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Abstract

Nanodimensional drug carrier systems are of enormous interest in cancer therapy
by improving bioavailability and the pharmacokinetic profile of (chemo-)
therapeutics. The main reason is an increased plasma half-life as consequence of
size-dependent decreased renal excretion as well as an increased accumulation in

the tumor tissue due to passive targeting (EPR effect).

Colloids prepared in this work have a defined shape, consisting of a
biocompatible/biodegradable polymer core stabilized by polymeric surfactants. This
allows the encapsulation of hydrophobic drugs (e.g. fluorescent dyes as hydrophobic
drug model) and the attachment of targeting vectors by using HPMA-based
surfactants. Therefore, HPMA-based block and random copolymers with different
sizes and hydrophobic segment ratios were synthesized via RAFT polymerization in
combination with the activated ester approach. Subsequently, these copolymers
were used as surfactants in miniemulsion processes and screened in respect to their
stabilization efficacy. The copolymers with sizes of 10 kDa and a hydrophobic LMA-
incorporation of around 10 mol% were most qualified for stabilizing polystyrene and
poly-D/L-lactide colloids leading to sizes of around 100-300 nm in diameter. To
investigate the biological applicability, toxicity assays (MTS assays) were conducted
showing no cytotoxicity up to concentrations of 1.2 mg/mL. Furthermore, DLS
experiments were carried out in human blood serum to investigate interactions with
blood components showing no interactions. The colloids themselves have also been
labeled with fluorescent dyes for cell uptake and release kinetics of the hydrophobic
drug model. To visualize all colloid components independently, core and shell
materials, as well as the hydrophobic drug model were fluorescent by attaching
different dyes. It could be shown, that the drug model is taken up into the cells first,
followed by a delayed uptake of the colloids. Such an initial burst release is e.g.
suitable for delivery of nitroglycerin having no off-target effect and leading to
vasodilatation of blood vessels followed by an enhancement of the EPR effect. Inside

the cells a slow detachment of the stabilizing block copolymers has been observed



between 8 h to 24 h, which allows a controlled release of a second covalently bound
drug. To investigate the pharmacokinetic profile of the colloids pPET studies and
ex vivo biodistributions have been performed showing a strong signal in kidneys and
bladder, which was much more pronounced in the case of polystyrene compared to
polylactide colloids. The detachment of the ®F-labeled block copolymers as a
consequence of aggregation with blood components is one possible explanation for
the strong kidney and bladder signals. Besides, different accumulation patterns of
both systems were observed showing a strong dependency on the core material.
Polystyrene colloids predominantly accumulated in liver and spleen, whereas
polylactide colloids showed high blood activity levels. These results indicate and
underline that PDLLA-based colloids are promising candidates for long circulating
drug delivery systems. To investigate the folate-targeting concept HPMA-based
folate conjugates were synthesized and tested in tumor bearing rats. These studies
showed an increased tumor uptake in the case of folate-targeted polymers
compared to non-targeted polymers underlining the huge potential of the folate-
targeting concept in vivo within short time frames and their potential also for

colloidal systems.



Kurzdarstellung

Nanodimensionale Wirkstoff-Tragersysteme sind in der Lage, sowohl die
Bioverfiigbarkeit als auch das pharmakokinetische Profil von Wirkstoffen drastisch
zu verbessern. Hauptgriinde dafiir sind eine erhohte Plasma-Halbwertszeit durch
die groflenbedingte verminderte renale Ausscheidung und eine gesteigerte
Anreicherung im Tumorgewebe durch den EPR-Effekt. Diese Arbeit beschreibt die
Synthese und Entwicklung neuer kolloidaler Wirkstoff-Tragersysteme, welche
biokompatibel, teilweise bioabbaubar und funktionalisierbar sind. Ein
Fluoreszenzfarbstoff wurde als hydrophobes Wirkstoffmodell eingekapselt.
Wohldefinierte, eng verteilte und funktionalisierbare HPMA-basierte Block- und
statistische Copolymere unterschiedlicher Molekulargewichte (10-25 kDa) und
hydrophiler/hydrophober Zusammensetzung (10-50 mol%) wurden mittels RAFT-
Polymerisation in Kombination mit dem Reaktivesteransatz hergestellt und in
Miniemulsionsprozesse eingesetzt, um ihre Stabilisierungseffizienz zu untersuchen.
Dabei zeigte sich, dass die kleineren Copolymere (10 kDa) mit einem Einbau von
10 mol% LMA, sowohl im Modellsystem Polystyrol, als auch im bioabbaubaren
PDLLA-System, besonders geeignet sind und ergaben monodisperse Kolloide im
Grofdenbereich von 100 bis 300 nm. Die kolloidalen Systeme zeigten keine Wirkung
auf die Zellviabilitat. In Folge dessen wurde das Aggregationsverhalten in humanem
Blutserum mittels DLS untersucht, wobei keine Interaktion mit Blutbestandteilen
festgestellt werden konnte. Zellaufnahmestudien wurden an HeLa-Zellen
durchgefiihrt, um das Schicksal der Kolloide in vitro zu untersuchen. Dabei wurden
Kernmaterial, Hiille und das hydrophobe Wirkstoffmodell durch unterschiedliche
Fluoreszenzmarkierung getrennt betrachtet. Das hydrophobe Wirkstoffmodell
wurde allein durch Interaktion der Kolloide mit den Zellen tibertragen, was fiir eine
diffusionsbedingte, initiale, aber unspezifische Freisetzung spricht. Eine solche
Freisetzungskinetik kann durch Verwendung von Nitroglycerin, als
vasodilatierender Wirkstoff mit geringer unspezifischer Wirkung, ausgenutzt
werden, um den EPR-Effekt zu unterstiitzen. Die Aufnahme des Partikels hingegen

geschieht zeitverzégert. Das Schicksal der Kolloide (sowohl des Kern- und des



Hillmaterials) wurde durch doppelte Fluoreszenzmarkierung untersucht. Dabei
kam es zu einer intrazelluliren Ablosung der stabilisierenden Block-Copolymere
zwischen 8 und 24 h. Nach Aufklarung der Aufnahme- und Freisetzungskinetiken
wurde nun die Korperverteilung der PS- und PDLLA-Kolloide nach '®F-Markierung
mittels PET und ex vivo-Biodistributiosstudien untersucht. Dabei hatte das
Kernmaterial einen Einfluss auf die Korperverteilung. PET-Studien in Madusen
zeigten, dass die stabilisierenden Block-Copolymere beider Kolloide ein starkes
Signal in der Niere geben, wobei das der PS-Kolloide weiter ausgepragt war.
Dartiber hinaus war eine Anreicherung dieser in Lunge, Leber und Milz
festzustellen. Die Verdrangung der stabilisierenden Polymere durch die Interaktion
mit Blutbestandteilen erklart dabei das erhohte Nieren- und Blasensignal der PS-
Kolloide. Das Anreicherungsmuster der PDLLA-Kolloide hingegen zeigte neben der
Nierenakkumulation eine erhohte Blutaktivitit und somit die gewiinschten
langzirkulierenden Eigenschaften. Diese Ergebnisse konnten auch mittels ex vivo-
Biodistributionsstudien bestdtigt werden. Um die Tumoranreicherung weiter zu
verbessern wurde die Verwendung von Folat als Erkennungsstruktur am einfachen
HPMA-Polymer untersucht. Die Konjugate zeigten eine erhohte Anreicherung im
Vergleich zu den Polymeren ohne Erkennungsstrukturen. Blockadestudien
bestatigten die Selektivitat der Anreicherung. Diese Daten zeigen das Potential der
Folat-Erkennungsstruktur in vivo innerhalb kurzer Zeitfenster, welche nun auf

kolloidale Systeme iibertragen werden kann.



Einleitung 1

1 Einleitung

Das Hauptproblem in der Krebstherapie liegt darin, Wirkstoffe, welche hoch toxisch
sind, zielgerichtet in erkranktes Gewebe, Zellen und intrazellulire Kompartimente
zu bringen. Somit besteht die grofdte Herausforderung darin, ein effizientes
Wirkstoff-Transportsystem zu entwickeln, das im Zielgewebe eine gewiinschte

Dosis des Wirkstoffes freisetzt und eine reduzierte unspezifische Wirkung zeigt.

Dazu eignen sich nanopartikuldre Systeme, zu denen beispielsweise Mizellen,
Liposomen und polymere Kolloide zdhlen. Allen Systemen gemeinsam ist eine
reduzierte renale Ausscheidung aufgrund ihrer Grofde und somit eine verlangerte
Zirkulationszeit verbunden mit einer verbesserten Pharmakokinetik. Des Weiteren
wird dadurch eine erhohte Loslichkeit des Wirkstoffes gewdhrleistet und eine
Tumorspezifitit kann durch aktive (Erkennungsstrukturen) oder passive
Anreicherungseffekte (EPR-Effekt) erhoht werden. Der EPR-Effekt basiert dabei auf
einer erh6hten Permeabilitat des Tumorgewebes fiir Nanometer grofde Objekte im
Vergleich zu gesundem Gewebe verbunden mit einer mangelnden Lympfdrainage.
Somit konnen sich kolloidale Systeme im Tumorgewebe anreichern wohingegen in
gesundem Gewebe weitestgehend keine erhohte Anreicherung zu finden ist. Unter
Ausnutzung dessen sind wesentlich niedrigere Verabreichungskonzentrationen im
Vergleich zum freien Wirkstoff notig sodass starke systemische Nebenwirkungen
vermindert werden konnen. Einige kolloidale Systeme haben bereits klinische
Phasen erreicht”?, dennoch besteht trotz erster vielversprechender Ergebnisse die
Notwendigkeit, diese zu optimieren. Ein Problem ihrer routinemafigen
Verwendung stellt beispielsweise die relativ geringe Ladungskapazitat,

Interaktionen mit Blutkomponenten sowie eine kurze Haltbarkeit dar.
1.1 Der Wirkstoff und sein kolloidaler Trager

Kolloide sind heterogene Systeme und ihre Herstellung kann durch

unterschiedliche  Techniken  bewerkstelligt werden, wobei sich die



2 Einleitung

Heterophasenpolymerisation etabliert hat. Darunter fallen sowohl die Emulsions-

und Miniemulsionspolymerisation, aber auch die Suspensionspolymerisation.

1.1.1 Polymerisation in Heterophase

Emulsionen bestehen aus zwei nicht miteinander mischbaren Fliissigkeiten. Dabei
ist die disperse Phase in der kontinuierlichen Phase in Form von Tropfchen verteilt.
Man unterscheidet zwischen der "direkten" Ol-in-Wasser-Emulsion und der
"inversen" Wasser-in-Ol-Emulsion, wobei die Ausbildung der Tropfchen unter
anderem von den Eigenschaften der verwendeten Tenside, den
Mengenverhiltnissen Wasser zu Ol und der Temperatur abhingt. Direkte
Emulsionen finden eine hohe Bandbreite an Anwendungen, da Wasser, als am
haufigsten verwendetes Losungsmittel, die polare Phase darstellt?> Die
Differenzierung zwischen den Emulsionen untereinander kann durch die Grofe der
dispergierten Tropfchen, ihre thermodynamische Stabilitdit und die jeweilige
Praparationsmethode gemacht werden. Somit kann in Makroemulsion (oder auch
nur Emulsion genannt), Mikroemulsion und Miniemulsion unterschieden werden.*>
Im Folgenden werden die Prozesse der direkten Emulsions- und

Miniemulsionspolymerisation im Einzelnen ndher erldutert.

1.1.2  Emulsionspolymerisation

Die klassische Emulsionspolymerisation besteht aus einem diffusionsgesteuerten
Prozess, da das Monomer durch Zugabe von Tensid in der wdassrigen Phase
kinetisch stabilisiert wird. Die sich bildenden Monomertropfchen haben eine Grofde
von ca. 1 pm.* Haufig verwendete Konzentrationen an Tensid, welche weit oberhalb
der kritischen Mizellbildungskonzentration liegen, fithren zur Ausbildung von
Kugelmizellen, in deren lipophiles Inneres Monomer eindiffundieren kann und
solubilisiert wird. Die Grofdenordnung von leeren Mizellen liegt bei etwa 3,5-5 nm
und kann im gequollenen Zustand um etwa 1 nm anwachsen.* In Abbildung 1 ist der

Verlauf einer Emulsionspolymerisation schematisch dargestellt.



Einleitung 3

Monomerdiffusion

1"{\//“ N
N

leere Mizelle ﬁ O/
A ’] OA

Oligo-
O radikal
gelostes
Monomer
S °
A

Initiator- Monomerdiffusion
radikal Mizelle mit Monomer

gequollen

Monomertropfchen

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Emulsionspolymerisation, modifiziert nach®.

Die Reaktionsmischung der klassischen Emulsionspolymerisation besteht somit aus
einem Monomer, das im Dispersionsmedium kaum 16slich ist, und einem im
Dispersionsmedium l6slichen Initiator und Tensid. Haufig wird Wasser als Medium
verwendet in Verbindung mit positiv bzw. negativ geladenen Initiatoren wie Azo-
Initiatoren oder Kaliumperoxodisulfat. Eines der am haufigsten eingesetzten
Tenside ist das anionische Natriumdodecylsulfat (SDS). So kénnen monodisperse
Kolloide aus zahlreichen Acrylaten, Methacrylaten und auf Styrol basierenden
Monomeren dargestellt werden.®® Der Beginn einer solchen Polymerisation ist
durch den Zerfall des Initiators gekennzeichnet. Die anschliefRende Partikelbildung
findet dabei, im Gegensatz zur Suspensionspolymerisation, nicht in den
Monomertropfchen, sondern im Dispersionsmedium statt. Dabei reagieren
entstandene Monomerradikale zunachst mit anderen Monomeren, worauf ihre
eigene Hydrophobizitit zunimmt. Auf Grund der zunehmenden Hydrophobie
diffundieren die entstandenen Oligoradikale in leere oder mit Monomer gequollene

Mizellen, wo die Partikelnukleation stattfindet.
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Diese hier beschriebene Emulsionspolymerisation ist sicherlich eine der
bekanntesten Heterophasenpolymerisationen und findet vor allem in der Industrie

breite Anwendung.

1.1.3 Miniemulsionspolymerisation

Das Verfahren der Miniemulsionspolymerisation wurde 1973° zum ersten Mal
vorgestellt und hat verschiedene Vorteile gegeniiber der klassischen

Emulsionspolymerisation. Es bietet einerseits die Moglichkeit, wasserlosliche Stoffe

10,11 12,13

in Polymerpartikel einzubauen™” bzw. in Polymerkapseln einzuschliefden.
Andererseits konnen Polymerkolloide im Nanometermafistab leicht hergestellt
werden und weisen dariiber hinaus eine deutlich langere Stabilitdt tiber die Zeit auf.
Die Miniemulsion erlaubt es, verglichen mit der Emulsionspolymerisation, eine
deutlich niedrigere Konzentration an Tensid zu verwenden, d.h. zwischen 0,1% und

20% relativ zur dispersen Phase™™

, was zu einer nicht vollstindigen Bedeckung der
Oberflache des zu stabilisierenden Tropfchens fiihrt. Die so erhaltenen homogen
verteilten Tropfchen sind deutlich kleiner als in der Emulsionspolymerisation und
liegen in einem Grofienbereich von 50-500 nm. Zur Bildung dieser sehr kleinen
Tropfchen bedarf es aber auch enormer Scherkrifte, die eine starke Vergroflerung
der Ol-Wasser-Grenzfliche bewirken. Als geeignet fiir diese Anwendung haben sich

® oder Hochdruckhomogenisatoren®

beispielsweise Ultraschall-7, Mikrofluidizer-'
gezeigt. Die Stabilitat der so entstandenen Miniemulsion wird von zwei miteinander

konkurrierenden Gréfden bestimmt: Koaleszenz und Ostwald-Reifung (Abbildung

2) 1520
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des Koaleszenz-Verhaltens () und der Ostwald-Reifung (ll). Bei
Verlauf (1) kommt es zur Kollision und daraus resultierendes Zusammenflief3en der Tropfchen aufgrund
von Brownscher Molekularbewegung. Bei Verlauf (Il) diffundiert Ol aus kleineren Tropfchen in das groRere
Tropfchen, dabei wachsen Trépfchen auf Kosten von kleinen.

Koalszenz beschreibt den Prozess, bei dem Tropfchen nach Kollision
zusammenflief3en.”*® Sie entsteht durch die Bewegung der Tropfchen, welche
entweder mechanisch durch Riithren oder durch die Brownsche Molekularbewegung
zustande kommt. Um diesem Prozess entgegenzuwirken, wird ein Tensid
zugegeben, welches in der Lage ist, die Tropfchen zu stabilisieren. Dabei schirmt
das Tensid, entweder durch elektrostatische Krafte (ionische Tenside) oder sterische
Hinderung (nicht-ionische Tenside), die Tropfchen voneinander ab (Abbildung 3).*°
Die Art des Tensids hat zusdtzlich einen Einfluss auf die Tropfchengréfie, wobei
ionische Tenside hdufig zu kleineren Tropfchen, verglichen mit nicht-ionischen
Tensiden, fiihren. Es gilt dabei, je mehr Tensid verwendet wird, desto mehr

Oberflache kann stabilisiert werden und desto kleiner werden die Trépfchen.”

Zusatzlich bewirkt eine Erhohung der Viskositat der kontinuierlichen Phase eine
Verringerung der Eigenbewegung der Tropfchen und bietet eine weitere

Moglichkeit, Koaleszenz zu unterdriicken.*
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der elektrostatischen Abstof3ung (A) und der sterischen
AbstoRung (B) zweier Tropfchen mittels entsprechender Tenside.

Die Ostwald-Reifung stellt den zweiten Prozess dar, der zur Destabilisierung einer
Emulsion fiihrt.”* Unter Ostwald-Reifung versteht man die Massendiffusion der
dispersen Phase durch die kontinuierliche Phase, was zum Heranwachsen von
grofSen Tropfchen auf Kosten von kleinen fithrt (Abbildung 2 B) und basiert im
Wesentlichen auf einem hoheren Laplace-Druck p; der kleineren Tropfchen. Der
Laplace-Druck beschreibt die Differenz zwischen Druck innerhalb und aufierhalb
der Tropfchen und ist hauptsichlich vom Tropfchenradius r sowie der

Grenzflaichenspannung y abhangig (Gleichung 1):**

DN
<

b= — (1)
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Gleichung (1) zeigt, dass bei kleineren Tropfchen, bedingt durch die starkere

Oberflaichenkriimmung, ein hdherer Laplace-Druck im Inneren vorliegt als bei
grofden (p~ %). So wird die Diffusion der dispersen Phase von kleinen Tropfchen hin

zu grofden begiinstigt, wobei Faktoren wie Loslichkeit, Tropfchengrofde und
insbesondere die Polydispersitiat der Tropfchen das Ausmafd der Ostwald-Reifung
bestimmen. Ein Entgegenwirken des Laplace-Drucks fiihrt so zur Unterdriickung
der Ostwald-Reifung und kann durch die Zugabe eines osmotischen Reagenzes
erreicht werden. Dieses Reagenz muss die Eigenschaft aufweisen, moglichst
unléslich (ultrahydrophob bei Ol-in-Wasser-Emulsionen) in der kontinuierlichen
Phase zu sein, um dadurch zu einer Erh6hung des osmotischen Drucks II zu fithren.
Dieser Druck wirkt anschliefend dem Laplace-Druck entgegen und kann wie folgt

berechnet werden werden:
I=— ( 2 )

Formel 2 zeigt, dass der osmotische Druck bei konstanter Temperatur T und R als
idealer Gaskonstante, von der Konzentration ¢ des osmotischen Reagenzes abhangt.
Dabei wird mindestens ein molares Verhdltnis von Ultrahydrophob zu Monomer
von 1 zu 250 bendtigt.** Hexadekan (HD) oder ein anderes langkettiges Alkan
eignen sich besonders als osmotische Reagenzien und finden bei der direkten

Miniemulsion Anwendung.

Wie bereits erwdhnt stellt die Miniemulsion eine gute Moglichkeit dar
Polymerkolloide herzustellen. Konkreter besteht die disperse Phase meist aus
radikalisch polymerisierbaren Monomeren, die durch Zugabe eines Initiators
polymerisiert werden konnen. Wahrend der Polymerisation kommt es aufgrund der
Stabilisierungsprozesse der Miniemulsion zu keiner Nettodiffusion zwischen den
Monomertropfchen untereinander. Somit sind die Partikel in der Regel das Abbild
der vorhergehenden Tropfchen hinsichtlich Grofle und Form.” Wahrend des

Polymerisationsprozesses stellt jedes Tropfchen einen individuellen Reaktionsort
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dar, sodass diese Tropfchen auch unter dem Begriff Nanoreaktoren bekannt sind.
Dies unterscheidet sie im Wesentlichen von der Makroemulsionspolymerisation,
welche die Diffusion der Monomere aus den Monomertropfchen als einen
elementaren Prozess beinhaltet (vgl. Abschnitt 1.1.2). Abbildung 4 zeigt schematisch
die Herstellung von Polymerkolloiden mittels direkter

Miniemulsionspolymerisation.

Y Tensid

@ Osmotisches Reagenz

Wasser

A |Initiator Monomer

Abbildung 4. Schematische Darstellung einer direkten Miniemulsionspolymerisation; |) Praemulgieren, II)
Homogenisierung mittels Ultraschall, Ill) Polymerisation.

Die Miniemulsionspolymerisation besteht zum einen aus einer wassrigen Phase, in
der das Tensid gelost vorliegt, und zum anderen aus einer dispersen Phase
bestehend aus Monomer, Initiator und osmotischem Reagenz (meist HD). Im ersten
Schritt kommt es zur Praemulgierung, bei der mittels kraftigem Riithren erste
Tropfchen generiert werden, die meist eine breitere Grofdenverteilung aufweisen.
Anschliefend werden gleichgrofde Tropfchen durch den Eintrag von hohen
Scherkraften (z.B. Ultraschall) gebildet, in welchen die Polymerisation letzlich
stattfindet. Idealerweise sind die so entstehenden Partikel genau so grof3 wie die

urspriinglichen Tropfchen.
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1.1.4 Miniemulsions-Verdampfungsprozess

Die vorangehend beschriebene Miniemulsionspolymerisation ist eine einfache
Methode zur Herstellung von monodispersen Partikeln in Groéflenbereichen von
50-500 nm und ist vielfdltig einsetzbar. Allerdings weist sie auch Limitierungen auf,
wie zum Beispiel bei der Herstellung von auflergewohnlichen und komplexen
(hochfunktionellen) Polymeren, die anspruchsvolle Reaktionsbedingungen
benotigen.>*® Ein weiteres Problem stellt die Abtrennung von iiberschiissigem
Monomer, Initiator oder Katalysator dar, welche nicht oder nur unter
Destabilisierung der Partikel entfernt werden konnen. Um diese Probleme zu
umgehen, kann man sich sogenannten Sekundardispersionen bedienen, bei denen
die Polymersynthese, inklusive Aufreinigung, von der Emulgierung getrennt wird.
Eine Variante der Sekundardispersionen stellt der von Burton und O'Farrell
entdeckte Emulsions-Verdampfungsprozess dar.”’ Diese Methode beschreibt den
Einsatz eines vorgefertigten Polymers oder eines Polymergemisches, welches in
einer wassrigen Phase, die das Tensid enthalt, emulgiert wird. In Abbildung 5 ist

dies beispielhaft am Miniemulsions-Verdampfungsprozess gezeigt.

T Tensid . Wasser

‘g Polymer niedrig siedendes Losungsmittel

Abbildung 5. Schematische Darstellung des Minimulsions-Verdampfungsprozesses. Hierbei wird das
Polymer-Lésungsmittel aus den entstandenen Trépfchen abgedampft, um Nanopartikel zu erzeugen.
Wasser stellt in diesem Fall die kontinuierliche Phase dar; 1) Praemulgieren, Il) Homogenisierung mittels
Ultraschall, Ill) Ldsungsmittelverdampfung.
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Nach Bildung der Tropfchen mittels Ultraschall, wird im Folgeschritt lediglich das
Losungsmittel durch leichte Temperaturerhéhung langsam verdampft.*® Dies fiihrt
zur Nukleation des Polymers an der Grenzflaiche zwischen Wasser und
Losungsmittel.* Die Entfernung des Losungsmittels hdngt von der Loslichkeit in
der kontinuierlichen Phase ab, sodass sowohl die Temperatur als auch die
physikalischen Eigenschaften des Losungsmittels einen entscheidenden Einfluss auf
die Verdampfungsgeschwindigkeit haben. Dadurch kommt der
Verdampfungsgeschwindigkeit eine besondere Rolle zu, da auf diese Weise die
Harte der Partikel beeinflusst werden kann, vorausgesetzt, dass die kontinuierliche
Phase mit dem Losungsmittel der dispergierten Phase gesattigt ist und dass die
Diffusionsrate des Losungsmittels von dispergierter zu kontinuierlicher Phase
schneller ist als der Verdampfungsprozess selbst. Mittels Gaschromatographie®
oder Kernspinresonanzmessungen (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR)*
kann iberpriift werden, ob der Verdampfungsprozess, welcher meist innerhalb

weniger Stunden erreicht ist, vollstandig ist.**

Einer der wichtigsten Parameter von Nanopartikeln ist zweifelsfrei ihre Grofde. Da
die Partikel wurspriinglich aus Tropfchen entstehen, besteht eine enorme
Abhangigkeit zwischen Partikel- und Tropfchengrofde und somit ist die Kontrolle
dieser Grofden von Bedeutung. Im Fall der Miniemulsion ist die Tropfchengrofie
tiberwiegend durch die Menge an Tensid beeinflussbar.*® Des Weiteren spielen
Parameter wie Eigenschaften des Losungsmittels®*, Riithrgeschwindigkeit oder
Ultraschalldauer® beziiglich der Grofde und der Gréfenverteilung eine wichtige
Rolle. Langeres und starkeres Schallen fiihrt beispielsweise bis zu einem gewissen
Maff zu kleineren und enger verteilten Partikeln, wobei es schwierig ist,
beobachtete Effekte einem einzelnen Parameter zuzuschreiben, da sich diese meist
nicht unabhdngig voneinander verhalten. Des Weiteren diirfen physikalische
Prozesse, die fiir die Destabilisierung der Emulsionen verantwortlich sind, wie
Ostwald-Reifung und Koaleszenz bei der Groflenbestimmung, wie auch bei der

Groflenverteilung, nicht aufler Acht gelassen werden, da bekannt ist, dass die
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Zugabe minimaler Mengen eines Ultrahydrophobs die Ostwald-Reifung

unterdriicken kann.3®

Ein Prozess, bei dem auf die Zugabe eines zusatzlichen Ultrahydrophobs als
osmotisches Reagenz verzichtet wird, ist der Emulsions-Verdampfungsprozess, da
das Polymer selbst als Ultrahydrophob fungiert. Dabei muss die Konzentration des
Polymers jedoch tiber einem Schwellenwert liegen, um die Ostwald-Reifung effektiv
zu verhindern.’” Loxley und Vincent vermuten hingegen, dass die breitere
Groflenverteilung, der mittels Emulsions-Verdampfungsprozess dargestellten
Partikel, von der Koaleszenz abhingt3® Daher wurde die Grofle der
Emulsionstropfchen mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt** und mit
diesen Experimenten bestdtigt, dass die Kolaszenz eine wichtige Rolle bei der
Partikelbildung einnimmt. Zwei Jahre nach der Entdeckung des Emulsions-
Verdampfungsprozesses, reichten Vanderhoff, El-Aasser und Ugelstad dazu ein
Patent® ein, was diesem Prozess hauptsichlich in der pharmazeutischen
Wissenschaft Anwendung verschaffte, um Wirkstoffe in bioabbaubare Polymere

einzukapseln** und so Nanopartikel darzustellen.*

1.1.5 Grenzflichenaktive Verbindungen

Grenzflaichenaktive Verbindungen (hdufig Tenside, im Englischen Surfactants,
surface active agent) genannt, begegnen uns standig im alltaglichen Leben. Auch in
der Industrie sind sie nicht mehr weg zu denken. Sie finden Anwendung in den
verschiedensten Bereichen, wie Waschmittel, Korperpflegeprodukte, Farben,
Emulgatoren in der Kosmetik und Pharmaindustrie, Erdolriickgewinnung,
Umweltschutz, Agrarchemie, Lebensmittelbranche, in Plastik usw. Sie weisen
allesamt eine amphiphile Struktur auf und haben die Eigenschaft, sich an der
Grenzflache zweier nicht miteinander mischbarer Phasen anzuordnen und so die

Grenzflachenspannung zu reduzieren.
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115.1 Niedermolekulare Tenside

Tenside selbst sind meist niedermolekulare Verbindungen, die sich durch ihren
amphiphilen Charakter auszeichnen. Im Allgemeinen bestehen sie aus einer polaren
Kopfgruppe (geladene oder neutrale Gruppen) und einem unpolaren Molekiilrest
(meist unverzweigte Alkyl- bzw. Arylketten). Sie ordnen sich an Phasengrenzen
unterschiedlicher Polaritdt an und orientieren sich mit ihrem Kopfteil zur polaren
und mit ihrem hydrophoben Molekiilrest zur unpolaren Phase hin. Dabei bewirken
sie, dass die Oberflichen- oder Grenzflachenspannung zwischen diesen beiden
Phasen herabgesetzt wird. Meistens handelt es sich bei einer der Phasen um ein
wassriges System, sodass insbesondere ihre Wasserldslichkeit von Bedeutung ist,
welche von verschiedenen Faktoren abhangt: der Lange des hydrophoben
Molekiilteils, der Art der Kopfgruppe sowie der Wertigkeit des Gegenions. Beispiele
fir niedermolekulare Tenside, die in Emulsionsprozessen haufig Anwendung
finden, sind Natriumdodecylsulfat (SDS) als anionisches Tensid und

Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTMA-CI) als kationisches Tensid.*

11.5.2  Polymere Tenside

Die Verwendung von niedermolekularen Tensiden, wie z. B. SDS, kann allerdings
auch Nachteile mit sich bringen. In der Annahme, dass die Adsorption
hauptsdchlich vom hydrophoben Effekt abhdngt, sind die verwendeten Tenside
nicht fest an der Oberfliche der Kolloide gebunden, sondern unterliegen einem
dynamischen  Gleichgewicht. =~ Auf  Grund  ihrer  hohen  kritischen
Mizellbildungskonzentration (CMC, engl. critical micelle concentration), welche im
Fall von SDS bei ca. 0,01 M liegt, 16st sich das Tensid teilweise von der Oberfliche
ab. Da SDS, hinsichtlich seiner toxischen Wirkung, bekannt dafiir ist, Proteine zu
denaturieren und die Fluiditdt von Zellmembranen zu verandern, ist es notwendig
das Ablosen von der Partikeloberfliche zu verhindern, bzw. im Vorfeld durch
aufwandige Aufreinigungsschritte der Miniemulsion (z.B. mittels Dialyse) die
Partikel von iiberschiissigem Tensid zu befreien, um eine biologische Anwendung

gewdhrleisten zu konnen. Die fehlende Funktionalisierbarkeit dieser Tenside
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schlieft ihre Verwendung bei der Darstellung von Kolloiden, die z.B.
Erkennungsstrukturen auf der Oberflache tragen sollen, aus. Um diesen Problemen
aus dem Weg zu gehen, bietet sich der Einsatz von polymeren Tensiden, d. h.
amphiphilen Copolymeren mit einer niedrigen CMC, an. So ist gewahrleistet, dass
diese auf der Oberfliche des hydrophoben Kerns verbleiben und auch so die Form
des Kolloids ausmachen. Beispiele hierfiir sind Poly-(ethylen-co-butylen)-b-
ethylenoxid (P(E/B-b-EO)) oder Lutensol ATso (CCss Fettalkoholethoxylat,
(EO).0).

Zusatzlich ist durch die Verwendung polymerer Tenside eine selektive
Funktionalisierung der hydrophilen Korona des Partikels moglich. Um solche
polymeren Tenside herzustellen, eignen sich kontrollierte radikalische

Polymerisationsmethoden, vor allem die RAFT-Polymerisation.
1.2 Zugang zu wohldefinierten Polymeren

Die kontrollierte Synthese von wohldefinierten Polymeren hinsichtlich Ketten- und
Blocklangen, Architektur, Funktionalititen und Dispersitat stellt eine enorme
Herausforderung dar. Die lebende anionische Polymerisation, welche 1956 von
Michael Szwarc und Mitarbeitern entdeckt wurde, stellt als einzige Methode eine
wirklich lebende Polymerisation dar, bei der es durch Zugabe von Monomer
ausschlief3lich zum Wachstum des Polymers selbst kommt. Dies fiihrt dazu, dass bei
dieser Methode keine Nebenreaktionen auftreten, die Anzahl der wachsenden
Ketten nahezu konstant ist und alle Ketten zu einer einheitlichen Linge wachsen.
So ist es moglich Dispersitaten mit enger Molekulargewichtsverteilung (M,,/M,, < 1,1)
eine sehr gute Kontrolle iiber das Molekulargewicht zu erhalten. Dabei kann das
Molekulargewicht allein aus den Konzentrationen an Initiator und Monomer
bestimmt werden. Jedoch setzt diese Methode eine sehr aufwendige Arbeitsweise
aufgrund harscher Reaktionsbedingungen voraus und ist nur fiir eine geringe
Anzahl von Monomeren, besonders unfunktionalisierten Monomeren, geeignet, was

fir die pharmazeutische Anwendung ein Problem darstellen kann.
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1.2.1  Freie radikalische Polymerisation

Anders verhalt es sich mit der freien radikalischen Polymerisation. Sie ist die meist
verwendete Polymerisationsmethode in der Industrie. Nahezu 50% der
grofdtechnisch hergestellten Polymere werden auf diesem Weg erhalten, da eine
Vielzahl von Monomeren mit funktionellen Gruppen unter milden Bedingungen zu
hochmolekularen Polymeren umgesetzt werden kann. Hierbei konnen sogar Wasser
und andere protische Losungsmittel eingesetzt werden. Es muss lediglich auf die

Abwesenheit von Sauerstoff (Radikalfanger) geachtet werden.

Daher sind Emulsionspolymerisationen, die sich meist die freie radikalische
Polymerisation zu Nutze machen, von grofdem Interesse, da sie vor allem fiir den
grofdtechnischen Mafdstab geeignet sind und Polymerisationen innerhalb einer
breiten Temperaturskala erlauben. Die Vielzahl von einsetzbaren Monomeren ist
ein weiterer Punkt ihres breiten Anwendungsspektrums, um so Zugang zu einer
grofden Zahl von polymeren Materialien zu erhalten. Der Mechanismus der freien
radikalischen Polymerisation kann in drei elementare Schritte eingeteilt werden:

Initiierung bzw. Kettenstart, Kettenwachstum und Kettenabbruch (Schema 1).**

Im ersten Schritt, der Initiierung, werden aus einem Initiatormolekiil thermisch
oder photochemisch zwei Initiatorradikale erzeugt. Haufig verwendete Initiatoren
sind Diazoderivate wie beispielsweise a,o’-Azoisobutyronitril (AIBN). Im zweiten
Schritt addiert ein Initiatorradikal an ein Monomer und startet die Kette. Im
folgenden Wachstumsschritt reagieren diese Radikale mit neuen Monomeren.
Waihrend des Kettenwachstums kann es jedoch auch zu Nebenreaktionen kommen.
Zum einen kann das radikalische Zentrum der wachsenden Kette durch H-
Abstraktion auf ein Monomer oder ein Losungsmittelmolekiil tibertragen werden.
Dabei entsteht zwar eine neue Kette, die andere wird jedoch deaktiviert. Auflerdem
kann es zu Kettenabbruch-Reaktionen kommen. Die am haufigsten auftretenden
Abbruchreaktionen sind die Kombination zweier wachsender Ketten oder
Disproportionierung, bei welcher eine Radikaliibertragung von einer wachsenden

Kette auf eine andere stattfindet. Kombinationen fithren zu Polymeren mit hoheren
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Molekulargewichten und geringeren Polydispersititen, wohingegen die
Disproportionierung Polymere mit geringeren Molekulargewichten und einer

breiteren Molekulargewichtsverteilung liefert.

Kettenstart

-l — » 2 |

R .

| B — l\/\R

Kettenwachstum
n /\R R R
| . .
\/\R - = R
n-1

Kettenabbruch

Kettentransfer

m

Schema 1. Mechanismus der freien radikalischen Polymerisation; modifiziert nach **.

Durch die mangelnde Kontrolle und hohe Reaktivitit der Reagenzien erhdlt man
mit dieser Methode breit verteilte Molekulargewichte sowie uneinheitliche
Endgruppen durch eine Vielzahl von moglichen Abbruch- und Nebenreaktionen,
was diese Methode, trotz ihrer breiten Anwendungsmoglichkeiten, fir die

Herstellung von definierten Block-Copolymeren ungeeignet macht.
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1.2.2 Kontrollierte radikalische Polymerisation

Kontrollierte radikalische Polymerisationstechniken (engl. controlled radical
polymerization, CRP) kombinieren die Vorteile der eben beschriebenen Methoden,
wahrend es lediglich zu einer minimalen Erhéhung der Dispersitat im Vergleich zur

anionischen Polymerisation kommt.

Es gelingt bei dieser Polymerisationstechnik eine optimale Endgruppenkontrolle zu
erreichen und zusatzlich, durch aufeinanderfolgende Monomerzugabe, Block-
Copolymere darzustellen. Um eine gute Kontrolle tiber das Molekulargewicht und
die Verteilung zu haben, muss die Initiierung schnell stattfinden und beendet sein,
bevor die Polymerisation beginnt. Im Vergleich zur freien radikalischen
Polymerisation ist die Schlisselrolle der kontrollierten radikalischen
Polymerisation, dass alle wachsenden Ketten gleichzeitig initiiert werden. Das
bedeutet, dass die Geschwindigkeitskonstante der Initiierung hoher sein muss als
die Geschwindigkeitskonstante des Kettenwachstums, um so allen Ketten eine
gleiche Wachstumsgeschwindigkeit zu ermoglichen. Diese Eigenschaften definieren
die kontrollierte radikalische  Polymerisation.** =~ Zur Vermeidung von
Abbruchreaktionen muss die Konzentration an freien Radikalen so gering wie
moglich gehalten werden. Es gibt eine Vielzahl von Ansitzen, die ein solches
Konzept vereinen, wobei bei allen die reversible Terminierung der aktiven,

wachsenden Polymerradikale genutzt wird.

Im Folgenden sollen die unterschiedlichen Konzepte der CRP kurz erldutert werden
und im Weiteren naher auf die RAFT-Polymerisation, als hauptsdchlich verwendete

Methode, eingegangen werden.

1.2.2.1  Nitroxid-vermittelte Polymerisation (NMP)

Mit der Nitroxid-vermittelten Polymerisation (engl. nitroxide-mediated
polymerization, NMP) wird eine Polymerisation beschrieben, die durch
Alkoxyamine kontrolliert polymerisiert. Die Initiierung kann iiber zwei Wege

erfolgen, wobei der erste Weg iiber einen thermolabilen Initiator und der
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reversiblen Anlagerung des Nitroxidradikals fiihrt, wdahrend der zweite das
Alkoxyamin als direkten Kettenstarter verwendet. Im zweiten Weg zerfallen
Alkoxyradikale unter Warmeeinwirkung reversibel in Nitroxidradikale und reaktive
Alkylradikale. Dabei bildet das Nitroxidradikal, durch geeignete Wahl der
Stickstoff-Reste, ein persistentes Radikal, welches aufgrund der Instabilitdt einer N-
O-O-N-Bindung nicht mit anderen Nitroxidradikalen, sondern nur mit einem
Alkylradikal rekombinieren kann. Das sich einstellende Gleichgewicht zwischen
aktiver und inaktiver Spezies ist dabei stark temperaturabhingig und kann so
eingestellt werden, dass nur wenige aktive Kettenenden vorliegen. In Folge dessen

kann weiteres Monomer nur an diese aktiven Kettenenden addiert werden (Schema

2).

kq ./
| —> 2R O—-N
\
\ )
R-O-N
\
ki
R + M — » P,
. . Ky /
Py + O-N PimO=N
\ k.
. ./ kqg /
Pnst + O-N Phy1—O-N
\ ~—— \
() "
kp
M

Schema 2. Allgemeiner Mechanismus der Nitroxid-vermittelten Polymerisation (NMP), modifiziert nach *.

1993 verwendete  Michael Georges das  stabile Radikal, 2,2,6,6-
Tetramethylpiperidinyloxyl (TEMPO), um eng verteiltes Polystyrol mit einem

PDI < 1,3 herzustellen.*®
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1.2.2.2  Metallkatalysierte Polymerisation (ATRP)

Mitte der 1990er Jahre beschrieben Mitsuo Sawamoto und Krzysztof Matyjaszewski
fast zeitgleich kontrollierte radikalische Polymerisationsbedingungen in
Anwesenheit von Ubergangsmetall-Komplexen.*”** Bei der sogenannten "Atom
Transfer Radical Polymerization" (ATRP) besteht der Katalysator aus einem
Ubergangsmetall mit der Oxidationszahl n, einem entsprechenden Gegenatom Y
(meist Bromid oder Chlorid) und mehrzdhnigen Stickstoffliganden (Schema 3). Da
das Ubergangsmetall weiter oxidierbar ist und freie Koordinationsstellen besitzt,
kann eine Alkylhalogenidbindung unter FEigenoxidation und Aufnahme des
Halogenids homolytisch gespalten werden. Bei der Initiierung stammt das

Halogenid vom Initiator, spater vom inaktiven Kettenende.

Terminierung
ke 7

R+ + X-Mt™1_Y/Ligand

kqg
)

M

R-X + MtLY/Ligand

Schema 3. Allgemeiner Mechanismus der "Atom Transfer Radical Polymerization" (ATRP), modifiziert
nach4®,

Der dabei entstehende Metallhalogenid-Komplex X-Mt"""/Ligand sowie das freie
aktive Alkylradikal R -, konnen mit Monomer reagieren (k;), reversibel deaktiviert
(kq), aber auch terminiert (k;) werden. Da sekundare oder tertidre Alkylhalogenide
wesentlich stabiler als primdre sind, werden diese meist als Initiatoren verwendet.
Auch hier ist eine schnelle Initiierung und ein schneller Austausch zwischen
deaktivierter und aktivierter Spezies, einhergehend mit der Verschiebung des
Gleichgewichts auf die Seite der inaktiven Spezies, ein Kriterium fiir eine gute
Kontrolle tiber Molekulargewicht und Polydispersitat. Die Starke des Liganden, das
verwendete Salz des Ubergangsmetalls, aber auch die Temperatur und das
Monomer selbst beeinflussen die Polymerisationskontrolle ebenfalls. Die ATRP
findet eine breite Anwendung, da sich fast alle Vinylmonomere polymerisieren

lassen. Nicht geeignet sind Monomere mit elektronendonierenden Eigenschaften,
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die als Ligand wirken konnen und somit das Katalysatorsystem storen. Dazu zdhlen
u. a. Carbonsauren, Amine und Amide. Aus diesem Grund konnte diese Methode

nicht fiir die in der Arbeit verwendeten Polymere eingesetzt werden.

1.2.2.3  RAFT-Prozess

Als dritte und heutzutage meist verwendete CRP-Methode ist die 1998 von Ezio
Rizzardo und San Thang entdeckte "Reversible Additions-Fragmentierungs
Ketteniibertragungs"- (engl. reversible addition-fragmentation chain transfer,
RAFT) Polymerisation zu nennen.*® Der Vorteil gegeniiber ATRP ist ihre Robustheit
gegeniiber Sduregruppen wahrend der Polymerisation und die Vermeidung von

Metallen, was fiir eine biologische Anwendung von Vorteil ist.

In der ersten Phase der RAFT-Polymerisation reagieren durch einen Initiator
erzeugte Radikale (I -) mit Monomer (M) zu Oligomeren mit aktiven Kettenenden
(1), die durch Addition an das Ketteniibertragungsreagenz (2) und anschliefSender
Fragmentierung des entstandenen intermedidren Radikals (3) deaktiviert (4)
werden konnen (Schema 4). Das freigesetzte Radikal aus der Abgangsgruppe R (5)
initiiert  neue  Polymerketten  (6). Sobald alle  R-Gruppen  des
Ketteniibertragungsreagenzes freigesetzt sind, wird die Kinetik nur noch vom
Kettengleichgewicht bestimmt. Aktive Kettenenden (6) werden an das
Ketteniibertragungsreagenz (7) addiert. Es kommt durch Ubertragung der
Radikalfunktion tiber das intermedidre Radikal (8) auf die am Reagenz gebundene
(inaktive) Polymerkette und deren Abspaltung zur Deaktivierung der soeben
addierten Polymerkette (7) und zur Aktivierung der abgespaltenen Polymerkette
(6). Die Polymerketten sind dabei immer nur kurzzeitig aktiv, bevor die Reaktivitat
wieder auf eine andere Kette tibertragen wird. Da Dithiocarbonyl-Verbindungen,
wie z. B. Dithioester, Dithiocarbamate und Xanthogenate in der Lage sind Radikale
zu stabilisieren, werden diese meist als Kettentransferreagenzien (engl. chain
transfer agent, CTA) verwendet. Der finale Schritt ist eine unausweichliche
irreversible Termination, die zu "toten" Polymerketten fithrt, welche keine

Dithioester-funktionalisierten Endgruppen mehr tragen. Da die Termination dem
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Kettenwachstum untergeordnet ist, tragen die Mehrzahl der Polymerketten diese
Endgruppe, sofern die Polymerisation bei angemessenen Polymerisationszeiten
gestoppt wird. Die RAFT-Polymerisation ermoglicht es, eine Vielzahl von
funktionellen Monomeren unter milden Bedingungen zu polymerisieren, wie zum
Beispiel Pentafluorphenylmethacrylat (PFPMA), welches iiberwiegend in dieser

Arbeit verwendet wurde.>®

Initiilerung
kq
l, ——— 2 1°
ki

o+ M — > Py

Kettenlbertragung

(1) ) (©) p (4) (5)
s Kada - a9 PSS L R

M
Reinitiierung
ki

R + M —> P1.
(F) (G)
Kettengleichgewicht

(6) 7) (8) ) (6)

Kada k.
P, + P,-S__S a . Pn_SYS_Pm add SYS_Pn + Pn
\’é K-ada 7 Kada 2

+M z +M

aktiv schiafend schiafend aktiv

Terminierung

| + oder R* oder P, oder (3)oder (8)
Py > totes Polymer

Schema 4. Mechanismus der RAFT-Polymerisation am Beispiel eines Dithioesters, modifiziert nach.*
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Des Weiteren ist es moglich Endgruppen, basierend auf den funktionalisierten
Kettentransferreagenzien, selektiv zu funktionalisieren sowie die Dithiocarbonyl-
Verbindung am Kettenende zu modifizieren. Dies ermoglicht die Einfithrung einer
Vielzahl von Funktionalitdten in das Polymer.” Beispielsweise waren Roth et al. in
der Lage zwei unterschiedliche Proteine an die beiden Kettenenden eines mittels
RAFT-Polymerisation hergestellten wasserloslichen, hetero-telechelen Polymers

anzubinden.>*

Aufgrund der Dithiospezies an den Enden eines jeden Polymers sind diese in der
Lage in einer anschliefSenden RAFT-Polymerisation als Makro-CTA eingesetzt zu
werden und so funktionelle Block-Copolymere zu generieren. Diese Methode ist
z. B. anwendbar auf mittels RAFT polymerisierte Prakursorpolymere aus PFPMA, da
sie in einer Vielzahl von organischen Losungsmitteln sehr gut l6slich sind

(Abbildung 6).”°

Nn

kontrollierte
Polymerisation

3 kontrollierte
Funktionalisierun
< 9

Abbildung 6. Schematische Darstellung der kontrollierten radikalischen Polymerisation von
Reaktivestermonomeren und anschliel’ender polymeranaloger Umsetzung zu funktionalisierten
Polymeren, modifiziert nach®.
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So waren Barz et al. in der Lage, mittels polymeranaloger Umsetzung wohldefinierte
amphiphile HPMA-basierte Block-Copolymere herzustellen, die fiir in vitro- und
in vivo-Anwendungen eingesetzt werden konnten.”*> Die Einfithrung einer
Amidbindung gewdhrleistet eine erhohte hydrolytische Stabilitat der Seitenkette im

Vergleich zu herkdmmlich eingebrachten Esterfunktionen.

1.2.3 Chemische Ligation

Die chemische Ligation stellt eine einfache Methode zur Funktionalisierung von
Biomolekillen dar, welche hoch selektiv, schnell und bestenfalls ohne
Nebenreaktionen ablduft. Von besonderer Bedeutung sind dabei Reaktionen, die in

wissrigem Medium unter physiologischen Bedingungen durchfiihrbar sind.5”>*

1231  Azid-Alkin-Cycloadditionen

Ein weit verbreitetes Synthesekonzept stellt die von Sharpless, Kolb und Finn 2001
definierte Click-Chemie dar, welche einfach durchzufiihren ist, hohe Ausbeuten
liefert, stereospezifisch ablauft, gut abtrennbare Nebenprodukte liefert und in

umweltfreundlichen Lésungsmitteln ablduft.>

Hierzu zdhlt unter anderem die Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition
(CuAAC), bei welcher es sich um eine 1,3 dipolare Cycloaddition handelt.”® Unter
Kupferionenkatalyse konnen so selbst bei Raumtemperatur stereospezifisch
1,4-substituierte Triazole hoher Stabilitit gebildet werden (Abbildung 7, B). Die
unkatalysierte Variante (Abbildung 7, A) liefert hingegen Gemische der 1,4- und
1,5-Regioisomere.” Die selektive Synthese von 1,5-Triazolen ist durch die

Verwendung von Rutheniumkatalysatoren moglich.®>%
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Abbildung 7. A) thermische Azid-Alkin-Cycloaddition (AAC); B) Kupfer(l)-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition (CUAACQ); C) "strain-promoted" Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC).

Mittlerweile ist die Kupfer(I)-katalysierte Cycloaddition von Aziden und Alkinen
zum Synonym fiir die Click-Chemie geworden. Zu den Vorteilen dieser Reaktion
gehoren die sehr guten Ausbeuten, die meist {iber 9o% liegen® und kurze
Reaktionszeiten, die selbst bei niedrigen Temperaturen nur wenige Stunden bis
Minuten betragen. Des Weiteren ist die Reaktion unempfindlich gegeniiber
Sauerstoff und Wasser, besonders wenn Kupfer(I)-Spezies in situ durch die
Reduktion von Kupfer(II)-salzen generiert werden.® Die Beliebtheit dieser Reaktion
resultiert aber auch aus der hohen Toleranz gegeniiber anderen funktionellen
Gruppen.®® Da Azid-Gruppen selten in biologischen Systemen vorhanden sind, ist
die CuAAC eine attraktive Methode zur Darstellung von Biokonjugaten. Die
Reaktion kann dabei in einer biologischen Umgebung stattfinden ohne die nativen

biochemischen Stoffwechselwege zu beeinflussen (bioorthogonale Chemie).”’

Der Mechanismus der CuAAC konnte bisher nicht vollstindig aufgeschliisselt
werden, da insbesondere die Intermediatstrukturen noch Anlass zur Diskussion
geben.®*%®% Bereits bekannt ist, dass die Reaktion im Gegensatz zur unkatalysierten
Variante nicht konzentriert ablauft und es sich somit um keine pericyklische

Reaktion handelt.®
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Durch  die  zelltoxische = Wirkung von  Kupfer(I)-lonen stellt  die
Ubergangsmetallkatalyse der Click-Reaktion bei der direkten in vivo-Anwendung
ein Problem dar, was aufwendige Reaktionsschritte mit sich bringt.””” Der Fokus
wird deshalb immer mehr auf kupferfreie Click-Methoden gelegt. 2004 wurde von
Bertozzi und Mitarbeitern eine Strategie vorgeschlagen, die sich den Einsatz von
gespannten Cyclooctinen zu Nutze macht (Abbildung 7, C).” Auf die Ringspannung
des Systems und die damit verbundene Deformation der Dreifachbindung ist die
hohe Reaktivitat dieser Alkinverbindung zuriickzufiihren. Die sogenannte SPAAC
(engl. strain-promoted alkyne-azide cycloaddition) verlduft im Vergleich zur
CuAAC wesentlich langsamer. Um die Reaktionsgeschwindigkeit zu erhoéhen,
wurden elektronenziehende Ringsubstituenten, wie z. B. Fluor-Atome in o-Position,
zur Dreifachbindung eingefiihrt.”” Obwohl die SPAAC mit Cyclooctinderivaten
nicht regiospezifisch verlduft, zeigt sie aber typische Merkmale der Click-Chemie
wie Chemoselektivitdt, milde Reaktionsbedingungen und eine schnelle Umsetzung.
Die Bioorthogonalitit der SPAAC und die Anwendung unter physiologischen
Bedingungen (37 °C, pH 7) macht diese Ligationstechnik zu einer sehr attraktiven

Methode zur Synthese von Biokonjugaten.

1.3 Vom Reagenzglas iiber die Petrischale in den
lebenden Organismus

1.3.1  HPMA-basierte Tragersysteme

Um fiir einen therapeutischen Zweck eingesetzt werden zu konnen, miissen
Wirkstoff-Tragersysteme einige Voraussetzungen erfiillen. Zum einen sollten sie
biokompatibel sein, d.h. weder zytotoxisch, noch inflammatorisch oder gar
immunogen sein. Zum anderen sollten sie nach einer erfolgreichen Freisetzung des
Wirkstoffes entweder ausgeschieden oder abgebaut werden konnen. Um das
Auftreten von Entziindungsreaktionen oder Immunantworten vorzubeugen, sollte

die Oberflache der kolloidalen Systeme einen eher hydrophilen Charakter haben?,
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was auch fiir eine verlangerte Blutzirkulation vorteilhaft ist, da so Aggregation mit

Plasmaproteinen unterbunden werden kann ("Stealth-like" Charakter).”#”>

In der Literatur sind einige erfolgsversprechende polymere Systeme beschrieben.
Dabei ist zum einen Poly-N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid (PHPMA) zu nennen,
welches aufgrund seiner niedrigen Immunogenitit und systemischen Toxizitat?®7
ein attraktives Polymer darstellt und welches in das Konzept der polymeren
Wirkstoff-Konjugate von Ringsdorf” passt. Auf dieser Grundidee wurden innerhalb
von 25 Jahren erste HPMA-basierte Antikrebs-Wirkstoff-Konjugate entwickelt, die
in klinischen Studien hinsichtlich ihrer Anwendung in der Krebstherapie untersucht

wurden.”® Das durch Duncan®®

entwickelte HPMA-Doxorubicin Polymer-
Konjugat, PKi®, wurde das erste Prodrug (1994), welches sich nach intravendser
(i.v.) Verabreichung mittels passiver Tumoranreicherungsmechanismen im
Zielgewebe anreicherte.”® Ein paar Jahre spiter wurde ein Galaktosamin-
modifiziertes HPMA-Doxorubicin-Konjugat fiir eine gezielte Leberanreicherung,
PK2, in Patienten mit primirem oder metastasierendem Leberkrebs evaluiert.®*
Durch diese Studien konnten grundlegende Kenntnisse hinsichtlich
pharmakologisch aktiven Polymeren gewonnen werden, was den Fokus auf HPMA-

basierte Formulierungen als Nanomedizin legte.®*

Des Weiteren bringt die
Entdeckung neuer molekularer Ziele in der Krebsbiologie und der damit
verbundenen Entwicklung innovativer Krebsmedikamente neue Moglichkeiten fiir
Wirkstoff-Kombinationstherapien mit sich.®” Beispielsweise erhohte der Aromatase-
Inhibitor Aminoglutethimid, welcher zusatzlich an das HPMA-Doxorubicin
Konjugat angebunden wurde, die Antitumoraktivitit des Polymers signifikant.?”®®
Auf Grund der Vielzahl an Anwedungsmoglichkeiten stellt HPMA, neben dem
heutzutage  hdufig fiir  biomedizinische = Anwendungen  eingesetzten
Poly(ethylenglykol) (PEG)®, eine vielversprechende Alternative in der Nanomedizin
dar.” Das grof3e Potential HPMA-basierter Nanomedizin ist nicht zu unterschitzen

oder gar aufler Acht zu lassen.”**
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1.3.2 Invitro-Evaluierung
1.3.2.1  Bioabbaubare Systeme

Der Idealfall beschreibt den Abbau der Tragersysteme nach Freisetzung des
geladenen Wirkstoffes. In Anlehnung an nattirlich vorkommende Polymere wie
Polysaccharide®® (Zellulose, Starke, Hyaloronsdure) oder Polyester® miissen daher
biologisch abbaubare Polymere Stellen besitzen, die durch den pH-Wert selbst oder
durch natiirlich vorkommende Enzyme (z.B. Esterasen)® gespalten und abgebaut

werden konnen.%®

Ein gut etabliertes Beispiel ist das Polylactid (PLA). Hierbei handelt es sich um
einen Polyester, der hydrolytisch gespalten werden kann und somit die
Grundvoraussetzung fiir ein polymeres Tragersystem zur Wirkstofffreisetzung
erfillt. Durch die Wahl der Enantiomere oder die Kombination mit anderen
Polymeren kann das Abbauverhalten gesteuert werden, wobei Milchsdure als
Abbauprodukt entsteht, welche ein Zwischenprodukt im
Kohlenhydratmetabolismus ist und so in allen Geweben vorkommt. Zu den am
haufigsten untersuchten Systemen gehoéren Poly-D/L-lactid-co-glycolid (PLGA)Y,

Poly-e-caprolacton, Poly-alkylcyanacrylat, Chitosan und Gelatine.

1.3.2.2  Aggregationsverhalten im Blutserum

Da nanopartikuldre Systeme meist intravends (i.v.) appliziert werden, kommen sie
in direkten Kontakt mit Blutbestandteilen, einer Vielzahl verschiedener Proteine,
wobei das Serumalbumin mit ca. 55% den proteinogenen Hauptbestandteil
darstellt. Dabei spielt die Adsorption an Plasmaproteinen eine entscheidende Rolle
und kann die Eigenschaften der Systeme deutlich verdndern und somit die
Wirkungsweise sowie die Biovertraglichkeit erheblich beeinflussen. Es ist daher
wichtig, die Systeme vor der in vivo-Applikation auf deren Wechselwirkung mit
komplexen Proteinmischungen, wie sie im Blutserum oder -plasma vorliegen, zu
testen. Die Proteinzusammensetzung des Plasmas gleicht der des Serums mit

Ausnahme der nur im Plasma enthaltenen Gerinnungsfaktoren.®® Rausch et al.
g
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zeigten  bereits, dass sie mittels dynamischer Lichtstreuung das
Aggregationsverhalten von nanopartikuliren Systemen in konzentriertem
humanem Blutserum messen konnen.”® Auch mittels SDS-Gelelektrophorese und
UV/VIS-Spektroskopie waren sie in der Lage, Wechselwirkungen der Partikel mit
Proteinkomponenten (z.B. Albumin, Immunoglobulin und Fibronectin) zu

untersuchen.”*

1.3.2.3  Aufnahme in die Zelle

Ziel eines nanopartikuliren Wirkstoff-Tragersystems ist, neben einer langen
Blutzirkulation und Schutz des Wirkstoffes vor Metabolisierung, in den meisten
Fillen die Aufnahme in bestimmte Zellen. Besonders angestrebt ist eine Erhohung
der Aufnahme von Nanopartikeln in Zellen im Zielgewebe, die wu.a.
Erkennungsstrukturen auf der Oberflache tragen, im Vergleich zu denen ohne
Erkennungsstruktur. Da die Zellmembran nur bestimmte Molekiile wie Wasser,
Kohlenstoffdioxid und Sauerstoff oder lipophile Verbindungen tiber Diffusion
aufnimmt, bedarf es zur Aufnahme anderer Molekiille bestimmter
Aufnahmemechanismen. Makromolekulare Systeme werden beispielsweise tiber
Endozytoseprozesse unter Ausbildung von Transportvesikeln internalisiert.””"*
Dieser Mechanismus kann wiederum in unterschiedliche Subtypen unterteilt

werden, wie die Makropinozytose, die Clathrin-vermittelte, die Clathrin-

unabhdngige sowie die Caveolin-vermittelte Endozytose (Abbildung 8).

Des Weiteren gibt es die sogenannte Phagozytose, welche nur von bestimmten
Zellen, den Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen, durchgefiihrt
werden kann. Die Phagozytose bietet der Zelle die Moglichkeit, Partikel, die im
Grofdenbereich von > 700 nm liegen, in sogenannte Phagosomen einzuschlief3en

und aufzunehmen.'*?
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Abbildung 8. Gangige Aufnahmemechanismen, modifiziert nach*®.

Welcher Aufnahmeweg fiir welches System in Frage kommt, hdngt von vielen
Faktoren ab und ist bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart. Sicher ist, dass die
Grofde eine ibergeordnete Rolle spielt, aber auch Form, Ladung* und
Funktionalititen nicht aufler Acht zu lassen sind. Ein weiterer wichtiger
Aufnahmemechanismus ist die Rezeptor-vermittelte Endozytose. Hierbei dienen
spezielle Rezeptoren an der Zelloberflache fiir die Erkennung der aufzunehmenden
Partikel und l6sen deren Aufnahme aus. Dieser Mechanismus kann bei
Transportsystemen mit Erkennungsstrukturen ausgenutzt werden.” Die
aufgenommenen Partikel befinden sich dabei zundchst im Endosom bzw., in einem
speziellen Fall der Phagozytose, im Phagosom. Im folgenden verschmelzen diese
mit dem Lysosom oder werden tiber Recycling-Endosomen zurtick zur Zellmembran

transportiert, wobei der Partikel in der Zelle verbleibt.**

Je nach Zellkompartiment
liegen unterschiedliche pH-Werte vor, was u. a. fiir die Freisetzung von Wirkstoffen

ausgenutzt werden kann.
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1.3.2.4  Freisetzung des Wirkstoffes

Sobald das Tragersystem an seinem Zielort angekommen ist, soll die Fracht,
beispielsweise ein Wirkstoff, freigesetzt werden. Man kann sich unterschiedliche
Eigenschaften zu Nutze machen, um die Freisetzung des Wirkstoffes zu erreichen.
Dabei wird haufig der leicht erniedrigte pH-Wert in Endosomen und Lysosomen im
Vergleich zum extrazellularen Milieu ausgenutzt'®’, sodass der pH-bedingte Abbau
der polymeren Systeme zu einer gezielten Freisetzung des Wirkstoffes fithren
kann.”"® Ein weiteres Prinzip ist die intrazellulire Freisetzung durch Anderung

des Redoxpotentials."”

Polymere Systeme, die spaltbare Linker wie
Disulfidbindungen besitzen, konnen durch Glutathion, welches in der Zelle vorliegt,
gespalten werden,”™ da im Tumorgewebe beispielsweise im Vergleich zu normalem
Gewebe eine 4-fach hohere Glutathion-Konzentration vorliegt.” Lysosomen
enthalten aber auch Verdauungsenzyme, wie etwa Proteasen oder Hydrolasen, die

112

polymere Tragersysteme abbauen konnen.”™ Eine Wirkstoff-Freisetzung kann auch
mittels Diffusion durch die polymere Hiille erreicht werden. Dabei hdngt die
Freisetzung von verschiedenen Parametern, wie z.B. der Loslichkeit des

Wirkstoffes, ab.

Um Wirkstoff-Tragersysteme auf ihre Freisetzungseigenschaften beziiglich des
Kargos zu untersuchen oder diese in der Zelle verfolgen zu konnen, bedient man
sich Biomarkern, meist einer einfachen Fluoreszenzmarkierung. Hierbei wird
entweder der Wirkstoff selbst, bzw. das Wirkstoffmodell, oder das Tragermaterial

markiert, um eine Charakterisierung in vitro durchfiihren zu konnen.

1.3.3 Invivo-Evaluierung
1.3.31  Positronen-Emissions-Tomographie als bildgebendes Verfahren

Die klinische Anwendung von polymerbasierter Nanomedizin erfordert eine
vollstaindige Charakterisierung der verwendeten Substanzen. Erste Eindriicke
hinsichtlich Koérperverteilung, bzw. des Anreicherungsmusters im Zielgewebe und

Exkretionswege konnen beispielsweise durch praklinische Bildgebungstechniken
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gewonnen werden. Hierbei stellen diagnostische Methoden wie die Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) ein probates Mittel dar. Die Sensitivitit dieser
Messmethode wird durch das gut zu detektierende radioaktive Signal ermdglicht.
Die dafiir notwendige Markierung der Tragersysteme kann a) an verschiedenen
Stellen mit einem Nuklid oder aber, je nach Fragestellung, mit Nukliden
unterschiedlicher Halbwertszeit erfolgen. Der weitaus grofdte Vorteil gegeniiber den
meisten herkommlichen Verfahren, wie der Biopsie, besteht darin, dass es sich bei
der PET um ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren handelt, welches es
ermoglicht, multiple Scans {ber verschiedene Zeitraume (am selben Tier)
durchzufiihren. Dariiber hinaus erlaubt die PET quantitative Bestimmungen der
Aktivitit in Zielorganen/Zielgeweben iiber einen genau definierten Zeitrahmen.**
Auf diese Weise konnen makromolekulare Radiopharmazeutika hinsichtlich
Tumoranreicherung und Korperverteilung am lebenden Organismus untersucht
werden. Herth et al. konnten so beispielsweise das in vivo Verhalten von Polymeren
unterschiedlicher Grofe verfolgen, um so erste Eindriicke iiber Exkretionswege zu
erhalten.”® Gleichzeitig untersuchte Pressly et al polymere Nanopartikel

unterschiedlicher PEG-Kettenlangen hinsichtlich erhéhter Blutzirkulation.™

Die radioaktiv markierten Substanzen, Tracer genannt, die bei einer PET-
Untersuchung eingesetzt werden, nehmen aufgrund ihrer biochemischen
Eigenschaften zwar an den zu untersuchenden Korperprozessen teil oder binden an
bestimmten Zielstrukturen, haben aber keinen physiologischen Effekt, da ihre
Konzentration im nanomolaren Bereich liegt. So werden biochemische Prozesse
nicht beeinflusst. Eine Ubersicht iiber das PET-Prinzip ist in Abbildung 9
dargestellt.
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Abbildung 9. Schematische Darstellung des Positronen-Emissions-Tomographie- (PET) Prinzips am
Beispiel eines Kleintier-PET Aufbaus, modifiziert nach™.

Neben den physiologischen Parametern sind kernchemische/physikalische Kriterien
bei der Auswahl der zu verwendenden Radioisotope von grofder Bedeutung. Das
wichtigste Kriterium ist die Halbwertszeit (t,,) des Radionuklids. Hierbei muss ein
geeigneter Kompromiss zwischen Dauer der Radiosynthese und PET-Messung auf
der einen Seite, aber auch der Strahlenbelastung der Patienten auf der anderen Seite
gefunden werden. Kurzlebige Positronenemitter wie ®N eignen sich nur fiur die
Synthese einfacher Verbindungen und die Darstellung sehr schnell ablaufender
Prozesse bzw. als Perfusionstracer. Die Verwendung von "C (t,, = 20 min) und

8F (t,/, = 10 min) ermdglicht im Gegensatz dazu mehrstufige Synthesen.

Obwohl **Cu das am hiufigsten verwendete Radionuklid fiir die PET-Bildgebung
von Nanopartikeln darstellt, bringt es einige Nachteile mit sich. So sind fiir die
Radiomarkierung Chelatoren noétig, welche die molekulare Struktur der polymeren
Systeme signifikant beeinflussen und so direkt die Korperverteilung verdndern
konnen. Kleine Radioisotope, wie F (t,, = 110 min), stellen daher interessante
Alternativen mit erhohter Bildauflosung dar, da Fluor mit seiner geringen
B*-Energie eine bessere Ortsauflésung liefert. Dariiber hinaus ist '°F als Isoster von
Wasserstoff ein Element, welches nur geringen Einfluss auf die in vivo-

Eigenschaften der Verbindung hat. *®F spielt in der PET-Diagnostik selbst die grofite
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Rolle, was auf seine besonderen physikalischen und nuklearen Eigenschaften, aber

auch einfach auf seine Verfiigbarkeit zurtickzufiihren ist.

Erste Untersuchungen, wie von Devaraj et al., zeigten so die erfolgreiche Synthese
und in vivo-Charakterisierung von 'F-markierten Kern-Schale-Partikeln
(*®F-CLIO)™ Diese Partikel bestanden aus einem superparamagnetischen Eisenkern
und einer Hille aus vernetztem Dextran, welches tiber Click-Chemie mit einem
"F-PEG Synthon markiert werden konnte. Des Weiteren zeigten Guerrero et al."® an
®F-markierten Gold-Peptid-Konjugaten deren Korperverteilung in Ratten. Ein
weiteres Beispiel ist die Radiomarkierung von Ceriumoxid-Partikeln mittels "F,

wobei ebenfalls das in vivo-Verhalten dieser Partikel in Ratten untersucht wurde."”

Auf Grund der relativ kurzen Halbwertszeit von ca. 1o min konnen Synthese,
Aufreinigung und klinische Anwendung sichergestellt werden und geben somit

erste Eindrlicke auf das in vivo Verhalten von Kolloiden.

Obwohl die Anreicherung der Nanopartikel meist durch den EPR-Effekt (engl.
enhanced permeability and retention ="erhohte Permeabilitit und Retention")"® ein
langsamer Prozess ist, konnen in vivo-Studien mittels *F-Markierung fiir ein erstes
Indiz beziiglich des Metabolismus' und der Ausscheidung dienen. Im Folgenden
konnen detaillierte Langzeitstudien angeschlossen werden, die sich mit der

Anreicherung mittels des EPR-Effekts in Zielgeweben befassen.

1.3.3.2  Passive Anreicherungsmechanismen

Wie schon beschrieben sollen Wirkstoff-Tragersysteme ihre Ladung moglichst
genau an einen gewiinschten Zielort liefern, um der systemischen Toxizitat der
Wirkstoffe entgegenzuwirken. Man unterscheidet dabei zwei mdgliche
Mechanismen, die von ganz unterschiedlichen Faktoren abhdngig sind. Die passive
Anreicherung, welcher der EPR-Effekt zugrunde liegt und der durch die Grofde der
Systeme beeinflusst werden kann. Und die aktive Anreicherung (engl. targeting),

bei welcher sogenannte Erkennungsstrukturen zum Einsatz kommen, die nach dem
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Schliissel-Schloss  Prinzip  mit  Zellerkennungsstrukturen = wechselwirken.

(Abbildung 10).

Die passive Anreicherung beruht iberwiegend auf pathophysiologischen
Charakteristika in den Geweben. Grundgedanke ist, dass sich das Gewebe der
meisten malignen Tumoren physiologisch und biochemisch von normalem Gewebe
mafdgeblich unterscheidet. Hierfiir gibt es mehrere Ursachen. Wahrend der
schnellen Angiogenese von Tumoren kommt es zu einer Hypervaskularisierung. Die
neu geformten Blutgefiffe der Tumoren weisen so jedoch Mangel in ihrer
vaskuldaren Struktur auf. Die Endothelzellen der Kapillargefifie von Tumoren sind
fenestriert, das heifdt sie weisen im Vergleich zu anderen Kapillaren deutlich
groflere Offnungen auf. Auch das lymphatische System weist gegeniiber gesundem
Gewebe erhebliche Madngel auf. Somit ist eine effektive Lymphdrainage im Tumor
nicht gewdhrleistet. Die Tumorzellen steigern die Produktion von Verbindungen,
die fiir eine erhohte Durchldssigkeit des Gewebes sorgen. Dies ermoglicht, dass
Makromolekiile leicht und vermehrt in das Tumorgewebe eindiffundieren konnen.
Der Abtransport der eindiffundierten Materialien ist aufgrund des mangelhaften
lymphatischen Systems zusitzlich erschwert."®" Die erhohte Durchlissigkeit und
die verminderte Drainage fithren so zu einer Anreicherung von eindiffundierten
Makromolekiilen, was bei gesundem Gewebe nicht auftritt und was sich die passive
Wirkstoffanreicherung zu Nutzen macht. Wirkstoff-Tragersysteme wie Liposomen,
polymere  Mizellen und Kolloide konnen so ohne angebundene

120,121

Erkennungsstrukturen an den Zielort gelangen.

Der EPR-Effekt stellt somit kein tempordares Phanomen dar, d.h. eine
therapeutische Retention des Wirkstoffes ist fiir mehrere Wochen oder gar langere

Zeitraume denkbar. Das Konzept des EPR-Effekts ist in Abbildung 10 dargestellt.

Da beim EPR-Effekt die Grofde der makromolekularen Systeme eine entscheidende
Rolle spielt, ist das Molekulargewicht der Systeme nicht unbedeutend. Um den
EPR-Effekt vermehrt ausnutzen zu konnen, missen die Makromolekiile in ihrem
Molekulargewicht {iber der renalen Ausscheidungsgrenze liegen (>40 kDa) und eine

erhohte Blutzirkulation aufweisen.’**
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Abbildung 10. Schematische Darstellung der gezielten Anreicherung von nanopartikuldren
Tragersystemen im Tumorgewebe. Passive Anreicherung kann durch den EPR Effekt (engl. enhanced
permeability and retention = "erh6hte Permeabilitdt und Retention" beschrieben werden. Eine aktive
Anreicherung kann durch Wechselwirkung von Ligand und Rezeptor erreicht werden. Die Nanopartikel
kénnen (I) ihre Ladung nahe der Zielzelle abgeben; (II) an der Zelloberfliche andocken; oder (lIl)

internalisiert werden, modifiziert nach™*.

Um dies zu untersuchen, wurden bereits Studien mit HPMA-basierenden
Copolymeren  durchgefithrt. Diese = Copolymere  variierten in  ihrem
Molekulargewicht (zwischen 22 und 778 kDa) und zeigten eine erhéhte
Tumoraufnahme mit steigenden Molekulargewichten.”* Die
Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahmen (Abbildung 1) zeigen deutlich die
abnormale Vaskularisierung der Tumorblutgefdfde im Vergleich zum einheitlichen
Netzwerk und Orientierung in gesundem Gewebe. Der EPR-Effekt ist jedoch nicht
vollstaindig vom Molekulargewicht abhdngig, sondern auch von der
Oberflachenladung oder in vivo-Kontrollsystemen fiir Makromolekiile, wie z. B.
Scavenger-Rezeptoren des RES, die einen entscheidenden Einfluss auf die

biologische Halbwertszeit nehmen. Maeda und Mitarbeiter zeigten, dass eine Reihe



Einleitung 35

von vaskuldren Mediatoren den Effekt beeinflussen konnen."?"** Dazu gehoren z. B.
Bradykinin/(Hydroxylpropyl’)bradykinin, Stickstoffmonoxid (NO) wund seine
Derivate, Prostaglandine oder Angiotensin-konvertierende Enzym- (ACE)

Inhibitoren.

Abbildung 11. Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahmen der Blutgeféfie in gesundem Gewebe (A-C) und in
metastatischen Lebertumoren (D-F). Normale Kapillaren der Bauchspeicheldrise (A), des Dickdarms (B)
und der Leber (C). Metastatische Tumorknoélichen in der Leber (D), Tumorgefalie am Kapillarlevel (E) und
leere Hohlrdume (F).***

Die Freisetzung von NO oder NO-freisetzender Komponenten, wie zum Beispiel
Nitroglycerin, bewirken einen erhdhten Blutfluss im Tumorgewebe, was zusatzlich
den EPR-Effekt unterstiitzt und zu einer weiteren hoheren Anreicherung von
Makromolekiilen fiihrt. Folglich konnte so die Wirkstoffkonzentration im

122,125

Tumorgewebe nochmals erh6ht werden.

13.3.4 Aktive Anreicherungsmechanismen

Hinter dem Begriff aktiver Anreicherungsmechanismen (engl. active targeting)
verbirgt sich die direkte "Adressierung" eines Wirkstoffes an den gewiinschten
Zielort ohne mdoglichst gesunde Zellen zu beeinflussen, um so unerwiinschte
Nebenwirkungen zu reduzieren. Aktive Anreicherungsmechanismen beschreiben
daher einerseits Erkennungsstrukturen wie Rezeptorliganden, Antikorper oder

Peptide, welche an Zielstrukturen im Zielgewebe binden, um eine Tumoraufnahme
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zu ermoglichen, aber auch eine erhohte Retentionszeit an der Zelloberflache kann
eine Zellinternalisierung unterstiitzen.”®”” Neben relativ hochmolekularen
Erkennungsstrukturen, wie Antikorpern, stellt z. B. die Folatrezeptor-vermittelte

Anreicherung eine niedermolekulare Variante dar.
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Abbildung 12. Chemische Struktur der Folsdure (FS).

(2S)-N-(4-(((2-Amino-4-hydroxypteridin-6-yl)methyl)amino)benzoyl)glutaminsdure
oder Folsdure (FS) (Abbildung 12) ist ein essentieller Nahrstoff und zahlt zur Gruppe
der Vitamine. Folsdure ist auch als Vitamin Bg bekannt und wurde 1941 von Esmond
Snell entdeckt, der sie erstmals aus Spinat extrahierte. Er leitete die Bezeichnung

aus dem lateinischen Wort "folium" fiir Spinat, ab.”®

Ab diesem Zeitpunkt war die
Folsdaure im Bereich der Erndhrungswissenschaften nicht mehr wegzudenken und
spielt vor allem wahrend der Schwangerschaft eine wichtige Rolle.” Unter
physiologischen Bedingungen spielt die Folsdure eine entscheidende Rolle in der
frihen DNA-Synthese, genauer wdahrend der Nukleotidsynthese als Ci-Donor.”®
Hierbei ist es nicht die Folsaure selbst, sondern ihre reduzierten Formen, welche
aktiv an der Nukleotidbiosynthese teilnehmen.”?" Folsdure selbst, kann wie bereits
gesagt, nicht vom menschlichen Korper hergestellt werden, sondern muss iiber die
Nahrung aufgenommen werden.?® Die hdufigste vorkommende Form der Folsdure

im Plasma ist das 5-Methyl-5,6,7,8-tatrahydrofolat mit einem Plasmaspiegel von

5-30 nM.
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Die Uberexpression des Foaltrezeptors in pathophysiologischen Fillen durch die
erhohte Proliferation von entarteten Zellen fiihrte dazu, dass Folsaure eine immer
interessanter werdende Zielstruktur in der Onkologie geworden ist. In Folge dessen
beschaftigen sich immer mehr Forscher mit dieser Thematik fiir Therapie, aber auch

132

Diagnostik.

Folate zeigen einen hydrophilen und anionischen Charakter was einen speziellen
Transport tiber die Zellmembran erfordert. Daher gibt es auch eine Rezeptorfamilie,
die sich unter dem Namen folatbindendes Protein (FBP) zusammenfassen lassen.
Diese haben eine hohe Affinitat (~ 1 nM) zur oxidierten Form der Folsaure.”>"*
Diese Rezeptorfamilie kann in 3 Rezeptor-Untergruppen gegliedert werden, dem
alpha-Folatrezeptor (FRa), dem beta-Folatrezeptor (FRB) und dem gamma-
Folatrezeptor ~ (FRy), @ wobei FRa und FRB  N-glkosyliert  und
Zelloberflichenrezeptoren sind. Allerdings kommen FRa und FRP nur auf
bestimmten Organen und bestimmtem Gewebe wie der Lunge (FRa), dem
Adergeflecht (FRa), der Plazenta (FRo/FRB) und den Nieren (FRa) vor.”>™7 Es
konnte gezeigt werden, dass Frf hdufig auf aktivierten Makrophagen, in
Gelenksflissigkeit und in entziindeten Gelenken von rheumatischer Arthritis in

Menschen und Rattenmodellen (iiber)exprimiert ist.3*4

Die entscheidende Rolle des Folats wiahrend der DNA-Biosynthese erklart die
Uberexpression des FR in vielen Arten von Krebs, wie Eierstock-, Gebarmutterhals-
und Gebarmutterschleimhautkrebs. Die biologischen Eigenschaften der Folate, wie
die schnelle Aufnahme in Zellen oder Gewebe mit FR-Expression und die schnelle
Ausscheidung aus gesundem Gewebe, macht sie attraktiv fiir die Anwendung als
Tumorerkennungsstruktur in der molekularen Bildgebung, aber auch in
Therapieansdtzen. Die ersten Therapieansitze von metastasierendem Krebs in
Madusen wurde 2003 durchgefiihrt, als Kennedy et al. Fluoreszein-Folat-Konjugate

verwendeten.'**

Bezieht man dieses Konzept auf makromolekulare Systeme, konnte gezeigt werden,
dass das Anbinden von Folat an PHPMA zu einer Steigerung der Aufnahme von FS-

PHPMA-Konjugaten in Tumorzellen in vitro gefithrt hat."® Des Weiteren konnte
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gezeigt werden, dass die Konjugation von FS an Liposomen vielversprechende
Ergebnisse hinsichtlich des gezielten Transports verschiedenster Wirkstoffe in
Tumorzellen liefert."**™*° Auch folattragende Nanopartikel gewinnen immer mehr
Beachtung.”®™* Eisenpartikel, die mit Folat derivatisiert sind und somit gezielt an

Tumorgewebe binden, zeigen erste Ergebnisse als MR-Kontrastreagenzien.™

1.4 Messmethoden

1.4.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) ist eine Methode zur Abbildung von
Oberflichenstrukturen im Nanometerbereich.®® Sie macht sich beschleunigte
Elektronen zur Bildgebung als Strahlungsquelle zu Nutze. Hierbei ist die maximale
Auflésung des Mikroskops durch die Wellenlange der verwendeten Quelle limitiert.
Ernst Abbe legte die Abhdngigkeit des Auflésungsvermdgens zwischen zwei

Punkten d in der Gleichung 3 fest:

A

d =
2n - sina

(3)

Dabei steht A fiir die verwendete Wellenlinge und n - sina fir die numerische
Apertur, welche das Vermogen beschreibt Licht zu fokussieren. n steht dabei fiir die

Brechzahl des Mediums und « fiir den Akzeptanzwinkel des Objekts.

Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird der Elektronenstrahl auf der Oberflache
der Probe fokussiert, welcher dann die Probe Pixel fiir Pixel abrastert. Der Kontrast
kommt durch die Anzahl der Elektronen zustande, die vom Elektronenstrahl aus
der Probenoberflache "herausgeschlagen” und vom Detektor aufgenommen werden.
Dadurch entsteht ein dreidimensional wirkendes Bild, welches die
Oberflachenbeschaffenheit (die Elektronendichteverteilung) widerspiegelt. Die
Auflésung des Rasterelektronenmikroskops ist vom Durchmesser des

Elektronenstrahls abhdngig, wobei gilt -je diinner der Strahl, umso besser die
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Auflosung. Sobald der primare Elektronenstrahl auf die Probe trifft, kommt es zur
Wechselwirkung der Primarelektronen mit der Probe, wodurch Sekundarelektronen
mit einer Energie von < 50 eV emittiert werden. Diese Sekundarelektronen
stammen aufgrund ihrer niedrigen Energie aus dem obersten Nanometerbereich der
Oberflache. Trifft der Primarelektronenstrahl auf eine Kante, konnen deutlich mehr
Sekundarelektronen austreten. Dieser Effekt fithrt dazu, dass Kanten heller
erscheinen und fiihrt zu einem kontrastreichen, raumlich wirkenden Bild. Da im
Rasterelektronenmikroskop nur Sekundarelektronen gemessen werden, reicht ein
schwacher primdrer Elektronenstrahl aus. Das entstandene Signal wird elektronisch
verstarkt und ermoglicht das Betrachten der Probe an einem Bildschirm. Die
Rasterelektronenmikroskopie wurde in der vorliegenden Arbeit zu Untersuchungen
der Morphologie, der Grofde, der Oberflichenbeschaffenheit und der Verteilung der

synthetisierten Polymerpartikel eingesetzt.

1.4.2 Dynamische Lichtstreuung

Die Methode der dynamischen Lichtstreuung (DLS) wurde zur Bestimmung der
mittleren PartikelgroRe und der GroRenverteilung benutzt.””’>® Bei der
dynamischen Lichtstreuung kann die Bewegung von Molekiilen verfolgt werden.
Das Primarergebnis ist der Diffusionskoeffizient, der auf den hydrodynamischen
Radius schliefen lasst und bei Kenntnis von Beziehung zwischen
Diffusionskoeffizient und Molmasse es ermoglicht auch Molmassenmittelwerte und
—verteilungen berechnen zu konnen. Das Prinzip der DLS basiert auf dem Doppler-
Effekt. Durch die Bewegung der Teilchen erfihrt das Streulicht eine
Frequenzverschiebung, die mit der Geschwindigkeit der Teilchenbewegung
korreliert. Aufgrund der Brownschen Molekularbewegung bewegen sich die
dispergierten Partikel in allen Raumrichtungen mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten. Je grofder ein Partikel ist, desto langsamer bewegt es sich und
desto kleiner ist sein Diffusionskoeffizient. Wird, beispielsweise eine Dispersion,
mit einem Laserstrahl durchstrahlt, kommt es an den Partikeln zur Streuung des

Lichts. Dabei kann die Intensitat des Streulichts unter einem bestimmten Winkel zu
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seiner Ausbreitungsrichtung gemessen werden. Hierzu werden Laser als Lichtquelle
eingesetzt, deren monochromatische, kohdrente Strahlung durch die Probe geleitet
wird. Da sich die Kolloide mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten bewegen und
zusatzlich Molekiile oder Molekiilgruppen rotieren oder schwingen konnen, ist die
Streuung nicht konstant. Je schneller sich die Partikel bewegen, umso starker sind
die bei einem bestimmten Winkel detektierten Schwankungen der Intensitat des
gestreuten Lichts. Die gemessenen Fluktuationen der Streuintensitat werden in eine

Zeit-Intensitats-Korrelationsfunktion umgewandelt (Gleichung 4):

92(6) =(1(0) - I(n + 1)) (4)

wobei T das Zeitinterval, n die Anzahl der Intervalle, I(0) die Streuamplitude zum
Zeitpunkt 0 und I(n + 7) die Streuintensitit zum Zeitpunkt n + 7 darstellt. Dieser
Vorgang wird fiir viele Intervalle und unterschiedliche Startzeiten wiederholt und
am Ende tiber alle gemittelt. Fiir kleine monodisperse kugelformige Partikel, welche
in sehr grofder Verdiinnung und somit ohne gegenseitige Wechselwirkung
vorliegen, kann die Autokorrelationsfunktion zur Berechnung des translatorischen

Diffusionskoeffizienten D verwendet werden (Gleichung 5).

9:(t) = Bexp(—q*Dt) (5)

Hierbei stellt B das experimentell gegebene Signal-Rausch-Verhdltnis und g den
Streulichtvektor dar. Uber das Stokes-Einstein-Gesetz ist es dann moglich den
kugeldquivalenten hydrodynamischen Radius R, der Partikel zu berechnen

(Gleichung 6):

kgT
Rh. =
6mnD

(6)

Hierbei stellt k5 die Bolzmann-Konstante, T die Temperatur und 1 die dynamische

Viskositat dar.
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1.4.3 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Im Vergleich zur dynamischen Lichtstreuung erlaubt die
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)**'® die Beobachtung der freien
Diffusion fluoreszierender Partikel in Losung oder auch in biologischen Systemen.
Hierzu wird die Intensititsfluktuation der Emission gemessen, die durch
Fluorophore, die in das Beobachtungsvolumen hinein und hinaus diffundieren,
verursacht wird. Auch bei dieser Methode ist die Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten durch Korrelation der zeitabhdngigen Intensitat mdglich.
Vor jeder Messung muss die Grofde des Beobachtungsvolumens mittels einer
Referenzverbindung, meist Rhodamin 6G, bestimmt werden. Dies macht die FCS im
Gegensatz zur DLS zu einer Relativmethode. Auch bei der FCS basiert die
analytische Auswertung auf der Autokorrelationsfunktion, welche die Korrelation
der Fluoreszenzintensitit zu verschiedenen Zeitpunkten beschreibt. Durch eine
Poisson-Verteilung fiir die Eintrittswahrscheinlichkeit verschiedener Partikel in das
konfokale Volumen lasst sich eine Gleichung herleiten, iber die es moglich ist

Diffusionszeiten 7, aus der Intensitats-Autokorrelation zu bestimmen (Gleichung

7).

G(r)=1+%(1+%)_1-(1+ ’ )_1/2 (7)

S2tp

Hierbei stellt t die Korrelationszeit, 7, die Diffusionszeit, N die mittlere
Teilchenzahl im Detektionsvolumen und S das Achsenverhdltnis des ellipsoiden
Detektionsvolumen  (Strukturfaktor) dar. Da die Diffusionszeit vom
Achsenverhdltnis des ellipsoiden Detektionsvolumen abhangt, kann sie nicht als
Absolutwert angesehen werden. Nach Gleichungen 8 und 9 lasst sich der
Diffusionskoeffizient D des fluoreszierenden Polymers bestimmen, wobei Dg.r den
Diffusionskoeffizienten des Referenzfarbstoffs und tz.r die Korrelationszeit des

Referenzfarbstoffs darstellen:
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2
T, = — (8)

mit
To = 2/ DrefTres (9)

Im letzten Schritt kann der hydrodynamische Radius analog zur DLS nach Stokes-

Einstein bestimmt werden (siehe 1.4.2).

1.4.4 Konfokale Laserrastermikroskopie

Bei der konfokalen Laserrastermikroskopie’ (eng.: confocal laser scanning
microscope, CLSM) wird die Probe, wie der Name schon sagt, von einem
fokussierten Laser abgetastet. Der Laser wird dabei iiber ein bewegliches
Spiegelsystem Zeile fiir Zeile tiber das Prdparat geleitet. Die konfokale Blende
ermoglicht es, nur emittiertes Fluoreszenzlicht aus der Fokusebene zu

detektieren.'®>

Auf diese Weise werden optische Schnitte erzeugt, welche nur die
scharfen Objektdetails darstellen. Durch Anderung der Fokusebene (was
rechnergesteuert durch Hohenverschiebung der Probe ablauft) wird eine Serie von
Schnitten erhalten, welche eine Rekonstruktion der Abbildungen ermdoglichen. Die
laterale Auflosungsgrenze liegt bei ca. 0,2 pm, die axiale bei ca. 0,5 pm. Auch hier ist
die Auflésungsgrenze, wie beim REM, durch die Numerische Apertur festgelegt. Sie
ist vom Brechungsindex des Mediums zwischen Deckglas und Objektivlinse und

dem halben Offnungswinkel des Objektivs abhingig. Analog zu Abschnitt 1.4.1 kann

die Auflosungsgrenze nach E. Abbe beschrieben werden.

1.4.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie'® ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung der
Fluoreszenz bei gleichzeitiger Bestimmung verschiedener Zellparameter in einer

Zellpopulation. Sowohl  Zellgrofle und  Granularitit, aber auch die
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Fluoreszenzintensitat einer jeden einzelnen Zelle kann durch die von den Zellen
aufgenommen fluoreszierenden Partikel bestimmt werden. Das Prinzip dieser
Messmethode basiert auf der hydrodynamischen Fokussierung der Zellsuspension.
Das bedeutet, die Zellen werden einzeln nacheinander an einem gebiindelten
Laserstrahl geeigneter Wellenldnge vorbeigeleitet. Dabei werden die Fluorophore
angeregt und es kommt zur Streuung des Laserlichts durch die einzelnen Zellen.
Das gestreute Licht wird von zwei unterschiedlichen Detektoren aufgenommen.
Dabei ist das Seitwartsstreulicht (engl. side scatter, SSC) ein Maf$ der Brechung des
Lichts im rechten Winkel, das von der Granularitit der Zellen abhdngt. Das
Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, FSC) ldsst durch die Beugung des Lichts
im flachen Winkel hingegen Riickschliisse auf die Zellgrofde zu. Die

Fluoreszenzsignale werden ebenfalls im rechten Winkel zum Laserstrahl detektiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden von Dr. [ G0 mittels

Durchflusszytometrie  quantitative  Bestimmungen zur Aufnahme von

fluoreszenzmarkierten Kolloiden durchgefiihrt.

1.4.6 Positronen-Emissions-Tomographie

Bei der Positronen-Emissions-Tomographie (PET)'**'® werden kurzlebige,
neutronenarme Isotope verwendet, die sich durch einen Positronenzerfall
(B*-Zerfall) stabilisieren. Dabei wird im Kern ein Proton in ein Neutron
umgewandelt und sowohl ein Positron (f*), zum Erhalt der Ladung, als auch ein

Neutrino (ve), zum Erhalt des Spins, emittiert (Gleichung 10):

72Xy = z-4Yye1 T 1B+ QVe (10)

Durch Wechselwirkung mit der umgebenen Materie gibt das emittierte Positron
seine kinetische Energie ab, bis seine Gesamtenergie in etwa der seiner Ruhemasse
entspricht. Die Wegstrecke, die das Positron dabei zurticklegt, hingt von dessen
Energie ab und ist fiir das jeweils eingesetzte Radioisotop spezifisch. Das thermische

Positron rekombiniert mit seinem Antiteilchen, einem Elektron aus der Umgebung,
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und bildet dabei ein intermedidres Positronium. In einer weiteren Reaktion, der
sogenannten Annihilation, wird das Positronium vernichtet (Abbildung 13). Dabei
wird seine Gesamtenergie von 1022 keV (Ruhemasse von Positron und Elektron) auf
zwei y-Quanten verteilt. Solch eine Zwei-Quanten-Annihilation findet statt, wenn
das Positronium im Singulett-Zustand mit antiparallelem Kernspin vorliegt. Liegt es
hingegen im Triplett-Zustand mit parallelem Kernspin vor, tritt eine Drei-Quanten-
Annihilation auf. Dieser zuletzt genannte Prozess kann jedoch vernachlassigt
werden, da das beobachtete Verhaltnis von Drei- zu Zwei-Quantenvernichtung etwa

103 entspricht.'*®

Detektor

Annihilation
Atomkern 2 messung

POSITRON ELECTRON
O L — O @ W—
B+

511 keV g Koinzidenz-

)
511 keV S
Annihilation é 180

Detektor

Abbildung 13. Schematische Darstellung des PET Prinzips, modifiziert nach*®.

Auf Grund der Auswahlregeln fiir die Erhaltung von Energie, Impuls und Paritat
werden die beiden y-Quanten in einem Winkel von 180° und mit einer Energie von
jeweils s keV emittiert. Die beiden y-Quanten konnen mittels Szintillations-
Detektoren nachgewiesen werden. Eine PET-Kamera besteht in der Regel aus
ca. 10.000 einzelnen Detektorkristallen, die zu mehreren Blocken zusammengefasst

und tber eine Koinzidenzschaltung miteinander verbunden sind. Somit wird ein
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Zerfall nur registriert, wenn beide y-Quanten eines Zerfalls zeitgleich detektiert
werden. Durch den Emissionswinkel von 180° muss der Zerfall in etwa auf der
Verbindungslinie der zwei Detektorkristalle (der LOR: engl. Line of response, bzw.
Koinzidenzlinie) stattgefunden haben und kann zu seinem Ursprung zuriickverfolgt
werden. Die maximale Ortsauflésung der PET wird daher von der B*-Energie der
Positronen bestimmt. Diese liegt im Falle heutiger Tomographen bei etwa 3-5 mm.
Mit Hilfe von Rekonstruktionsalgorithmen wird durch die Uberlagerung der LORs
ein  Aktivitatsprofil errechnet, welches eine genaue Verteilung des
Radiopharmakons im Organismus zeigt.'> Somit erhilt man ein dreidimensionales
Bild, welches die raumliche sowie die zeitliche Verteilung der radioaktiv markierten
Komponenten in vivo widerspiegelt. Dariiber hinaus konnen PET-Messungen mit
einer Computertomographie (CT) bzw. Magnetresonanztomographie (MRT)
kombiniert werden. Dies ermoglicht neben funktionellen auch morphologische
Informationen zu erhalten, welche fiir klinische Fragestellungen relevant sein
konnen. Dazu wird im Anschluss an die PET-Messung eine CT durchgefithrt und die

beiden Bilder zu einem Fusionsbild tiberlagert.
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2 Motivation und Zielsetzung

Eine wirkungsvolle Therapie von malignen Tumorerkrankungen erfordert eine
zielgerichtete Anreicherung eines (Chemo)therapeutikums in den betroffenen
Geweben. Neben der Entwicklung neuer Wirkstoffe geht es heutzutage
tiberwiegend darum, bereits bekannte Wirkstoffe noch effektiver in ihr Zielgewebe
zu transportieren, wo sie ihre Wirkung entfalten sollen. Bisher verwendete
Arzneistoffe eignen sich nur schlecht fiir eine systemische (intravendse)
Verabreichung, da sie eine nicht zu vernachldssigende unspezifische Wirkung,
verbunden mit erheblichen Nebenwirkungen, haben, schlecht l6slich sind und
schnell metabolisiert werden. Makromolekulare Trdgersysteme bieten hier das

Potential, sowohl die Bioverfiigbarkeit als auch das pharmakokinetische Profil

4
%,

Abbildung 14. Pharmakokinetische Profile eines niedermolekularen Wirkstoffes (A) und eines
makromolekularen Wirkstoff-Tragersystems (B), modifiziert nach™®®

solcher Wirkstoffe zu verbessern (Abbildung 14).
A ()
\. (

o f

0‘/ ::l\

_ Zielgewebe
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Hauptgriinde dafiir sind eine durch Einkapselung oder Anbindung an das
makromolekulare Tragersystem verminderte Metabolisierung, eine erhohte Plasma-
Halbwertszeit, durch die grofdenbedingte verminderte renale Ausscheidung, sowie
eine gesteigerte Anreicherung im Tumorgewebe durch den EPR-Effekt. Betrachtet
man Kern-Schale-Systeme, wie beispielsweise polymere Mizellen, sind diese in der
Lage, sehr hydrophobe Wirkstoffe einzuschliefen.® Als Alternative kommen
geeignete funktionalisierte Kolloide in Frage. Die Verwendung von amphiphilen
Block-Copolymeren als Detergenzien zur Stabilisierung der Kolloide erdffnet hierbei
die prinzipielle Moglichkeit, Erkennungsstrukturen fiir eine aktive zielgerichtete

Anreicherung anzubinden.

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und Evaluierung von Wirkstoff-Tragersystemen,
basierend auf Kolloiden, welche mittels HPMA-basierten Copolymeren stabilisiert
sind und Grofdenbereiche von 100-300 nm im Durchmesser abdecken. Diese
Systeme sollen zum einen die Verkapselung eines Wirkstoffes und zum anderen die
selektive Anbindung von Erkennungsstrukturen erméglichen. Des Weiteren sollen
die Systeme biokompatibel und besser bioabbaubar sein sowie keine Interaktion mit
Blutbestandteilen zeigen. Im Anschluss steht die Evaluierung dieser Systeme in
vitro, um Aufnahme- und Freisetzungskinetiken zu bestimmen. Dazu ist eine
unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung der einzelnen Kolloidbestandteile (Kern,
Hille und Kargo) notwendig. Zudem soll das pharmakokinetische Profil der
®F-markierten Kolloide mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und
ex vivo-Biodistribution im Mausmodell ermittelt werden, was die Synthese von
geeigneten '“F-Markierungsvorlduferpolymeren bedingt. Dariiber hinaus ist es
angedacht, den Einfluss von Folat als Erkennungsstruktur in vivo am einfachen
HPMA-Homopolymer zu untersuchen, um erste Hinweise auf die Anwendbarkeit

des Folatkonzepts auf kolloidale Systeme zu erhalten.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 15 zeigt eine Gesamtiibersicht der in dieser Arbeit behandelten Themen.

Kapitel |

@
-
< e 10
\(:\\ N F-Click y
Q\ o & &
% c‘l

o PS-Kolloide

POLLA-Kolloide

| I_l‘l.

lunge Leber Mz Niee  Blut

Kapitel llI

_120

3

g0 .

¥

ibD

Fa0

3

Z20

CPRISE BNN BNE BOE BON
150 300 600

1000 1200

" R4
< {
llnkubahun

l

G '8
'.o\ N X

Partikelhonzentration (ug/mt]

Kapitel Il

NC CH; M, CHy p, CHy NC

] 2 N 2 1

”°Ms‘ff' € f P oo

[e} 2
HN O HN O HN O

‘\(OH
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Im ersten Teil dieser Arbeit wurde sich mit der Synthese von biokompatiblen und
bioabbaubaren Kolloiden, welche durch HPMA-basierte Block- und statistische
Copolymere  stabilisiert  sind,  beschaftigt. = Nach  physikochemischer
Charakterisierung wurden diese kolloidalen Systeme hinsichtlich ihrer Toxizitat,
sowie ihres Aggregationsverhaltens in humanem Blutserum getestet. Zusatzlich
wurde das Aufnahme-/Freisetzungsverhalten der Systeme in vitro untersucht. Das
pharmakokinetische Profil konnte mittels Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) und ex vivo Biodistributionsstudien bestimmt werden. Dabei wurde
zusatzlich die Moglichkeit von verschiedenen Anbindungsstrategien und deren
Einfluss untersucht. Letztlich zeigte die Anbindung von Folat, einer etablierten

Erkennungsstruktur, eine erhohte Anreicherung in Zielgeweben.

3.1 Herstellung von kolloidalen Wirkstoff-
Tragersystemen mittels Miniemulsionstechniken

Der Transport von hydrophoben Wirkstoffen stellt einige Anforderungen an das
Tragersystem (Abbildung 16). Zum einen wird eine hydrophobe Matrix benétigt, in
welcher der Wirkstoff gut 16slich ist und eingekapselt werden kann. Dieser Kern
sollte biokompatibel und im besten Fall bioabbaubar sein sowie eine hohe
Beladungskapazitat aufweisen. Um einen solchen Kern im wassrigen Blutmedium
zu stabilisieren, bedarf es losungsvermittelnder Komponenten, wobei sich der
Einsatz von Tensiden zu Nutze gemacht wird. Solche kolloidalen Systeme (Kern
und Hiille) lassen sich tber Emulsionspolymerisationen, im Speziellen die
Miniemulsionspolymerisation, herstellen. Es werden in der Regel niedermolekulare
Tenside wie z. B. das Natriumdodecylsulfat (SDS) verwendet. Diese bringen jedoch
einige Nachteile mit sich. Einerseits basiert die Stabilisierung auf ionischer Natur,
was im Blut mit hohen lonenkonzentrationen Aggregationen induzieren kann. Zum
anderen haben niedermolekulare im Vergleich zu hochmolekularen Tensiden eine
hohe kritische Mizellbildungskonzentration (engl. critical micellar concentration,

cmc), was zu einer héheren Dynamik fiihrt. Das heifdt, dass es zu einem stdandigen



Ergebnisse und Diskussion 51

Hin- und Abdiffundieren der Molekiile kommen kann, was ein betrachtliches
Problem darstellt, da SDS zytotoxisch und immunogen ist.”® Eine aufwendige
Aufreinigung mittels Dialyse ist somit unabdingbar. Von Bedeutung ist heutzutage
besonders die Funktionalisierung der Oberflache, was mit SDS als Tensid nicht
moglich ist. Mit den vorher beschriebenen Anforderungen an das Tensid wurden in
dieser Arbeit polymere Tenside zur Stabilisierung verwendet, welche die

erforderlichen Merkmale eines Wirkstoff-Tragersystems erfiillen.

hydrophobe Matrix

- biokompatibel/bioabbaubar
- Verkapselung des Wirkstoffs

__ hydrophile Korona

- Schutz vor Aggregation
- Targetingstrukturen
- Markierung

Abbildung 16. Schematische Darstellung eines idealen Wirkstoff-Tragersystems.

3.1.1 Synthese von wohldefinierten HPMA-LMA-basierten
Copolymeren als Tenside

Die verwendeten polymeren Tenside miissen folgende Eigenschaften aufweisen. Sie
miissen sehr gut wasserloslich sein, aber dennoch einen amphiphilen Charakter
haben und vor allem aber wohldefiniert sein, um iiberhaupt als Medizinprodukt

zugelassen werden zu konnen.

Dabei eignet sich Poly(N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid) (PHPMA), welches sich
bereits als geeignete hydrophile Komponente bewiesen hat und sich in klinischen
Studien befindet. Als hydrophobes Segment hingegen wurde Poly-
Laurylmethacrylat (PLMA) eingesetzt. Solche amphiphilen Systeme sind in der
Synthese und der Charakterisierung jedoch herausfordernd (Aggregatbildung),
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weshalb als Methode der Wahl die RAFT-Polymerisation in Verbindung mit dem
Reaktivesteransatz gewdhlt wurde.” Der Reaktivesteransatz bietet dabei die
Moglichkeit, primdr komplett hydrophobe Copolymere mit einer engen
Molekulargewichtsverteilung  darzustellen, welche somit in organischen
Losungsmitteln gut charakterisiert werden konnen. Diese wurden anschlieffend in
polymeranalogen Reaktionen zum HPMA umgesetzt, wobei so auch auf einfache
Art und Weise Funktionalitaten, wie beispielsweise Farbstoffe, eingefiihrt werden

konnten."”

Zu Beginn der Arbeit wurde eine Reihe von potentiell einsetzbaren amphiphilen
HPMA-LMA-basierten Block- und statistischen Copolymeren verschiedener

Zusammensetzung hergestellt (Schema 5).
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Schema 5. Syntheseroute zu Block- (P 1-8) und statistischen Copolymeren (P 9-12) basierend auf HPMA
unter Verwendung des Reaktivesteransatzes.

Die Eigenschaften der Polymere sind in Tabelle 4 gezeigt. Es ist bekannt, dass
Polymere ab einem Einbau von 10 mol% des hydrophoben Monomers, im Fall von
Laurylmethacrylat, in Wasser zusammenlagern und komplexe Aggregate bilden,

wobei die hydrophilen HPMA-Segmente nach auflen in das wassrige Medium
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ragen.”>”* Ein weiterer Vorteil dieser polymeren Tenside ist ihre sehr niedrige
kritische Mizellbildungskonzentration (cmc) von ungefihr sxi0™* mg/mL fir die
statistischen und ungefihr 4,1x10° mg/mL fiir die Block-Copolymere und der damit

verbundene langsamere Austausch der polymeren Tenside.”*

Aus vorangegangenen Arbeiten>>>* ist bekannt, dass HPMA-basierte Copolymere bis
zu einer Konzentration von 2 mg/mL nicht toxisch sind, was den Einsatz dieser
Systeme als polymere Tenside in Emulsionsprozessen zur Herstellung kolloidaler

Nanomedizin erlaubt.

Zusatzlich konnten Scheibe und Mitarbeiter zeigen, dass polymere Membranen,
welche auf vergleichbaren Block-Copolymeren basierten, an der Wasser-Luft-
Grenzflache (hydrophil/hydrophob) stabil sind. Es konnte auch kein Verlust der
Polymere der Membran in die wassrige Subphase, wahrend Komprimierungs-
Expansions-Hysterese der Membranen, beobachtet werden.” Diese Ergebnisse
unterstreichen wiederum den hohen Grad der Polymerstabilitait an der

hydrophilen/hydrophoben Grenzflache und ihre Eignung als polymere Tenside.

Die Synthese der Systeme gliedert sich in sechs Teilschritte: die Synthese des
Kettentransferreagenzes (CTA), die Synthese des Reaktivestermonomers (PFPMA),
die  Darstellung der  Reaktivesterprikursorpolymere  (P(PFPMA)), die
Copolymerisation zu Block- und statistischen Copolymeren, die Modifikation der

Endgruppe sowie die polymeranaloge Umsetzung samt Funktionalisierung.

3.1.11 Synthese des Kettentransferreagenzes (CTA)

Bei der Wahl des Kettentransferreagenzes wurde sich bewusst fiir die 4-Cyano-4-
((thiobenzoyl)sulfanyl)pentansiure (Sdure-CTA) entschieden (Abbildung 17), da sie
sich zum einen hinsichtlich ihrer Anwendung bei Methacrylaten im organischen
Medium bewdhrt hat. Zum anderen ist es aber auch moglich die polare Sauregruppe

gezielt im hydrophilen Segment zu positionieren.**"7*
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Abbildung 17. 4-Cyano-4- ((thiobenzoyl)sulfanyl)pentansdure (Saure-CTA) fur die RAFT-Polymerisation.

Die Synthese dieses Saure-CTAs erfolgte in zwei Stufen. Zuerst wurde die Grignard-
Verbindung Phenylmagnesiumchlorid 1 in THF unter wasserfreien Bedingungen mit
Schwefelkohlenstoff zur intensiv violetten Dithiobenzoesdure 2 umgesetzt (Schema

6).

MGGl S« SH
. E THF
g
1 2

Schema 6. Synthese der Dithiobenzoesaure 2.

Diese wurde anschlieffend durch Extraktion aus etherischer Phase gewonnen und
konnte direkt unaufgereinigt in der ndachsten Stufe mit dem Radikalstarter
4,4’-Azobis(4-cyanvaleriansdure) zum gewiinschten Kettentransferreagenz 3
umgesetzt werden (Schema 7). Die hergestellte Verbindung wurde mit Hilfe der 'H-

und C-NMR-Spektroskopie charakterisiert (siehe 5.5.1.2).

S

SH o S
, e WN¢N@YOH Essigester S@YOH
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2 3

Schema 7. Umsetzung zum Kettentransferreagenz, der 4-Cyano-4-((thiobenzoyl)sulfanyl)-pentansaure 3.

3...2  Synthese des Monomers Pentafluorphenylmethacrylat (PFPMA)

Die Synthese erfolgte nach bekannter Vorschrift.”> Dabei wurde in Anwesenheit
von Base eine nukleophile Substitution des Methacrylsdurechlorids 4 mit

Pentafluorphenol durchgefiihrt (Schema 8). Das Pentafluorphenylmethacrylat 5
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konnte durch Vakuumdestillation als farblose, leicht viskose Fliissigkeit in sehr
guter Ausbeute (67% der Theorie) gewonnen werden. Der Siedepunkt der
Verbindung lag bei 1x10” mbar bei 35 °C. Die hergestellte Verbindung 5 weist eine
hohe Hydrolysestabilitit auf und wurde mit Hilfe der 'H-, ®C und "“F-NMR-

(I)
F
F
F

Spektroskopie charakterisiert.

OH
I F. F NEt,
+ —_— > F
o0 . . CH,Cl,
F F

4 5

Schema 8. Darstellung des Pentafluorphenylmethacrylats (PFPMA) 5.

3.1.1.3  RAFT-Polymerisation von PFPMA zur Darstellung polymerer Makro-CTAs

Nach Darstellung der Ausgangssubstanzen konnte mit der Synthese der

Homopolymere begonnen werden (Schema 9).”

Wie bereits in Abschnitt 1.2.2.3 beschrieben, handelt es sich bei der RAFT-
Polymerisation um eine kontrollierte radikalische Polymerisationsmethode, die es
ermoglicht, wohldefinierte Polymere mit genau kalkuliertem Polymerisationsgrad
X, herzustellen. Der Polymerisationsgrad ist dabei von der eingesetzten
Monomerkonzentration M], der Ausgangskonzentration des
Kettentransferreagenz [CTA], und von der Initiatorkonzentration [I], abhdngig.
"

Uber Gleichung 11 ldsst sich X, berechnen, wobei p’, p’’ und p’”’ die jeweiligen

Umsitze angeben:7°

X, = : : (11)

Der zusatzliche Term 2-f wird fiir den Zerfall des Initiators in zwei

Radikalmolekiile mit der entsprechenden Zerfallsrate f eingefiigt. Die verwendeten
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CTA-Reagenzien sollten eine hohe und effiziente Ketteniibertragungsrate

aufweisen. Da die CTA-Reagenzien in einem 1o0-fachen Uberschuss zum Initiator

eingesetzt werden, ist der Term des Initiators somit vernachldssigbar (Gleichung 12):

p" - [CTA]ly >>2-f-p"" -[I], (12)

Die Gleichung kann wie folgt vereinfacht werden (Gleichung 13), wobei p den

Gesamtumsatz der RAFT-Polymerisation angibt:

- _ p' [M]o o [M]o
n = prcral, P lcTal,

(13)

Das theoretische Molekulargewicht M;,,, ldsst sich folgendermafien berechnen

(Gleichung 14), sofern der Polymerisationsgrad bekannt ist:

Mipeor = X_n *Myonomer + Mcra ( 14 )

Unter Berticksichtigung von Gleichung 14 kann das theoretische Molekulargewicht

entsprechend berechnet werden (Gleichung 15):

[M]o
[CTAl,

Mipeor =D " *Myonomer + Mcra ( 15 )

Der Umsatz sowie das theoretische Molekulargewicht konnen mittels NMR-
Spektroskopie bestimmt werden. Uber Gelpermeationschromatographie (GPC) lisst
sich das Zahlen (M,,)- und Gewichtsmittel (M,,) und somit der daraus resultierende

Polydispersitatsindex (PDI) bestimmen (Gleichung 16).

M,
pDl = % (16)
M.

n
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Um die polymeren Tenside hinsichtlich ihrer Stabilisierungseigenschaften
untersuchen zu konnen, wurden zu Beginn Block- und statistische Copolymere,
verschiedener  Grofen und  hydrophiler/hydrophober = Zusammensetzung,
hergestellt. Da Block-Copolymere im Grofdenbereich von 10 bis 25 kDa mit einem
hydrophoben Einbau von 10-40% getestet werden sollten, wurde mit der Synthese
von PFPMA-Homopolymeren HP 1-7 mittels RAFT-Polymerisation begonnen
(Schema 9), welche Molekulargewichte im Bereich von 14.000-40.000 g/mol

aufwiesen (Tabelle 1).

S CN HOOC._- sﬁ
S OH NC n S
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F F -
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F F AIBN, Dioxan F F
5 HP 1-7

Schema 9. RAFT-Polymerisation des PFPMAs zum P(PFPMA) HP 1-7.

Die Reaktionsfithrung war dabei unter sauerstofffreien Bedingungen unabdingbar,
da es sonst zu einem Abbruch der Polymerisation durch die Bildung von
unreaktiven Peroxidradikalen kommt.”” Auch die Verwendung von sehr trockenem

Dioxan war auerordentlich wichtig um eine partielle Hydrolyse auszuschlie3en.'”®

In Tabelle 1 sind die dargestellten Homopolymere aufgelistet. Es konnten die
angestrebten =~ Molekulargewichte  erreicht werden. Alle synthetisierten
Homopolymere weisen eine relativ enge Molekulargewichtsverteilung auf. Um die
synthetisierten Homopolymere ndher zu charakterisieren, wurden 'H-NMR- und

“F-NMR-Spektren (siehe 5.5.3) aufgenommen.
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Tabelle 1. Dargestellte Homopolymere HP 1-7 mittels RAFT-Polymerisation und deren Charakterisierung.

Name Polymer Miheor. (g/mol) M, (g/mol)* P

HP1 P(PFPMA).;, 14.100 14.700 1,24
HP 2 P(PFPMA).s 15.000 14.900 1,26
HP 3 P(PFPMA)e, 15.750 15.500 1,29
HP 4 P(PFPMA)e, 16.000 15.600 1,29
HP g P(PFPMA)100 28.000 25.500 1,28
HP 6 P(PFPMA)1;0 36.000 33.000 1,33
HP 7 P(PFPMA).,. 40.000 36.100 1,33

a Bestimmung mittels GPC (THF mit LiBr (c = 0,2 mmol/L)).

3.1.1.4  Copolymerisation der Makro-CTAs mit Laurylmethacrylat zur Darstellung
amphiphiler Copolymere

Die hergestellten Homopolymere (HP 1-7) trugen noch die fiir die RAFT-
Polymerisation essentielle Dithiobezoatgruppe und konnten somit im Folgenden als
Makro-CTAs zur Synthese von Block-Copolymeren eingesetzt werden. Hierzu
wurden HP 1-7 einer weiteren RAFT-Polymerisation mit unterschiedlichen Mengen
an Laurylmethacrylat (LMA) 6 unterzogen, um so Systeme bestehend aus zwei
hydrophoben Blocken verschiedener Grofde und Zusammensetzung zu erhalten
(Schema 10; BP 1-8). Fiir die Berechnung der Molekulargewichte wurde das

zahlengemittelte Molekulargewicht (M,) der Homopolymere verwendet (Tabelle 1).

HOOC STVI::] o © HOOC STVJ::]
NC (s %/10 NC oo md
0”0 0" N0 0”0
F F F
F F
F

6 F %/
> 10
AIBN, Dioxan

70°C F F
HP 1-7 BP 1-8

Schema 10. Darstellung der PFPMA-basierenden Block-Copolymere BP 1-8.
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Tabelle 2. Dargestellte Block-Copolymere BP 1-8 mittels RAFT-Polymerisation und deren
Charakterisierung.

Name Block-Copolymer Monomer Verhéaltnis  HP M, (g/mol)* B
BP1 P(PFPMA)-b-P(LMA) 90:10 1 15.500 1,21
BP 2 P(PFPMA)-b-P(LMA) 8o:20 3 18.300 1,25
BP 3 P(PFPMA)-b-P(LMA) 70:30 2 18.600 1,26
BP 4 P(PFPMA)-b-P(LMA) 60:40 4 19.200 1,24
BP g P(PFPMA)-b-P(LMA) 90:10 6 35.500 1,30
BP 6 P(PFPMA)-b-P(LMA) 8o:20 6 35.000 1,32
BP 7 P(PFPMA)-b-P(LMA) 70:30 5 31.000 1,35
BP 8 P(PFPMA)-b-P(LMA) 90:10 7 41.000 1,38

a Bestimmung mittels GPC (THF mit LiBr (c = 0,2 mmol/L)).

Es konnten so Block-Copolymere BP 1-8 mit einer relativ engen
Molekulargewichtsverteilung dargestellt werden. Diese hydrophoben Vorlaufer-
Polymere (BP 1-8) sind gut in organischen Losungsmitteln 16slich und neigen nicht
zur Aggregatbildung, was eine prazise und zuverldssige Charakterisierung der
Copolymere mittels THF-GPC erlaubt. Um die synthetisierten Block-Copolymere
ndher zu charakterisieren, wurden auch hier 'H-NMR- und “F-NMR-Spektren (siehe

5.5.4) aufgenommen.

Um den Einfluss von statistischen Copolymeren hinsichtlich
Stabilisierungseigenschaften zu untersuchen, wurden auch solche Copolymere
dhnlicher Gréf3e und Zusammensetzung hergestellt (Tabelle 3). Dabei wurden beide
Monomere PFPMA 5 und LMA 6 in stochiometrischen Mengen direkt von Anfang
an einer RAFT-Polymerisation unterzogen (Schema 11).”° In Analogie zu Abschnitt
3.1.1.3 wurde flr das jeweilige angestrebte Molekulargewicht die Menge an CTA

berechnet.
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Schema 11. Synthese der statistischen Copolymere basierend auf PFPMA 5.

Tabelle 3. Dargestellte statistische Copolymere SP 1-3 mittels RAFT-Polymerisation und deren
Charakterisierung.

Name Polymer Monomer Verhéltnis M, (g/mol)* p*
SPa P(PFPMA)-co-P(LMA) 90:10 17.600 1,16
SP2 P(PFPMA)-co-P(LMA) 80: 20 22.000 1,19
SP3 P(PFPMA)-co-P(LMA) 60: 40 20.000 1,19

a Bestimmung mittels GPC (THF mit LiBr (c = 0,2 mmol/L)).

Die gewlinschten Groflen sowie eine sehr enge Molekulargewichtsverteilung
konnten erreicht werden (Tabelle 3). Auch die statistischen Copolymere wurden

NMR-spektroskopisch untersucht (siehe 5.5.5).

3..1.5  Modifikation der RAFT-CTA-Endgruppe der Block- und statistischen
Copolymere

Die in Tabelle 2 und 3 synthetisierten Block- und statistischen Copolymere aus
PFPMA 5 und LMA 6 zeigten eine leicht rosa bis intensiv pinke Farbe, was fiir das
Vorhandensein der Thiocarbonylthio-Endgruppe steht. Diese charakteristische
Farbe ist auf die Absorptionsmaxima bei 500 nm und 310 nm dieser Endgruppe
zurlickzufiihren und wird sich in diesem Abschnitt als Kontrolle zu Nutze gemacht.
Da diese Copolymere bei der spateren polymeranalogen Umsetzung einer
Aminolyse unterzogen werden, war eine Endgruppenentfernung nach Perrier et al.
nétig, um spiter Nebenreaktionen zu vermeiden.”®® Als Nebenreaktionen treten auf:

a) Hydrolyse zum Thiol, b) Oxidation zu Dithiolen in Anwesenheit von Sauerstoff
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und damit verbunden eine Verdopplung des Molekulargewichts und c¢) Bildung von

81

Thiolactonen durch Umesterung.”™ Um aber sicherzustellen, dass definierte
Systeme erhalten werden, musste auf die Vollstindigkeit der Entfernung der
Endgruppen geachtet werden. Auch mit Blick auf klinische Anwendungen war eine
Entfernung der Endgruppe notig, da diese bekannterweise zytotoxisch wdre.

HPMA-Polymere ohne Endgruppe hingegen zeigen keinen toxischen Effekt.™

Die Entfernung der Dithioester-Endgruppe konnte durch einen Radikaliiberschuss
nach folgendem Mechanismus erreicht werden. Die Dithiobezoesduregruppe wurde

dabei durch eine Isobutylnitrilgruppe ersetzt (Schema 12)."*°

CN A
kN:Nk _ - o 2 YCN
NC -N

Wifij::S WI% Lo YCN”i*

Schema 12. Zerfall des AIBNs und anschlief3ende Endgruppenmodifikation, modifiziert nach*®

Die verschiedenen Copolymere BP 1-8 und SP 1-3 wurden mit einem Uberschuss an
AIBN von 20 Aquivalenten versetzt (Schema 13), wodurch eine quantitative

Abspaltung der Endgruppe gewdhrleistet werden konnte (BP 1-8-M und SP 1-3-M).

HOOC \H)ij HOOC CN
NC Uberschuss AIBN, NG n m
0 Dioxan . o o 0o X0
F F F
10 10
F F
F

BP 1-8 und SP 1-3 BP 1-8-M und SP 1-3-M

Schema 13. Abspaltung der Endgruppe der Copolymere durch 20fachen Uberschuss an AIBN.
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Die Abspaltung der Endgruppe konnte visuell durch den Verlust der pinken Farbe
festgestellt werden. Eine genauere Methode liefert jedoch die UV/Vis-Spektroskopie
(Abbildung 18). Hierbei kommt es zur Ausléschung der charakteristischen

Absorptionsbanden der Endgruppe bei 310 nm und 500 nm.

14 = mit Dithioester-Endgruppe = mit Dithioester-Endgruppe
=== ohne Dithioester-Endgruppe === ohne Dithioester-Endgruppe
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Abbildung 18. UV/Vis-Absorptionsspektren am Beispiel von P(PFPMA)-co-P(LMA) SP 1 vor (schwarz) und
nach der Umsetzung mit AIBN (rot).

Zur Aufreinigung wurden die Copolymere in einem Gemisch aus Ethanol und
Diethylether (2:1) gefdllt, wodurch ein weifder Feststoff ausfiel. 'H-NMR-Spektren
zeigten (siehe 5.5.6), dass die Endgruppenmodifikation keinerlei Auswirkung auf die
chemische Verschiebung im 'H-NMR-Spektrum hat und es somit zu keinen
weiteren strukturellen Veranderungen am Polymer gekommen ist. Nachdem an
allen synthetisierten Copolymeren die Endgruppen entfernt waren, konnten diese

polymeranalogen Umsetzungen unterzogen werden.

3..1.6  Polymeranaloge Umsetzung zum Poly-N-(2-Hydroxypropyl)meth-
acrylamid (HPMA)

Die bereits synthetisierten auf PFPMA-basierenden Copolymere (BP 1-8-M und
SP1-3-M) wurden anschlieffend mit 2-Hydroxypropylamin polymeranalog zu

biokompatiblen Poly-HPMA-Copolymeren P 1-11 umgesetzt (Schema 14).
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BP 1-8-M und SP 1-3-M P1-11

Schema 14. Polymeranaloge Umsetzung zu P(HPMA)-b/co-P(LMA) P 1-11.

Waiahrend der polymeranalogen Umsetzung musste zusdtzlich eine nicht-
nukleophile Base wie Triethylamin im Uberschuss in Bezug auf die Reaktivester-
Einheiten eingesetzt werden, da das bei der Reaktion entstehende Pentafluorphenol
einen sauren Charakter zeigte (Pk,= 5,5). Durch Protonierung der primaren Amine
wiirde somit der nukleophile Angriff des 2-Hydroxypropylamins am Reaktivester
unterbunden werden. Der Reaktionsverlauf konnte mittels “F-NMR-Spektroskopie
verfolgt und somit auf seine Vollstandigkeit tiberpriift werden. In Abbildung 19 sind
die F-NMR-Spektren im Verlauf der polymeranalogen Umsetzung fiir ein
Copolymer exemplarisch dargestellt. Die “F-Signale des polymeren Reaktivesters
liegen bei -150 ppm, -157 ppm und -162 ppm, wohingegen die “F-Signale des
entstehenden Pentafluorphenols bei -168 ppm, -169 ppm und -182 ppm liegen. Uber
das Verhdltnis der Integrale lasst sich der Fortschritt der Reaktion bestimmen. Die
IR-Spektroskopie bietet zusdtzlich die Moglichkeit durch Verschwinden der

Esterbande bei 1515,2 cm™ die Reaktion auf Vollstandigkeit zu tiberpriifen.

Nach 24 h konnten noch Signale des gebundenen Reaktivesters nachgewiesen
werden, sodass erneut ein Uberschuss an 2-Hydroxypropylamin zur vollstindigen
Umsetzung hinzugegeben werden musste (Abbildung 19; mittleres Spektrum). Nach
72 h war der Umsatz vollstandig, da keine Signale des gebunden Reaktivesters mehr

detektiert werden konnten (Abbildung 20; hinteres Spektrum).
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Abbildung 19. F-NMR-Spektren Uber einen Zeitraum von 3 Tagen wahrend der polymeranalogen
Umsetzung in DMSO-ds.

Um niedermolekulare Bestandteile abzutrennen, wurde in Diethylether gefallt,
gegen destilliertes Wasser dialysiert und im Anschluss lyophilisiert. Sowohl bei den
Block-Copolymern BP 1-8-M, als auch bei den statistischen Copolymeren SP 1-3-M
war die polymeranaloge Umsetzung zum P(HPMA)-b/co-P(LMA) P 1-11 vollstandig.

Nach erfolgreicher Entfernung der Endgruppe und anschlief3ender polymeranaloger
Umsetzung zum HPMA konnten die in Tabelle 4 aufgelisteten Polymere erhalten
werden. Dabei stellen P 1-8 Block-Copolymere dar, P 9-12 sind hingegen
statistischer Natur. Der hydrophobe LMA-Anteil variiert zwischen 10-50 mol% und
die Molekulargewichte liegen zwischen g kDa und 25kDa. Dabei zeigten die
verschiedenen Copolymere unterschiedliche Eigenschaften vor allem in Bezug auf
Loslichkeit. Generell ist auffdllig, dass die statistischen Copolymere besser in
Wasser 16slich sind als die analogen Block-Copolymere, da die hydrophoben LMA-
Fragmente von den gut wasserloslichen HPMA-Fragmenten kompensiert werden
konnen. Diese Kompensation ist bei Block-Copolymeren nicht moglich, da die
LMA-Fragmente in einem Block konzentriert vorliegen. Die Copolymere, die einen
besonders hohen Anteil an LMA aufweisen, wie P 7 und P 11 sind erwartungsgemaf

schlecht bis gar nicht wasserloslich.
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3..1.7  Polymeranaloge Umsetzung zu fluoreszenzmarkierten Block-Copolymeren

In einem separaten Schritt wurden fluoreszenzmarkierte Block-Copolymere (P 12
und P13) synthetisiert, um physikochemische Untersuchungen mittels
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie durchzufiithren. Dariiber hinaus kann die
spatere zellulire Aufnahme der Partikel in Zell-Experimenten mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie = verfolgt werden. Hierbei wurden verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe, wie Oregon Green 488° Cadaverin und Texas Red® Cadaverin
angebunden. Exemplarisch ist hier die Anbindung von Oregon Green 488°
Cadaverin, einem Xanthen-Farbstoff, gezeigt. Analog zu Abschnitt 3.1.1.6 wurde das
PFPMA-Copolymer (BP 1-M) in einem vorgezogenen Schritt mit 1 mol% Oregon
Green 488° Cadaverin umgesetzt und nach ca. 7h mit 2-Hydroxypropylamin
abgesattigt (Schema 15). Mittels “F-NMR-Spektroskopie und IR-Spektroskopie
konnte auch hier der Reaktionsverlauf kontrolliert werden, sodass nach ca. go h
eine vollstaindige Umsetzung zu sehen war. Anschlieflend wurde gegen Wasser

dialysiert und lyophilisiert.

.) Oregon Green 488® HOOC
HOOCW Cadaverm
(0]
ji?: g%m Dioxan, TEA

BP 1-M

Schema 15. Fluoreszenzmarkierung des P(PFPMA)-b-P(LMA)-Copolymers (BP 1-M) mit Oregon Green
488® Cadaverin zu P(HPMA)-b-P(LMA) (P 12).

In Tabelle 4 sind alle synthetisierten HPMA-basierten Systeme P 1-13 aufgelistet.
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Tabelle 4. HPMA-basierte Block- (P1-8, P 12 und P 13) und statistische Copolymere (P 9-11).

Name Copolymer Monomer Verhaltnis® M, (g/mol)b D
P1 P(HPMA)-b-P(LMA) 89:11 9.500 1,21
P2 P(HPMA)-b-P(LMA) 79:21 11.000 1,25
P3 P(HPMA)-b-P(LMA) 70:30 12.500 1,26
P 4 P(HPMA)-b-P(LMA) 61:39 13.500 1,24
Psg P(HPMA)-b-P(LMA) 90:10 21.000 1,30
P6 P(HPMA)-b-P(LMA) 80:20 22.500 1,32
P7 P(HPMA)-b-P(LMA) 69:31 21.500 1,35
P8 P(HPMA)-b-P(LMA) 88:12 25.000 1,38
Pg P(HPMA)-co-P(LMA) 89:11 10.800 1,16
P10 P(HPMA)-co-P(LMA) 75:25 15.000 1,19
P11 P(HPMA)-co-P(LMA) 50:50 16.000 1,19
Pa2 P(HPMA/OG)-b-P(LMA) 89:11% 9.500 1,21
Pa3 P(HPMA/TR)-b-P(LMA) 89:11% 9.500 1,21

“Monomerverhéltnis berechnet mittels "H-NMR-Spektroskopie in DMSO-ds nach polymeranaloger
Umsetzung mit 2-Hydroxypropylamin. *Berechnet aus den Molekulargewichten der Reaktivesterpolymere
(BP 1-8 und SP 1-3) bestimmt mittels GPC in THF als Losungsmittel. OG = Oregon Green, TR = Texas Red;
#

1 mol%.
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3.1.2 Einsatz der polymeren Tenside in Miniemulsionsprozesse

Die zuvor synthetisierten Copolymere wurden in die Miniemulsionsprozesse
eingefithrt, um Wirkstoff-Tragersysteme zu generieren, die eine lange Zirkulation
im Blut erlauben sollen. Dazu sollen diese in Grofdenbereichen von 100-300 nm
liegen, um den EPR-Effekt effektiv ausnutzen zu konnen. Dariiber hinaus soll eine
einfache und effiziente Beladung mit einem Wirkstoff moglich sein und zusatzlich
die Formstabilitait gewdhrleistet werden. Hierzu eignet sich besonders die
Miniemulsionspolymerisationstechnik. Dazu wurden im folgenden Abschnitt die
zuvor hergestellten polymeren Tenside (P 1-11) eingesetzt und hinsichtlich ihrer
Stabilisierungseffizienz untersucht. Begonnen wurde mit der Herstellung von
Polystyrolpartikeln mittels Miniemulsionspolymerisation, was in dieser Arbeit als

Standardsystem diente, da dieses System eine gewisse Robustheit mit sich bringt.

3..21  Synthese von Polystyrol-Partikeln mittels Miniemulsionspolymerisation
unter Einsatz der Block- und statistischen Copolymere P 1-11

Die Voraussetzung fiir den Einsatz von Copolymeren als Stabilisierungsreagenzien
bei der Herstellung von Kolloiden mittels Miniemulsionstechniken ist ihre
Wasserloslichkeit. Sind diese nicht gut wasserloslich, sind sie in der Regel auch
nicht in der Lage, die Dispersion ausreichend zu stabilisieren. Dies fiihrte dazu, dass
die Polymere P 7 und P 11, welche einen hydrophoben Einbau von > 30 mol%
aufwiesen und nicht wasserloslich waren, direkt von Anfang an ausgeschlossen
wurden. Somit wurden die Block-Copolymere P 1-6 und P8 und die statistischen
Copolymere Pg und P 10 auf ihre Stabilisierungseffizienz hin untersucht, wozu sie
fir die direkte Miniemulsionspolymerisation von Styrol (Abbildung 20) eingesetzt
wurden. Styrol diente als robustes Modellsystem. Der Aufbau der
Miniemulsionspolymerisation war folgender: Die kontinuierliche Phase bestand aus
Wasser, in welchem das jeweilige Copolymer gelost vorlag. Die disperse Phase
hingegen beinhaltete Styrol und den o6lloslichen Initiator V59. Um die Ostwald-
Reifung zu unterdriicken, wurde Hexadekan als osmotisches Reagenz eingesetzt,

welches dem Laplace-Druck entgegenwirkt und somit die Tropfchen vor
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Monomerdiffusion bewahrt. Danach wurde mittels Ultraschallbehandlung eine

Miniemulsion erzeugt und die Polymerisation bei 70 °C tiber Nacht durchgefiihrt.

e

hohe

Scherkrafte Polymerlsatlon

*%
=l

MI\L P(HPMA)'b'P(LMA) . WaSser . POIySterI
L Hexadekan
A Initiator Styrol

Abbildung 20. Schematische Darstellung der Synthese von Polystyrol-Partikeln  mittels
Miniemulsionspolymerisation am Beispiel von P(HPMA-b-LMA).

Sowohl die Block-Copolymere P 1-6 und P 8 als auch die statistischen Copolymere
P 9-10 waren in der Lage, die Polystyrol-Partikel effizient zu stabilisieren, da keine
Koagulation wahrend der Miniemulsionspolymerisation festgestellt werden konnte.
Dies war etwas iberraschend, da eine bessere Stabilisierung der Block-Copolymere,

durch den zusammenhdngenden LMA-Block, zu erwarten gewesen ware.

Anschlieflend wurden die Parameter der Miniemulsionspolymerisation optimiert,
wobei sich die Optimierung auf eine enge Verteilung und eine kleinstmégliche
Grofle der Kolloide bezog. Es zeigte sich dabei, dass das Molekulargewicht den
grofditen Einfluss auf Grofde und Verteilung der Kolloide hatte. Es konnte ein Trend
beobachtet werden, dass die kleineren Block- und statistischen Copolymere
(10 kDa - 15 kDa) zu enger verteilten und auch im Radius zu kleineren Kolloiden
fithrten. Der hydrophobe Einbau an LMA hingegen lief mehr Spielraum offen. Ein
Einbau von nur 10 mol% bis zu 20 mol% zeigte keinen signifikanten Unterschied in
Bezug auf eine effiziente Stabilisierung der Kolloide. Ein weiterer wichtiger

Emulsionsparameter ist das Verhaltnis von Wasser zu Monomer. Dabei stellte sich
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heraus, dass ein Verhdltnis von 10 zu 0,4 (Wasser zu Styrol) eine sehr stabile

Emulsion bildete. Tabelle 5 zeigt die optimierten Parameter.

Tabelle 5. PS-Partikel stabilisiert durch Block (D 2 und D 4) und statistische Copolymere (D 1 und D 3)
mittels Miniemulsionspolymerisation.

Name Kern Vé:;islr: Copolymer Initiator <1/Rh>§ i u2°
D1 PS 10:0,4 P9 Vg9 103 <0,07
D2 PS 10:0,4 Pa Vg9 100 <0,07
D3 PS 10 0,4 P10 Vg9 91 <0,07
D 4 PS 10:0,4 P2 Vg9 107 <0,07

“bestimmt durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS).

Um die hergestellten Kolloide zu charakterisieren, wurde die dynamische
Lichtstreuung (DLS) und die Rasterelektronenmikroskopie (REM) genutzt. Die
dynamische Lichtstreuung mittelt dabei eine Vielzahl von Partikeln und liefert
zuverldssige Daten hinsichtlich der Polydispersitit. Dennoch kann es zur
Uberschitzung der Partikelgrofle kommen (z-gemittelter Radius). Auflerdem wird
bei der dynamischen Lichtstreuung der hydrodynamische Durchmesser (D)),
welcher eine gequollene Korona und eine hydratisierte Hiille mit einschliefdt,
gemessen. Im Gegensatz dazu finden REM-Messungen im Vakuum unter
Abwesenheit von Wasser statt. Unter diesen Bedingungen kollabieren die Polymere
und es liegt keine hydratisierte Hiille vor. Demzufolge sind die durchschnittlichen
Partikelgrofden in der dynamischen Lichtstreuung grofler als durch REM-
Messungen bestimmte Partikelgrofden (Abbildung 21). Die Charakterisierung der
Partikel hinsichtlich reziprokem z-gemittelten hydrodynamischen Radius und der
Grofdenverteilung sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die enge
Molekulargewichtsverteilung der Partikel wird durch die kleinen Werte von 0,07

des normalisierten sekunddren Kumulanten (p2) angezeigt, welcher durch den
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biexponentiellen Fit der Partikel-Autokorrelationsfunktion bei 9o° abgeleitet wird.
Die enge Verteilung wird zusatzlich durch die geringe Winkelabhangigkeit (15% bei

30° bis 150°) des "scheinbaren" Diffusionskoeffizienten bestatigt.

Die Morphologie der PS-Partikel konnte mittels SEM visualisiert werden und ist in
Abbildung 21 am Beispiel von D 2 und D 4 dargestellt. Alle Partikel D 1-4 zeigen eine

spharische Form und sind monodispers.
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Abbildung 21. REM Aufnahmen von D 2 stabilisiert durch P 1 (links) und D 4 stabilisiert duch P 2 (rechts);
Mal3stab 500 nm.

Hinsichtlich biologischer Anwendung bringt die Miniemulsionspolymerisation
jedoch einige Nachteile mit sich. Zum einen gibt es eine Limitation an einsetzbaren
Monomeren und aufgrund der freien radikalischen Polymerisation hat man nur eine
bedingte Kontrolle tiber die Molekulargewichtsverteilung. Zum anderen muss das
eingeschlossene Kargo stabil gegeniiber Radikalen sein, was bei Wirkstoffen eher
selten gegeben ist. Dartiber hinaus kann es zu Resten an Monomer kommen, was im
Falle von Styrol hinsichtlich biologischer Anwendung vermieden werden sollte, da
geringe Spuren bereits zytotoxisch sind. Die Aufreinigung dieser Kolloide ist zudem
nicht immer trivial und fithrt haufig zur Destabilisierung der Dispersion. Um diese
Probleme zu umgehen, wurde im Folgenden mit der Miniemulsionstechnik in

Kombination mit Losungsmittelverdampfung eingesetzt.
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3.1.2.2  PS-und PDLLA-Partikel mittels Miniemulsionstechnik in Kombination
mit Losungsmittelverdampfung

Bei der Miniemulsionstechnik in Kombination mit Losungsmittelverdampfung wird
an Stelle von Monomer bereits synthetisiertes Polymer in einem leicht siedenden,
nicht mit Wasser mischbaren Losungsmittel, wie beispielsweise Chloroform, gelost.
Das Polymer selbst tibernimmt in diesem Fall die Rolle des Ultrahydrophobs. Diese
Methode hat den Vorteil, dass bereits aufgereinigtes und gut charakterisiertes
Polymer als Kernmaterial eingesetzt werden kann. Die in der
Miniemulsionspolymerisation eingesetzten Block-Copolymere P 1-6 und P 8 und die
statistischen Copolymere P 9 und P 10 wurden im Miniemulsionsprozess in
Kombination mit Losungsmittelverdampfung verwendet und auf ihre
Stabilisierungseffektivitdt untersucht. Hierzu wurde wiederum mit Polystyrol als
Modellsystem begonnen, um eine Vergleichbarkeit zur vorhergehenden Methode zu
gewdhrleisten. In Abbildung 22 ist die Vorgehensweise schematisch dargestellt. Es
wurde Polystyrol in Chloroform gelost und die Copolymere in Wasser, bevor die
beiden Phasen zusammengegeben wurden. Nach Praemulgieren und Eintrag hoher
Scherkrafte mittels Ultraschall wurde eine Miniemulsion hergestellt. Die besten
Ergebnisse wurden bei einer Schalldauer von 3 min erreicht, wobei ein
Schallprogramm von 10 s Puls und 10 s Pause unter Eiskithlung gefahren wurde.
Dies war notig, um den Verlust an niedrig siedendem Losungsmittel so gering wie
moglich zu halten. Nach Erhalt der Miniemulsion konnte mit der Verdampfung des
Chloroforms begonnen werden, um so den Kollaps des Polystyrols herbeizufiihren,
sodass sich das finale kolloidale System bilden konnte. Diese Methode ist in der
Regel viel sensitiver hinsichtlich Art und Menge des Tensids, im Vergleich zur
Miniemulsionspolymerisation, da die Dynamik wahrend der Polymerisation wegfallt
und nur das Verdampfen des Losungsmittels den Bildungsprozess, genauer die

Grof3enverteilung, steuert.

Unter Verwendung der Block-Copolymere P 1-3 und P 5-7 sowie der statistischen
Copolymere P g9 und P 10 konnten auch mittels dieser Methode stabile PS-Partikel

hergestellt werden.
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Abbildung 22. Schematische Darstellung der Herstellung von polymeren Kolloiden mittels
Miniemulsionstechnik in Kombination mit Lésungsmittelverdampfung.

Zusatzlich wurden fiir dieses PS-Modellsystem die Emulsionsparameter hinsichtlich
Molekulargewicht, hydrophiles/hydrophobes Verhdltnis sowie Architektur der
Copolymere fiir bereits gebildetes PS mit einem M,, von 120.000 g/mol variiert und
optimiert. Auch die Menge an PS, wie auch das Verhdltnis von disperser zu
kontinuierlicher Phase, wurden untersucht. Die beste Stabilisierung, bezogen auf
die kleinst mogliche Grofle und Dispersitit, konnte bei Verwendung der
Copolymere im Groflenbereich von 10 kDa und einem hydrophoben Einbau von
10 mol% LMA (P 1 und P g), erreicht werden. Die Verwendung von P 2 und P 10
ergab zwar stabile Kolloide, jedoch mit einer breiteren Groflenverteilung. Der
Einsatz von P 3 und P 7 fiihrte nach kurzer Zeit zur Phasenseparation. Im Fall von
P 5 und P 6 hingegen konnten stabile und eng verteilte Kolloide erhalten werden,
welche jedoch im Vergleich zu P 1 und P 2 einen deutlich gréf3eren Durchmesser
besafden. Bei Verwendung von P 8 wurden sogar Kolloide im Groflenbereich von
500 nm erhalten. Somit eigneten sich in diesem Prozess nur die Copolymere P 1 und
P g fiir die Herstellung von einheitlichen PS-Partikeln mit fiir die biologische
Anwendung relevanten Groflen (Tabelle 6). Da LMA sehr hydrophob ist, reicht
bereits ein kleiner Anteil von 10 mol% aus, um einen effizienten Anker darzustellen.

Dieser geringe Anteil bedingt im Gegenzug das Vorhandensein von langen
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hydrophilen HPMA-Ketten, welche eine effiziente sterische Abschirmung der
Kolloide gewdhrleisten miissen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ab
einem Molekulargewicht von > 20 kDa der Raumbedarf des Copolymers an Einfluss
gewinnt. Wahrscheinlich wird dadurch die Oberfliche der Kolloide weniger dicht
mit Block-Copolymeren belegt. Die daraus resultierende schlechtere Stabilisierung
bedingt, dass groflere Kolloide entstehen. Betrachtet man sich die Parameter der
Miniemulsion, zeigt sich, dass bereits bei einem Verhdltnis von P 1 oder P g zu PS
von 1 zu 25 stabile Kolloide erhalten wurden. Um die Partikelgrof3e allerdings weiter
zu reduzieren, was fiir die biologische Anwendung unabdingbar war, wurde ein
Verhidltnis von 1:5 verwendet. Somit war es moglich, Partikel im gewiinschten
Grolenbereich (Abbildung 23) darzustellen. Das Verhiltnis von Ol-zu-Wasser-
Phase erwies sich bei 1:4,8 als optimal, da es bei anderen Zusammensetzungen
entweder direkt zur Phasenseparation oder zu einer breiteren Verteilung der
Kolloide kam. Zusammenfassend kann man sagen, dass sowohl die statistischen als
auch die Block-Copolymere die initialen Topfchen effektiv gegen Koaleszenz und
direkte Phasenseparation stabilisieren. Auch nach Verdampfen des Losungsmittels
lag eine effiziente Stabilisierung iiber Monate vor. Das Block-Copolymer P 1 und das

statistische Copolymer P 9 waren somit allen getesteten Copolymeren tiberlegen

(Tabelle 6).

Nachdem die amphiphilen Copolymere sich nun auch fiir diese Methode am
Modellsystem Polystyrol bewdhrt haben, sollten nun bioabbaubare Systeme unter
Verwendung von P1 und P9 entwickelt werden. Ein geeignetes System stellte die
Verwendung eines Polylactidkerns dar. Hierbei zeigte sich jedoch, dass die
Verwendung des amorphen Poly-D/L-lactids (PDLLA) dem Poly-L-lactid (PLLA) bei
Verwendung der HPMA-basierten Tenside tiberlegen war. Die kristalline Form des
PLLAs und die damit verbundene schlechtere Loslichkeit in Chloroform scheint die
Bildung des Kolloids zu beeintrachtigen, was sich in grofieren und breiter verteilten
Kolloiden widerspiegelte. Im ndchsten Schritt wurden die zuvor optimierten
Parameter des Modellsystems PS auf das neue System PDLLA angewendet. Es zeigte

sich schnell, dass die optimierten Parameter komplett tibertragen werden konnten.
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Die erhaltenen Kolloide D 5-8 lagen im Grofdenbereich von 146 nm - 243 nm im
Radius und wiesen eine noch enge Verteilung auf (Tabelle 6 und Abbildung 23).

Somit war es nun gelungen, Systeme mit einem bioabbaubaren Kern darzustellen.

Tabelle 6. Optimierte Parameter zur Darstellung von PS- und PDLLA-Partikeln via Miniemulsionstechnik in
Kombination mit Losungsmittelverdampfung sowie deren Charakterisierung.

Name Kern Copolymer Ch\l;;cizrrm: <1/f::§ o u2°
Dg PS Pg 1:4,8 222 0,12
D6 PS P1 14,8 203 0,07
D7 PDLLA P9 14,8 243 0,10
D8 PDLLA Pa 1:4,8 146 0,06

“bestimmt durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS).

Abbildung 23. REM-Aufnahmen von D 6 (links) und D 8 (rechts) mittels Rasterelektronenmikroskopie;
Maf3stab 2 um.

Um nachzuweisen, dass eine starke Adhdsion der HPMA-Copolymere auf der
Partikeloberflache vorliegt, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt: Die Kolloide
D 6 und D 8, welche mit dem Block-Copolymer P 1 stabilisiert waren, wurden
mehrere Male zentrifugiert und wieder in destilliertem Wasser re-suspendiert.

Diese Prozedur wurde mehr als zehnmal wiederholt, ohne dass sichtbare
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Unterschiede in den Partikeleigenschaften wie Deformation oder veranderte
Grof3en/-verteilungen zu erkennen waren. Dies zeigte, dass das Polymer fest auf der
Oberflache der Partikel haftet. Wahrend das Re-suspendieren fiir das Block-
Copolymer beliebig oft moglich war, konnte dieser Prozess im Fall des statistischen
Copolymers P g nur begrenzt wiederholt werden. Diese Ergebnisse stimmen auch
mit den Arbeiten von Scheibe et al."”” iiberein, welche zeigen konnten, dass Block-
Copolymere sehr stabile Langmuir-Blodgett Filme ausbilden. Bei den statistischen
Copolymeren der gleichen Zusammensetzung kommt es dagegen zu einem
standigen Verlust von Polymer in die Subphase. Dies entspricht der hoheren CMC
der statistischen Copolymere. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die
nachfolgenden Untersuchungen ausschliefdlich mit P 1-stabilisierten Kolloiden

durchgefiihrt.

Mit den so dargestellten PS- (D 6) und PDLLA-Partikeln (D 8) war das Grundgertist
fir ein Wirkstoff-Tragersystem geschaffen. Jetzt galt es diese auf ihre Tauglichkeit

in biologischen Systemen zu untersuchen.
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3.1.3 Einsatz von bioabbaubaren Polypeptiden zur Darstellung
von Kolloiden

Neben den obigen biokompatiblen HPMA/LMA-Block-Copolymeren wurden auch
bioabbaubare Polypeptide als polymere Tenside eingesetzt. Dazu wurden PSar-
block-PGlu(OBn) und PSar-block-PLys(Z)) von || G ittels
ring6ffnender Polymerisation von N-Carboxyanhydriden mit verschiedenen

hydrophilen/hydrophoben Verhaltnissen hergestellt (Schema 16).

(0]
o) oder h/?i
R = O R =

Schema 16. Sequentielle Synthese der Copolypept(o)ide mittels Ringdffnender Polymerisation eines N-

Carboxyanhydrids, modifiziert nach ™.

Diese amphiphilen Block-Copolypeptide wurden als polymere Tenside, analog zu
den HPMA-Systemen, in die Miniemulsionspolymerisation und Miniemulsions-

Verdampfungstechnik eingesetzt (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Schematische Darstellung der Herstellung von PS- und PDLLA-Kolloiden mittels Sarcosin-
basierten Block-Copolypeptiden als polymere Tenside.

Dabei wurden beide Block-Copolypeptide, P(Sar),oo-block-P(Glu(OBn)),, (P 14) und
P(Sar),o0-block-P(Lys(Z)).. (P 15) in der kontinuierlichen Phase gel6st. Diese waren
in der Lage, PS-Kolloide zu stabilisieren und ergaben Kolloid-Durchmesser von ca.
100 nm - 200 nm D g-10. P 14 fiihrte zur Bildung von monodispersen Kolloiden
(Abbildung 25, links). Auch in diesem Fall wurde hinsichtlich biologischer
Anwendung PS durch PDLLA ersetzt. Um dies zu erreichen, wurde von der
Miniemulsionspolymerisation auf die Miniemulsions-Losungsmittel-
verdampfungstechnik gewechselt. Die erhaltenen PDLLA-Kolloide D 11-12 waren,
wie zu erwarten, etwas breiter verteilt und wiesen GrofSen von ca. 200 nm auf
(Abbildung 25, rechts). Im Vergleich zu den HPMA/LMA-Systemen zeigten diese
Systeme ein dhnliches Verhalten bei der Anwendung in Miniemulsionsprozessen.
Die aufwendige Funktionalisierungschemie der Polypeptide fiihrte jedoch dazu,
dass im Folgenden nur die tiber die kontrollierte RAFT-Polymerisation hergestellten
HPMA/LMA-Copolymere, welche einfach zu funktionalisieren sind, verwendet

wurden.
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Abbildung 25. REM-Aufnahmen der PS- D g (links) und PDLLA-Kolloide D 11 (rechts) stabilisiert durch das
Sarcosin-basierte Block-Copolypeptid P 14.
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3.2 Invitro Evaluierung von P(HPMA-b-LMA)-
stabilisierten Kolloiden

Fiir eine erfolgreiche biologische Anwendung der kolloidalen Systeme als Wirkstoff-
Tragersystem miissen zuerst Kriterien wie Zelltoxizitait und Aggregationsverhalten
in humanem Blutserum ausgeschlossen werden. Zur Untersuchung der Zelltoxizitat
wurden in Kooperation mit Dr. ||| j Il MTS-Assays an HeLa-Zellen
durchgefiihrt. Dabei wurden PS- (D 6) und PDLLA-Partikel (D 8) bis zu einer
Konzentration von 1,2 mg/mL auf die Zellen gegeben und fiir 72 h inkubiert. Falls
keine Zelltoxizitdt vorliegt, sind die lebenden Zellen in der Lage, NAD(P)H zu
bilden, welches wiederum fiir die Reduktion von MTS-Tetrazoliumsalz zu Formazan
verantwortlich ist. Dieses kann photometrisch detektiert werden, wobei das
erhaltene Signal proportional zur Anzahl der lebenden Zellen ist. Abbildung 26
zeigt, dass bei allen untersuchten Kolloiden eine Zellviabilitit von tber 80%

gemessen werden konnte, was per Definition als nicht-toxisch angesehen wird.

Clh B B o
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Partikelkonzentration [pug/mL]

Abbildung 26. MTS-Assay der PS- (D 6) und PDLLA-Partikel (D 8) an Hela-Zellen nach einer
Inkubationszeit von 72 h. Die Zellviabilitat lag bei beiden Systemen Uber 80%.

Ein weiter wichtiger Aspekt fiir langzirkulierende Wirkstoff-Tragersysteme ist ihre

Interaktion mit Blutkomponenten. Kommt es zur Aggregation, kann dies zum einen
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zu Blutkoagulation bis hin zu Thrombosen fiihren, aber auch das
pharmakokinetische Profil gravierend verdndern. Um solche Interaktionen zu
verhindern, wird beim Design der Systeme auf einen "Stealth-like"-Charakter'®+"®°
geachtet. Das Aggregationsverhalten von D 6 und D 8 wurde in Kooperation mit
Dr. B ittels dynamischer Lichtstreuung nach Inkubation gemessen.
Dazu wurden diese sowohl im Blutserum als auch im Zellkulturmedium getestet,
um Effekte ausschliefen zu konnen, die auf das Medium zurickzufithren sind.
Solche Effekte schlieflen vor allem Interaktionen mit fotalem Kalberserum (engl.
fetal bovine serum, FBS) ein, welches dhnlich den Serumproteinen die Oberfliche
der kolloidalen Systeme durch Adsorption modifiziert und so sowohl die

Korperverteilung als auch die zelluliren Interaktionen verindern kann.®” Die

Messergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27. Darstellung der Autokorrelationsfunktionen von D 6 in (A) Zellkulturmedium und (C)
humanem Serum sowie D 8 in (B) Zellkulturmedium und (D) humanem Serum. Der rote Graph stellt die
"Forced Fit"-Funktion der Summe der einzelnen Korrleationsfunktionen des Serums (<1/Ry>, " = 18 nm),
des Zellkulturmediums (<1/Rp>," = 7,5 nm) und der Kolloide (D6: <1/R>," = 203 nm/ D8: <1/Ry>," =
146 nm) dar; Streuwinkel 60°, T=293 K.



Ergebnisse und Diskussion 81

Um die Vergleichbarkeit der in vitro-DLS-Daten zu gewdhrleisten, wurden die
Konzentrationen der Kolloide im Zellmedium und humanem Blutserum an die
Werte der Zellstudien angepasst. Die Analyse der Daten in beiden Medien wurde in
Analogie zu den Arbeiten von Rausch et al. durchgefiihrt.®® Die Messdaten der
Gemische koénnen in allen Fdllen (A-D) gut durch die "Forced Fit"-Funktion
beschrieben werden. Daraus kann geschlossen werden, dass es zu keiner oder

vernachldssigbarer Aggregation der Systeme im jeweiligen Medium kam.

Da die untersuchten Systeme nicht zelltoxisch sind und auch keine Interaktionen
mit den Bestandteilen von Blut und Zellmedium eingehen, stellen diese
vielversprechende Kandidaten fiir langzirkulierende Wirkstoff-Tragersysteme dar.
Auf dieser Grundlage stellt sich zuerst die Frage nach ihrer Zellaufnahme und in
Folge dessen nach der Freisetzung eines geladenen Wirkstoffes, welcher hier durch

einen fluoreszierenden Farbstoff als Modellsystem ersetzt wurde.

Zur Untersuchung der Aufnahme der Kolloide in HeLa-Zellen wurden diese (D 13
und D 14) dahingehend modifiziert, dass das stabilisierende Block-Copolymer P 12

mittels Oregon Green® Cadaverin fluoreszenzmarkiert war (Tabelle 7).

Tabelle 7. Darstellung von fluoreszenzmarkierten PS- (D 13) und PDLLA-Partikeln (D 14) via
Miniemulsionstechnik in Kombination mit Lésungsmittelverdampfung.

Chloroform:

N a
ame Kern Copolymer Wasser R/nm
D13 PS P12 1:4,8 150
D14 PDLLA P12 1:4,8 175

“bestimmt durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS).

So konnten Zellaufnahmen mittels konfokaler Laserrastermikroskopie (engl.
confocal laser scanning microscopy, CLSM) in Kooperation mit Dr. [l
I durchgefiihrt werden, womit eine Lokalisation der Kolloide méglich war.
Dartiber konnten so Aussagen getroffen werden, ob sich die Kolloide intra- oder

extrazellular befanden.
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Dazu wurden die HeLa-Zellen mit D 13 und D 14 fiir 24 h inkubiert und mittels
CLSM visualisiert (Abbildung 28). Die Ausschnitte A (Negativkontrolle), C (PS,
D13) und E (PDLLA, D 14) sind Ubersichtsbilder, wohingegen B, D und F die

jeweilige Vergroflerung darstellen.

Ubersicht VergroéBerung

Negativkontrolle

D14

D13

Abbildung 28. CLSM-Aufnahmen der HelLa-Zellen nach Inkubation (24 h) mit fluoreszenzmarkierten PS-
(D13) und PDLLA-Partikeln (D 14) (150 pg/mL) samt Negativkontrolle. Teilausschnitte A, C und E
reprasentieren Ubersichtsbilder, B, D und F sind VergréfRerungen. Alle Bilder zeigen Fluoreszenzsignale
der Oregon Green®-markierten Partikel (grin) und der Zellmembran angefarbt mit CellMask™ Deep Red
(rot). Ausschnitte A und B reprdsentieren die Zellen der Negativkontrolle, C und D die mit D 213 und Eund F
die mit D 14 inkubierten Zellen. Mal3stab = 25 um.
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Es ist deutlich zu erkennen, dass sowohl D 13 (C und D), als auch D 14 (E und F) von
den Zellen eher moderat aufgenommen wurden. Dies wird deutlich durch die
vereinzelten griin fluoreszierenden Signale (Kolloide) innerhalb der rot angefdrbten

Zellmembran.

Vergleicht man die Aufnahme der PS- und PDLLA-Partikel untereinander, ist
jedoch kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Diese Ergebnisse waren

1% gezeigt wurde, dass PLLA-Partikel

uiberraschend, da bereits von Hocherl et. a
deutlich besser im Vergleich zu PS-Partikeln aufgenommen werden. Anzumerken
ist jedoch, dass die PS- und PDLLA-Partikel in dieser Arbeit mittels HPMA-b-LMA-
Block-Copolymeren, im Gegensatz zu SDS stabilisiert wurden, wie es bei Hocherl
et al’® und Musyanovych et al’® der Fall war und daher die unterschiedliche
Aufnahme erkldaren konnte. Die bisherigen Ergebnisse deuten daraufhin, dass die
HPMA-basierte Korona eine Reduktion der wunspezifischen Bindung mit

Transmembranproteinen und der Zellmembran bewirkt und somit zu einer

verminderten unspezifischen Zellaufnahme fiihrt.

Als ndchstes stellte sich die Frage was genau mit dem aufgenommenen Kolloid in
der Zelle geschieht. Um ndhere Erlauterungen dariiber machen zu kénnen, muss als
erstes geklart werden, ob die Partikelsignale (Abbildung 28), welche bisher durch
die Markierung des Block-Copolymers auf der Oberflache zustande kamen, den
gesamten Partikel reprasentieren oder moglicherweise, durch Ablosung von der
Oberflache, das angereicherte Block-Copolymer alleine darstellen. Im folgenden
Abschnitt soll nun die Partikelmatrix mit in die Untersuchungen einbezogen

werden.

Dafiir wurden Partikel hergestellt, deren Kern- und Hiillmaterial jeweils fluoreszent
markiert waren. Fiir die bisherigen Studien wurde das kommerziell erhaltliche Poly-
D/L-lactid mit einer Ester-Endgruppe als Kernmaterial verwendet. Da dies nicht
ohne Weiteres mit einem Fluoreszenzfarbstoff funktionalisiert werden konnte,
wurde fiir folgende Studien auf das leicht synthetisierbare Polystyrol-System
zuriickgegriffen, welches von Dr. |||l zur Verfigung gestellt wurde und

mittels BODIPY fluoreszenzmarkiert war (P 16). Zusatzlich wurde ein zweites
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BODIPY-MA 11 iiber eine zweistufige Syntheseroute hergestellt und anschliefRend
via RAFT-Polymerisation mit Styrol zu P 17 copolymerisiert. Das Reaktionsschema

ist im Folgenden gezeigt (Schema 17).

O
1) CH,Cl,
/%N_g R

2) BF;OEt,
H

Schema 17. Darstellung des BODIPY-Methacrylats 11 in einer zweistufigen Synthese.

Dabei wurde 2,4-Dimethyl-3-ethylpyrrol 7 mit 5-Bromvalerylchlorid 8 unter
Stickstoffatmosphire umgesetzt. Die Aufarbeitung ergab ein rétliches Ol, welches
mit Diethylether-Bortrifluorid versetzt wurde, um den Bor-Komplex g zu bilden.
Um einen polymerisierbaren Farbstoff zu erhalten, wurde das BODIPY-Br g mit
Kaliummethacrylat 10 umgesetzt. Das entstandene BODIPY-MA 11 konnte unter

Verwendung des Benzyl-CTAs kontrolliert mit Styrol copolymerisiert werden

(Schema 18).
o\l/o @Sp m \[s
S

AIBN, THF
'\? = 80 °C
— @/N /
B
F \F
1" P17

Schema 18. Darstellung des BODIPY-markierten Polystyrols P 17 mittels RAFT-Polymerisation.
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BODIPY-markiertes Polystyrol P 16 und P 17 wurde nun als Kernmaterial eingesetzt.
So konnten PS-BODIPY-Partikel (D1s5), wie bereits beschrieben, mittels

Miniemulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik hergestellt werden (Tabelle 8).

Tabelle 8. Darstellung von BODIPY-markierten PS-Kolloiden D 15 via Miniemulsionstechnik in
Kombination mit Lésungsmittelverdampfung.

Chloroform:

R a
Wasser /nm

Name Kern Copolymer

D1g BODIPY-PS P13 1:4,8 135

“bestimmt durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS).

Um die Hille der Kolloide mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markieren, dessen
Absorptionsmaximum sich von BODIPY (488 nm) unterschied, wurde Texas Red®
(586 nm) markiertes P(HPMA)-b-P(LMA) Block-Copolymer (P 13) als
Stabilisierungsreagenz verwendet. Diese doppelt markierten Kolloide D 15 wurden
weiteren Zellstudien unterzogen. Dazu wurden Hela-Zellen mit Kolloiden fiir 8 h
bzw. 24 h inkubiert. Nach Inkubationszeit und Anfarben der Zellmembran mit CDR

wurden anschlieffend CLSM-Messungen an den lebenden Zellen durchgefiihrt.

Abbildung 29 zeigt, dass nach 8 h Inkubation in HeLa-Zellen Kolokalisation der
BODIPY- und Texas Red-Signale vorliegt (Uberlagerungsbild 29 C). Somit ist
gewdhrleistet, dass das gesamte Partikel D 15 (Kern und Block-Copolymer)
aufgenommen wurde. Wenn man allerdings die Aufnahmen nach 24h
Inkubationszeit (Abbildung 29 D-F) betrachtet, wird deutlich, dass viel mehr Texas
Red-Signale ohne dazugehorige BODIPY-Signale erscheinen, was auf ein

intrazelluldres Ablésen des Block-Copolymers (P 13) schliefden lasst.
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BODIPY (P 16) TexasRed® Cadaverin (P 13) Uberlagerung

. Zellmembran (CellMask™ Deep Red)
. Block-Copolymer (TexasRed® Cadaverin)
Kernpolymer (BODIPY)

Abbildung 29. CLSM Aufnahmen der HelLa-Zellen nach 8 h(A-C) und 24 h (D-F) Inkubation mit D 15. A) und
D) zeigen Fluoreszenzsignale des BODIPYs (P 16), B) und E) Signale des Texas Reds (P 13). C) und F) sind
Uberlagerungsbilder beider Fluoreszenzsignale. MaRstab = 20 um.

Um diese Hypothese zu bestitigen, wurde in Kooperation mit Dr. ||| Gz
eine quantitative Analyse der CLSM-Aufnahmen mittels Volocity® durchgefiihrt.

Dazu wurden die CLSM-Aufnahmen von zwanzig einzelnen Zellen nach 8 h und
24 h Inkubationszeit mit D 15 ausgewertet. Das Programm Volocity® wurde
verwendet, um die Fluoreszenzsignale von BODIPY und Texas Red hinsichtlich der
Menge an Spots in jeder einzelnen Zelle auszuzdhlen. Das folgende Histogramm
zeigt die Fluoreszenzsignale nach 8 h (Abbildung 30 A) und 24 h (Abbildung 30 B)
Inkubationszeit fiir jede einzelne Zelle (20 Zellen insgesamt). Diese Quantifizierung
zeigt deutlich, dass die Menge der Fluoreszenzsignale der beiden Fluorophore
nahezu identisch war. Somit fand kein intrazelluldres Ablosen des Texas Red-
markierten Block-Copolymers (P 13) vom Partikelkern innerhalb der ersten 8 h

statt. Aulerdem zeigt Abbildung 30 A eine moderate Zellaufnahme, was mit den
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Ergebnissen der CSLM-Aufnahmen in Abbildung 28 und 29 iibereinstimmt. Dies
entspricht der geringen unspezifischen Zellaufnahme und ist die Voraussetzung fiir
ein gezieltes Ansteuern der gewiinschten Zielzellen. Nach 24 h Inkubationszeit
(Abbildung 30 B) kam es zu keiner nennenswerten Veranderung der BODIPY-

Signale, wohingegen die Menge an Texas Red-Signalen deutlich anstieg.

A) 8 h Inkubation
35+
i BODIPY
304 TexasRed®
25 -
20
15 -

Anzahl an Fluoreszenzspots
|

I I T
3456 8 9 101112 13 14 1516 17 18 19 20

j {Wﬁmmmﬂmmmmmw @WW

Zelle
B) 24 h Inkubation
35+
] BODIPY

304 — - TexasRed®
2541

20 - B
15 4

Anzahl an Fluoreszenzspots

il

I T
3 45

o 4

I I I LI A L L I B B
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Zelle

Abbildung 30. Die quantitative Auswertung von zwanzig Zellen mittels Volocity® zeigt ein intrazelluldres
Abldsen des Block-Copolymers (P 13) vom Partikelkern beginnend 8 h nach Aufnahme. Die Anzahl der
Fluoreszenzsignale des BODIPYs (Kernmarkierung) und Texas Red (Block-Copolymer) ist in A) nach 8 h
und in B) nach 24 h Inkubationszeit mit D 15 dargestellt.
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Diese Ergebnisse fithrten zur Annahme, dass sich die Block-Copolymere nach mehr
als 8 h langsam intrazellulir vom Partikel ablosen, moglicherweise durch
Einwirkung von abbauenden Enzymen in den spdten Endosomen/Lysosomen oder
durch die direkte Wechselwirkung mit Membranstrukturen. Zusatzliche
Berechnungen der Flichendimensionen von BODIPY- und Texas Red-Signalen
wurden mittels Volocity® durchgefiihrt (Abbildung 31). Das Auftreten von mehr,
aber kleineren Flichen an Texas Red-Signalen nach 24 h im Vergleich zu den
Ergebnissen nach 8h legt dabei die Annahme der Bildung von mizellaren
Strukturen des Block-Copolymers P 13 nach Ablésen vom Kolloid nahe. Wahrend
die BODIPY-Signale nahezu gleiche Flichendimensionen nach 8 h und 24h
Inkubationszeit aufwiesen, zeigten Texas Red-Signale einen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Flichengrofle bei Vergleich von 8h und 24h
Inkubationszeit (Abbildung 31 B). Nach 8 h waren Menge und auch Flache der Texas
Red-Signale vergleichbar mit der Flachenanzahl und -grofle des BODIPYs
(Abbildung 31, schwarze Balken). Dies unterstiitzt weiterhin die Annahme, dass das
Block-Copolymer nach 8 h Inkubationszeit noch an der Oberfliche der Kolloide
adsorbiert ist. Nach 24 h erhohte sich die Anzahl an Texas Red-Signalen mit einer
kleinen Fliche im Vergleich zu nach 8 h drastisch (Abbildung 31, rote Balken).
Interessanterweise blieb die Anzahl und Flachengrofle der BODIPY-Signale

konstant.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Annahme, dass es zu einem langsamen
intrazellularen Ablosen des Block-Copolymers kam. Inwieweit dieses Ablosen die
Folge einer Abdiffusion der Block-Copolymere im engen Kontakt mit
Membranstrukturen der Zelle ist oder, ob sie als Folge einer enzymatischen
Veranderung des Block-Copolymers auftritt (partielle Esterhydrolyse), ist noch

offen.
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Abbildung 31. Flachenverteilung der Fluoreszenzsignale aus Abbildung 29. A) zeigt die BODIPY-Signale
nach 8 h und 24 h Inkubationszeit mit D 15, B) das gleiche fir die Texas Red-Signale.

Die kolloidalen Systeme bringen dariiber hinaus nicht nur die Moglichkeit mit sich
Wirkstoffe, die auf der Oberflache gebunden sind, am Zielort freizusetzen, vielmehr
ist die Beladung innerhalb des hydrophoben Kerns mittels hydrophober Molekiile
moglich. Um diese zweite Eigenschaft auszunutzen, sollte im folgenden Kapitel ein
hydrophobes Wirkstoffmodell in den kolloidalen Systemen verkapselt und die

Freisetzung mittels geeigneter Kinetikstudien untersucht werden. Hierzu wurde N-
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(2,6-diisopropylphenyl)perylen-3,4-dicarbonacidimid (PMI, Ax=488 nm, Abbildung

32) in die Polymermatrix eingekapselt.

Tabelle 9. Darstellung von PDLLA-Partikeln mit eingekapseltem PMI, als hydrophobes Wirkstoffmodell via
Miniemulsionstechnik in Kombination mit Lésungsmittelverdampfung.

Chloroform:
N a
ame Kern Kargo Copolymer Wasser R/nm
D16 PDLLA PMI Pa3 1:4,8 125

“bestimmt durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS).

Die Einlagerung des PMIs wurde wahrend der Kolloidherstellung durch Losen in

der dispersen Phase bewerkstelligt. Dabei wurde analog zu 3.1.2.2 verfahren.

Abbildung 32. Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffes N-(2,6-diisopropylphenyl)perylen-3,4-
dicarbonacidimid (PMI), als hydrophobes Wirkstoffmodell.

Die Hiille der mit PMI beladenen PDLLA-Nanopartikel (D 16) wurde wiederum mit
Texas Red® Cadaverin (Adex = 561 nm) markiert, um den Partikel vom Kargo
unterscheiden zu konnen. Im beladenen Zustand zeigten die kolloidalen Systeme
Groflen von 125 nm im Radius (DLS) und eine enge Grofienverteilung. Mittels CLSM
an lebenden Zellen sollte nun die Wirkstoff-Freisetzung und die Verteilung tiber
einen gewissen Zeitraum untersucht werden. Dazu wurden HeLa-Zellen mit D 15
tiber verschiedene Zeitraume (0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 h) inkubiert und im direkten
Anschluss mittels CLSM vermessen. Dabei wurde die Zellmembran mit CellMask™
Deep Red (CDR, A=633 nm) angefarbt. In Abbildung 33 sind die Bilder der
unterschiedlichen Inkubationszeiten dargestellt. Es ist eindeutig zu erkennen, dass
die Freisetzung des PMIs sehr schnell geschah, wohingegen die Aufnahme des
Partikels zeitverzogert stattfand. Selbst nach einer Inkubationszeit von nur 15 min

waren bereits Fluoreszenzsignale des PMIs sichtbar, was fiir eine sehr schnelle
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Aufnahme des hydrophoben Wirkstoffmodells spricht. Die Signale der Texas Red-
markierten Partikel waren dagegen erst nach 2 h Inkubation sichtbar. Sowohl die
Intensitdt des Signals als auch die Menge der Texas Red Spots nahm tiber die Zeit
stetig zu. Im Gegensatz dazu stieg die Intensitat der PMI-Signale auch iiber die Zeit,
wobei allerdings keine neuen Spots entstanden. Somit deuteten die CLSM-
Aufnahmen darauf hin, dass die Freisetzung von PMI direkt nach dem Kontakt (evt.

auch schon in ndherer Umgebung) von Kolloid und Zellmembran vonstatten ging.

. Zellmembran (CellMask Deep Red)

. Poly-D/L-lactid-Partikel (Texas Red Cadaverin)
hydrophobes Wirkstoffmodell ~ (PMI)

Abbildung 33. CLSM Aufnahmen von HelLa-Zellen Uber einen Zeitraum von 0,25 h bis 8 h, die eine schnelle
Freisetzung des hydrophoben Wirkstoffmodells aus D 16 zeigen. Die roten Pfeile zeigen die Kolokalisation
von PMI und Texas Red aufRerhalb der Zellen. Maf3stab = 25 um.

Die Kolloide miissen somit nicht zwangslaufig von der Zelle aufgenommen werden,
um solch eine schnelle initiale Freisetzung zu erreichen. Es ist offensichtlich, dass
keine intrazellulare Kolokalisation von PMI- und Texas Red-Signalen detektiert

werden konnte, obwohl extrazellulir im umgebenden Medium Kolokalisation
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vorlag (roten Pfeile in Abbildung 33), was auf eine erfolgreiche Einkapselung des
PMIs in den Kolloiden hindeutete. Diese Ergebnisse liefern einen ersten Hinweis auf
einen moglichen zusitzlichen und unabhdngigen Aufnahmemechanismus des

eingeschlossenen Wirkstoffmodells vom Kolloid selbst.

Um die im CLSM erhaltenen Ergebnisse zu bestdtigen, wurden in Kooperation mit
Dr. | :usitzlich FACS- (engl. fluorescence-activated cell sorting)
Messungen zur Zellaufnahme durchgefiihrt. HeLa-Zellen wurden fiir 1 h und 8 h mit
D 16 inkubiert, um die Aufnahme der jeweiligen Komponenten (Kolloid und PMI)
zu quantifizieren. Der Graph in Abbildung 34 zeigt, dass nach 1 h Inkubation eine
grofle Menge an PMI innerhalb der Zellen bereits detektiert werden konnte,

verglichen mit einem eher schwachen Signal des Texas Red® Cadaverins.
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Abbildung 34. Quantifizierung der Nanopartikelaufnahme in HeLa-Zellen nach 1 h und 8 h Inkubationszeit
von D 16 mittels Durchflusszytometrie. NK: Negativkontrolle (Zellen ohne Partikelzugabe gemessen mit
dem entsprechenden Detektor fir PMI oder Texas Red® Cadaverin, n=6 pro Gruppe.

Eine Beeinflussung durch unterschiedliche Fluoreszenzintensitit der beiden
Fluorophore konnte dariiber hinaus ausgeschlossen werden, da normalisierte Werte
zur Berechnung verwendet wurden. Im CLSM waren keine Partikel sichtbar, die an
der Zellmembran hafteten, weshalb angenommen werden konnte, dass jedes

detektierte Signal PMI oder Kolloid innerhalb der Zelle darstellte. Der grofe
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Unterschied in der Fluoreszenzintensitit von PMI und Texas Red® Cadaverin-
markierten Partikeln nach 1 h Inkubation bestdtigt deutlich die schnelle initiale
Freisetzung des PMIs ohne vorherige Aufnahme der Kolloide. Die Ergebnisse der
FACS- und CLSM-Messungen stimmten somit iberein und festigten die Hypothese
der schnellen Freisetzung eines eingeschlossenen Wirkstoffes. Nach 8 h Inkubation
von D 16 konnte eine deutliche Erh6hung der beiden Fluoreszenzsignale PMI und
Texas Red® Cadaverin detektiert werden, welche den optischen Eindruck der CLSM-
Aufnahmen untermauerten (Abbildung 33). Die Aufnahme der Kolloide geschah
somit zeitverzogert im Vergleich zur Aufnahme und Freisetzung des PMIs. Wie
bereits erwahnt, konnten die Signale von PMI und Texas Red® Cadaverin nach
Inkubation der kolloidalen Systeme an verschiedenen intrazelluldren
Kompartimenten vorgefunden werden. Folglich wurden im ndchsten Schritt
Experimente durchgefiithrt, die aufkldaren sollten, wo sich das PMI nach

99 zeigten bereits ein dhnliches Verhalten

Zellaufnahme befindet. Hofmann et al.
von hydrophoben Molekiilen, welche ohne vorherige Aufnahme des Nanopartikels
in die Zelle freigesetzt wurden. Dabei wurde gezeigt, dass diese Molekiile sich in
sogenannten "Lipid Droplets" (Fetttropfchen) anreichern, welche als intrazelluldre
Fettdepots fungieren. Um Aussagen tiber einen solchen Verbleib des PMIs treffen zu
kénnen, wurden HelLa-Zellen mit den Nanopartikeln D 17 (PDLLA) und D 18 (PS)

inkubiert, die nur mittels nicht kovalent gebundenem PMI fluoreszenzmarkiert

waren.

Tabelle 10. Darstellung von PDLLA- (D 17) und PS-Kolloiden (D 18), die nur mittels PMI
fluoreszenzmarkiert sind.

Chloroform: a
Name Kern Kargo Copolymer Wasser R/nm
D1y PDLLA PMI Pa 1:4,8 150
D18 PS PMI Pi 1:4,8 55

“bestimmt durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS).
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Die Uberlagerung von Transmissions- und Fluoreszenzaufnahmen der Zellen nach
Inkubation bestatigte den ersten Eindruck, dass sich PMI in diesen fettreichen
Regionen, welche auf Grund von unterschiedlichen Brechungsindices, im Vergleich
zum umgebenden Medium, als helle oder dunkle runde Spots im Transmissionsbild
erscheinen, anreicherte (Abbildung 35 A und D, rote Kreise). Die Fluoreszenzsignale
von PMI (Abbildung 35 B, E) und die lipidreichen Regionen zeigen Kolokalisation,

was in den Uberlagerungsbildern sehr gut zu erkennen ist (Abbildung 35 C und F).
Transmission PMI

. hydrophobes Wirkstoffmodell (PMI)

Uberlagerung

Abbildung 35. CLSM-Aufnahmen von Hela-Zellen nach Inkubation von D 17 und D 18, die PMI
eingekapselt haben. Helle und dunkle Spots der Transmissionsbilder (A und D) zeigen fettreiche Regionen
(Beispiele sind rot umkreist). Diese Regionen kolokalisieren mit PMI-Signalen (B und E) in den
Uberlagerungsbildern (C und F). MaRstab = 25 pm.

D17

D18

Es stellte sich die Frage, ob sich die polymeren Tragersysteme nicht moglicherweise
auch in diesen fettreichen Domédnen ansammeln. Dazu wurden PS-Partikel
hergestellt, die kein PMI im Inneren trugen und deren Hiille jedoch mit Oregon

Green 488° Cadaverin markiert war (D g). Die gleiche Studie, wie vorher
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beschrieben, wurde wiederholt. Es ist zu erkennen, dass selbst nach 24h
Inkubationszeit keine Fluoreszenzsignale in den fettreichen Domdnen detektiert
werden konnten (Abbildung 36). Es war keine Kolokalisation zwischen hellen und
dunklen Spots im Transmissionsbild (Abbildung 36 A) und Fluoreszenzsignalen des
Oregon Green 488° Cadaverins (Abbildung 36 B) im Uberlagerungsbild (Abbildung
37 C) zu sehen. Somit waren diese Ergebnisse der kolloidalen Systeme, mit
eingekapseltem oder an der Oberfliche angebundenem Fluoreszenzfarbstoff, in

Einklang mit vorhergehenden Experimenten.

Transmission Oregon Green 488° Cadaverin Uberlagerung

. Oregon Green 488° Cadaverin (kovalente Markierung des PS-Partikels)

Abbildung 36. CLSM-Aufnahmen von HelLa-Zellen nach 24 h Inkubation von D 13, die anstelle von PMI mit
Oregon Green 488® Cadaverin an der Oberflache kovalent markiert waren. Anreicherung der Kolloide in
den fettreichen Domanen lag nicht vor. Maf3stab = 10 um.

Das Ergebnis, dass PMI und Kolloid nach Aufnahme nicht in denselben
intrazellularen Regionen vorliegen, untermauert die Tatsache, dass es zu einer
Freisetzung des PMIs kam. Um diese fettreichen Domadnen, in denen sich PMI
anreichert, als "Lipid Droplets" identifizieren zu konnen, wurde in Analogie zu
Hofmann et al.”®® eine zusatzliche Immunofluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Dazu
wurden Hela-Zellen mit D 14 fiir 24 h inkubiert. Die Experimente wurden mit
Fluoreszenz- und Hellfeld-CLSM-Bildgebung durchgefiihrt. Die rote Korona der
fettreichen  Regionen im  Uberlagerungsbild von Transmissions- und
Fluoreszenzsignal des sekundiaren Antikorpers, welcher mit Alexa Fluor® 633

(Aex=633 nm) markiert war, (Abbildung 37 A) signalisierte, dass es sich bei diesen
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Regionen tatsdchlich um Lipid Droplets handelte. Abbildung 37 B zeigt, dass sich
PMI (griin) in den Lipid Droplets (Alexa Fluor® 633-markierter sekundarer
Antikorper, rot) anreichert. Weitere Untersuchungen bei tiefen Temperaturen
(4 °C) zeigten, dass die PMI-Aufnahme weitestgehend diffusionsabhdngig ist und
keine Endozytoseprozesse involviert sind (Daten hier nicht gezeigt), was ebenfalls
die Aussage untermauert, dass die PMI-Aufnahme unabhdngig von der Partikel-

Aufnahme stattfand.

hydrophobes Wirkstoffmodell
(PMI)

Lipid Droplets
(sekunddre Antikorper-Farbung
Alexa Fluor® 633)

Abbildung 37. CLSM-Aufnahmen nach 24 h Inkubation mit D 14 und Immunofluoreszenzfarbung zur
Detektion der Lipid Droplets, welche mit Alexa Fluor® 633 markiert sind und somit eine rote Korona
aufweisen. PMI reichert sich im Kern dieser an. Mal3stab = 10 um.

Daher ist es gelungen die Aufnahme und Lokalisation der Kolloide in Zellen
aufzuklaren sowie die Freisetzungskinetik eines hydrophoben Wirkstoffmodells zu
bestimmen (Abbildung 38). Da eine schnelle initiale Freisetzung des Wirkstoffes
vorliegt, kann diese verwendet werden, um schon nach kurzer Zeit einen
pharmakologischen Effekt zu erzielen. Zusatzlich konnte in einem nachgeschalteten
zeitverzogerten Schritt ein zweiter Wirkstoff kontrolliert und zielgerichtet
freigesetzt werden. Somit konnte dieses Wirkstoff-Tragersystem zum Beispiel fiir
die Tumortherapie verwenden werden. Dabei ist es moglich, das System
beispielweise mit Nitroglycerin zu beladen, was zur Verstarkung des EPR-Effekts
fithren und so eine verbesserte Anreicherung des Tragers im Tumor gewahrleisten
wirde. Nitroglycerin ist dafiir bekannt, nicht zelltoxisch zu sein und kaum eine
unspezifische Wirkung zu haben. Maeda und Mitarbeiter konnten bereits zeigen,
dass es nach Freisetzung in der Tumorumgebung die Erweiterung der Adern
bewirkt, diese also sozusagen "lochrig" macht und damit die gezielte Ansammlung

der Kolloide im Tumor nochmals verbessert."”**"*> Am Zielort angekommen,
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konnten die kolloidalen Wirkstoff-Tragersysteme dann selektiv ihren zweiten

Wirkstoff, der kovalent auf der Oberflache angebunden ist, freisetzen.

\ / Inkubation

1. Aufnahme des Wirkstoffes (PMI)| 1. Aufnahme des Kolloids
2. Aufnahme des Kolloids 2. Intrazelluldre Wirkstofffreisetzung
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Abbildung 38. Schematische Ubersicht der potentiellen Freisetzungsmechanismen des hydrophoben
Wirkstoffes aus den kolloidalen Systemen und das intrazelluldre Verhalten der Tragersysteme nach

Aufnahme in die Zelle.
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Diese vielversprechenden in vitro-Daten heidt es nun hinsichtlich ihres
pharmakokinetischen Profils zu untersuchen, um den Einfluss der verschiedenen
Kern- und Hiillmaterialien auf die Verteilung im Korper zu bestimmen. Dariiber

hinaus konnen so erste Aussagen tliber etwaige Exkretionswege getroffen werden.
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3.3 Invivo-Evaluierung von P(HPMA-b-LMA)-
stabilisierten Kolloiden

Eine Moglichkeit die Bioverteilung von makromolekularen Tragersystemen zu
bestimmen, bietet die Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Dabei wird ein
Positron-Emitter an das jeweilige System angebunden, welcher nach intravenoser
Applikation in vivo verfolgt werden kann. In dieser Arbeit wurde *°F, als das meist

verwendete diagnostische PET-Nuklid, verwendet.>>'799%9*

Um eine Markierung zu ermoglichen, mussten die kolloidalen Systeme
dahingehend modifiziert werden, dass eine selektive Anbindung des radioaktiven
Markers moglich wurde. Die Methode der Wahl stellte die Kupfer(I)-katalysierte
Cycloaddition von Azid und Alkin (engl. copper(I)-catalyzed azide-alkyne
cycloadditions, CuAAC) dar, welche haufig fiir die radioaktive Markierung von
nanopartikuldren Systemen verwendet wird.™ Dazu mussten die Kolloide zunachst

mit einem Azidoligoethylenspacer auf der Oberflache modifiziert werden.

Dieser lie sich durch die polymeranaloge Umsetzung von BP 1-M einfach in das

hydrophile Segment einbauen, sodass P 18 erhalten wurde (Schema 19, Tabelle 11).

HOOCW
%

HOOC

CN
BP 1-M NC n m k
O HN O O (0]
HO
1) |_|2N/\/O\/\o/\/o\/\N3 10
(0]
2) H2N/YOH 1
> (0]
Dioxan, TEA
60 °C
O
P18 \L
N3

Schema 19. Synthese des HPMA-LMA-Block-Copolymers P 18, welches mit einem Azidspacer im
hydrophilen Segment funktionalisiert ist. Dabei wird BP 1-M mittels polymeranaloger Umsetzung
modifiziert.
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Der Einbau eines PEG-Segments sollte dariiber hinaus keinen wesentlichen Einfluss

auf die Tensideigenschaften haben.

Tabelle 11. HPMA-basiertes Block-Copolymer P 18 mit Azid-Funktionalisierung durch einen
Azidoligoethylenspacer.

Einbau Monomer b
Name Block-Copolymer Azidspacer Verhsltnis? M., (g/mol) D
P18 P(HPMA/Azid-OEG)-b- 4%# 89:11 9.500 1,21

P(LMA)

“Monomerverhéltnis berechnet mittels "H-NMR-Spektroskopie in DMSO-ds nach polymeranaloger
Umsetzung mit 2-Hydroxypropylamin. “Berechnet aus den Molekulargewichten des Reaktivesterpolymers
(BP 1) bestimmt mittels GPC in THF als Losungsmittel. #entspricht Anteil im hydrophilen Segment.

Im Anschluss wurde das funktionalisierte Block-Copolymer P 18 statt der bisher
verwendeten Block-Copolymere eingesetzt, um mittels Miniemulsionstechnik in
Kombination mit Losungsmittelverdampfung (siehe Abschnitt 3.1.2.2) PDLLA-
Partikel herzustellen, die auf der Oberfliche mit Azidgruppen dekoriert waren

(Abbildung 39).

hohe Verdampfung
Scherkrafte des Chloroforms
—

&
%%@i

o~ P((HPMA/Azid-OEG)-b-(LMA)) . Wasser

’g PDLLA/PS Chloroform

Abbildung 39. Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses von Azid-funktionalisierten PDLLA-
Kolloiden D 20 mittels Miniemulsionstechnik in Kombination mit Lésungsmittelverdampfung.

Stabile Kolloide mit einer Gréf3e von ca. 200 nm (Durchmesser) konnten erhalten
werden, welche mittels REM-Aufnahmen (Abbildung 40) dargestellt werden

konnten (Tabelle 12).
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Tabelle 12. Darstellung von Azid-funktionalisierten PS (D 19) und PDLLA-Partikeln (D 20) via
Miniemulsionstechnik in Kombination mit Lésungsmittelverdampfung.

Chloroform: a
Name Kern Copolymer Wasser R/nm
D19 PS P18 1:4,8 90
D 20 PDLLA P18 1:4,8 85

“bestimmt durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS).

Alle Partikel zeigen eine spharische Form und eine enge Verteilung. Die leichte
Verformung der Partikel wahrend der REM-Aufnahme kommt durch das Schmelzen

des PDLLAs unter dem Elektronenstrahl zustande.

Abbildung 40. REM-Aufnahme der Azid-funktionalisierten PDLLA-Kolloide D 20; Maf3stab 2 um.

Der Einbau des Azidspacers im hydrophilen Segment diente dazu, dass die
Azidgruppen nach aufden orientiert waren, was fiir die radioaktive Markierung
unabdingbar ist. So konnen die ebenfalls Oligoethylen-basierten prosthetischen

Gruppen, die das Alkin tragen, den Azid-Partner gut erreichen.

Die hergestellten Kolloide mit einem PDLLA-Kern und einer P(HPMA/Azid-OEG)-

b-(LMA)-Hiille konnten in Kooperation mit Dr. _ mittels

CuAAC, welche eine selektive Methode darstellt und hohe Ausbeuten liefert, mit '*F
markiert werden. Die radioaktive Markierung wurde in einer zweistufigen Synthese

durchgefiihrt. Fir die geplante Markierung tiber eine prosthetische Gruppe, musste
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ein geeigneter Markierungsvorldufer dargestellt werden. Dieser war Oligoethylen-
basiert, um die Hydrophilie beizubehalten, und trug ein endstdandiges Alkin sowie
Toluolsulfonsiure als Abgangsgruppe am gegeniiber liegenden Ende.'”* Die "F-
markierte prosthetische Gruppe (Abbildung 41) wurde mit einer hohen

radiochemischen Ausbeute und Reinheit synthetisiert.

Abbildung 41. **F-Markierung der kolloidalen Systeme D 19 und D 20 via CuUAAC und anschlieBender
Evaluierung in vivo.

Im nachfolgenden Schritt wurden die PDLLA-Kolloide mittels dieser prosthetischen
Gruppe "F-markiert. Da zum einen die PDLLA-Kolloide, aber auch das geladene
hydrophobe Wirkstoffmodell, gegentiber Hitze und organischen Losungsmitteln
sensitiv waren, wurde sich fiir eine Markierung tiber die CuAAC entschieden,
welche milde Reaktionsbedingungen zuldsst und einen etablierten Ansatz fiir die
Markierung sensitiver Strukturen darstellt.**"> Dartiber hinaus ist bekannt, dass
das gebildete 1,4-Disubstituierte-1,2,3-Triazol unter physiologischen Bedingungen
sehr stabil ist und ahnliche Eigenschaften wie Amidbindungen aufweist.'”” Im
Folgenden wurden die Parameter der ™F-Clickreaktion  beziiglich
Reaktionstemperatur, Wahl des Losungsmittelgemisches, Menge der Kolloidlosung,
Menge des Katalysators und Verhaltnis der Kupfer- und Acetatmenge gescreent und
hin zu hohen radiochemischen Umsetzungen optimiert (Tabelle 13). Die

Testansdtze wurden mit Aktivititsmengen von 50-200 MBq durchgefiihrt. Die Natur
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der PDLLA-Dispersion D 20 liefd nur wassrige Losungsmittel zu, wobei sich das
PBS-System am geeignetsten erwies, da der leicht basische Charakter zusatzlich die
CuAAC unterstiitzt.”® Die Verwendung von geringsten Mengen an organischen

Losungsmitteln fiihrte zur sofortigen Auflosung der Emulsion.

Tabelle 13. Screening und Optimierung der **F-Clickreaktion an D 2o.

Na-L-

Miniemulsion®  CuSO, Zeit Temperatur  Ausbeute®
[uL] mmol)  Ascorbat [min] [°C] [%]
[umol]
50 20 100 15 RT o
50 20 100 20 RT 3
70 20 50 20 RT 10
70 20 50 5 40 6
70 20 50 10 40 17
70 20 50 20 40 32
70 20 100 20 40 7
70 40 250 20 40 )
100 20 50 20 40 )
100 20 100 20 40 4
150 20 50 20 40 )
500 20 50 20 40 )
700 20 50 20 40 )

’Der Feststoffgehalt der Miniemulsion D 20 lag bei 0,42 w%. ®Die Ausbeute wurde mittels
GrofRenausschlusschromatographie bestimmt.

Die besten Ergebnisse wurden bei einem Verhdltnis von Kupfer(II)-sulfat und
Natrium-L-ascorbat von 1:2,5 und einer leicht erhéhten Temperatur von 40 °C
erreicht. Hohere Temperaturen fiihrten wiederum zur direkten Zersetzung der
PDLLA-Kolloide (D 20). Die Verwendung von grofieren Mengen an Kupfer(II)-sulfat
fithrte zu keiner signifikanten Veranderung der Umsetzung. Dariiber hinaus wurde
die Abhangigkeit der Umsetzung von der Menge an Natrium-L-ascorbat untersucht.

Dabei kam es zu einer Zersetzung der Kolloide bei Verwendung von zu hohen
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Konzentrationen an Natrium-L-ascorbat, was auf ein zu hohes Redoxpotential im

196 Ebenfalls wurde eine starke

Reaktionsgemisch zuriickgefiihrt werden kann.
Abhangigkeit von der Reaktionszeit beobachtet. Nach 10 min war die Umsetzung
noch sehr gering, wohingegen ab einer Reaktionszeit von tiiber 10 min die
Umsetzung von 6% auf 23% stieg. Die Aufreinigung der '*F-markierten Kolloide
konnte mittels Grofdenausschlusschromatographie erreicht werden (Abbildung 42)
und ergab bei direkter Formulierung in isotonischer Kochsalzlosung eine
radiochemische Gesamtausbeute von 8+3%. Dieses Konzept konnte auf die Kolloide
mit PS-Kern (D 19) direkt und vollstindig tibertragen werden. Die radiochemischen

Gesamtausbeuten lagen auch hier im Bereich der Ausbeuten der PDLLA-Kolloide

(D 20).

30 '®F-markierte Kolloide
25

20

5 1 J
0 T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

'8F-Synthon

Intensitat / mV
1

Zeit / min

Abbildung 42.  Aufreinigung der  **F-markierten PDLLA-Kolloide D 20 mittels
Grofdenausschlusschromatographie.

Nach erfolgreicher *F-Markierung der kolloidalen Systeme D 19 und D 20 sowie
deren Formulierung konnte die Korperverteilung im Mausmodell mittels PET und
ex vivo-Biodistribution untersucht werden. Dazu wurden Wildtyp-Mause (C57BL/6)

verwendet.

Zuerst wurden die '®F-markierten PS-Kolloide D 19 verwendet, um als
biokompatibles, aber nicht bioabbaubares Modellsystem zu fungieren. Hierzu

wurden 2-5 MBq in 500-900 pL isotonischer Kochsalzlésung intravends in die
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Schwanzvene der Maus appliziert und tiber einen Zeitraum von 60 min im PET
gemessen (Abbildung 43). Das relativ kurze Zeitfenster wurde gewdhlt, um erste
Aussagen Uber die Korperverteilung, sowie Exkretionswege zu treffen, da nicht-
zirkulierende Wirkstoff-Tragersysteme auch nicht den gewiinschten EPR-Effekt
ausnutzen konnen. Abbildung 43 zeigt eine dynamische PET-Aufnahme der '°F-
markierten PS-Kolloide in koronarer (A) und sagittaler (B) Schnittebene. Man
erkennt eindeutig eine starke Anreicherung in Blase (Bl) und Niere (Ni), was fir
eine renale Ausscheidung der Systeme spricht. Dariiber hinaus sieht man eine
Aktivitaitsansammlung in der Leber (Le), was dafiir spricht, dass die Systeme einer
hepatobilidren Ausscheidung unterliegen. Uberraschend hingegen ist die erwihnte
starke Anreicherung in Niere und Blase, da die verwendeten Systeme Durchmesser
von 150 bis 200 nm haben und somit deutlich tiber der renalen
Ausscheidungsgrenze liegen. Ein solches Anreicherungsmuster kann fiir das
Vorhandensein von markiertem freien Block-Copolymer P 18 (10 kDa) sprechen, da

dieses deutlich unter der Ausscheidungsgrenze liegt.

Abbildung 43. Kleintier-PET-Aufnahme mit 2-5 MBq der **F-markierten PS-Kolloide D 19; Messintervall
von 60 min; koronare (A) und sagittale (B) Schnittebene; Le: Leber, Ni: Niere, Bl: Blase.
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Dieses Modellsystem sollte mit dem PDLLA-System, welches bioabbaubar ist,
verglichen werden. Hierzu wurden wiederum 2-5 MBq in 500-9oo pL isotonischer
Kochsalzlosung intravenos in die Schwanzvene der Maus appliziert und tiber einen
Zeitraum von 60 min im PET gemessen. In Abbildung 44 ist die dynamische PET-
Aufnahme der ®F-markierten PDLLA-Kolloide D 20 in koronarer (A und C) und

sagittaler (B und D) Schnittebene gezeigt.

Abbildung 44. Kleintier-PET-Aufnahme mit 2-5 MBq der *F-markierten PDLLA-Kolloide D 20;
Messintervall von o bis 60 min (A und B) und o bis 4 min (C und D); koronare (A und C) und sagittale (B und
D) Schnittebene; V/A: Vene oder Arterie, He: Herz, Ni: Niere, Bl: Blase.

Die Aufnahmen 44 A und B stellen das Anreicherungsmuster nach 1 h p.i. dar. Im

Gegensatz zu D 19 erkennt man, dass diese nur renal ausgeschieden wurden, was
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durch die starke Anreicherung in Niere (Ni) und Blase (BI) zu sehen ist, dagegen ist
keine Anreicherung in Leber und Milz zu erkennen. Jedoch ist auch eine erhohte
Blutaktivitit zu erkennen, was durch das Aktivitatssignal im Herzen und den
dazugehorigen Arterien und Venen angezeigt wird. Abbildungen 44 C und D zeigen

die ersten 4 min p.i. und bekraftigen diese Ergebnisse nochmals.

Um die in vivo erhaltenen Ergebnisse quantifizieren und bestitigen zu konnen,
wurde zusatzlich eine ex vivo-Biodistribution mit den beiden Systemen
durchgefiihrt. Dazu wurden nach i.v. Applikation der '®F-markierten Kolloide D 19
und D 20 die Mduse nach 6o min getotet, die Organe entnommen und im
Gammaspektrometer ausgezahlt. Abbildung 45 stellt die Ergebnisse der Kolloide
D 19 (rot) und D 20 (blau) dar. Die Organverteilung bestatigt hierbei die in den
Kleintier-PET-Studien erhaltenen Ergebnisse. Auch hier zeigt sich, dass sowohl D 19

als auch D 20 pradominant renal ausgeschieden wurden.

Ex vivo-Biodistribution (1 h)
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Abbildung 45. Biodistribution der ®E_markierten PDLLA- D 20 (blau) und PS-Partikel D 19 (rot) 1 h nach
Injektion.

Jedoch ist fiir die anderen Organe ein unterschiedliches Verteilungsmuster der

Kolloide untereinander zu sehen. Die PS-Kolloide D 19 reicherten sich bevorzugt in
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Leber (14% ID/g) und Milz (1% ID/g) an, wohingegen die PDLLA-Partikel D 20
durch ihre hohe Blutaktivitit (12% ID/g) auffallen. Somit zeigt D 20 erste
vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Entwicklung eines langzirkulierenden

Wirkstoff-Tragersystems.

Es bleibt jedoch die Frage bestehen, ob das Kernmaterial einen Einfluss auf die
Bioverteilung hat und so zu diesem Anreicherungsmuster fithrte. Die hohe
Anreicherung von D 15 in Lunge, Leber und Milz legt die Vermutung nahe, dass es
in vivo zur Aggregatbildung der Partikel durch Adsorption von Blutkomponenten,
vor allem Albumin, kam.”” Bei D 20 scheint dieser Effekt nur eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Verantwortlich dafiir konnte das leicht hydrophilere Kernmaterial
(PDLLA) sein. Zusatzlich weist die hohere Nierenaktivitit von D 19 im Vergleich zu
D 20 auch auf ein starkeres Aggregationsverhalten hin, da durch die hoéhere
Proteinadsorption das polymere Tensid P 18 von der Oberflache verdrangt werden
konnte. Dieses sollte sich dann aufgrund des Molekulargewichts von 10 kDa in den

Nieren und Blase anreichern.

Allgemein kann man sagen, dass es zu einem Ablosen der Block-Copolymere
kommt, was bereits in den Zellaufnahmestudien (Kapitel 3.2) gezeigt werden
konnte. Wahrend dieses Verhalten in vitro nach 24 h auftritt, scheint es in vivo
wesentlich schneller vonstatten zu gehen. Dem konnen mehrere Erklarungen
zugrunde liegen. Zum einen kann dies auf den Blutfluss zuriickgefiihrt werden, aber

auch auf die Komplexitat physiologischer Prozesse.

Das erhaltene in vivo-Ergebnis fiihrte zur Entwicklung neuer Kolloide, deren
biologische Halbwertszeit deutlich erhoht sein sollte, indem eine bessere
Adsorption der Block-Copolymere auf der Oberfliche gewdhrleistet wird. Dazu
wurden Kettenlinge und hydrophober Einbaugrad variiert (Tabelle 14). Die
Kettenldnge wurde von 10 auf 20 kDa (D 22) und der Einbaugrad an LMA von 10 auf

20% erhoht (D 21) und erneut Kolloide dargestellt (Tabelle 15).
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Tabelle 14. HPMA-basierte Block-Copolymere mit Texas Red-Markierung.

. Monomer b
Name Block-Copolymer Vorlaufer Verhiltnis® M., (g/mol) D
P19 P(HPMA/TR)-b-P(LMA) BP 5-M 90:10# 21.000 1,30
P 20 P(HPMA/TR)-b-P(LMA) BP 2-M 79:21# 11.000 1,25

“Monomerverhiltnis berechnet mittels "H-NMR-Spektroskopie in DMSO-ds nach polymeranaloger
Umsetzung mit 2-Hydroxypropylamin. *Berechnet aus den Molekulargewichten der Reaktivesterpolymere
(BP 5 und BP 2) bestimmt mittels GPC in THF als Losungsmittel; TR = Texas Red; #1 mol%.

Tabelle 15. Darstellung von PS-Partikeln D 21 und D 22 via Miniemulsionstechnik in Kombination mit
Losungsmittelverdampfung.

Name Kern Copolymer Besonderheit R/nm*
D21 PS P 20 10 kDa, 20% LMA 125
D22 PS Paig 20 kDa, 10% LMA 115

“bestimmt durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS).

Untersuchungen zur Zellaufnahme und zum Verbleib der Block-Copolymere auf
den Kolloiden wurden in vitro analog zu Abschnitt 3.2 an HeLa-Zellen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 46 gezeigt. Dabei zeigten die CLSM-Aufnahmen
A-C die Ergebnisse von D 21 und D-F von D 22. Es ist eindeutig zu erkennen, dass
die Erhohung des hydrophoben Einbaus nach 24 h zu keiner signifikanten
Veranderung der Stabilitdt fithrte, da nur ein geringes Kolokalisationssignal (47 C,
gelb) zu sehen war. Anders verhdlt sich D 22 bei Verwendung des grofderen Block-
Copolymers P 19, welches deutlich mehr Kolokalisationssignale (47 E, gelb) zeigte.
Dies deutet darauf hin, dass nach 24 h noch ein grofierer Anteil an polymerem
Tensid auf der Oberflache adsorbiert war. Dies konnte damit zusammenhdangen,
dass das groflere Block-Copolymer eine bessere sterische Abschirmung der

Kolloidoberflache, z. B. gegen Enzyme, gewdhrleistet.
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BODIPY Texas Red Uberlagerung

. Zellmembran (CellMask™ Deep Red)

. Block-Copolymer (Texas Red® Cadaverin)
Kernpolymer (BODIPY)

D 21

D 22

Abbildung 46. CLSM Aufnahmen der HeLa-Zellen nach 24 h Inkubation mit D 21 (A-C) und D 22 (D-F). A)
und D) zeigen Fluoreszenzsignale des BODIPYs, B) und E) Signale des Texas Reds. C) und F) sind
Uberlagerungsbilder beider Fluoreszenzsignale. MaRstab = 20 um.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde mittels SDS-PAGE der Einfluss des
Kernmaterials sowie die unterschiedliche Beschaffenheit der Oberflache
hinsichtlich Proteinadsorption nach Inkubation in humanem Serum untersucht.
Abbildung 47 zeigt das Auftrennungsmuster der unterschiedlichen Kolloide D 6,
D 8, D 21 und D 22 nach Inkubation mit humanem Serum bei 37 °C. Dabei wurden
die Plasmaproteine im Uberschuss eingesetzt sowie die Partikelkonzentrationen auf
gleiche Oberfliche normiert, um so die adsorbierten Proteinmengen vergleichen zu

konnen.'®®

Nach mehreren Aufreinigungsschritten wurden die so vorbehandelten
Kolloide auf das Gel aufgetragen und im elektrischen Feld aufgetrennt (Abbildung
47). Als Marker wurde SeeBlue Plusz2 Pre-Stained verwendet (Tasche 1). Des

Weiteren sind die Taschen wie folgt belegt: D 8 (Tasche 3), D 6 (Tasche 5), D 21
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(Tasche 7), D 22 (Tasche 9). In Tasche 1 befinden sich als Vergleichssystem PS-
Partikel, welche mit Lutensol ATso stabilisiert sind. Das reine Plasma ist in Tasche
12 zu finden. Alle vier mit HPMA-basierten Block-Copolymeren als polymere
Tenside zeigten eine leichte Adsorption mit dem Hauptbestandteil des Serums
Albumin. Dies ist an der Bande bei 62 kDa zu erkennen. Zudem kommt es zu einer
leichten Adsorption einer Proteinfraktion mit etwa 40 kDa. Vergleicht man die
Kolloide D 6 und D 8 mit den unterschiedlichen Kernmaterialien PS und PDLLA
untereinander, ist ein leichter Trend zu weniger Aggregation bei PDLLA zu
erkennen, was sich in einer schwacheren Bande bei ca. 40 kDa widerspiegelte.
Interessanterweise zeigte ein erh6hter hydrophober Einbau (D 21) keinen Effekt auf
die Proteinadsorption. Im Fall der Verwendung von D 22, welches durch ein
grofderes Block-Copolymer (P 19) stabilisiert ist, sah man dagegen den Wegfall der
Bande bei 40 kDa. Diese Daten unterstreichen die vorhergehenden Ergebnisse zur
Kolokalisation nach 24 h, namlich, dass durch grofdere Block-Copolymere
stabilisierte Kolloide zu weniger Aggregation neigen. Dies kann auf eine bessere
sterische Abschirmung durch die im Verhaltnis langeren hydrophilen Segmente
zurlickgefithrt werden. Basierend auf diesen Ergebnissen zeigten die Kolloide
hauptsdchlich eine leichte Interaktion mit Albumin, welches eine Monolage bildet
und nicht in der dynamischen Lichtstreuung detektiert werden konnte. Albumin ist
dafiir bekannt weitere Interaktion mit anderen Bestandteilen des Serums zu

unterbinden.'®

Vergleicht man nun alle HPMA-stabilisierten Kolloide mit Kolloiden, die durch das
gangige Tensid Lutensol AT5o stabilisiert sind, sieht man eindeutig die verringerte
Wechselwirkung mit Komponenten des humanen Blutserums, was den "stealth-

like"-Charakter von PHPMA unterstreicht.
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Abbildung 47. SDS-PAGE zur Bestimmung der Proteinwechselwirkung der Kolloide D 6, D 8, D 212 und D 22
sowie PS stabilisiert mit AT5o (Tasche 11). Als Marker wurde SeeBlue Plus2 Pre-Stained verwendet und
Plasma (4 pg) als Referenz mitlaufen gelassen; Inkubationszeit 1 h bei 37 °C.

Diese Ergebnisse bekrdftigen die bereits erhaltenen vielversprechenden in vivo-
Daten der HPMA-LMA-stabilisierten Kolloide. Dartiber hinaus zeigten die PDLLA-
Kolloide eine verminderte Proteinwechselwirkung im Blut und zusitzlich eine
verlangerte  Zirkulationszeit in  vivo, weswegen sie weiterhin als
erfolgsversprechende Wirkstoff-Trdagersysteme angesehen werden konnen. Mit
diesen konnte somit eine erh6hte Tumoranreicherung durch den EPR-Effekt erzielt
werden. Im ndchsten Schritt ging es darum zu untersuchen, ob mittels
Erkennungsstrukturen, wie z.B. Folat, die Aufnahme in den Tumor gesteigert
werden kann. Hierbei sollten zuerst einfache HPMA-Polymere, an welche Folat

angebunden wurde, als initiales Modellsystem dienen.
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3.4 '*F-markierte Folat-PHPMA-Konjugate und deren
Einfluss auf die Tumoranreicherung

Ziel dieses Teilgebiets war es, Polymere darzustellen, welche es ermoglichen
Erkennungsstrukturen anzubinden, z. B. Folat, um so mittels Positronen-Emissions-
Tomographie die aktive Anreicherungg in vivo zu untersuchen. Die
Korperverteilung und Pharmakokinetik von polymeren Systemen kann durch
Variation der Grofle, Molekulargewicht und Zusammensetzung beeinflusst
werden.”7 Deshalb wurden HPMA-basierte Polymere mit unterschiedlichen
Molekulargewichten (10 kDa P 21 und 50 kDa P 22) hergestellt. An diesen sollte der
Einfluss von Folatstrukturen untersucht werden. Um die Anbindung der
Zielstrukturen zu  ermoglichen, mussten diese Polymere zusatzlich
Alkinfunktionalitiaten tragen (Schema 20). Die Konjugation des Vektors wurde in
diesem Fall wie zuvor auch mittels Kupfer(I)-katalysierter Azid-Alkin-Cycloaddition
(CuAAC) erreicht, da so eine hohe Regioselektivitit und Spezifitit gewahrleistet

werden konnte.

Die von Barz und Mitarbeitern in vitro gezeigte erhohte Internalisierungsrate von
Folat-pHPMA-Konjugaten bei einem Einbaugrad von 10% Folat war Ausgangspunkt
dieser Untersuchungen. Daher wurden Konjugate hergestellt, deren Folatanteil in
derselben Grofienordnung lag."”® Beide Polymertypen sollten zusdtzlich mit Oregon
Green 488 Cadaverin (OG) markiert werden (P 23, P 24), um FCS-Messungen zu
ermoglichen. Diese erlauben die Bestimmung des hydrodynamischen Radius der
Polymere und die Detektion eventueller Aggregatbildung nach Einbau des

172

hydrophoberen Folats.” Die dazu nétigen Vorldauferpolymere (HP 8, HP 9) wurden
mittels  RAFT-Polymerisation hergestellt und anschliefend in einer
polymeranalogen Umsetzung mit 2-(2-(2-(Prop-2-in-1-yloxy)ethoxy)ethoxy)-
ethanamin, 2-Hydroxyproylamin und Tyramin zu den finalen Polymerkonjugaten
umgesetzt. Sie wiesen eine enge Molekulargewichtsverteilung von PDI = 1,2 fiir die

kleineren (10 kDa) und PDI = 1,3 fiir die gréfSeren Polymere (50 kDa) auf (Tabelle

16). Der Einbau von Tyramin ermdglichte hierbei die radioaktive Markierung.
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Schema 20. Polymersynthese und Konjugation des Azid-Folats an die Polymer-Seitenkette.

Im Falle der Fluoreszenzmarkierung wurde OG anstelle von Tyramin verwendet
(P23 und P 24). Der Einbaugrad des Alkinspacers wurde mittels 'H-NMR-
Spektroskopie bestimmt und lag fiir alle Polymere bei 10%. Mittels CuAAC wurde
ein Azid-Folat an die Polymere angebunden, sodass FA-P 21-24 dargestellt werden
konnten, wobei die Konjugate mittels Grofdenausschlusschromatographie

(Sephadex G-25) aufgereinigt und im Anschluss lyophilisiert wurden. Uber das
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Verhaltnis an Oligoethyleneinheiten der Vorlauferpolymere (P 21-24) und der Folat-
Polymer-Konjugate (FA-P 21-24) konnte mittels "H-NMR-Spektroskopie der Anteil
an gebundenem Folat bestimmt werden, der fiir alle Polymere konstant bei ca. 8%
lag (Tabelle 16). Der Einbau von 3% Tyramin ermdéglichte, wie auch in den
Vorarbeiten zu markierten HPMA-Polymeren, die Radiomarkierung mittels Fluor-18

und die damit verbundene Moglichkeit die Folat-Konjugate in vivo zu verfolgen.

Tabelle 16. Eigenschaften der Prakursorpolymere HP 8-9, der HPMA-Polymere P 21-24 und der Folat-
Konjugate FA-P 21-24, samt Markierungsausbeuten [18F]FE-FA-P 21-22.

Name [g/I:/InnoI] -II;T;E?LIJ? Eﬁ\l”t:;nuz E::nolziijz RCAT%
HP 8 12.800" 1,23 - - - -
HP 9 64.000" 1,43" - - - -
P21 8.000° 1,23° 3% 10% - -
P22 40.000° 1,43 3% 10% - -
FA-P 21 10.500° 1,23° 3% 10% 8% -
FA-P 22 52.500° 1,43 3% 10% 8% -
[*®FIFE-FA-P 21 10.500 1,23° 3% 10% 8% 10£2
*®*FIFE-FA-P22  52.500 1,433 3% 10% 8% 5+3
P 23 (0G)* 8.000° 1,23 - 10% - -

P 24 (0OG)* 40.500° 1,43 - 10% - -
FA-P 23* 10.800° 1,23° - 10% 8% -
FA-P 24" 53.500° 1,43 - 10% 8% -

*Bestimmung mittels GPC in THF als LM; *Tyramin-, Alkinspacer- und Folateinbau bestimmt mittels *H-
NMR Spektroskopie nach polymeranaloger Umsetzung; *Bestimmt aus dem Molekulargewicht der
Prékursorpolymere HP 8 und HP g mittels GPC in THF als LM; “Oregon Green Cadaverin wurde wiahrend
der polymeranalogen Reaktion eingebaut P 23 und P 24 (1 mol%).

Obwohl Folate in leicht basischen wassrigen Medien l6slich sind, ist bekannt, dass

diese auch hydrophobe Wechselwirkungen eingehen kénnen."”® Der Verlust der y-
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Carboxyl-Funktion des Folsdurederivats durch Derivatisierung fithrt zusatzlich zu

einer Verstarkung des und zur

hydrophoben Charakters Férderung von
Aggregatbildung. Aus diesem Grund wurde in Kooperation mit Dr. ||| Gczcz:
eine mogliche Aggregatbildung der Konjugate mittels FCS untersucht und sollte
Aufschluss dartiber geben, ob sich in wassrigen isotonischen Losungen solche
ausbilden, indem die hydrodynamischen Radien von FA-P 21-24 in An- und

Abwesenheit von Folsaure bestimmt wurden.'”>>°°

Abbildung 48 A zeigt die gefittete Autokorrelationskurve (engl. autocorrelation
curve, ACC) der kleinen Polymere P 23 und FA-P 23. Es ist eindeutig zu erkennen,
dass nur eine diffundierende Spezies vorlag und man von einem zufdlligen
Polymerknduel ausgehen konnte. Hydrodynamische Radien von Ry = 2,0 nm (P 23 )
und Rp = 2,2 nm (FA-23) wurden bestimmt und sind durch das schnelle Abklingen
der gefitteten ACC (Abbildung 48 A) eindeutig zu bestimmen. Die Zugabe von
0,04 pmol an Folsdure pro Milliliter FA-P 23-Losung, was der Blutkonzentration
unter Blockadebedingungen entspricht, erzeugte keine Aggregatbildung, was durch
die entsprechende ACC der kleinen diffundierenden Fluoreszenzspezies mit einem

hydrodynamischen Radius von Ry, = 2,2 nm erkennbar ist (Abbildung 48 A).
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Abbildung 48. Normalisierte FCS-Autokorrelationskurven fir das kleine FA-P 23 (A) und grof3e FA-P 24 (B)
PHPMA-Konjugat in wassriger Losung. Quadrate reprasentieren pHPMA, Kreise reprdsentieren die Folat-
PHPMA-Konjugate ohne zusédtzliche Folsdure und Dreicke reprasentieren Folat-PHPMA-Konjugate mit
zusatzlicher Folsdurezugabe.
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Betrachtet man das Verhalten der grofden Polymere, erkennt man, dass diese sich
deutlich verschieden verhalten. Wahrend in der Losung der reinen HPMA-Polymere
(P 23) nur Polymerketten mit hydrodynamischen Radien von Ry = 3,3 nm zu sehen
waren, zeigte die Konjugation von Folat an das Polymer starke Aggregation. Dies
wird durch das langsame Abklingen des Fits der entsprechenden Korrelationskurve
widergespiegelt (Abbildung 48 B) und kann bereits der Anbindung von Folat
(Einbau von 8%) zugeschrieben werden. In diesem Fall liegen Aggregate von Ry
~100 nm vor, welche zusdtzlich zu den einzeln diffundierenden Polymerketten
detektiert werden konnten. Die Zugabe von Folsdure beeinflusst das
Aggregationsverhalten von FA-P 24 nur unwesentlich, was durch den dhnlichen
Verlauf der zugehorigen ACC ersichtlich ist (Abbildung 48 B).”* Der Unterschied
zwischen FA-P 23 und FA-P 24 liegt somit mit grofler Wahrscheinlichkeit am
unterschiedlichen Molekulargewicht/Polymerisationsgrad. Eine Polymerkette des
FA-P 23 tragt beispielsweise 7 Folateinheiten, wahrend an einer Polymerkette des
FA-P 24 35 Folate gebunden sind. Die Messungen deuten somit darauf hin, dass
bereits 35 Folate pro Kette ausreichen, um eine Aggregation zu induzieren und

stabile mizellare Strukturen zu bilden.

Nach Untersuchung der physikochemischen Eigenschaften sollte die Bioverteilung
und das pharmakokinetische Profil der Konjugate untersucht werden, wobei eine
Radiomarkierung mittels [®F|Fluorethyltosylat in Analogie zu Herth et al.%
durchgefiihrt wurde. Fiir die Radiomarkierung wurde ein einheitliches Protokoll
beibehalten (siehe 5.5.9.5), sodass radiochemische Ausbeuten (RCA) von 10% fiir das
kleinere Polymer und 5% fiir das grofiere Polymer erhalten werden konnten
(Tabelle 16). Das Reaktionsgemisch wurde tber ein LC-gestiitztes
Grofenausschluss-System  aufgereinigt. Dabei  wurde 0,9%  isotonische
Kochsalzlosung als Laufmittel und eine Reihe von 3 konsekutiv geschalteten GE

HiTrap (5 mL) Sdaulen verwendet.

Nach erfolgreicher '®F-Markierung und Formulierung der Konjugate wurden
Kleintier-PET-Experimente  durchgefiihrt, = sodass  Aussagen iber das

Verteilungsprofil in verschiedenen Organen und im Tumor selbst moglich waren.
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Um die aktive Anreicherung in einem realistischen Experiment zu untersuchen,
wurde, wie bereits erwahnt, das Walker-256-Karzinommodell der Ratten verwendet.
Es ist bekannt, dass dieses Modell den Folatrezeptor (iiber)exprimiert, allerdings
nicht in dem Ausmafd wie KB-Zellen. Um zwischen passiver Anreicherung mittels
EPR-Effekt® und aktivem Anreicherung unterscheiden zu koénnen, wurde im
Folgenden besonders den Blockadestudien Beachtung geschenkt. Abbildung 49 A
und B zeigt jeweils das Ganzkorper-PET-Bild der Polymerverteilung nach 120 min
nach i.v. Injektion des kleineren (['*F]FE-FA-P 21) und des grofReren ([*F]FE-FA-P

22) Konjugats.

Abbildung 49. Reprdsentative koronale Schnitte des Ganzkdrperscans (A+B) und der Tumorakkumulation
im Hinterful3/lauf (C, D, E, F) des kleinen Konjugats (C, [**FIFE-FA-P 21, M,=10,5 kDa), des reinen kleinen
Polymers (D) und des grof3en Konjugats (E, ®FIFE-FA-P 22, M,=52,5 kDa) sowie des reinen grof3en
Polymers (F); Tu: Tumor, Ni: Niere, Le: Leber, Mi: Milz, Bl: Blase.
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Betrachtet man die reinen kleinen Homopolymere ohne Folatanbindung, zeigten
diese in Ubereinstimmung mit Allmeroth et al'”® hohe Konzentrationen in der
Niere und der Blase, was auf eine tiberwiegend renale Ausscheidung hindeutet. Im
Fall der kleinen Folat-PHPMA-Konjugate sah man dieses Anreicherungsmuster
auch, jedoch kam zusitzlich eine spezifische Bindung an den Folatrezeptor (FR),
welcher in den proximalen Tubuli der Nieren exprimiert ist, hinzu. Dem gegeniiber
zeigte ["*F]FE-FA-P 22 eine hohe Anreicherung in der Leber (Le) und der Milz (Mi),
was auf die Grofle der Polymere und vor allem die Aggregatbildung zuriickzufithren
war.””? Somit hangt das Anreicherungsmuster der beiden Konjugate auch in diesem

Fall iiberwiegend von der Polymerarchitektur und -grofie ab.

Die Messung zeigte, im Vergleich zu den HPMA-Polymeren ohne
Erkennungsstruktur (Abbildung 49 D und F), eine eindeutige Anreicherung der
Konjugate in den Tumoren, welche auf den Hinterlaufen implantiert waren
(Abbildung 49 C und E). Um die Tumoraufnahme zu quantifizieren und
vergleichbar zu machen, wurden standardisierte Aufnahmewerte (engl.
standardized uptake values, SUVs) berechnet. Diese zeigten eine hohere
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