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1. Einleitung und Grundlagen

1. Einleitung und Grundlagen

1.1 Verzweigte Polymere und ihre Darstellungen

Seit Anfang des vergangenen Jahrhunderts sind Polymere zu einem wichtigen Bestandteil
der industriellen Produkte und des alltdglichen Lebens geworden. Sie kodnnen auf
verschiedene Weise klassifiziert werden:

Nach ihrer Struktur kénnen Polymere in lineare, verzweigte und vernetzte Polymere
aufgeteilt werden.! (Abb.1.1.1.)

Diese Arbeit befasst sich hauptsachlich mit verzweigten und vernetzten Polymeren.
Verzweigte Polymere kénnen weiter in Sternpolymere und Kaskadenpolymere unterteilt
werden.

Sternpolymere bestehen ausschlieBlich aus linearen Ketten, die an einem Kernpunkt
geknlpft sind, wohingegen Kaskadenpolymere auch Verzweigungen auf3erhalb des
Kernpunkts aufweisen. In den letzten Jahren fanden Kaskadenpolymere zunehmend breitere
Anwendung. Je nach Verzweigungsgrad konnen diese in Dendrimere und hyperverzweigte

Polymere unterteilt werden.

@i X%

1930s 1940s 1950s 1980s

a) b) c) d)

Abb. 1.1.1: a) lineare, b) vernetzte, c) verzweigte Polymere und d) Dendrimer.

1.1.1 Dendrimere und ihre Darstellungen

Der Begriff Dendrimer stammt aus dem Griechischen (dendron: der Baum, meros: der Teil)
und beschreibt die baumartige Struktur des in Abb. 1.1.2 schematisch dargestellten
Molekiils. Die Pionierarbeit wurde 1978 von Végtle berichtet.”” Gepragt wurde dieser Begriff
seit 1985 durch Dendrimere hoherer Generationen, die unter anderen von Tomalial®

publiziert wurden. Aufgrund ihrer baumartigen Verzweigungen verfligt diese Polymerklasse
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Uber eine grofRe Anzahl von funktionellen Gruppen, die mit jeder weiteren Generation
exponentiell ansteigt. Auf3erdem besitzt sie eine hohe Symmetrie und einen sphéarischen
Charakter.

In Verbindung mit den verzweigten Polymeren wurde der Verzweigungsgrad, degree of
branching (DB) eingefiihrt. Ein perfektes Dendrimer, dessen Schale ausschlie3lich aus
dendritischen und terminalen Einheiten besteht, besitzt einen Verzweigungsgrad von 1.

Dendrimere werden in der Regel uber zwei Synthesemethoden erhalten, die in Abb. 1.1.2

skizziert sind.

4 Divergente Synthese Konvergente Synthese
N

’&. i . N ,('~ e~ {' r ;K’
\ AL £t . 3 ‘\Y“{ /
/ 5 ,t

§] ——>»Y % —— A M\(‘
’) ~= ' ’ I:\'" i ’
Aot - I’ N 7
A =

Abb. 1.1.2: Darstellung von Dendrimeren

Bei einer konvergenten Synthese wird das Zielmolekil von aufRen nach innen aufgebaut.
Dazu werden zunéachst die Dendrimersegmente, so genannte Dendrone, synthetisiert und

schlie3lich werden diese an den Kern konjugiert.

Bei der divergenten Synthese geht man von einem Kern mit mehreren funktionellen Gruppen
aus und bringt stufenweise Monomere an, die ihrerseits gleiche funktionelle Gruppen
enthalten. Mit jeder kompletten Besetzung der Oberflache entsteht eine neue Schale um den
Kern, welche man auch als Generation bezeichnet (Abb. 1.1.3) Auf dieser Art sind
Dendrimere hoherer Molmassen erreichbar. Lauft jede Reaktion vollstandig ab, so erhalt

man am Ende ein monodisperses, perfektes Dendrimer.

Beispiele fiir Produkte divergenter Synthese sind das Dendrimer Polypropylenimin (PP1)]
und Poly(amidoamin) (PAMAM), die jeweils unter den Namen Astramol® (DSM)® & ! und
Starburst® (Dendritech Inc.) kommerziell erhaltlich sind.
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In Abb.1.1.3 ist das PPI, dessen Generationen mit den Kreisen gekennzeichnet sind,
t[lo]

abgebildet.

L CNNG ON ¢

K
em funktionelle Gruppen

Generationen

Abb. 1.1.3: PPI, ein perfektes Dendrimer, hergestellt Gber divergente Synthese.[m]

1.1.2 Hyperverzweigte Polymere, allgemeine Darstellungsmethoden

Aufgrund der aufwendigen und damit kostspieligen Synthesen kénnen Dendrimere nur in
kleinem Malstab hergestellt werden. Als Alternative wurden Synthesewege flr
hyperverzweigte Polymere entdeckt, die zwar strukturell und funktionell den Dendrimeren
ahnlich sind, dessen Darstellung sowie Aufreinigung aber einfacher und kostengunstiger
sind.

Der Begriff hyperverzweigtes Polymer wurde 1988 von Kim und Webster eingefiihrt.!* 2
Damit bezeichnet man Polymere mit einem DB zwischen 0.5 und 1. Darin liegt auch der
wichtigste Unterschied zu den Dendrimeren. Des Weiteren erwartet man bei einem
Dendrimer eine monodisperse Strukturverteilung, wahrend hyperverzweigte Polymere als ein
Gemisch aus Polymeren unterschiedlicher Molmassen vorliegen. Somit weisen sie
Charakteristika auf, die auch typisch fur konventionelle Polymere sind.
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Abb.1.1.4: a) Dendrimer, welches in der Mitte einen Kern (K) besitzt und sonst ausschlief3lich aus
dendritischen (D) und terminalen (T) Einheiten besteht. b) Hyperverzweigtes Polymer, mit
dendritischen (D), terminalen (T) und linearen (L) Einheiten.

Wie in Abb. 1.1.4 gezeigt, enthalten hyperverzweigte Polymere, im Gegensatz zu
Dendrimeren neben dendritischen und terminalen auch lineare Einheiten.

Allerdings ist der unvollkommene Strukturaufbau des hyperverzweigten Polymers nicht
immer von Nachteil. Durch die linearen Einheiten wird die Flexibilitdét des Gerusts erhoht,
auch die Oberflache ist groRer.

Da hyperverzweigte Polymere keinen perfekten Aufbau haben, ist auch ihre Darstellung
weniger anspruchsvoll. Ausgehend von multifunktionellen Monomeren des Typs ABy (x = 2)
kénnen sie in einer so genannten Eintopf-Reaktion synthetisiert werden.

Die Theorie Uber die Darstellungsmethoden wurde bereits in den 50er Jahren von Flory
untersucht, der zu der Erkenntnis kam, dass die Polymerisation von AB,-Monomeren bei
einem Uberschuss der Funktionalitat B und einer héheren Reaktivitat der Funktionalitat A zu
hoch verzweigten Strukturen fuhrt. Durch diese Methode wird der sogenannte Gelpunkt nicht
erreicht und somit fiihrt es nicht zur Vernetzung. 3¢

Die systematische Umsetzung dieser Theorie erfolgte jedoch erst in den 90ern.
Grundsatzlich gibt es zwei Strategien, um hyperverzweigte Polymere herzustellen. Die
single-monomer methodology (SMM) und double-monomer methodology (DMM).*" Die
Letztere fuhrt oft zu Gelierung, sobald der Gelpunkt erreicht ist. Dies kann aber durch
strenge Temperatur- und Zeitkontrolle vermieden werden.

Bei SMM handelt es sich um die Polymerisation von AB.- bzw. latenten AB,-Monomere.

Dazu zéhlen folgende drei Polymerisationstypen:

a) Polykondensation von AB,-Monomeren

b) Protontransferpolymerisation (PTP)
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c¢) Ringoffnende Polymerisation (ROP)

Bei der DMM bilden zwei verschiedene Monomertypen bzw. Monomerpaare die Bausteine
der Polymere.

Bei beiden Strategien kdnnen zyklische Nebenprodukte gebildet werden, die durch
intramolekulare Reaktionen zwischen A und B entstehen. Die Zyklenbildung bei der AB,-
Monomer-Polymerisation und bei der Copolymerisation von A, + B sind jeweils in Schema
1.1.5 a) und b) dargestelit.'®

AB B B AB B
B),é—( _<AB—< é—( _<AB—<
) B i BA . BA BA B
B " _<BA _<B 52 @ _<BA _<B
BA BA BA BA
\B(A AB— B \B(A,< AB— B
B AB B
B B—
B B
B B 7 B A
B A,A:\(BA\E\ é,A BAAB
A-A 3 %
b) —_ A B BA
& AaB A\é
BA)\AB a8
) ) B )\
A,AYAB BAYA\S 5
B BAL,

Schema: 1.1.5 Polymerisationen nach SMM (a) und DMM (b), die zur Bildung von zyklischen
Produkten fihren kdnnen.

Die Polykondensation von AB,-Monomeren st inzwischen eine etablierte
Produktionsmethode in der Industrie. Dadurch gelangt man zu zahlreichen hyperverzweigten

Polyethern,™ pPolyestern,?” Polyamiden #?® sowie Polyphenylen.[ 24 23l

Ein paar Beispiele sind in der Abb. 1.1.6 dargestellt.
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R S I

a) Polyether

OH
}/OH
(0]

e} OH
OH

HO o) O: :0
o) 0

HO o o
) OH
e s
HO
b) Polyester c) Polyphenylen

Abb. 1.1.6: Strukturen von Polymeren, die durch Polykondensation von AB,-Monomeren erhalten
werden kdnnen. a) Polyether, b) Polyester und c) Polyphenylen.

Protontransferpolymerisation (PTP)

Bei PTP handelt es sich um eine katalytisch initiierte Kettenreaktion, die besonders geeignet
ist, um hydroxy- oder epoxid-funktionalisierte hyperverzweigte Polymere herzustellen. Die
Besonderheit hierbei ist der Protonentransfer, der bei jedem Propagationsschritt zur

Aktivierung des Epoxidrings stattfindet. Der Mechanismus ist in Schema 1.1.7 dargestellt.?®
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Protontransfer, A B y
Propagation AH \|/
Hyperverzweigtes «— BJ —)\ _B B HA B B
- B B - Y
Polymer - é é Y
B B

Schema 1.1.7: Schematische Darstellung der Protontransferpolymerisation (PTP).

Nach der Einfuhrung dieses Polymerisationsprozesses Ende der 90er wurde dieser von
vielen Polymerforschern erfolgreich verwendet.?” ! So wurde z. B. die Synthese von
hyperverzweigten aliphatischen Polyethern aus bi- und trifunktionalisierten Alkoholen

berichtet.?839

Ring6ffnende Polymerisation (Ring-opening polymerization (ROP))

Einer der ersten Berichte Uber ring6ffnende Polymerisation wurde 1992 von Suzuki und
Mitarbeitern verdffentlicht, damals wurde die Palladium-katalysierte Polymerisation von
zyklischen Carbamaten untersucht. Ausgehend von einem AB Monomer, das keine
Verzweigungsstelle enthalt, wurde der Polymerisationsprozess durch geeignete Initiatoren

angestoRRen. Die Verzweigungsstellen entstehen durch Ringdffnung der Oxazinringe.?® 3!

Das fruhste kommerziell erhdltliche hyperverzweigte Polymer, das via ringoffnende
Polymerisation synthetisiert wurde, ist das Polyethylenimin (PEIl), das von BASF seit den
50er Jahren im TonnenmaRstab produziert wurde.®? Unter langsamer Zugabe von Aziridin
als Monomer wird ein hochverzweigtes Produkt mit einem DB Wert von bis zu 60-70%
gebildet, das eine Molmasse bis hin zu 10000 g/mol und eine enge Massenverteilung

aufweist. Schema 1.1.8 zeigt diese Reaktion als Beispiel fiir eine ROP.
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Schema 1.1.8: Synthese von hyperverzweigtem Polyethylenimin (PEI) Gber eine sdurekatalysierte
ring6ffnende Polymerisation. Das Produkt enthélt dendritische, lineare und terminale Einheiten.

1.1.3 Charakterisierung

Verzweigungsgrad

Eine der wichtigsten Eigenschaften von hyperverzweigten Polymeren ist der
Verzweigungsgrad (DB), der eine Aussage Uber die Vollkommenheit der Verzweigung
macht. Wie bereits erwéhnt liegt hier einer der wichtigsten Unterschiede zwischen perfekten
Dendrimeren und hyperverzweigten Polymeren.

Die DB-Werte von hyperverzweigten Polymeren werden aus relativen Mengen der
dendritischen (D), linearen (L) und terminalen (T) Einheiten berechnet (Abb. 1.1.9).

P 4
NN
L D

T

Abb. 1.1.9: Terminale (T), linearen (L) und dendritischen (D) Einheiten von Polymeren, die aus AB,-
Monomeren bestehen

Sie erfolgt nach den GI. 1.1 und 1.2, die jeweils von Fréchet und Frey aufgestellt sind.!**°!

DB, = 2T Gl. 1.1
D+T+L
R Gl. 1.2
2D+L
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Dabei ist zu beachten, dass GlI. 1.1 bei niedermolekularen Polymeren zur Uberschatzung der

Ergebnisse fiihrt,** wahrend Gl. 1.2 eher etwas niedrigere DB-Werte liefert.”®!

Bei Polymeren, bestehend aus ABs-Monomeren, missen neben den D-,T- und L-Einheiten,

auch die semidendritischen (sD) Einheiten (Einheit mit drei Verzweigungen, von denen zwei

linearen und eine terminale Gruppe tragt) mitberiicksichtigt werden (Abb. 1.1.10).54

y

]
L A A \
T L sD D

Abb. 1.1.10: Terminale (T), lineare (L) semidendritische (sD) und dendritische (D) Einheiten von
Polymeren aus ABz-Monomeren

Es gilt:

B 2D +sD
2/3(3D +2sT +L)

Gl. 1.3B4

Die DB-Werte von hyperverzweigten Polymeren liegen meistens zwischen 0.4 - 0.7, wobei
der maximal mdgliche Verzweigungsgrad abhangig von der Synthese ist. Im Fall von
latenten AB,-Monomeren betragt dieser z. B. 0.66. Allerdings gibt es auch Beispiele von
Pseudodendrimeren, die durch postsynthetische Modifikationen Verzweigungsgrade Uber 0.7

erreichen.®

Bestimmung des Verzweigungsgrades mit Hilfe von inverse gated **C-NMR

Der Verzweigungsgrad von PG betragt typischerweise ~ 60%, welcher dem theoretisch
berechneten DB-Wert von 66% schon sehr nahe kommt. Dieser wird mit Hilfe von inverse
gated *C-NMR ermittelt.

Aufgrund der geringeren Haufigkeit und des kleineren magnetischen Moments des *C-
Kernes sind die NMR-Signale schwer zu detektieren bzw. ist das Signhal/Rausch-Verhéltnis
sehr schwach. Um die Signale zu verstarken, werden die **C-Kerne mit *H-Kernen in ihrer
Umgebung gekoppelt, wobei die Signalintensitat abhangig von der Anzahl der gekoppelten
'H-Kerne ist, die Signale der primaren C-Atome sind besonders stark, wéhrend die der
guartaren C-Atome nur sehr schwach sind. Damit kann das Mengenverhaltnis der
Kohlenstoffatome nicht quantitativ widerspiegelt werden.

9
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Mit der Technik der inverse gated '*C-NMR werden Kohlenstoffsignale entkoppelt
gemessen. Mit langer Relaxationszeit von bis zu 10 s und einer hohen Anzahl von Scans
sind *C-Signale in hoher Qualitat trotz der Entkopplung méglich. Die auf diesem Weg
detektierten Signalintensitaten entsprechen der Kohlenstoffanzahl.®”!

Diese Methode wurde zum ersten Mal in den 80ern von Vandenberg®! berichtet und spater
von PenczekP und Dworak“” erweitert. Die Moglichkeit, DB-Werte iber inverse gated *C-
NMR zu berechnen, wurde jedoch erst Ende der 90er von Frey umgesetzt.!*’!

Die in dieser Arbeit beschriebenen hyperverzweigten Polyglycerine weisen insgesamt sieben
charakteristische Signale zwischen 60 und 85 ppm auf, die jeweils dendritischen, linearen
und terminalen C-Atomen zuzuordnen sind. Anhand ihrer Integration kann die relative Menge
der jeweiligen Glycerineinheiten ermittelt und in die o0.g. Gleichungen eingesetzt werden, um

die Verzweigungsgrade zu berechnen.

1.1.4 Hyperverzweigtes Polyglycerin: Darstellung und Eigenschaften

Hier wird besonderes auf hyperverzweigtes Polyglycerin eingegangen, das als Vertreter der
Klasse hyperverzweigter Polymere ein zentrales Thema dieser Dissertation ist. Im
Allgemeinen ist das hyperverzweigte Polyglycerin (HPG) (Abb. 1.1.12) ein bekanntes
Beispiel fur aliphatische, hyperverzweigte Polymere.

Im Jahr 1999 berichteten Sunder et al. Uber die Verwendung latenter AB,-Monomere flr eine
"Ring-opening multi-branching Polymerisation” (ROMBP) basierend auf der Single-
Monomer-Methode (SMM) von AB,-Typ Monomeren.?® Wie schon im Kapitel 1.1.2 erwéhnt,
fuhrt diese Art der Polymerisation, laut Flory, nicht zur Vernetzung, sondern zur
hyperverzweigten Struktur, solange die funktionelle Gruppe A eine hdhere Aktivitat besitzt,
die Gruppe B im Uberschuss vorliegt und jede A nur mit einer B eines anderen Molekiils
reagiert. Uberschreitung dieser kritischen Bedingungen fiihrt zur intramolekularen
Reaktionen zwischen A und B desselben Molekils, wodurch Zyklen entstehen,®**® was ein
Abbruch der Polymerisation zur Folge hat. Da man mit dieser Technik die Bildung von

Nebenprodukten vermeiden kann, fand sie zunehmend Interesse in der Polymerchemie.

Bei der Synthese handelt es sich um einen quasi-lebende Polymerisation. Der Mechanismus
ist eine Kombination von PTP und ROP. Wie in Schema 1.1.11 dargestellt besteht der
Polymerisationsprozess aus vier Schritten. Bei dem Initiationsschritt (i) wird ein Trialkohol
durch Deprotonierung einer OH-Gruppe aktiviert und dient damit als Initiator. Im zweiten
Schritt (i), dem Propagationsschritt reagiert das Alkoxid mit dem zugegebenen Glycidol an

dem unsubstituierten Ende des Epoxidrings, wodurch sich dieser 6ffnet. Dadurch entsteht

10
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ein instabiles sekundéares Alkoxid. Die Ladung des Alkoxids wird auf das primare Ende
transferiert ((iii), intramolekularer Transfer). Durch den anschlielenden intermolekularen
Transfer (iv) wird erneut Initiator erzeugt und der Zyklus von Neuem gestartet. Durch
schnellen intra- und intermolekularen Protonenaustausch, erfolgt eine standige Anderung der
aktiven Zentren, wodurch ein gleichmafiges, statistisches Wachstum aller Ketten ermdglicht

wird.

-+
ROM
core—QOH
ROH o
£A__OH
PGly—O M
i) i)
PGly —OH
iv) PGIy”OYOH
- +
PGly'—OH oL
i)
PGly—0" " oM.
OH

Schema 1.1.11: Reaktionszyklus der ring6ffnenden multiverzweigten Polymerisation von Glycidol,
bestehend aus vier Schritten i) Initiation, ii) Propagation, iii) intramolekularer Transfer, iv)
intermolekularer Transfer.

Fuhrt man diesen Prozess unter kontrollierter und langsamer Monomerzugabe durch, so
erhalt man am Ende ein hochverzweigtes Polyetherpolyol mit gezielter Molmasse und
enger Molmassenverteilung, das aus Glycerineinheiten besteht,** !l welches in Schema
1.1.12 dargestellt ist.

o)
LA __OH

Starter {-OH ) Stater —O O 0 OH
n KOtBu o /_( \_(
7

Schema 1.1.12: Herstellung von PG aus Glycidol als Monomer.
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Die Produkteigenschaften der synthetisierten Polyglycerine sind von vielerlei Faktoren
abhangig, z. B. die Polydispersitat (PD), welche die Molmassenverteilung eines Polymers
beschreibt (PD = M,/M,). Fur ein monodisperses Polymer ist die PD = 1. Die PD ist abh&ngig
von der Zugabegeschwindigkeit des Monomers. Je langsamer diese erfolgt, desto niedriger
ist die PD. Wird das Monomer schneller zugegeben als es die Reaktionsgeschwindigkeit
erlaubt, so koénnen die Uberschissigen Monomere durch intermolekularen
Protonenaustausch deprotoniert werden. Ein deprotoniertes Monomer tritt dann in
Konkurrenz mit dem eigentlichen Starter und greift ebenfalls den Epoxidring des Glycidols an
(Schema 1.1.13). Damit wird eine neue Reaktionskette gestartet, die zur Bildung von
Nebenprodukten und somit zu einer breiteren Molmassenverteilung fuhrt. Bei der
Reaktionsfilhrung muss besonderes auf wasserfreie Bedingungen geachtet werden, da ins
Reaktionsgemisch gelangtes Wasser ebenfalls deprotoniert werden kdénnte und somit eine

weitere Nebenreaktion starten wiirde.

0
R-O'M* /= LN oM —

O
2 _OH

-

o)
[Pg]\)\ 0
-
. 0 Mt
om* A _o—{pc}-om
Schema 1.1.13: Mégliche Nebenreaktion der PG-Synthese

Darlber hinaus ist auch die Wahl des Starters von groB3er Bedeutung. Als Starter finden
multifunktionelle Alkohole, wie 1,1,1-Trimethylolpropan (TMP), Pentaeryltritol (PET) und
Glycerin, oder Oligoglycerin, Anwendung. Eine Studie Uber den Zusammenhang zwischen
Polydispersitat PD und Starterfunktionalitat f. zeigt umgekehrte Proportionalitdt zwischen

diesen GréRen nach der folgenden Gleichung.*?

PD=1+— Gl.14

Bislang konnten PGs mit M, von bis zu 1 000 000 Da und einer Grofl3e von ca. 10 nm

synthetisiert werden. Brooks et al. erreichten diese Uber eine ROMBP (Ring-opening multi-

branching Polymerisation) von Glycidol mit Dioxan als Emulgator.*® Im Jahr 2009

berichteten Frey et al. Uber einen zweistufigen Ansatz mit einem niedermolekularen PG als
12
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Makroinitiator, wodurch ein HPG mit einem Molekulargewicht von M, = 24 000 g/mol und
einer niedrigen PD ermdglicht wurde

Diese Ansatze zeigen, dass klassische Methoden nicht in der Lage sind, Partikel in
Grol3enbereich von 20 bis 100 nm zu liefern, die jedoch fiir biomedizinische Anwendungen
notwendig sind. Die PG-Synthese braucht also eine Erweiterung, um grol3ere Polyether
Partikel mit kontrollierten physikalischen Eigenschaften zu erhalten.

Wir befassen uns mit der Doppel-Monomer-Methode (DMM), welche erstmals von Kakimoto
und Fréchet vorgestellt wurde, wobei sie Uber Synthese von hyperverzweigten Polymeren
aus einer A, + B; Monomerkombination berichteten.®® Laut Flory kénnte dies jedoch zur
unerwiinschten Gelierung fiihren, wenn der kritische Zustand tiberschritten wiirde.™*® Um
die Gelierung zu vermeiden, wurden die Reaktionen vor Erreichen des Gelpunkts
abgebrochen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieser Ansatz auf verschiedene A, und B, erweitert, um
verschiedene hyperverzweigte Polymere zu erhalten. Dabei stehen n und m fir die Anzahl
der funktionalen Gruppen an den jeweiligen Monomeren A bzw. B. Dabei wird das
Phanomen der Gelierung zum Vorteil ausgenutzt, indem wir den Gelierungsprozess in einer

Miniemulsion durchfiihren.

Die Ldsung zu diesem Problem wird im Kapitel 4 ausfihrlicher beschrieben.
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1.2 Vernetzte Polymere

1.2.1 Hydrogele

Hydrogele stellen eine besondere Klasse von vernetzten Polymeren dar. Sie sind hydrophile
Netzwerke, die Wasser absorbieren und dadurch stark aufquellen kdnnen. Trotz ihrer
Hydrophilie sind sie nicht wasserloslich, da sie durch starke chemische und/oder
physikalische Wechselwirkung miteinander vemnetzt sind.*! Die chemischen Vernetzungen
konnen kovalente oder ionische Bindungen sein, andere Phanomene, wie Verschlaufungen

und Wasserstoffbriickenbindungen sind physikalischer Natur.!*®!

Aufgrund  einiger
Eigenschaften, die denen der Kdrpergewebe ahnlich sind, wie z. B. ein hoher Wassergehalt
und eine niedrige Oberflachenspannung, erscheinen Hydrogele als aussichtsreiche

Kandidaten fiir biomedizinische Anwendungen.”®

In den letzten Jahren wurden verschiedene biokompatible Polymere intensiv erforscht. Ein
ganzes Spektrum von Hydrogelen, die aus Biopolymergeristen aufgebaut sind, wie z. B.
Kollagene, Fibrine, Alginate und Chitosane konnten gewonnen und fir biomedizinische

Anwendungen bereits getestet werden.

Einer der wichtigsten und zukunftstrachtigsten Bereiche biomedizinischer Anwendungen und
moderner Arzneimittelentwicklung ist die Verbesserung des therapeutischen Index von
Wirkstoffen.  Im  Bereich der Polymeren-Therapeutika bieten makromolekulare
Wirkstofftransportsysteme eine Basis zur Entwicklung von Medikamenten mit verbesserter
Wirksamkeit bei geringeren Nebenwirkungen.®® Bei den heutigen klinisch verwendeten
Medikamenten handelt es sich zum Uberwiegenden Teil um Verbindungen mit niedrigem
Molekulargewicht (typischerweise unter 500 g/mol), die eine kurze Halbwertszeit im
Blutkreislauf und eine hohe Ausscheidung aufweisen. Um die Wirksamkeit von
Medikamenten zu verbessern, wird der Einsatz makromolekularer Transportsysteme
untersucht. Diese lassen sich allgemein als partikulare Wirkstofftransportsysteme und als
Polymer-Wirkstoff-Konjugate klassifizieren. Auf3erdem konzentrierte sich die Entwicklung
auch auf enzymatisch spaltbare Polymer-Wirkstoff-Konjugate, die die intrazellulare
Freisetzung des Wirkstoffs nach zellularer Aufnahme ermdglichten. Damit strebt man eine
Wirksamkeitserhéhung an, welche die Wirksamkeit verbessern kdnnte und gleichzeitig
Nebenwirkungen,  wie Nierentoxizitat, Knochenmarkschadigung, Schaden des
Nervensystems, Herztoxizitat, Schleimhautentzindungen und gastrointestinale Toxizitat,

minimiert.
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Synthetische Hydrogele finden als makromolekulare Transporter Anwendung. Wirkstoffe
werden innerhalb des Hydrogels eingeschlossen und die kontrollierte Freisetzung erfolgt
dann z. B. durch Abbau oder Quellung des Hydrogelgeriists.*”!

Dafur kénnen nicht nur die oben aufgezéhlten Biopolymere, sondern auch zahlreiche
synthetische Polymere, wie Polyvinylalkohole (PVA) und Polyacrylsauren verwendet werden.
Ein bekanntes Beispiel ist das Polyhydroxyethyl-methacrylat (PHEMA), das in Wasser stabil
ist und durch Funktionalisierung der Oberflachenhydroxylgruppen leicht modifiziert werden
kann. Bei einer Funktionalisierung mit Dextran wird es leicht abbaubar und kann somit als
Wirkstofftrager benutzt werden.[*®

Polyethylenglykol (PEG) Hydrogele gehdren zu den am besten untersuchten und meist
verwendeten synthetischen Hydrogelen in biomedizinischen Anwendungen, da sie nicht
immunogen, nicht toxisch sind und aufRerdem keinerlei Wechselwirkungen mit Proteinen und

[46.49.50] Dje Darstellung solcher Hydrogele erfolgt meistens durch die Photo-

Zellen eingehen.
Polymerisation von PEG-Makromonomeren mit Acrylatendgruppen in Gegenwart geeigneter
Photoinitiatoren. Mit diesem Verfahren wurden biologisch abbaubare Hydrogele durch
Zugabe von geeigneten Vernetzern, die photolabile Endgruppen enthalten, synthetisiert.®
Ein anderer Ansatz, biologisch abbaubare PEG Hydrogele herzustellen, ist die Vernetzung
von PEG-Blockcopolymeren, wobei die vernetzten Blocks abbaubar sind. Dieser Ansatz
wurde unter anderem von Anseth et al. berichtet, in dem Poly-(milchsaure)-(PLA)-b-PEG-b-
PLA Divinyl Makromonomere synthetisiert und miteinander vernetzt wurden.® AuRerdem
wurde das Freisetzungsverhalten verschiedener Hydrogele mit unterschiedlichem
prozentualen  Anteil  acrylierter  Blockcopolymere, durch  Verkapselung des
Rinderserumalbumins (BSA) untersucht. Durch Hydrolyse der Esterbindungen der
Milchsaure bei pH 7.4 Phosphat-gepufferter Salzlésung (kurz PBS von englisch phosphate
buffered saline) und 37 °C konnte BSA freigesetzt werden. Die Untersuchungen zeigten
deutlich, dass die Freisetzung abhangig von der Vernetzungsdichte und dem
Quellungsvermdgen des Hydrogels ist. Das Hydrogel, welches aus 90% acrylierten
Blockcopolymern hergestellt wurde, weist eine hohere Vernetzungsdichte und einen
niedrigeren Quellungsgrad auf, was dazu fuhrt, dass die Freisetzung im Vergleich zu

niedriger funktionalisierten Polymeren langsamer erfolgt.

Eine gangige Methode, um biokompatible Hydrogele herzustellen, ist die radikalische
Vernetzungsreaktion (radical crosslinking reaction). Beispielsweise berichtete Hennink et al.
Uber die Synthese von Dex-HEMA-Hydrogelen, die in der Lage sind, Wirkstoff-Molekule
einzufangen und diese unter physiologischen Bedingungen durch Hydrolyse der

Carbonatester wieder freizugeben. Besonders erwdhnenswert ist, dass die
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Abbaugeschwindigkeit Uber den Substitutionsgrad von HEMA Monomeren an Dextran
Makromolekiilen geregelt werden kann.% >

Auch Polyglycerincopolymere finden auf dem Gebiet der kontrollierten Wirkstofffreisetzung
Anwendungen. Hyperverzweigte Polyglycerine (HPG) sind kompakte, hochverzweigte
Polyether mit unregelméafigen Verzweigungen. Sie besitzen ein stabiles und biokompatibles
Polyethergeriist, sowie eine hohe Endgruppendichte (siehe Kap. 1.1). So berichtete Langer
et al. Uber die Synthese von Poly(glycerin-co-sebacat)-Hydrogelen, die durch
Photopolymerisation von Poly(glycerin-co-sebacat)-acrylat gebildet werden. Diese Hydrogele
enthalten funktionalisierte Hydroxygruppen und weisen eine hohe in vitro Biokompatibilitat
sowie elastomere Eigenschaften auf.®®

Vor einigen Jahren wurde die Synthese eines HPG-Hydrogels durch Photo- und chemisch
initiierte radikalische Polymerisation von Glycidylmethacrylat methacrylierten (GMA) HPG-
Monomeren berichtet. Der Quellungsgrad des HPG-Hydrogels von 1.5 ist deutlich niedriger
als z. B. die PEG-Methacrylat-Hydrogele, welche bis zu des 10 Fache quellen kdnnen.
Dieses Verhalten wurde durch die starren Vernetzungen der Hydrogele erklart. Das Hydrogel
mit einem Substitutionsgrad (DS) von 11 ist vollig transparent, die Gele mit einem DS von 18
und 28 dagegen sind undurchsichtig bzw. milchig. Der Verlust an Transparenz mit
zunehmender Dichte der Vernetzungen wurde durch eine Phasentrennung innerhalb des
Hydrogels begriindet. Die Gele enthalten hydrophile HPG-Domanen und hydrophobe
Methacrylat Domanen, die mit zunehmender Phasentrennung mehr und mehr Licht
reflektieren und streuen.

Diese HPG-Hydrogele gelten als exzellente Kandidaten fir die Anwendung in

Gewebeziichtung (Tissue Engineering) und Wirkstofffreigabe (Drug-Delivery).

1.2.2 Nanogele

Seit einigen Jahren wecken Hydrogele von spezieller Dimension, namlich zwischen 10 und
1000 nm, sog. Nanogele, aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften, grof3es
Interesse bei Polymerchemikern.

Bei der biomedizinischen Anwendungen sind die physikalischen Spezifika der Materialien,
wie PartikelgrofRe, -form und Mechanik, genauso entscheidend wie ihre chemischen und
molekularen Eigenschaften.®®

Die Bedeutung der nanodimensionalen Hydrogele (Nanogele) wird in Abb. 1.3.1
veranschaulicht.®*”! Der Bereich der Proteine und Metaboliten (bis zum 10 nm) wird durch die
in Kap. 1.1 vorgestellten Polyglycerine abgedeckt. Der Bereich der Zellen mit der
GroRRenordnung von einigen pm wurde von Hennink et al. durch Polyglycerinmakrogele
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erforscht. Mit der Methode der Fotolithographie konnten definierte HPG-MA-Mikropartikel
zwischen 30-1400 um hergestellt werden.®

Partikel im Grol3enbereich zwischen 10 nm und 1 pum sind fur biomedizinische Anwendungen
von grol3em Interesse, da viele biologische Objekte in dieser Langenskala liegen.

Die folgende Abb. 1.3.1 spiegelt die GroRenbereiche verschiedener Polymere im Vergleich
zu verschiedenen Zellbestandteilen wider.

Viren besitzen in der Regel einen Durchmesser von 100 - 500 nm. Demnach sind auch
Partikel in dieser GréRenordnung bei der Bekdmpfung von Viren besonders von Vorteil, da

sie, genauso wie Viren, im Blutstrom zirkulieren und in die Zellen eindringen kénnen.

Metaboliten Proteine Viren Prokaryoten  Eukaryoten
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Abb. 1.3.1: Anwendungsbereiche verschiedener Polyglycerine.?” ¥

Herstellung

Im Allgemeinen kdnnen Nanogele auf vier verschiedene Weisen hergestellt werden, die im

Folgenden naher erlautert werden.

1) physikalische Selbstorganisation von wechselwirkenden Polymeren®®!

2) Anwendung geeigneter nanoskaliger Template
3) Polymerisation von Monomeren in homogener Phase oder in mikro- bzw. nanoskaliger
heterogener Umgebung

4) kovalente Vernetzung von Polymeren
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1) Physikalische Selbstorganisation

Die Methode der physikalischen Selbstorganisation wird Uberwiegend bei hydrophilen
Polymeren verwendet, die intermolekulare Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen. Diese Art
der Herstellung findet in der Regel unter milden Bedingungen statt, so dass Biomolekiile wie
Proteine auf diesem Weg zu Gelen geformt werden kénnen. Yao et al. berichtete z. B. Gber
die Gewinnung von stabilen Proteinnanogelen aus positiv geladenem Chitosan und negativ
geladenem Ovalbumin,®™ wobei die Eigenschaften der Nanogele, wie GréRe und Hydrophilie
Uber den pH-Wert der Reaktionslésung kontrolliert werden kénnen.

Biomolekile kénnen aber auch bei der Nanogelsynthese eingearbeitet werden (Abb. 1.3.2)
So gelang Akizoschi et al. die Herstellung von Cholesterin-Pullulan Nanogelen aus
Cholesterin und dem Polysaccharid Pullulan, die mit bis zu finf Insulin Molekilen beladen

d.® ¢4 Eine enge Verteilung der PartikelgréRe wird durch ein bestimmtes Cholesterin-

sin
Zuckereinheiten-Verhéltnis gewabhrleistet, denn nur bei einem Verhaltnis von 1:40-1:100

werden Nanogele mit 20 - 30 nm Durchmesser gebildet.
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Abb. 1.3.2: Physikalische Selbstorganisation von Nanogelen im wassrigen Medium. a) Die
Aggregation des hydrophob modifizierten Polymers Cholesterin-Pullulan. b) Nanogele aus
entgegengesetzt geladenden B-Cyclodextrin und Laurylmodifiziertem Dextran.®

2)  Anwendung geeigneter nanoskaliger = Template am Beispiel der
Softfotolithographischen PRINT-Methode

Die softfotolithographische PRINT-Methode (Partikel-Replikation in nicht benetzenden
Templaten) ist gut geeignet, um monodisperse Nanogelpartikel in speziellen Formen

herzustellen. Dabei dient eine Elastomermatrix aus Perfluorpolyether als Form, in dem die
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flissige Vorstufe durch UV-Induktion zu Gelen miteinander vernetzt werden. Das Nanogel
nimmt dabei Formen und GroRe der Matrix an. Wie Abb. 1.3.3 illustriert, ist die GroRe und
Form der Nanogelpartikel Gber die Matrix beliebig steuerbar.

Diese Methode wurde in den 90er Jahren von Whitesides erfunden®®"! und spater von
DeSimone weiterentwickelt, um einheitliche Partikel mit bis zu 200 nm Durchmesser aus
Polyethylenglykoldiacrylaten, Triacrylateharzen und Polypyrrolen zu gewinnen.®

Auch Hennink et al. berichteten Uber diversen Vorteile dieser Methode bei der Herstellung

von HPG-MA-Mikrogelen mit einer GréRe zwischen 30 und 1400 um."®

fliissige Vorstute l ) $
nichtbenetzendes I
Substrat - _J
Manapartikel .J.uu H ; u U H u

Abb. 1.3.3: Fotolithographische PRINT-Methode mit Hilfe eines nichtbenetzenden Perfluorpolyether-
Elastomermatrix.'®®

3) Polymerisation von Monomeren in homogener Phase oder in mikro- bzw.

nanoskaliger heterogener Umgebung am Beispiel der Miniemulsion

Neben der fotolithographischen PRINT-Methode existieren noch andere Mittel, um den
Gelierungsprozess zu kontrollieren und die Gele im Nanometerbereich zu gewahrleisten.

So werden die Kklassischen Emulsions-/Fallungspolymerisationen auf Nano- bzw.
Mikrobereiche erweitert. Bei der Emulsion kann es sich sowohl um Wasser-in-Ol- als auch
um Ol-in-Wasser-Emulsionen (inverse Emulsion) handeln. Emulsionen sind disperse
Systeme von zwei oder mehr miteinander nicht mischbarer Flissigkeiten. Eine der beiden
flussigen Phasen (z. B. Wasser) bildet dabei die kontinuierliche Phase, in dem die andere
Phase (z. B. Ol) in Form feiner Tropfen verteilt ist. Gegen Koaleszenz und Ostwald-Reifung
wird ein geeignetes Tensid zugesetzt, das sowohl einen hydrophilen als auch einen

hydrophoben Teil besitzt und die Grenzen der Trépfchen bildet.
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1. Einleitung und Grundlagen

Im Gegensatz zur Mikroemulsion, die durch Ruhren entstehen, werden hdhere Scherkréfte
bei der Entstehung von Miniemulsionen benotigt. Au3erdem sind Miniemulsionen sehr stabil.
Die Tropfchen konnen durch ein zusatzliches Reagenz stabilisiert werden, das nur in der
dispergierenden Phase I6slich ist (Abb.1.3.4).°71 Jedes Trépfchen fungiert hier als ein
Nanoreaktor, in dem eine vollstandige Gelierung innerhalb des Nanoreaktors stattfindet, so
erhalt man Nanopartikel als 1:1 Kopie der Tropfchen.

unpolare Phase k Ii @%@
—Tensid ) ,” Be @
PR @ e © %e

R Y

instabile Makroemulsion stabile Miniemulsion

Abb. 1.3.4: Polymerisation in einer inversen Miniemulsion

Die erste Polymerisation in inversen Mizellen wurde bereits in den 80er Jahren von Speiser

t,"? doch in den 90er Jahren fand diese Methode wenig Beachtung und es

et al. durchgefihr
gab nur wenige Forschungsberichte, die darauf basierten. Heute gehoért die
Miniemulsionspolymerisation zu einer der meist verwendeten Herstellungsmethoden von

[l Sowohl radikalische Polymerisation,® als auch andere Polymerisationen wie

Nanogelen.
Polyadditionen™ und Polykondensationen!”>™ kénnen in Miniemulsionen durchgefiihrt
werden. So gelang Antonietti und Landfester die Synthesen von Polyamiden Uber anionische
Polymerisation in nicht wassriger Miniemulsionen,” sowie die Synthese von

Polydimethylsiloxan-Latex tiber die Copolymerisation.l’” @

Bei direkter wie auch bei inverser Miniemulsion ist das oberflachenaktive Tensid das
Schlisselelement, welches fur die kolloidale Stabilitdt der Emulsion verantwortlich ist und die
GroRRen der Tropfen bestimmt. Die gdngigsten oberflaichenaktiven Stoffe sind inzwischen
kommerziell erhaltlich und werden teilweise auch kombiniert verwendet, um die gewiinschte
Grolle und Stabilitat zu erzielen. Variiert man z. B. das Verhdltnis zwischen
Natriumdodecylsulfat (SDS) und Styren in einer 20% dispergierten Phase, kann man die

TropfengréRRe zwischen 180 nm und 32 nm regulieren.™ Fir manche Falle stellt das Tensid
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1. Einleitung und Grundlagen

allerdings auch eine gewisse Einschrankung dar, wenn spezielle Systeme bendtigt werden.
Dies wird in Kapitel 4 ausfiuhrlich vorgestelit.

4) Kovalente Vernetzung von Polymeren

Die Vernetzung von vorhandenen Polymeren ist eine Methode, um Nanogele
unterschiedlicher Morphologie zu bekommen. Solche Synthesen werden ebenfalls in
Emulsionen/Miniemulsionen durchgefuhrt. Einerseits kann man durch Knupfen der
kovalenten Bindungen (ber ausgewahlte Linker groRBporige Nanogele herstellen,
anderseits sind auch nicht sphéarische, bzw. stabchenférmige und toroidale Partikel
zuganglich.®”!

Verknipft man z. B. labile Linker mit Polymeren, so bietet sich die Mdglichkeit, die Bindung
unter geeigneten Bedingungen wieder zu spalten und den eingeschlossenen Inhalt, wie z. B.
Wirkstoff, wieder freizulassen. Beispielsweise nutzten Kabanov et. al. 1999 ein kationisches
PEI-PEG-Copolymer als Trager fur Antisende Phosphorthioate Oligonukleotiden (SODN),
um diese effektiver in die menschlichen oralen epidermoiden Krebszellen einzuschleusen®.
In den letzten Jahren wurden von Haag und Mitarbeitern Uber 25-350 nm groRRen
Polyglycerinnanogelen berichtet, die Disulfidbindungen enthalten, die unter reduktiven
Bedingungen in der Zelle gespalten werden, den Wirkstoff freisetzen und ausgeschieden
werden (Abb. 1.3.5).1

OH O

OH < N
iHOJ\/OH C.}\/o\j.\/o\o/@ HO\)\/S\S/\(\OH ) \/<(l)

séurekatalysierte
Polyaddition mit

Y
{ Miniemulsion als Templat

reduktiver
Abbau o

HS Hoj\

SH

niedermolekulare
Fragmente

2-3nm

25-350 nm einstellbar

Abb. 1.3.5: Disulfidhaltige bioabbaubare Polyglycerinnanogele, Syntheseroute und reduktiver
Abbau™
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1.2.3 Quellungverhalten von Hydro- und Nanogelen

Sowohl fir klassische Hydrogele als auch fur Nanogele ist die Quellung eine der wichtigsten
Eigenschaften, insbesondere fir die Werkstoffbeladung und -freisetzung ist diese von grof3er
Bedeutung.

Die Quellung in wassriger Umgebung wird beeinflusst durch

1) deren Aufbau (chemische Struktur des Polymers, Vernetzungsgrad, Ladungsdichte in
Polyelektrolytgelen) und durch

2) Umgebungsparameter wie pH-Wert, lonenstarke und Struktur der niedermolekularen
Gegenionen fiir Polyelektrolytgele sowie die Temperatur bei temperaturabhéngigen Gelen.®*
Generell kann davon ausgegangen werden, dass der Quellungsgrad mit hherer Vernetzung
abnimmt.®? ®l Dies wurde von Wooley und Mitarbeiter am Beispiel der PEG-b-PMA-
Nanogelen gezeigt.’®"

Das Quellungsvermogen klassischer Hydrogele bezogen auf ein Ldésungsmittel wird
berechnet als Q = Maps. Lss-/Mpoiymer. Dabei steht Mpgymer flir die Masse der Probe und Maps. 1os
fur die Masse des Ldsungsmittels, die von der Probe aufgenommen wird. Die Masse des
Losungsmittels wird ermittelt als die Massendifferenz der Probe vor- und nach dem
Quellungsvorgang. Die reziproke Zahl von diesem Wert ergibt den Vernetzungsgrad des
Gels. Dadurch wird der Zusammenhang zwischen Quellverhalten und Vernetzungsgrad
deutlich.®

Bei Nanogelen ist es aber nicht méglich, das Quellverhalten bzw. den Quellungsgrad Uber
die aufgenommene Lésungsmittelmenge zu untersuchen. Hier wird die PartikelgréfRe bzw.
das -volumen herangezogen. So wurde Uber das PolyN-Isopropylacrylamid-Gel (PNIPAAmM)
berichtet, dessen Partikel mit steigendem pH-Wert (4-6.5) von 100 auf 500 nm aufquellen

kénnen. Dies ist eine oft beobachtete Eigenschaft von Polyelektrolytgelen,® &I

jedoch ist die
Tendenz zur GroRenanderung je nach Aciditat der Komponenten unterschiedlich. Vernetzte
PEG-b-PMA-Nanogele schrumpfen zum Beispiel bei einer Senkung des pH-Werts von 9 auf
5 infolge der Protonierung der Carboxylatgruppen von PMA.®¥ PEG-cl-PEI-Nanogele
wiederrum schrumpfen dagegen bei Erhthung des pH-Werts von 8.5 auf 10 durch
Deprotonierung der Ammoniumgruppen von PELI* 81 Apb. 1.3.6 zeigt schematisch das
Prinzip des pH-induzierten Quellvorgangs eines positiv geladenen Nanogels.®® Zusatzlich
hangt das Quellverhalten eines Polyelektrolytgels auch von der lonenstarke ab. Die
ionisierten Gruppen ziehen hydratisierte Gegenionen an. Dies beglnstigt die Quellung des
Gels, wahrend die Entropieelastizitdt der Polymerketten sich der Quellung entgegensetzt.
Fur schwache Polyelektrolytgele hangt die lonisierung vom pH-Wert ab. Eine Reduzierung
der Zahl an Gegenionen und der Gesamtladung durch pH-Anderungen fiihrt zur
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Schrumpfung der Gele, weil der osmotische Druck abnimmt; dabei kann die Schrumpfung

63]

nur bis zum Ausschlussvolumen der Polymerketten erfolgen.

Abb. 1.3.6: Der pH-induzierte Quellvorgang eines Nanogels.

Bei temperaturempfindlichen Gelen muss man die Entmischungstemperatur in Betracht
ziehen, so quillt beispielweise das Pluronic-Polymer-PPG-Gel bei Abkuhlen unter die
Entmischungstemperatur von 120 nm auf tiber 400 nm an.®® Aufgrund dieser Eigenschaft
kann es als schaltbarer Wirkstofftrager verwendet werden.

Die deutliche und sehr schnelle Reaktion auf sich verandernde Umgebungsbedingungen
macht nanoskalige Hydrogele zu vielversprechenden Kandidaten als Wirkstofftrager.

In einigen Fallen kann das Beladen der Hydrogele mit Wirkstoffen zusatzlich zu
Volumenschrumpfen fihren. Ursache daflr kénnen elektrostatische oder hydrophobe
Wechselwirkungen und/oder Wasserstoffbriicken sein, die der Wirkstoff mit den
Hydrogelketten bildet. Diese Wechselwirkungen setzen die “Ldslichkeit” der Hydrogelketten
herab, was eine Verdrangung von Wassermolekilen zur Folge hat und schlie3lich zum

Schrumpfen und Kollaps des Gels fiihrt.[*

1.3 Nanotransporter in der Biomedizin

Wie bereits erwahnt fanden Nanogele in den letzten Jahren zunehmend Anwendungen als
Wirkstofftransporter, wodurch die Effizienz niedermolekularer Therapeutika erheblich
verbessert werden konnte.®" 8

Unter anderem konnten auch Biomakromolekiile wie Oligonucleotide, von Nanogelen
getragert, erfolgreich durch Blut-Hirn-Schranke geschleust werden.”

So war es naheliegend, Nanogele auch in der Gentherapie als DNA-Transporter zu

versuchen.
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1.3.1 Gentherapie

In den letzten Jahren ist die Gentherapie ein wichtiger Forschungsschwerpunkt in Biologie,
Chemie und Medizin geworden.

Bei allen gentherapeutischen Verfahren geht es darum, Krankheiten nicht symptomatisch zu
behandeln, sondern die Ursache der Erkrankung zu beheben, indem defekte Gene, durch
intakte DNA-Sequenzen, ersetzt oder die Expression eines defekten Gens verhindert wird,
Erblich bedingte Krankheiten wie z. B. Mukoviszidose oder Sichelzellenanamie kénnen auf
diesem Weg bekampft werden. Das Fortschreiten der Krankheit kann verlangsamt bzw. die
Krankheit im Idealfall behoben werden.

1.3.2 Polyglycerin-basierte Transportsysteme in der Gentherapie

In den letzten Jahren wurden neben viralen Vektoren verschiedene kationische Polymere
zum Transport von DNA- und RNA-Fragmenten untersucht.® Als Vektor bezeichnet man
in der Gentherapie ein ,Carrier-System® fur den Transfer des Genmaterials. Viren sind
derzeit die wirkungsvollsten Systeme, da sich durch diese hohe Transfektions- als auch
Genexpressionsraten erzielen lassen. Jedoch besitzen Viren eine erhebliche Zytotoxizitat
und ihre Isolierung und Aufarbeitung aus einer biologischen Matrix ist kostenintensiv. Eine

madgliche Alternative bieten nicht viralen, biokompatiblen Nanogele.

Im Jahr 2004 wurde ein effizienter Zugang zu dendritischen Polyaminen mit definiertem
Molekulargewicht und einstellbarer Flexibilitat (Verzweigungsgrad) gefunden.®® Die
Beobachtung, dass ein teilweise zerstértes Rickgrat eine sowohl hohere
Transfektionsgeschwindigkeit als auch eine hohere Effizienz aufweist, unterstreicht die
Bedeutung/Verwendung von hyperverzweigten Polyglycerin mit einstellbarer Flexibilitat.!°"
Beide Parameter beeinflussen sowohl die Effektivitat der DNA-Transfektion, als auch die
Zytotoxizitat.!**!

Die Klasse der biokompatiblen, hyperverzweigten Polyglycerole (PG) erlaubt aufgrund der
zahlreichen Hydroxygruppen eine leichte und vielseitige Funktionalisierung, durch welche die
Eigenschaften und die Struktur dieser dendritischen PG mafigeschneidert werden kénnen.
Zusatzlich weisen PG eine sehr gute Loslichkeit auf. Das Potenzial dieser dendritischen
Nanotransporter wurde bereits intensiv im Bereich der Solubilisierung und des
Wirkstofftransports untersucht, dennoch ist der Mechanismus der aktiven Abgabe der
verkapselten Wirkstoffe weitestgehend unerforscht. Dendritische Nanotransporter bieten

zahlreiche Bindungsstellen zum Anbinden, von z. B. Genen (durch Anbindung von
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aminofunktionalisierten Gruppen) und/oder pharmakologisch wirksamen Peptiden bzw.

anderer Targeting-Liganden.

DNA Polyplexbildung Endozytose
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Abb.1.3.7: DNA-Transfektion mit Hilfe von PG-Aminen.

Polykationische Polyglycerole sind relativ einfach synthetisierbar, ihre Gré3e kann variiert
werden und ihre Zusammensetzung kann unterschiedlich gestaltet werden, wodurch ihre
Eigenschaften, wie Oberflachenbeladung angepasst werden kénnen.®” So kann man z. B.
durch Modifizierung der Oberflache die Zellspezifitat erhéhen oder im Allgemeinen deren
Eigenschaften als Vektoren verbessern, wie z. B. deren Effizienz als Genvektor. Dadurch
kénnen etwaige Nebenwirkungen, wie Toxizitat auch vermindert werden. Zusatzlich kénnen
kationische Polymere mit unterschiedlichem Molekulargewicht und einstellbarer Flexibilitat,
also unterschiedlichem Verzweigungsgrad hergestellt werden. Beide Parameter haben
Einfluss auf die Effizienz, bzw. Zytotoxizitat des jeweiligen Vektors. Die Anzahl der

funktionellen Gruppen kann durch Wahl der GréRe des Grundgeristes, dem so genannten
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Kern, bestimmt werden. Die Anzahl der funktionellen Gruppen steigt exponentiell mit der
KerngrofRe an.

In Abb. 1.3.7 ist die Transfektion von DNA mit Hilfe eines PG-basierten Vektors schematisch
dargestellt. Der Vektor, dargestellt als griner Kugel mit entsprechender Oberflachen-
funktionalisierung, bildet zunédchst mit DNA einen Polyplex. Dadurch wird die negative
Ladung der DNA abgeschirmt, so dass diese in die Zelle transportiert werden kann. Bei der
Endozytose umfliel3t die Zellmembran den Polyplex und schlief3t sich zu einem Vesikel, das
durch die Zellen diffundiert. Gelangt ein Vesikel in die Nahe des Zellkerns kann die DNA
abgegeben und in den Zellkern eingebaut werden. Der Transfektionsvektor kommt frei und

kann anschlieRend die Zelle wieder verlassen.

Die in Abb. 1.3.8 dargestellte Protonenschwamm-Hypothese postuliert eine verstarkte
Transfektion durch kationische Polymer-DNA-Komplexe (Polyplexe), die protonenpuffernde
Polyamine durch verstarkte endosomale Chlorid-Akkumulation enthalten und zu osmotischer

Schwellung und Lyse des Endosoms fiihren.* %
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Abb.1.3.8: Prinzip des Protonenschwamm-Mechanismus.®® Der Protonenschwamm (griin) erhoht
den Flul? der Protonen und deren Gegenionen in Endozydenvesikeln. Der erhéhte osmotische Druck
bringt die Vesikeln zum Quellen.

Bifunktionelle Dendrone, basierend auf Polyglycerin konnten sich bereits als gute, effiziente
und kontrollierbare Ausgangsmaterialien fiir diesen Zweck erweisen. Zudem sind diese
Systeme wegen ihrer geringen Zytotoxizitdt sicherer in der Handhabung. In
unverdffentlichten Vorarbeiten wurde ein modulares Konzept fiir die Synthese von
dendritischen Amphiphilen entwickelt, die spontan durch Selbstorganisation wohldefinierte
Architekturen ausbilden. Hierbei wurde eine lange Alkylkette als hydrophobe Einheit und ein

Dendron, basierend auf Polyglycerin als hydrophiles Segment ausgewahlt.

Die Modifizierung solcher Amphiphile durch eine Amino-Funktionalisierung, wie z. B. die

kovalente Anbindung verschiedener Aminoséauren, erméglicht den Einsatz dieser neuartigen
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dendritischen Amphiphile in der Gentransfektion. Durch die amphiphilen Eigenschaften und
Mizellbildung, ware einerseits eine Komplexierung von DNA moglich und andererseits sollte
durch Selbstorganisation und die hydrophoben Einheiten ein erleichterter Membraneintritt

gewahrleistet sein.*
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2. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Hyperverzweigte wasserlosliche Polymere, wie Polyglycerine, haben grol3es Potential,

sowohl in der Industrie als auch fir biomedizinische Anwendungen.

In dieser Arbeit werden Polyglycerine aus Glycerin bzw. Glycerinderivaten und nach
unterschiedlichen Konzepten synthetisiert. Die geplanten Konzepte beruhen einerseits auf
der thermischen Methode, weiterhin sollten auch moderne Techniken wie die Mikrowelle

verwendet werden.

R'O =

Mikrowelle thermisch
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Zielsetzung: aus Glycerinderivaten sollen hyperverzweigte
Polyglycerine (HPG) mit Durchmessern < 10 nm (links) gebildet werden. R, R', R" stellen mégliche
funktionalen Gruppen dar. Weiterhin sollen diese verzweigten Oligo- und Polyglycerinbausteine zu
Nanogele mit Durchmessern > 10 nm (nPG) vernetzt (rechts unten) und anschlieRend an der
Oberflache funktionalisiert (rechts oben) werden.

2.1 Katalysierte Kondensationen von Glycerin und Oligoglycerinen

Die zurzeit géngige Synthese von HPG geht von dem toxischen Glycidol aus und bedarf
aufwendige Vorbereitung der Chemikalien, da die anionische Polymerisation unter absolut
trockenen Bedingungen ablaufen muss.

Unter Zuhilfenahme von Alternativtechniken wie z. B. Mikrowellenreaktoren soll Polyglycerin

aus Glycerin und Oligoglycerin gewonnen werden.
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Letztendlich soll eine umweltfreundlichere sowie effizientere Methode gefunden werden, um
HPG mit hbherer Molmasse zu synthetisieren.

2.2 Darstellung von wasserléslichen Nanogelen durch Vernetzung von
Glycerinoligomeren

Eine weitere Strategie, hochverzweigte Polymerpartikeln im Nanometer Bereich zu erhalten,
ist die Vernetzung von Glycerin bzw. Oligoglycerin und ihren Derivaten.

Um die gewlnschte GréRenordnung zu erreichen, soll die Technik der Miniemulsion
verwendet werden. Dieses Verfahren soll in Bezug auf die Partikeleigenschaften optimiert
werden. Mittels analytischer Methoden, die speziell zur Charakterisierung von Polymeren
geeignet sind, wie GPC, MALDI-TOF, ESI-TOF, DLS, sollen die Polymerisationsprodukte

analysiert werden, um das Konzept zu tGberprifen und die Synthesemethoden zu optimieren.

2.2.1 Funktionalisierung sowie Anwendung der erhaltenen Polyether Nanogele

Nachdem eine Synthesemethode etabliert ist, sollen Produkte im grof3eren Malistab
hergestellt werden. Weiterhin sollten die Polyether Nanogele mit Aminen funktionalisiert und
als Tragersysteme flr Wirkstoffe (z. B. DNA) untersucht werden. Dazu sind biomedizinische

Tests durchzufiihren.

2.2.2 Darstellung von wasserldslichen Nanogelen unterschiedlicher

Innenarchitekturen und Untersuchung von deren mechanischer Eigenschaften

Es sollte mdglich sein, auch das Kerngertst an sich zu modifizieren bzw. zu variieren,
sodass das Polymer nicht nur die Oberflache zur Verfigung stellt, sondern auch seine Form
und Innenarchitektur spezielle Anwendungen dienen kdnnen. Dazu sollen Nanogele aus
verschiedenen Bausteinen synthetisiert werden. Es sollen z. B. langkettige Bausteine
verwendet werden, um flexible bzw. offene Netzwerke zu gewinnen.

Die erhaltenen Produkte sollen hinsichtlich ihrer chemischen und mechanischen
Eigenschaften analysiert werden. Als eine der wichtigsten Eigenschaften der Hydrogele soll
das Quellvermdgen intensiv untersucht werden, um diese flir weitere Anwendungen

einzusetzen.
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3. Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

Glycerin, auch 1,2,3-Propantriol oder Glycerol genannt, wurde 1779 von dem deutsch-
schwedischen Apotheker Carl Wilhelm Scheele bei der Hydrolyse von Olivenél, entdeckt,
wobei er eine suiR schmeckende, 6lige Flissigkeit, die er zunachst "OlsiiR" nannte, erhielt.
Spater konnte er zeigen, dass dieser Stoff auch in anderen Fetten und Olen enthalten ist.'
101 |m Jahr 1811 untersuchte der franzésische Chemiker Eugene Chevreul diese chemische
Verbindung und nannte sie Glycerin (von gr.: glykys, siR),"*? aber erst mehr als ein halbes
Jahrhundert spater folgte die ausfiihrliche Charakterisierung mittels *H- und **C-NMR. Erste
synthetische Darstellung aus 2-Propanol Uber Propendichlorid wurde 1872 von Charles
Friedel und Silva beschrieben.™*

Glycerin ist der wichtigste dreiwertige Alkohol und kommt als Baustein der Glyceride in allen
pflanzlichen Olen und tierischen Fetten vor. Glycerin ist eine farblose, geruchlose, ungiftige,
viskose, sUf3 schmeckende und stark hygroskopische Flissigkeit, die in jedem Verhaltnis
sowohl mit Wasser als auch mit Ethanol mischbar ist.

Anfanglich wurde Glycerin Gberwiegend als Begleitprodukt bei der Fettverseifung erhalten.
Spater fand es jedoch immer mehr Anwendung in der Pharmazie, der
Nahrungsmittelindustrie und der Kosmetik. Als Alfred Nobel 1886 die Synthese des
Sprengstoffs Nitrogylcerin aus Glycerin entwickelte, stieg der Bedarf an Glycerin exponentiell
an. Aufgrund der groRen Nachfrage wurde Glycerin gezielt und in grof3en Mengen industriell
hergestellt. Dabei wurde das aus der Erddlraffinierung gewonnene Propen erst in
Epichlorhydrin und anschlieBend mit Hilfe von Natronlauge in Glycerin umgewandelt.** 1!
Heute dient Glycerin als Ausgangsstoff fiir viele funktionalisierte Chemikalien."®! AuRerdem
fallt Glycerin bei der steigenden Produktion von Biodiesel immer mehr als Nebenprodukt an.
Ein Bestreben dieser Arbeit liegt unter anderem auch darin, neue Anwendung fur Glycerin zu

finden, um aus dem Abfallprodukt hochwertige Materialien zu gewinnen.

Cl HOCI Cl
N ——= AC ————~ » Ho L _a —

Ca(OH),
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Abb. 3.1: Industrielle Glycerinsynthese.**!
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Seit Mitte der 80er wird die Mikrowellen-Technik vermehrt fur organischen Synthesen
eingesetzt. Wegen ihrer hohen Effizienz gilt diese als neue, alternative Methode der ,grinen
Chemie"."™®" Auch fiir die Synthese von Polymeren kann diese Technik verwendet werden,
um deutlich kirzere Reaktionszeiten zu erzielen. Dieser Effekt entsteht durch die effiziente
Energielibertragung auf das Reaktionssystem durch das dielektrische Erhitzen mit
Mikrowellen. Sowohl die Haushalts- als auch die Labormikrowellen besitzen in der Regel
eine Frequenz von 2.45 GHz, um Stérungen der Telekommunikation- und Mobiltelefon-
Frequenzen zu vermeiden. Diese Frequenz liegt in einem Bereich, in dem die Dipole oder
lonen der Proben einerseits gentigend Zeit haben, sich im angelegten Feld auszurichten,
anderseits aber sich auch nicht zu schnell reorientieren kdnnen, so dass sie noch
Molekularreibung und Dielektrizitatsverlust erfahren missen. Somit ist die Voraussetzung fur
Freigabe der Warmeenergie gegeben. Die Effizienz des Erhitzens mit Mikrowelle hangt stark
von der dielektrischen Eigenschaften der Probe ab. Aus dem Quotient &'"/e' (g":
Dielektrizitatsverlust; &' = Dielektrizitatskonstante) wird der Verlustfaktor tand berechnet.
Dieser beschreibt die Fahigkeit einer bestimmten Verbindung, elektromagnetische Energie in
Warme umzuwandeln. Viele géngige organische Losungsmittel besitzen grof3e tand und sind
damit rasch aufgeheizt werden.® ! Als eine wichtige Alternative zum herkémmlichen
thermischen Erhitzen wurde die Mikrowelle bereits fir verschiedene Reaktionstypen
eingesetzt. Unter anderem auch fir Polykondensationsreaktionen und Oligomerisierungen
von Alkanen. !

In diesem Kapitel wird die Syntheseoptimierung der katalytischen Polykondensation von
Glycerin und Oligoglycerinen vorgestellt. Die entstandenen Produkte werden untersucht und

mit den aus der Literatur bekannten Polyethern verglichen.

3.1 Direkte Synthese aus Glycerin

Fur die Synthese von Polyether-Polyolen mit moglichst enger Massenverteilung wahlten wir
die katalytische Polykondensation von Glycerin. Die Kontrolle Uber die Polymerisation und
somit ihre Optimierung erfolgt Uber die Anpassung des Katalysators, der Katalysatormenge,
der Reaktionstemperatur, der Reaktionszeit sowie des Druckes. Die Polykondensation wurde
unter Variation dieser Parameter durchgefihrt und die erhaltenen Polymerisate schlie3lich
untersucht.
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Schema 3.1.1: Darstellung der katalysierten Polykondensation von Glycerin.

In Schema 3.1.1 ist der Mechanismus der basenkatalysierten Polykondensation von Glycerin
dargestellt. Der nukleophile Angriff des Alkoholats kann nicht nur, wie hier gezeigt, an dem
primaren, sondern auch an dem sekundaren Kohlenstoff erfolgen, dadurch kommt es zu
einer verzweigten Struktur.

Als Katalysatoren wurden zunachst Erdalkalimetalloxide (CaO und MgO), aufgrund ihrer
hohen katalytischen Wirkung gegentber Glycerin, verwendet. Schliel3lich wurden auch

Lewissauren und starkere Basen eingesetzt.

Als Alternative zum thermischen Erhitzen wird seit einigen Jahren die Mikrowellentechnik
verwendet. Laut Berichten von Kappe, liegt der Vorteil dieser Methode im effektiven Erhitzen
des Reaktionssystems, somit kann die Reaktionszeit deutlich verkiirzt werden.® Fir

folgenden Polykondensationsreaktionen entschieden wir uns auch fiir diese Technik.

Erste Versuche zur Darstellung von hyperverzweigtem Polyglycerin wurden bei 120°C, 12 h
unter Normaldruck mit 1 Gew.-% LIOH im 5 g Maf3stab durchgefiihrt. Dabei konnte die
Bildung von Wasser beobachtet werden, welches einen eindeutigen Hinweis auf die Bildung
von Kondensationsprodukte liefert. Nach 12 Stunden des Erhitzens wurde das erhaltene
Rohprodukt mittels NMR-Spektroskopie untersucht. Parallel dazu wurde die gleiche Reaktion
in einem Mikrowellenreaktor durchgefiihrt, die Reaktionszeit betrug 5 Minuten. In dem untern

Spektrum (Abb. 3.1.2 b)) erkennt man deutlich breitere Signale im Vergleich zu Glycerin,
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

wahrend das obere Spektrum fast identisch mit dem des Glycerins ist. Die Verbreiterung der
Peaks ist ein eindeutiger Hinweis auf Bildung von Polymeren, dessen Verzweigungsgrad mit
Hilfe von **C-NMR untersucht wurde.

Die Uberlagerung der NMR-Signale gab erste Hinweise auf die Polymerisation. Allerdings
wurden auch Nebenprodukte gefunden. Die Peaks im Bereich von 4-6 ppm weisen auf
Doppelbindungen hin, die durch Eliminierung von H,O gebildet wurden. Die Ausbeute nach
der Dialyse betrug weniger als 10%.

Um das Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite zu verschieben, wurde die Reaktion
versuchsweise unter niedrigem Druck und Wasserentzug durchgefiihrt. Wider Erwarten
fuhrte dies aber zu geringerer bis gar keiner Produktbildung, was anhand des Rohproduktes
schon vermutet und durch NMR-Spektren bestatigt wurde. Eine mdgliche Ursache dafir
konnte ein Verlust der zu Reaktionsbeginn entstandenen niedermolekularen Verbindungen
sein, welche im Wasser gelost sind und welche in Folge der Wasserabscheidung aus der

Reaktionsmischung entfernt wurden.

v [@X (o] AN 0 N~ MO MN~NO N
S ©®B b > KN ©uo S
™ [ep Nop] [apXep} M ™M o MMM M
— oAn Ak I 1]
RS S R i L W W s s s s s
3.85 3.65 3.45ppm 400 375 350 3.25 ppm
a) b)

Abb. 3.1.2: NMR-Spektren von a) Produkt nach thermischen Methode und b) Produkt nach Ansatz im
Mikrowellenreaktor.

In der Tabelle 3.1 ist eine Versuchsreihe aufgelistet, bei der verschiedene Katalysatoren fir
die Polykondensation von Glycerin verwendet wurden. Die einzelnen Reaktionen wurden
jeweils in der Mikrowelle durchgefiihrt. Die erhaltenen Produkte wurden hinsichtlich Farbe

und Viskositat mit dem Edukt verglichen, die Anderung dazu wurde notiert.

33



3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

Tab. 3.1: Viskositatsédnderung der ersten Mikrowellensynthesen.

LiOH AICl; FeCl;, CaO  Mg(OH), MgO NaOH  KOH

1%  mitte”  leicht" - - - ; stark® mittel 1013 mbar
5%  mittel leicht - - - - stark mittel

10% mittel leicht leicht leicht leicht - mittel mittel

1% leicht - - - - - - . 23 mbar
5% leicht - - - - - - -

10% leicht - - - - - leicht leicht

" leicht; Viskositat ahnlich der des Glycerins, farbliche Anderung
% mittel: deutlich zahflissiger als Glycerin, gelbbraune Verfarbung

% stark: honigartig zahflissig, bei Raumtemperatur kaum fliissig

In dieser Tabelle werden die Produkte aus den Mikrowellenreaktionen beurteilt. Dabei
wurden verschiedene Katalysatoren und verschiedene Ansatzmengen eingesetzt. Zusatzlich
wurde der Druck variiert, unter vermindertem Druck wurde das entstandene Wasser
entzogen, um das Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite zu verschieben.
Aus dieser Tabelle wird ersichtlich, dass basische Katalysatoren im Allgemeinen Produkte
mit hoherer Viskositat erzeugen. Auch mit dem in der Literatur als am effizientesten
bezeichneten Katalysator CaO™ wurden geringere Viskositatsveranderung beobachtet als
mit NaOH. Dies ist Uberraschend, da in der Regel die Etherbildung durch
Alkoholkondensation sauer katalysiert ist.
AulRerdem kann man erkennen, dass das Abscheiden des Wassers unter vermindertem
Druck nicht zur Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts auf die Produktseite flihrt. Eine
mdgliche Erklarung dafir ware, z. B. die Tatsache, dass Wasser, Glycerin und
Oligoglycerine  unterschiedliche Verlustfaktoren tand besitzen, was direkt zu
unterschiedlichen Effizienz bei Hitzaufnahme der Proben fuhrt. Eine von Prof. Matthias
Rudolph durchgefiihrte Messung der Reflexion an einem Koaxial-Kabel in verschiedenen
Flissigkeiten zeigte, dass Glycerin bzw. Oligo- und Polyglycerine die Mikrowellenstrahlung
kaum absorbieren und somit auch nicht in Hitze umwandeln kdénnen. Das entstehende
Wasser im Reaktionsgemisch ist also férdernd, um das Gemisch aufzuheizen. Entzieht man
dem System das Wasser, so kann es nicht effizient erhitzt werden und die Reaktion wird
nicht ausreichend angeregt.
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

Die in der Tabelle angegebenen optischen Zustdnde der Produkte stimmen mit den
Ergebnisse Uberein, die anhand von NMR und GPC ermittelt wurden. Laut Tabelle hatte die
NaOH-katalysierte Synthese die starkste Verdnderung erzielt. Dieses Produkt wurde

zusatzlich mit MALDI-TOF analysiert.

In Abb 3.1.3 sind die GPC-Spektren von zwei verschiedenen Polymeren, welche durch

unterschiedliche Katalysatoren, namlich CaO und NaOH, gezeigt.
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Abb. 3.1.3: GPC-Ergebnis des Produktes von der CaO katalysierten Reaktion (oben) und GPC-
Ergebnis des Produktes von der NaOH katalysierten Reaktion (unten).

Mit Polyglycerin 2000, 5000 und 10000 als Kalibriersubstanzen, wurden die in Tabelle 3.2
aufgefiihrten Werte bei GPC-Messungen erhalten. Es ist zu beachten, dass diese Werte
keine absoluten Molmassen darstellen, sondern lediglich dem Vergleich dienen. Vor allem

die Polydispersitat PD ist stark fehlerbehaftet, da die Kalibriersubstanzen bereits eine

Polydispersitat > 1 besitzen.
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

Tab. 3.2: GPC-ermittelte Molmassen.

Kat. Fraktionen Mn(g/mol) Muw(g/mol) Mp(g/mol) PD
CaO 3 1573 2408 3735 1.24
LiOH 3 3638 3748 3794 1.13
NaOH 2 4653 5795 5874 1.74

MALDI-TOF-Messungen ergeben, dass das erhaltene Produkt aus der NaOH-katalysierten
Reaktion eine Molmasse bis zu 1300 g/mol besitzen kann.
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Abb.3.1.4: MALDI-TOF-Ergebnis eines Produktes aus der NaOH-katalysierten Reaktion.

Die Verbindungen mit etwas geringerer Intensitat, deren Massen um jeweils 18 m/z kleiner
sind als die des Hauptproduktes, weisen auf das Nebenprodukt hin, das durch

Dehydratisierung des Hauptproduktes entsteht.

AuBerdem sind Nebenprodukte mit Abstdnden von 44 m/z zu beobachten. Eine Erklarung
kann die folgende Nebenreaktion liefern. Glycerin kann bei 200°C unter zweifacher
Dehydratisierung zu toxischem Acrolein reagieren. Auch einfache Dehydratisierung ist
mdglich.

Ferner kann der Aldehyd in Schema 3.1.5 zur Saure oxidiert werden, dies ist aber unter den
hier vorhandenen Bedingungen nicht zwangslaufig der Fall. Trifft er auf weiteres Acrolein
kénnen weitere Additionen an den OH-Gruppen sowie an dem Aldehyd stattfinden.
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin
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Schema 3.1.5: Mechanismus der Acrolein-Addition, einer denkbaren Nebenreaktion.

Verzweigte Polyglycerine weisen zwischen 60 und 80 ppm charakteristische Peaks auf.
Durch die Auswertung des NMR-Spektrums wird ersichtlich, dass der Verzweigungsgrad hier
jedoch sehr niedrig ist, welcher auf unterschiedlichen Reaktivitaiten von primaren und
sekundaren Alkoholen zurlckzufuhren ist. Das Polymerwachstum findet eher an den
primaren OH-Gruppen statt, so dass die Verzweigung nicht gleichméafig an allen
Funktionalitaten ablauft. Auch die wéhrend des Polymerisationsprozesses zunehmende

sterische Hinderung kénnte dabei eine Rolle spielen.

3.2. Polymerisation funktionalisierter Glycerine

Um verschiedene Bausteine fir die Polymerisation zu erhalten und die Selektivitat zu
erhéhen, wurde Glycerin zu den in Abb. 3.2.1 gezeigten Verbindungen umgesetzt. Die

entsprechenden Reaktionsschritte werden im Folgenden naher erlautert.

—OH | TS [\ o
0 e} ! | HO ' OH ! o) O ' '
| ' O{ ! HO —QOH |

______

_______

Abb. 3.2.1: angestrebte Monomere.
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

3.2.1 Funktionalisierung des Glycerins zum Monomer 1

Nach folgendem Schema sollte die Verbindung 1 synthetisiert und anschlielRend

polymerisiert werden.

OH
Ho—_ HO{ )

TRT, 45t Br, O

OH \_,{

OEt

NaH, Toluol
HO 0 '
3%HCI EtO

>/—\ OH _2asd -
C T GO

Schema 3.2.2: Funktionalisierung des Glycerins zur Verbindung 1.

Zuerst wurden die beiden primaren OH-Gruppen als Ether geschitzt. Mittels
Williamson'schen Ethersynthese wurde eine geschitzte Saurefunktion angebracht.
AbschlieRend erfolgte die séaurekatalysierte Entschitzung, dabei wurde sowohl der

Ethylester als auch Benzaldehyd abgespalten.

Der erste Reaktionsschritt fihrt oft zu einem Gemisch aus 1,3- und 1,2-geschitzten
Produkten. Auch wenn die schwierige Trennung der beiden Produkte gelingt, betragt die
Ausbeute bei diesem Schritt nur ca. 50%. Dieses Problem wurde schon oft in der Literatur
beschrieben.**? Der Grund dafiir ist die groBe Ahnlichkeit der beiden entstehenden
Produkten. Damit liegt der Gedanke nahe, das Produktgemisch ohne Trennung weiter zu
verarbeiten. Diese Umsetzung ist in Abb. 3.2.4 b) dargestellt.
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Schema 3.2.3: Syntheseroute von Monomer 1 (keine Trennung nach dem ersten Schritt).
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

b)

Schema 3.2.4: a) Polymerisation von reinem Monomer, b) Polymerisation vom Monomergemisch.

Bisher ist es gelungen, die Monomere mit einer Totalausbeute von Uber 50% zu
synthetisieren. Durch die Polymerisation in der Mikrowelle werden Produkte hoherer
Molmassen (bis zu ~ 2000 g/mol) erhalten. In Abb. 3.2.5 ist das ESI-FTICR-Massenspektrum
des Produktes abgebildet. Es ist eine Massenverteilung zwischen 413 und 1765 zu
erkennen. Die beiden Hauptfraktionen mit m/z 809 bzw. 941 weisen jeweils auf Hexamer und
Heptamer hin. Die Differenz der Fraktionen betragt 132, was einer (Monomereinheit-H,O)
entspricht.

100 809 941
1073

60 BIr 1205

:E 545
oJ -.Tn.llljuh J\ i h 1858 1765

Al ] 5 ‘ N l hl l]L “ll'll‘ | S PO T
500 1000 1500 2000

L e

m/z

Abb. 3.2.5: ESI-FTICR-Massenspektrum des Polymerisationsproduktes des Monomers 1.

In Tab. 3.3 und 3.4 werden die GPC-Ergebnisse zweier Produkte verglichen. Im Experiment
A wurde eine bestimmte Menge an Monomer mit 3%igem NaOH einmalig 6 min. bei 160°C

erhitzt, im Experiment B wurde die gleiche Menge an Monomer und NaOH in vier Portionen
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aufgeteilt und drei Mal je 2 min. erhitzt, nach jedem Heizzyklus wurde eine Portion Monomer
hinzugefugt.

Tab. 3.3: GPC ermittelte Molmassen der Produkte aus den Experiment A und B.

Mn(g/mol) Mw(g/mol) M_(g/mol) PD Mp(g/mol)
A 2035 3359 5149 1.65 2950
B 3402 3795 4313 1.12 3181

Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass die Methode B zum Produkt hherer Masse
fuhrt, dies wird noch deutlicher, wenn man alle Fraktionen (P1-4) der Produkte analysiert.

Tab. 3.4: Vergleich einzelner Fraktionen der Produkte aus den Experimenten A und B.

P P, Ps Py Ps
Intensitat A 6.5 4.5 7 100 -
(% zum héchsten Peak) B 100 77.9 33.7 8.7 11.6
Peakmaximum in A 18.51 20.60 23.15 26.05 -
(mL Elutionsvolumen) B 18.74 20.81 23.16 26.28 28.51

Betrachtet man die Positionen der Peakmaxima unter Berlcksichtigung systematischen
Abweichung, so ist davon auszugehen, dass es sich bei den Peaks P;-P,bei A und B jeweils
um die gleiche Verbindung handelt. Der Peak Ps, der nur bei B vorhanden ist, stammt
vermutlich von dem Monomerrest, der bei A schon weitestgehend abreagiert ist.
Hier wird deutlich, dass P; die Hauptfraktion bei A darstellt, andere Produkte mit héheren
Molmassen (P,-P,4) sind hier nur in geringem Anteil vorhanden. Damit ist die Polydispersitat
PD von A relativ klein.
Im Vergleich zu A besitzt B eine groRere Polydispersitat, da hier mehrere Fraktionen in
vergleichbaren Anteilen vorliegen. Der Peak mit hochster Intensitat stellt das Produkt mit
grofter Molmasse dar.
Daraus kann man den Schluss ziehen, dass man mit stufenweisem Erhitzen und
Monomerzugabe hohere Molmassen erzielt. Es besteht die Maoglichkeit, eine engere
Produktverteilung zu bekommen, in dem man das Reaktionsgemisch anschlieRenden
einmalig fur etwas langere Zeit erhitzt.
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

Die Polymerisationsversuche in dem Mikrowellenreaktor wurden jeweils mit H,SO, und mit

NaOH als Katalysator durchgefuhrt.

3.2.2 Vermeidung von Lactonringbildung

Bei der Polymerisation von Substanz 1 wurden nur Produkte mit begrenztem
Polymerisationsgrad von bis zu 10 erhalten. Der Grund dafir ist vermutlich die Ringbildung,
die ab einer bestimmten Anzahl von Monomeren stattfindet (Schema 3.2.6). Eine mdgliche
Bildung von Makrozyklen wird vernachlassigt, da dies bei der hohen Monomerkonzentration
sehr unwahrscheinlich ist. Bei der intramolekularen Reaktion zwischen den beiden aktiven

Enden des Monomers entsteht ein sechsgliedriger Ring, dessen Bildung beguinstigt ist.

L Do e (S

Schema 3.2.6: Lactonringbildung durch intramolekulare Veresterung.

Um dieses Problem zu umgehen und somit eventuell einen héheren Polymerisationsgrad zu
erreichen, wurden die Monomere 2 und 3 synthetisiert, welche beide einen gréfR3eren

Abstand zwischen der Alkohol- und der Sauregruppen aufweisen (siehe Abb. 3.2.1).

3.2.2.1 Synthese des Monomers 2

Die Synthesen von Substanz 2 ist analog zu der von Substanz 1. Aufgrund der langeren
Kohlenstoffkette, die die Aktivitat der Estergruppe schwacht, verlauft die Reaktion jedoch

wesentlich langsamer. In Weiteren wird die in Schema 3.2.7 gezeigte Reaktion optimiert.

Br

e o

Vorstufe von Monomer 2

Schema 3.2.7: Synthese zur Vorstufe von Monomer 2.
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

Die Daten dazu sind in Tab. 3.5 zusammengefasst.

Tab. 3.5: Optimierungsversuche der Synthese von Vorstufe von Monomer 2.

Edukt Base Losungsmittel Brombutylacetat Ausbeute
6.0g 1.3g (1 Aq.) 100 mL Toluol 9.7¢
(33.4 mmol) NaH* (1.5 Aq.)
7.1g 4.79 (3Aq.) 100 mL Toluol 156 ¢ 0.5%
(40 mmol) NaH* (2 Aqg.)
64.0 mg 15.7 mg (1.1 Aq.) 10 mL THF 139.0 mg 3%
(0.3 mmol) NaH* (2 Aq.)
200 mg 26.7 mg (1 Ag.) 10 mL THF 243.4 mg 1.8%
(1.1 mmol) Na (2 Aqg.)
300 mg 66.7 mg (1 Ag.) 10 mL DMF 651.4 mg 2.1%
(1.6 mmol) NaH* (2 Aqg.)

*: Das hier verwendete NaH lieget als 60%ige Produkte in Mineral6l vor.

Wie in der Tabelle aufgefuihrt, wurden sowohl Eduktmengen als auch das Ldsungsmittel
variiert. Als Base wurden in den meisten Fallen 60%iges NaH verwendet, aber auch
metallisches Natrium (Tab. 3.5, Nr. 4) wurde versuchsweise angesetzt, um effizienter zu
deprotonieren. Es wurde jedoch kein Umsatz beobachtet.

Bei dem ersten Versuch konnte das Produkt nur anhand des Massenspektrums identifiziert
werden. Es wurde nicht weiter aufgearbeitet. Das Edukt wurde zurlickgewonnen und fir
weitere Versuche wiederverwendet.

In den weiteren Versuchen (Tab. 3.5, Nr. 2-5) konnten keine nennenswerten Ausbeuten
erzielt werden. Der Grund liegt wahrscheinlich in der Kinetik der Reaktion.

Bei der Williamson’schen Veretherung sind primare Halogenide bevorzugt, da sekundare
oder tertiare Halogenidverbindungen Uber eine Eliminierungsreaktion (E,) zu Alkenen
reagieren. Sowohl starke, als auch sterisch gehinderte Nuklophile reagieren bevorzugt tber
eine Eliminierung.

Aufgrund der Kettenldnge des Brombutylacetats wird die elektronenziehende Wirkung der

Estergruppe geschwacht, so dass eine Eliminierung begtinstigt ist und sich so ein stabileres
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Nebenprodukt bildet (Schema 3.2.7). Durch Keto-Enol-Tautomerie des Nebenproduktes wird
ein 1,3-Diens gebildet, das durch ein konjugiertes 1r-Bindungssystem stabilisiert ist. Das 1,3-
Dien konnte als Diol tUber ein ESI-Massenspektrum nachgewiesen werden (m/z 107.04).

Bei der Synthese von Monomer 2 bildet sich als Zwischenstufe ein energetisch sehr
glnstiges Michael-System, so dass die Reaktion vorzugsweise als Eliminierung ablauft und
nicht zu dem gewtinschten Produkt fuhrt.

Der Mechanismus ist in Schema 3.2.8 dargestellit.

O mon = O o ——
OH e} e) ‘\BL\Q\)J\OEt
MOEt et ©—<O}OH " NaBr

Schema. 3.2.8: Bildung des stabilisierten 1,3-Diens.

3.2.2.2. Synthese des Monomers 3

Im ersten Schritt wird Ethylenglycol Gber die Williamson’sche Veretherung zu Verbindung 4
in Schema 3.2.9 synthetisiert. Hier dient Ethylenglycol gleichzeitig als Edukt und

Ldsungsmittel.

0
Br
HO_~ oy N \)LOEI MO o O
- NaBr
-1/2 H, 4

Schema 3.2.9:Syntehse von Verbindung 4.

t [113]

Im zweiten Schritt wird Substanz 4 mesyliert, um Alkylsulfonate als eine gute

Abgangsgruppen einzufihren.
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Schema 3.2.10: Mesylierung von Verbindung 4.

Durch eine Ejy-Eliminierung von Mesylchlorid wurde das Sulfen gebildet. Der dabei
entstehende Chlorwasserstoff wurde Uber das Triethylamin abgefangen. Dabei bildete sich

ein Ammoniumsalz.

CHj -
Ox /\ NEts | O\\S;CH2 Ng-CH,
of O - HNEt'Cr o] 3

Schema 3.2.11: Sulfenbildung.

An das entstandene Sulfen wurde Verbindung 4 addiert.

Schema 3.2.12: Addition des Alkohols an das Sulfen.

Im dritten Schritt dieser Monomersynthese wurde die mesylierte Verbindung 4 nun mit dem

1,3-geschitzten Glycerin Gber die Williamson’sche Ethersynthese verbunden.

0
Ho{o>—© 0

O\\ o o KOtBu O—/&
5~ \/\OW ~
O

o
5 30

Schema 3.2.13: Kopplung des Mesylats mit dem geschutzten Glycerin.

Das 1,3-Diols wird von Kalium-tert-butanolat deprotoniert und damit aktiviert. Aus dieser

Veretherung geht Substanz 5 hervor.
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Die Entschutzung der Verbindung 5 zum Monomer 3 wurde, analog zu der von Monomer 1,

unter katalytischer Wirkung von HCI durchgefuhrt.

(D) e e
o o) % HCI o] o)
_\o{ o] > HO{ OH
o O

5 3

Schema 3.2.14: Entschiitzung von Verbindung 5 zu 3.

3.2.3 Oligomerisation des Monomers 3

Das erhaltene Monomer 3 wurde, ahnlich wie das Monomer 1, im Mikrowellenreaktor unter
wassriger saurer Bedingung polymerisiert. Es wurde nach der Methode B im Abschnitt 3.2.1
verfahren, sodass nach jedem zweiminitigem Heizzyklus das Monomer portionsweise
hinzugefligt wurde.

Nach jedem Zyklus wurde jeweils eine Probe entnommen, um den Fortschritt der
Polymerisation zu verfolgen. Nach dem ersten Zyklus wies der Hauptpeak eine
Masse/Ladung-Verhaltnis von 471 auf, nach drei Zyklen konnte eine Fraktion mit m/z 647
vermehrt beobachtet werden. Die jeweils als Sulfonsdureester von Dimer bzw. Trimer
identifiziert wurden.

Bei weiteren Zyklen konnte aber keine héhere Masse mehr detektiert werden.

Schon beim Polymerisationsversuch von Monomer 1 wurde die Spaltung der Etherfunktion in
geringer Menge beobachtet, dies ist wahrscheinlich auch bei Monomer 3 passiert, sodass

keine weitere Polymerisation moglich war.
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3 Synthese von Polyether Polyolen aus Glycerin

3.3 Zusammenfassung und Diskussion

In diesem Kapitel wurden Glycerin und Glycerinderivate polymerisiert, dabei wurden
verschiedene Parameter variiert, unter anderem der Katalysators, die Reaktionstemperatur
sowie die Heizquelle. Als Alternative zum RuckfluRkochen wurde die Mikrowelle verwendet,
um gleichzeitig zu testen, ob sich diese Methode auch fiur die Polykondensation eignet.

Beim Vergleich beider Reaktionsansatze erwies sich die Mikrowelle als effizienter. Nach nur
5 min. in der Mikrowelle erhélt man Produkte mit deutlich héheren Polymersationsgraden als
nach 12 Std. durch den herkdmmlichen thermischen Ansatz. Allerdings blieb auch das
Ergebnis aus den Mikrowellenversuchen weit unter dem angestrebten Wert. Auch eine
bessere Kontrollierbarkeit konnte damit nicht erreichet werden, die Reproduzierbarkeit sowie
Vorhersehbarkeit der Ergebnisse erfillen nicht die Erwartungen. Der Polymerisationsgrad

erreichte in besten Fall einen Wert von 20.

Mit dem in Abschnitt 3.2 vorgestellten Glycerinderivat 1 konnte die Reproduzierbarkeit erhoht
werden, auch die Polydispersitat konnte durch stufenweises Erhitzen verbessert werden.
Auch in diesem System war der Polymerisationsgrad mit 10-15 sehr niedrig, Nach drei
Heizzyklen wurde das maximal erreichbare m/z 2814 beobachtet, welches einem
Polymerisationsgrad von 20 entspricht. Die Hauptfraktionen sind Penta- bzw. Hexamere.
Weder durch weiteres Erhitzen noch durch weitere Monomerzugabe mit anschlieRendem
Erhitzen konnte ein héherer Polymerisationsgrad erzielt werden. Jedoch wurde dadurch die
Entstehung von Nebenprodukten beglnstigt. Der vermeintliche Grund fur den begrenzten
Polymerisationsgrad war einerseits die zunehmende sterische Hinderung und anderseits die
intramolekulare Ringbildung als Nebenreaktion. Um dies zu umgehen wurde das Monomer 3
synthetisiert und polymerisiert, jedoch wurde auch in diesem Fall nur ein begrenztes
Polymerwachstum beobachtet.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Polykondensation via Mikrowelle der
thermischen Methode Uberlegen ist, der Vorteil dieser Methode liegt im Wesentlichen, wie
schon oft berichtet, in ihrer hohen Effizienz.

Jedoch fuhrt sie nicht zu den angestrebten hochmolekularen Polymeren, die fiir unseren
Zweck mindestens 20 nm Durchmesser haben missen.

Trotzdem kann man diese Methode als schnelle und kostenglinstige Synthese von

Oligoglycerinen verwenden.
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4. Polyether Nanogele tiber Ring6ffnungspolymerisation in Miniemulsion

4. Polyether Nanogele Uber Ringdffnungspolymerisation in

Miniemulsion

Wie bereits im Kapitel 1 beschrieben, sind Miniemulsionen disperse Systeme von zwei oder
mehr nicht miteinander mischbaren Flussigkeiten. Die eine der flissigen Phasen (z. B.
Cyclohexan) bildet dabei die kontinuierliche Phase, in dem die disperse Phase (z. B. H,0,
DMSO) in Form feiner Nanotropfchen verteilt ist.

Der Grad des Dispergierprozesses ist abhéangig von der Grenzflachenspannung zwischen
den beiden Flussigkeiten. Als Koaleszenz bezeichnet man das ZusammenflieBen zweier
Nanotropfchen, welches durch eine Kollision zweier Nanotropfchen hervorgerufen wird.
Dieser Vorgang kann durch die Verwendung von Tensiden weitestgehend unterdriickt
werden. In diesem Fall wurden das nicht-ionischen Copolymer-Tensids KLE 25 verwendet
das von Prof. Schlaad zur Verfigung gestellte wurde. Um die Emulsion gegen Ostwald-
Reifung, die zur Diffusion der Monomeren fihren kann, zu stabilisieren, wurden die
Monomere in DMSO gel6st.

Zudem setzen Tenside die Grenzflachenspannung zwischen den beiden Phasen herab, so
dass kleinere Teilchen hergestellt und stabilisiert werden kénnen. Auf3erdem kann so die
Vernetzung der Polymere auf Makroebene vermieden werden, wodurch die Partikel in
Nanometerbereich gehalten werden und dadurch weiterhin 18slich bleiben.

Nach schnellem Rihren und Behandlung mit Ultraschall liegt die Mischung als
thermodynamisch stabile Dispersion mit Tropfchen von 50-500 nm Durchmesser vor. Jedes
Tropfchen fungiert selbst als eine Art diskreter Nanoreaktor, so dass die Polymerisation nur
in diesem begrenzten Raum auftritt. Eine Totalgelierung innerhalb eines Nanoreaktors ergibt
ein im Kern vernetztes Polymerpartikel, dessen Grol3e der des Nanotropfenchens entspricht.

Dies ermdglicht die Herstellung von Polymerpartikeln mit kontrollierten Gré3en (Abb.4.1).

® o ®

f
|
|

unpolare Phase P = i) e P
[ 1h riihren > @ ¥ [Uttraschall> g _ ® | [polymerisation
1 1 @ @ 1—
@ ©
® e * %>
instabile Makroemulsion stabile Miniemulsion

Abb.4.1: Schematische Darstellung der Nanogelsynthese tber inverse Miniemulsion.
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Bereits in 2009 berichtete unsere Gruppe wie Polyglycerolpartikel auf verschiedenen
Langenskalen hergestellt werden, dabei erstrecken sich die Partikeldurchmesser von der
klassischen Gré3e der hyperverzweigten Polyglycerine (ca. 3 nm) bis hin zu Nanogelen mit
kontrollierbaren GroRRen, zwischen 25 bis 85 nm.

Diese Nanogele konnten mit handelsublichen Monomeren in Miniemulsion gewonnen
werden. Sie sind in polaren Losungsmitteln wie Wasser vollstéandig 16slich.

Aufgrund ihrer GroRe im Nanometerbereich und ihrer hoher Biokompatibilitat kbnnen sie gut
in die Zelle aufgenommen werden ohne diese zu vergiften. In der Arbeit sollen eine Reihe
von verzweigten Polyethern aus A,- und B,-Monomeren synthetisiert werden, um diese
Verbindungsklasse systematisch zu untersuchen. Durch die Kontrollierbarkeit kénnen die
Eigenschaften und die Struktur dieser Nanogele mafl3geschneidert werden. Damit weisen sie

grolRe Potenziale fir vielfaltige Anwendungsmaoglichkeiten auf.

4.1 Polyether Nanogele aus Glycerin und Oligoglycerinen

Die Synthese der Nanogele wurde nach dem oben beschriebenen Verfahren durchgefuhrt
und schematisch in Abb. 4.1.1 dargestellt. Im Prinzip handelt sich dabei um eine
Kondensation zwischen zwei Monomeren, die jeweils OH-Gruppen und Epoxid enthalten.
Das OH-enthaltende Monomer wird hier als Monomer A und das epoxidhaltige Monomer als
Komponente B definiert. Die Anzahl der jeweiligen Funktionalitdten werden mit n bzw. m

gekennzeichnet. Verschiedene Kombinationen von A, und B, sind in der Tab. 4.1 aufgefuhrt.

o H”
{OH)n + W) Tensid
An Bm

A
Y

20-200nm

Abb. 4.1.1: Prinzip der Miniemulsionpolymerisation aus A,- und B- Bausteinen. Mit Hilfe von
Tensiden kénnen Nanogele bestimmter Grol3e hergestellt werden.

49
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Basenkatalysierte Polyadditionen von aromatischen Dialkoholen zu Bisepoxiden in
Miniemulsion wurden bereits von Landfester et al. berichtet. Im Vergleich dazu benétigt die
hier durchzufihrende Deprotonierung der aliphatischen Glycerine eine hdhere
Aktivierungsenergie (120 °C).

Um die Emulsion gegen Ostwald-Reifung, die zur Diffusion der Monomeren fuhren kann, zu
stabilisieren, wurden die Monomere in DMSO geldst. In Gegenwart des nicht-ionischen
Copolymer-Tensids KLE 25 wird die Bildung von Partikeln mit definierten GréRRen
gewadhrleistet. Die so erhaltenen Partikeln weisen starke Verzweigungen an der Oberflache
sowie eine dichte Vernetzung in Inneren auf. Ohne Agentien gegen den osmotischen Druck
fuhrte dieser Prozess zur Bildung von vernetztem Polymer-Netzwerk auf der Makroebene,

die in keinem Losungsmittel 18slich sind.

Die Schwierigkeit dieser Synthese liegt in der ungewdhnlichen Zusammensetzung des
Systems. Da sich hierbei um eine Polykondensation handelt, muss das Reaktionsmedium
komplett wasserfrei sein, sonst wirde Wasser mit dem OH-Komponenten in Konkurrenz
treten. AulBerdem muss das verwendete Lésungsmittel einen héheren Siedepunkt als 120°C
besitzen, denn diese Temperatur wird bendtigt, um die Epoxide zu 6ffnen. Daher wurde
DMSO gewahlt, welches eine deutlich héhere Dichte als Wasser aufweist. Als Tensid wurde
das spezielle Poly(ethylene-co-butylene)-block-poly(ethylene oxide) (KLE 25) verwendet,
das, wie in Abb. 4.1.2 gezeigt, ausgehend von Kraton Liquid durch ring6ffnende
Polymerisation des Ethylenoxides, synthetisiert wurde. Entscheidend fur die Stabilitdt der
gebildeten Tropfen ist die Lange der Polyethylenoxidkette, d.h. die Grél3e von y (siehe Abb.
4.1.2). Das von uns verwendete KLE 25 besitzt eine durchschnittliche Molmasse von 81kDa
mit 41% wt. PEO. Ein ahnliches Copolymer, bekannt unter dem Produktname Pluronic, das
einen niedrigeren PEO-Anteil enthélt, erwies sich als ungeeignet, da dies die Emulsion nicht

lange genug stabil halt.M4 13!

Aufgrund der aufwendigen Herstellung von KLE wurde versucht, dies nach der Reaktion
wiederzugewinnen und erneut einzusetzen. Leider erwies sich die Emusion, die mit dem
wiederverwerteten Tensid erzeugt wurde, als instabil. Es wurde mit Hilfe von GPC
festgestellt, dass das KLE nach der Reaktion nur noch eine Masse von ~ 6 kDa hat,
demzufolge wurde es also wahrend der Nanogelsynthese abgebaut und kann nicht wieder

verwendet werden.
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H OH t-BuP,4 H O\/%\OH
0,67 + vy N > 0,67

O  THF/50°C/2d Y
0,33 0,33

Abb. 4.1.2: Synthese von KLE-Blockcopolymeren.

Der Abbau des KLE-Blockcopolymers liefert auch eine Erklarung fiir die anféangliche teils
niedrige Ausbeute von ~ 10%, nach verschiedenen Optimierungsversuche der Synthese
konnte die Ausbeute auf bis zum 50% erhoht werden.

Im Folgenden sind die TEM-Aufnahmen von einigen Nanogelen zu sehen, dabei wurde
1%iges Uranylacetat als Kontrastmittel verwendet. Die Aufnahmen a) und b) weisen nach

langerem Lagern teilweise Aggregate auf.

Abb.4.1.3: TEM-Aufnahmen von Nanogelen 6 (a 10 mg/mL),
2 (b, 10 mg/mL), 1 (c, 200 mg/mL) (vgl. Tab. 4.1).

4.2 Analyse der Verzweigungsgrade mit Hilfe von inverse gated (IG) **C-NMR

Analyse von Polyglycerin mit Hilfe von **C-NMR-Spektren wurde zuerst von Vandenberg
berichtet und spater durch Penczek und Dworak erweitert. Die inverse gated *C-NMR
Methode ermoglicht die Ermittlung des Verzweigungsgrads durch Interpretation der
Spektren. Polyglycerine von Frey und Brooks, sowie unsere Nanogele besitzen sieben gut
aufgelost Peaks im Bereich von 60-85 ppm, die von dendritischen, linearen und terminalen
Polyethereinheiten stammen. Sie geben Auskunft Gber die Kompaktheit der Struktur. In
Fallen von einfachen Systemen wie Nanogel 1, kann man sogar, aufgrund der

Spektrenzuordnung, den Anteil des Vernetzers berechnen. Dabei betrachten wir die
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Vernetzungsgrade unter Beriicksichtigung der '*C-Peaks der in das Netzwerk
eingebundenen dendritischen Einheiten.

In Abb. 4.2.1 ist ein inverse gated *C-NMR Spektrum von Nanogel 1 zusehen. Die Signale,
die terminalen, dendritischen, linearen 1,3 und linearen 1,4 Einheiten zuzuordnen sind, sind

jeweils als T,D, Lizund L4 gekennzeichnet.

2L. 20,27

Lﬂ

|

| - |

M#‘ uﬂ

LUy —

I Al § 8

Nanogel 1 B4 80 75 76 [ " ()

!

Abb. 4.2.1: Nanogel 1 aus Glycerintrisglycidylether und Ethylenglykol. (links): Struktur von Nanogel 1.
(rechts): inverse gated “*C-NMR Spektrum von Nanogel 1.

Alle Signale kdnnen, wie in Abb. 4.2.1 gezeigt, auf folgender Weise zugeordnet werden: (i)
lineare 1,3- Einheiten(L;3): CH,OH Kohlenstoff bei 62.6 ppm; CH, Kohlenstoff bei 70.6 ppm
und CH Kohlenstoff bei 81.5 ppm; (ii) lineare 1.4-Einheit (L14): beide CH, Kohlenstoffe bei
73.9 ppm, CHOH Kohlenstoff bei 70.7 ppm ; (iii) terminale Einheit (T): CH,OH Kohlenstoff bei
64.4 ppm, CHOH Kohlenstoffe bei 72.2 ppm und die CH, Kohlenstoffe bei 72.2 ppm; (iv)
dendritische Einheit (D): CH Kohlenstoffe bei 80.3 ppm, zwei CH, Kohlenstoffe bei 72.2 ppm

tiberlappend mit einem CH, Kohlenstoff einer terminalen Einheit.!*!

In Allgemeinen ist der Verzweigungsgrad eines glycerin-basierten Polyethers, das dem
Spektrum in Abb. 4.2.1 entspricht, wie folgt zu berechnen:

2D

2D+ L+ 1L, Gl. 4.1

L und D bezeichnen jeweils die nicht verzweigten, linearen und die vollstandig verzweigten,
dendritischen Einheiten.

Die so berechnete DB-Werte werden in Tab. 4.1 aufgefiihrt.
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Tab. 4.1: Verzweigungsgrad, PartikelgrofRen und ingtrinsische Viskositdten aller synthetisierten

Nanogelen
. Durch Intrinsische
Bausteine
-messer Viskositat
System An Bm DB (nm) (mL/g)
o 0
A2+Bg O}om
o)
o~ OH > 0.64 100 1.6
o}
V—\O}O/_QO
OH o)
A3+Bg HO\/\/OH (’)B—/ 0.63 45 1.92
o)
I)_\O}O/_i’o
OH OH 0
A,+B; HO_L_0O__OH > 0.57 43 2.34
AstB, Ho 1 on So~O0—<0 027 116 3.77
Ast+B, Ho 1 o T on S0~ 006 73 4.11
o)
l)—\o mo
AB OH OH OH O}O
5tb3 HO\)\/O\)\/O\)\/OH (')>_/ 0.35 50 3.38
As+B; Ho 1 ok 50 004 75 5.46

Die Verzweigungsgrade DB, (degree of branching) aller A,+B,, Systeme sind in Abb. 4.2.3
abgebildet. Der héchste DB-Wert wurde bei A, + B3 (0.64) beobachtet, gefolgt von Az + Bs
(0.63). Diese Werte sind hoher als die von Frey und Brooks berichteten Werte von 0.5-0.6.
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Ein deutlicher Unterschied zwischen A, + B; (Ethylenglycol + GTGE) und A; + B, (Glycerin +
DGE) wird beobachtet, obwohl beide aus einem bi- und einem tri-funktionellen Bausteinen
gebildet sind. Das lasst vermuten, dass die vernetzenden Komponenten reaktions-
bestimmend sind und damit einen héheren Einfluss auf die Verzweigungsgrade besitzen.

Des Weiteren besitzen die Epoxidkomponenten nach der Ring6ffnung potentielle
Verzweigungsmaoglichkeiten, so dass die Reaktionen an beiden Enden stattfinden konnen.
Bei einer Berechnung des Vernetzer/Monomer-Verhaltnisses wird diese Annahme bestatigt.
Angenommen, die Polymerisation verlauft vollstandig nach der in Schema 4.2.2 dargestellten
Reaktion a, so spiegelt der Peak bei 78 ppm die Summe aller dendritischen Einheiten
wieder, die nur von dem Bs-Vernetzer, dem GTGE, herriihren. Damit ist der Peak D direkt
proportional zu der Anzahl der vollstdndig abreagierten Vernetzer (ng3). Da jedes GTGE-
Molekdl eine dendritische Einheit besitzt, ist ngz gleich D, bzw. x-D (x21). Ferner besitzt ein
GTGE-Molekil 12 Kohlenstoffatome, also kann man die Gesamtmenge der GTGE-
Kohlenstoffatome als 12D formulieren. Das gesamte Integral aller Peaks (total) umfasst alle
Kohlenstoffatome der Probe. Zieht man die Anzahl der GTGE-Kohlenstoffatome von der
Gesamtheit ab, bleibt die Menge der Ethylenglykol-Kohlenstoffe Ubrig. Da das Ethylenglykol
zwei Kohlenstoffatome besitzt, gilt fir die Menge von Ethylenglykol na, = (total-12D)/2. Somit

hatte man eine Moglichkeit, das Verhéltnis beider Komponenten zu ermitteln, als

total =12-D

Gl. 4.2

Das Gesamtintegral (total) betrdgt 36.0 und das Integral von D betragt 3.8, damit ist der
Betrag von D zu grol3, sodass der Term (total-12*D) keinen sinnvollen Wert ergibt. Dies ist
ein Hinweis dafur, dass die dendritischen Einheiten weitaus haufiger sind als zunachst
angenommen. Also ist es anzunehmen, dass neben der Reaktion a auch Reaktion b
stattfindet und somit zu einem héheren Verzweigungsgrad fuhrt. Auch Ringbildung nach c ist

mdglich.
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o
R{OH), + R 2 -

—+<J)m—=_«  HO
e
\b
T
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R' ¢
\[O R/O‘R'J\/O\R O:L — _R
O}Hf 5 Rl},:“

Schema 4.2.2: Reaktionen, die wahrend der Polymerisation in Miniemulsion auftreten: Bildung von
linearen(a), dendritischen (b) und zyklischen (c) Einheiten.

Bei dieser vielversprechenden These wurde versucht, noch hdhere Verzweigungsgrade zu
erreichen.

Bei weiterer Untersuchung von anderen Nanogelen stellte sich jedoch heraus, wie in Abb.
4.2.3 und Abb. 4.2.4 aufgefiihrt, dass Oligoglycerine mit hdherer OH-Anzahl eher zu
niedrigeren Verzweigungsgraden fuhren.

07 /

06

05

0.4

03

02

0.1

Ethylenglykol
Glycerin
Diglycerin
Triglycerin

Abb. 4.2.3: Verzweigungsgrade der Nanogele, berechnet anhand von inverse gated “*C-NMR
Spektren. Der héchste Wert wurde bei Nanogel 1 aus GTGE und Ethylenglycol ermittelt.

55



4. Polyether Nanogele tiber Ring6ffnungspolymerisation in Miniemulsion

In Abb. 4.2.4 werden drei *C-Spektren verglichen, die von drei Nanogele aufgenommen
wurden. Spektrum a) zeigt das Nanogel 1, hergestellt aus Glycerin und GTGE (A; + B3), das
einen Verzweigungsgrad von 0.63 aufweist. Das Nanogel 6 wird aus Triglycerin und GTGE
hergestellt (As + B3). Mit einem hdher funktionalisierten A,-Komponenten, (Triglycerin mit 5
OH-Gruppen) sollte eine héhere Verzweigung erzielt werden, entgegen der Erwartung wurde
jedoch nur eine Verzweigung von 0.35 gemessen.
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Abb. 4.2.4: *C-NMR der Nanogele 1,6 und 5, die Integrale der fiir die Berechnung des
Verzweigungsgrades relevanten Peaks sind in den Spektren angegeben.

Der Grund fur dieses Phanomen ist einerseits die unterschiedliche Reaktivitat der priméren
und sekundaren OH-Gruppen und anderseits die zunehmende sterische Hinderung wéahrend
der Polymerisation. Diese beide Faktoren haben zur Folge, dass die Reaktionen bevorzugt
an den primaren OH-Gruppen stattfinden, so dass das Polymer hauptsachlich in lineare
Richtung wachst.

Auch rechnerisch kann es erklart werden, wenn man eine weitere Grof3e in Betracht zieht,

namlich die sog. average number of branches ( ANB ). Diese ist ein MafR fiur die
Verzweigungsdichte und wird als Verhdltnis zwischen Anzahl dendritischer Einheiten und

Anzahl aller nichtterminalen Einheiten formuliert.¥
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o]

Daraus wird ersichtlich, dass es nicht mdglich ist, zumindest nicht bei einem willkirlichen

Gl. 4.3

Vernetzungsvorgang, den DB-Wert nur durch Einsatz hoher funktionalisierter Monomere zu
steigern. Die Funktionalitat n des A,-Komponenten flie3t in den Nenner mit ein und verringert

dadurch die Dichte der Verzweigung.

4.3 Intrinsische Viskositat [n] und OH-Zahl

Sowohl die herkdmmliche HPG als auch die glycerin-basierten Nanogele haben in der Regel
sphéarische Formen und fuhren daher nicht zu Verschlaufungen, die bei linearen Polymeren
haufig auftreten. Aus diesem Grund besitzen die hier beschriebenen Nanogele niedrigere
Viskositat, die auch bei gesteigerten Konzentration konstant bleiben. Fir biomedizinischen

Anwendungen ist diese Eigenschaft von groRem Vorteil.

Wie im Kapitel 1 beschrieben wurden die intrinsische Viskositat Uber die spezifische
Viskositat der wassrigen Polymerlésungen verschiedener Konzentrationen ermittelt. Die
spezifische Viskositat (ns,) errechnet sich aus den gemessenen Fliel3zeiten der
Polymerldsungen geteilt durch die jeweiligen Konzentrationen. Die Auftragung der ns,-Werte
gegen die Konzentrationen in g/ml wurden bis zum Nullpunkt extrapoliert, aus den
Schnittpunkten mit den Y-Achse wurden die intrinsischen Viskositaten abgelesen (siehe.
Tab. 4.1). Jede Messung wurde bei 37 °C dreimal durchgefiihrt, um daraus den Mittelwert zu
bilden.

Abb. 4.3.1 veranschaulicht das lineare Verhaltnis zwischen intrinsischer Viskositat und
Verzweigungsgraden. Die niedrigste Viskositat von 1.6 mL/g wurde beim Nanogel 1
gemessen, das aus Glycerintriglycidylether und Ethylenglykol (A, + Bs) besteht und den
hochsten Verzweigungsgrad von 0.64 aufweist. Wie erwartet hat das Gel 7, bestehend aus
guasi-linearen Bausteinen mit dem niedrigsten Verzweigungsgrad (DB = 0.04), auch die

hochste Viskositat, die mit der von linearen PEG vergleichbar ist.l”® 11!
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Intrinsische Viskositat [mL/g]

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Verzweigungsgrad

Abb. 4.3.1: Korrelation zwischen intrinsischer Viskositat und Verzweigungsgraden.

Dementsprechend ist es mdglich, die Viskositat eines Nanogels aufgrund seines
Verzweigungsgrades vorherzusagen, der Verzweigungsgrad wiederum ist steuerbar tUber die

Wahl der Monomeren sowie Uber das Verhaltnis von Monomer zu Vernetzer.

4.4 PartikelgrofZe und Quellung

Bei dem hier vorgestellten Glycerin-basierten Nanogelen handelt es sich um ein Hydrogel.
Daher ist der Vernetzungsgrad von Bedeutung. Der Vernetzungsgrad eines Gels wird
definiert Uber die Anzahl des Vernetzers pro Monomer. Dieser wird normalerweise als das

reziproke des Quellungsgrades Q ermittelt.

Man unterscheidet zwischen dem Volumenquellungsgrad Qv und dem Massenquellungsgrad
Qum. Eine géngige Methode, es zu messen ist das einfache Quellen einer Gelmasse in
bestimmten Lésungsmitteln. Um den Qy-Wert zu erhalten wird die Massendifferenz zwischen
der Masse des gequollenen Netzwerks a und der des ungequollenen Netzwerks b ermittelt,

nachdem ein Quellungsgleichgewicht erreicht ist. Nach der Gleichung 4.4 erhalt man:

a-b
T

Gl 4.4

Der reziproke Wert davon 1/Q, dient als relatives Mall vom Vernetzungsgrad. Bei

Vernetztung langkettiger Polymere kann er auch mit Hilfe von NMR-Spektren ermittelt
58



4. Polyether Nanogele tiber Ring6ffnungspolymerisation in Miniemulsion

werden.™” Apalog zu Qu wird Q, als das Verhéltnis zwischen dem Volumen des

gequollenen Gels zum Volumen der trockenen Masse vor der Quellung. Somit gilt GI. 4.5

Vi Gl. 45

Mit Hilfe der Analyse des Quellverhaltens wurden die Nanogele auf eventuelle Zyklenbildung
hin untersucht, die durch lineare Monomere gemafR der Reaktionspfad c entsteht (Abb. 4.4).
Da keine kleinen Zyklen im NMR-Spektren sichtbar sind, ist der Quellungsgrad, der als der
Kehrwert der Vernetzungsgrad dargestellt wird und umgekehrt proportional zu der Anzahl
der Zyklen ist, der einzige Hinweis auf Zyklenbildung. Dazu wurden Anderungen der
PartikelgroRen in trockenem und gequollenem Zustand untersucht.

100 —

relative Teilchenanteil (%)

Durchmesser (nm)

Abb. 4.8: PartikelgréRen gemessen mit Hilfe von TEM (links) und DLS (rechts).

Abb. 4.8 zeigt die unterschiedlichen PartikelgroRen des Nanogels im trockenen Zustand und
in Losung. Die dynamische Lichtstreuung (DLS) Analyse einer wassrigen Ldsung zeigte
Nanogelteilchen von etwa 100 nm Durchmesser. Die gleiche Probe, gemessen mit der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) unter Hochvakuum zeigte viel kleinere
PartikelgroRen im Bereich von 27 nm + 15%. Dieser signifikante Volumenunterschied weist

auf eine starke Quellung der Nanogelpartikel in Wasser hin und kann als Vgequ. / V. formuliert
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werden. Fur dieses Beispiel betrug der Quellungsfaktor ~ 30. Die PartikelgroRe des
Nanogels 2, bestehend aus einem A; + B3 System, das auch in wassriger Lésung und im
trockenen Zustand gemessen wurde, zeigte sehr #hnliches Verhalten."”® Allerdings war
Nanogel 2 weniger quellbar und enthielt mehr zyklische Einheiten. Dieser Unterschied
konnte nicht durch die Untersuchung der Viskositdten ermittelt werden, da sowohl
Verzweigung als auch Makrozyklen zu einer kompakteren Struktur und damit zu einer
geringeren Viskositat fuhrten. Demzufolge ist die Bildung der Zyklen nur an ihrem
Quellverhalten erkennbar.

DLS Messungen zeigten eine enge GréfRenverteilung und spharische Form der Partikeln, die
durch Korrelationsfunktion bestétigt ist. Durch TEM Messungen, jedoch konnte man auch
langliche Partikel beobachten, die entweder durch Kondensation der Tropfchen oder durch
Aggregationen von zwei oder mehr Teilchen aufgrund der Trocknungseffekt gebildet sein

koénnen.
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4.6 Zusammenfassung und Diskussion

In diesem Kapitel wurde die Synthese und Eigenschaften von glycerin-basierten Nanogelen
beschrieben.

Im Vergleich zu géngigen Wasser-in-Ol-Miniemulsionen,”™ die zur Herstellung von z. B.
Polyacrylamide verwendet werden, wurde fur die Synthese der hydrophilen Nanogele ein
System verwendet, das schwer zu stabilisieren war. Wegen der Natur einer
Polykondensation musste das verwendete Losungsmittel zu einem polar-aprotisch sein, zu
anderem einen hohen Siedepunkt besitzen. Diese ungewohnliche Zusammensetzung stellte
eine Herausforderung dar, die mit handelsiiblichen Tensiden nicht zu meistern ist.

Mit Hilfe von dem speziellen Tensid KLE25 konnte so eine Miniemulsion hergestellt werden,
in deren Nanotropfen die Reaktion stattfand.

Aufgrund hoher Reaktionstemperatur wurde jedoch ein Teil des Tensid abgebaut, was

teilweise zum fuhrt. Daher kann die Ausbeute diese Reaktion 50% nicht Uberschreiten.

Die erhaltenen Nanogele wurde auf verschiedenen Eigenschaften hin untersucht.

Neben der guten Loéslichkeit in Wasser und Methanol liegt der wichtigste Vorteil dieser
Verbindungsklasse in der niedrigen Viskositat, die weder von der Konzentration noch von
ihren Partikelgré3e beeinflusst wird.

Aus der in Tab. 4.1 aufgefihrten Serie lasst sich ein Zusammenhang zwischen
Verzweigungsgrad und Viskositat erkennen. Hohe Verzweigung fuhrt zur verminderten
Verschlaufung und somit zur niedrigeren Viskositat.

Somit ist es moglich, die Viskositat eines Nanogels aufgrund seines Verzweigungsgrades
vorherzusagen, der Verzweigungsgrad wiederum ist steuerbar Uber das Verhaltnis von
Monomer zu Vernetzer. Eine der mdglichen Anwendungen solcher Nanogele ist Plasma-
exropander, welcher in der Regel mit héheren Konzentrationen infundiert wird .[#% 118 1191

Im Vergleich zu den von Brooks berichteten 14-18 nm grof3en HPGs mit DB-Werten von 0.5-
0.6 und einer inneren Viskositat von 2.2 ml/g,™® zeigte Nanogel 1 trotz seiner Partikelgréze

von 50 nm eine niedrigere Viskositat von 1.6 ml/g.

Ein weiterer Faktor, der die Viskositat beeinflussen konnte, ist die Anzahl bzw. Konzentration
der Oberflachenhydroxygruppen, wovon die Starke der Wasserstoffbriickenbindung direkt
abhangig ist. Allerdings kann man diesen Faktor hier vernachlassigen, da es sich hier um
stark verdiinnte Lésungen handelt.

Anderseits gehdrt die OH-Zahl auch zu wichtigen charakteristischen Daten dieser

Verbindungsklasse und ist essentiell fir die weitere Funktionalisierung an der Oberflachen.
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Uber Titrationsanalyse wurde bei Nanogel 1 eine Konzentration der OH-Gruppen von 11.2
mmol/g ermittelt, dieser Wert liegt leicht unter dem des hyperverzweigten Polyglycerins
(c(OH) = 13.5 mmol/g).**! Dies riihrt von der vernetzten Struktur des Nanogels her und
sollte bei weiteren Verwendungen berucksichtigt werden. Die niedrigste OH-Zahl besitzt, wie
erwartet, das am niedrigst verzweigte Nanogel 7 mit 5.8 mmol/g.

Anders als beim hyperverzweigtem PG ist die innere Struktur des Nanogels vernetzt, die
Vernetzungsgrad ist in diesem Fall direkt abhangig von der Verzweigungsgrad, da die
Vernetzungsreaktionen immer an dendritischen Einheiten stattfinden.

Aus der Nebenreaktionen konnen auf3erdem grof3eren Zyklen gebildet werden (Schema
4.2.2), die das Quellverhalten des Nanogels beeinflussen kdnnten.

Aufgrund der Nanometer-Dimension der Nanogelpartikeln kann man lhre Quellbarkeit nicht,
wie Ublich, anhand der aufgenommenen Lésungsmittelmenge ermitteln. Hier muss das
Volumen der Partikeln herangezogen werden, um Volumenquellungsgrad zu ermitteln.
Daher wurden die Durchmesser der Partikeln in der Losung und im Vakuum miteinander
verglichen.

Durch den Vergleich konnte eine starke Quellbarkeit festgestellt werden. Im Wasser besitzt
ein Nanogel namlich bis zum 3.5 fache Durchmesser und somit ~ 33 fache Volumen wie im
Vakuum. Im Vergleich dazu weisen die von Hennink hergestellten HyPG-MA (methacrylated
hyperbranched polyglycerol) Mikrogele eine die Quellungsgrad bzgl. Durchmesser von 1.3-
1.7 auf.®® Damit betragen die Volumenquellungsgrade 2-5. Ein von Koster als
ausgezeichnet beschriebenes polymers Carbonsaureamid besitzt dagegen eine Volumen-
quellungsgrad von 5 in Wasser*®! Durch den Vergleich konnte eine starke Quellbarkeit
festgestellt werden.

Nimmt man diesen Wert, genauso wie die Massenquellungsgrad, als Grundlage fir die

Berechnung des Vernetzungsgrades (DC), erhalt man tber die Gl. 4.6

Q Gl. 4.6

einen Vernetzungsgrad von 0.023, der bei einem Verzweigungsgrad von 0.6 relativ niedrig
ist. Damit kann man annehmen, dass die Ringbildung in den Nanogelpartikeln vernachlassigt

werden kann.
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5. Modifikationen der Polyether Nanogele

5.1 Nanogele mit offenen Netzwerken basierend auf langkettigen Bausteinen

Wie schon in Kapitel 1 erwéhnt, eignet sich die Klasse der hyperverzweigten aliphatischen
Polyether aufgrund ihrer hervorragenden Biokompatibilitat besonders gut als
Wirkstofftransporter. Der aussichtsreichste Kandidat ist das hyperverzweigte Polyglycerin
(HPG)." Leider ist seine Effizienz in der medizinischen Anwendungen durch dessen GroRRe
von maximal ~10 nm beschrankt. Partikel in dieser GroRe verlassen schnell die Blutbahn
durch Extravasation und die renale Ausscheidung.®” Dagegen kénnen Molekiile mit einem
Durchmesser von ~200 nm aufgrund des "Enhanced Permeation and Retention-Effect"

(EPR-Effekt) langer im Blut verweilen (vgl. Kap. 1).

Die in den vorherigen Kapiteln vorgestellten Nanogele mit den beschriebenen chemischen
und physikalischen Eigenschaften gelten fir zahlreiche Anwendungen als sehr
vielversprechend. Aufgrund ihrer hohen Stabilitat, Biokompatibilitit und einer
ausgezeichneten Steuerbarkeit durch Verdnderungen von &ufReren Parametern wie
lonenstarke, pH-Wert und Temperatur, kdnnen sie beispielweise als Wirkstoff- und Gen-

Transporter sowie Mikrocontainer eingesetzt werden.[® 12 124

In Kapitel 4 wurden Nanogele auf Glycerinbasis hergestellt, die eine GrofRe von 20-200 hm

[74.123] hiese Nanogele vereinen Merkmale von HPG und vernetzten Hydrogelen.

aufweisen.
Einerseits weisen sie, ahnlich wie das hyperverzweigte Polyglycerin, eine niedrige Viskositat
und dichte Oberflachenfunktionalitat auf, anderseits besitzen sie vernetzte Strukturen und die

damit verbundenen Eigenschaften, wie z. B. die Quellbarkeit.

Im letzten Kapitel wurden bereits die Nanogele mit HPG verglichen. In Bezug auf die
gelahnliche Funktionen, wie z. B. Quellverhalten, ist auch die interne Architektur der
Nanogele von besonderem Interesse. Um diese zu untersuchen wurden die Auswahl der
Bausteine, aus denen die Nanogele gebaut sind, von Glycerin auf langkettige
Polyethylenglykole (PEG) erweitert. PEGs sind als biokompatible Materialien schon in vielen
Bereichen etabliert und kommerziell erhaltlich.

In diesem Kapitel wird die Innenarchitektur der Nanogele variiert, um zu untersuchen,
welchen Einfluss die Struktur der Bausteine auf die Elastizitat der Partikel hat. Mit Hilfe von
DLS, AFM sowie SFM sollen die GroRRe der Nanogelpartikeln in verschiedenen
Ldsungsmitteln bzw. Lésungsmittelgemischen ermittelt werden. Anhand von Ergebnissen der
Elastizitatsmessungen soll auch geklart werden, in wie fern sich die Geleigenschaften durch
die Lésungsmittelumgebung beeinflussen lassen.?®!
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Wie in Abb. 5.1.1 dargestellt, wurden vier Nanogele aus unterschiedlichen Bausteinen
synthetisiert, die im Folgenden jeweils als nPGgy, (aus GTGE und Glycerin), NnPGagoc (aus
PEG400-GE und Glycerin) nPGyo (aus GTGE und PEG400) und nPGsp (aus GTGE und
PEG1500) bezeichnet werden.
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Abb. 5.1.1: Nanogele aus verschiedenen Bausteinkombinationen.

Aufgrund der unterschiedlichen Kettenlange der Bausteine werden unterschiedliche innere
Architekturen und somit unterschiedliche Flexibilitdten der Nanogelpartikel erwartet, die
anhand von Quellbarkeiten untersucht werden sollen. Dabei ist der Vergleich zwischen
NPG4c UNd NPG4 besonders interessant. Beide enthalten langkettige Komponenten mit
einer mittleren relativen Molmasse von 400 g/mol. Bei nPG4q dient das PEG 400 als das Ap-
Komponente, wahrend das PEG 400-GE mit zwei endstandigen Epoxidringen bei nPG 400
die Rolle des Bp-Komponenten Ubernimmt. Laut dem in Kapitel 4 beschriebenen
Reaktionsmechanismus ist der epoxidhaltige B.,-Baustein die reaktionsbestimmende
Komponente, so ist es sehr wahrscheinlich, dass die beiden Gele trotz &hnlichen
Ausgangsverbindungen doch unterschiedliche Inneren Architekturen erhalten, was

schlieBlich zu unterschiedlichen Quellverhalten fuhrt.
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5.1.1 Quellung in variablen Lésungsmitteln

Die folgende Tabelle und das dazugehodrige Diagramm in der Abb. 5.1.2 zeigen die Daten
einer Messreihe, bzw. die graphische Auftragung dieser Daten, die Aussagen Uber das
Quellverhalten der Nanogelen liefern konnen.

Tab. 5.1: PartikelgroRen der Nanogele in verschiedenen Losungsmittelgemischen.
Durchmesser (nm)

Wassergehalt in

Methanol (%) nPGgyy NPG00c NPGo0 NPG1500
0 85.5+2.4 136+38.8 139.6+30 193.4+40.4
40 146.4+9.2 254.4+38.8 202+68.1 269.7+14.9
50 82.5+5.2 103+8.4 76.4+1.1 133+39.7
60 75.4+0.5 69+2.8 103.4+6.5 61+2.8
70 77.5+0.9 78.5+2.8 117+5.5 78+3.8
100 146.8146.1 129.7+23.2 156.4+30 174.4+10.3

—a— nPGgly
300 = —a— nPG400C
—a&— nPG400
—#+—nPG1500

250 +

200 +

D(nm)

150

100

50

Wassergehalt in Methanol (%)

Abb. 5.1.2: GroRenanderungen der Nanogele in verschiedenen Lésungsmittelgemischen. Die
Standardabweichungen sind in der Tab. 5.1 angegeben.
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An den gemessenen PartikelgréRen und deren graphischer Auftragung gegen den
Wassergehalt im Losungsmittel wird bei allen Gelen ein &hnlicher Verlauf ersichtlich. Die
PartikelgréRen nehmen zundchst mit steigendem Wassergehalt zu und fallen wieder, bis ein
Minimum bei 50-60% Wassergehalt erreicht wird, mit weiterer Zugabe von Wasser quellen
die Partikel jedoch wieder auf.

Der durch die Kettenlange der Bausteinen verursachte Unterschied wird in Methanol
besonders deutlich. Aufgrund des hoheren PEG-Gehalts im Ruckgrat weisen die PEG-
basierten Nanogele eine bessere Quellbarkeit in Methanol als in Wasser auf. Die
Quelleigenschaften stehen im direkten Zusammenhang mit der Kettenlange der Bausteine.
Wie erwartet, zeigte nPGiseo den groRten Partikeldurchmesser und das starkste
Quellverhalten, was eine hohe Flexibilitdt belegt. Die beiden Gele NPGygpc und nNPGyoo,
bestehend aus PEG 400 Derivaten, haben fast die gleiche Grof3e in Methanol. Der kleinste
Durchmesser wurde bei nPGg, gemessen, im Gegensatz zu den PEG basierten Gelen quillt
NPGyy in reinem Wasser mehr als in reinem Methanol. Den Grund dafur findet man in der
hohen Hydrophilie dieses Gels. Aufgrund héherer Reaktivitat findet die Vernetzungsreaktion
bevorzugt an primaren OH-Gruppen statt, somit bleibt eine groe Menge sekundaren OH-
Gruppen frei. Als Folge dessen sind nicht nur an der Partikeloberflache eine grof3e Anzahl
von OH-Gruppen zu finden, sondern auch in ihrem Inneren. Alle vier Gele erreichen das
Minimum ihrer Durchmesser im Bereich von 60% Wassergehalt. Offensichtlich besteht hier
eine Mischungsliicke zwischen Wasser und Methanol, was zu kompletter Verdrangung des
Lésungsmittels aus dem Gelpartikel fiihrt (cononsolvency effect).'?” Unter dieser Bedingung
ist die PartikelgréRe vergleichbar mit derjenigen unter Losungsmittelfreien Bedingung. Die
anfangliche Zunahme der PartikelgréRen ist jedoch auffallig. Dieses Phanomen lasst
vermuten, dass das ideale Losungsmittel Ether-basierter Nanogele eine Mischung ist, d. h.
die Quellung erreicht das Maximum nur in einem Gemisch aus Wasser und Methanol.
Obwohl nPGsp und nPGgy. aus ahnlichen Bausteinen bestehen, haben sie ganz

unterschiedliche Quellverhalten.

5.1.2 Quellverhalten auf der Goldoberflache

Die SFM- sowie die im nachsten Abschnitt beschriebene Young's Modulus Messung wurden
in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Klitzing von Marcel Richter an der
Technischen Universitat Berlin durchgefiihrt.

Um die Harte bzw. die Biegesteifheit der Partikel zu bestimmen wurden SFM-Messungen an
den Nanogelen durchgefuhrt. Uber Spin-Coating wurden die Proben auf Goldoberflachen

aufgetragen. Abb. 5.1.3 zeigt SFM-Bilder der Nanogelpartikeln im Wasser (obere Zeile) und
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Methanol (untere Zeile). Die drei PEG-Nanogele quellen viel starker in Methanol als im
Wasser, dies ist auf die bessere Ldslichkeit der PEG-Einheiten in Methanol zurtickzufuhren.

Wasser Wasser Wasser
.
L ‘
.
A ] C

nPGyy NP Guaooc NPGago NPGis00

40 nm

Methanol Methanol Methanol

Methanol

G

Abb. 5.1.3:. SFM Aufnahmen in Wasser (obere Reihe) und Methanol (untere Reihe) von nPGy, (A, E),
NPGg0c (B, F), NPGago (C, G) und nPGy5q0 (D, H). Die GroRe von nPGg,-Partikeln unterscheiden sich
nur leicht, wahrend PG goc-, PGaoo- Und PGs00-Partikeln in Methanol deutlich vergréRert sind. (Mal3e

der Scans: 1x1 um)

In Wasser besitzt das nPGg, den gro3ten Durchmesser von allen vier Gelen. In Methanol

schrumpft er ein wenig, dahingegen quellen nPG40 und NPG159 Stark auf. Dies belegt eine

hohere Flexibilitat der letzteren beiden Gele.

In Abb. 5.1.4 sind die Querschnitte der Nanogelpartikel zu sehen, die roten Linien zeigen den

Umriss der Partikeln in Wasser, wahrend die gestrichelten Linien die Partikel in Methanol

darstellen. Eine deutliche Zunahme der Partikelgrof3e kann fur die Teilchen nPGyy und

NPGisq0 festgestellt werden. Dies stimmt mit den Ergebnissen aus der DLS-Messung

Uberein.

Zusatzlich kann man mit Hilfe der cross section Darstellung erkennen, dass die Partikel sich

an den Trageroberflachen zum Teil anders verhalten als in schwebendem Zustand.

Insbesondere das nPGisy flachte auf dem Trager stark ab, was im Vergleich zu seinem

Zustand in Methanol besonders deutlich wird. Somit sind die Partikel in Wasser weicher als

in Methanol.
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Abb. 5.1.4: SFM-Cross sections von nPGy, (oben links), NPG g0 (0ben rechts), nPGaqo (unten links)
und nPGsqp (Unten rechts). Im Wasser weisen sie deutlich gréf3ere Durchmesser auf als im Methanol,
dies ist bei nPG;5¢9 besonders deutlich zu sehen.

5.1.3 Mechanische Eigenschaften

Der Young's-Modulus von adsorbierten Partikeln wurde durch SFM Nanoindentation an
mindestens drei Partikeln bei 25 °C bestimmt. Tab. 5.2 zeigt die Ergebnisse der Young-
Moduli in Methanol und Wasser. Der Young's-Modul E wurde mit einem von Hertz Dimitriadis
eingefuihrten Modell berechnet

Die Quellfahigkeit der Partikel ist viel besser in Methanol als in Wasser, was zu einem
grolReren Methanolaufnahmeindex fiihrt. Daher konnten die Elastizitditen nPGgoc und NPGyqo
aufgrund ihrer geringen Grol3e nicht in Wasser bestimmt werden. Dabei sind die Ergebnisse
in Methanol fur weitere Experimente von gréRerer Bedeutung. Die Young's-Modulus-Werte
von den beiden glycerin-basierten Gelen, nPGg, und nPGuq, liegen nah beieinander. Dies
lasst vermuten, dass die A,-Komponente, in diesem Fall Glycerin, mehr zur Steifheit beitragt
als die B,-Komponente. Andererseits unterscheiden sich die Gele mit einem PEG-RIickgrat,
wie das NPGyg und das nPG;sq0, €xtrem in ihrer Steifheit. Urspriinglich wurde angenommen,

dass die Gele umso weicher sind, je langkettiger ihre Bestandteile sind. Demnach sollte das
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nPGiso0, aufgrund der flexibleren Innenstruktur, einen niedrigeren Youngs' Modulus-Wert als
nPGyy, haben, dies ist aber nicht der Fall. Dahingegen ist NPGaq, das aus kirzeren PEG-
Ketten besteht, viel weicher als nPG;500 mit seinem 3-fach langeren PEG-Ketten. Dies kann
durch Bildung von Substrukturen erklart werden. Es wurde gezeigt, dass bei
Nanogelsynthesen isolierte Substrukturen aus einzelnen Monomeren entstehen konnen.
Diese Substrukturen beeinflussen die mechanischen Eigenschaften der Gele.™® Von
langeren PEG-Ketten ist bekannt, dass sie schraubenférmige oder globulare Substrukturen
bilden, was zu einem kompakten Netzwerk fuhrt. Dahingegen sind die Einheiten des PEG-
Ruckgrates von nPG, Weniger flexibel als diejenigen von nPGsq, dadurch ist die Tendenz,

solche Unterkonstruktionen zu bilden, weniger ausgepragt, was zu weicheren Partikeln flhrt.

Tab. 5.2: Die gemessenen Young's Moduli der Nanogele, in Wasser und Methanol.

Substanz  Young's modulus in Methanol [kPa] Young's modulus in Wasser [kPa]

nPGgyy 1429.8 £ 600 1636 + 522
NP Gaooc 1556 £+ 244
NP Gao0 389+10 e
NPGis00 1871 £ 106 2884 + 217

Es sei nochmal darauf hingewiesen, dass die Teilchen, die in Wasser gemessen wurden,
steifer als in Methanol sind. Dies stimmt mit den Daten aus dem SFM und DLS-Messungen
Uberein (siehe Abb. 5.1.2-5.1.4).
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5.1.4 Zusammenfassung und Diskussion

In diesem Abschnitt wurde das Spektrum der Bausteine der im Kapitel 4 Dbereits
beschriebenen Synthese auf langkettige PEG-Spacer erweitert. Die daraus gebildeten
Nanogele werden im Folgenden als PEG-PG-Nanogele bezeichnet, um diese von dem in
Kapitel 4 erwdhnten nPG zu unterscheiden. Da diese ebenfalls Glycerinkomponenten
enthalten gehdren auch sie, genauso wie das nPG, zu den glycerin-basierten Nanogelen.

Die erhaltenen PEG-PG-Nanogele wurden in ihren mechanischen Eigenschaften mit dem
nPG aus dem vorherigen Kapitel verglichen. Die Quellbarkeit dieser Partikel wurde sowohl
im schwebenden Zustand als auch auf der Oberflache gemessen. Zusatzlich wurde das

Elastizitatsmodul der auf Goldoberflache aufgetragenen Partikel untersucht.

Es wurde gezeigt, dass sich die Quellbarkeit der Nanogele, je nach Ldsungsmittel, deutlich
verandert. Im Wasser waren die nPG-Partikel viel groRer als in Methanol, was durch die
bessere Wasserlgslichkeit der Glycerineinheiten zu erklaren war. Im Gegensatz dazu waren
die PEG-PG-Nanogele in Methanol starker gequollen als in Wasser.

Der gleiche Trend bei den PEG-PG-Nanogelen wurde auch auf der Goldoberflache
beobachtet. Anders als in der Losung, wies nPG dabei einen geringfigig grof3eren
Durchmesser in Methanol auf.

Auffallig war, dass die beiden Gele, die Glycerin als A,-Komponente enthalten, also das
NPGgy und das nPGaec, trotz dem deutlichen Langenunterschied ihrer Bausteine, sich in
ihren Young's-Moduli sehr ahneln. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die nPGye und
NPG4oc sehr deutlich in ihrer Steifigkeit, obwohl beide PEG400 in ihrem Gerlst enthalten
(siehe Tab. 5.2). Daraus erschlief3t sich, dass die Komponente B, (oder der Vernetzer)
mehr Einfluss auf die Kernarchitektur und Quelleigenschaften des Produktes hat als das A.-
Komponent. nPG1500 mit PEG1500-Ketten erwies sich wiederrum als steifer als das nPG 40,
dies ist auf die Bildung von Substrukturen zurlckzufihren. Derartige Phdnomene wurden
auch bei PolyNIPAM-Partikeln beobachtet.**! Auch fiir langkettige PEGs ist es bekannt,
dass sie globulare oder helikale Substrukturen bilden kénnen. Je langer die PEG-Kette ist,
desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass diese verknault vorliegt. Somit gehen sie auch
als Knaule in die Reaktion ein, so dass innerhalb des Gels lokal verdichtete Strukturen
entstehen. Dies beeinflusst die Flexibilitdt und erhdht die Steifigkeit eines PEG-PG-Nanogels
erheblich.

Daraus lasst sich schlieRen, dass die Flexibilitat, wie vorhergesagt, mit steigender
Kettenlange der Bausteine zunimmt, allerdings muss die Verknaulung berlcksichtigt werden,

die erst ab einer bestimmten Kettenlange auftritt.
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5.2 Oberflachenfunktionalisierung der Polyglycerin Nanogele

Im Laufe der letzten zehn Jahre wurden viele Carrier zur DNA/RNA-Transfektion untersucht,
die meisten basieren auf polykationischen Lipiden oder Polymeren, welche mit der DNA
Komplexe bilden, sogenannte Lipo- bzw. Polyplexe. Dabei missen die Polykationen
zahlreiche Anforderungen erfillen, wie geeignete GroRe, Ladung, Hydrophobie oder

Pufferkapazitat.!® 9 1281301

In den letzten Jahren wurden bereits dendritische Polyethylenimine (PEI),
Polypropylenimenen (PPI), Polyamidoaminen (PAMAM) sowie polyglycerin-basierten
Polyaminen berichtet, die hohe DNA/RNA-Transfektionseffizienzen aufweisen. 129 131
Obwonhl die meisten noch grof3e Verbesserungspotentiale beztiglich Toxizitdt haben, hat sich
das Konzept von Protonenschwamm in Form von Polyaminen als vielversprechend
erwiesen.

Auch das in dieser Arbeit behandelte nPG kann durch entsprechende Funktionalisierung als
DNA/RNA-Komplexierungsmittel wirken.

Mit der exellenten Dispergierbarkeit und der Gréf3e in Nanometerbereich sind sie aul3erst

vielversprechende Kanditaten fir die Gentransfektion.

Ziel dieses Projektes war es, ein effizientes Transfektionsmittel mit geringer Toxizitdt zu
designen. Da angenommen wird, dass die Toxizitat abhangig von der Ladungsdichte ist,
wurden im Rahmen dieser Arbeit Nanogele, aufgrund ihrer Gréf3e, als potenzielle

Transfektionsmittel getestet.

Abb.5.2: Komplexierung der DNA durch nPG-Amin, Bildung eines DNA/nPG-Amin Polyplexes und
Aufnahme in die Zelle.
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5.2.1 Synthese und Syntheseoptimierung

Die Funktionalisierung der Polyglycerinnanogele kann auf zwei verschiedene Routen
erfolgen, die in Abb. 5.2.1 jeweils als a) und b) aufgefuhrt sind. Route a) stellt eine bereits
etablierte Methode dar und geht von nPG-OH aus.™! Die Hydroxygruppen werden zunéchst
teilweise in Mesyl-Gruppen Uberfihrt, anschlieRend ergeben sich zwei Moéglichkeiten zur
Aminierung. Zum Einen Uber eine Azidierung mit abschlieRender Reduktion zu nPG-Amin
(Route al)), zum Anderen Uber eine direkte Aminierung in walrige Ammoniaklésung (Route
a2)). Fur die Route b wird die in Kap. 4 beschriebene Nanogelsynthese (durch ring6ffnende
Polykondensation von Epoxiden, Abb. 4.2.2) leicht variiert, da die so gebildeten Nanogele
am Ende der Reaktion immer noch Epoxide enthalten, solange sie nicht mit Wasser
gequencht werden.®” 7 8 puyrch kontrollierte Reaktionszeit werden Epoxid beladene
Nanogele gezielt hergestellt. Dadurch kann man die anschlielende Funktionalisierung auf
zwei Schritte reduzieren und vermeidet nicht nur den relativ anspruchsvollen Schritt der
Mesylierung sondern verringert auch den Ausbeuteverlust durch die Aufarbeitung. Die
Beladung der Epoxide ist tUber die Reaktionszeit der Nanogelsynthese regulierbar, allerdings
erreicht man auf diese Art und Weise nur eine relativ niedrige Beladung von < 20%. Ist eine

hohere Beladung erwiinscht, so muss man auf die Route a) zurtickgreifen.

i al) |
or MsCl OH ' Nan, OH i
) @ —OH T i @ —oMs| @ — N, |
Pyridin : :
o OH i .. SoH |
i a2) i i l;PPh:; i
i NH3 | OH
S -1 @,
OH

OH OH o
—< o NaN; y(

TOH “OH

Abb. 5.2.1: Syntheserouten zur nPG-Amin.
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Die mit Epoxiden beladenen nPG Partikel (nPG-Epoxid) wurden mit Hilfe von NMR- und
TEM charakerisiert. Zunachst sind sie den nPG Partikeln sehr &hnlich. Nach sechs Monaten
wurden jedoch Veranderungen im TEM beobachtet, welche in Abb. 5.2.3 a) und b) illustriert
sind. Hier sieht man z. B. langliche Strukturen, die zunachst fir Aggregate gehalten wurden.
Nach der Ultraschallbehandlung der Probe konnten diese Gebilde aber nicht gebrochen
werden, sondern scheinen sich eher zu vermehren und noch kompliziertere Formen
anzunehmen, wie in Abb. 5.2.3 c¢) und d) zu sehen ist. Die langlichen Partikel missen also
durch kovalenten Bindungen zustande gekommen sein, vermutlich durch die Epoxide, die an
der Oberflache nach langerer Zeit mit den OH-Gruppen reagieren.

Abb. 5.2.2: TEM- (links) und Cryo-TEM- (rechts) Aufnahmen einer zu 16% mit Epoxiden beladene
nPG Probe, Probenkonzentration; ~ 10 mg/mL.

a) b)
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c) d)

Abb. 5.2.3: a), b): Unterschiedliche Bereiche der Probe nPG-Epoxid 16% nach sechs Monaten c), d):
unterschiedliche Bereiche dieser Probe nach einer Ultraschallbehandlung.

Es ist also wichtig, die Epoxid-beladenen Nanogele schnell zu verarbeiten. Die Umsetzungen
der Epoxiden zu Aziden und die anschlieBende Reduktion zu Aminen wurden anhand von
IR- und NMR-Spektren verfolgt.

Es wurden nPG-Amine mit verschiedenen Beladungen hergestellt. Ein 16%iges nPG-Amin
wurde Uber Route b) erhalten, ein 88%iges und ein 78%iges ein nPG-Amin wurden von
Markus Hellmund Uber Route al) hergestellt, Die jeweillige Funktionalisierung bzw.
Beladung wurde anhand von NMR-Spektren ermittelt.

Die geplante Methode a2) erwies sich als ungeeignet, da die Umsetzung auch nach
mehreren Tagen nicht vollstandig ablief. Daher erfolgten die Synthesen ausschlie3lich tber
Route al) und b).

Unserer Erwartung entsprechend wurden mit beiden Methoden einheitliche Partikel
detektiert. In TEM-Aufnahmen kénnen die aminierten Nanogele nicht von den nomalen nPG
Partikel unterschieden werden und besitzen einen Durchmesser von ~30 nm (Abb. 5.2.2).
Ahnlich wie die nPG-Nanogele zeigen auch die funktionalisierten Partikel mit einem

Durchmesser von ~ 80 nm in wassriger Losung eine relativ starke Quellbarkeit.

5.2.2. nPG-Nanogele als DNA-Transfektionsmittel

Basierend auf einem nPG aus A;+Bs-System (Glycerin + GTGE, siehe Kapitel 4) wurden
zwei nPG-Amine mit unterschiedlichen Beladungen hergestellt (16% und 88%). Die 88%ige
nPG-Amine wurden von Markus Hellmund funktionalisiert. Ein weiteres nPG, ebenfalls aus
As+B3-System wurde von Markus Hellmund hergestellt und zu 78% mit Amin funktionalisiert.

Mit dem nPG-Amin 78% wurden Zytotoxizitatstest sowie DNA-Transfektionsversuche in der
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Arbeitsgruppe von Prof. Kissel an der Phillips-Universitat Marburg von Frau Dr. Samsonova
in Zusammenarbeit mit Markus Hellmund durchgefuhrt.

5.2.2.1. Zytotoxizitatstest

Zunachst wurde die Zytotoxizitat eines PG-Nanogels mit 78%iger Amin-Beladung (nPG-Amin
78%) an SKOV-Luc und CHO-Luc-Zellen bestimmt.

Dazu wurden die Zellen mit den entsprechenden Polymerlésungen verschiedener
Konzentrationen versetzt, inkubiert und anschlieBend mit gelben MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) eingefarbt, die durch Dehydrogenasen
der Atmungskette von aktiven Zellen zu blau-violetten Formazan reduziert wird (Abb.
5.2.4).13

Abb. 5.2.4: Reduktion des Tetrazolium-Kations zu Formazan

Anhand der Farbintensitat im Vergleich zu einer Kontrollprobe kann der prozentuale Anteil
lebender Zellen in jeweiligen Proben bestimmt werden. Tragt man diese Zahlen gegen die
Konzentration der angesetzten Substanzen an, kann der ICso-Wert ermittelt werden. Der
ICso-Wert beschreibt die Konzentration, die bendétigt wird, um eine Abnahme der Vitalitat der
Zellen um 50 % zu erreichen. (siehe, Abb. 5.1.4). Je hoéher der ICs-Wert einer Substanzen
ist, desto geringer ist dessen Toxizitat.

Der hier bestimmte ICs,-Wert von bPEI 25kDa liegt weit unter dem bekannten Literaturwert
von 30 pg/mL."%¥ Daher ist der hier ermittelte Wert fiir nPG-Amin wahrscheinlich auch stark
verfalscht. Trotzdem kann man aus dem Diagramm der Abb. 5.2.5 den Trend entnehmen,
dass die Toxizitat des hochbeladenen nPG-Amins zwischen der des verzweigten
Polyethylenimins (bPEI, hier bPEI 25kDa) und der des PG-Amins liegt.
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Abb. 5.2.5: Zytotoxizitat des nPG-Amin 78%, im Vergleich zu bPEI und PG-Amin.

5.2.2.2 Transfektion von Plasmid-DNA

Als Transfektion bezeichnet man den Transport von Genen in die Zelle, sowie deren
anschlielende Freisetzung. Die Transfektionseffizienz des nPG-Amins wurde in
Abhangigkeit von verschiedenen N/P-Verhaltnissen (Stickstoff/Phosphat-Verhaltnis), von der
Arbeitsgruppe Kissel an der Phillips-Universitat Marburg, getestet. Dazu wurden die nPG-
Amin-Ldsungen unterschiedlicher Konzentrationen mit dem Plasmid-DNA, Luciferase Gen
versetzt und auf die Zellen gegeben. Im Falle positiver Transfektion wird dieses Gen
erfolgreich in Zellkern gebracht und die Produktion von Luciferase wird angeregt, das
Luciferin unter Lichtemission oxidieren kann. Dieser Effekt wurde anschlieRend mithilfe von
einem Luminometer gemessen und als RLU (relative luminescence units) ausgedriickt.
Daraus wurde dann das Verhdaltnis RLU/ug Protein gebildet. Je mehr RLU pro ug Protein
vorhanden sind, desto ,starker wurde die Zelle mit DNA transferiert und umso erfolgreicher
ist der Trager fir DNA.
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Abb. 5.2.6: Transfektionstest mit nPG-Amin im Vergleich zu bPEI und PG-Amin.

Entgegen unserer Erwartung zeigt das hochbeladene nPG-Amin bei allen getesteten N/P-
Verhaltnissen nur sehr geringe Transfektion, die im Vergleich zu bPEI vernachlassigbar ist.
Der Wert ist vergleichbar mit dem der Kontrollprobe.

Dafur konnte es zwei verschiedenen Erklarungen geben. Zum Einen kénnte es sein, dass
die Polyplexe gar nicht erst gebildet werden und die DNA nicht in die Zellen gelangt oder-
aber dass der gebildeten Komplex so stabil sind, dass die DNA zwar in die Zellen
aufgenommen wird, aber nicht aus dem Polyplex wieder freigesetzt wird. Die zweite
Hypothese kdnnte z. B. durch niedrigere Aminbeladung verhindert werden.

Um die mogliche Ursache fir die geringe Effizienz zu klaren, wurden weitere
Untersuchungen zur Komplexierung, bzw. zur Stabilitit der gebildeten Polyplexe
durchgefiuihrt, die im folgenden Abschnitte ndher erlautert werden. Ferner wurde auch ein

niedrigbeladenes Gel untersucht, um eine ideale Aminbeladung zu ermitteln.
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5.2.2.3. DNA-Komplexierung der nPG-Amine

Um das Komplexierungsverhalten der nPG-Amine mit DNA zu untersuchen, wurden
unterschiedliche DNA-Mengen mit zwei unterschiedlich beladenen Aminen (88% und 16%)
komplexiert, es wurden in Zusammenarbeit mit Markus Hellmund {-Potential-Messungen und

ein Ethidiumbromid-Assay durchgeftihrt.

Fur die ¢ -Potential-Messung wurden jeweils eine konstante DNA-L&sung (0,2 mM, Nukleotid
mit 23 Basenpaare) mit unterschiedlichen Mengen, beziglich N/P-Verhaltnis, zu der
Nanogel-Lésungen versetzt. Nach 30 min. Inkubation wurden die -Potentiale der jeweiligen
Ldsungen gemessen. Die reine DNA-L6sung hat ein negatives ¢ -Potential von ~ -7 mV. Die

reinen Losungen der beiden nPG-Amine sind positiv (Tab. 5.3).

Tab. 5.3:  -Potential-Messung zweier nPG-Amin.

¢ -Potential
N/P-Verhaltnis nPG-Amin 88% nPG-Amin 16%
0 0.89+0.1 -0.178
1:2 33.17+578 -
1:1 352+3.1 0.176
5:1 37.8+0.7 0.404
10:1 34.7+23 2.27
20:1 37.25+0.8 3.1

In Abb. 5.2.7 sind die Werte in Diagramm aufgetragen, daraus wird eindeutig, dass das
hochbeladene Amin einen zu grolRen Uberschuss an positiver Ladungen bietet und damit
wahrscheinlich einen zu stabilen Komplex bildet. Mit dem 16%igen nPG-Amin dagegen
durch entsprechende Portionierung eine Neutralisation erreicht werden. Im Zusammenhang
mit den vorherigen Ergebnisse aus dem Zytotoxizitatstest und Transfektionsversuche findet
man hier eine mogliche Erklarung fiir die geringe Transfektionseffizienz des nPG-Amin 78%
mit der vergleichbar hohen Ladung. In diesem Fall ware das nPG-Amin 16%, im Vergleich

zum nPG-Amin 78%, als Transfektionstrager besser geeignet.
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Abb. 5.2.7: Balkendiagramm zur Veranschaulichung der ¢ -Potential-Werte der zwei unterschiedlich
beladenen nPG-Amine.

5.2.2.4 Ethidiumbromid-Verdrangungs-Assay

Um sicher zu sein, das die Veranderung der (-Potentiale wirklich durch Komplexierung
zustande gekommen ist und nicht ein Resultat der einfachen Kompensation beider
Substanzen ist, wurde die Affinitdt der Nanogele zur DNA mit Hilfe des Ethidiumbromid

(EtBr)-Assays untersucht.

Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, welcher eine planare Geometrie besitzt, die es ihm
ermdglicht, sich zwischen die Basenpaare der DNA-Helix einzulagern (interkalieren) (Abb.
5.2.8). Dadurch bildet sich ein Komplex, der eine viel hdhere Fluoreszenzintensitat als die
freie Substanz aufweist.™* In Gegenwart anderer Liganden kann EtBr kompetitiv aus
diesem Komplex verdrangt werden. Die Substanzkonzentration, die zu einer Verringerung
der Fluoreszenzintensitat um 50% fuhrt, wird als Csy definiert und ist indirekt proportional zur
Bindungskonstante der untersuchten Substanz. Kleinere Cso-Werte weisen auf eine hdhere
DNA-Affinitat  hin.**! Die absolute Konzentration wird oft auch in N/P-Verhéltnis
umgerechnet, in diesem Fall wird CEs, (charge excess) anstatt Cso ermittelt.™*® Dazu stellt
man Losungen mit verschiedenen N/P-Verhaltnissen her und nimmt die Fluoreszenzspektren
der jeweiligen Mischungen auf (Abb. 5.2.9). Dabei wird das Absorptionsmaximum der reinen
EtBr-Losung als O definiert, das der Ethidiumbromid/DNA-L6sung als 100. Tragt man die

relativen Werte der Absorptionsmaxima gegen die jeweiligen N/P-Verhaltnisse auf, entsteht
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eine Kurve, an der dasjenige N/P-Verhaltnis abgelesen werden kann, bei dem die 50%ige
Intensitéat der EtBr/DNA-LOsung erreicht ware (Abb. 5.2.8), dieser Wert wird als CEsg
bezeichnet.

Ethidiumbromid (Etgr) ~ EthBrinterkaliert
zwischen den Basenpaare

Abb. 5.2.8: EtBr und deren Interkalation in DNA.

In Tabellen 5.4 und 5.5 sind die Messdaten des EtBr-Verdrangungs-Assays aufgefuhrt, die
mit 16%igen und 88%igen nPG-Amine durchgefihrt wurden. Deren graphische
Auftragungen sowie die daraus ermittelten CEs-Werte sind in den Abb. 5.2.9 und 5.2.10 zu

sehen.

Tab. 5.4: Messdaten des EtBr-Verdrangungs-Assays mit 16%igem nPG-Amin.

N/P- Verhéltnis Absorptionsmaximum % Fluoreszenzintensitat
0 (EtBr+DNA) 520.3 100
0.1 415.5 79.9
0.5 373.4 71.7
1 374.6 72
2 343.4 66
5 256.4 49.3
10 201.7 38.8
EtBr 160.0 0
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Aus den unten aufgefiihrten Daten erkennt man, dass der CEso-Wert des 16%igen nPG-
Amins zwischen 2 und 5 liegen muss, mit einem N/P-Verhaltnis von 10 wird die
urspriingliche Intensitat um 70% verringert.

An der graphischen Auftragung in Abb. 5.2.9 kann man ablesen, dass die
Fluoreszenzintensitat bei einem N/P-Uberschuss von 4.1 auf 50% reduziert wird. Damit liegt
der CEsp-Wert des 16%igen nPG-Amins zwar unter denen der meisten literaturbekannten
Oligoaminen wie Spermidin (CEso = 15) und Spermin (CEs, = 5.8), jedoch Uber dem von PG-
getragerten Amin (0.1) bzw. Oligoamine (0.6-1.6).°"

—— EtBr
—— EtBr+DNA
—— N/P=10:1
—— N/P=51
—— N/P=21
——N/P=1:1
—— N/P=1:2
—— N/P=1:10

600
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300 4
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200 4

100 +

e S e S S
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Abb. 5.2.9: (oben): Fluoreszenzspektren von nPG-Amin/EtBr/DNA-LAsungen verschiedener N/P-
Verhéltnisse, (unten): Auftragung der relativen Fluoreszenzintensitaten gegen die jeweiligen N/P-
Verhéaltnisse. der CEg-Wert liegt bei 4.1

81



5. Modifikationen der Polyether Nanogele

Die Ergebnisse aus dem Experiment mit dem 88%igen nPG-Amin befinden sich in einer
ganz anderen GroRenordnung. Wie man der Tabelle 5.5 sowie Abb. 5.2.8 entnehmen kann,
wird die urspriingliche Fluoreszenzintensitat bereits bei einem N/P- Verhaltnis von 1 auf ca.
30% gesenkt, somit liegt der CEsp-Wert des hochbeladenen nPG-Amins bei 0.47.

Tab. 5.5: Messdaten des EtBr-Verdréangungs-Assays mit 88%igem nPG-Amin.

N/P- Verhaltnis Absorbtionsmaximum % Fluoreszenzintensitat
0 (EtBr+DNA) 521.2 100
0.01 386.7 74.2
0.05 371.1 71.2
0.1 388.2 74.5
0.25 309.5 59.4
0.5 289.4 55.5
1 165.6 31.8
EthBr 160.0 0
—— N/P=1:4
99 - E':[BBF DNA
r+
:zg ] —— N/P=1:1
] N/P=1:2
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Abb. 5.2.10: (oben): Fluoreszenzspektren von nPG-Amin/EtBr/DNA-LAsungen verschiedener N/P-
Verhaltnisse, (unten): Auftragung der relativen Fluoreszenzintensitaten gegen die jeweiligen N/P-
Verhaltnisse. der CEgp-Wert liegt bei 0.47.

Es ist beachtlich, dass die DNA-Bindungsaffinitdt des hoher geladenen Nanogels um fast
das 10-fache hoher ist als die des niedriggeladenen. Offensichtlich ist dieser Effekt nicht
durch die absolute Menge der Aminfunktionen zu erklaren. Unter dem Aspekt der Multivalenz
jedoch, spielt die Beladung eine wichtige Rolle.

Insbesondere in biologischen Prozessen und in der Natur ist es seit langem bekannt, dass
die Bindungsstarke zwischen einem Liganden und seinem Rezeptor mit steigender Anzahl
der Bindungsstellen drastisch erhht wird.*3"4%

In Fall der nPG-Amine also, bietet das héher beladene Gel die Moglichkeit zur héhervalenten
Komplexen mit DNA. Wegen des geringen entropischen Aufwandes und der sterischen
Stabilitat aufgrund ihrer GréRRe kommt es zu einem effizienten Abschirmen von DNA. M 142
so dass die Interkalation von EtBr starker verhindert wird.

Dieser Effekt erklart auch die in Abschnitt 5.1.2.1 erwédhnte niedrige Transfektion. Die starke
Affinitat des Nanogeltragers zu DNA lasst vermuten, dass die DNA nicht freigesetzt werden

kann, was zu einer geringen Transfektionseffizienz fihrte.

Bei den oben beschriebenen Experimenten konnte die Verdrangung des EtBr durch die
nPG-Amine festgestellt werden, damit ist es erwiesen, dass die vorher gemessene Erhéhung
des (-Potentials tatsadchlich durch Komplexierung der nPG-Amine mit den DNA-Strangen

zustande gekommen ist.
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5.2.3. Zellaufnahme

Als ein weiterer Schritt der Studien wurde anhand einer Fluorescence Activated Cell Sorting-
Messung das Zellaufnahmeverhalten der nPG-Amine untersucht. Diese Tests wurden von
der Firma Mivenion durchgefuhrt.

Dazu wurden die Amin-funktionalisierten Nanogele mit dem Farbstoff Rhodamin-B-
Isothiocyanat (RITC) angefarbt. Die Nanogele wurden in PBS-Puffer gelost und unter
physiologischen Bedingungen mit zwei verschiedenen Zelllinien inkubiert. Nach 1 h bzw. 4 h
wurden die Zellen sowie die angefarbten Gele durch Laserlicht angeregt und detektiert.
Anhand der Platzierung von markierten Nanogele kann man ihre Aufnahme in die Zelle

beobachten.

In Abb. 5.2.11 sieht man neben den blau fluoreszierenden Zellen auch die rot angefarbten
Gele. In beiden Fallen wurden die Gele von den Zellen aufgenommen. Das niedrig beladene
Gel zeigt eine gleichmafige Verteilung, wahrend das hoch beladene Gel zum Teil als
Flecken zu sehen sind. Dies liegt an der unterschiedlichen Léslichkeit der beiden Gele in
PBS-Puffer. Aufgrund der héheren Aminfunktionalisierung neigt das Gel nach langerer Zeit
dazu, Aggregate zu bilden, die schwer léslich werden und deshalb nicht gleichmafiig verteilt

sind.

nach 1h nach 4h nach 1h nach 4h

88%-- --
16%-- --

Humane epidermoide Karzinomzellen Humane Lungen Adenokarzinomzellen

Abb. 5.2.11: Zellaufnahmetest zweier Zelllinien von zwei nPG-Amine mit jeweils 88% bzw. 16%
Aminbeladung.
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5.2.4 Zusammenfassung und Diskussion

Im Abschnitt 5.2 wurde die Aminfunktionalisierung der PG-Nanogele sowie eine Reihe
biochemische Tests beschrieben. Verschiedene Aminbeladung konnen (ber mehrere
Synthesenstrategien gezielt angebracht werden.

Die hoch- und niedrigbeladene nPG-Amine unterscheiden sich nicht nur in der moglichen
Syntheseroute, sondern vor allem in ihren biochemischen Daten, die in Tab. 5.6 noch mal

zusammengefasst sind.

Tab. 5.6: Vergleich der biochemischen Daten zweier nPG-Amine.

ICso Transfektions  Zeta-Potential  CExo
(ng/mL) -effizienz (mV) (N/P) Zellaufnahme
nPG-Amin 78% 12.6 Keine  —eemeeeem e e
nPG-Amin 88% 0.887 0.47  Positiv, Aggregate
nPG-Amin 16% -0.178 4.1 Positiv, gut geldst

Mit dieser Testreihe sollte nPG-Amin als Tragermittel fir DNA-Transfektion untersucht
werden.

In Zytotoxizitéts- und Transfektionstest wies das hochbeladene nPG-Amin 78% mit fehlender
Transfektion und héherer Toxizitat keinen Vorteil im Vergleich zu PG-Amin auf. Immerhin
zeigte es eine niedrigere Toxizitat als das PEI.

Da ein Transfektionsprozess aus drei Schritten besteht

1) Bildung des Polyplex;

2) Zellaufnahme des Polyplex;

3) Freigabe der DNA in der Zelle.

gilt es nun zu untersuchen, welcher der drei Schritten maRgebend fur das negative Ergebnis
ist, dafur wurden weitere Tests mit einem niedrigbeladenen nPG-Amin 16% und einem
hochbeladenen nPG-Amin 88% durchgefuhrt. Die -Potential der beiden reinen Gelen liegen
nahe bei 0. Erst nach der Komplexierung mit DNA wurde der Unterschied deutlicher (siehe
Tab. 5.3 bzw. Abb. 5.2.7). Im Vergleich zu hochbeladenem nPG-Amin zeigen die Polyplexe
aus DNA und nPG-Amin 16% leicht positive Werte und lasst somit eine weniger stabilen
Komplex vermuten, der eine Transfektion beglnstigen wirde.

Auch die CEsg-Werte, die durch ein EtBr-Assay ermittelt wurden, bestétigen den erheblichen
Unterschied der Bindungsaffinitdten unterschiedlich beladener Nanogele. Hier spielt der

Effekt von Multivalenz eine wichtige Rolle. Die funffach hthere Beladung verursacht eine
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starke Verringerung des CEsp-Wertes um das 8.7-Fache. Damit weist das hochbeladene
nPG-Amin eine hdhere Bindungsaffinitat als die meisten PG-getragerten Oligoamine auf. Die
laut Literatur bei 0.6-1.6 liegen (PG-Spermidin, PG-Spermin und PG-PEHA), Jedoch ist PG-
Amin von 0.1 immer noch nicht zu unterbieten. Auch der vergleichsweise hohe Wert von
nPG-Amin 16% von 4,1 ist immer noch deutlich niedriger als die der nicht getragerten
Oligoamine, die oft iiber 10 liegen.”” Beide nPG-Amine sind also in der Lage, stabile
Polyplexe mit DNA zu bilden.

Sie erwiesen sich auf’erdem als Substanzen, die gut von Zellen aufgenommen werden.
damit ist eine weitere Voraussetzung fir mogliche Transfektion erfullt.

Somit konnte mit den nPG-Amin 16% und nPG-Amin 88% gezeigt werden, dass weder die
Zellpenetration der Gele noch die Komplexierung mit DNA fir die geringe
Transfektionseffzienz verantwortlich ist.

Da die Transfektions- und Zytotoxizitatstests mit keiner der beiden Proben durchgefihrt
wurden, lasst sich diese Aussage nur sehr eingeschrankt verallgemeinern. Es kann vermutet
werden, dass das nPG-Amin 78%, aufgrund ihrer hohen Beladung, eine vergleichbar starke
Affinitdat zu DNA hat wie das nPG-Amin 88%. So ist es sehr wahrscheinlich, dass die
Transfektionsversuche mit nPG-Amin wegen zu hohen Stabilitdt des Polylexes negativ
ausfiel. Das bedeutet, dass es zwar die DNA in die Zelle bringt, sie jedoch nicht wieder
freisetzt. Sollte dies der Grund fur das negative Ergebnis der Transfektionversuche sein, so
ist es sehr wahrscheinlich, dass das nPG-Amin 88% auch ahnlich niedrige
Transfektionseffizienz zeigen wird.

Eine hodhere Transfektioneffizienz ist also nicht einfach durch hohe Aminbeladung und
grol3en Partikeldurchmesser zu erreichen.

Aus den Ergebnissen der (-Potential-Messungen und dem Ethidiumbromid-Assay ergab
sich, dass das niedrigbeladene nPG-Amin 16% als vielversprechende Alternative zu dem
vorher getesteten nPG-Amin 78% darstellt, mit der geringen Amindichte hat es auch gute

Chancen, eine niedrigere Zytotoxizitat zu erzielen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Methoden untersucht, um hochmolekulare

biokompatible Polymerpartikel auf Glycerinbasis zu synthetisieren.

Uber die basenkatalysierte Polykondensation von Glycerin im Mikrowellenreaktor konnten
hauptséchlich Pentamere bzw. Hexamere gewonnen werden. Der héochste erreichte
Polymerisationsgrad betrug 20. Die Ausbeute betrug < 10%.

Die Methode der saurekatalysierten Vernetzung in Miniemulsion erwies sich als
erfolgreich und konnte etabliert bzw. optimiert werden. Die saurekatalysierte ring6ffnende
Kondensationsreaktion findet bei 120 °C in DMSO-Tropfchen statt, die in Cyclohexan
dispergieren und mit Hilfe von einem speziellen Tensid, dem KLE25, stabilisiert werden.
Die Ausbeute betrug bis zu 50%.

Auf diese Weise wurde eine Reihe von neuartigen biokompatiblen Nanogelen auf
Glycerinbasis synthetisiert, als Monomere dienten aufl’erdem Ethylenglykol, GTGE,
EDGE, DGE, Di- und Triglycerin, sowie langkettige PEGs. Die angestrebten fir
biomedizinische Anwendungen relevanten GréfRen von 100-200 nm wurden mit relativ
enger Verteilung (PDI < 1.3 in der DLS) erreicht. Die chemischen und mechanischen

Eigenschaften der Nanogele wurden ebenfalls untersucht.

Die erhaltenen Nanogele weisen interessante Eigenschaften auf und sind
vielversprechend flur diverse Anwendungen. So besitzen die Nanogelpartikel mit
Durchmesser von ~ 100 nm zum Teil sehr niedrige intrinsische Viskositaten von bis zu 1.6
mL/g, was fur die biomedizinische Anwendungen einen wichtigen Aspekt darstellt. Die
ersten biomedizinischen Tests zeigen, dass die aminbeladene nPGs als nicht viralen
Genvektoren durchaus geeignet sind. Diese Nanogele kénnen gut in die Zellen
diffundieren und gehen mit plasmid-DNA auch multivalenten Wechselwirkungen ein,
bezuglich Transfektionseffizienz besteht dabei jedoch noch Verbesserungspotenzial.

Die kompakten nPGs mit Verzweigungsgrad bis zu 63% sind einerseits als vernetzte
HPGs zu betrachten, anderseits besitzen sie aber auch typische Eigenschaften von

Hydrogelen, wie z. B. einen hohen Quellungsgrad.

Die gelahnlichen Eigenschaften sind bei den mikroporésen PEG-PG Nanogelen
besonders ausgepragt, die aus langkettigen PEGs bestehen. So quellen sie in
verschiedenen Ldsungsmittelgemischen unterschiedlich auf, teilweise &ndern sich die
Partikeldurchmesser um das sechs-fache. Auch die Harte der Partikeln ist abhdngig von

dem PEG-Anteil des Netzwerks.
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Durch diese Arbeit wurde also eine Methode gefunden, biokompatiblen Nanogelpartikel
herzustellen, deren chemische sowie mechanische Eigenschaften durch geeignete Wabhl
der Bausteine gezielt eingestellt werden kdnnen.

Bei dem Polyglycerinnanogel wurde der Multivalenzeffekt bei der DNA-Komlexierung
bereits deutlich bewiesen. Eine Untersuchung uber die Bindung zwischen Sialinsaure-
funktionaliserten Goldnanopartikel und Influenzaviren zeigte jedoch, dass spharische
multivalente Nanopartikel fur flachige polyvalente Wechselwirkung nicht geeignet sind.
Aufgrund ihrer ungiinstigen Form kann ein solches Nanopartikel nur wenige effektive
Bindungen zu einem Virus aufbauen.*® 4 Auch die nPGs mit ihrem kompakten Netz-
werk konnen ahnliche Probleme haben. Dagegen sind die in Kapitel 5.1 beschriebene
flexiblen PEG-PG-Nanogele im Vorteil. Mit seinem flexiblen Netzwerk hat ein PEG-PG-
Nanogel die Mdglichkeit, sich der Form des Bindungspartners anzupassen und somit den
Multivalenzeffekt zusatzlich zu verstarken. Die PEG-PG-Nanogele haben also auch grofR3e
Potentiale, als Transfektionstrager zu wirken. Effektiveres Ausnutzen der vorhandenen
Bindungsmoglichkeiten wiirde den Bedarf an Oberflachenbeladung reduzieren, was die
Toxizitat des Tragers senken wirde. Die losungsmittelabhdngige Quellbarkeit kann
ausgenutzt werden, um die PartikelgréRen unter physiologischer Bedingung nach Bedarf
einzustellen. Auch die Harte und die Flexibilitat der Nanogelpartikeln sind tUber die PEG-

Anteile im Netzwerk einstellbar. (vgl. Kapitel 5.1.2 und 5.1.3)

Die flexiblen PEG-PG Nanogele kénnen auferdem als Nanokontainer verwendet werden.
Ihre hohe Quellbarkeit und die offene Netzstruktur bietet die Mdglichkeit, anderen
Partikeln einzukapseln. Dies kann ausgenutzt werden, um hydrophobe Partikel in
hydrophile Medien zu transportieren. Ahnliche Ansatze wurden bereits mit Hydrogelen wie
Agarose  durchgefiihrt.?®!  Wegen ihres variablen  Quellungsvermdgens  in
unterschiedlichen Losungsmitteln kann das Gel bei Schrumpfen in einem L&sungsmittel
hydrophoben Quantumdots in sich einschliel3en, beim Losen des Gels im Wasser erhielt

man eine homogene Dispersion der hydrophoben Quantumdots im Wasser.

Des Weiteren kénnen sowohl die nPGs als auch die PEG-PG-Nanogele als Bausteine zu
noch groBeren Strukturen vernetzt werden. Analog zu zuletzt verdffentlichten
Mikrogelsynthesen, in der HPG zu Mikrogelen vernetzt wurde,** kénnen auch diese
Nanogele dafiir eingesetzt werden. Es ist zu erwarten, dass daraus hergestellte Mikrogele
sowohl makropords als auch mikroporés sind, was ganz neue Mdoglichkeiten erdffnen

wirde.
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Generell ist es nun moglich, malRgeschneiderte PEG-PG-Nanogele mit unterschiedlicher
Grol3e und Elastizitat gezielt herzustellen.
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7.1 Allgemeine Angaben

7.1.1 Analytiksche Methoden

'H-NMR- und *C-NMR-Spektren wurden an den Spektrometern AC 250, ADVANCE Il 500
sowie am ADVANCE Il 700 der Firma Bruker aufgenommen. *C-NMR-Spektren wurden
durch vollstdndige Proton-Entkopplung (decoupling), bzw. durch '‘inverse gated' Proton-
Entkopplung (Entkopplung nur wahrend der FIDs) erhalten. Als interner Standard diente das
Signal von Deutero-Methanol (*H: = 3,31 ppm, *C: = 49,00 ppm) bzw. Deutero-Chloroform
(*H: = 7,26 ppm, *C: = 77,16 ppm). In der Regel wurden Substanzmengen von 50-100 mg
verwendet. Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen und mit dem
Programm MestReC von MestRelLab bearbeitet. Massenspektren wurden auf einem Varian
CHYA (El), einem Varian CH5-DF (FAB) oder einem Agilent G1969A LC/MSD TOF (TOF)
aufgenommen. MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-flight)-
Massenspektren wurden mit einem UltraflexTOF Massenspektrometer aufgenommen. Die
lonen wurden zu 25 kV angeregt und dabei sowohl linearen als auch im reflektiven Modus

des Spektrometers gemessen. Als Matrix diente hierbei a-Cyanohydroxyzimtsaure (HCCA).

7.1.2. Chromatographie

Dunnschichtchromatographische (DC) Analyse wurde auf Merck Aluminiumfolien mit Silica
(KorngrofRe 60) und Fluoreszenzmarker (F254) durchgefihrt. Saulenchromatographische
Trennungen wurden mit Kieselgel 60 (0.040 0.063 nm) der Firma Merck durchgefihrt.

Die praparative Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie wurde mit einer Nucleosil 50-5
(ID 32x240mm) Saule durchgefihrt.

Messungen zur Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung erfolgten auf einem Agilent
1100 System der Firma PSS mit SUPREMA (Modifiziertes Acrylatcopolymer-Netzwerk, 10
um, Porositat von 100 bis 1000 A) Saulen und 0.05% NaNs-Lsg.als Eluent. Die Messungen
wurden jeweils bei 25°C durchgefiihrt. Zur Detektion wurde ein RI (refractive Index)-Detektor
verwendet. Die Polymerkonzentration betrug etwa 1 mg/ml. Die Messsungen wurden an
Probenlésungen der Konzentration 1g/L durchgefuhrt. PG-Standards (2kDa, 5kDa, 10kD)

dienten zur Kalibrierung.
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7.1.3. Dynamische Lichtstreuung (DLS) und Zeta(g)-Potentialmessung

Alle dynamischen Lichtstreuungsexperimente sowie Zeta-Potenzial-Messungen wurden mit
dem Zetasizer-Nano der Firma Malvern (Malvern Instruments Ltd. U.K.) durchgefuhrt.
Verwendet wurde ein 4 mW He-Ne Laser mit einer Wellenlange von 633 nm und einem
Detektionswinkel von 173°. Die Messungen einfacher PartikelgroRen wurden bei 25 °C im
Millipor Wasser prapariert und durch einen 0,2 um Polyethersulfonfilter filtriert. Die Polyplexe

wurden im HEPES-Puffer gemessen.

7.1.4. Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektren wurden mit einem Spectrometer FP-6500 der Firma Jaco
gemessen. Dabei wurde die Probe jeweils bei einer Wellenldnge von 546 nm angeregt und

die Emission in einem Wellenl&dngenbereich von 560 bis 700 nm gemessen.

7.1.5. Kyro-Transelektronenmikroskopie (Kryo-TEM)

Die KryoTEM-Aufnahmen wurden mit einem FEI Tecnai F20 (FEI Company, Oregon) bei
einer Spannung von 100 kV aufgenommen. Zur Negativkontrastierung wurde Uranylacetat

eingesetzt.

7.1.6 Rasterkraftmikroskopie (SFM)

Die SFM- sowie die Young's Modulus Messung wurden in der Arbeitsgruppe von Kilitzing von

Marcel Richter an der Technischen Universitat Berlin durchgefihrt.

SFM-Messungen wurden mit einem JPK Nano Wizard Il von der Firma JPK Instruments AG
(Berlin, Deutschland) durchgefuhrt. Fir die Aufnahme wurde der intermittierende Modus
verwendet. Sowohl die Bildgebung als auch die Messungen wurden in LOsung in
elektrochemischen Zellen, sogenannten ECCells von JPK, durchgefihrt, dafiir wurde ein
unbeschichteter Siliziumbalken CSC38 von Micromash (Micromasch, Tallinn, Estonia) als
Sonde verwendet. Um die Auslenkung des Cantilevers zu bestimmen wurde der Cantilever
zunachst auf einer sauberen und harten Oberflache kalibriert. Die Kalibrierung wurde Uber
die JPK SFM-Software durchgefiihrt. Alle Nanogele wurden mittels Rotationsbeschichtung
(Spin-Coating, SCS P6700, SCS Spincoater, Indianapolis, USA) auf eine Gold-beschichtete
Silizium-Oblate (Wafer, Georg Albert PVG-Beschichtung) aufgetragen, dabei erfolgte die
Beschichtung bei 2000 Umdrehungen pro Minute und 300 Sekunden.
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7.1.7 Young's Modulus Messung

Alle Messungen in Flissigkeiten wurden auf einer unbeschichteten Siliziumbalken CSC38
durchgefuhrt. Der Ausleger wurde auf eine saubere, harte Oberflache Kkalibriert. Die
Kalibrierung wurde mithilfe von JPK SFM-Software durchgefiihrt. Der Young's Modulus
wurde mit einem eigens entwickelten Verfahren von Igor Pro Software-Paket (Wavemetrics,
Inc., USA) berechnet. Fir jede Probe wurden Kraftkurven von mindestens drei verschiedene
Partikel aufgenommen. Der Young-Modul E wurde mit einem von Hertz Dimitriadis

eingefiuihrten Modell berechnet.

7.1.8 Viskositatsbestimmung

Die Bestimmung der intrinsischen Viskositat erfolgte mit Hilfe eines Ubbelohde-

Viskosimeters.® (Schott)

7.1.9 DNA Pré&paration.

Die DNA-Einzelstrange mussten fur die jeweiligen Studien jeweils frisch hybridisiert werden.
Dazu mussten jeweils gleiche Mengen der Einzelstrange eingewogen werden, im Puffer
gelost (HEPES-Puffer (1L): 0.476 mg (2 mmol) HEPES, 3.722 mg (10 pmol) EDTA und
0,5492 g (9.4 mmol)NaCl, pH=7.2) werden, miteinander gemischt werden und zur
Hybridisierung 1 min. auf 90°C und anschlie3end 60 min bei 37°C und 1200 rpm geschuittelt.
Die DNA (Luciferase)- hat folgende Sequenz 5-GAUUAUGUCCGGUUAUGUAUU-3‘. Die

DNA Strange wurden von Operon Biotechnologies GmbH bezogen.

7.2 Methoden

7.2.1 Bestimmung der intrinsischen Viskositat
Die Bestimmung der intrinsischen Viskositat erfolgte mit Hilfe eines Uubelohde-
Viskosimeters.**® Aus einer Stammlésung des jeweiligen Nanogels wurde eine
Verdinnungsreihe aus mindestens funf Ldsungen verschiedenen Konzentrationen

hergestellt. Die Zeit, die jede Losung braucht, um einen definierten Differenz zu durchflieRen

wurde gemessen und gegen die jeweilige Konzentration aufgetragen. Daraus erhélt man

[r]=timlr., /<]
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7.2.2 Ethidiumbromid-Verdrangungsassay

Die Ethidiumbromid-Verdrangungsassay wurde nach Literarurangaben durchgefiihrt!*3 471

Fluoreszenz-Spektroskopie Messungen wurden an einem JASCO FP-6500 Spektro-
fluorometer aufgenommen. Die Proben wurden mit bei 546 nm angeregt und die Emission
lag zwischen 560 und 700 nm. 1000 mL Puffer wurde aus 0.476 mg (2 mmol) HEPES, 3.722
mg (10 pmol) EDTA und 0.5492 g (9.4 mmol) NaCl hergestellt und der pH wurde auf 7.2
eingestellt. Um eine Ethidiumbromid-Konzentration von 1.26 uM zu erhalten, wurden 0,1242
mg Ethidiumbromid in 50 mL Puffer geldst. Zur Vorbereitung von 100 ml, 5 uM DNA-L&sung
wurden 0.07625 mg DNA-Strang gewogen und wie obern beschrieben prépariert. Zunéchst
wird von den reinen Losungen Ethdiumbromid und DNA-LOsung (200 uM), sowie deren
Mischung in unterschiedlichem Mischungsverhaltnissen die Fluoreszenz gemessen. Die
maximale Fluoreszenzdifferenz von reinem EtBr und EtBr/DNA-Losung wurde als 100%
definiert. SchlieRBlich wurde dieses EtBr/DNA-Mischungsverhdltnis jeweils im MefRzylinder
vorgelegt und mit jeweils unterschiedlichen Mengen, bzw. unterschiedlichem N/P-Verhaltnis
der Nanogele gemischt und entsprechend mit dem Puffer jeweils auf das gleiche Volumen (5
mL) aufgefillt. Nach der Zugabe wurde das Gemisch fur weiteren 30 min. inkubiert. Zur
Kontrolle wurde auch eine Probe gemessen, die nur Ethidiumbromid enthielt, deren
Absorbtionsmaximum als 0 definiert wurde. Von den jeweiligen Proben wurde jeweils die
Fluoreszenz gemessen und die Intensititen gegen die N/P-Verhaltnisse graphisch

aufgetragen.

7.2.3 Transfektionsversuche

Die Transfektionsversuche im Abs. 7.2.3 sowie die Zytotoxizitatstest im Abs. 7.2.4 wurden in
Kooperation mit Markus Hellmund in der Arbeitsgruppe Kissel an der Phillips-Universitat
Marburg durchgefiihrt.

Die Transfektionsversuche wurden an SKOV-Luc und CHO-Luc-Zellen (DSMZ, Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) durchgefiihrt. Die Zellen wurden
24 h vor den Experimenten in einer Dichte von 15,000 Zellen/Well (48-Well-Zellkultur Platten;
Nunc, Wiesbaden, Deutschland) ausgesét. Die Polyplexe wurden in 10 mM HEPES-Puffer
zubereitet und fur 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Polyplexlésungen zu den
Zellensuspensionen gegeben und 4h inkubiert. Die Messungen der relativen Licht
Einheiten (relative luminescence units RLU) wurden mittels eines Luminometers
durchgefihrt (Sirius, Berthold, Deutschland)
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7.2.4 Zytotoxizitatstest

Die Zytotoxizitatstests wurden mit CHO-Luc-Zellen durchgefihrt. Die Zellen wurden 24 h vor
den Experimenten in einer Dichte von 8000 Zellen/Well ausgesat (in 96-Well Mikrotiterplatten
Nunclon, Nunc,Deutschland). Die Konzentrationen der Proben wurden so gelegt, damit die
IC50-Wert erreicht und Uberschritten wird (die Uberlebungsrate soll bis 10-20%
Uberlebenden von Blank sein). Die Blanks enthielten 200 pL Vollmedium

Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurde zu jeder Probe tberschissige MTT zugegeben.
Nach einer weiteren Inkubationszeit von 4 h wurde das Medium abgesaugt und in DMSO
gelost. Die Messung der Farbintensitat erfolgte mittels Plattenleser
(Titertek Plus-MS 212, ICN, Deutschland) bei Wellenldangen von 570 und 690 nm.

7.3 Chemikalien und Gerate

Die Mikrowellen-Reaktionen wurden in einem Mikrowellenreaktor von dem Hersteller
Plazmatronika vom Typ RM- DA4 durchgefuhrt.

Die verwendeten Chemikalien wurden bei den Firmen Acros, Sigma-Aldrich, Fluka,

Raschig und Solvay bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Das Tensid KLE25

wurde von der Arbeitsgruppe von PD Dr. Helmut Schlaad bereitgestellt.

Losungsmittel: Toluol, DMSO, Cyclohexan, DMF, THF, Pyridin, Methanol, Diethylether,
Milliporewasser. Die Lésungsmittel hatten p.a. Qualitat. Trockene Losungsmittel wurden aus
einer MB SPS-800 Ldsungmittelanlage der Firma MBraun enthommen. Es wurde
demineralisiertes = Wasser aus einer  Entmineralisierungsanlage der  Firma

Millipore/Advantage verwendet.
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7.4 Synthesen

7.4.1 Synthesen niedermolekularer Verbindungen

7.4.1.1 Darstellung von 2-phenyl-1,3-dioxan-5-o0l!**®

on (I
o i o )
20%

26.1g (246 mmol, 1 Aqg) Benzaldehyd und 22.5g (245 mmol, 1Aq) Glycerin wurden
zusammen in einen 250 mL- Einhalskolben gegeben. Es wurden 3 Tropfen konz. H,SO,
zugetropft.

Nach 4 h Ruhren bei Raumtemperatur wurde das Gemisch unter vermindertem Druck
solange erhitzt (T = 45-50 °C) bis die milchige Reaktionsmischung klar wurde. Nach dem
Abkuhlen auf RT wurde noch 1 h weiter gertihrt. AnschlieRend wurde die Mischung
zunachst mit 100 mL Diethylether, dann mit 10%iger Na,CO3-L6sung und schlief3lich mit
ges. NaCl-Lsg.extrahiert. Die org. Phase wurde vereinigt und tber Na,SO, getrocknet,
das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Mit jeweils 50 mL abs.

Diethylether wurde das Produkt zweimal im Gefrierschrank umkristallisiert.
Man erhélt 9.2 g farblose Kristalle, was einer Ausbeute von 21% entspricht.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = .3.68-3.50(m, 1H, -CH-OH); 4.34-3.95(m, 4H, -
CHOH); 5.93; 5.81; 5.53; 5.37 (s, 1H, -CgHs); 7.51-7.35 (m, 5H, arom,);

BBC-NMR (125 MHz, CDCly): & (ppm) = 61.2; 62.73; 63.31; 64.03; 66.85; 67.02; 71.77;
72.31; 76.89; 77.52; 101.00; 101.67; 103.86; 104.39; 126.00; 126.22; 126.49; 126.70;
128.40; 128.49; 128.54; 129.07; 129.18; 129.37; 129.64; 129.86; 134.60; 137.15;
137.67;137.94
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112]

7.4.1.2 Herstellung von Ethyl 2-(2-phenyl-1,3-dioxan-5-yloxy)acetat!

Br\_«O OEt
03O S O
Toluol, 3h (@]

0]

6 g (33,4 mmol) 2-phenyl-1,3-dioxan-5-ol wurden in 100 ml abs. Toluol gelést. 1.4 ¢
60%ige NaH wurden unter Schutzgas-Atmosphare und Eiskihlung portionsweise
zugegeben. Nachdem das NaH abreagiert war, wurden 6.05g (49 mmol, 1,5 Aq ) 3-
Bromessisaureethylester langsam zugetropft. Im auftauenden Bad wurde das Gemisch 3
h weitergeriihrt. Nach Ende der Reaktion verdiinnte man die Losung mit weiteren 100 mL
Toluol und quenchte die Reaktion mit 50 mL Eiswasser. Die org. Phase wurde
abgetrennt und Gber Na,SO, getrocknet. Die Aufreinigung des Produktes erfolgte mittels
einer Vakuumdestillation bei 2 Torr und 190°C-194°C. Man erhielt 6,5 g Produkt, dies

entsprach einer Ausbeute von 73,2%.

'H-NMR (CDCls, 500MHz): & (ppm) = 1.26 (t, 3H, -CH,, J = 7.2); 3.49 (t,1H, -CH»-O, J =
1.6); 4.04 (dd, 2H, -CH-0O, J* = 2, J® = 10.8 ); 4.19(q, 2H, -CHs, J = 7.2); 4.27 (s, 1H, -
CeHs); 4.38 (dd, 2H, -CH-0, J? = 2, J® = 10,8); 7.32-7.49 (m, 5H, arom,);

BC-NMR (125 MHz, CDCly): & (ppm) = 14.27; 60.98; 65.94; 69.07; 70.74; 76.90; 77.21,
77.54; 101.25; 126.21; 128.25; 128.98; 138.08; 170.69.
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7.4.1.3 Herstellung von Ethyl 4-(2-phenyl-1,3-dioxan-5-yloxy)butanoat!

(@] OEt (@]
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HO > o

S Toluol, 3h

6 g (33,4 mmol) 2-phenyl-1,3-dioxan-5-ol wurde in 100 ml abs. Toluol gelést. 1,4 g
60%ige NaH wurde unter Schutzgas-Atmosphdre und Eiskihlung portionweise
zugegeben. Nachdem das NaH abreagiert war, wurden 6,05g (49 mmol, 1,54q ) 4-
Brombutylsaureethylester langsam zugetropft. Im auftauenden Bad wurde das Gemisch
3h weitergeruhrt. Nach Ende der Reaktion verdinnte man die Losung mit weiteren 100
mL Toluol und quenchte die Reaktion mit 50 mL Eiswasser. Die org. Phase wurde
abgetrennt und Uber Na,SO, getrocknet. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch aufgereinigt, mit einem Laufmittel Hexan/Ethylacetat 3:1.

'H-NMR (500MHz, CDCls): & (ppm) = 1.27 (t, 3H, -CH,, J = 7.2); 1.97 (m, 2H, -CH,-CH,-
CH,-); 2.34 (t, -CH,-CH,-CH,-, J = 7.2); 3.10 (m, 1H); 3.39 (t,1H, -CH,-O, J = 7.4); 4.04 -
4.19(m, 4H) 6.01 (s, 1H, -O-CH-0-); 7.36-7.49 (m, 5H, arom.);

3C-NMR (125 MHz, CDCl,): & (ppm) = 14.37; 25.32; 27.82; 60.33; 66.49; 68.11;78.31;
106.78; 124.38;126.44; 136.49; 170.56.
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7.4.1.4 Darstellung von 2-((1,3-dihydroxypropan-2-yl)oxy)essigsaure

EtO
Q 3%ig HCI HO
IO e

o RT O O
OH

3g Ethyl 2-(2-phenyl-1,3-dioxan-5-yloxy)acetat wurden in 10 ml Ethanol gelost und mit 10
ml 3%iger HCI versetzt. Unter RT wurde das Gemisch 24h gerthrt, bis die Umsetzung
vollstéandig war. Mit 10 mL Diethylether wurde das Nebenprodukt herausextrahiert und
verworfen. Das Ethanol/Wasser-Gemisch wurde an Rotationsverdampfer entfernt, um
das Produkt zu erhalten. Es wurde 1.7g erhalten, dies entspricht einer Ausbeute von
93%.

'H-NMR (500 MHz CD;OD): & (ppm) = 3.56-3.65 (m, 5H,-OH, -OCH,); 4.29 (s, 2H, -
COOH);

13C-NMR (125 MHz, CD;0D): & (ppm) = 63.25; 64.74; 68.90; 87.70; 174.74;

ESI-MS: 149.0471 [M-H] (berechnet: 149.0444)
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7.4.1.5 Ethyl 2-(2-hydroxyethoxy) acetat™*!
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14.9 g (240.0 mmol, 4 Aqg,.) Ethylenglycol durch 1.38 g (60 mmol, 1 Ag.,) Natrium aktiviert.
Dieses wurde in 3 Portionen Uber 24 h zugegeben. Nachdem das Natrium abreagiert war,
wurde 9.9 g (60 mmol, 1 Aqg.) Bromethylacetat zugetropft. Durch
Dunnschichtchromatographie wurde das Reaktionsende nach 5 h festgestellt. AnschlieRend
wurde die Lésung in 200 mL Chloroform extrahiert und mit dest. Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde abgetrennt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch gereinigt. Dabei erhielt man 675.5 mg des Reinstoffes. Das
entspricht einer Ausbeute von 11 %.

'H NMR (500 MHz, CDCl) & (ppm) = 1.25 (t, 3 H, CH3-CH2, J = 7.2 Hz, 1H); 3.68 (m, 4 H,
HO-CH2-CH2-0); 4.10 (s, 2 H, O-CH2-C(O)); 4.19 (g, 3 H, O-CH2-CH3, J = 7.1 Hz),

13C-NMR (125 MHz, CDCl,): & (ppm) = 13.74; 60.65, 67.01; 65.43; 70.17; 166.84
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7.4.1.6. Ethyl 2-(2-(methylsulfonyloxy) ethoxy) aceta
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675.5 mg (4.56 mmol,1 Ag.,) von Ethyl 2-(2-hydroxyethoxy) acetat wurden in einem 250 mL
Zweihalskolben in 100 mL abs. THF geldst. Unter Schutzgasatmosphéare wurden 969.9 mg
(29.58 mmol,1 Ag.,) Triethylamin hinzugegeben. AnschlieRend wurden unter Eiskiihlung
575.1 mg (1.1 Ag., 5.02 mmol) Methansulfonylchlorid zum Reaktionsgemisch zugetropft. Die
Losung wurde eine Stunde unter Raumtemperatur gerthrt. Zuletzt wurde in 100 mL
Ethylacetat gequencht und mit BRINE-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde
abgetrennt und uUber Magnesiumsulfat getrocknet. Das entstandene braune Ol hatte eine

Masse von 862.8 mg. Das entspricht einer Ausbeute von 83.8 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm) = 1.27 (t, 3 H, CH3-CH2, J = 7.2 Hz, 1H); 3.08 (s, 3H,
CH3-S); 3.84 — 3.82 (m, 4 H, HO-CH2-CH2-0); 4.13 (s, 2 H, O-CH2-C(0)); 4.21 (g, 3 H, O-
CH2-CH3, J = 7.1 Hz); 4.42 — 4.40 (m, 1H).
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7.4.1.7. Ethyl 2-(2-(2-phenyl-1, 3-dioxan-5-yloxy) ethoxy) acetat

In einem 25 mL Schlenkkolben wurden 45.8 mg (0,25 mmol, 1 Ag.) von 2-phenyl-1,3-dioxan-
5-ol in 20 mL abs. THF gelost. Das Edukt wurde durch 28.52 mg (0.25 mmol, 1 Ag.,) Kalium-
tert-butanolat aktiviert. Dabei farbte sich die Losung gelb. AnschlieRend wurden 115.1 mg (2
Ag., 0,5 mmol) von Ethyl 2-(2-(methylsulfonyloxy) ethoxy) acetat zugetropft. Unter Rickfluss
wurde das Substanzgemisch 24 h bei 70 °C gerihrt. Die braunliche Lésung wurde in dest.
Wasser gequencht. Nach dem entfernen des THF wurde das Ol-Wasser Gemisch in
Ethylacetat extrahiert und mit BRINE-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde
abgetrennt und dber Natriumsulfat getrocknet. Bei dem Trocknen am Hochvakuum

entstanden gelbliche Kristalle mit einer Masse 45.5 mg, die Ausbeute betrug also 57.5%.

'H NMR (500 MHz, CDCls,) & (ppm) = 1.28 (t, 3H, CH3-CH2, J = 7 Hz); 3.07 (m, 1H) 3.62 (s,
4H);3.79 - 4.21 (m, 4 H, HO-CH2-CH2-0), 4.40 (s, 2 H, O-CH2-C(0)), 5.55 (s, 1H, O-CH-0),
7.25 -7.43 (m, arom.);

BC-NMR (125MHz, CDCl,): d (ppm) = 13.9; 61.1; 66.8; 67.2; 68.8; 78.3; 108.5; 126.1; 127.8;
128.1; 135.3; 165.2;

ESI-MS: 311.1476 [M+H]"(berechnet: 311,1495), 333.1293 [M+Na]* (berechnet: 333.1314),
349.1031 [M+K]" (berechnet: 349.1053)
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7.4.1.8 Darstellung von Pentaerylthritoltetraglycidylether (2,2'-(((2,2-bis((oxiran-2-
ylmethoxy)methyl)propane-1,3-diyl)bis(oxy))bis(methylene))bis(oxirane))
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3.4 g (25 mmol, 1 Aq) Pentaerythrirol wurden in 30 ml DMSO gelést und 30 min. lang
geriihrt. 13.17g KOH (200 mmol, 8 Aqg) wurden fein gemorsert und langsam portionsweise
zugegeben. Nach der Zugabe wurden 27.6g (300 mmol, 12 Aq) Epichlorhydrin unter
Wasserkihlung langsam zugetropft, so dass die Temperatur des Gemisches 20 °C nicht
Uberschreitete. Nach der Zugabe wurde das Wasserbad entfernt und das Gemisch 16 h. bei

Raumtemperatur gerihrt.
Die Reaktionsmischung wurde indes rétlich braun und ein brauner Niederschlag fiel aus.

Durch Zugabe von jeweils 200 mL Dichlormethan und Wasser léste sich der Niederschlag
auf. Die organische Phase wurde extrahiert und Gber Na,SO, getrocknet. Das Dichlormethan

wurde bei 75 °C am Rotationsverdampfer entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels einer Kugelrohrdestillation aufgereinigt. Das
Produkt wurde bei 250°C unter einem Druck von 5*10 mbar gesammelt. Es wurde 4.6g
erhalten, was einer Ausbeute von 51% entsprach.

'H NMR (500 MHz, CDCl3 ) & (ppm) = 2.73 (t, 4H, J= 4.80 Hz), 3.10 (m, 4H), 3.35 (dd, 4H, J=
6.00, 11.55 Hz), 3.43-3.49 (m, 8H), 3.7 (M, 4H,), 2.58 (M, 4H);

3C-NMR (CDCls, 500MHz): & (ppm) = 41.18; 44.21; 50.85; 70.88; 72.20;

ESI-MS: 383.1725 [M+Na] * ( berechnet: 383,1682).
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7.4.1.9 Darstellung von 3-((1,3-bis(allyloxy)propan-2-yl)oxy)prop-1-en!
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In 20 mL DMF wurden 0.9 g Glycerin (9.77 mmol) geldst. Parallel dazu wurden 3.95 g NaH
(60 % in Mineraldl, 98.75 mmol, 10 Ag.) mit 40 mL DMF versetzt und 20 Min. gerihrt bis eine
Suspension entstand. Die Suspension wurde im Eis/Wasserbad auf 0°C gekihlt. Die
Glycerin-DMF-Losung wurde langsam zugetropft. Nach 1 h rihren wurde das
Reaktionsgemisch mit 7.5 mL Allylbromid (10.5 g, 86.78 mmol, 9 Aq.) tropfenweise versetzt.

Im auftauenden Eisbad wurde das Gemisch tber Nacht geruhrt.

Das Reaktionsgemisch wurde mit 50 mL Methanol gequentscht und anschlieRend mit 50 mL
DCM und einem Gemisch aus 50 mL Brine und 50 mL H,O extrahiert. Anschlielend wurde
zweimal mit je 50 mL DCM extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, Uber
MgSO, getrocknet und filtriert. Das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer bei 40°C bis 11
mbar eingeengt, der Riickstand lag als ein gelbes Ol vor. Es wurden 3.7 g Rohprodukt
erhalten. Nach einer saulenchromatischen Reinigung (Hexan/Ethylacetat) wurden 1.9 g (8.95

mmol, 90%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 3.47 (t, 1H, J; = 5.88 Hz); 3.53 (d, 4H, J, = 5.88 Hz);
4.07 (ddd, 6H, J;=5.88 Hz, J,= 1.47 Hz, J;= 1.47 Hz); 5.08 (ddt, 3H, J;= 11.03 Hz, J,=2.21
Hz, J; = 1.47 Hz); 5.21 (ddt, 3H, J; = 1.47 Hz, J, = 10.10 Hz, J; = 16.91 Hz); 5.93 — 5.75 (m,
3H);

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & (ppm) = 71.8; 82.3; 132.8, 175.6.
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7.4.1.10 Darstellung von 1,2,3-tris(2,3-epoxypropoxy)propant
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In 100 mL DCM wurden 1.9 g 3-((1,3-Bis(allyloxy)propan-2-yl)oxy)prop-1-en (8.95 mmol, 1
Aq.) gelost und im Eis/Wasserbad auf 0°C gekiihlt. 9.39 g mCPBA (70 % Monohydrat, 54.41
mmol, 6 Ag.) und 14.22 g Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat (78.88 mmol, 9. Aq ) wurden
zu gegeben und das Reaktionsgemisch Uber Nacht gerthrt. Das Reaktionsgemisch wurde
dreimal mit je 50 mL DCM extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, 10 Min. Uber
MgSO, getrocknet. Die Lésung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und 2.75 g eines
farblosen Ols wurde erhalten. Nach einer saulenchromatischen Aufreinigung (Vorlauf
Hexan/Aceton 99/1 v/v, Hauptlauf Hexan/Aceton 95/5 v/v, Nachlauf Hexan/Aceton 90/10 v/v)
wurden 0.5 g (1.92 mmol, 21 %) Produkt erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): & (ppm) = 2.58 (ddd, 3H, J1,5= 11.58 Hz); 2,78, (ddd, 3H, J125 =
11.58 Hz); 3,16 (m, 3H, J; = 7.15 Hz); 3.44 (t, 1H, J = 6.81Hz); 3,50 (m, 4H), 4.00 (m, 6H);

BC-NMR (125 MHz, CDCly): 6 (ppm) = 44.9; 45.1; 51.1; 51.8; 70.0, 72.2; 72.6; 79.8
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7.4.2 Polymerisation

7.4.2.1 Polymerisation der 2-((1,3-dihydroxypropan-2-yl)oxy)essigsaure
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In einem 25 mL Spitzkolben wurden 0.5 g (3.3 mmol, 1 Ag.) der Monomere gegeben und mit
2 Tropfen 3% Schwefelsaure versetzt. Das Gemisch wurde in 5 Zyklen mit je 2 Minuten in
der Mikrowelle unter Ruckfluss erhitzt. Die Temperatur wurde auf 120-140°C eingestellt.
Nach jedem Heizzyklus wurde eine Probe entnommen, welche Uber MALDI-TOF-MS

analysiert wurde.

'H-NMR (500MHz, CD;OD): & (ppm) = 3.45 -3.69 (m, Polymer-Riickgrat);
3C-NMR (125MHz, CD;0D): & (ppm) = 61.57; 65.33; 67.34; 70.10; 72.43;
MALDI-TOF-MS: m/z = 511.34+ x+132.05[3a+Na’];

GPC: M= 3402 g/mol; M,,= 3795 g/mol
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7.4.2.2 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von dendritischen Polyglycerin-
Nanopartikel in Miniemulsion am Beispiel Glycerin + GTGE

s
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261.4 mg Glycerin (3 mmol, 9mmol OH) und 738.6 mg GTGE100 (4 mmol, 12 mmol
Epoxiden) wurden in 0.2 ml DMSO gel6st. 20 mg KLE wurde in 15ml Cyclohexan gelést und
zu der DMSO-L6sung zugegeben. Das Gemisch wurde 1 Stunden lang bei Raumtemperatur
gerihrt. Danach wurde das Gemisch dreimal je 1 min. mit Ultraschall behandelt und
anschlie3end bei 115°C 16 h in einem Bombenrohr erhitzt.

Nachdem das Gemisch auf Raumtemperatur abgekuhlt ist wurde einigen Tropfen Wasser
zugegeben und bei 115°C drei Stunden erhitzt.

Nach dem AbkiUhlen der Reaktionsmischung wurde sie mit 15 ml n-Hexan in ein
Zentrifugengefald gegeben und dreimal je 45 min bei 4000 Umdrehungen/min zentrifugiert.
Nach jedem Zentrifugiervorgang wurde die Hexanphase durch frisches Hexan ersetzt.

Die Wasserphase wurde in Wasser drei Tage dialysiert und anschlieend am Gefriertrockner
getrocknet.

'H-NMR (700 MHz, CD;0D): & (ppm) = 4.00-3.40 (m, PG-Riickgrat);

BC-NMR (176 MHz, CD3;0D,): 8 (ppm) = 62.6; 64.4; 70.6; 70.7; 72.2; 73.9; 80.3; 81.5;
DLS: 45 nm + 15 nm

Analog dazu wurden alle Nanogele hergestellt, die NMR- Spektren sind sich sehr ahnlich,
lediglich die Integrale im IG-*C unterscheiden sich, die Daten dazu sind im Kap. 4
aufgefihrt.
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7.4.2.3 Synthese von epoxidfunktionalisierte dendritischen Polyglycerin-Nanopartikel

in Miniemulsion
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261.4 mg Glycerin (3 mmol) und 738.6 mg GTGE (4 mmol, 12 mmol Epoxiden) wurden in 0.2
ml DMSO geldst. 20 mg KLE wurde in 15 ml Cyclohexan gelést und zu der DMSO-L6sung
zugegeben. Das Gemisch wurde 1 Stunden lang bei Raumtemperatur gerihrt. Danach
wurde das Gemisch dreimal je 1 min. mit Ultraschall behandelt und anschlie3end bei 115°C
3.5 h. in einem Bombenrohr erhitzt und anschlieend beim Raumtemperatur 16 Std. lang

weitergerihrt.

Zur Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch mit 15 ml n-Hexan in ein Zentrifugengefald
gegeben und dreimal je 45 min bei 4000 Umdrehungen/min. zentrifugiert. Nach jedem

Zentrifugiervorgang wurde die Hexanphase durch frisches Hexan ersetzt.

Die Wasserphase wurde in Wasser 3 Tage dialysiert und anschlieBend am Gefriertrockner

getrocknet.

'H-NMR (700 MHz, CDs;OD): & (ppm) = 2.6 (m, 1H); 2.8 (m, 1H); 4.00-3.40 (m, PG-
Ruckgrad);

3C-NMR (176 MHz, CD;0D): & (ppm) = 62.6 (L1s, CH,OH); 64.4 (T, CH,OH); 70.6 (L1, CH,);
70.7 (L1, CHOH); 72.2 (T, CHOH and CH,); 72.2 (D, CH,); 73.9 (L., CH,); 80.3 (D, CH);
81.5 (Lis, CH).
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7.4.3 Funktionalisierung von Nanogelen

7.4.3.1 Synthese von niedrig beladene nPG-Amin 11%

0.15 g nPG-Epoxid wurden in 10 ml DMF gel6st. 0.28 g NaN; wurde dazugegeben und bei
60 °C 24 h lang geruhrt, dabei fiel ein weil3er Niederschlag aus. AnschlieBend wurde der
Niederschlag abfiltriert, das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und dann in
Wasser aufgenommen. SchlieBlich wurde die L6ésung drei Tage in Wasser dialysiert. Nach
der Dialyse wurde das Produkt gefriergetrocknet. Es wurde 97 mg Produkt erhalten. Die
Ausbeute betragt 97%.

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 6 =4.23-2.87 (nPG-Riickgrad);

13C-NMR (100 MHz, CDCl,): 6 =81.9-67.5 (nPG), 60.5 (funktionalisierte sekundare PG-

Gruppen), 51.5 (functionalisierten primaren PG-Gruppen);

IR (C): v = 2873, 2361, 2102 (Na), 1457,1273, 1122, 668 cm ™.
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7.4.3.2. Synthese von teilweise mesylfunktionalisierten nPG (nPG-Ms 11%)

Die Reaktion wurde unter Schutzgasatmosphar durchgefihrt. 150 mg nPG (2 mmol OH)
wurden in 5ml abs. Pyridin geldst und in einem Eis/Wasserbad auf 0°C gekihlt. 0.037 ml
(0.48 mmol) MsCl wurden zugetropft. Die Losung bekam eine braune Verfarbung. Im
auftauenden Eisbad wurde die Losung 24 h gerihrt und anschlie3end mit Eis gequencht.

Das Losungsmittel wurde am Hochvakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde in Wasser geldst
und mit Hilfe von Ultrafiltration aufgereinigt. Es wurde 126 mg Produkt mit 11%

Mesylfunktionalisierung erhalten, dies entspricht einer Ausbeute von 84%.

'H-NMR (400 MHz, (CD3),CO): 6 = 5.16 - 4.74 (funktionalisierte sekundare PG-
Gruppen),4.63-4.20 (functionalisierten primaren PG-Gruppen), 3.17 (Me);

13C-NMR (100 MHz, (CD3),CO): 6 = 83.1 - 69.0 (PG), 38.2 (Me);

IR (C): v = 3030, 2941, 2361, 1709, 1457, 1362, 1184, 971, 813, 753 cm™.
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7.4.3.3 teilweise azidfunktionalisieren nPG (nPG-N; 11%) aus nPG-Ms 11%

120 mg nPG mit 11% Mesylfunktionalisierung wurden in 5 mL DMF geldst. 12 mg NaN3;
wurden mit einer Plastikspatel zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 60°C drei Tage
lang geruhrt.

Nachdem das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekihlt wurde, wurde das DMF
unter Hochvakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde in Wasser aufgenommen und
ultrafiltirert.

Es wurde 106 mg Produkt erhalten, dies entsprach einer Ausbeute von 88.3%.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =4.23-2.87 (nPG-Riickgrad);

13C-NMR (100 MHz, CDCl5): 6 =81.9-67.5 (nPG), 60.5 (funktionalisierte sekundare PG-

Gruppen), 51.5 (functionalisierten primaren PG-Gruppen);

IR (C): v = 2873, 2361, 2102 (N3), 1457,1273, 1122, 668 cm ™.
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7.4.3.4 Reduktion des nPG-N3 11% zu nPG-Amin 11%

80 mg nPG-azid wurden in 5ml THF geldst, dazu wurden 3 ml H,O 31mg PPhs(1 Ag.zu Azid-
Funktion) zugegeben. Durch die Zugabe von PPh; wurde N,-Gas freigesetzt, die anhand von

Gasblaschen zu beobachten waren.

Das Gemisch wurde 16 h lang bei Raumtemperatur gerihrt. Zur Aufarbeitung wurde das
THF unter vermindertem Druck entfernt. Die wassrige Losung wurde durch Ultrafiltration

gereinigt, anschlieBend wurde das Wasser am Gefriertrockner entfernt.

Es wurde 72 mg Produkt erhalten, was einer Ausbeute von 90% entsprach.

'HNMR (400 MHz, CD;0D): 6 =4.01-3.21 (nPG), 3.31-2.40(funktionalisierte PG-Gruppen);

13C-NMR (100 MHz, CD;0D): 6 =83.0-65.5 (nPG), 55.5-43.6 (funktionalisierte PG-
Gruppen);

IR (C): v = 3354, 2874, 2362, 2338, 2103, 1576, 1473, 1338, 1104, 820, 668 cm™".
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8. Summary

8. Summary

This thesis explores the synthesis and properties of biocompatible glycerol-based polymer
particles with a high molecular weight. Two routes were attempted for the synthesis.

The base-catalyzed polycondensation of glycerol using microwave reactor mostly resulted in
pentamers or hexamers, while the method of acid-catalyzed cross-linking via miniemulsion
was proved to be successful and could be easily applied and optimized. The acid-catalyzed
ring-opening condensation reaction takes place at 120°C in DMSO-droplets dispersed in
cyclohexane and the droplets can be stabilized with the aid of a special surfactant, the
KLE25. The yield was enhanced up to 50%.

By this method a series of novel biocompatible nanogels were synthesized involving
monomers, such as ethylene glycol, GTGE, EDGE, DGE, di-and triglycerol, and long-chain
PEG. The targeted size of 100-200 nm in diameter, which is relevant for biomedical
applications were obtained with a relatively narrow distribution (PDI< 1.3 in DLS). Moreover
the chemical and mechanical properties of the resulting nanogels were investigated.

These nanogels show interesting features and are promising for various applications. In
some cases nanogel particles with diameters of ca. 100 nm have very low intrinsic viscosities
of up to 1.6 mL/g, which is a big advantage for biomedical applications.

Initial biomedical studies show that amine functionalized nPGs are suitable as a nonviral
gene vector. These nanogels may easily diffuse into the cell and are able to build multivalent
complexes with plasmid-DNA. However they still need to be improved, with respect to their
cytotoxicity and transfection efficiency.

The nPG with a compact scaffold and high degree of branching of up to 63% can be
considered both as cross-linked HPG and hydrogel due to its typical properties, such as high
swelling.

Also the nanogels built of long-chain PEG have distinct gel-like characteristics, a special
focus was placed on their varying swelling abilities in different solvents and solvent mixtures.
Depending on the scaffold the particles can change their sizes up to the six-fold.
Furthermore, the mechanical properties of the PEG-PG nanogels were evaluated by force
measurements. In some cases their stiffness, expressed as Young's Modulus, strongly differ
in different solvents. The hardness depends on the PEG-content of the particles’ network
architecture

Within this thesis a method was found to synthesize biocompatible nanoparticles whose
chemical and mechanical properties can be tailored by an appropriate choice of the building

blocks.
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