
Funktionen identifiziert werden, darunter der HA-Rezeptor fir Endozytose!*®¥,

der Rezeptor fiir die HA-vermittelte Motilitat!***! oder das Antigen CD44*3¢,

Die biologische Halbwertszeit von injizierter HA im Plasma betragt nur 2.5 bis
5.5 min™*’, Hierbei wird der gréRte Teil der HA iiber die Leber eliminiert™3®],
Dies ist fur den klinischen Einsatz problematisch. Um sowohl die biologische
Halbwertszeit zu verlangern als auch das biologische Verhalten der HA im
Korper zu verandern, kann HA an dessen Carboxylgruppe durch

[139] 1401 modifiziert werden. Uber die

Veresterung oder mittels Carbodiimid!
Carboxylgruppe der HA erfolgt die Erkennung der HA-Rezeptoren und der
Hyaluronidase!**Y!, die fur den Abbau der HA zustandig ist. Somit ist die
Carboxylgruppe die Stelle der Wahl fur die Modifizierung ihrer biologischen

Eigenschaften.

HA und modifizierte HA-Derivate kbnnen in zahlreichen medizinischen Feldern
Verwendung finden, wie z.B. bei der Gewebekonstruktion!**?, der Behandlung
von Arthritis®*¥! oder im Bereich des Wirkstofftransports!***. So konnte z.B. ein
polymeres Prodrug aus Paclitaxel, das kovalent an modifizierte Hyaluronsaure
gebunden ist, erfolgreich validiert werden. Der zellspezifische Transport zu den

Krebszellen erfolgt hierbei tiber CD44-vermittelte Endozytose!**%).

Um HA Uber dessen Carboxylgruppe mit CD-Derivaten zu modifizieren, wurden
bisher Mono-Amino-B-CD-Derivate bevorzugt uber klassische
Amidbindungskniipfung mittels EDC/NHS im wassrigen Milieu eingesetzt™4®!,

Die Bildung von Einschlussverbindungen zwischen einem (-CD-Hyaluronsaure-
Polymer und Antitumor-Wirkstoffen wurde bereits von Li et al. **") beschrieben.
Durch die Anbindung des Wirkstofftransporters an adamantylierte Gold-
Nanopartikel kann der Targeteffekt verbessert werden. Unter mild sauren
pH-Bedingungen, wie sie in der Tumorzelle vorliegen, erfolgt die Freisetzung
der Wirkstoffe aus den Kavitaten der [-CD-Molekile an der Hyaluronsaure.
Auch der Komplex aus Folat-modifizierten methylierten B-CD-Derivaten und

adamantylierter Hyaluronsaure als Targetligand wurde bereits fur den Einsatz
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als Antitumor-Wirkstoff gegen Darmkrebs in einer in-vivo Studie untersucht.
Hierbei liegt ein zweifaches Targeting-System, aufgrund der Folat-induzierten
Endozytose und der CD44-vermittelten Endozytose, vor. Dies kann fir eine
verbesserte Aufnahme des Nanopartikels in die Tumorzellen sorgen*®.
Innerhalb der Tumorzellen erfolgt der Abbau der HA durch die
Hyaluronidase™*®!, wodurch die Nanopartikel zerfallen und der zytotoxische
Effekt der methylierten B-CDs ausgeldst wird.

Im Folgenden wird nun die Synthese von Thioether-B-CD-Hyaluronsaure
Polymeren beschrieben. Dabei werden die modifizierten CD-Derivate in einer
Amidbildungsreaktion mittels 2-Chlor-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin (CDMT) an
die HA geknupft.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Aufgrund der besseren Komplexbildungskonstanten von  Thioether-
modifizierten B-CD-Derivaten im Vergleich zu den kommerziell erhaltlichen (3-
CD-Derivaten, sollte nun ein Konjugat aus Hepta-Thioglycol-B-CD 1 bzw.
Hepta-Thioglycerin-B-CD (HTG, 4) und Hyaluronsaure hergestellt werden. Da
die Komplexe des HTG mit den steroidalen Wirkstoffen aus Kapitel 3.4
aufgrund von Aggregatbildung schlechte Ldslichkeiten im wéassrigen Medium
zeigten, soll durch die Anbindung dieser CD-Derivate an die HA deren
Loslichkeit gesteigert werden. Um die beiden Thioether-modifizierten (B-CD
Derivate an HA kovalent binden zu kénnen, muss zuerst eine Aminogruppe an
die CD-Derivate eingefuhrt werden. Die Reaktionsroute zur Bildung der
Monoamino-funktionalisierten Thioether-B-CD-Derivate ist in Abbildung 12
gezeigt. Ausgehend von dem Hepta-Brom-B-CD-Derivat wurden zunachst die
Thioglycol bzw. die Thioglycerin-Einheiten in einer Hepta-Substitution in einer
Sy-Reaktion  angebracht. Die Aufreinigung der Thioether-B-CD-Derivate
erfolgte hierbei durch Fallung in Aceton und anschlieBender Umkristallisation in
Wasser/Aceton (5:2 fur Thioglycol-Derivat 1 und 1:1 fur Thioglycerin-Derivat
HTG (4)).
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Abbildung 12: Synthese von Mono-amino-p-CD-Derivaten.

Im nachsten Schritt wurden in einer Mono-Funktionalisierung mittels
CDI-Kupplung Ethylendiamin bzw. Hexamethylendiamin an die
Thioether-B-CD-Derivate in Anlehnung an Markenstein et al.l’%! eingefiihrt.
Hierfir wurde CDI in einem moderaten Uberschuss von 1.1 bis 1.5 Aquivalente
eingesetzt. Hohere Uberschiisse von CDI >1.5 Aquivalente wiirde die Bildung
von disubstituierten Derivaten beglunstigen. Die Herstellung der Monoamino-
funktionalisierten Thioether-B-CD-Derivate unter Verwendung des
Hexamethylendiamin-Spacers (3/6) zeigte sich hierbei als schwieriger
umsetzbar, als unter Verwendung des Ethylendiamin-Spacers (2/5). Durch
Fallung in kaltem Aceton bzw. Ethanol konnte das im Uberschuss eingesetzte
Ethylendiamin vollstandig vom Produkt abgetrennt werden. Der im Uberschuss
eingesetzte Hexamethylendiamin-Spacer konnte nicht durch Fallung vom
Produkt abgetrennt werden, da sowohl der Spacer als auch das Produkt
gleiches Ldslichkeitsverhalten zeigten. Aus diesem Grund wurden die
Rohprodukte von 3 und 6 durch Ultrafiltration mittels 500 Da PES-Membran
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aufgereinigt. Trotz der Ultrafiltration konnten in den 'H-NMR-Spektren von 3
und 6 weiterhin Signale der ungebundenen Hexamethylendiamin-Spacers
festgestellt werden. Dies verdeutlicht eine  Komplexbildung der

st wodurch keine

Hexamethylengruppen in der Kavitdt des CD-Derivate
vollstandige Abtrennung der ungebundenen Spacer erzielt werden konnte. Eine
leichtere Aufreinigung ist somit bei der Synthese von 2 und 5 mdglich, da hier
auf eine Ultrafiltration verzichtet werden kann. Dadurch liegen die Ausbeuten
der Produkte mit Ethylen-Spacer mit 81-90% hoher als der Produkte mit
Hexamethylen-Spacer mit 65-67%. In Abbildung 13 ist das Protonenspektrum
von 5a nach Reaktion mit 1.1 Aquivalenten CDI und 4.0 Aquivalenten

Ethylendiamin gezeigt.
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Abbildung 13:'H-NMR-Spektrum von 5a (DMSO-dG, 400 MHz).

Die Signale des neu eingefiihrten Ethylenspacers kénnen im Protonenspektrum
unter dem Multiplett der H-2 und H-9 Protonen des HTG bei 3.34 ppm
identifiziert werden. Aufgrund der Ethylenbricke ist die Integration des
Multipletts um 3 Einheiten im Vergleich zum HTG erh6ht. Dies wirde fir eine
75% Umsetzung zum Monoamino-HTG-Derivat sprechen. Um eine genauere
Angabe zum Modifizierungsgrad machen zu kénnen, wurde der Amingehalt des

Produkts durch Zugabe von Trinitrobenzylsulfonsaure bestimmt****%2  Die
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Absorption des dadurch gebildeten orangefarbenen Produkts wurde bei 335 nm
gemessen. Mittels dieser Methode konnte eine 71% Umsetzung zum
Monoamino-HTG-Derivat ermittelt werden. Dies entspricht den Ergebnissen
aus dem 'H-NMR-Spektrum von 5a. Um einen hoheren Amingehalt zu
erzeugen, wurde die Reaktion auch mit 1.5 Aquivalenten CDI durchgefiihrt.

Dies fuhrte zu einer 125% Umsetzung zum Monoamino-Derivat (5b).

Im letzten Schritt konnten die CD-Derivate Uuber die neu eingefuhrte
Aminogruppe an der Carbonsaure-Funktion der Hyaluronsdure uber Amid-
Kupplung mit CDMT kovalent geknupft werden (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Bildung der B-CD-Hyaluronséaure-Polymere.

Zuerst wurde die Carboxylgruppe der Hyaluronsdure mittels CDMT und
N-Methylmorpholin innerhalb von 2-3 h in den Aktivester uberfihrt.
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AnschlieRend wurde das jeweilige Monoamino-CD-Derivat dazugegeben. Die
Reaktion fand im wassrigen Milieu innerhalb von 48 h statt. Die Zugabe von
Acetonitril war zum Losen des CDMT notwendig. Zur Abtrennung von nicht
gebundenem CD vom CD-Hyaluronsaure-Konjugat wurden die Rohprodukte in
einer wassrigen Cross-Flow-Filtration mit einer 10 kDa PES-Membran
aufgereinigt. Aufgrund des ionischen CD-Derivates wurde zuerst gegen 0.05 M
NaCl und anschlieRend gegen HyOgqest. filtriert. Um den Substitutionsgrad (d.s.)
der CD-Hyaluronsaure-Polymere zu  bestimmen, wurde auf die
NMR-Spektroskopie zuriickgegriffen. In Abbildung 15 ist das *"H-NMR Spektrum
von 10b gezeigt.
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Abbildung 15: lH—NMR—Spektrum des CD-Hyaluronsaure-Polymers 10b (D,O, 400 MHz).

Die charakteristischen Signale sind zum einen die anomeren Protonen der
Hyaluronsaure (H-01/01°) bei 4.38-4.29 ppm sowie die Methylgruppe der
Acetamidfunktion (H-08) bei 1.86 ppm und zum anderen das anomere Proton
des CD-Derivats (H-1/1‘) bei 4.97 ppm. Da pro Wiederholeinheit der
Hyaluronsaure nur einmal die Methylgruppe H-08 vorliegt, wurde die
Integration der Methylgruppe auf drei normiert. Aus der daraus resultierenden
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Integration des Signals des anomoren Protons des CD von 0.62 kann auf einen
Substitutionsgrad vom 0.09 geschlossen werden. Aus den Signalen der
Protonen des Hyaluronsaurerickgrads zwischen 3.87-2.62 ppm lasst sich
ebenfalls der Substitutionsgrad bestimmen. Nach Normierung der Protonen der
Methylgruppe der Hyaluronsaure auf 3.00 befinden sich im oben genannten
Bereich zehn weitere Protonen (H-02/02°-H-05/05°, H-06) des
Hyaluronsaurerickgrads. Bei einer vollstdndigen  Umsetzung aller
Carboxylgruppen wirden 81 Protonen des CD-Derivates im Bereich des
Hyaluronsaure-Rickgrads hinzukommen. Da eine Erh6éhung um 6.3 Protonen
zu beobachten ist, ist hier von einem d.s. von 0.08 auszugehen. Dies deckt
sich mit dem Ergebnis der d.s. Wert-Bestimmung Uber das anomere Proton des
CD-Derivats. Eine Ubersicht der erzielten Substitutionsgrade der hergestellten

CD-Hyaluronséaure-Polymere ist in Tabelle 4 gezeigt.

Tabelle 4: Substitutionsgrad der hergestellten CD-Hyaluronsaure-Polymere.

Verbindung CD-Derivat Ausbeute d.s. d.s.
anomeres Proton Polymerrickgrad
(%)

8a 2 20 0.41 0.42
8b* 2 72 0.06 0.11
9 3 96 0.12 0.14
10a 5a 67 0.20 0.16
10b** 5b 46 0.09 0.08
11 6 71 0.02 0.05

* 4-Facher Ansatz

** 2-Facher Ansatz

Die Ergebnisse spiegeln wider, dass die Bestimmung der Substitutionsgrade
sowohl Uber das anomere Proton des CD-Derivats als auch uber die
CD-Signale im Bereich des Polymerriickgrads erfolgen kann. Uber beide
Varianten lassen sich gleiche Ergebnisse erzielen. Durch Verwendung des
Ethylendiamin-Spacers lassen sich hohere Substitutionsgrade einstellen als mit
Verwendung des Hexamethylendiamin-Spacers. So liegt der d.s. des
Thioglycol-Derivats 8a mit 41-42% signifikant hoher als der d.s. von 9 mit 12-
14%. Auch beim Thioglycerin-Derivat ist mittels Ethylendiamin-Spacer (10a)
der d.s. mit 16-20% hoher als mittels Hexamethylendiamin-Spacer (11) mit
einem d.s. von 2-5%. Die Polymer-Konjugationen mit den beiden Thioether-
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Derivaten mit Ethylendiamin-Spacer wurden zusatzlich in einem grofReren
Mal3stab synthetisiert. Hierbei war eine Verringerung des Substitutionsgrades
in Abhangigkeit von der Erhéhung der Ansatzgréf3e zu beobachten. Durch
einen 4-Fach héheren Ansatz des Thioglycol-Derivates 8b konnte nur noch ein
Viertel des ursprunglichen d.s.-Wertes mit 6-11% erreicht werden. Das
Thioglycerin-Derivat 10b wurde in einer doppelten Ansatzgr6f3e synthetisiert,

was in einem halb so grof3en d.s.-Wert von 8-9% mindete.
Die Herstellung der adamantylierten Targetliganden, die fur den zielgerichteten

Transport des CD-Hyaluronsaure-Polymers eingesetzt werden sollen, ist im

nachfolgenden Kapitel 5.3 beschrieben.
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5 Synthese von Adamantan-Protein-Konjugaten

5.1 Biokonjugation an Proteinen

Die Biokonjugation an Proteinen hat den Zweck, die Eigenschaften des
Proteins mit denen des Labels zu andern. Zum Beispiel koénnen
Fluoreszenzmarker an das Protein angebunden werden, um dieses besser

detektieren zu konnen!®3,

Auch Polymere wie zum Beispiel das
Polyethylenglycol (PEG) werden gerne an Proteine in einer sogenannten
PEGylierungs-Reaktion gebunden, um die Resistenz gegentiber Proteasen und
Hitze zu erhohen!®®*. Wichtig hierbei ist, dass die Biokonjugationsreaktion
keinen Einfluss auf die Konformation bzw. die katalytische Aktivitat des
Proteins aufweist®>®_ Chemische Modifizierungen an Proteinen kénnen
dabei nach Thordarson et al. in drei Kategorien eingeteilt werden®*": zZum
einen gibt es die direkte, spezifische Funktionalisierung, die indirekte,
spezifische Funktionalisierung und die Funktionalisierung tber
Cofaktoren/Liganden. Der Unterschied zwischen der direkten und der
indirekten Modifizierung besteht darin, dass im ersten Fall das Polymer direkt
an das Protein gebunden wird, wahrend im Iletzteren Fall zuerst ein
heterobifunkionaler Spacer an das Protein eingefiihrt wird. Das Polymer wird in

einem zweiten Schritt Gber den Spacer mit dem Protein verbunden.

Eine beliebte Methode zur direkten Modifizierung von Proteinen ist die
Verknlipfung Uber die Seitenketten geeigneter ionisierbarer Aminosauren, wie
zum Beispiel Cystein (Cys), Lysin (Lys), Tyrosin (Tyr) und Tryptophan (Trp).
Auch der a-N-Terminus der Proteine ist leicht fur chemische Reaktionen
zuganglich™%®],

Die Thiolgruppe des Cysteins bildet ein gutes Nucleophil und kann aufgrund
des selteneren Vorkommens von Cysteinen in Proteinen (1.7%)™°% recht
selektiv in einer Biokonjugationsreaktion modifiziert werden (siehe Abbildung
16).
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Abbildung 16: Biokonjugation Uber freie Thiolgruppe der Cysteine der Proteine.

Eine Umsetzung kann gut mittels Haloacetamiden in einer Sy2-Reaktion!*®”

oder mittels Maleimiden in einer Michael-Addition zur Bildung von

Succinimidylthioethern erfolgen!®!!

. Auch Disulfide kénnen spezifisch mit der
Thiolgruppe des Cysteins reagieren. Da jedoch die Cysteinreste durch
Ausbildung von Disulfidbricken innerhalb des Proteins fur dessen
Konformation und somit auch fir dessen Funktion essentiell sind, ist eine

Modifizierung der Cysteinreste nicht immer von Vorteil*%?],

Da die Lysinseitenketten haufig in Proteinen vorkommen (5.7%)%°" und
aufgrund ihrer Hydrophilie sich eher an der Oberflache des Proteins befinden,
ist dessen Aminogruppe sehr leicht fir eine mehrfache, unspezifische
Modifizierung zuganglich!**”). Die endstandige Aminogruppe ist ein gutes
Nucleophil und kann mit aktivierten Sauren, Aldehyden und acylierenden
Reagenzien reagieren. Die e-Aminogruppe des Lysins besitzt ein pKs-Wert von
9.3. Somit liegt der optimale pH-Wert flur Reaktionen an dieser Gruppe
zwischen pH 8.5-9.5. Bei einem pH < 8 liegt die Aminogruppe protoniert vor,

t571  Eine Auswahl an direkten

wodurch die Reaktivitdt eingeschrankt is
Biokonjugationsreaktionen an der e-Aminogruppe der Lysinseitenkette ist in

Abbildung 17 dargestellt.
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NaCNBH,

Abbildung 17: Direkte Biokonjugationsreaktionen an der Lysin-Seitenkette von

Proteinen.

Die Reaktion mit Aktivestern kann einerseits nach der Aktivierung einer
Carbonséaurefunktion durch ein Carbodiimid mit N-Hydroxysuccinimid (NHS)™**4
oder nach Aktivierung einer Hydroxylgruppe durch Carbonyldiimidazol (CDI)
erfolgen!®®*1%  Da die Succimidylgruppe aufgrund des starkeren
elektronenziehenden Effektes eine bessere Abgangsgruppe im Vergleich zu
Imidazol darstellt, ist die Reaktivitat des NHS-Aktivesters als hoher
einzustufen™®.  Ein  Nachteil der Aktivester ist allerdings ihre
Hydrolyseempfindlichkeit im wassrigen Medium!*®¥. Eine Alternative dazu stellt
eine Umsetzung mit Isothiocyanaten dar, welche in einer nukleophilen Addition
mit dem primdren Amin unter Ausbildung einer hydrolysestabilen
Thioharnstoffgruppe fuihrt!*®®!. Eine sehr milde Methode unter pH neutralen

Bedingungen stellt die reduktive Aminierung mit einem Aldehyd und
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Natriumcyanoborhydrid (NaCNBH3) als Reduktionsmittel dar*®®’.  Nach
Ausbildung einer ScHIFF’'SCHEN BASeE zwischen Aldehyd und Amin reduziert
NaCNBHj; das vorhandene Imid zum sekunddren Amin. Da dieses weiterhin
protonierbar ist, verandert sich durch diese Methode die Gesamtladung des

Proteins nicht.

Neben diesen direkten Modifikationen kdnnen auch sogenannte bioorthogonale
Reaktionen an Proteinen durchgefuhrt werden. Dabei handelt es sich um
selektive Reaktionen, die biochemische Prozesse im Organismus nicht
beeinflussen kénnen. Dies ist dadurch erklarbar, dass diese Reaktionen nur an
jenen funktionellen Gruppen (z.B. Azid) ablaufen, die nicht in Zellen vorhanden
sind. Um eine Azidgruppe in Proteine einzufuhren, kbnnen die Aminogruppen
der Lysin-Seitenketten mit Diazo-Transferreagenzien (z.B. Imidizaol-1-
sulfonylazid) in protischen Losungsmitteln umgesetzt werden!*®”. Im
Gegensatz zu anderen Reaktionen, die in aprotischen Ldsungsmitteln
stattfinden muassen, kann hier eine Denaturierung der Proteine vermieden

werden!*®®, Eine Auswahl an bioorthogonalen Reaktionen ist in Abbildung 18

OE

cu(l)

gezeigt.

)
-

\J

Abbildung 18: Bioorthogonale Reaktionen an Proteinen.
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Ein Beispiel fiur eine solche bioorthogonale Reaktion ware die HUISGEN
1,3-dipolare Cycloaddition. Hier kbnnen mithilfe von Substraten mit terminalen

[169] Da bei dieser

Alkinen 1,4-disubstituierte [1,2,3]-Triazole gebildet werden
Reaktion allerdings zytotoxische Cu(l)-lonen in katalytischen Mengen bendtigt
werden, kann es zu einer Denaturierung des Proteins kommen!’®. Um die
Verwendung von Cu(l)-lonen zu umgehen, kann auf die spannungsinduzierte
Alkin-Azid-Cycloaddition (engl. strain-promoted alkyne-azide cycloaddition,
SPAAC) zurickgegriffen werden. Diese nutzt die Spannung eines ringférmigen

[171]

Alkins als Triebkraft fir die Bildung des Triazols aus Eine weitere

bioorthogonale Reaktion ist die (traceless) STAUDINGER-Ligation, welche

modifizierte Diphenylphosphine als Substrate benétigt!*’?

. Nach nukleophilem
Angriff des Phosphors bildet sich unter Stickstoffabspaltung ein Aza-Ylid
Intermediat. Der Stickstoff des Aza-Ylids bildet durch nukleophilen Angriff am
Carbonyl-Kohlenstoffatom des spaltbaren Spacers ein Funfring aus. Nach

Hydrolyse des Flnfrings kann die gewlinschte Amidbindung erhalten werden.

Eine direkte Modifizierung von Proteinen mit Adamantan wurde bereits von
Arima et al.'”® beschrieben. Durch die Komplexierung der Adamantangruppen
mit Polyethylenglycol (PEG) modifizierten -CD-Derivate (PEG-B-CD) konnte
die sogenannte ,self assembly PEGylation retaining activity® Technologie
etabliert werden. Aufgrund der PEGylierung zeigen die Proteine somit eine
héhere Stabilitat gegeniliber Hitze und dem tryptischen Verdau. Da die PEG-[3-
CDs aber auch wieder von den Adamantangruppen an den Proteinen
dissoziieren konnen, kann eine Erniedrigung der Aktivitat der Proteine

vermieden werden.

5.2 Proteine als Target-Liganden

Das Hauptproblem der systemischen Gabe von Arzneistoffen ist die
unspezifische Anreicherung in vielen Zellen und Geweben im Organismus. Da
der Wirkstoff nicht spezifisch nur an der pathologischen Stelle im Kdrper wirken
und somit dessen Toxizitat auf nicht erwinschte Bereiche im Korper auftreten
kann, kommt es haufig zu unerwiinschten Nebenwirkungen. Aus diesem Grund

wird schon langer die Strategie des zielgerichteten Wirkstofftransports verfolgt.
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Hierbei soll der Wirkstoff an zellspezifische Liganden wie Kohlenhydrate,
AntikGrper oder Proteine gebunden werden, um eine toxische Wirkung in

gesunden Bereichen des Organismus zu verhindern!”.

Ein Beispiel fur einen solchen zellspezifischen Liganden stellt das Glycoprotein
Transferrin (Tf) dar. Es ist vornehmlich fur den Eisentransport zustandig*’
und wird bevorzugt fur den zielgerichteten Transport zu Tumorzellen”® oder
durch die Blut-Hirn-Schranke!*’® eingesetzt. Auch am apikalen Epithelium des

n*71. Somit ist auch ein

Dickdarms sind Transferrin-Rezeptoren (TfR) zu finde
intestinaler Wirkstofftransport moglich. Die Eisenaufnahme an den bendtigten
Zellen erfolgt Uber rezeptorvermittelte Endozytose. Nach der Bindung des
eisenhaltigen (holo)-Transferrins an die Transferrin-Rezeptoren an der
Oberflache der Endothelzellen erfolgt die Endozytose des
Tf-TfR-Komplexes'®. Im endosomalen Kompartiment der Zelle vermindert
sich der pH-Wert auf 5.5, wodurch das Fe®" aus dem Tf freigesetzt wird™".
Nach Reduktion zum Fe?" wird das Eisen aus dem Endosom ins Cytosol
transportiert™®® wo es als Cofaktor fir Enzyme dient oder als Ferritin
gespeichert wird. Der eisenfreie Tf-TfR-Komplex wird Uber Exozytose wieder
an die Zelloberflache befdrdert. Unter physiologischem pH-Wert dissoziiert das
eisenfreie (apo)-Tf vom Rezeptor wieder ab und wird in das Serum

freigesetzt!*8,

Fur den zielgerichteten Wirkstofftransport wurden bereits Krebswirkstoffe wie
Doxorubicin kovalent dber die Aminogruppen der Lysin-Seitenketten des
Transferrins verkntpft. Die Bindung konnte sowohl direkt als auch Uber einen
spaltbaren Spacer erfolgen. Dadurch konnte eine Erniedrigung der
cytotoxischen Konzentration des Doxorubicins an den gewlnschten Zellen um
den Faktor 10-40 erwirkt werden®28l Anabousi et al. beschrieb 2006 den
zielgerichteten Transport von Doxorubicin durch die Verkapselung in
Liposomen, welche Uber Spacergruppen mit Transferrin modifiziert wurden.
Uber Inhalation konnte somit der cytotoxische Effekt des gezielt an
Lungentumorzellen gesteigert werden!*®¥. In einer neueren Studie konnte
durch die Verwendung von Transferrin modifizierter Lipid-Nanopartikel ein

gerichteter Transport von Paclitaxel zu Lungentumoren ermdglicht werden !,
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Als weiteren zellspezifischen Liganden kann auch Lysozym eingesetzt werden.
Lysozym gehort zur Gruppe der Glycosidasen und kommt in vielen
biologischen Flussigkeiten wie Speichel, Milch oder Hithnereiern vor*8¢1871 Es
besitzt antibakterielle Eigenschaften, indem es die Bindung zwischen
N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure der Peptidoglycan-
Komponenten in der Zellwanden von gramnegativen Bakterien spaltet!*®’],
Desweiteren  besitzt Lysozym auch antivirale, antitumorale und
immunregulatorische Eigenschaften!*®®189 Fir den endozytischen Rezeptor
Megalin fungiert Lysozym als Ligand. Megalin ist vor allem in den Epithelzellen

t[*°° - Aper auch in

des proximalen Tubulussystems der Nieren Uberexprimier
den Epithelzellen der Darmwand ist Megalin zu finden™®Y. Aus diesem Grund
kann Lysozym fir den renalen und intestinalen Wirkstofftransport eingesetzt

nl192]

werde . Fur den renalen Transport wurde ein Naproxen-Lysozym-Konjugat

{11931

bereits erfolgreich geteste Im Folgenden wird nun Herstellung von

Adamantan-Protein-Konjugaten der oben beschriebenen Proteine beschrieben.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Synthese der Adamantan-Triethylenglycol-Bausteinen

Um Proteine als Targetligand an das CD-Hyaluronsdure-Polymer
supramolekular zu binden, wurden Adamantangruppen auf der
Proteinoberflache eingefuhrt. Da Adamantan aufgrund seiner Hydrophobizitat
schlecht wasserldslich ist, wurde Adamantan mit einem wasserloslichen Spacer
verknupft, Uber den die Knipfung an der Proteinoberflache erfolgen sollte.
Dafur wurde ein heterobifunktionaler Triethylenglycol-Spacer verwendet. Auf
der einen Seite des Spacers sollte die Bindung an 1-Aminoadamantan bzw.
1-Aminomethyladamantan erfolgen. Auf der anderen Seite sollte die
Modifizierung der Aminogruppen der Lysin-Seitenketten bzw. der N-Termini der
Proteine von statten gehen. Durch den Spacer ist somit auch eine noétige
Distanz zur Proteinoberflache gegeben, damit eine bessere
Komplexbildungsféahigkeit zwischen Adamantan und Cyclodextrin vorliegt. Wie
in Kapitel 5.1 gezeigt, sollten die Proteine mittels Aktivester, Aldehyden bzw.

Isothiocyanaten modifiziert werden. In Abbildung 19 ist die Syntheseroute A
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zur Bildung der lagerstabilen Vorstufe eines Adamantan-TEG-Derivates fur die
spatere Modifizierung mit einem Aktivester bzw. Aldehyd dargestellt.

TBDMS-CI

o OH Imidazol o o J<
C|/\/ \/\O/\/ L C|/\/ \/\o/\/ ~Si
DMF s, RT, 24 h 2\
100% 12

Ki 3-Pentanon, Riickfluss, 3 d
73%

1-Aminoadamantan
J< Cs,CO; J<
NN O - OO
/\

H 14 /\ DMF s, 80°C, 3 d
65% 13
NaCNBH; ACN pH 6, RT, 42 h
37% Formaldehyd 81%
E K - @

o) e} -
N/\/ \/\o/\/ \S' - o) OH
| A\ MeOH, RT, 7 d NN TN

15 70% | 16

Abbildung 19: Syntheseroute A des Adamantan-TEG-Bausteins 16.

In der ersten Stufe von A wurde die freie Hydroxylgruppe des CI-TEG-OH zum
Silylether geschitzt. Die Schitzung der Hydroxylgruppe war nétig, um eine
mehrfache Anlagerung von TEG-Gruppen untereinander zu verhindern. Im
Upscaling konnte in diesem ersten Schritt eine quantitative Ausbeute erreicht
werden und es wurden uUber 25 g von Zwischenprodukt 12 isoliert. Die
FINKELSTEIN-Reaktion zum iodierten Produkt 13 wurde in 3-Pentanon anstatt
klassisch in  Aceton durchgefuhrt. Dadurch konnte eine hdhere
Reaktionstemperatur eingestellt werden, was die Reaktionszeit deutlich
verkiurzte. Die Sy-Reaktion zwischen I-TEG-OTBDMS und 1-Aminoadamantan
wurde analog zu Simoni et al.'® mit Cs,CO; als Base in DMFa,s, bei 80°C
durchgefuhrt. Bei dieser Reaktion war es ndétig, 1-Aminoadamantan als
besseres Nucleophil als 1-Hydroxyadamantan einzusetzen. Die Reaktion
konnte auch nur mit dem iodierten TEG-Derivat 13 und nicht mit dem 12
durchgefuhrt werden. Die Methylierung des sekundaren Amins zu Produkt 15
war notwendig, damit bei den Proteinreaktionen mittels reduktiver Aminierung

als Nebenreaktion keine intermolekulare Reaktion mit dem sekundaren Amin
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eines weiteren Adamantan-TEG-Derivates erfolgt. Eine vollstdndige
Methylierung zum quartaren Amin ware fur die nachfolgende Aufreinigung
mittels Saulenchromatographie hinderlich gewesen. Die kontrollierte
Methylierung zum tertidren Amin lasst sich klassisch tiber ESCHWEILER-CLARKE-
Methylierung realisieren. Da hier jedoch im stark sauren Milieu gearbeitet
wurde, ware die Silyl-Schutzgruppe nicht stabil gewesen. Aus diesem Grund
wurde eine N-Methylierung mit Natriumcyanoborhydrid und Formaldehyd bei
pH 6 nach Gannett et al.'®°! verwendet. Aufgrund der Amphiphilie von 16 und
den daraus resultierenden Problemen bei der Extraktion wurde eine optimierte
Aufreinigungsmethode der Entschitzungsreaktion durchgefiihrt, bei der auf
einen Extraktionsvorgang verzichtet wurde. Nach Entfernen des Ldsemittels
wurde der Ruckstand in Chloroform aufgenommen, wodurch noch vorhandenes
Kaliumfluorid und das wéhrend der Reaktion gebildete ‘Butyldimethylsilylfluorid
ausfallen und somit abgetrennt werden konnten. Um die Hydroxylgruppe im
protonierten Zustand zu erhalten, wurde mit Essigsaure angesauert. Da sich
dadurch auch das Acetatsalz des protonierten Amins bildete, wurden mittels
Anionenaustauscher die Acetationen wieder entfernt. Um das Ende der
Reaktion feststellen zu koénnen, wurde mittels NMR-Spektroskopie die
Intensitatsverringerung der Schutzgruppensignale beobachtet. Am Ende der
Reaktionszeit waren nur noch 4% der Hydroxylgruppen als Silylether geschitzt
(Singuletts bei 0.90 ppm und 0.07 ppm). Das *H-NMR-Spektrum von 16 ist in
Abbildung 20 gezeigt. Die nun freie Hydroxylgruppe des Adamantan-TEG-
Derivates 16 kann in einem letzten Schritt entweder in einen Aldehyd oxidiert

oder in einen Aktivester umgewandelt werden.
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L{F mN/\/O\/\O/\/OH
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Abbildung 20: Protonen-Spektrum von 16 (CDCl3, 400MH2z).

In einer zweiten Syntheseroute B wurde die lagerstabile Vorstufe des
Adamantan-TEG-Derivates fur die spatere Proteinmodifizierung mit einem

Isothiocyanat hergestellt (siehe Abbildung 21).

NaN3

- (@) N3
Ho/\/ O\/\O/\/ cl - HO/\/ \/\O/\/
DMF s, Riickfluss, 18 h 17
85%
Tos-Cl, DMAP, NEt; | DCM s, RT, 18 h
81 %
Nal
-< N
DMF s, 50°C, 4 d
19 97% 18
20: 1-Aminoadamantan DMF s, 80°C, 3 d
21: 1-Aminomethyladamantan 20: 66%
CSch3 21: 58%
CH,0, NaCNBH3
N/\/O\/\O/\/NS > N/\/O\/\O/\/Na
nH CH5CN, RT, 18 h n
n=0: 20 22: 48% n=0: 22
n=1:21 23: 48% n=1:23

Abbildung 21: Syntheseroute B der Adamantan-TEG-Baustein 22 und 23.
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Die ersten drei Stufen von Syntheseroute B sind bereits literaturbekannt und
wurden bereits von Song et al.'®® und Deng et al.'®”! beschrieben. In der
ersten Stufe wurde das Chlorid des CI-TEG-OH durch NaNj3 in einer
FINKELSTEIN &hnlichen Reaktion in ein Azid (17) uberfuhrt. Das Azid dient als
lagerstabile Vorstufe des Isothiocyanats. Im n&chsten Schritt wurde die
Hydroxylgruppe in das reaktivere Tosylat umgesetzt, was eine gute
Abgangsgruppe darstellt. Im dritten Schritt wurde wieder in einer FINKELSTEIN-
Reaktion das Tosylat mit Nal in DMF . in eine bessere Abgangsgruppe (lodid)
uberfuhrt. Bei der nachfolgenden Sn2-Reaktion  wurde  sowohl
1-Aminoadamantan als auch 1-Aminomethyladamantan an den TEG-Spacer
geknlpft. Das mit einer Methylgruppe langere Adamantanderivat weist eine
bessere Bindungskonstante zu B-CD-Derivaten auf**®!. Im letzten Schritt wurde
auch in dieser Syntheseroute das sekunddre Amin zu einem tertidren Amin
einfach methyliert. Die Ausbeuten der Synthesen des heterobifunktionalen
TEG-Spacers liegen mit 81-97% in einem sehr guten Bereich. Nach Einfihrung
der Adamantangruppe am TEG-Spacer verringert sich die Ausbeute der
einzelnen Schritte aufgrund der  schlechteren Trennung uber
Saulenchromatrographie. In Abbildung 22 ist das *H-NMR-Spektrum von 23 zu

sehen

| 13 14 17
N~ O
12 O 15 16 N3

~3.685_ ,3.672

3.688

46
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Chemical Shift (ppm)

Abbildung 22: Protonenspektrum von 23 (CDCI3, 400MHz).
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Das Signal des zuséatzlichen Methyllinkers am Adamantan befindet sich bei
einer chemischen Verschiebung von 2.33 ppm. Durch die reduktive
N-Methylierung am sekundaren Amin bleibt weiterhin die Azidfunktion stabil.
Dies ist am Signal des H-17 bei 3.39 ppm zu erkennen, welches immer noch

vorhanden ist.

Die lagerstabilen Zwischenprodukte 16, 22 und 23 kénnen nun in einem letzten
Schritt immer frisch zu den reaktiven Derivaten far die
Modifizierungsreaktionen an den Proteinen umgesetzt werden (siehe Abbildung
23).

CDI N
DCMpgps, Riickfluss, 18 h N T o \ﬂ/ =

86% | ”s O

| 16

Oxalylchlorid
DMSO, NEts
> o}
DCM,ys, -78 °C,18 h N/\/O\/\OM

37% | -

CS,, PPh,
nN/\/O\/\O/\/Ns > @NNOwONNCS
| Dioxan,ps, 80°C, 18 h

n=0: 22 26: 98:/(, ‘
n=1:23 27: 57%

n=0:26
n=1:27

Abbildung 23: Syntheseschritt der Bildung der proteinreaktiven Endgruppen.

Ausgehend von 16 konnte nun sowohl mittels CDI ein Immidazolid-Aktivester
(24) bzw. in einer SWERN-Oxidation ein Aldehyd (25) als reaktive Gruppe fur die
Proteinmodifizierungen hergestellt werden. Die Reaktion zum Aktivester ist der
Reaktion zum Aldehyd zu bevorzugen, da hier zum einen héhere Ausbeuten
und zum anderen reinere Produkte erzielt werden konnten. Die
Gesamtausbeute der 6-stufigen Syntheseroute des 24 liegt mit 23% signifikant
hoher als die Gesamtausbeute zur Bildung des Aldehyds 25 (10%). Die Bildung
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des Aktivesters 24 lasst sich am FT-IR-Spektrum nachweisen (siehe Abbildung
24).

— DSC77
— DSC73

1,75

1,50

1,25

1,00

Transmission

0,75 +

0,50 +

T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahlv__ [cm™]

Abbildung 24: FT-IR-Spektrum von 16 und 24.

Die OH-Streck-Schwingung der Hydroxylgruppe des 16 bei vmax = 3345 cm™ ist
nach der Reaktion zum Produkt 24 nicht mehr zu erkennen. Stattdessen ist nun
die Bande der Carbonyl-Streckschwingung bei vmax = 1749 cm™ zu sehen. Dies
spricht fur eine Umsetzung der Hydroxylgruppe zum Immidazolid-Aktivester.

In Abbildung 23 ist ebenfalls die Umsetzung der lagerstabilen Azid-Vorstufen
22 und 23 zu den Isothiocyanaten 26 und 27 gezeigt. Die Reaktionen wurden
nach Garcia-Moreno et al.**¥! in wasserfreiem Dioxan durchgefiihrt. Dadurch
konnte eine STAUDINGER Reaktion zum primaren Amin verhindert werden. Nach
Zugabe von Triphenylphosphin und Abspaltung von Stickstoff, reagiert die
Iminophosphoran-Zwischenstufe mittels Schwefelkohlenstoff zum
Isothiocyanat. Die Gesamtausbeute der 6-stufigen Reaktionenroute zur Bildung
von 26 liegt mit 21% signifikant hoher als die Gesamtausbeute zur Bildung des
27 mit 11%. Die Bildung der Isothiocyanatgruppe kann im FT-IR-Spektrum in
Abbildung 25 bestatigt werden.
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—— DSCKE15
— DSCKE11

2,00—-
1,75—-
1,50—-
1,25—-

1,00 +

Transmission

0,75

0,50

— T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl v__[cm™]

Abbildung 25: FT-IR-Spektrum von 22 und 26.

Die Azidschwingung liegt beim 22, wie auch schon bei den Edukten zuvor, bei
Vmax = 2096 cm™. Die Bande der Isothiocyanat-Schwingung liegt zwar auch in
diesem Bereich, allerdings ist beim Produkt 26 nun eine viel breitere Bande bei
Vmax = 2109 cm™ zu erkennen. Im Massenspektrum kann dieses Ergebnis
ebenfalls bestatigt werden, da der Basispeak des Spektrums der Molekilpeak
des Produktes darstellt ((M+H]" = 340.0 Da). Der Molekiillpeak des Eduktes ist
nicht mehr zu erkennen (siehe Spektrenanhang).

Uber die beiden Syntheserouten A und B konnten somit zwei Adamantan-TEG-
Derivate mit einer Isothiocyanatgruppe (26, 27), ein Derivat mit einem
Immidazolid-Aktivester (24) und ein Derivat mit einem Aldehyd (25) zur

Proteinmodifizierung synthetisiert werden.

5.3.2 Synthese von Adamantan-Protein-Konjugaten

Als Target-Liganden wurden die humanen Proteine Lysozym und Transferrin
fir die Modifizierung mit den Adamantan-Derivaten ausgewahlt. Bei der
Proteinmodifizierung wurden mit dem Imidazolid-Aktivester 24 wund der
Isothiocyanat-Derivaten 26 und 27 die Aminogruppe der Lysin-Seitenketten auf
der Proteinoberflache bzw. auch die N-Termini adamantyliert. Eine

Proteinmodifizierung mit dem Aldehyd-Derivat 25 konnte in einer reduktiven
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Aminierung nach Wirth et al.?°® allerdings nicht realisiert werden. Nach einer

zweistindigen Reaktionszeit konnte nur unmodifiziertes Protein isoliert werden.

Die statistische PEGylierung der peripheren Lysine von Lysozym (14.7 kDa)
erfolgte bei Higashi et al. mit einem PEG-NHS-Aktivester in einem 0.1 M
Phosphatpuffer (pH 8.0)°Y. Ein DMF/H,O-Gemisch (3:2, pH 10.0) als
Reaktionsmedium wurde fur eine optimale Monofunkionalisierung des Insulins
etabliert’®®?. Die Umsetzung von PEG-Isothiocyanat-Derivaten realisierte Meng
et al. in 10 mM Phosphatpuffer (pH 8.5)*5°.

Die Adamantylierung des Lysozyms konnte nun mit dem Imidazolid-Aktivester
24 und dem Isothiocyanat-Derivat 26 sowohl in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 8.5)
als auch in einem DMF/H,0-Gemisch (3:2, pH 8.5) durchgefiuhrt werden (siehe

Abbildung 26).
N/\/O\/\O/\/R N /\/O\/\o AR L\‘f/

l 0.1 M Phosphatpuffer

oder DMF/H,0 (3:2) I m

24: R = CH,0C=0O(Imidazole) pH 8.5, RT, 4-20 h

26: R = CH,NCS 28: R = NHC=SNH

29: R = OC=0ONH

Abbildung 26: Modifizierung von humanem Lysozym.

Der pH-Wert wurde auf 8.5 eingestellt, damit die e-Aminogruppe der Lysine
(pKs = 10.5) in der deprotonierten Form vorliegt, wohingegen die
a-Aminogruppe des N-Terminus (pKs < 7.0) noch in der protonierten Form

[203.204] " pje Reaktionszeiten wurden zwischen 4 und 20 Stunden

vorliegt
variiert. Es konnten sowohl Adamantan-Lysozym-Konjugate aus dem
Immidazolid-Aktivester-Derivat 24 als auch aus dem Isothiocyanat 26 gebildet
werden. Unverbrauchtes Adamantan-Derivat wurde im Zentrifugalkonzentrator
(5 kDa-Membran) durch Ultrafiltration gegen Wasser abgetrennt. Der nach
Beauchamp et al.*®®! verwendete 10 mM Boratpuffer fiir die Proteinreaktion mit
einem Immidazolid-Aktivester fuhrte allerdings nicht zur Ausbildung eines
adamantylierten Lysozym-Derivats. Um die Anzahl an Adamantangruppen auf

der Proteinoberflache zu bestimmen, wurden MALDI-Spektren der
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Lysozym-Konjugate aufgenommen. Dabei wurde die Flugzeitanalyse (engl.
time of flight, TOF) der freigesetzten lonen verwendet. Uber die
Massendifferenz zwischen den modifizierten Proteinen mit deren nativen
Proteinen lassen sich die Anzahl an eingefuhrten Adamantangruppen
bestimmen. Mit der Modifizierung Uber den Immidazolid-Aktivester des
Adamantan-TEG-Derivats 24 kann eine Massenerhohung um 323.22 Da pro
Adamantangruppe erzielt werden. Die Reaktion von peripheren Aminogruppen
mit den adamantylierten Isothiocyanaten 26 wund 27 erzeugten eine
Massenerhbhung um 338.21 Da, bzw. 352.55 Da. Das MALDI-Spektrum der
Lysozym Modifizierung nach einer vierstindigen Inkubation mit 24 st
Abbildung 27 in zu sehen.

100 m/z = 15011.30 3530.7

90
80

La0l m/2z=7512.12
=301 m/2z = 7350.37

10 —MMmIZZ = 7671.97
0

2m/z =
30006.62

N
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Abbildung 27: MALDI-Spektrum des modifizierten humanen Lysozyms 29.

Aufgrund der geringen Molmasse von humanem Lysozym (M,, = 14688 Da)
kann jede Spezies der unterschiedlichen Modifizierungsgrade im MALDI-
Spektrum charakterisiert werden. Es ist zu erkennen, dass der Molekilpeak
das 1-Fach adamantylierte Lysozym darstellt (m/z = 15011 Da). Zu ungefahr
gleichen Anteilen liegt sowohl das zweifach adamantylierte Lysozym
(m/z = 15335 Da) als auch noch unmodifiziertes Lysozym vor. Desweiteren
sind auch doppelt geladene Proteinspezies (m/2z = 7512 Da) und Protein-

Dimere (2m/z = 30007 Da) zu erkennen.

Die Adamantylierung des Transferrin (78.4 kDa) wurde im Gegensatz zu
Lysozym nur in 0.1 M Phosphatpuffern (pH 8.5) durchgefiihrt!®®? (siehe
Abbildung 28).
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0.1 M Phosphatpuffer
24: R = CH,0C=0(Imidazole), n=0 pH 8.5, RT,05-20h 31:R=0C=ONH,n=0
26: R=CH,NCS,n=0 30,32,33,34: R = NHC=SNH, n=0
27:R=CH,NCS,n =1 35: R=NHC=SNH, n =1

Abbildung 28: Modifizierung von humanem Transferrin.

Die Reaktionszeiten wurden zwischen 30 min und 20 h variiert um den
Substitutionsgrad der Proteine einzustellen. Zur Abtrennung von nicht
verbrauchtem Adamantan-Derivat wurden die Proteine nach der Reaktion im
Zentrifugalkonzentrator (10 kDa-Membran) gegen Wasser ultrafiltriert. Um die
Anzahl an eingefuhrten Adamantangruppen zu ermitteln, wurden ebenfalls
MALDI-Spektren der Transferrin-Konjugate aufgenommen. Beispielhaft ist das
MALDI-TOF-Spektrum von 34 in Abbildung 29 gezeigt.

100 m/z = 79512.19 5.2E+4

90

80

70
=60
550 m/2z = 39901.23
=40
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20 m/3z =
10 26987.05

2m/3z = 53556.00 2m/z = 159879.91

3m/2z = 120302.27

13612.0 47150.4 80688.8 Mass (m/z) 114227.2 147765.6 181304.0

Abbildung 29: MALDI-Spektrum des adamantylierten humanen Transferrins 34.

Im Falle von humanem Transferrin (M,, = 78362 Da, MALDI-Spektrum im
Anhang) kommt es durch die hohe Molmasse zu einer Peakverbreiterung durch
die hohe Isotopenzahl. Dadurch kann nur eine gemittelte Angabe zum
Modifizierungsgrad gemacht werden. Die Molmasse des adamantylierten
Transferrins 34 liegt nach einer dreistindigen Reaktion mit dem Isothiocyanat-
Derivat 26 um 1150 Da hoher als die Molmasse des nativen Transferrins. Somit

kann von 3-4 Adamantangruppen auf der Proteinoberflache ausgegangen
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werden. Im MALDI-Spektrum sind zusatzlich zum einfach geladenen
Molekulsignal auch die Signale von mehrfach geladenen Transferrin-Spezies
(m/2z = 39901 Da) oder von Protein-Dimeren (2m/z = 159880 Da) zu erkennen.
Auch Uber diese Signale lasst sich auf den gleichen Modifizierungsgrad

schlie3en.

Ein Uberblick Uber die Modifizierungsgrade der adamantylierten Proteine zeigt
Tabelle 5.

Tabelle 5: Adamantylierung der Proteine.

Adamantan- Protein Verbindung Aquivalent Anzahl Reaktions-  Anzahl an
Derivat Adamantan- der zeit Adamantan-
Derivat Lysine (h) gruppen m
26 Lysozyme 28 18 5 20 1-4
24 Lysozyme 29 18 5 4 1-2
26 Transferrin 30 250 58 20 11-12
24 Transferrin 31 250 58 20 1-2
26 Transferrin 32 38 58 4 2
26 Transferrin 33 250 58 4 6
26 Transferrin 34 250 58 3 3-4
27 Transferrin 35 250 58 20 8-9

Sowohl an Lysozym als auch an Transferrin konnte durch 26 eine signifikant
hohere Anzahl an Adamantangruppen eingefuihrt werden als durch 24. Nach
einer Reaktionszeit von 20 h konnte mit 26 am Transferrin eine 11-12-Fache
Adamantylierung und mit 24 eine 1-2-Fache Adamantylierung festgestellt
werden. Dies spricht fir eine hodhere Reaktivitdit des Isothiocyanats im
Vergleich zum Immidazolid-Aktivester. Der Aktivester neigt zur Hydrolyse im
wassrigen Medium, was zu Verringerung im Modifizierungsgrad fuhren
kann®®.  Durch Variierung der Reaktionszeiten und der eingesetzten
Aquivalenten an Adamantan-Derivat kann ebenfalls die Anzahl an
Modifizierungen eingestellt werden. Bei einer Verringerung der Reaktionszeit
mit dem Isothiocyanat 26 von 20 h (30) auf 4 h (33) und 3 h (34) konnte auch
der Modifizierungsgrad von 11-12 (30) auf 6 (33) und 3-4 (34) erniedrigt
werden. Die Reaktion des Transferrins mit dem um eine Methylgruppe
langerem Adamantanderivat (35) erzeugte nach 20 h Reaktionszeit ebenfalls
einen hohen Modifizierungsgrad (8-9 Adamantangruppen). Zur Lokalisierung

der adamantylierten Lysine wurden die modifizierten Transferrine 33 und 34
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sowie das modifizierte Lysozym 29 tryptisch verdaut. Das MALDI-Spektrum des

tryptisch verdauten Transferrin 33 ist in Abbildung 30 gezeigt.
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Abbildung 30: MALDI-Spektrum nach tryptischen Verdau von 33.

Nach Abgleich der Peptidfragmenten im MALDI Spektrum mit denen in der
MASCOT-Datenbank, konnten Peptidfragmente identifiziert werden, die nicht
dem nativem Protein zuzuordnen sind. Durch den Vergleich der neuen
Peptidfragmente mit denen eines simulierten tryptischen Verdaus in der

Proteinprospector-Datenbank konnten die genauen Modifizierungspositionen

im Protein bestimmt werden (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Modifiziertes Peptidfragment nach tryptischem Verdau.

Protein moé?f/izziert frlj)a\eg?:gr-lt Aminoséaurensequenz # Lysin
1202.62 652-659 (R)DDTVCLAK(L) 659
1268.84 611-618 (K)DKEACVHK(I) 612/618
1605.97 611-618 (K)YDKEACVHK(I) 612+618
Trani:fgerrin 1697.07 47-60 (K)SVIPSDGPSVACVK(K) 60
1773.09 454-466 (K)SASDLTWDNLKGK(K) 464/466
1954.29 226-239 (K)HSTIFENLANKADR(D) 236
2220.28 27-42 (R\WCAVSEHEATKCQSFR(D) 37
1268.86 611-618 (K)YDKEACVHK(I) 612/618
1605.99 611-618 (K)DKEACVHK(I) 612+618
Trani?errin 1697.06 47-60 (K)SVIPSDGPSVACVK(K) 60
1773.10 454-466 (K)SASDLTWDNLKGK(K) 464/466
1954.29 226-239 (K)HSTIFENLANKADR(D) 236
29 1207.74 81-87 (R)YWCNDGK(T) 87
Lysozym 1257.83 24-31 (R)CELARTLK(R) 31
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Der Verdau von 33 zeigt hier sieben Peptidfragmente, welche nicht dem
nativem Transferrin zugeordnet werden kdnnen und deren Massen genau um
die eingefuhrte Adamantan-TEG-Einheit erhdht ist. Die modifizierten
Peptidfragmente bei einem m/z von 1268.84 Da und 1605.97 Da stammen vom
gleichen nativen Fragment (m/z = 929.45 Da). Dieses Fragment gehort zu den
Aminosauren #611-616, in dessen Sequenz sich zweimal ein Lysin befindet.
Aus diesem Grund ist bei diesem Fragment eine zweifache Adamantylierung
moglich. Im MALDI-Spektrum des verdauten 34 konnten finf modifizierte
Peptidfragmente bestimmt werden. Dabei fallt auf, dass am 34 die gleichen
Lys-Seitenketten modifiziert wurden, wie beim 33. Nur die schwer erreichbaren
Lysine #659 und #37 wurden nicht adamantyliert. Das MALDI-Spektrum des
verdauten 29 zeigt zwei modifizierte Fragmente. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen der modifizierten unverdauten Proteine. Im Vergleich zu den
gemittelten Modifizierungsgraden der unverdauten Proteine liegt bei den
verdauten Proteinen die Anzahl an modifizierten Peptidfragmenten immer um
eins hoher. Dies deutet darauf hin, dass nicht immer alle gefundenen

Peptidfragmenten gleichzeitig modifiziert vorliegen.

5.3.3 Molecular Modelling der adamantylierten Proteine

Um die genaue Position der Adamantaneinheiten auf der Proteinoberflache zu
ermitteln wurden mittels computerchemischer Methoden die Strukturen der
modifizierten Proteine grafisch dargestellt. Die Proteinstrukturen des humanen
Tf wurden basierend auf der Rontgenkristallstruktur von eisengebundenen Tf
aus der Proteindatenbank (PDB Code: 3V83)2°! visualisiert. Anhand der
Ergebnisse der MALDI-Analyse nach tryptischen Verdau der adamantylierten
Transferrine 33 und 34 wurden die entsprechenden Lys-Seitenketten mit
Adamantan-TEG-Gruppen dargestellt. Die Oberflachenstruktur  des

adamantylierten Transferrin 33 ist in Abbildung 31 zu sehen.
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85A

Abbildung 31: Oberflachendarstellung des adamantylierten Transferrin (33):
Proteinoberflache (grau), aktives Zentrum fir Transferrin- Rezeptor (rot), eingefihrte

Adamantan-TEG-Gruppen (magenta), Vorderansicht (links), Rickansicht (rechts).

An der Visualisierung ist zu erkennen, dass die eingefihrten
Adamantangruppen sich gut verteilt an den Lysin-Seitenketten an der
Proteinoberflache befinden. Alle modifizierten Lysine befinden sich somit an
gut zuganglichen Stellen des Proteins. Dies bestatigt somit auch die Richtigkeit
der MALDI-Analysen nach dem tryptischen Verdau. Da sich die
Adamantangruppen auf allen Seiten der Proteinoberflache befinden, korrelieren
diese Ergebnisse auch mit der Tatsache, dass das adamantylierte Tf 33 nach
supramolekularer Bindung auf der CD-Monoschicht immer noch in der Lage ist,
von den CDs des CD-HA-Polymers 10b komplexiert zu werden (siehe Kapitel
6.2.3). Die Adamantan-TEG-Gruppen befinden sich in einem ausreichenden
Abstand zu den aktiven Bereichen des Transferrins, welche fur die Bindung
zum TR zustandig sind (rote Bereiche) (siehe Abbildung 31b)12°%!, Aus diesem
Grund sollte die Affinitdt des 33 zum TfR durch die eingefuhrten Adamantan-
Gruppen nicht beeintrachtigt sein. Die Proteinstruktur des 34 zeigt die gleichen
Ergebnisse. Auch hier sind, mit einer geringeren Anzahl an
Adamantangruppen, nur die Lysin-Seitenketten modifiziert, die sich nicht in der
Nahe des aktiven Zentrums befinden (siehe Anhang). Somit ist auch bei 34 die
Affinitdt zum TfR nicht verringert.
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Die Quartarstruktur des humanen Lysozyms wurde basierend auf der
hochauflosenden RoOntgenkristallstruktur von humanen Lysozym aus der
Proteindatenbank (PDB Code: 2NWD)!?°"! visualisiert. Anhand der Ergebnisse
der MALDI-Analyse nach tryptischen Verdau des adamantylierten Lysozyms 29
wurden die entsprechenden Lysin-Seitenketten mit Adamantan-TEG-Gruppen
grafisch dargestellt. Das Bandermodel des 29 inkl. der Kennzeichnung dessen

aktiven Zentrums ist in Abbildung 32 gezeigt.

45A

Abbildung 32: Oberflachendarstellung des adamantylierten Lysozym (29):
Proteinoberflache (grau), eingefiihrte Adamantan-TEG-Gruppen (magenta), aktives

Zentrum des Lysozym (rot).

Interessanterweise befinden sich die Adamantan-TEG-Gruppen des 29 an
#Lys31 und #Lys87, welche sich genau auf der entgegengesetzten Seite des

nl?%l Das aktive Zentrum ist auch in

aktiven Zentrums des Lysozyms befinde
dieser Abbildung rot markiert. Somit sollten die Adamantan-Gruppen auch die
Hydrolyse-Aktivitat des Lysozyms nicht beeinflussen. Da die beiden
angeknipften Adamantan-Gruppen sich auf derselben Seite des Proteins
befinden, kdénnen durch die Flexibilitit des TEG-Spacers die Adamantan-
Gruppen mit den CD-Monoschichten auf der Goldoberflache bei der
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (engl. Surface plasom

resonance spectroscopy, SPR-Spektroskopie) wechselwirken. Da keine
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weiteren Adamantan-Gruppen vorhanden sind, ist eine weitere Komplexierung
mit einem CD-Polymer auszuschliel3en (siehe Kapitel 6.2.3).

Um die Bindungsfahigkeit der Adamantangruppen auf den Proteinoberflachen
mit dem B-CD-Derivat an der Hyaluronsdure aus Kapitel 4.3 zu analysieren,
wurden die Dissoziationskonstanten Kp im nachfolgenden Kapitel 6.2 mittels

SPR-Spektroskopie bestimmt.
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6 Immobilisierung der adamantylierten Proteine auf
Goldoberflachen Uber multiple Wirt-Gast-

Wechselwirkungen

6.1 Molekulare Erkennung an Oberflachen

Unter der molekularen Erkennung ist eine starke, selektive Interaktion
zwischen zwei Molekulen zu verstehen, die ohne kovalente Bindung zwischen
den Molekilen ausgebildet wird?°®2!% |n einem solchen supramolekularen
System kdénnen molekulare Rezeptoren mit Bindungsstellen ein spezifisches
Substrat mit einer bestimmten Geschwindigkeit komplexieren®'®.  Ein
biologisches Beispiel fur eine solche hochaffine Interaktion ist die Bindung
zwischen dem essentiellen Vitamin Biotin mit dem tetrameren Protein
Streptavidin. Streptavidin ist in der Lage bis zu vier Biotin Molekile mittels
Protein-Ligand ~ Wechselwirkung ~ zu  binden®**.  Uber  mehrfache
Wasserstoffbricken- und Van-der-Walls Wechselwirkungen kdnnen durch die
Ausbildung von Polypetid-Loops an der Proteinoberflache die Biotin-Molekile
innerhalb der Loops komplexiert werden. Dadurch entstehen strukturelle
Veranderungen der Quartarstruktur des Strepavidin-Tetramers!?'?. Die Bindung
zwischen Biotin und Streptavidin galt lange Zeit als die starkste, nicht-
kovalente, biologische Wechselwirkung mit einer Dissoziationskonstante Kp
von 10 M[P' Die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung bildet somit eine
nahezu irreversible supramolekulare Bindung aus. Dies wird sich vor allem in
diagnostischen Assays zunutze gemacht, bei denen z.B. eine irreversible,
spezifische Bindung zwischen zwei biologischen Makromolekilen notwendig
ist??. Es  konnen auch  Biotin-funktionalisierte,  selbstorganisierte
Monoschichten auf einer Goldoberflache realisiert werden, womit die
spezifische Bindung zum Streptavidin analysiert wird!?%. Ist allerdings eine
spezifische, reversible supramolekulare Wechselwirkung notigt, so sind
Wechselwirkungen mit einer gré3eren Dissoziationskonstante besser geeignet.
Eine solche reversible supramolekulare Wirt-Gast-Wechselwirkung wird
zwischen Cyclodextrinen und Adamantan-Derivaten ausgebildet.
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Huskens et al.[?*®! beschrieb erstmals sogenannte MOLECULAR PRINTBOARDS, bei
denen CDs als Wirtmolekile an Goldoberflachen gebunden wurden.
Multivalente Gastmolekile (z.B. adamantylierte Polypropylenimin-Dendrimere)
kénnen hierbei hinsichtlich ihrer Adsorptions- und Desorptionsparameter
untersucht werden, da die thermodynamischen und kinetischen Konstanten von
der Anzahl an Bindungsstellen abhéangig sind. Die supramolekularen
Bindungen konnen hierbei mittels elektrochemischer Impedanz Spektroskopie

oder SPR-Spektroskopie untersucht werden!?*®l.

Mittels SPR-Spektroskopie lassen sich kinetische und thermodynamische
Analysen der Affinitat von Analyt und Liganden durchfuhren. Sie ist eine
optische Detektionsmethode, die ohne Verwendung eines Labels auskommt
und in Echtzeit gemessen werden kann. Vor allem im biologischen Bereich
kénnen somit die Vorgange wie z.B. Zelladhasion oder virale Infektionen auf
Basis von makromolekularen Wechselwirkungen untersucht werden!?!"],
Oberflachenplasmonenresonanz ist ein optisches Phdnomen, welches durch
Totalreflektion von monochromatischem, linear polarisiertem Licht an einer
Metall-Flussigkeit Phasengrenze entsteht. Ein Teil des einfallenden Lichtes
dringt in das Medium mit geringerer Dichte (Puffer) ein und regt die Molekile
an der Phasengrenze Glas/Flussigkeit an'?®l. Befindet sich an der
Phasengrenze ein dunner Metallfilm, so reagiert das einfallende Licht mit den
Plasmonen an der Metalloberflache. Dadurch verringert sich die Intensitat des
einfallenden Lichtes. Die Resonanz erfolgt nur bei einem definierten Winkel
des einfallenden Lichtes, der vom Brechungsindex der Flissigkeit auf der
Metalloberflache abhangig ist. Wechselwirkungen von Makromolekilen in der
Pufferlosung andern den Brechungsindex auf der Metalloberflache und somit
auch den Resonanzwinkel. Die Anderung des Resonanzwinkels wird
anschlielend detektiert und als Funktion nach der Zeit als Sensorgramm
dargestellt. Das Resonanzsignal wird in Respons-Einheiten (engl. response

217,219]

units, RU) widergegeben! . 1000 RU entsprechen dabei einer Anderung

des SPR-Winkels um 0.1°. Far Proteine ist dies zZu einer

{[220]

Oberflachenkonzentration von 1 ng/mm? aquivalen . Die Messungen finden

auf einem Sensorchip statt, der aus einem Glassubstrat besteht, auf dem eine
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50 nm dunne Goldschicht aufgetragen wurde. Die Goldoberflache wird mit
einer Hydroxyalkylthiol-Monoschicht derivatisiert, damit Biomakromolekule
nicht mit der Metalloberflache wahrend den Messungen in Kontakt treten
kénnen. Eine weitere 100 nm dicke Schicht aus Carboxymethyldextran wird auf
die vorherige Monoschicht gebunden, um eine hydrophile Oberflache fur die

Immobilisierung von Biomakromolekiilen zu erzeugen!®'".

Bei der Anbindung von Proteinen auf Oberflachen sind besonders die
Proteinorientierung, die Adsorptionsstarke und Reversibilitat der Bindung und
eine weiterhin vorhandene biologische Aktivitat der Proteine essentiell. Die
multivalente  Anbindung von Proteinen an B-CD-Monoschichten auf
Goldoberflachen wurde bereits im Jahr 2007 von Ludden et al.[??!! beschrieben.
Hier wurde ein multivalenter, orthogonaler Linker (divalenter adamantylierte-
Biotin-Linker) verwendet, welcher die Proteine mit der CD-Monoschicht
miteinander verbindet. Durch den Linker kann eine unspezifische Bindung des

Proteins auf der CD-Monoschicht verhindert werden(??4,

Im folgenden Kapitel 6.2 werden die Dissoziationskonstanten der
adamantylierten Proteine zu CD-Monoschichten auf der Goldoberflache utber

SPR-Spektroskopie ermittelt.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Um die Bindungsfahigkeit der Adamantangruppen an der Proteinoberflache mit
CD-Derivaten zu untersuchen, wurde auf die SPR-Spektroskopie
zuruckgegriffen. Im Gegensatz zu klassischen Methoden wie der isothermen
Titrationskalorimetrie (engl. isotherm titration calorimetry, ITC) liegt der Vortell
dieser Analysenmethode im sehr geringen Probenvolumen, welches zur
Bestimmung bendtigt wird. Als CD-Derivat sollte das Monoamino-HTG-Derivat
5b auf der Goldoberflache immobilisiert werden, um die
Dissoziationskonstanten der adamantylierten Proteine mit dem CD-Derivat zu

bestimmen, welches in Kapitel 4.3 an die Hyaluronsaure geknupft wurde.
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6.2.1 Immobilisierung eines CD-Liganden auf der Goldoberflache

Fur die Immobilisierung der CD-Derivate auf der Goldoberflache wurde sich bei
den Injektionszeiten und Flussgeschwindigkeiten an den Arbeiten von
Kobayashi et al.’???! und Singh et al.[??® orientiert. Als Vergleich wurde sowohl
das Monoamino-f-CD-Derivat als auch das Mono-Cys-B-CD 7 und das Mono-
Amino-HTG 5b mit einer Konzentration von 7 mM (25 mM bei Monoamino-f3-
CD) auf der Goldoberflache immobilisiert. Die nach der Immobilisierung
erzeugten RU und die daraus resultierende Teilchendichte sowie der

Raumbedarf pro Teilchen sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Belegung und Teilchendichte der immobilisierten Liganden.

Ligand Molekular- Resonanz- Teilchendichte Raumbedarf pro
gewicht einheit Teilchen
(g/mol) (RU) (1/nm?) (nm?)

Mono-Amino-§- 1134.00 1000 0.531 1.883

CD

Mono-Cys-B3-CD 1194.12 400 0.202 4,957

7

Mono-Amino- 1850.77 1900 0.618 1.618

HTG 5b

Die Anzahl an Carboxylgruppen der Dextranmatrix auf dem Goldchip ist mit 3
nmol/cm? (18.06 COOH-Gruppen pro nm?) ausreichend, da der Raumbedarf

t?241 zZwischen den untersuchten

von PB-CD-Derivaten 1 nm? betréag
CD-Derivaten zeigte sich ein erheblicher Unterschied im Immobilisierungslevel.
Wéahrend Monoamino-B-CD nur einen Immobilisierungslevel von 1000 RU
erzeugte, konnte mit 5b ein Level von 1900 RU erreicht werden. Mit 7 konnte
nur ein Immobilisierungslevel von 400 RU gebildet werden. Die daraus
resultierenden Teilchendichten liegen zwischen 0.2 Teilchen/nm? fiir 7 und 0.6
Teilchen/nm? fir 5b. Fur die Ermittlung der Dissoziationskonstanten der
modifizierten Proteine stellt das CD-Derivat 5b das geeignetste Derivat dar, da
es die grofite Teilchendichte nach der Immobilisierung aufweist. 5b ist auch
das CD-Derivat welches an die Hyaluronsaure gebunden wurde, wodurch
hiermit die Bindungseigenschaften der adamantylierten Proteine als
Targetliganden mit dem CD-Hyaluronsaure-Derivat fur den Wirkstofftransport
ermittelt werden konnen. Die Immobilisierung von 5b ist in Abbildung 33

schematisch dargestellt.
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Abbildung 33: Immobilisierung des CD-Derivates 5b auf der Goldoberflache!???.

In einem ersten Schritt wurde die Carboxylgruppe der
Carboxymethyldextranmatrix auf der Goldoberflache mit N-ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid hydrochlorid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid
(NHS) aktiviert. In einer der beiden Messzellen des SPR-Gerats wurde dann
eine Lésung von 7 mM 5b in PBS-Puffer injiziert, um eine CD-Monoschicht auf
der Goldoberflache zu erzeugen. Alle nicht reagierten aktivierten
Carbonsauregruppen wurden in einem letzten Schritt mit 1 M Ethanolamin
deaktiviert. Die Sensorgramme der CD-Immobilisierungen sind im Anhang zu
finden. Da die Aminogruppe des CD-Derivates 5b sich auf der primaren Seite
des CD befindet, ist die weitere sekundare Seite des CD von der
Goldoberflache abgewandt und somit gut verfigbar fur die Komplexierung mit
Adamantan-Gruppen der Proteine. Die schematische Darstellung der

immobilisierten CD-Monoschicht ist in Abbildung 34 gezeigt.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der immobilisierten CD-Monoschicht.

Um die Bindungsfahigkeit der CD-Monoschicht zu analysieren, wurde in einem
ersten Test 1-Aminoadamantan in aufsteigender Konzentration von 1.0-5.0 mM
injiziert. Eine Uberlagerung der so erhaltenen Sensorgramme zeigt Abbildung
35a.
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Abbildung 35: a) Sensorgrammuberlagerung und b) Langmuir-lsotherme von 1-

Aminoadamantan bei den Konzentrationen 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 und 5.0 mM.

Es ist deutlich zu erkennen, dass mit aufsteigender Konzentration des
1-Aminoadamantans auch das Resonanzsignal ansteigt. Ab Beginn der
Dissoziationsphase (ab 120 s) sinkt die Resonanz auf den Nullwert ab. Dies
verdeutlicht eine komplette Dissoziation des Adamantan-Derivats durch
Spulung mit PBS-Puffer. Aus diesem Grund kann die Kp-Wert Bestimmung
uber sogenannte ,single-cycle kinetics“ erfolgen. Hier werden die einzelnen
Konzentrationen der Probe direkt hintereinander injiziert, ohne zwischendurch

eine Regeneration der CD-Oberflache durchzufihren.

Die Bildung einer 1:1-Interaktion zwischen Analyt (A) und Ligand (L) kann Gber
die kinetische Konstante der Assoziation k, und Uber die kinetische Konstante

der Dissoziation kq beschrieben werden.
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ka
A+L =—= AL
kg

mit ka = kinetische Konstante der Assoziation [M's™]

kq = kinetische Konstante der Dissoziation [s™]

Die Geschwindigkeitsgleichungen lassen sich wie folgt berechnen:

Assoziation dEiL] =k, [A] " [L]
Dissoziation _dd[:l” = k, - [AL]

Die Netto-Geschwindigkeitsgleichung betragt somit:

d[AL]
de

= kg [A] " [L] — kg - [AL]
Liegen Assoziation und Dissoziation im Gleichgewicht vor, so folgt:

ko - [A]-[L] = kq - [AL]

Die Gleichgewichtskonstanten bilden sich somit aus:

Dissoziation _ka  [A]-[L]
STV TY “
Assoziation K. — ke _ [AL] (4)
AT ke [A]-[L]

Folglich lasst sich aus dem Quotient der kinetischen Konstante der
Dissoziation und der kinetischen Konstante der Assoziation Gber Formel (3) die

Gleichgewichts-Dissoziationskonstante bestimmen.

Im Falle des 1-Aminoadamantans konnte mittels SPR eine Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante Kp von 640.0 + 20.0 uM ermittelt werden. Dieser Wert
liegt um einen Faktor 8 héher als der Wert, welcher Gber ITC gemessen wurde
(siehe Anhang). Aufgrund der unterschiedlichen Messtechniken und der

notwendigen zusatzlichen Aminogruppe des immobilisierten HTG-Derivates bei
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der SPR, ist der etwas schlechter gebildete Komplex bei der SPR zu
erklaren®], Im Gegensatz dazu konnte nach der Immobilisierung des
Monoamino-f3-CD-Derivates allerdings keine Dissoziationskonstante mit
1-Aminoadamamantan bestimmt werden. Trotz aufsteigender Adamantan-
Konzentration kam es zu keiner Steigerung im Resonanzsignal. Aus diesem
Grund ist fur die Analyse der Kp-Werte der adamantylierten Proteine das
immobilisierte 5b das CD-Derivat der Wahl.

6.2.2 Bestimmung der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp der

adamantylierten Proteine

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp wurde von den adamantylierten
Tf-Derivaten 33, 34 und 35 und vom adamantylierten Lysozym-Derivat 29
bestimmt. Hier sollte durch die unterschiedliche Anzahl an Adamantangruppen
an der Proteinoberflache (33, 34, 29) bzw. durch die Modifizierung mit
1-Aminomethyladamantan (35) ein signifikanter Unterschied zu beobachten
sein.

In einem ersten Versuch wurde zur Bestimmung des Kp des adamantylierten Tf
33 die Messung auch uber ,single-cycle kinetics® durchgefuhrt. Das

dazugehdrige Sensorgramm ist in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Sensorgramm von Tf 33 Uber ,single-cycle kinetics“ bei Konzentrationen
von 2.7, 5.4, 7.7, 10.8, 16.2 und 21.6 mM

In dieser ersten Analyse wurde das Mono-Cys-B-CD-Derivat 7 als Monoschicht
verwendet. Das Tf-Derivat 33 zeigt eine starke Affinitat zum Cyclodextrin-

Liganden, wodurch ein starker Anstieg im Resonanzsignal bereits nach der
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ersten Injektion (2.7 uM) zu erkennen war. Zwischen der ersten Injektion und
den hoheren Konzentrationen ist allerdings kein Anstieg des Resonanzsignals
mehr zu beobachten. Dies deutet darauf hin, dass die CD-Monoschicht schon
unter einer Protein-Konzentration von 2.7 pM gesattigt ist. Das hohe
Resonanzsignal  verringert  sich nicht nach einer vierminitigen
Dissoziationsphase. Selbst nach weiteren sechs Injektionen mit PBS-Puffer
dissoziiert 33 nicht mehr aus der CD-Monoschicht heraus. Erst durch Injektion
einer 7.0 mM LAsung von 1-Aminoadamantan in PBS-Puffer konnte ein Teil des
komplexierten 33 aus der CD-Monoschicht dissoziieren. 1-Aminoadamantan
verdrangt durch die hohere Konzentration das adamantylierte Protein aus der
Kavitat der CDs. In den nun folgenden Experimenten wurde zur Regeneration
der CD-Monoschicht 1-Aminoadamantan dreimal mit einer Konzentration von
25 mM in PBS-Puffer injiziert. AnschlieBend wurde durch dreimalige Injektion
von PBS-Puffer das Resonanz-Signal stabilisiert. Dabei wurde ausschlief3lich

eine CD-Monoschicht aus 5b verwendet (siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37: Sensorgramm der Regeneration der immobilisierten CD-Oberflache

mittels 25 mM 1-Aminoadamantan.

Bereits nach einer Injektion mit 25 mM 1-Aminoadamantan ist eine fast
vollstandige Regeneration der CD-Oberflache zu erkennen. Um allerdings eine
vollstdndige Regeneration zu gewéhrleisten wurde 1-Aminoadamantan 3-Mal
injiziert.

Da die adamantylierten Proteine im Gegensatz zu freiem 1-Aminoadamantan
nicht selbststdndig aus der Kavitdt der CDs dissoziieren kénnen, kann zur
Kp-Wert Bestimmung der Proteine nicht auf ,single-cycle kinetics®

zurickgegriffen werden. Wie oben beschrieben muss zwischen den einzelnen
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Injektionen des adamantylierten Proteins in aufsteigender Konzentration eine
vollstandige Regenerierung der CD-Monoschicht erfolgen (,multi-cycle
kinetics“). Eine schematische Darstellung eines komplexierten Tf-Derivats auf
der CD-Oberflache ist in Abbildung 38 gezeigt.

2004
sAzs?ssss?s

Abbildung 38: Schematische Darstellung eines komplexierten adamantylierten
Tf-Derivat auf der CD-Monoschicht auf der Goldoberflache.

Wie bereits in Kapitel 5.3.3 besprochen befinden sich die Adamantangruppen
Uber die komplette Proteinoberflache verteilt. Aus diesem Grund kénnen nach
Komplexierung von mehreren Adamantangruppen eines Proteins in der
CD-Monoschicht, sich noch weitere freie Adamantangruppen auf der

gegenuberliegenden Seite des Proteins befinden.

Um die  Abh&ngigkeit der  Wechselwirkungen der  eingefuhrten
Adamantangruppen auf der Proteinoberflache zu der CD-Monoschicht zu
zeigen, wurde zuerst ein Vergleich zu den unmodifizierten nativen Proteinen
gezogen (siehe Anhang). Im Vergleich zu modifizierten Transferrin 33 und dem
modifizierten Lysozym 29 zeige die nativen Proteine nahezu keine Bindung zur

CD-Monoschicht, was sich im Resonanzsignal < 10 RU zeigt.

Die sehr schwachen Signale kdnnen hier nur durch die Komplexierung von

Phenylgruppen der Phenylalanin-Seitenketten stammen!®?®!. Das signifikant
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hohere Resonanzsignal der adamantylierten Proteine kann somit eindeutig auf
die Bildung der Wirt-Gast-Komplexe zwischen CD-Monoschicht und den

Adamantangruppen auf der Proteinoberflache zurtickgefihrt werden.

Mittels ,multi-cycle kinetics® konnten nun die Resonanzsignale der vier
modifizierten Proteine, jeweils in aufsteigender Proteinkonzentration,
gemessen werden. Die Uberlagerung der Sensorgramme von 34 ist in
Abbildung 39 zu sehen.
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Abbildung 39: Sensorgrammuberlagerung von 34 bei den Konzentrationen 0.063, 0.125,
0.25, 0.5, 1.0 und 1.5 pM

Mit aufsteigender Proteinkonzentration ist ein Anstieg des Resonanzsignals bis
zu einer Konzentration von 1 uM zu verzeichnen. Ab dieser Konzentration tritt
ein Sattigungseffekt der CD-Monoschicht auf, wodurch es zu keiner weiteren
Erh6éhung der Resonanz kommt. Eine sehr grof3e Assoziationsgeschwindigkeit
ist hier vor allem bei den hoheren Konzentrationen bemerkbar. Die Dissoziation
verlauft hingegen bei allen Konzentrationen sehr langsam ab. Die
Sensorgramme der anderen drei adamantylierten Proteine sind im Anhang zu
finden.

Aus den kinetischen Konstanten (kon,Kofr) der Sensorgramme der Proteine lasst
sich die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp aus Formel (3) ermitteln.

Sowohl die kinetischen Konstanten als auch Kp der verwendeten
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adamantylierten Proteine und von 1-Aminoadamantan sind in Tabelle 8
aufgelistet.
Tabelle 8: Kinetische Konstanten (kqn,Kof), die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp

und die freie Energie AG der Komplexe der adamantylierten Proteine / 1-Aminoadamantan
mit dem CD-Liganden 5b.

Analyt n Ka Kqg Kb AG
M's™ (s™) (UM) (kJ/mol)
1-Amino- 1 47.0+1.0 0.03 + 0.0003 640.0 + 20.0 -17.9
adamantan
Transferrin 6 1.92 + 0.04 x 10* 1.38+0.7 x 10 0.072 £ 0.004 -39.9
33
Transferrin  3-4 9.0+0.2 x 10° 6.8+ 0.4 x10* 0.072 £ 0.005 -39.9
34
Lysozym  1-2 2.2+0.1x%10° 6.5+0.2 x 10° 2.90+0.20 -31.0
29

Die Assoziationsgeschwindkeitskonstante von 33 ist ca. doppelt so gro3 als ks
von 34. Dagegen ist die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante von 34 nur
doppelt so grofl3 als kg von 33. Aus diesem Grund bilden sowohl 33 als auch 34
Komplexe mit einer identischen Gleichgewichts-Dissoziationskonstante von Kp
= 72 nM aus. Dies verdeutlicht, dass die Komplexierung zur CD-Monoschicht
von beiden Transferrin-Derivaten von der Proteinseite erfolgt, auf dem sich die
gleiche Anzahl an Adamantangruppen Dbefindet. Die zuséatzlichen
Adamantangruppen des 33 interagieren nicht mit der CD-Monoschicht und sind
nach der Komplexierung noch frei zuganglich. Das adamantylierte Lysozym 29
zeigt eine geringere Assoziationsgeschwindigkeitskonstante und bildet somit
weniger stabile Komplexe mit einem Kp = 2.90 pM aus. Da 29 nur 1-2
Adamantangruppen enthalt, kann nur eine schlechtere Komplexbildung zur
CD-Schicht erfolgen. Dies entspricht auch der Tatsache, dass je mehr
Adamantangruppen sich an der Proteinoberflache befinden, desto stabilere

Komplexe zur CD-Monoschicht werden gebildet.

Fur das Tf-Derivat 35 konnte hingegen kein Kp-Wert bestimmt werden. 35
zeigte bei Konzentrationen bis 1.5 pM nur eine auf3erst schwache Affinitat (<10
RU) zur CD-Monoschicht. Da 35 im PBS-Puffer eine sehr schlechte Ldslichkeit
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zeigte, lag hier eine Denaturierung des Proteins nach der Modifizierung
zugrunde. Folglich konnte keine Bindung der CD-Monoschicht ausgebildet
werden. In nachfolgender Tabelle 9 sind nun die maximalen
Resonanzeinheiten und die daraus resultierenden Teilchendichten der

komplexierten Analyten gezeigt.

Tabelle 9: Belegung und Teilchendichte der adamantylierten Proteine auf 5b Mono-
Schicht.

Analyt Molekular Protein- Resonanz Teilchendichte Raumbedarf
-gewicht  Oberflache -einheit (1/nm?) pro Teilchen
(g/mol) (hm?) (RU) (hm?)
1-Aminoadamantan 151.25 54 0.215 4.651
Transferrin 34 79513 49.30 200 0.0015 660.4
Lysozym 29 15011 11.70 140 0.0056 178.0

Das maximale Resonanzsignal von 34 steigt mit aufsteigender Konzentration
bis zu einem Wert von 200 RU. Dies entspricht einem Raumbedarf von 660
nm? pro Protein. Die errechnete Oberflache des simulierten 34 betragt ca. 50
nm? (siehe Anhang). Somit ist nur eine teilweise Belegung der CD-Oberflache
zu beobachten. Fur das adamantylierte Lysozym-Derivat 29 ist ebenfalls nur

eine partielle Belegung zu erkennen.

In einem weiteren Vergleichsexperiment wurde natives Tf (1 uM) auch kovalent
Uber dessen Lysin-Seitenketten an die Carboxymethyldextranmatrix des
Sensorchips immobilisiert (Sensorgramm im Spektrenanhang). Dabei konnte
ein Immobilisierungslevel des nativen Transferrins von 900 RU erzeugt werden,
was aquivalent zu einem Raumbedarf von 145 nm? ist. Eine kovalente
Immobilisierung des Transferrins erzeugt zwar eine dichtere Belegung auf dem
Goldchip, allerdings kénnen mit dieser Methode nicht mehrere Proteine auf

einem Goldchip untersucht werden.

Aufgrund der stabilen Bindung der adamantylierten Proteine zum CD-Liganden
wurden nun weitere Bindungsexperimente auf den bereits gebundenen

Proteinen durchgefuhrt.
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6.2.3 Weitere Bindungsstudien auf den gebundenen adamantylierten

Proteinen

Um die Aktivitat der adamantylierten Tf-Derivate 33 und 34 experimentell zu
bestimmen, wurde der Tf D-9 Antikorper zu den adamantylierten Derivaten
sowohl vor als auch nach der Inkubation auf die CD-Monoschicht gegeben.
Eine schematische Darstellung der Antikérper-Transferrin-Bindung ist in
Abbildung 40 zu sehen.

Abbildung 40: Schematische Darstellung der Antikdrper-Transferrin-Bindung auf der
CD-Monoschicht.

In ersten Experimenten wurde der Tf D-9 Antikdrper zu den Proteinen gegeben,
nachdem diese bereits auf der CD-Monoschicht gebunden waren. Die
dazugehorigen Sensorgramme sind im Spektrenanhang zu finden. Zum
gebundenen 33 (1 uM) zeigte der Tf D-9 Antikérper ab einer Konzentration von
0.25 pM eine signifikante Affinitat. Dies wurde durch den Anstieg des
Resonanzsignals ab dieser Konzentration verdeutlicht. Zum immobilisierten 34
(1 uM) ist nur eine moderate Affinitat bis zu einer Konzentration von 1.25 pM
zu erkennen. Grund hierfur kann die geringere Anzahl an Adamantangruppen
am 34 sein. Da die zusatzlichen Adamantangruppen des 33 sich auf der
gegenuberliegenden Seite der Bindungsstelle des Transferrins befinden (siehe
Kapitel 5.3.3), wird somit diese Seite fur die Immobilisierung bevorzugt.

Aufgrund des Fehlens dieser Adamantangruppen am 34, kann die
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Immobilisierung eher auch auf der Seite des aktiven Zentrums des Transferrins

erfolgen. Dadurch wurde die Bindung zum Antikdrper erschwert.

In einem zweiten Experiment wurde der Tf D-9 Antikdrper (1.25 uM) jeweils mit
den beiden modifizierten Tf-Derivaten (1uM) vorinkubiert, um anschlielend den
Komplex auf die CD-Monoschicht zu injizieren. Die dazugehoérigen
Sensorgramme sind in Abbildung 41 a) fur den Komplex mit 33 und b) fir den

Komplex mit 34 zu finden.

a) b)
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Abbildung 41: a) Sensorgramme von Tf 33 (1 uM, blau) und 33 vorinkubiert mit Tf D-9 Antikdrper (1.25
UM, rot), b) Sensorgramme von Tf 34 (1 uM, blau) und 34 vorinkubiert mit Tf D-9 Antikérper (1.25 uM,
rot) im Vergleich zum freien Tf D-9 Antikorper (1.25 uM, grin).

Der prainkubierte Komplex aus 33 und Tf D-9 Antikdrper (rote Linie) erzeugte
ein deutlich héheres Resonanzsignal als 33 alleine (blaue Linie). Dies
verdeutlicht, dass auch nach der Komplexbildung mit dem Antikdrper gentigend
Adamantangruppen fur die Immobilisierung auf der CD-Oberflache zur
Verfugung stehen. Der Komplex zwischen 34 mit dem Tf D-9 Antikdrper zeigt
hingegen ein anderes Ergebnis. Hier ist eine leichte Erniedrigung des
Resonanzsignals (rote Linie) im Vergleich zu 34 alleine (blaue Linie) zu
erkennen. Desweiteren ist bei der Injektion von Tf D-9 Antikérper ohne Zugabe
von adamantyliertem Tf (grine Linie) nur eine sehr schwache Affinitat zur CD-
Monoschicht (15 RU) erkennbar. Die Verringerung der Resonanz aus
prainkubiertem 34 und dem Antikdrper kann auf eine Affinitdt zwischen dem
modifiziertem Transferrin und dem Antikdrper hindeuten. Allerdings fuhrt hier

die Komplexierung zu einer Verschlechterung der Affinitat des Proteins zur CD-
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Monoschicht, im Gegensatz zum Komplex mit 33. Aufgrund der geringeren
Anzahl an Adamantangruppen am 34, stehen nach der Bindung zum Antikoérper
weniger Adamantangruppen zur Bindung mit der CD-Oberflache zur Verfligung.

In einem Vergleich wurde auch die Zugabe von 1 uM des Tf D-9 Antikoérpers
zum immobilisierten nativen Tf untersucht. Allerdings konnte keine Erhdhung
des Resonanzsignals dabei festgestellt werden. Eine Bindung des Tf D-9
Antikérper zum kovalent gebundenen nativen Tf konnte somit ausgeschlossen
werden. Aufgrund der chemischen Immobilisierung des nativen Tf kdnnte es zu
einer Konformationsdnderung gekommen sein. Desweiteren kdnnte durch die
kovalente Bindung Uuber die Lysin-Seitenketten das aktive Zentrum des

Transferrins nun schlechter fir den Antikdrper zu erreichen sein.

In einer weiteren Versuchsreihe sollte nach Immobilisierung der
adamantylierten Proteine, das Vorhandensein von weiterhin zugéanglichen
Adamantangruppen an den Proteinen untersucht werde. Dies wurde durch
Zugabe des CD-HA-Polymers 10b zu den gebundenen Porteinen realisiert.
Eine schematische Darstellung einer weiteren Komplexbildung zwischen dem
CD-HA-Polymer 10b mit den auf der CD-Monoschicht immobilisierten
adamantylierten Proteinen zeigt Abbildung 42.
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Abbildung 42: Schematische Darstellung einer weiteren Komplexierung der freien

Adamantangruppen eines Transferrin-Derivates mittels CD-Hyaluronsaure-Polymer 10b

In einem ersten Kontrollexperiment wurde das CD-HA-Polymer 10b (6.2-25 uM)
direkt auf die CD-Monoschicht injiziert, ohne vorher ein adamantyliertes Protein
zu immobilisieren (Sensorgramm siehe Spektrenanhang). Nur eine sehr
schwache Erh6éhung des Resonanzsignals ist dabei zu beobachten. Die leichte
Erh6hung ist auf andere nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen der CD-
Monoschicht und dem CD-HA-Polymers wie z.B. Wasserstoffbriickenbindungen

n?2”l Ein deutlicher Anstieg des Resonanzsignals ist bei der

zurlckzufihre
Injektion des Polymers 10b (1.5-100 pM) auf das immobilisierte Tf-Derivat 33
zu erkennen (siehe Abbildung 43). Durch die Immobilisierung des 33 ist bereits
nach der ersten Injektion des CD-Polymers 10b bei einer Konzentration von 1.5
MM eine Erhéhung der Resonanz zu beobachten. Der Anstieg des Signals ist
bis zu 100 uM des CD-Polymers weiterhin zu erkennen. Dies deutet daraufhin,
dass nach der Immobilisierung des 33 weiterhin  erreichbare
Adamantangruppen auf der Proteinoberflache verflugbar sind. Diese kénnen

durch das CD-Polymer komplexiert werden.
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Abbildung 43: Sensorgram des CD-Hyaluronséure Polymer 10b, injiziert in Konzentrationen von 1.5,
3.1,6.2,12.5, 25.0, 50.0 und 100.0 uM uber gebundenes Transferrin 33 immobilisiert auf CD-
Liganden 5b.

Somit konnten die Ergebnisse aus Kapitel 5.3.3 bestatigt werden, dass die
Adamantangruppen sich Uber die gesamte Proteinoberflache verteilt befinden.
Zum Transferrin-Derivat 34 und dem Lysozym-Derivat 29 kdnnen allerdings,
aufgrund der geringen Anzahl an Adamantangruppen auf der
Proteinoberflache, keine weitere Bindung zum CD-HA-Polymer 10b festgestellt
werden (siehe Anhang).

Neben der Bestimmung der Kp-Werte der adamantylierten Proteine Uber die
SPR-Spektroskopie konnte ebenfalls eine Methode zur Regeneration von
Proteinliganden auf der mit Cyclodextrinen immobilisierten Goldoberflache
etabliert werden. Durch Zugabe von 25 mM 1-Aminoadamantan konnten die
adamantylierten Proteine von der CD-Oberflache wieder abgeldst werden. Da
die Aktivitat der Proteine durch die Adamantangruppen nicht beeinflusst wurde,

kénnen somit mehrere Proteinliganden mit einem Goldchip analysiert werden.
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7 Transport von steroidalen Wirkstoffen durch die

Darmbarriere

7.1 Intestinaler Wirkstofftransport nach peroraler Applikation

Die perorale Verabreichung von Medikamenten gehdrt zur haufigsten
Applikationsform, da diese nicht-invasive Methode kostenginstig und vom
Patienten selbst durchfuhrbar ist. Aufgrund der Resorptionsfahigkeit des
Gastrointestinaltrakts von Nahrstoffen und Wasser aus der Nahrung, kdnnen
Wirkstoffe Uber den

Magen-Darm-Trakt in das zirkulare System des Blutkreislaufs gelangen(??®!. Die

auch peroral aufgenommene pharmazeutische
Innenseite des Dunndarms besteht aus Enterozyten (epitheliale Muskelzellen)
und schleimbildende Becherzellen. Dadurch kommt es zu einer Ausbildung

einer Mukusschicht auf der gesamten Innenseite des Darms!?%!

. Biopolymere
wie Chitosan und Hyaluronsédure besitzen mukoadhéasive Eigenschaften,
wodurch sie in der Lage sind, an die negativ-geladene Darmschleimhaut zu
binden®3%23Y Aus diesem Grund stellen diese Biopolymere geeignete

Wirkstofftransporter flr den intestinalen Transport dar.

Ein Nachteil der oralen Applikationsform ist allerdings, dass nach Resorption
des Wirkstoffes durch die Darmwand, dieser noch die Leber passieren muss,
um in den groBen Blutkreislauf zu gelangen. Durch diesen hepatischen

First-Pass-Effekt kann sich die orale Bioverfiigbarkeit stark verringernt?%2.,

Wirkstoffmolekiile werden vom Biopharmaceutical Classification System (BCS)

in vier Klassen unterteilt (sieche Tabelle 10)233:234;

Tabelle 10: Wirkstoffeinteilung nach dem Biopharmaceutical Classification System%*®!,

Parameter Klasse | Klasse Il Klasse Il Klasse IV
Wasserldslichkeit hoch gering hoch gering
Permeation durch _ _

] . ] hoch hoch gering gering
lipophile Barrieren
in-vitro/in-vivo
) gut gut schlecht schlecht
Korrelation
Kontrolle der ] ] ) Loslichkeit
Darmentleerung Loslichkeit Permeation

Absorptionsrate

+Permeation
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Wirkstoffe der Klasse | sind gut wasserléslich und haben eine gute
Permeabilitat durch den Gastrointestinaltrakt. Diese Wirkstoffe haben somit
eine sehr gute orale Bioverfugbarkeit. Wirkstoffe der Klasse Il sind schlecht
wasserldslich, diffundieren aber noch gut durch die Darmbarriere. Klasse Il
Wirkstoffe sind zwar gut wasserldslich, haben allerdings eine schlechte
Permeationsrate durch die Darmbarriere. Deren orale Bioverfugbarkeit ist somit
von den Eigenschaften der Barriere abhangig. Klasse IV Wirkstoffe sind
dagegen sowohl wasserunldslich als auch schlecht permeabel durch den

Gastrointestinaltrakt!?33:2341,

Um z.B. die Bioverfligbarkeit des Isoflavons Tectorigenin (Klasse IV Wirkstoff)
zu erhodhen, kann ein Selbst-Microemulgierendes Wirkstofftransportsystem
verwendet werden. Dieses Transportsystem besteht aus einem Ol, einem
Emulgator und einem Co-Emulgator und verteilt sich sehr gut im
Gastrointestinaltrakt’®®*®!, Auch die Steroidhormone weisen eine niedrige
Bioverfugbarkeit aufgrund ihrer Hydrophobizitat auf. Desweiteren unterliegen
sie einem starken intestinalen und hepatischen First-Pass-Effekt. Um die
Wasserloslichkeit und die intestinale Aufnahme von z.B. Estradiol (Klasse Il
Wirkstoff) zu erh6hen, wurden Nanopartikel mit Poly(lactid-co-glycolid)
gebildet. Dadurch konnten fur 2-7 Tage konstante Estradiolspiegel im Blut

nachgewiesen werden!?®"),

7.2  B-CD-Derivate fur den intestinalen Wirkstofftransport

Hydrophile B-CD-Derivate und deren Wirkstoffkomplexe kdnnen nach oraler
Gabe so gut wie nicht vom Gastrointestinaltrakt aufgenommen werden. Nur
sehr geringe Mengen kénnen die Darmschleimhaut durchdringen. Aus diesem
Grund zeigen diese [B-CD-Derivate keinerlei toxischen Effekte bei kleinen bis
moderaten Dosen. Hydrophobe B-CD-Derivate, wie z.B. Methyl-3-CD kénnen
hingegen von der Darmwand aufgenommen werden und ins zirkulare System
Ubergehen. Dies fihrt zu einer toxischen Wirkung der hydrophoben (-CD-
Derivate!?®®. Réti-Nagy et al.?®) zeigten 2015 erstmals, dass sowohl
fluoreszenzmarkiertes Methyl-B-CD als auch fluoreszenzmarkiertes Paclitaxel

sich nach Endozytose im gleichen intrazellularen Vesikel befinden.
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Bei den Komplexen mit hydrophilen CD-Derivaten ist es nur dem freien
Wirkstoff mdglich, der im dynamischen Gleichgewicht mit dem CD-Komplex
steht, durch die lipophile biologische Membran zu diffundieren/®*®. Sowohl die
Zusammensetzung der Wirkstoffformulierung als auch die physikochemische
und physiologische Zusammensetzung der biologischen Barriere entscheiden
daruber, ob durch die Komplexierung mit CD-Derivaten der Wirkstofftransport
gesteigert oder erniedrigt wird. CD-Wirkstoff-Komplexe erhdhen den
Wirkstofftransport durch wassrige diffusionskontrollierte Barrieren. Bei
lipophilen, membrankontrollierten Barrieren wird der Wirkstofftransport durch
CD-Derivate allerdings erschwert. Bei der Permeation durch eine biologische
Barriere stellt die Diffusion des Wirkstoffs durch die wéassrige Schicht an der
Membranoberflache in den meisten Fallen den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt dar. Aus diesem Grund kann durch die Solubilisierung des hydrophoben
Wirkstoffs mittels der CD-Derivate eine Verbesserung des Wirkstofftransports

tiber biologische Barrieren erreicht werden!?%,

Da CD-Derivate die Wasserloslichkeit von hydrophoben Wirkstoffen verbessern
und auch die Stabilitat des Wirkstoffes erhdhen, lasst sich durch den Einsatz
von CD-Derivaten die orale Bioverfluigbarkeit von Wirkstoffen der Klassen Il und
IV steigern®**. So wurde 2015 von Beig et al.?*? die Anderung in der
Solubilisierung und in der Permeabilitdt des Klasse IV Wirkstoffes Amiodaron
durch die Komplexierung mit HP-3-CD bzw. SBE-B-CD beschrieben. Durch das
anionische SBE-B-CD konnte im Vergleich zu HP-B-CD eine 10-Fach hohere
Ldslichkeit des Amiodaron erzeugt werden. Mit steigender CD-Konzentration
zeigt die Loslichkeitsisotherme des Amiodaron einen linearen Verlauf (A-Typ).
Mit steigender Loslichkeit des Wirkstoffs durch die steigende CD-
Konzentration, sinkt allerdings die intestinale Permeabilitat des Wirkstoffs!24%],
Aus diesem Grund ist die Permeabilitat mithilfe des SBE-B-CD 10-Fach
niedriger als mittels HP-B-CD. Als optimale CD-Konzentration wurde in diesem
System 5 mM SBE-B-CD gewahlt, da hierbei eine 2000-Fache ho6here
Loslichkeit des Amiodaron erzeugt wurde, gleichzeitig die Permeabilitdt noch

iiber 1-10* cm/s in einem guten Bereich liegt.
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7.3 Diskussion der Ergebnisse

Der intestinale Transport von steroidalen Wirkstoffen wurde sowohl mit dem
HTG-Monomer als auch mit dem HTG-Hyaluronséure-Polymer 10b, wahlweise
mit oder ohne adamantyliertem Tf 33 als Targetliganden, durchgefihrt. Die
eingesetzten Wirkstofftransporter an der Zellbarriere sind in Abbildung 44

schematisch dargestelit.

Abbildung 44: Schematische Darstellung des Wirkstofftransporters aus
a) HTG-Monomer b) HTG-Hyaluronsaure-Polymer ohne zellspezifischen Ligand und

c) HTG-HA-Polymer mit zellspezifischem Liganden an einer Zellbarriere

In Verbindung 10b ist das Mono-Amino-HTG 5b kovalent an der Hyaluronséure
als bioabbaubares Polymer gebunden. Dadurch soll eine bessere
Wasserloslichkeit des HTG ermdglicht werden. Zusatzlich wird eine langere
Verweilzeit im Organismus begunstigt und es tritt keine unkontrollierte

Anlagerung in den Zellen einf*®"!

. Durch das Anbringen von Targetliganden (Tf)
an die CD-Polymere lasst sich durch spezifische Rezeptor-Ligand
Wechselwirkung ein zellspezifischer Transport ermoglichen. Somit kann die zu
verabreichte Dosis verringert werden!”). Um geeignete Steroid-Derivate fiir den

intestinalen Transport zu ermitteln, wurden die Stabilitdtskonstanten der
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steroidalen Wirkstoffe mit dem HTG-Derivat aus Kapitel 3.4 und die taglich
bendtigte Dosis der einzelnen Steroide betrachtet (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Stabilitatskonstanten mit HTG (M) und tagliche perorale Dosis (mg) der
Steroid-Wirkstoffe.

Steroidaler Stabilitatskonstanten Tagliche
Wirkstoff mit HTG perorale Dosis
(M (mg)
Testosteron 40-160
B-Estradiol 2337700 1-2 124
Progesteron 100 #*°!
Hydrocortison 390 5-20 24
Prednison 2900 1-50 1%
Dexamethason 4500 0.5-8 1#4°]
Finasterid 11200 1-5 124

Die hochste Stabilitdtskonstante und die geringste bendétigte tagliche Dosis
zeigt in der Gruppe der Sexualhormone [-Estradiol (E) und unter den
Glucocorticoiden Dexamethason (D)***. Durch die Wahl dieser Wirkstoffe kann

somit die benoétigte Menge an CD-HA-Polymer minimiert werden.

Um die Komplexbildungsfahigkeit des 10b wahrend der Transportstudien zu
validieren, wurden Ld&slichkeitsisothermen von B-Estradiol und Dexamethason
in DMEM-Zellmedium ohne fetales Kalberserum (FKS) sowohl mit dem HTG-
Monomer als auch mit dem HTG-HA-Polymer 10b aufgenommen. Die
Loslichkeitsisothermen der beiden Steroid-Wirkstoffe mit dem Polymer 10b
sind in Abbildung 45 zu sehen (L&slichkeitsisothermen mit dem HTG-Monomer
befinden sich im Anhang). Durch Bindung des HTG an die Hyaluronsaure (10b)
konnte der molekulare Fullgrad von Estradiol von 61mol% auf 71mol%
gesteigert werden. Dies spricht fur eine bessere Komplexierung aufgrund der
Anbindung an das wasserldsliche Polymer. Dieses positive Ergebnis konnte bei
der Komplexbildung mit Dexamethason nicht wiederholt werden. Die
Ldslichkeitsisotherme von Dexamethason mit 10b zeigt nur einen molekularen
Fullgrad von 26mol% im Gegensatz zu 41mol% bei der Komplexierung mit
HTG-Monomer. 10b sollte also besser fir den Transport von Estradiol geeignet

sein als fur den Transport von Dexamethason.
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Abbildung 45: Ldslichkeitsisothermen von a) B-Estradiol und b) Dexamethason mit 10b
in DMEM Zellkulturmedium (ohne FKS).

Ausgehend von den Ergebnissen der Lo&slichkeitsisothermen  der
Steroidwirkstoffe mit HTG und 10b in serumsfreien DMEM Zellkulturmedium,
wurden die Wirkstoffkomplexe mit einem entsprechenden molekularen
Uberschuss an Wirtmolekulen gebildet. Fiir die Untersuchung des Einflusses
des adamantylierten Transferrins, wurde fir den Polymer-Wirkstoffkomplex mit

Targetliganden 0.02 Aquivalente 33 zugesetzt.

Die Transportstudien wurden an einer Co-Kultur aus der Dickdarmtumorzelllinie
Caco-2 (Enterozyten) und HT29-MTX-E12 Becherzellen (9:1) durchgefihrt. Die
Co-Kultur wurde zunachst 21 Tage auf einer Polycarbonat-Membran
differenzieren lassen. In dieser Zeit bilden die Enterozyten apikale Mikrovilli
und Tight-Junctions als Zeichen einer dichten Barriere aus. Die Sezernierung
von Mukus ist von den Becherzellen ebenfalls nach dieser Zeit vollstandig
abgelaufen (siehe Abbildung 46).
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Becherzellen Enterozyten

Abbildung 46: Aufbau der Transportstudien.

Auf der apikalen Seite (Darminnenseite) der Zellbarriere wurden die
Wirkstofftransporter in DMEM-Medium zugesetzt. Auf der basolateralen Seite
(DarmaufBRenseite) wurde Hepta-Thiosulfonat-B-CD (HSES) dem Medium
zugesetzt, um [-Estradiol bzw. Dexamethason in LOsung zu bringen. Da
Wirkstoffe ca. 3 h bendtigen um den Gastrointestinaltrakt zu passieren, wurde
eine Inkubationszeit von 3 h gewahlt. AnschlieBend wurde sowohl auf der
apikalen Seite, als auch auf der basolateralen Seite das Medium entnommen
und nach Extraktion mit '‘Butyl-methylether die Steroidkonzentrationen mittels
HPLC analysiert (siehe Abbildung 47).

Wirkstofftransporter

l

Probenentnahme

nach 3 h

f |

Zugabe von HSES

HPLC

Abbildung 47: Probenzugabe und Probenentnahme bei den Transportstudien.

Durch die Extraktion kdnnen die Steroid-Wirkstoffe aus dem Zellkulturmedium
und somit auch von den CD-Derivaten abgetrennt werden. Dies erleichtert die
darauffolgende Detektion der Steroide Uber HPLC-Messungen.
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In einem ersten Schritt wurde ein Wstl-Assay durchgefuhrt, um die
Zellviabilitat der Co-Kultur aus Caco-2-Zellen und HT29-Becherzellen nach
Zugabe der Wirkstofftransporter mit B-Estradiol zu bestimmen. Zum einen
wurde die Toxizitdt von B-Estradiol allein und komplexiert in HTG, dem HTG-
Polymer 10b und dem 10b/33-Komplex untersucht. Zum anderen wurde auch
die Toxizitat des HSES bestimmt, welches auf der basolateralen Seite der
Zellbarriere zugesetzt wurde. Die Ergebnisse des Wstl-Assays sind in
Abbildung 48 zu sehen.
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Wirkstofftransportsystem

Abbildung 48: relative Zellviabilitat der Co-Kultur nach 3 h Inkubation mit den
Wirkstofftransportsystemen und HSES bei einer Estradiolkonzentration von 0.4, 10 und

100 pg/mL (unbehandelte Zellen werden auf 100% Viabilitat gesetzt).

Die Zellviabilitat wurde nach einer 3 stindigen Inkubation der
Wirkstofftransporter, die 0.4 pg/mL, 10 pg/mL und 100 pg/mL p-Estradiol
enthalten, gemessen. Eine B-Estradiol-Konzentration von 0,4 pg/mL liegt dann
im Blut vor, wenn eine tagliche Dosis von 2 mg B-Estradiol appliziert wird. Bei
dieser Konzentration zeigt kein Carrier eine toxische Wirkung, basierend auf
der metabolischen Aktivitat der Zellen. Mit Ausnahme des B-Estradiol-CD-HA-
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Polymer-Tf Komplexes 10b/33 zeigte kein Wirkstofftransporter bis zu einer f-
Estradiolkonzentration von 100 pg/mL eine signifikante Verringerung der
Zellviabilitat. Die toxische Wirkung des Komplexes mit 10b/33 ist allerdings erst
ab einer Konzentration festzustellen, die 250-Fach uber der applizierenden
Konzentration liegt. Aus diesem Grund wurden die Transportstudien bei einer
B-Estradiolkonzentration von 10 pg/mL  durchgefuhrt, da bei dieser
Konzentration noch kein toxischer Effekt zu erkennen ist. Desweiteren konnte
somit auch noch dber der Detektionsgrenze der HPLC Anlage gearbeitet
werden. Fur diese Steroidkonzentration wurde mit einer Carrier-Konzentration
von 111 pg/mL HTG bzw. 658 pug/mL 10b gearbeitet.

Die Barriereintegritdit wurde wahrend der dreistindigen Inkubation mittels
einem cellZscope®-Gerat aufgezeichnet. Die dadurch aufgezeichneten TEER-
Werte zeigten bei den Komplexen mit B-Estradiol keinerlei barriereschadigende
Wirkung der Wirkstofftransporter (siehe Anhang). Somit kann sichergestellt
werden, dass die Steroidmengen auf der basolateralen Seite ausschlief3lich
durch den Wirkstofftransport und nicht aufgrund der Durchlassigkeit der
Zellbarriere zustande kommen. Die Ergebnisse der TEER-Messungen

bestatigen ebenfalls die Daten der Zellviabilitat des Wstl-Assays.

Bei den Transportstudien von B-Estradiol wurde zudem auch der Einfluss von
fetalem Kalberserum (FKS) im DMEM-Medium auf den Transport untersucht. In
Abbildung 49 sind die absoluten B-Estradiolmengen mittels HTG, 10b und
10b/33-Komplex im Vergleich zur Gabe von p-Estradiol ohne Transporter
gezeigt. Die weil3en Balken stellen die f-Estradiolmengen mit Zugabe von FKS
und die grauen Balken die B-Estradiolmengen ohne Zugabe von FKS dar. Die
gestreiften Balken visualisieren die Estradiolmengen auf der basolateralen

Seite der Zellbarriere.
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Abbildung 49: Absolutmengen an Estradiol auf apikaler und basolateraler Seite der
Co-Kultur nach einer dreistiindigen Inkubation mit den Wirkstofftransportsystemen in

Abhéangigkeit von FKS im Zellmedium.

Bei allen drei Systemen konnte ein gesteigerter Transport von Estradiol im
Vergleich zur Inkubation von Estradiol ohne Transportsystem gezeigt werden.
Desweiteren ist eine hdhere Transporteffizienz von Estradiol in serumsfreien
Zellmedium im Vergleich zu serumshaltigem Medium zu beobachten. Zwischen
den eingesetzten Wirkstofftransporter ist allerdings kein signifikanter
Unterschied in der Estradiolkonzentration auf der basolateralen Seite zu
erkennen. Der Wirkstofftransporter mit Targetligand 10b/33 zeigt die gleichen
Effekte wie das CD-HA-Polymer ohne Ligand. Allerdings ist keine Steigerung
des Transports durch das Vorhandensein von Tf zu erkennen. Aufgrund der
mehrfachen Modifizierung des Transferrins 33 kdnnen in Lésung mehrere CD-
Hyaluronsaure-Polymere Komplexe mit den Adamantangruppen auf der
Proteinoberflache bilden. Somit kann das aktive Zentrum des Transferrins nicht
mehr vom Tf-Rezeptor erkannt werden. Dies ist ein signifikanter Unterschied

zum Ergebnis aus der SPR-Spektroskopie, in der das auf einer Transferrin-
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Derivat nur auf einer Seite mit der CD-Monoschicht Komplexe bildete und somit

das aktive Zentrum noch frei verfugbar war.

Aufgrund der schlechten Ld&slichkeit der Estradiol-Komplexe konnte trotz
Verwendung der Wirkstofftransporter nicht die gewilinschte
Estradiolkonzentration von 10 pg/mL auf der apikalen Seite vor Beginn der
Inkubation eingestellt werden. Nach Filtration von unlésbaren Bestandteilen
wurde der Transport somit mit einer niedrigeren Konzentration gestartet. Die
Estradiolldslichkeiten vor Beginn der Inkubation, sowie die
Wiederfindungsraten nach der dreistiindigen Inkubation sind in Tabelle 12

gezeigt.

Tabelle 12: Estradiolléslichkeiten in % (bezogen auf 10 ug/mL) vor der Inkubation und

die Wiederfindungsrate (%) nach der dreistiindigen Inkubation .

Léslichkeit bei 0 h  Wiederfindungsrate nach 3 h

(%) (%)
E mit FKS 12.2 48
E ohne FKS 8.7 109
HTG+E mit FKS 7.7 72
HTG+E ohne FKS 22.5 102
10b+E mit FKS 41.3 51
10b+E ohne FKS 17.6 143
10b+33+E mit FKS 38.7 36
10b+33+E ohne FKS 23.0 77

Sowohl bei freiem Estradiol als auch bei der Verwendung der polymeren
Transporter 10b und 10b/33 konnte eine hohere Estradiolléslichkeit in
Zellmedium mit FKS festgestellt werden. Nur durch den Einsatz des
HTG/Estradiol-Komplexes zeigt sich eine hohere Estradiolléslichkeit ohne
Vorhandensein von FKS im Medium. Serum Proteine wie das bovine
Serumalbumin (BSA) konkurrieren mit dem Estradiol um die freie Kavitat der
CcDs**". Da im Falle des HTG/E-Komplexes eine geringere Anzahl freier CD-
Molekule im Vergleich zum 10b/E bzw. 10b/33/E-Komplex vorliegen, verringert
BSA hier die Solubilisierungseffizienz des HTG besonders. Daraus folgt, dass
die polymeren Transporter einen besseren Solubilisierungseffekt bei

Vorhandensein von FKS aufweisen, HTG hingegen ohne FKS im Zellmedium.
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In einer weiteren Messserie wurde der intestinale Estradioltransport nur in
serumsfreien Zellmedium durchgefihrt. Diesmal wurden zusatzlich auch
Proben Innerhalb der Zellschicht auf Vorhandensein von Estradiol analysiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 50 grafisch dargestellt.

I apikal
Y] basolateral
5,0 9| B&in zellen

Estradiol [ug]

E HTG+E 10b+E 10b+33+E
Wirkstofftransportsystem

Abbildung 50: Absolutmengen an Estradiol auf apikaler und basolateraler Seite sowie in
den Zellen der Co-Kultur nach einer dreistindigen Inkubation mit den

Wirkstofftransportsystemen.

Nach der dreistindigen Inkubation liegt bei Verwendung von freiem Estradiol
sowohl auf apikaler Seite, auf basolateraler Seite als auch in den Zellen
ungefahr die gleiche Menge an Steroid vor. Mithilfe der Wirkstofftransporter
konnten hohere Estradiolmengen in Lésung gebracht werden und auch eine
hohere Transporteffizienz ist zu verzeichnen. Mittels HTG konnte nach der
Inkubation in allen drei Kompartimenten zusammen eine Estradiolmenge von
2.30 ug festgestellt werden. Dies entspricht einer Wiederfindungsrate von
102% (siehe Tabelle 12). Als Wiederfindungsrate wird die Addition der
Steroidmengen auf apikaler und basolateraler Seite sowie innerhalb der

Zellschicht nach der dreistindigen Inkubation im Verhéltnis zu den
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Steroidmengen gesetzt, die vor Beginn der Inkubation auf der apikalen Seite
bestimmt wurden. Insgesamt lasst sich schlussfolgern, dass durch die
Wirkstofftransporter eine 2.2- bis 2.5-Fach hdhere Transporteffizienz im
Vergleich zu freiem Estradiol erzielt werden konnte. Die Steroidmengen
innerhalb der Zellbarriere sind allerdings durch die CD-Transporter nicht
gestiegen. Dies zeigt, dass die Transporter nur fur den Transport Uber die
Zellbarriere geeignet sind und nicht fur den Transport des Wirkstoffes in die

Zellbarriere.

Aufgrund der guten Ergebnisse beim Transport von Estradiol Uber die
Darmbarriere, wurde der Transport von Dexamethason mit dem gleichen
Prinzip untersucht. Um eine Dexamethasonkonzentration von 10 pg/mL zu
erreichen, wurden Carrierkonzentration von 148 pg/mL HTG bzw. 457 pg/mL
10b eingesetzt. Ahnlich zu den TEER-Messungen der Estradiol-Komplexe,
beeinflussen die Dexamethason-Komplexe nicht die Integritat der intestinalen
Zellbarriere (siehe Anhang). Der intestinale Transport von Dexamethason
wurde ebenfalls in serumsfreiem Zellmedium durchgefuhrt. Nach einer
dreistindigen Inkubation wurde die Dexamethasonkonzentration auf apikaler
Seite und auf basolateraler Seite sowie in den Zellen bestimmt (siehe
Abbildung 51). Auch hier konnte aufgrund der schlechten Léslichkeit der
Dexamethason-Komplexe trotz Verwendung der Wirkstofftransporter nicht die
gewilinschte Dexamethasonkonzentration von 10 ug/mL auf der apikalen Seite
vor Beginn der Inkubation eingestellt werden. Nach Filtration von unlésbaren
Bestandteilen wurde der Transport somit mit einer niedrigeren Konzentration
(15.3% bei 10b/D bis 36.9% bei HTG/D) gestartet. Deutlich ist zu erkennen,
dass die Loslichkeit von Dexamethason nicht in dem Malie durch die
Wirkstofftransporter gesteigert werden konnte als die L&slichkeit des [-
Estradiols. Nur durch das HTG-Monomer konnte eine bessere Ldslichkeit des
Dexamethasons auf der apikalen Seite beobachtet werden. Zudem liegt der
Transport von Dexamethason Uber die Darmbarriere durch HTG um das 1.5-
Fache hoher, wahrend der Transport mit 10b um das 2.1-Fache geringer
ausfallt. Die Dexamethasonmengen auf der basolateralen Seite durch
Verwendung von 10b/33 sind auf dem Niveau von der Applikation von

Dexamethason ohne Carriersystem.
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Abbildung 51: Absolutmengen an Dexamethason auf apikaler und basolateraler Seite
sowie in den Zellen der Co-Kultur nach einer dreistiindigen Inkubation mit den

Wirkstofftransportsystemen.

Daraus lasst sich schlieBen, dass die Wirkstofftransporter nur selektiv fur die
Wirkstoffe mit sehr guten Fullgraden zu empfehlen sind. Da Dexamethason nur
einen Fillgrad von 26mol% mit 10b aufweist (vgl. Fillgrad des B-Estradiol von
71mol%), sind die CD-Derivate nicht in der Lage, eine Verbesserung des

Transports von Dexamethason Uber die Darmbarriere zu erzielen.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte der Einsatz von
Thioether--CD-HA-Polymeren fur den  Wirkstofftransport durch den
Gastrointestinaltrakt validiert werden. Durch Komplexierung von diversen
Sexualhormonen und Glucocorticoiden mit Thioether-B-CD-Derivaten, lasst
sich deren Wasserloslichkeit erheblich steigern. Die stabilsten Komplexe
konnte hierbei das 7-Fach negativ geladene HSES mit den Sexualhormonen
Progesteron (Ks = 3.16:10° M™) und B-Estradiol (Ks = 2.73-10° MY). Unter den
Glucocorticoiden  wurde  Dexamethason am  starksten  von HTG
(Ks= 4.50-10° M™') komplexiert. Um die Verweildauer der Thioether-B-CD-
Derivate im Organismus zu erhdhen, wurden B-CD-Polymere aus HTG bzw. 1
und Hyaluronsaure gebildet. Um die CD-Derivate an HA zu binden, musste
eine Aminogruppe in einer Monofunktionalisierung eingefihrt werden. Hierbei
stellte sich die Verwendung eines Ethylendiamin-Spacers als beste Wabhl
heraus, da 2-4-Fach hohere Ausbeuten erzielt wurden. Flr den zielgerichteten
Wirkstofftransport wurden die humanen Proteine Lysozym und Transferrin mit
Adamantangruppen Uber einen TEG-Spacer modifiziert. Dadurch konnten die
Proteine lUber Wirt-Gast-Wechselwirkungen an das CD-HA-Polymer geknupft
werden. Die Adamantylierung erfolgte Uber die Aminogruppen der Lysin-
Seitenketten und konnte mithilfe von drei synthetisierten Adamantan-TEG-
Derivaten (26, 24 und 27) realisiert werden. Die Anzahl an Adamantangruppen
war von der verwendeten reaktiven Gruppe am TEG-Spacer und der
Reaktionszeit abhangig. Das Isothiocyanat-Derivat 26 ermoglichte hierbei
hohere Adamantylierungsraten als das Immidazolid-Derivat 24. Zur
Identifizierung der modifizierten Lysingruppen wurden die Proteine tryptisch
verdaut, mittels MALDI-Spektroskopie analysiert und die raumliche Struktur
mittels computerchemischen Methoden visualisiert. Die eingefihrten
Adamantangruppen waren dabei nicht in der Nahe der aktiven Zentren der
Proteine lokalisiert. Die Dissoziationskonstanten der adamantylierten
Transferrine 33 und 34 und des adamantylierten Lysozyms 29 an der
Thioether-B-CD-Monoschicht wurden Uber SPR-Spektroskopie bestimmt. Die

Dissoziationskonstanten waren dabei abhangig von der Anzahl der
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Adamantangruppen auf der Proteinoberflache. Die adamantylierten
Transferrine konnten nach Immobilisierung auf der CD-Oberflache immer noch
von dessen Antikorper erkannt werden. Desweiteren waren fur die
Immobilisierung nicht benoétigte Adamantangruppen weiterhin  far die
Komplexierung mit dem CD-HA-Polymere 10b zuganglich. Der intestinale
Wirkstofftransport  wurde mit  pB-Estradiol und Dexamethason als
Modelverbindungen in einem in-vitro-Assay an einer Co-Kultur untersucht. Als
Wirkstofftransporter wurden das HTG-Monomer und das HTG-HA-Polymer 10b
mit und ohne Zusatz von 33 als targetspezifischen Liganden verwendet. Der
intestinale Transport von [-Estradiol konnte durch die Verwendung des
polymeren Wirkstofftransporters 10b um das 2.5-Fache gesteigert werden. Die
in dieser Arbeit hergestellten Wirkstofftransporter basieren auf einer Art
Baukastensystem, in dem jede einzelne Komponente separat hergestellt
werden kann. Fur das gewtnschte System werden die Komponenten im
wassrigen Puffersystem zueinander gegeben. Hierbei werden keine toxischen
Kopplungschemikalien  bendtigt und es sind eine Vielzahl a
Kombinationsmoglichkeiten gegeben. Alle Bestandteile sind biologisch
abbaubar und die Molmasse der supramolekularen Systeme liegt tber 30000
Da, wodurch eine langsame Ausscheidung durch die Niere gewé&hrleistet
ist!248],

Trotz der Erfolge des Wirkstofftransports mithilfe der hergestellten CD-HA-
Polymere bedarf es weiterhin an Optimierung. So kénnen in Zukunft noch
andere Thioether-B-CD-Derivate an die Hyaluronsdure gebunden werden, um
eine noch bessere Bindungsfahigkeit zu entsprechenden Wirkstoffen zu
erzielen. Desweiteren kann der Transport anderer hydrophober steroidaler
Wirkstoffe nach peroraler Applikation tUber den Gastrointestinaltrakt analysiert
werden. So wird z.B. das synthetische Glucocorticoid Budesonid fur die 6rtliche

Behandlung von Darmerkrankungen eingesetzt!?*),

In weiteren Experimenten kénnen die Thioether-B-CD-Hyaluronséaure-Polymere
auch far den Wirkstofftransport Uber andere biologische Barrieren getestet
werden. So sollte durch den Uberexprimierten Transferrin-Rezeptor an den
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke der Transport von hydrophoben

Wirkstoffen zum Gehirn verbessert werden?%%,
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Um einen zielgerichteten Transport zu gewdahrleisten kdnnen neben Proteinen
auch andere zellspezifische Liganden mit Adamantangruppen modifiziert

werden. Hierfir bieten sich z.B. Antikérper, RGD-Peptide oder Zuckerderivate
anl7:251.252]

Im Bereich des Nukleotid-Transports kénnen CD-HA-Polymere mit
adamantylierten Proteinen als targetspezifischen Liganden ebenfalls eingesetzt
werden. Nach Bildung von kationischen DNA-Polyrotaxan-Nanopartikeln
kénnen die anionischen CD-HA-Polymere elektrostatisch auf der Oberflache
der Nanopartikel gebunden werden. Im zweiten Schritt kann durch Zugabe von
adamantylierten Proteinen die Oberflache des Nanopartikels targetspezifisch
modifiziert werden. Gleichzeitig &ndert sich durch die Zugabe der anionischen
HA die Oberflachenladung des Nanopartikels. Die negative Oberflachenladung
verhindert die unspezifische Aufnahme der Nanopartikel in Zellen!?®3. Somit
werden die Nanopartikel hauptsachlich von den Zellen aufgenommen, die tber
die speziellen Targetfunktionen an der Oberflache der Zellmembran

verfiigen!?®¥,
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9 Experimenteller Teil

9.1 Materialien

Zur Absolutierung der Ldsemittel wurde DCM Uber Phosphorpentoxid und
Triethylamin tber Calciumhydrid getrocknet. DMF, DMSO und Dioxan wurden
Uber einem Molekularsieb gelagert. Alle Reaktionen mit Verwendung von

absolutem Losemittel wurden unter Stickstoffatmosphare durchgefihrt.

Zur Synthese wurden Chemikalien der Firmen Sigma-Aldrich (St. Louis, USA),
Thermo Fisher Scientific (New Jersey, USA), TCI (Zwijndrecht, Belgien), Alfa
Aesar (Landau, Deutschland), Carbolution (Saarbricken, Deutschland) und des

Chemikalienlagers der Universitat des Saarlandes verwendet.

Die Steroidwirkstoffe wurden von TCI, Sigma Aldrich und Carbosynth
(Compton, UK), die kommerziell erhaltlichen B-CD-Derivate von Wacker
Chemie (Munchen, Deutschland) und Ligand Pharmaceuticals (San Diego,
USA) bezogen. Die humanen Proteine wurden von Sigma Aldrich (St. Louis,
USA) und AppliChem (Darmstadt, Deutschland) erworben. Der Transferrin D-9
Antikorper wurde von Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA) und die
Hyaluronsaure von Dagmar Kohler (Sonsbeck, Deutschland) verwendet.
Trypsin von der Bauchspeicheldrise des Schweins, welches eine Aktivitat von
1645 U/mg misst, wurde von Fluka (Deisenhofen, Deutschland) und das 4700
Proteomics Analyser mass standard kit wurde von Applied Biosystems

(Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Alle far die Zellkultur verwendeten Gebrauchsmaterialien waren vom Hersteller
steril verpackt oder wurden vor Ingebrauchnahme autoklaviert. Um
Kontaminationen durch Mikroorganismen zu vermeiden, sind samtliche
zellbiologische Methoden unter aseptischen Bedingungen durchgefuhrt

worden.

Die verwendete Dickdarmtumorzelllinie Caco-2 wurde von der Deutschen
Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland) bezogen. Die Zelllinie HT29-MTX-E12 stammte von
Sigma-Aldrich. Das Zellkulturmedium (DMEM, mit hohem Glucosegehalt, 4.5

g/L), die Antibiotika und alle Puffer und Ldsungen fir die zellbiologischen
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Untersuchungen wurden bei ThermoFisher Scientific (Darmstadt, Deutschland)
erworben. Die Transwell inserts mit einem Porendurchmesser von 3.0 pum und
einem Wachstumsbereich von 1.12 cm? wurden von Corning (Amsterdam,
Niederlande) bezogen. Der Wst-1 Zellproliferationsreagent Assay stammte von

Roche (Mannheim, Deutschland)

9.2 Methoden

¢ NMR-Spektroskopie

Die 'H-, *C-, H,H-COSY- und C,H-COSY- NMR-Spektren der synthetisierten
Verbindungen wurden mit dem Magnet System 400 MHz Ultra shield plus
Kernresonanzspektrometer der Firma Bruker BioSpin (Karlsruhe, Deutschland)
aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in parts per million (ppm)
bezogen auf Tetrametylsilan angegeben. Zur Auswertung wurde das Programm
ACD/NMR Processor Academic Edition 12.01 der Firma Advanced Chemistry
Development Inc (Toronto, Kanada) genutzt. Folgende Bezeichnungen der
Signale wurden gewabhlt: s (Singulett), d (Duplett), t (Triplett), m (Multiplett) und
br s (breites Signal).

Die 2D-ROESY-NMR-Spektren der Steroid-HSES-Komplexe wurden mit einem
500 MHz NMR-Spektrometer der Firma Bruker aufgenommen. Dabei wurde die
Standardroutine ,roesyphpr gewahlt. Die Daten bestanden aus NS = 8 Scans,
welche Uber 2048 Komplexpunkte mit einer Spektralweite von 5200 Hz
zusammengelegt wurden. Die Mischzeit (P15) betrug 300 ms, die
Wiederholverzogerung (P1) 2s und die Aufnahmezeit 0.2 s. Die 90° Pulsweite
(P1) umfasste 11.5 pus bei einer Leistungsdampfung von PL1W = 33.44 W. Die

Komplexe sind mit einer Wirt-Konzentration von 4Gew% gebildet worden.

e Infrarotspektroskopie (FT-IR-Spektroskopie)

Zur Aufnahme der IR-Spektren wurde auf das FT-IR-Spektrometer Tensor 27
der Firma Bruker Optics GmbH (Ettlingen, Deutschland) zurtckgegriffen. Die

Auswertung der Spektren erfolgte mithilfe der dazugehdrigen Software OPUS.
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e Massenspektrometrie mittels Elektrospray-lonisation (ESI-MS)

Zur Charakterisierung der niedermolekularen Bausteine wurde zum einen das
LC/MS-Gerat Micromass ZQ-4000 der Firma Waters GmbH (Eschborn,
Deutschland) im Arbeitskreis von Prof. Wenz und zum anderen das APl 2000
Triple Quad der Firma ABSciex (Ontario, Kanada) aus dem Arbeitskreis von

Prof. Volmer verwendet.

e Dinnschichtchromatographie (DC)

Zur Bestimmung des Reaktionsverlaufs wurden far die
Dunnschichtchromatographie (DC) Fertigfolien (Silica on TLC Alu foils) der
Firma Sigma-Aldrich verwendet. Die Detektion der niedermolekularen Produkte
erfolgte  durch Eintauchen der DC-Platten in eine  basische

Kaliumpermanganatlésung.

Die Detektion der Cyclodextrin-Derivate erfolgte durch Eintauchen in eine
schwefelsaure Ethanol-Lésung und anschlieBender Erwarmung, die
Aldehydbestimmung durch eine schwefelsaure 2-Aminobiphenyl-Ldsung.
Hierzu wurden 100 mg 2-Aminobiphenyl in 10 mL Ethanol gelést und mit
gleichen Teilen 20%iger Schwefelsdure gemischt. Nach Eintauchen in die
Losung wurden die DC-Platten kurz auf 100°C erhitzt. Die Detektion erfolgte
mittels UV-Licht bei 365 nm.

e Ultrafiltration
Ultrafiltration der Proteine

Zur Aufreinigung der Proteine wurden die Zentrifugalkonzentratoren des Typs
Vivaspin 2 (PES-Membran, Ausschlussgrenze 3 kDa) und des Typs Vivaspin 4
(PES-Membran, Ausschlussgrenzen 5 kDa und 10 kDa) der Firma Sartorius
Stedim Lab Ltd (Stonehouse, UK) genutzt. Zudem wurde die Zentrifuge Rotina
35 der Firma Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Deutschland) eingesetzt. Dabei

wurde mit 5000 UpM zentrifugiert.
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Ultrafiltration der Cyclodextrin-Derivate

Die Aufreinigung der Cyclodextrin-Hyaluronsaure-Polymere wurde mittels
kontinuierlicher Cross-Flow-Ultrafiltration zuerst gegen 0.05 M NaCl und dann
gegen entionisiertes Wasser durchgefuhrt. Hierfir wurden Zellen des Typs
Vivaflow 200 (Hydrosat, Ausschlussgrenze 10 kDa) der Firma Sartorius

(Gottingen, Deutschland) verwendet.

e Lyophilisation
Beim Gefriertrocknen wurden die wassrigen Losungen im

Isopropanol-Trockeneis-Bad eingefroren und am Lyophilisator Alpha 1-4 der

Firma Christ (Osterode am Harz, Deutschland) getrocknet.

e LoOslichkeitsisothermen der Steroidwirkstoffe

Zur Aufstellung von Phasenléslichkeitsisothermen wurden Lésungen der 3-CD-
Derivate (0-6 mM, 1mL) in isotonischem HEPES-Puffer (10mM, 0.154 M NacCl,
pH 7.4) mit einem Uberschuss an Steroidwirkstoff fir 18 h bei 25°C geriihrt.
Die Suspension wurde mit einem Spritzenfilter (Kinesis Group, Mixed
Cellulose-Membran, 0.45 um) filtriert. Die Ld&slichkeit der Steroide aus den
Komplexen mit den B-CD-Derivaten natives [-CD, HP-B-CD und SBE-B-CD
wurde mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt. Die Extinktionskoeffizienten der

eingesetzten B-CD-Derivate sind in Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13:Extinktionskoeffizienten der f-CD-Derivate in HEPES-Puffer bei 240 nm.

CD-derivatives g in HEPES
(——r—)

mol-cm
B -CD 4
HP-B-CD 2
SBE7-B-CD 10
HSES 260
HTMT 583
HTG 256

Die UV-Vis Spektren der steroidalen Wirkstoffe wurden mit dem Spektrometer

der Firma Thermo Fisher Scientific (Model Evolution 220) (Massachusetts,
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USA) in einer Glaskuvette in HEPES-Puffer aufgenommen. Im Scanmodus
wurden die Spektren im Bereich von 200-600 nm mit einer
Scangeschwindigkeit von 100 nm/min und einer Bandbreite von 1 nm
gemessen. Die Steroid-Konzentration wurde aus der UV-Absorption der
Losung, welche mit der UV-Absorption des Wirtmolekils subtrahiert wurde, bei
der gleichen Wellenlange bestimmt. Die graphische Darstellung der
Loslichkeitsisothermen erfolgte mit dem Programm OriginPro 8G.

Die Loslichkeit der Steroide aus den Komplexen mit den [B-CD-Derivaten
HSES, HTMT und HTG wurde mittels HPLC bestimmt. Die Steroidkonzentration
wurde mit einer LiChrospher 100 RP-18 5 pm 125x4 mm S&ule und einem
Spectraflow 501 UV-Detektor (Eluent: MeOH/Phosphatpuffer 60/40 oder 70/30
(0.5% NEts, pH 6.38)!?%%! Flussgeschwindigkeit: 1mL/min, Injektionsvolumen 20
puL) bestimmt. Die HPLC-Daten der untersuchten Steroide sind in Tabelle 14

dargestelit.
Tabelle 14: HPLC-Daten der untersuchten Steroidwirkstoffe

Steroidwirkstoff Retentionszeit Eluent Absorptionswellenlénge

(min) (MeOH/Phosphat Puffer) (nm)
Testosteron 3.31 70/30 240
B-Estradiol 2.98 70/30 280
Progesteron 5.65 70/30 240
Hydrocortison 2.76 60/40 240
Prednison 2.25 60/40 240
Dexamethason 3.63 60/40 240
Finasterid 3.08 70/30 240

e Ldslichkeitsmessungen der Steroidwirkstoffe

Fir die Bestimmung der Loslichkeit der Steroide wurden Lésungen der B-CD-
Derivate und von HSA (4Gew%, 1 mL) im isotonischen HEPES Puffer mit
einem Uberschuss an Steroidwirkstoff fur 18 h bei 25°C gerihrt. Die
Konzentrationen der Steroide wurden wie oben beschrieben mittels UV-Vis und
HPLC analysiert. Mit Verwendung von HSA als Carrier wurden die Steroide aus
der wassrigen Phase dreimal mit n-Octanol extrahiert. Zur besseren
Phasentrennung wurden die vereinigten organischen Phasen zentrifugiert. Die
organische Phase wurde auf ein definiertes Volumen aufgefillt und die

Konzentration des Steroids mittels UV-Vis-Spektroskopie sowie dem
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entsprechenden  Extinktionskoeffizienten in  n-Octanol ermittelt. Die
Extinktionskoeffizienten der Steroide in Ethanol und n-Octanol sind in Tabelle
15 aufgelistet.

Tabelle 15: Extinktionskoeffizienten der Steroidwirkstoffe in Ethanol und n-Octanol.

Steroidwirkstoff Absorptionswellenldange gin Ethanol & in n-Octanol

(nm) L L
(mol-cm) (mol-cm)
Testosteron 240 15100 16300
B-Estradiol 282 2318 2059
Progesteron 240 16500 15600
Hydrocortison 241 15800 15500
Prednison 238 14700 15400
Dexamethason 239 15500 15700
Finasterid 240 1588 1566

e Amindetektion mittels Trinitrobenzylsulfonsdure (TNBSA)

Zur Bestimmung des Amingehalts der modifizierten CD-Derivate wurde eine
verdunnte Trinitrobenzylsulfonsdure (TNBSA)-L6sung aus 10 pL einer 5%igen
TNBSA Lésung in  Methanol und 4990 ppL eines 0.1 M
Natriumhydrogencarbonat-Puffers (pH 8.5) frisch hergestellt. 250 pL der
verdinnten TNBSA-LOsung wurden mit 500 puL der Analyt-L6sung gut gemischt
und fir 2h bei 37°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 125 pL einer
1 M HCI dazugegeben. Die Absorption der Losung wurde anschlieBend mit
dem UV-Vis-Spektrometer der Firma Thermo Fisher Scientific (Model Evolution
220) bei 335 nm gemessen. Zur Kalibrierung wurden definierte
Konzentrationen einer Mono-Cystaminyl-B-CD-L6sung (10-100 nM) verwendet.
Die Kalibierkurve wurde mit dem Programm OriginPro 8G erstellt. Diese ist im

Anhang zu finden.

e Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation Massenspektrometrie
Probenvorbereitung fur tryptischen Verdau

Zur Bestimmung der genauen Modifizierungsposition im Protein wurden je eine
10 puM Proteinlésung in 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer hergestellt.
Zu 20 pL dieser Proteinlésung wurden 5 pL 2-Mercaptoethanol dazugegeben

und fir 30 min auf 100°C erhitzt. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur (RT)
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wurde 1 pL einer Trypsinlésung (Img/mL in 25 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer) hinzugegeben. Im Anschluss wurde die
Losung fur 3 h bei 37°C inkubiert. 5 uL der tryptisch verdauten Proteinlésungen
wurden mit 5 pL einer gesattigten a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure-Losung
(HCCA-Lo6sung) in 70% ACN und 1% TFA gemischt. Von jeder Probe wurden
5 Spots auf eine polierte MALDI-Target-Platte aufgetragen und getrocknet.

Probenvorbereitung zur Bestimmung der Gesamtmasse

Um die Gesamtmasse der Proteine zu bestimmen, wurden je eine 10 uM
Proteinlésung in 25 mM Ammoniumhydrogencarbonatpuffer hergestellt. 5 pL
der Proteinldsung wurden mit 5 pL einer gesattigten Matrix-Losung (in 70%
ACN, 1% TFA) gemischt. Als Matrix wurde fur Lysozym HCCA und fir
Transferrin Sinapinsaure verwendet. Von jeder Probe wurden 5 Spots auf eine

polierte MALDI-Target-Platte aufgetragen und getrocknet.
Aufnahme der MALDI-Spektren

Die MALDI-Spektren wurden an einem 4800 TOF/TOF Analysator
Massenspektrometer  (Applied  Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
aufgenommen. Dabei wurde im positiven Reflektormodus mit einem gepulsten
200 Hz Festphasen Nd:YAG Laser (Wellenlange 355 nm, Laserenergie
2700-3200 Units) gemessen.

Die Spannung an Ausgang 1 wurde auf 20 kV gesetzt und mit einer
Netzspannung von 16 kV versorgt. Die Spannung des Spiegel-Detektors lag
bei 2.19 kV. Die Spektren der Standard-Peptide fur die Kalibrierung wurden mit
einer Verzdgerungszeit von 600 ns gemessen und lagen zwischen 0.8 und
4 kDa (des-argl-bradykinin, angiotensin I, glul-fi brinopeptide B, ACTH 1-17
clip, ACTH 18-39 clip und ACTH 7-38 clip). Ein Massenspektrum wurde aus
20 Sub-Spektren pro Spot gebildet. Jedes Sub-Spektrum wurde aus
25 Laserimpulsen gebildet. Nur die Monoisotopischen lonen der Standard-
Peptide mit einem Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N) von 20 und einer Auflésung
> 10000 wurden verwendet. Die Massentoleranz wurde auf 0.3 Da mit einem
minimalen Abweichung von 5 ppm gesetzt. Die Kalibrierungseinstellungen

wurden zum Messen der Realproben der Proteine im Bereich 1-3.5 kDa mit
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einem minimalen S/N von 10 und einer Auflésung von >8000 verwendet. Ein
interner Algorithmus definierte die Flache der Isotopencluster (nachfolgend
Intensitat genannt), basierend auf dem Molekulargewicht der Peptide und ihrer

elementaren Zusammensetzung.

Zur Auswertung der Spektren wurde die Data Explorer® Software der Firma
Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland) verwendet.

Datenbankvergleich

Durch Vergleich der erhaltenen Signale in den Massenspektren mit der Mascot-
Datenbank (Matrix Science Inc, Boston, USA) konnten die nativen Proteine
bestimmt werden. Ebenfalls konnten der Datenbank nicht bekannte Signale
ausgemacht werden, welche nicht zu den nativen Proteinen zugehérig sind.
Der simulierte tryptische Verdau von Lysozym und Transferrin wurde mit der
Proteinprospector-Datenbank v 5.20.0 (UCSF Mass Spectrometry Facility, San
Francisco, USA) durchgefihrt.

e Computerchemische Methoden

Die Visualisierung der Quartarstruktur der adamantylierten Transferrine und
Lysozym wurde mithilfe der Molecular Operating Environment (MOE) Software
(Version 2018.01, Chemical Computing Group Inc., Quebec, Kanada) realisiert.
Um die Struktur der adamantylierten Proteine darzustellen, wurden die
Rotgenkristallstrukturen von humanem Holo-Transferrin (PDB Code 3Vv83)12°°!
und humanem Lysozym (PDB Code 2NWD)?°"! aus der Proteindatenbank von
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics verwendet. Das Potential
wurde auf Amberl0:EHT als Kraftfeld und fur die Solvatisierung auf R-Feld

gesetzt.

Protonierung und Entfernung von Wassermolekilen wurde mittels QuickPrep
Modul durchgefiihrt. Die Modifizierung der Lysin-Seitenketten wurde mit der
Zeichen-Funktion visualisiert. Die neuen adamantylierten Lysin-Reste wurden
mit einem Gradienten von 0.1 kcal/mol energetisch minimiert, die

Proteinoberflachen mittels ,Surfaces and maps panel® bestimmt.
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e |Isotherme Titrationskalorimetrie

Fur die ITC-Messungen wurde das Gerat ITC?® der Firma TA Instruments (New
Castle, USA) verwendet. Hierfir wurde eine Goldzelle (0.983 mL) als
Probenzelle und Referenzzelle benutzt. Die Messungen wurden bei 25°C
durchgefuhrt. Die Referenzzelle wurde mit destilliertem Wasser gefullt. Fur die
MaRlosung wurde 1-Aminoadamantan (8 mM) in PBS-Puffer gelost. Der pH-
Wert der MalBlésung wurde auf 7.2 eingestellt. Als Probeldésung wurden
wassrige Lésungen von B-CD und HTG (1 mM) in PBS-Puffer angesetzt und
der pH-Wert ebenfalls auf 7.2 eingestellt. Die CD-Lésung wurde in die
Probezelle gefullt und die Titration der Mal3lésung erfolgte in 25 Schritten zu je
10 pL.

Um Verdiunnungseffekte zu bertcksichtigen wurde die Verdinnungswéarme des
1-Aminoadamantans gemessen, um diese von den Messwerten der Titration zu
subtrahieren. Zur Bestimmung der Verdinnungswarme wurde

1-Aminoadamantan unter Messbedingungen zum PBS-Puffer ohne CD titriert.

Die Auswertung der Titrationskurven erfolgte mit der Software NanoAnalyze

der Firma TA Instruments.

e Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie

Die SPR Experimente sind am Reichert SR7500DC
Oberflachenplasmonenresonanzspektrometer (Reichert Technologies, Depew,
NY, USA) mit einem CMD500l Sensor-Chip mit geringer Dichte an
Carboxymethyldextranmatrix (XanTec Bioanalytics, Dusseldorf, Deutschland)
durchgefuhrt worden. Alle Puffer wurden vor dem Gebrauch gefiltert und

entgast.
Immobilisierung der Cyclodextrine auf dem Gold-Chip

Das Mono-amino-B-CD-Derivat 5b wurde in einer der beiden Messzellen auf
dem Gold-Chip nach standardisierter Amin-Kupplungs-Technik immobilisiert.
Die zweite Messzelle erfullte die Funktion als Referenzzelle. Fur die
Immobilisierung wurde als Laufmittel doppelt destilliertes Wasser verwendet.
Zuerst wurde das System mit 0.1 M Natriumboratpuffer (pH 9.0, 1 M NacCl)
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viermal gereinigt, um anschlielend die Carboxymethyldextran-Matrix mit 50 uL
einer wassrigen 1:1-Mischung aus 100 mM N-Ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid  hydrochlorid (EDC) und 100 mM
N-Hydroxysuccinimid (NHS) zu aktivieren. Die Aktivierung erfolgte fur 10 min
bei einer Flussgeschwindigkeit von 5 pL/min. 50uL von 5b (7 mM) in PBS-
Puffer (pH 7.2) wurde in einer der beiden Messzellen fir 10 min bei einer
Flussgeschwindigkeit von 5 pL/min injiziert. Die aktivierte Oberflache, die keine
Reaktion mit dem CD-Derivat zeigte, wurde mit 1 mM Ethanolamin hydrochlorid
fur 7 min bei einer Flussgeschwindigkeit von 5 pL/min gequencht. Nach
mehrmaligen PBS-Injektion und Spilen mit 25 mM 1-aminoadamantan konnte
ein Immobilisierungslevel von circa 2000 micro refractive index unit (LRIU)

erzielt werden.

Zum Vergleich wurde auch Monoamino-B-CD (7mM, 25 mM) mit der gleichen
Methode immobilisiert. Durch Verwendung dieses CD-Derivates konnte ein
Immobilisierungslevel von ca. 1000 pRIU eingestellt werden.

Fur einen weiteren Vergleich wurde natives Tf ebenfalls auf einem CMD500I-
Chip tber Amin-Kupplungs Technik immobilisiert®®®. Nach Aktivierung des
Chips wurde eine 1 upuM Lésung des nativen Transferrins in 10 mM
Natriumacetatpuffer (pH 5.0) fir 7 min mit einer Flussgeschwindigkeit von 10
ML/min  injiziert.  Nicht reagierte  Oberflache wurde mit 1 M
Ethanolaminhydrochlorid-Lésung (pH 8.5) mit einer Flussgeschwindigkeit von
25 puL/min fur 3 min gequencht. Nach Aquilibrierung mit 10 Pufferinjektionen

konnte ein Immobilisierungslevel von 900 pRIU erzielt werden.

Bindungsexperimente

Die Bindungsexperimente wurden bei 20°C in einem PBS-Puffer (pH 7.2) und
einer Flussgeschwindigkeit von 10 pL/min durchgefuhrt. Um das System zu
aquilibrieren, floss zunachst eine Serie von Puffer-Injektionen sowohl durch die
Referenzzelle als auch durch die Messzelle. Die Analyten (1-aminoadamantan,
vier adamantylierte Proteine 33, 34, MHaw18 und 29, deren nativen Proteine
humanes Tf und humanes Lysozyme, der Tf D-9-Antikérper und das CD-HA-

Polymer 10b) wurden in den Messkonzentrationen in PBS-Puffer geldst. Zur
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Bestimmung der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp von 1-
Aminoadamantan wurden die Analyt-Proben in aufsteigender Konzentration
unmittelbar nacheinander injiziert, ohne zwischendurch die CD-Oberflache zu
regenerieren (single-cycle kinetics). Um Kp-Werte der adamantylierten Proteine
zu ermitteln, wurde die CD-Oberflache nach jeder Injektion einer Analyt-
Konzentration regeneriert (multi-cycle kinetics). Die Assoziationszeit ist auf 120
s und die Dissoziationszeit auf 240 s festgesetzt worden. Zur Regeneration der
CD-Oberflache wurde Acetonitril (50%) oder 1-Aminoadamantan (25 mM) dem
PBS-Puffer zugesetzt. Die Regeneration des immobilisierten nativen
Transferrins erfolgte durch Injektion von 10 mM Glycinhydrochlorid (pH 2.0) far

30 s bei einer Flussgeschwindigkeit von 50 pL/min.

Die Datenaufbereitung wurde mithilfe der Scrubber Software (Version 2.0c,
2008, BiolLogi Software) vorgenommen. Die Sensorgramme wurden durch
Subtraktion der Signale der Referenzzelle von den Signalen der Messzelle
erhalten. Ebenfalls wurden die Signale des PBS-Puffers als Blank gesetzt. Die

Resonanz-Signale wurden in uRIU oder in resonance unit (RU) widergegeben.

e Zellbiologische Methoden
Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung beider Zelllinien erfolgte im Standardkulturmedium DMEM,
supplementiert mit 10% (v/v) fetalem Kalberserum (FKS), 100 Units/mL
Penicillin und 100 ug/mL Streptomycin, wahlweise in einer T75 oder T175
Zellkulturflasche. Die Zellen wurden bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit
und 5% CO,-Atmosphére kultiviert.

Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden bei einer Zelldichte von etwa 90% mithilfe von Trypsin-
EDTA-L6sung abgelost, zentrifugiert und in frischem Zellkulturmedium
aufgenommen. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels automatischem

Zellzahlsystem CASY TT (Omni Life Science, Bremen, Deutschland).
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Zellaussaat

Die Caco-2 und HT29-MTX-E12-Zellen wurden als Co-Kultur im Verhaltnis 9:1
(Caco-2:HT29-MTX-E12) ausgesat. Die Zellen wurden fir den Toxizitatstest fur
24 h in einer 96-Loch-Platte (0.1x10° Zellen/Well) und fiir die Transportstudie
fur 21 Tage auf Transwell®-Inserts (1.0 x 10° Zellen/Insert) kultiviert. Dabei

erfolgte an jedem zweiten Tag ein Wechsel des Mediums.

Vorbereitung der Testsubstanzen

Die Ldslichkeitsisothermen zwischen Estradiol bzw. Dexamethason mit 10b
wurden wie oben beschrieben hier in DMEM Medium bestimmt. Zur Herstellung
der Komplexe fiir die Transportstudie wurde ein Uberschuss an CD-Derivat 10b
in 10 mM HEPES Puffer (0.154 M NaCl, pH 7.4) geldst und 0.30 Aquivalente an
Steroid und gegebenenfalls 0.02 Aquivalente adamantyliertes Tf 33
hinzugegeben. Die Komplexe wurden fur 20 h bei Raumtemperatur gerihrt und
anschlieBend gefriergetrocknet. Die Lyophilisate der Wirkstoffkomplexe mit 10b
bzw. 10b/33 wurden fur eine Ausgangskonzentration von 1 mg/ml an Wirkstoff
(Estradiol oder Dexamethason) in entsprechendem Volumen an
Zellkulturmedium aufgenommen. Zur Komplexbildung erfolgte eine einstindige
Inkubation unter leichtem Schutteln bei Raumtemperatur. Nach Filtration durch
einen 0.2 um PES Filter wurde die bendtigte Menge der Stocklésung in
Zellkulturmedium pipettiert, um eine Wirkstoffkonzentration von 0.4, 10 oder
100 pg/ml einzustellen.

Toxizitatsassay in 96-Loch-Platten

Nach einer 24-stindigen Adhasionsphase wurden die Zellen in den 96-Loch-
Platten fir 3 Stunden bei 37°C mit den Testsubstanzen (0.4-100 pg/ml)
inkubiert. Als Kontrolle wurde frisches Zellkulturmedium ohne
Wirkstofftransportsystem  verwendet. Am  Ende der dreistindigen
Expositionsdauer wurde das zytotoxische Potenzial mittels Wst-1 Assay
(Roche, Germany) gemdafl} Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die

Absorption wurde bei 450 nm (Referenzwellenlange 690 nm) bestimmt. Dabei
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wurde das Zellkulturmedium inkl. Wstl-Reagenz als Hintergrund gemessen.
Die Viabilitat nach Zugabe der Kontrolle wurde auf 100 % gesetzt.

Transportstudie der Testsubstanzen auf Transwell®-Inserts

Nach einer 21-tagigen Wachstums- und Differenzierungsphase auf Transwell®-
Inserts wurden die Testsubstanzen in einer Wirkstoffkonzentration von 10
pg/ml in  serumhaltigen oder serumfreien Zellkulturmedium auf apikaler
Zellseite zugegeben. Auf basolateraler Zellseite wurden 8.6 mg/mL HSES dem
Zellkulturmedium zugesetzt, um eine ausreichende Ld&slichkeit zur Detektion
auf der basolateralen Zellseite zu gewahrleisten. Nach drei Stunden wurden
Proben auf apikaler sowie basolateraler Seite fiur die weitere Analyse
entnommen. Die Zellbarriere wurde mit PBS gewaschen und fur 30 min mit
0.05% Trypsin-EDTA bei 37°C inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden im
RIPA Puffer (Zelllysepuffer, 150 mM NaCl, 1% NP-40 (Tergitol), 0.5%
Natriumdeoxycholat, 0.1% Natriumdodecylsulfat und 50 mM TRIS) wahrend
einer Ultraschallbehandlung (10 s) lysiert. Proben der lysierten Zellen wurden

ebenfalls zur Bestimmung der Steroidkonzentrationen genommen.

Probenaufarbeitung

Die Steroidkonzentrationen auf apikaler und basolateraler Zellseite sowie in
den lysierten Zellen wurden durch HPLC Messungen bestimmt. Zuerst wurde
das Zellmedium der Proben jeweils dreimal mit tert-Butylmethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mittels SpeedVac (Thermo
Electron Corporation, 35°C, 0.1 bar, 30 min) eingedampft und der Rickstand
im Eluent (MeOH/Phosphatpuffer 70/30 (0.5% NEt;, pH 6.38) aufgenommen.
Die Steroidkonzentration wurde mit einer LiChrospher 100 RP-18 5 pm
125x4 mm Saule wund einem Spectraflow 501 UV-Detektor (Eluent:
MeOH/Phosphatpuffer 70/30 (0.5% NEts, pH 6.38)!**%! Flussgeschwindigkeit:

ImL/min, Injektionsvolumen 20 pL) bestimmt.
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Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER)

Die auf Transwell®-Inserts gewachsene Zellbarrieren wurden jeden Tag der
21-Tagigungen Wachstumsphase in das Zellmodul des automatischen
Messsystems cellZscope® (Nano Analytics GmbH, Minster, Deutschland)
uberfuhrt, um den transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER-Wert) und
damit die Dichte der Zellbarriere zu bestimmen. Wahrend der dreistiindigen
Inkubation mit den Testsubstanzen wurde der TEER-Wert alle 60 min
aufgenommen um eine eventuell auftretende barriereschadigende Wirkung der

Testsubstanzen zu bestimmen.
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9.3 Praperativer Tell

e Synthese der Thioether-B-CD-Derivate

Heptakis-(6-deoxy-6-thioglycol)-B-CD 1
HO

Unter Stickstoffatmosphare wurden 14.40 g (9.16 mmol, 1 Ag.) Heptakis (6-
desoxy-6-bromo)-B-CD in DMF4s. (100 mL) vorgelegt und 11.3 mL (161 mmol,
2.5 Ag./Glucose) 2-Mercaptoethanol und 22.3 mL (161 mmol, 2.5 Ag./Glucose)
destilliertes Triethylamin dazugegeben. Die Losung wurde fur 3 d bei 60°C
geruhrt. Nach Abkuhlung auf RT wurde das Reaktionsgemisch auf die Halfte
eingeengt und das Rohprodukt aus 500 mL kaltem Aceton gefallt. Der
erhaltene Feststoff wurde abgesaugt und aus Wasser/Aceton (5:2)

umkristallisiert. Das Produkt wurde am Hochvakuum (HV) getrocknet.

Ausbeute: 10.195 g (6.553 mmol), 72%
DC: Rt = 0.64 (Isopropanol/NH Ac 2:1)
'H-NMR: S/ppm (DMSO-d® 400 MHz) = 5.93 (d, 7H, 3J = 6.4 Hz,

OH-2), 5.83 (d, 7H, 3%J = 1.6 Hz, OH-3), 4.88 (d, 7H,
3) = 3.2 Hz, H-1), 4.72 (t, 7H, 3J = 5.2 Hz, OH-8), 3.79-3.76
(m, 7H, H-5), 3.60 (t, 7H, 3J = 8.8 Hz, H-3), 3.52 (q, 14H,
%) = 5.6 Hz, H-8), 3.40 (t, 7H, 3J = 9.2 Hz, H-4), 3.36-3.31
(m, 7H, H-2), 3.07-3.04 (m, 7H, H-6a), 2.87-2.82 (m, 7H,
H-6b), 2.65 (t, 14H, 3J = 6.4 Hz, H-7).

13C-NMR: S/ppm (DMSO-d® 100 MHz) = 102.1 (C-1), 84.5 (C-4), 72.6
(C-3), 72.3 (C-2), 71.4 (C-5), 60.8 (C-8), 35.2 (C-7), 33.3
(C-8).
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Mono-6-deoxy-6-thioglycol-aminoethylcarbamat-hexa-6-deoxy-6-thioglycol--
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1.00 g (0.64 mmol, 1 Ag.) 1 wurden in 15 mL DMF,s. gelost und 125 mg (0.77
mmol, 1,2 Ag.) CDI dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 20 h bei
60°C geruhrt und dann 0.2 mL (3.00 mmol, 4.7 Aq.) Ethylendiamin
dazugegeben und fur weitere 40 h bei 60°C geruhrt. Nach Abkthlen auf RT

wurde die Losung auf die Hélfte eingeengt und das Produkt aus 250 mL kaltem

Aceton geféllt. Der erhaltene Feststoff wurde abgesaugt, gemérsert und am HV

getrocknet.

Ausbeute:
DC:
1H-NMR:

BC-NMR:

MALDI-TOF-MS:

850 mg (0.52 mmol), 81%

R¢ = 0.77 (Isopropanol/NH,Ac 2:1)

S/ppm (DMSO-d°® 400 MHz) = 5.86 (br s, 14H, OH-2/3), 4.88
(br s, 7H,H-1/1%), 4.72 (br s, 5H, OH-8), 4.06 (br s, 2H, NH),
3.79-3.76 (m, 7H, H-5/5'), 3.60 (t, 7H, 3J = 8.8 Hz, H-3/3Y),
3.52 (t, 14H, 3J = 6.8 Hz, H-8/8%), 3.42-3.33 (m, 18H,
H-2/2/4/4/10'/11), 3.07-3.04 (m, 7H, H-6a/6a‘), 2.87-2.82
(m, 7H, H-6b/6b"), 2.65 (t, 14H, 3J = 6.8 Hz, H-7/7").

S/ppm (DMSO-d® 100 MHz) = 162.3 (C-9°), 102,0 (C-1/1%),
84.5 (C-4/4"), 74.0 (C-10°), 73.6 (C-11°), 72.5 (C-3/3"), 72.2
(C-2/2%, 71.3 (C-5/5%), 60.7 (C-8/8"), 35.2 (C-7/7%), 33.2
(C-6/6%).

M/Zexp = 1663.94 [M+Na’] (1 fach modifiziert)

M/Zheo = 1664.45 [M+Na'] (1 fach modifiziert)
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IR: Vmax/cm™® = 3288 (OH-Streck), 2915 (CH-Streck), 1662
(C=0-Streck), 1408 (CH-Deformation), 1150
(CN-Deformation), 1035 (COC-Streck), 749 (SC-Streck).

Mono-6-deoxy-6-thioglycol-aminohexylcarbamat-hexa-6-deoxy-6-thioglycol-f3-
CD 3

2.00 g (1.29 mmol, 1 Aqg.) 1 wurden in 30 mL DMFaps. gelost und 271 mg (1.67
mmol, 1.3 Ag.) CDI dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fur 24 h bei
80°C geriihrt. Danach wurden 0.9 mL (6.43 mmol, 5 Ag.) 1,6-Diaminohexan
dazugegeben und fur weitere 48 h bei 80°C geruhrt. Nach Abkihlen auf RT
wurde die Losung auf die Halfte eingeengt und das Rohprodukt zweimal aus
250 mL kaltem Aceton gefallt. Die Aufreinigung erfolgte mittels Ultrafiltration
(500 Da PES-Membran) zuerst gegen 0.05 M NaCl-Lésung und dann gegen
entionisiertes Wasser. Der Rickstand wurde lyophilisiert und es konnte ein

weilRer Feststoff isoliert werden.

Ausbeute: 1.47 g (0.87 mmol), 67%
DC: Rt = 0,77 (Isopropanol/NH Ac 2:1)
'H-NMR: S/ppm (DMSO-d® 400 MHz) = 5.88 (br s, 14H, OH-2/3), 4.87

(s, 7H, H-1), 4.79 (br s, 5H, OH-8), 3.77 (br s, 7H, H-5), 3.60
(t, 7H, 3J = 8.8 Hz, H-3), 3.50 (br s, 14H, H-8), 3.39 (br s,
7H, H-4), 3.34 (br s, 7H, H-2), 3.05-3.02 (m, 7H, H-6a), 2.95-
2.94 (m, 2 H, H-10), 2.86-2.81 (m, 7H, H-6b), 2.73 (t, 2H,
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3) = 7.4 Hz H-15), 2.64 (t, 14H, 3J = 6.8 Hz, H-7), 1.56-1.55
(m, 2H, H-14), 1.37-1.36 (m, 2H, H-11), 1.31 (br s, 2 H, H-
13), 1.26-1.23 (m, 2H, H-12).

BC-NMR: &/ppm (DMSO-d°® 100 MHz) = 161.0 (C-9), 102,0 (C-1), 84,4
(C-4), 72,6 (C-3), 72,3 (C-2), 71,4 (C-5), 60,8 (C-8), 40.4
(C-10), 38.5 (C-15), 35,2 (C-7), 33,3 (C-6), 28.9 (C-11), 26.7
(C-14), 25.8 (C-12), 25.4 (C-13).

MALDI-TOF-MS: m/zey, = 1720.00 [M+Na*] (1-fach modifiziert)
M/Ziheo = 1719.49 [M+Na'] (1-fach modifiziert)
M/Zexp = 1862.14 [M+Na"] (2-fach modifiziert)
M/Ziheo = 1861.60 [M+Na'] (2-fach modifiziert)

IR: Vmad/cm™® = 3262 (OH-Streck), 2921 (CH-Streck), 1659
(C=0-Streck), 1406 (CH-Deformation), 1150
(CN-Deformation), 1035 (COC-Streck), 750 (SC-Streck).

Heptakis-(6-deoxy-6-thioglycerin)-B-CD HTG (4)

7

Unter Stickstoffatmosphare wurden 10.00 g (6.35 mmol, 1 Aq.) Heptakis (6-
desoxy-6-bromo)-B-CD in DMFaps. (80 mL) vorgelegt und 9.6 mL (111 mmol,
2.5 Ag./Glucose) 1-Mercaptoglycerin und 15.4 mL (111 mmol, 2,5 Ag./Glucose)
destilliertes Triethylamin dazugegeben. Die Losung wurde fuir 3 d bei 60°C
geruhrt. Nach Abkuhlung auf RT wurde das Reaktionsgemisch auf die Halfte
eingeengt und das Rohprodukt aus 600 mL kaltem Aceton gefallt. Der
erhaltene Feststoff wurde abgesaugt und aus Wasser/Aceton (1:1)

umkristallisiert. Die anschlieende Trocknung fand am HV statt.
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Ausbeute: 7.37 g (4.18 mmol), 66%
DC: Rt = 0,72 (Isopropanol/NH Ac 2:1)
'H-NMR: S/ppm (DMSO-d® 400 MHz) = 5.89 (d, 7H, 3J = 6.4 Hz,

OH-2), 5.80 (s, 7H, OH-3), 4.87 (br s, 7H, H-1), 4.68 (d, 7H,
%) = 4.8 Hz, OH-8), 4.51 (t, 7H, *J = 5.6 Hz, OH-9), 3.80 (br
s, 7H, H-5), 3.62-3.57 (m, 14H, H-3/8), 3.46-3.40 (m, 7H,
H-4), 3.38-3.30 (m, 21H, H-2/9), 3.04-3.01 (m, 7H, H-6a),
2.91-2.89 (m, 7H, H-6b), 2.73-2.66 (m, 7H, H-7a), 2.60-2.53
(m, 7H, H-7b).

BC-NMR: S/ppm (DMSO-d® 100 MHz) = 102.1 (C-1), 84.2 (C-4), 72.6
(C-3), 72.3 (C-2), 71.4 (C-5), 71.3 (C-8), 64.6 (C-9), 36.7
(C-7), 34.0 (C-6).

Mono-6-deoxy-6-thioglycerin-aminoethylcarbamat-hexa-6-deoxy-6-thioglycerin-
B-CD 5

HoN

212'
11
N

7.50 g (4.25 mmol, 1 Ag.) HTG (4) wurde in 50 mL DMF,,s gelost und 1,03 g
(6.38 mmol, 1.5 Ag.) CDI wurde hinzugegeben. Die Lésung wurde fir 90 min
bei 60°C geriihrt. Nach Zugabe von 1.02 g (17.00 mmol, 4 Aq.) Ethylendiamin
wurde die Reaktion fur weitere 68 h bei 60°C gerthrt. Nach Abkuhlung auf RT
wurde die L6ésung auf die Halfte eingeengt und der Ruckstand aus 500 mL
kaltem Ethanol geféallt. Der so gewonnene weille Feststoff wurde am

Hochvakuum getrocknet.
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Ausbeute:
DC:
IH-NMR:

BC-NMR:

MALDI-TOF-MS:

7,11 g (3.84 mmol, 90%)

Rt = 0,49 (Isopropanol/NH Ac 2:1)

S/ppm (DMSO-d®, 400 MHz) = 5.90 (br s, 7 H, OH-2), 5.81
(br's, 7 H, OH-3), 4.87 (s, 7H, H-1), 4.70 (br s, 6 H, OH-8),
453 (br s, 6 H, OH-9), 3.81 (br s, 7H, H-5), 3.62-3.58 (m,
14H, H-3/8), 3.47-3.43 (m, 7H, H-4), 3.34 (br s, 23 H,
H-2/9/11/12), 3.05-3.02 (m, 7H, H-6a), 2.91-2.87 (m, 7H,
H-6b), 2.73-2.66 (m, 7H, H-7a), 2.60-2.54 (m, 7H, H-7b).
S/ppm (DMSO-d®, 100 MHz) = 145.0 (C-10), 102.1 (C-1),
84.2 (C-4), 72.6 (C-9), 72.3 (C-8), 71.4 (C-5), 71.3 (C-3),
64.7 (C-2), 64.6 (C-11/12), 36.8 (C-7), 33.9 (C-6).

M/Zexp = 1873.77 [M+Na"] (1-fach modifiziert)

M/Zneo = 1873.52 [M+Na'] (1-fach modifiziert)

M/Zexp = 1959.82 [M+Na"] (2-fach modifiziert)

M/Ziheo = 1959.56 [M+Na'] (2-fach modifiziert)

Vmaxd/cm™® = 3420 (OH-Streck), 2907 (CH-Streck), 1696

(C=0-Streck), 1399 (CH-Deformation), 1142
(CN-Deformation), 1012 (COC-Streck), 750 (SC-Streck).

Mono-6-deoxy-6-thioglycol-aminohexylcarbamat-hexa-6-deoxy-6-thioglycerin--

CD 6
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1.00 g (0.61 mmol, 1 Ag.) HTG (4) wurden in 15 mL DMF,,s. gelést und 108 mg
(0.67 mmol, 1.1 Ag.) CDI dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 4 h
bei 70°C geruhrt und dann 0.3 mL (1.82 mmol, 3 Ag.) 1,6-Diaminohexan
dazugegeben und fur weitere 46 h bei 70°C geruhrt. Nach Abkthlen auf RT
wurde die Losung auf die Halfte eingeengt und das Rohprodukt aus 250 mL
kaltem Aceton geféllt. Die Aufreinigung erfolgte mittels Ultrafiltration (500 Da
PES-Membran) zuerst gegen 0.05 M NaCl-Lésung und dann gegen
entionisiertes Wasser. Der Rickstand wurde lyophilisiert und es konnte ein

weil3er Feststoff gewonnen werden.

Ausbeute: 746 mg (0.39 mmol), 65%
DC: Rt = 0.63 (Isopropanol/NH,Ac 2:1)
'H-NMR: 5/ppm (DMSO-d°® 400 MHz) = 5.88 (br s, 14H, OH-2/3), 4.86

(s, 7H, H-1), 4.68 (br s, 6H, OH-8/9), 3.80 (br s, 7H, H-5),
3.60-3.58 (m, 14H, H-3/8), 3.44-3.34 (m, 28H, H-2/4/9),
3.04-2.90 (m, 16H, H-6a/6b/11), 2.73-2.65 (m, 9H, H-7a/16),
2.60-2.53 (m, 7H, H-7b), 1.55 (br s, 2H, H-15), 1.38 (br s,
2H, H-12), 1.31 (br s, 2 H, H-14), 1.24 (br s, 2H, H-13).

13C-NMR: S/ppm (DMSO-d® 100 MHz) = 102.1 (C-1), 84.3 (C-2), 72.6
(C-3), 72.5 (C-8), 72.4 (C-4), 71.4 (C-5), 64.6 (C-9), 40.5
(C-11), 36.8 (C-16), 36.7 (C-7), 34.0 (C-6), 29.2 (C-12), 26.9
(C-15), 25.6 (C-14), 25.4 (C-13).

MALDI-TOF-MS: m/zey, = 1929.74 [M+Na*] (1-fach modifiziert)
M/Ziheo = 1929.58 [M+Na'] (1-fach modifiziert)
M/Zexp = 2071.86 [M+Na"] (2-fach modifiziert)
M/Ziheo = 2071.69 [M+Na*] (2-fach modifiziert)

IR: Vmadcm™ = 3299 (OH-Streck), 2916 (CH-Streck), 1655 (C=0-
Streck), 1366 (CH-Deformation), 1149 (CN-Deformation),
1035 (COC-Streck), 750 (SC-Streck).



9. Experimenteller Teil 115

Mono-[6-deoxy-6-(amino-ethylsulfanyl)]-B-Cyclodextrin 7

oCl

Zu einer Suspension aus 8.50 g (6.59 mmol, 1 Aq.) Mono-[6-(p-Toluolsulfonyl)]-B-
Cyclodextrin in 130 mL DMF/H,0-Gemisch (1:3) wurden 6.67 g (59.06 mmol, 9
Ag.) Cysteamin-Hydrochlorid und 42.6 mL Triethylamin dazugegeben. Die
resultierende Lésung wurde fur 4 d auf 70°C erhitzt. Nach Abkihlung auf RT
wurde die Losung auf die Halfte eingeengt und mit 6 M HCI auf einen pH von 3
angesauert. Das Rohprodukt wurde zweimal aus 500 mL kaltem Ethanol
gefallt. Die Aufreinigung erfolgte mittels Ultrafiltration (500 Da PES-Membran)
zuerst gegen 0.05 M NaCl-Lésung und dann gegen entionisiertes Wasser. Zur
Entfernung von Cu-lonen wurde das Retentat mit Kationentauscher Ambersep
GT74 geschittelt. Nach Filtration wurde der Riuckstand lyophilisiert und es

konnte ein weilRer Feststoff als Produkt gewonnen werden.

Ausbeute: 4.29 g (3.59 mmol), 54%
DC: Rf = 0,10 (tButanol/EtOH/H,0 5:4:3)
'H-NMR: S/ppm (DMSO-d® 400 MHz) = 5.72 (br s, 14H, OH-2/2'/3/3),

4.88 (br s, 1H, H-1'), 4.83 (br s, 6H, H-1), 3.79-3.75 (m, 1H,
H-5’), 3.63-3.58 (m, 25 H, H-3/3'/5/6a/6b), 3.40-3.29 (m,
14H, H-2/2'/4/4’). 3.06 (d, 1H, 3J = 12.4 Hz H-6a’), 2.94 (t,
2H, 3J = 6.8 Hz, H-8), 2.83-2.75 (m, 3H, H-6b’/7").

13C-NMR: S/ppm (DMSO0-d® 100 MHz) = 102.2 (C-1’), 101.9 (C-1), 84.3
(C-4’), 81.5 (C-4), 73.0 (C-3/3’), 72.4 (C-2/2’), 72.3 (C-5),
72.0 (C-5’), 59.9 (C-6), 38.6 (C-8), 32.9 (C-6), 29.7 (C-7’).
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e Synthese von Thioether-B-Cyclodextrin-Hyaluronséure-Konjugaten
Monoaminoethylcarbamat-hepta-thioglycol-B-CD-Hyaluronsaure-Konjugat 8
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400 mg (1.06 mmol, 1 Ag.) Hyaluronsaure (27 kDa) wurden in 35 mL H2Oges
geldst und 464 mg (2.64 mmol 2.5 Ag.) CDMT sowie 0.6 mL (4.24 mmol, 4 Aq.)
NMM in 7 mL ACN und 120 pL H2O4est gelost und zur Reaktionsmischung

dazugegeben. Nach zweistiindigem Ruhren bei RT wurden 1.73 g (1.06 mmol,
1.0 Ag.) 2 dazugegeben. Die Suspension wurde ebenfalls bei RT weitere 68 h
geruhrt. Danach wurden 50 mL H;Ogest und Kationentauscher (Amberlyst 15
hydrogen form) hinzugegeben und 60 min geschittelt. Die tribe Losung wurde
vorfiltriert und mit einer Cross-Flow Membran (10 kDa, PES-Membran) zuerst
gegen 0.05 M NaCl und dann gegen H;Ogqest Ultrafiltriert. Der Rickstand wurde
lyophilisiert und es konnte als Endprodukt ein weil3er Feststoff gewonnen

werden.
Ausbeute: 363 mg (0.74 mmol, 72%)
'H-NMR: o/ppm (D,O, 400 MHz) = 5.13 (br s, 0.46 H, H-1/1%),

4.51-4.42 (m, 2H, H-01/01°), 3.98-2.69 (m, 16.9 H, H-2/2‘ -
H-8/8, H-10/11‘,H-02/02' — H-05/05’, H-06), 1.99 (s, 3H, H-
08).
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IR: Vmad/cm™® = 3269 (OH-Streck), 2885 (CH-Streck), 1604
(C=0-Streck), 1372 (CH-Deformation), 1149
(CN-Deformation), 1012 (COC-Streck), 660 (SC-Streck).

Monoaminohexylcarbamat-hepta-thioglycol-f-CD-Hyaluronsaure-Konjugat 9

.
nlF B o
(@] L 21 (@)

| 3'2‘1 .
HO OH

100 mg (0.26 mmol, 1 Ag.) Hyaluronsaure (27 kDa) wurden in 16 mL einer
Mischung aus ACN/H,Ogest (2:3) geldst. 115 mg (0.66mmol 2.5 Ag.) CDMT und
110 pL (1.05 mmol, 4 Aq.) NMM wurden in 1 mL ACN und 40 pL H,Ogest gelost
und zur Reaktionsmischung dazugegeben. Nach 2.5 h Ridhren bei RT wurden

HO ©OH g

892 mg (0.53 mmol, 2 Aqg.) 3 dazugegeben und die Suspension wurde weitere
20 h bei RT geruhrt. Dann wurden 50 mL H;Ogest Und Kationentauscher
(Amberlyst 15 hydrogen form) hinzugegeben und 60 min geschuttelt. Die tribe
Losung wurde vorfiltriert und mit einer Cross-Flow Membran (10 kDa, PES-
Membran) zuerst gegen 0.05 M NaCl und dann gegen H;Oges; Ultrafiltriert. Der
Ruckstand wurde lyophilisiert und als Endprodukt konnte ein weil3er Feststoff

gewonnen werden.

Ausbeute: 157 mg (0.25 mmol, 96%)

'H-NMR: 8/ppm (D0, 400 MHz) = 5.02 (br s, 1.07 H, H-1/1°),
4.44-4.37 (m, 2H, H-01/01%), 3.92-2.76 (m, 19.2 H, H-2/2' -
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H-8/8°, H-10°/15°,H-02/02° — H-05/05’, H-06), 1.92 (s, 3H,
H-08), 1.54-1.17 (m, 2.8 H, H-11-H-14).

Monoaminoethylcarbamat-hepta-thioglycerin--CD-Hyaluronsaure-Konjugat 10

O§/08
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600 mg (1.58 mmol, 1 Aq.) Hyaluronsaure (27 kDa) wurden in 25 mL H2Ogest
geldst und 696 mg (3.96 mmol 2.5 Ag.) CDMT sowie 1.2 mL (6.34 mmol, 4 Aq.)
NMM in 3 mL ACN und 120 pL H;Og4est gelost und zur Reaktionsmischung

dazugegeben. Nach zweistiindigem Ruhren bei RT wurden 5.54 g (2.38 mmol,
1.5 Ag.) 5b dazugegeben. Die Suspension wurde weitere 42 h bei RT geriihrt.
Danach wurden weitere 50 mL H;Ogest Und Kationentauscher (Amberlyst 15
hydrogen form) hinzugegeben und 30 min geschdittelt. Die tribe Lésung wurde
vorfiltriert und mit einer Cross-Flow Membran (10 kDa, PES-Membran) zuerst
gegen 0.05 M NaCl und dann gegen H;Ogqest Ultrafiltriert. Der Rickstand wurde

lyophilisiert und als Endprodukt konnte ein weil3er Feststoff gewonnen werden.

Ausbeute: 415 mg (0.74 mmol, 46%)

'H-NMR: o/ppm (D,O, 400 MHz) = 4.97 (br s, 0.72H, H-1/1%),
4.38-4.29 (m, 2H, H-01/01°), 3.87-2.62 (m, 18.9H, H-2/2° - H-
9/9%, H-11'/12*,H-02/02* — H-06), 1.86 (s, 3H, H-08).
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IR: Vmax/cm™® = 3267 (OH-Streck), 2902 (CH-Streck), 1603
(C=0-Streck), 1370 (CH-Deformation), 1148
(CN-Deformation), 1022 (COC-Streck), 660 (SC-Streck).

Monoaminohexylcarbamat-hepta-thioglycerin-g-CD-Hyaluronsaure-Konjugat 11

\\\\ 050, o 05 0
321 O Y o 1 Qe
HO OH HO OH

200 mg (0.53 mmol, 1 Aq.) Hyaluronsaure (27 kDa) wurden in 13 mL HyOgest
geldst. 232 mg (1.32 mmol 2.5 Ag.) CDMT und 240 pL (2.11 mmol, 4 Ag.) NMM
wurden in 2 mL Acetonitril und 80 pL H,Ogest gelost und zur Reaktionsmischung
dazugegeben. Nach 3 h Riihren bei RT wurden 1.01 g (0.53 mmol, 1 Ag.) 6
dazugegeben und die Suspension wurde weitere 70 h bei RT geruhrt. Dann

wurden 50 mL H;Ogest Und Kationentauscher (Amberlyst 15 hydrogen form)
hinzugegeben und 30 min geschuttelt. Die tribe Losung wurde vorfiltriert und
mit einer Cross-Flow Membran (10 kDa, PES-Membran) zuerst gegen 0.05 M
NaCl und dann gegen H,Ogest ultrafiltriert. Der Rickstand wurde lyophilisiert

und als Endprodukt konnte ein weil3er Feststoff gewonnen werden.

Ausbeute: 178 mg (0.38 mmol, 71%)

'H-NMR: 8/ppm (D,O, 400 MHz) = 5.01 (br s, 0.18H, H-1/19),
4.44-4.34 (m, 2H, H-01/01°), 3.90-2.7 (m, 13.8H, H-2/2' - H-
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9/9%, H-11/16°,H-02/02° - H-05/05’,H-06), 1.91 (s, 3H, H-08),
1.55-1.05 (m, 0.5H, H-12-H-15).

IR: Vmad/cm™® = 3269 (OH-Streck), 2919 (CH-Streck), 1601
(C=0-Streck), 1373 (CH-Deformation), 1148
(CN-Deformation), 1026 (COC-Streck), 662 (SC-Streck).

e Synthese der Adamantan-Triethylenglykol-Derivate
'‘Butyldimethyl(2-(2-(2-chlorethoxy)ethoxy)ethoxy)silan 12 (CAS: 145133-88-6)

8
1 o A 5 o Q<8
Cl” >IN0 g o
2 3 6 / \
77
18.17 g (266.88 mmol, 3 Aq.) Imidazol und 17.43 g (115.65, 1.2 Aq.)
'‘Butyldimethylsilylchlorid wurden zu einer Lésung von 15.0 g (59.30 mmol,
1 Aqg.) 2-(2-(2-Chlorethoxy)ethoxy)ethanol in 50 mL DMF.ps gegeben und die
Reaktionsmischung 20 h bei RT geruhrt. Das Lésemittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand in DCM aufgenommen und
einmal mit H,Oq4est gewaschen. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit DCM
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen uUber Na,SO,4 getrocknet.
Das Losemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Als Produkt konnte

ein gelbliches Ol gewonnen werden.

Ausbeute: 25.27 g (89.34 mmol), 100%
DC: Ri=0.71 in Hexan / EE (7:3)
'H-NMR: S/ppm (CDCls, 400 MHz) = 3.76 (t, 2H, %) = 5.2 Hz, H-6,),

3.75 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz, H-2,), 3.66 (s, 4H, H-3/4), 3.62 (t,
2H,3%J = 5.6 Hz, H-1,), 3.56 (t, 2H, %J = 5.2 Hz, H-5), 0.88 (s,
9H, H-8), 0.06 (s, 6H, H-7).

13C-NMR: d/ppm (CDCl;, 100 MHz) = 72.7 (C-2), 71.3 (C-3), 70.7
(C-4/5), 62.7 (C-6), 42.6 (C-1), 25.9 (C-8), 18.3 (C-9), -5.3
(C-7).
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'‘Butyldimethyl(2-(2-(2-iodethoxy)ethoxy)ethoxy)silan 13 (CAS:127895-65-2)

8
8
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Zu einer Losung von 25.0 g (89.31 mmol, 1 Ag.) 12 in 100 mL 3-Pentanon
wurden 44.48 g (267.93 mmol, 3 Ag.) Kaliumiodid gegeben und die Suspension
unter Ruckfluss fur 3 d gertuhrt. Nach Abkihlen auf RT wurde der Feststoff
abfiltriert und das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wurde in DCM aufgenommen und zweimal mit gesattigter
Na,S,0s5-Losung sowie einmal mit H,Ogest gewaschen. Die wassrige Phase
wurde einmal mit DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen uber
Na,SO,4 getrocknet. Nach dem Entfernen des Losemittels unter vermindertem

Druck wurde ein gelbliches Ol gewonnen.

Ausbeute: 24.54 g (65.56 mmol), 73%
DC: R¢=0.71 in Hexan / EE (7:3)
'H-NMR: S/ppm (CDCls, 400 MHz) = 3.77 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz, H-6)),

3.76 (t, 2H, 3J = 7.0 Hz, H-2)), 3.67-3.64 (m, 4H, H-3/4), 3.56
(t, 2H, 3J = 5.6 Hz, H-5,), 3.25 (t, 2H, 3J = 7.0 Hz, H-1,), 0.89
(s, 9H, H-8), 0.06 (s, 6H, H-7).

13C-NMR: d/ppm (CDCls, 100 MHz) = 72.7 (C-2), 71.9 (C-3), 70.7
(C-4), 70.2 (C-5), 62.7 (C-6), 25.9 (C-8), 18.3 (C-9), 2.8
(C-1), -5.3 (C-7).
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'‘Butyldimethyl(2-(2-(2-(1-adamantylamino)ethoxy)ethoxy)ethoxy)silan 14

2 9 18
10 1 O 14 15 O ﬂ<18
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Zu einer Losung von 12.61 g (83.35 mmol, 1.3 Ag.) 1-Aminoadamantan in
150 mL DMF4,s wurden 41.78 g (128.23 mmol, 2 Aqg.) Cs,COs; und 24.0 ¢
(64.12 mmol, 1 Aq.) 13 gegeben und fiir 3 d bei 80°C geriihrt. Nach Abkiihlen
auf RT wurde der Feststoff abfiltriert und DMF unter vermindertem Druck
entfernt. Der Ruckstand wurde mittels Saulenchromatographie (Kieselgel, DCM
/ MeOH 9:1) gereinigt und das Produkt als gelbliches Ol isoliert.

Ausbeute: 17.79 g (44.73 mmol),65%
DC: Ri=0.35in DCM / MeOH (9:1)
'H-NMR: S/ppm (CDCl; 400 MHz) = 3.82 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz, H-12)),

3.75 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz, H-16,), 3.65 (br s, 4H, H-13/14),
3.56 (t, 2H, %) = 5.2 Hz, H-15)), 3.18 (t, 2H, 3%J = 5.2 Hz,
H-11,), 2.19 (br s, 3H, H-4/5/6), 1.96-1.95 (m, 6H, H-7/8/9),
1.73-1.64 (m, 6H, H-1/2/3), 0.88 (s, 9H, H-18), 0.05 (s, 6H,
H-17).

13C-NMR: &/ppm (CDCIs, 100 MHz) = 72.5 (C-15), 70.4 (C-14), 70.2
(C-13), 65.8 (C-12), 62.6 (C-16), 57.5 (C-10), 40.1 (C-11),
38.5 (C-7/8/9), 35.5 (C-1/2/3), 28.9 (C-4/5/6), 25.9 (C-18),
18.3 (C-19), -5.3 (C-17).

ESI-MS: M/Zexp = 398.49 [M+H]"
M/Ziheo = 398.31 [M+H]"

IR: Vmadcm™ = 3420 (NH-Streck), 2852 (CH-Streck), 1655
(NH-Deformation), 1460 (CH-Deformation), 1361

(CN-Streck), 1097 (COC-Streck).
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'‘Butyldimethyl(2-(2-(2-(N-methyl-N-1-adamantylamino)ethoxy)ethoxy)
ethoxy)silan 15

6
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11.0 g (27.66 mmol, 1 Ag.) 14 wurden in 140 mL Acetonitril gelost und 2.61 g
(41.49 mmol, 1.5 Aq.) Natriumcyanoborhydrid sowie 27.4 mL (276.61 mmol,
10 Ag.) Formaldehyd (37%) dazugegeben. Der pH-Wert wurde mittels kalter
Essigsaure auf 6 festgesetzt und die Lésung bei RT fur 42 h geruhrt. Nach
Zugabe von 100 mL H3Ogest Wurde mittels 10%iger NaOH-L6sung der pH-Wert
auf 12 erhoht und anschlieRend die Lésung dreimal mit DCM extrahiert. Die
organischen Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet und das Lésemittel unter

vermindertem Druck entfernt. Als Produkt entstand ein klares, gelbliches Ol.

Ausbeute: 9.20 g (22.35 mmol), 81%
DC: Ri = 0.51 in DCM / MeOH (9:1)
'H-NMR: S/ppm (CDCl; 400 MHz) = 3.77 (t, 2H, 3J = 5.4 Hz, H-16,),

3.66-3.59 (m, 4H, H-13/14), 3.56 (t, 2H, %J = 5.6 Hz, H-15)),
3.52 (t, 2H, %J = 6.8 Hz, H-12,), 2.66 (t, 2H, 3J = 6.8 Hz,
H-11,), 2.28 (s, 3H, H-20), 2.08 (br s, 3H, H-4/5/6), 1.68-1.57
(m, 12H, H-1/2/3/7/8/9), 0.89 (s, 9H, H-18), 0.06 (s, 6H,
H-17).

13C-NMR: S/ppm (CDCls, 100 MHz) = 72.6 (C-15), 71.1 (C-12), 70.6
(C-13), 70.5 (C-14), 62.7 (C-16), 54.6 (C-10), 48.8 (C-11),
38.3 (C-7/8/9), 36.7 (C-1/2/3), 34.7 (C-20), 29.5 (C-4/5/6),
25.9 (C-18), 18.3 (C-19), -5.3 (C-17).

ESI-MS: M/Zexp = 412.45 [M+H]"
M/Ziheo = 412.33 [M+H]"

IR: Vmax/cm™ = 2903 (CH-Streck), 1462 (CH-Deformation), 1359
(CN-Streck), 1105 (COC-Streck).
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2-(2-(2-(N-Methyl-N-1-adamantylamino)ethoxy)ethoxy)ethanol 16
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9.00 g (21.86 mmol, 1 Aqg.) 15 wurden in 300 mL Methanol geldst und 6.35 g
(109.31 mmol, 5 Aq.) Kaliumfluorid hinzugegeben. Die Lésung wurde 7 d bei
RT geruhrt und anschlieRend wurde das Lésemittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Rickstand wurde in Chloroform aufgenommen und der sich
bildende Niederschlag abfiltriert. Der pH-Wert wurde mit Essigsdure auf 6
eingestellt und das Lo6semittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wurde zu einem Anionenaustauscher (Amberlite-IRA 402) in 100 mL
H,O gegeben und es wurde 18 h geschittelt. Nach Abtrennen des

Anionenaustauschers wurde das Wasser an der Lyophile entfernt.

Ausbeute: 4.55 (15.30 mmol), 70%
DC: Ri = 0.31 in DCM / MeOH (9:1)
'H-NMR: S/ppm (CDCls 400 MHz) = 3.75-3.73 (m, 2H, H-12,), 3.69-

3.67(m, 2H, H-16,), 3.64-3.62 (m, 4H, H-13/14), 3.54 (t, 2H,
%) = 6.4 Hz, H-15,), 2.65 (t, 2H, %J = 6.8 Hz, H-11,), 2.28 (s,
3H, H-17), 2.08 (br s, 3H, H-4/5/6), 1.68-1.57 (m, 12H,
H-1/2/37/8/9).

13C-NMR: S/ppm (CDCls, 100 MHz) = 72.7 (C-15), 70.2 (C-12), 70.2
(C-13), 67.3 (C-14), 61.5 (C-16), 48.8 (C-11), 43.8 (C-10),
36.6 (C-7/8/9), 35.8 (C-1/2/3), 34.0 (C-17), 29.3 (C-4/5/6).

ESI-MS: M/Zexp = 298.19 [M+H]*

M/Ziheo = 298.24 [M+H]"

IR: Vmaxd/cm™*= 3345 (OH-Streck), 2907 (CH-Streck), 1450
(CH-Deformation), 1364 (CN-Streck), 1105 (COC-Streck).
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2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 17 (CAS 86520-52-7)
1 4 5
HO O Ns
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Zu einer Losung von 10.01 g (59.30 mmol, 1 Aqg.) 2-(2-(2-
Chloroethoxy)ethoxy)ethanol in 80 mL DMF,,s wurden 7.80 g (119.90 mmol,
2 Ag.) Natriumazid zugefugt. Die Reaktionsmischung wurde unter Rickfluss 20
h gerihrt. Nach Abkihlen auf RT wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der Ruckstand wurde in Essigsaureethylester (EE)
aufgenommen und zweimal mit H,O4est gewaschen. Die wassrigen Phasen
wurden vereint und dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden einmal mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, die wassrige
Phase wurde anschlieBend dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden uber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des

Lésungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Produkt als gelbliches Ol

erhalten.

Ausbeute: 8.79 g (50.17 mmol), 85%

DC: Rf= 0.65 in DCM / MeOH (9:1)

'H-NMR: S/ppm (CDCIls, 400 MHz) = 3.74 (t, 2H, %) = 4.6 Hz, H-1)),
3.70-3.67 (m, 6H, H-3/4/5), 3.62 (t, 2H, %) = 4.4 Hz, H-2)),
3.40 (t, 2H,3%J = 5.0 Hz, H-6,), 2.32 (br s, 1H, OH).

13C-NMR: d/ppm (CDCl;, 100 MHz) = 72.4 (C-2), 70.5 (C-3), 70,3

(C-4), 69.9 (C-5), 61.6 (C-1), 50.5 (C-6).
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2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-4-methylbenzolsulfonat 18
(CAS 178685-33-1)
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Es wurden 7.96 g (45.46 mmol, 1 Ag.) 17 in 240 mL DCMgas geldst. Zur
gerihrten Losung wurden 32 mL (230.85 mmol, 5 Ag.) destilliertes NEt; sowie
568 mg (4.65 mmol, 0.1 Ag.) DMAP zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde
auf 0°C gekihlt und langsam eine Losung von 22.01 g (115.45 mmol, 2.5 Aqg.)
Tosylchlorid in 130 mL DCMgys zugetropft. Anschlielend wurde die
Reaktionsmischung auf RT erwarmt und 18 h geruhrt. Die besagte Mischung
wurde einmal mit H;Og4est SOwie einmal mit 0.1 M HCI gewaschen. Die
wassrigen Phasen wurden dreimal mit DCM extrahiert, vereinigt, iber Na,SO,4
getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der

Ruckstand wurde saulenchromatographisch (Kieselgel, Hexan/EE 2:1)

gereinigt und das Produkt als gelbliches Ol isoliert.

Ausbeute: 12.15 g (36.89 mmol), 81%
DC: R¢= 0.31 in Hexan/EE (2:1)
'H-NMR: &/ppm (CDCls, 400 MHz) = 7.79 (d, 2H, 3J = 12.0 Hz, H-4/6)),

7.34 (d, 2H, %3 =8.0 Hz, H-3/7,), 4.16 (t, 2H, °J = 4.8 Hz,
H-8,), 3.70 (t, 2H, 3J = 4.8 Hz, H-9,), 3.64 (t, 2H, 3J = 5.0 Hz,
H-12,), 3.60 (s, 4H, H-10/11), 3.36 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz,
H-13,), 2.44 (s, 3H, H-1).

13C-NMR: d/ppm (CDCls, 100 MHz) = 144.8 (C-5), 132,9 (C-2), 129.8
(C-3/7), 127.9 (C-4/6), 70.7 (C-10), 70.5 (C-11), 70.0 (C-12),
69.2 (C-9), 68.7 (C-8), 50.6 (C-13), 21.6 (C-1).
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1-Azido-2-(2-(2-lodethoxy)ethoxy)ethan 19 (CAS 1309457-01-9)

1
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11.59 g (35.18 mmol, 1 Ag.) 18 wurden in 100 mL DMF4s gelost und 15.71 g
(104.81 mmol, 3 Aqg.) Natriumiodid unter Ruhren zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde auf 50°C erhitzt und 4 d gertuhrt. Unter
vermindertem Druck wurde das Losungsmittel entfernt, der Ruckstand in EE
aufgenommen und einmal mit gesattigter Na,S,03-Losung sowie einmal mit
H>O4est gewaschen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit EE extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet und das

Losungsmittel entfernt. Als Produkt konnte ein gelbliches Ol gewonnen werden.

Ausbeute: 9.71 g (34.05 mmol), 97%
DC: R;= 0.85 in DCM/MeOH (9:1)
'H-NMR;: S/ppm (CDCl;, 400 MHz) = 3.77 (t, 2H, 3J = 7.0 Hz, H-2),

3.71-3.68 (m, 6H, H-3/4/5), 3.40 (t, 2H, 3J =5.0 Hz, H-6),
3.27 (t, 2H, %) = 7.0 Hz, H-1).

13C-NMR: S/ppm (CDCl;, 100 MHz) = 71.9 (C-2), 70.6 (C-5), 70.2
(C-4), 70.1 (C-3), 50.6 (C-6), 2.8 (C-1).
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N-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)adamantan-1-amin 20
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Zu einer Losung von 6.55 g (43.30 mmol, 1.3 Aqg.) 1-Aminoadamantan in 80 mL
DMFaps wurden 23.55 g (72.28 mmol, 2 Ag.) Cs,CO3 zugegeben und 1 h bei RT
geriihrt. Dann wurden 9.49 g (33.29 mmol, 1 Aqg.) 19 beigefiigt und die
Reaktionsmischung 48 h bei 80°C geruhrt. Nach Filtrieren der
Reaktionsmischung wurde das Loésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt, der Rlckstand in DCM aufgenommen und nochmals filtriert. Das
Losungsmittel wurde entfernt und der Ruckstand saulenchromatographisch
(Kieselgel, DCM/MeOH 95:5) gereinigt. Das Produkt wurde als ein gelbliches

Ol isoliert.

Ausbeute: 6.80 g (22.06 mmol), 66%

DC: R¢=0.35 in DCM/MeOH (9:1)

'H-NMR: d/ppm (CDCl;, 400 MHz) = 3.72-3.64 (m, 8H,
H-12/13/14/15), 3.39 (t, 2H, 3J = 5.0 Hz, H-16), 2.99 (t, 2 H,
%) =5.0 Hz, H-11), 2.12 (br s, 3 H, H-4/5/6), 1.81-1,80 (m,
6 H, H-7/8/9), 1,70-1,61 (m, 6H, H-1/2/3).

13C-NMR;: S/ppm (CDCls, 100 MHz) = 72.4 (C-15), 70.6 (C-12), 70.2
(C-14), 69.9 (C-13), 50.6 (C-10), 50.5 (C-16), 40.4 (C-7/8/9),
39.9 (C-11), 36.0 (C-1/2/3), 29.2 (C-4/5/6).

ESI-MS: M/Zexp= 309.7 [M+H]"
M/Zineo= 309.2 [M+H]*

IR: Vmaxd/cm™® = 2904 (CH-Streck), 2095 (Ns-Streck), 1452

(CH-Deformation), 1295 (CNC-Streck), 1115 (COC-Streck).
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N-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-N-adamantan-1-methylamin 21

9
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3.90 g (11.97 mmol, 2 Ag.) Caesiumcarbonat wurde in 30 mL DMFqs. gegeben
und mit 925 mg (5.60 mmol; 1 Ag.) 1-Adamantyl-methylamin versetzt. Nach
10 min wurden 2.05 g (7.19 mmol; 1,2 Aq.) 19 hinzugefugt. Die Suspension
wurde bei 50°C fur 24 h geruhrt. Caesiumcarbonat wurde abfiltriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in
10 mL H20Ogest aufgenommen und dreimal mit je 20 mL DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na;SO, getrocknet und das
Rohprodukt anschlieRend saulenchromatographisch aufgereinigt (Gradient;
DCM/MeOH, 95:5 zu 9:1). Als Produkt konnte ein gelb-rétliches Ol isoliert

werden.

Ausbeute: 1,05 g (3,3 mmol), 58%
DC: Rt = 0,29 in DCM/Methanol (9:1)
'H-NMR: S/ppm (CDCls, 400 MHz) = 3.76 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz, H-13),

3.70-3.67 (m, 7H, H-14/15/16,NH), 3.40 (t, 2H, 3J=4.4 Hz
H-17), 3.15 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz, H-12), 2.64 (s, 2H, H-11),
1.99 (br s, 3H, H-4/5/6), 1.73-1.60 (m, 12H, H-1/2/3/7/8/9).
3C_NMR: 5/ppm (CDCls, 100 MHz) = 70.6 (C-16), 70.3 (C-15), 70.0
(C-14), 61.7 (C-10), 60.9 (C-11), 50.6 (C-17), 49.1 (C-12),
39.8 (C-7/8/9), 36.6 (C-1/2/3), 28.0 (C-4/5/6).
ESI-MS: M/Zexp = 323,4 [M+H]*
M/Ziheo = 322,2 [M+H]"
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N-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-N-methyladamantan-1-amin 22
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6.51 g (22.13 mmol, 1 Ag.) 20 wurden in 90 mL Acetonitril vorgelegt. Zur
gerihrten Losung wurden zunachst 9.0 mL einer 37%-igen Formalinlésung
(110.89 mmol, 5 Ag.), danach 2.09 g (33.26 mmol, 1.5 Aq.)
Natriumcyanoborhydrid beigefiigt. Der pH-Wert wurde mit konzentrierter
Essigsaure auf 6 eingestellt. Innerhalb einer Stunde wurde der pH-Wert mit
wenigen Tropfen Essigsaure auf 6 gehalten. Die Mischung wurde 18 h bei RT
geruhrt und dann durch Zugabe von 35 mL H,Og4est und einigen Tropfen 50%-
iger NaOH-L6sung auf pH 12 eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal
mit jeweils 150 mL DCM extrahiert, die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riuckstand wurde saulenchromatographisch (Kieselgel, Gradient
DCM bis DSC/10% MeOH) gereinigt. Als Produkt konnte ein braunliches Ol

entnommen werden.

Ausbeute: 3.44 g (10.68 mmol), 48%
DC: R¢=0.42 in DCM/MeOH (9:1)
'H-NMR: S/ppm (CDCls, 400 MHz) = 3.87 (t, 2H, 3J = 4.8 Hz, H-12)),

3.68-3.65 (m, 6H, H-13/14/15), 3.38 (t, 2H, %J=5.0 Hz,
H-16,), 3.14 (t, 2H, 3J = 4.0 Hz, H-11)), 2.78 (s, 3H, H-17),
2.23 (br s, 3H, H-4/5/6), 1.94 (s, 6H, H-7/8/9), 1.68 (q, 6H,
%) = 13.6 Hz, H-1/2/3)).
13C-NMR: d/ppm (CDCl3, 100 MHz) = 70.3 (C-12), 70.2 (C-15), 69.3
(C-13/14), 66.7 (C-11), 50.5 (C-16), 49.3 (C-10), 36.4
(C-7/8/9), 35.5 (C-1/2/3), 34.5 (C-17), 29.3 (C-4/5/6).
ESI-MS: M/Zexp = 324.1 [M+H]"
M/Ztheo = 323.24 [M+H]"
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IR: Vmad/cm™® = 2910 (CH-Streck), 2096 (Ns-Streck), 1295
(CN-Streck), 1313 (COC-Streck).

N-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-N-methyladamantan-1-methylamin 23

9
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Zu einer Lésung von 799 mg 21 (2,5 mmol; 1 Ag.) in 9 mL Acetonitril wurde
unter Stickstoff-Atmosphare 1 mL Formalin-Lésung (37%ig; 15 mmol; 6 Aq.)
gegeben und anschlie3end unter Ruhren mit 235 mg NaCNBH3 (3.75 mmol; 1,5
Aq.) versetzt. Die Losung wurde innerhalb von 30 min mit konzentrierter
Essigsaure auf pH 6 eingestellt, bis der pH-Wert konstant blieb. Nach 48 h
Stunden wurden der Reaktionsldsung 6 mL Wasser hinzugefigt und der pH mit
50%iger NaOH-LOsung auf pH 12 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung
dreimal mit je 20 mL DCM extrahiert und Uber Na,SO, getrocknet. Nach
Einengen der organischen Phase wurde das Rohprodukt
saulenchromatographisch aufgereinigt (Gradient; DCM/MeOH 98:2 zu 9:1) und

das Produkt als leicht gelbliches Ol isoliert.

Ausbeute: 403 mg (1,2 mmol), 48%
DC: Rt = 0,37 in DCM/Methanol (9:1)
'H-NMR: 6/ppm (CDCl3, 400 MHz) = 3.69-3.64 (m, 8H, H-13/14/15/16),

3.39 (t, 2H, 3J = 4.4 Hz, H-17), 2.87 (br s, 2H, H-12), 2.54
(br s, 3H, H-18), 2.33 (br s, 2H, H-11), 1.97 (br s, 3H,
H-4/5/6), 1.72-1.62 (m, 6H, H-1/2/3), 1.54 (br s, 6H,
H-7/8/9).

BC_NMR: 8/ppm (CDCls, 100 MHz) = 71.2 (C-11), 70.5 (C-16), 70.4
(C-15), 70.0 (C-14), 68.9 (C-13), 59.6 (C-12), 50.6 (C-17),
49.1 (C-10), 46.6 (C-18), 40.6 (C-7/8/9), 36.8 (C-1/2/3), 28.2
(C-4/5/6).
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ESI-MS: M/Zexp = 337.2 [M+H]"
M/Ztheo = 336.3 [M+H]"

2-(2-(2-(N-Methyl-N-1-adamantylamino)ethoxy)ethoxy)ethyl-1H-imidazol-1-
carboxylat 24
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In 10 mL DMFg4,s wurden 200 mg (0,67 mmol, 1 Aq.) 16 gelost und 240 mg
(1,48 mmol, 2,2 Ag.) CDI dazugegeben. Die Losung wurde fiir 18 h unter
Ruckfluss gerihrt und anschlieRend auf RT abgekihlt. Danach wurde die
Losung zweimal mit H,O4est gewaschen und anschlieRend die Wasserphase
zweimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber

Na,SO, getrocknet. Das Ldsemittel wurde unter verminderten Druck entfernt

und ein hellbraunes Ol als Produkt enthnommen.

Ausbeute: 225 mg (0,57 mmol), 86%
DC: R¢ = 0.48 in DCM / Methanol (9:1)
'H-NMR: o/ppm (CDCl3 400 MHz) = 8.15 (s, 1H, H-arom), 7.44 (t, 1H,

%) = 1.2, H-arom), 7.06-7.05 (m, 1H, H-arom), 4.56-4.54 (m,
2H, H-16), 3.84-3.82 (m, 2H, H-15), 3.68-3.60 (m, 4H,
H-13/14), 3.50 (t, 2H, °J = 7.2 Hz, H-12), 2.63 (t, 2H, 3 = 7.2
Hz, H-11), 2.26 (s, 3H, H-17), 2.06 (br s, 3H, H-4/5/6),
1.66-1.55 (m, 12H, H-1/2/3/7/8/9).

13C-NMR: o/ppm (CDCl3, 100 MHz) = 148,7 (C-18), 137,2 (C-arom),
130,6 (C-arom), 117,2 (C-arom), 71,2 (C-12), 70,7 (C-13),
70,3 (C-14), 68,6 (C-15), 67,1 (C-16), 54,5 (C-10), 48,7
(C-11), 38,4 (C-7/8/9), 36,7 (C-1/2/3), 34,7 (C-17), 29,5
(C-4/5/6).
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ESI-MS: M/Zexp = 392,48 [M+H]"
m/Ztheo = 392;26 [M+H]+

IR: Vmadcm™ = 2902 (CH-Streck), 1749 (C=0-Streck), 1450
(CH-Deformation), 1357 (CN-Streck), 1262 (CO-Streck),
1118 (COC-Streck).

2-(2-(2-(N-Methyl-N-1-adamantylamino)ethoxy)ethoxy)acetaldehyd 25

0,34 mL (3,02 mmol, 1,5 Ag.) Oxalylchlorid wurde in 2mL DCMgps. geldst und
auf -78°C gekiihlt. Langsam wurden 0,43 mL (6,03 mmol, 3 Ag.) DMSOgs. in
0,5 mL DCMgps, hinzugegeben. Nach einem 45 minlttigem Ruhrvorgang wurde
600 mg (2,01 mmol, 1 Ag.) 16 in 1,7 mL DCMaps hinzugegeben. Erneut wurde
ein Ruhrvorgang von diesmal 60 min vorgenommen. Danach wurden 1,24 mL
(12,1 mmol, 6 Aq.) destilliertes Triethylamin langsam dazu getropft. Die Losung
wurde 16 h auf RT erwéarmt. Durch Zugabe von 10 mL NaHCOgz4es konnte die
Reaktion gestoppt werden. Die Phasen wurden getrennt und die organische
Phase wurde zweimal mit NaClges gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden
zweimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen konnten tber
Na,SO, getrocknet werden. Unter vermindertem Druck wurde das

Losungsmittel entfernt, sodass als Produkt ein braunes Ol isoliert werden

konnte.
Ausbeute: 222 mg (0,75 mmol), 37%
'H-NMR: d/ppm (CDCls 400 MHz) = 9.74 (s, 0.46H, H-16), 4.16 (s,

1.0H, H-15), 3.74-3.58 (m, 6H, H-12/13/14), 2.71 (br s, 2H,
H-11), 2.33 (br s, 3H, H-17), 2.09 (br s, 3H, H-4/5/6),
1.71-1.58 (m, 12H, H-1/2/3/7/8/9).
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13C-NMR: &/ppm (CDCl;, 100 MHz) = 200.9 (C-16), 76.8 (C-15), 71.2
(C-12), 70.5 (C-13), 48.8 (C-11), 41.0 (C-10), 38.2 (C-7/8/9),
36.6 (C-1/2/3), 34.7 (C-17), 29.5 (C-4/5/6).

ESI-MS: M/Zexp = 296,22 [M+H]"
M/Ziheo = 296,22 [M+H]"

IR: Vmadcm™= 2901 (CH-Streck), 1738 (C=O-Streck), 1450
(CH-Deformation), 1358 (CN-Streck), 1102 (COC-Streck).

N-(2-(2-(2-1sothiocyanatoethoxy)ethoxy)ethyl)-N-methyladamantan-1-amin 26

29
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17
Zu einer gerihrten Lésung von 601.18 mg (1.68 mmol, 1 Ag.) 22 in 60 mL
Dioxanaps wurden 1.44 g (18.91 mmol, 10 Ag.) CS, und 536.62 mg (2.04 mmol,

1.1 Aq.) Triphenylphosphin hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde 18 h auf

6

80°C erhitzt. Unter vermindertem Druck wurden CS, und Dioxan entfernt, der
Ruckstand wurde saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Gradient
DCM, bis 100% MeOH) und als Produkt wurde ein braunliches Ol gewonnen.

Ausbeute: 619 mg (1.83 mmol), 98%
DC: Rf= 0.35 in DCM/MeOH (9:1)
'H-NMR: S/ppm (CDCls, 400 MHz) = 4.04-3.61 (m, 12H,

H-11/12/13/14/15/16), 2.90 (s, 3H, H-17), 2.27 (br s, 3H,
H-4/5/6), 2.02 (s, 6H, H-7/8/9), 1.70 (q, 6H, H-1/2/3,
3J =12.0 H2).

13C-NMR: S/ppm (CDCls, 100 MHz) = 148.5 (C-18), 70.3 (C-12/15),
68.9 (C-13/14), 66.1 (C-11), 49.6 (C-10/16), 36.2 (C-7/8/9),
35.4 (C-1/2/3), 34.7 (C-17), 29.3 (C-4/5/6).
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ESI-MS: M/Zexp = 340.0 [M+H]*

IR: Vmadcm™ = 2913 (CH-Streck), 2109 (NCS-Streck), 1415
(CH-Deformation), 1317 (COC-Streck).

N-(2-(2-(2-1sothiocyanatoethoxy)ethoxy)ethyl)-N-methyladamantan-1-
methylamin 27
6

2 11 2 5 15 16 N=C=S
: NI

1 5 7 18

Zu einer rihrenden Losung von 907 mg 23 (2,7 mmol; 1 Aqg.) in 5 mL
absolutem Dioxan wurden 779 mg Triphenylphosphin (2,97 mmol; 1,1 Aq.) und
1,63 mL Schwefelkohlenstoff (27 mmol; 10 Aq.) gegeben und fiir 18 h bei 80°C
unter Stickstoffatmosphéare gerthrt. Das Lésemittel wurde abgedampft und das
Rohprodukt saulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH, 95:5). Das

Produkt wurde als gelb-orangene Flissigkeit isoliert.

Ausbeute: 538 mg (1,53 mmol), 57%
DC: R¢= 0,31 in DCM / MeOH (9:1)
'H-NMR: &/ppm (CDCl3, 400 MHz) = 3.69-3.58 (m, 10 H, H-13-H-17),

2.98 (br s, 2H, H-12), 2.63 (br s, 3 H, H-18), 2.48 (br s, 2H,
H-11), 1.94 (br s, 3H, H-4/5/6), 1.68-1.58 (m, 6H, H-1/2/3),
1.53 (br s, 6H, H-7/8/9).

13C-NMR: &/ppm (CDCls, 100 MHz) = 162.7 (C-19), 71.0 (C-11), 70.5
(C-16), 70.3 (C-15), 70.2 (C-13), 70.1 (C-14), 69.1 (C-12),
59.5 (C-17), 49.0 (C-10), 36.5 (C-7/8/9), 34.2 (C-18), 31.4
(C-1/2/3), 28.1 (C-4/5/6).

ESI-MS: M/Zexp = 353,9 [M+H]"
M/Ziheo = 352,2 [M+H]*
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IR: Vmax/cm™ = 2901 (CH-Streck), 2050 (NCS-Streck), 1438 (CH-
Deformation), 1100 (COC-Streck)

e Synthese der adamantylierten Proteine
Allgemeine Arbeitsvorschrift AA1
44.8 pmol (3.6 Ag./Lysin) 24/26 wurden in 1 mL DMF/H,O-Gemisch (3:2)

geldst. Dem hinzugegeben wurden 0.83 pumol, (1.0 Ag.) humanes Lysozym. Die
Reaktionsldsung wurde bei RT fir eine Dauer nach Tabelle 5 geruhrt wurde.
Nach Zugabe von 3,6 mL H,Oges;. Wurde der pH-Wert mittels 1 M Salzsaure auf
2 eingestellt. Das Reaktionsgemisch wurde in einen Zentrifugalkonzentrator
(Vivaspin 2, 5 kDa PES-Membran, 5000 U/min, 10min) gegen H;Ogest 5-Mal
ultrafiltriert. Der Ruckstand wurde gefriergetrocknet und es konnte ein weil3er

Feststoff gewonnen werden.

Allgemeine Arbeitsvorschrift AA2

96,25 umol (4.3 Ag./Lysin) 24/26/27 wurden in 1 mL 0,1 M Phosphatpuffer (pH
8,5) geldst. 0,39 uM humanes Tf (1 Ag.) wurden in 1 mL 0,1 M Phosphatpuffer
gelést und zur Reaktionsldsung hinzugegeben. Die Mischung wurde bei RT fur
eine Dauer nach Tabelle 5 gehdrt. Dann wurden 2 mL H,Ogqest hinzugefiigt und
die Losung im Zentrifugalkonzentrator (Vivaspin 4, 10 kDa PES-Membran,
5000 U/min, 10min) gegen H,O4est Zzehnmal ultrafiltriert. Der Rickstand wurde

lyophilisiert und es konnte ein rotlicher Feststoff gewonnen werden.
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Adamantan-Lysozym-Konjugat 28

Synthese nach AA1l

Ausbeute: 6.6 mg (0.43 pmol, 63%)

MALDI-TOF-MS: m/z = 15053 (1-Fach modifiziert)
m/z = 15381 (2-Fach modifiziert)
m/z = 15718 (3-Fach modifiziert)
m/z = 16049 (4-Fach modifiziert)

Adamantan-Lysozym-Konjugat 29

H
@\N/\/O\/\o/\/o\n’N
| o

Synthese nach AA1l

Ausbeute: 11.2 mg (0.75 pmol, 89%)

MALDI-TOF-MS: m/z = 15011 (1-Fach modifiziert)
m/z = 15335 (2-Fach modifiziert)
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Adamantan-Transferrin-Konjugat 30

Synthese nach AA2
Ausbeute: 11 mg (0.13 umol, 54%)
MALDI-TOF-MS: m/z = 82217 (11-12-Fach modifiziert).

Adamantan-Transferrin-Konjugat 31

Synthese nach AA2
Ausbeute: 32 mg (0.41 pmol, 81%)
MALDI-TOF-MS: m/z = 78968 (1-2-Fach modifiziert).
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Adamantan-Transferrin-Konjugat 32

Synthese nach AA2
Ausbeute: 22 mg (0.28 umol, 72%)
MALDI-TOF-MS: m/z = 79206 (2-Fach modifiziert).

Adamantan-Transferrin-Konjugat 33

Synthese nach AA2
Ausbeute: 23 mg (0,29 umol, 73%)
MALDI-TOF-MS: m/z = 80396 (6-Fach modifiziert).
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Adamantan-Transferrin-Konjugat 34

Synthese nach AA2
Ausbeute: 24 mg (0,30 umol, 77%)
MALDI-TOF-MS: m/z = 79513 (3-4-Fach modifiziert).

Adamantan-Transferrin-Konjugat 35

Synthese nach AA2
Ausbeute: 15 mg (0,18 p-mol, 100%)
MALDI-TOF-MS: m/z = 81261 (8-9-Fach modifiziert).
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10 Anhang

e NMR-Spektren
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Kalibrierung der Amindetektion mittels Mono-Cys-p3-CD
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e Massenspektren
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e Molecular Modelling

a) Bandermodell von adamantyliertem Transferrin 34: Proteinriickgrad (Gold), eingefiihrte
Adamantan-TEG-Gruppen (magenta)
b) Oberflachendarstellung von adamantyliertem Transferrin 34: Proteinoberflache (grau),

Adamantan-TEG-Gruppen (magenta), Vorderansicht (links), Rickansicht (rechts).
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e |sotherme-Titrations-Kalorimetrie

———— |ndependent @ | Raw Data

= o === |ndependent @ | Raw Data
2004 @) i b
E Independent Ka (M™) 5642 = )
=001 n 0925 A 20070
. - AH (kJ/mol) -18,66 / L
E Kd (M) 1,773E-4 400
500+ S UimolK) 9.240 | /* E
%:\_ -eoo—f = s00-|"
=~ E =2 E Independent Ka (M™") 12396
% .700_: / o] n 0,721
O 0 F £ o 90015 AH (kJ/mol) -20,93
s = © L Kd (M) 8,067E-5
< 900 - E-woo-— AS (J/molK) 8,161
E / B
-1000 y 4 L
= / -1200
-1100 -~ / I
-1200 -f /‘ . . /
as0f L -
i L S Y R RS T R S L S (S Y 1 [ T I W S v S I I | NN T NN [ N Y O N S Y N Y N O [N A N N N _— —
| T T T I T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Injection Injection

Bestimmung der thermodynamischen Gro3en und der Dissoziationskonstanten von
Aminoadamantan mit a) nativem (3-CD und mit b) HTG mittels isothermer

Titrationskalorimetrie (pH 7.2).

e SPR-Sensorgramme

t 25000
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t 20000
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: Aquilibierung Aktivierung ;
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/ @ P
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| CD Immobilisierung Quenchung
. (CD 7 mM/PBS) (Ethanolamine 1 M) [ o

Time (s)

Sensorgram der Immobilisierungsmethode des 5b auf dem CMD500I Sensorchip: (1) vier
Injektionen der Reinigungslésung, (2) Aktivierung der Carboxymethyldextranmatrix (3)
Injektion der 5b-Lésung (7 mM) in PBS und (4) Quenchung der nicht reagierten Matrix. Die
Kurven stellen den aktiven Kanal (blau), den Referenzkanal (rot) und deren Differenz

(magenta) dar.



Spektrenanhang 148

@ ®) s

R e Oberflachen ~ Monoamino-CD @) —

Oberflachen Aktivierung Immobilisierung Monoamino-C

Aduilibierung (EDC 1M/ (CD 7 mM/PBS) Immobilisierung .

(Boratpuffer NHS1M) e (CD 25 mM/PBS)
30000 o 01 M) ‘ W

Hh x
\L‘L,_u—‘ 1

Left / Right (uRIU)
Difference (RIU)

e

L

&
g
—t

- -2000

D
=)

@
i i M_— Oberflache

y T T Quenchun
3600 7200 10800 \{ H

Time (8 (Ethanolamine 1 M)

D

Sensorgram der Immobilisierungsmethode des Monoamino-B3-CD auf dem CMD500I
Sensorchip: (1) vier Injektionen der Reinigungslésung, (2) Aktivierung der
Carboxymethyldextranmatrix (3) Injektion der Monoamino-B-CD-L&sung (7 mM / 25 mM) in
PBS und (4) Quenchung der nicht reagierten Matrix. Die Kurven stellen den aktiven Kanal

(blau), den Referenzkanal (rot) und deren Differenz (magenta) dar.
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Sensorgram der Immobilisierungsmethode des nativem Transferrins auf dem CMD500I
Sensorchip: (1) vier Injektionen der Reinigungslésung, (2) Aktivierung der
Carboxymethyldextranmatrix (3) Injektion der nativen Transferrin-Lésung (1 pM) in
Acetatpuffer und (4) Quenchung der nicht reagierten Matrix. Die Kurven stellen den aktiven

Kanal (blau), den Referenzkanal (rot) und deren Differenz (magenta) dar.
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Source Data
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Sensorgramm von 1-Aminoadamantan uber ,single-cycle kinetics“ bei Konzentrationen von
1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, und 7.0 mM.
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Sensorgramme von Transferrin 33 bei 1 uM (blau) im Vergleich zu native Transferrin bei
1.25, 2.5, 5.0 und 10.0 pM (rot)
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Sensorgramme von Lysozym 29 bei 1 pM (blau) im Vergleich zu nativem Lysozym bei 1

UM (rot).
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Sensorgrammuberlagerung von 33 bei den Konzentrationen 0.063, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0

und 1.5 uM
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Sensorgrammiuberlagerung von injiziertem 35 bei den Konzentrationen 0.063, 0.125, 0.25,
0.5, 1.0, and 1.5 pM Uuber den 5b Liganden.
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Sensorgrammiuberlagerung von injiziertem 29 bei den Konzentrationen 0.125, 0.25, 0.5, 1.0,
1.5, 2.0, 2.5 und 10.0 uM Uber den 5b Liganden.
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Sensorgrammiberlagerung von 33 (blau), 34 (rot), 29 (violett), 35 (grun), nativem Tf (orange) und

nativem Lysozym (braun), injiziert mit einer jeweiligen Konzentration von 1.0 uM.
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Sensorgramm des Transferrin D-9 Antikorper, injiziert mit den Konzentrationen von 0.031, 0.063,

0.125, 0.25, 0.5 und 1.0 uM uber Transferrin 33, gebunden am CD-Liganden 5b.
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Sensorgramm von Transferrin D-9 Antikorpers, injiziert mit den Konzentrationen von 0.3, 0.6 und 1.25

MM dber Transferrin 34, gebunden am CD-Ligand 5b.
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Sensorgram von Transferrin D-9 Antikérper (1 uM), injiziert auf immobilisiertem nativem Transferrin.
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Sensorgramm des CD-Hyaluronsaure Polymer 10b, injiziert mit den Konzentrationen 6.2, 12.5

und 25.0 uM Uber den CD-Liganden 5b (Kontrollexperiment).
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Sensorgramm des CD-Hyaluronséure-Polymer 10b, injiziert mit den Konzentrationen 1.5, 3.1,
6.2, 12.5, und 25.0 uM uber das gebundene Transferrin 34.
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Sensorgramm des CD-Hyaluronsaure-Polymer 10b, injiziert mit den Konzentrationen 1.5, 3.1,
6.2, 12.5, und 25.0 uM Uber das gebundene Lysozym 29.

e Loaslichkeitsisothermen in DMEM-Zellmedium
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Loslichkeitsisotherme von B-Estradiol in DMEM-Zellmedium (ohne FKS) mit HTG.
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Loslichkeitsisotherme von Dexamethason in DMEM-Zellmedium (ohne FKS) mit HTG.

e Transepitheliale elektrische Resistenz

[_Jon
Elin
1/C2n
120 -| HEE3h
[}
S 100-
[
(@]
X 80-
o)
N
= 60
o
o
" 40 -
=,
ad i
X 20
]
0
E HTG+E 10b+E 10b+33+E

Wirkstofftransportsystem

relative transepitheliale elektrische Resistenz (TEER) der Zellbarriere nach
Zugabe der Wirkstofftransportsysteme mit einem Gehalt von 10 pg/mL 3-

Estradiol (unbehandelte Zellen werden auf 100% Viabilitat gesetzt).



Spektrenanhang 155

[_Jon

= = =
o) o N} N
o o o o
| I 1 J

N
o
1

N
o
| -

TEER [%, relativ zur Kontrolle]
3
|

o

D HTG+D 10b+D 10b+33+D
Wirkstofftransportsystem

relative transepitheliale elektrische Resistenz (TEER) der Zellbarriere nach Zugabe
der Wirkstofftransportsysteme mit einem Gehalt 10 pg/mL Dexamethason

(unbehandelte Zellen werden auf 100% Viabilitat gesetzt)..



Abklirzungsverzeichnis

156

11  Abklrzungsverzeichnis
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