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5. Komplexe aus Diminazen und Poly-
(ethylenoxid)-block-poly-(glutaminsaure)

5.1. Einleitung

Die Verwendung von Blockcopolymeren und den daraus durch Selbst-
organisation gebildeten Mizellen ist sowohl in der Grundlagenforschung als
auch in der Industrie von groRem Interesse.** Blockcopolymere aus Poly-
(ethylenoxid) (PEO) und Poly-(L-Aminosauren) stellen im Hinblick auf eine
spatere Anwendung in vivo besonders interessante Systeme dar, da sie im
Korper durch Hydrolyse und enzymatischen Abbau zu biokompatiblen
Fragmenten abgebaut werden.? Kataoka et al. berichten beispielsweise uber
Poly-(ethylenoxid)-block-poly-(a,B-asparaginsaure) mit kovalent an die
Asparaginsaure gebundenem Doxorubicin.” Es ist auch méglich, Arzneistoffe
nicht kovalent sondern durch Komplexierung an ein Blockcopolymer zu binden.
So entstehen Nanopartikel mit einem Durchmesser von 60 nm bei der
Komplexierung von all-trans-Retinsaure mit dem Poly-(L-lysin)-Block von PEO-
block-poly(L-lysin). Durch die Komplexierung der all-trans-Retinséure wird der
zuvor wasserlosliche Poly-(L-lysin)-Block wasserunldslich und es bilden sich
Kern-Schale-Teilchen.®’ Zusatzlich stabilisiert die amphiphile all-trans-Retin-
saure die a-Helix des Poly-(L-lysin)-Blocks bei niedrigen pH-Werten. Durch
Selbstorganisation entstehen auch Mizellen aus PEO-poly-(a,3-asparaginséure)
und cis-Diammindichloroplatin(ll) (Cisplatin).® Das Blockcopolymer ist dabei
durch Komplexierung des Platins am Arzneistoff gebunden.

Bei diesen Beispielen gewahrleistet die duf3ere Hille der Teilchen aus PEO-
Ketten die Stabilitat der Nanopartikel in wassriger Losung. Ohne den PEO-
Block wirde eine Aggregation der Partikel mit anschlieRender Sedimentation
auftreten.

Bei Komplexen von nicht kovalent gebundenen amphiphilen Substanzen
(Tensiden) werden unterschiedlichste mesomorphe Strukturen beobachtet.’ Im
Gegensatz zu den Komplexen mit Tensiden'® ist bisher nur wenig tber die
Komplexierung von hydrophilen Molekilen mit Poly-(L-Aminoséuren) bekannt.
Eine Ausnahme bildet der Arzneistoff Diminazen. Das niedermolekulare Dimi-
nazen ist gut wasserloslich und besitzt eine positive Ladung. Als Arzneistoff
wird Diminazen fur die Behandlung eines Trypanosomen-Befalls bei Tieren,
besonders bei Wiederk&uern, eingesetzt.

Stolnik et al. benutzten Diminazen als Modellsubstanz, um dessen Komplex-
bildung mit Poly-(L-asparaginsaure) (PAsp) ' und PEO-b-(PAsp)'? zu unter-
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suchen. Der Komplex aus Diminazen und PEO-b-(PAsp) bildete dabei Nano-
partikel von 22 bis 60 nm mit einem Zetapotential im neutralen Bereich. Die
Komplexbildungskonstanten wurden fir den Diminazen-PAsp-Komplex
bestimmt und lagen bei 1 x 10 bis 7 x 10 in Abhangigkeit vom pH-Wert und
der Natriumchlorid-Konzentration. Die Untersuchungen ergaben auch, dass
Diminazen mit beiden Amidin-Gruppen je eine Asparaginsaure-Einheit von
PAsp komplexiert. Auch Untersuchungen der Komplexierung von Diminazen mit
DNA ergaben Hinweise darauf, dass beide positiv geladene Amidin-Gruppen
des Diminazens an der Komplexbildung mit DNA beteiligt sind.*®

Stolnik et al. fuhrten allerdings keine Untersuchungen durch, ob durch die Kom-
plexbildung Konformationsanderungen des Asparaginsaure-Blocks auftreten
und welchen Einfluss die Anzahl der Asparaginsaure-Einheiten im Peptid-Block
auf die Komplexbildung hat.

Gegenstand dieses Kapitels ist das physiko-chemische Verstandnis der
Komplexierung des Modellarzneistoffs Diminazen mit einem anionischen Poly-
(glutaminsaure)-Block. PEO-block-poly-(glutaminsaure) (PEO-b-Glu) wurde als
einfaches Modell ausgewahlt, um die Komplexbildung und Selbstorganisation
zu untersuchen. Diminazen besitzt zwei Amidin-Gruppen, die mit der Carboxyl-
Funktion der Glutaminsdure komplexieren konnen (Abbildung 5.1). Die
Komplexbildung zwischen Amidinium-lon und der Carboxylat-Gruppe kommt
durch eine Kombination von elektrostatischer Wechselwirkung und
Wasserstoffbriicken zustande.**

Es sollte daher untersucht werden, ob Diminazen nur mit einer oder mit beiden
seiner mdglichen Bindungsstellen an PEO-b-Glu bindet und wie grof3 die
Bindungskonstanten bei unterschiedlichen Langen des Poly-(glutaminsaure)-
Blocks sind. Zusétzlich sollte mit Hilfe des Circulardichroismus gezeigt werden,
ob Diminazen bei einer Verdnderung des pH-Wertes einen Einfluss auf die
Konformation des Glutaminsdure-Blocks hat, vergleichbar mit dem
stabilisierenden Einfluss von Tensiden. Schliel3lich soll in einem Vergleich der
Sekundarstrukturen von Poly-(glutaminsaure) (Glu) und PEO-b-Glu nach der
Komplexierung mit Diminazen untersucht werden, ob der PEO-Block einen
Einfluss auf die Sekundarstruktur des Peptid-Blocks hat.
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Abbildung 5.1 Komplexierung von PEO-b-Glu,, mit Diminazen Uber elektrostatische Wechsel-
wirkungen und Wasserstoffbriicken.

5.2. Ergebnisse und Diskussion

5.2.1. Komplexbildung mit PEO-block-poly-(glutaminsaure)

Durch das Vermischen von Diminazen mit PEO-b-Glu entstehen Komplexe, die
sowohl durch ionische Bindungen als auch durch Wasserstoffbriicken-
bindungen stabilisiert werden (Abbildung 5.1). Diminazen komplexiert dabei
Uber seine Amidin-Gruppe eine Carboxyl-Gruppe der Seitenkette der Glutamin-
saure. Dabei besteht die Mdglichkeit, dass Diminazen das Blockcopolymer tber
eine seiner beiden Amidin-Gruppen bindet oder dass beide vorhandenen
Amidin-Gruppen an der Komplexierung beteiligt sind. Der pKs-Wert der
Carboxyl-Gruppe in der Seitenkette der Glutaminséure ist 4.38."> Aus diesem
Grund kann angenommen werden, dass der Glutaminsaure-Block wahrend der
Komplexierung bei pH 7.4 deprotoniert vorliegt.

Bilden sich aus Diminazen und PEO-b-Glu Komplexe, so sollte sich das UV-
Spektrum der Komplexe von den Spektren der unkomplexierten Substanzen
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unterscheiden. Diese Annahme konnte durch die Messung der UV-Differenz-
Spektren der Diminazen-PEO-b-Glu-Mischung (Proben-Kivette) und der nicht
vermischten Losungen (Referenz-Kivette) bestétigt werden (Abbildung 5.2 und
Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.2 UV-Spektren von PEO-b-Glus (durchgezogene Linie) (Cgutaminsaure = 0-8 mM) und
Diminazen (gestrichelte Linie) (Cpiminazen = 0.025 mM) in 25 mM Tris-HCI (Referenz 25 mM
Tris-HCI).

In Abbildung 5.3 ist zu sehen, dass mit ansteigender PEO-b-Glu-Konzentration
die Differenz der Absorptionen grof3er wird.

Die direkt nach Mischung der LOsungen erhaltene Form der UV-Differenz-
Spektren bleibt konstant. Sie enthalten funf isosbestische Punkte bei 260 nm,
308 nm und 407 nm, die ein Hinweis auf das Vorliegen eines Zwei-Zustands-
Systems sind. Diminazen liegt demnach in einer komplexierten und einer nicht
komplexierten Form vor. Das Auftreten der isosbestischen Punkte schlief3t
allerdings nicht aus, dass nicht zusétzlich noch andere Zustandsformen mit
genau dem gleichen Spektrum und Absorptionskoeffizienten vorliegen konnten.
Die maximale positive Differenz der UV-Absorption liegt bei 426 nm.

Aus diesem Grund wurde die Differenz der Absorptionen bei einer Wellenlange
von 426 nm benutzt, um die Komplexbildung zu verfolgen. Aus den grof3en
Betrdgen der Differenzen der gemessenen Absorptionen direkt nach Mischung
der Losungen lasst sich schlieBen, dass sich die Diminazen-PEO-b-Glu-
Komplexe spontan beim Vermischen der Diminazen- und PEO-b-Glu-Ldsungen
bilden. Dabei ist der Anteil an komplexiertem Diminazen umso grol3er je héher
die PEO-b-Glu-Konzentration ist (Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.3 UV-Differenz-Spektren der Komplexe aus Diminazen mit PEO-b-Glu. Es
wurden unterschiedliche Verhéltnisse von Glutaminsdure zu Diminazen vermessen. Die
molaren Verhaltnisse waren (Ngutaminsaure:Npiminazen) 8:0 (=), 2.0 (——), 1.0 (-~--) und 0.5 (---). Die
Diminazen-Konzentration betrug 0.05 mM.

5.2.2. Bindungs-Konstante

Um die Frage zu beantworten, mit wie vielen Bindungsstellen Diminazen das
Blockcopolymer PEO-b-Glu komplexiert, wurde von einer einfachen Kom-
plexierungsreaktion ausgegangen, bei der Diminazen (D) und die Glutamin-
saure-Einheiten (M) den Komplex DM, bilden. Das Reaktionsschema ist

D + nM < DM, Gleichung 5.1

wobei n die Anzahl der Glutaminsaure-Monomere ist, die ein Diminazen-
Molekil bindet. Die Komplexbildungskonstante (K) kann durch eine Verbindung
des Massenwirkungsgesetz mit dem Lambert-Beer'schen Gesetz berechnet
werden. Das Massenwirkungsgesetz wird durch

n
K=Com, /(Co Cy ) Gleichung 5.2

beschrieben, wobei cpm, ¢p und cy die Konzentration des Komplexes, des
Diminazens und der Glutaminsaure-Monomere sind. Das Lambert-Beer’'sche
Gesetz lautet

AA=Ac Ae; d =cp, Ag, d Gleichung 5.3
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wobei Ag; die Anderung des Extinktionskoeffizienten bei einer gegebenen
Wellenlange ist, in diesem Fall bei 426 nm.

Zusétzlich muss bertcksichtigt werden, dass Diminazen sowohl nur mit einer
seiner beiden Amidin-Gruppen (n=1) als auch mit beiden Amidin-Gruppen
(n = 2) die Carboxyl-Gruppen des PEO-b-Glu komplexieren kann. Diese beiden
unterschiedlichen Madglichkeiten ergaben verschiedene Funktionen zur An-
passung der Messkurven bei der Berechnung der Komplexbildungskonstanten.

5.2.2.1. Eine Bindungsstelle (n = 1)

Bildet Diminazen mit PEO-b-Glu einen Komplex nur Uber eine der beiden
mdoglichen Bindungsstellen, dann wird die Konzentration an freiem Diminazen
(cp) beschrieben durch

Cb = Cp, t=0 — Cpm Gleichung 5.4

die Konzentration an komplexierten Glutaminsaure-Monomeren (Cy, p) durch

Cm, b = Cpm Gleichung 5.5

und die Konzentration an freien Glutaminsdure-Monomeren (cy ) durch

CM = CMmit=0— Cm, b Gleichung 5.6
Daraus ergibt sich fur die Komplexbildungskonstante

C
K= oM Gleichung 5.7
(CD,t=O —Com )(CM,t=0 —Com )

Zusammen mit der Differenz der Absorptionen, die Uber die Gleichung

AA:CDMAg}, d :CDMAeXt;L GleiChUng 5.8

mit der Konzentration des gebildeten Komplexes verbunden ist, berechnet sich
die Funktion zur Kurvenanpassung fir die Bestimmung von K tber

Aext 2
AA =22 (e hcy o +1/K —J(cwz0 +Cpo +1/K)2 —4Cy oCpio) Gleichung 5.9
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5.2.2.2. Zwei Bindungsstellen (n = 2)

Komplexiert Diminazen mit beiden Bindungsstellen PEO-b-Glu, dann ist die
Konzentration an freiem Diminazen (Cp)

Co =Coi-0 ~ Com, Gleichung 5.10
die Konzentration an gebundenen Glutaminsaure-Monomeren (Cw,p)
Cup = 2CDM2 Gleichung 5.11
und die Konzentration an freien Glutaminsaure-Monomeren (Cy )
Cm = Cmio ~Cwmp Gleichung 5.12
Daraus berechnet sich die Komplexbildungskonstante

CDM2
(CD,t:O - CDMZ )(CM,t:O -2 CDMZ)

2
Gleichung 5.13

Durch Einsetzen von

a=Cy, +Cpi0 Gleichung 5.14

(Curo)’ 1
b=—"——+ Cmi=o Coro + -

4 4K Gleichung 5.15
und

2
(CM =0 ) CD,t:O

4 Gleichung 5.16

C=

ergibt sich fur die Bestimmung der Komplexbildungskonstanten

2.2%(a’ - 3b)
(— 2a% +9ab — 27¢ ++/(2a® — 9ab + 27¢) — 4(a’ - 3b)? Y*"

2a—

_ Adext,
6

AA

_ 2%(_ 2a% +9ab — 27¢ +/(2a* — 9ab + 27c)? — 4(a’ - 3b)? )%’

Gleichung 5.17
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5.2.3. Bestimmung der Bindungsstellen

Beide Anpassungsfunktionen fir 4A wurden getestet um zu ermitteln, ob die
Annahme von einer (n = 1) oder von zwei (n = 2) Bindungsstellen des Dimi-
nazens bei der Komplexierung mit Glutaminsdure wahrscheinlicher ist. Der
Korrelationskoeffizient R?> wurde als Kriterium zur Unterscheidung der beiden
moglichen Modelle herangezogen. Der Korrelationskoeffizient R* kann Werte
zwischen 0 und 1 annehmen, wobei R? = 1 einer perfekten Kurvenanpassung
entspricht.

Die Funktion mit n=1 fur eine Komplexierungsreaktion nach folgendem
Schema

D+M ¢« DM Gleichung 5.18

ergibt einen Korrelationskoeffizienten von R? = 0.996, wahrend die Funktion mit
n =2 und

D+2M «< DM, Gleichung 5.19

einen Korrelationskoeffizienten von R?=0.636 ergibt. Beide Korrelations-
koeffizienten sind Mittelwerte der Blockcopolymere PEO-b-Glug bis PEO-b-
Gluss. Aus den unterschiedlichen Werten fiir R? lasst sich schlieRen, dass
Diminazen nur mit einer seiner beiden moéglichen Bindungsstellen PEO-b-Glu
komplexiert (Abbildung 5.4). Dieses Verhalten kann in einer eventuellen
sterischen Hinderung bei der Komplexierung begrindet sein. Die Ausbildung
einer zweiten Bindungsstelle ist moglicherweise zumindest an der gleichen
Polymer-Kette sterisch gehindert.

Bei der Untersuchung der Komplexierung von Diminazen und PAsp mit Hilfe
von kalorimetrischen Messungen durch Stolnik et al. wurden die erhaltenen
Ergebnisse dahingehend interpretiert, dass jedes Diminazen-Molekul mit den
verwendeten Polymeren Poly-(asparaginsaure) und PEO-b-(asparaginséure)
mehr als ein Aminosaure-Monomer (1.35 bis 1.88) komplexiert.***? Der Grund
fur die unterschiedliche Komplexierung von Polymeren aus Asparaginsaure und
Glutaminsdure durch Diminazen ist noch nicht geklart und bedarf weiterer
Untersuchungen.

Die gemessenen Werte fir AA sind fur die unterschiedlichen Langen des
Glutaminsaure-Blocks eine Funktion von cy, = und wurden mit den Modellen
fur eine und zwei Bindungsstellen angepasst, um die Komplexbildungskon-
stanten zu berechnen (4e;,d = 1762 mol™). Die Komplexbildungskonstante K
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steigt mit der Kettenlange des Glutaminsdure-Blocks an und hat bei
2.38 x 10* M (PEO-b-Gluse) ihr Maximum (Tabelle 5.1 und Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.4 Konzentrationsabhéangigkeit von AAbsorption bei A =426 nm in den UV-
Differenz-Spektren der Komplexe aus Diminazen und PEO-b-Glu mit n = 6 (m), 10 (=), 16 (e),
20 (A) und 25 (®). Die Konzentration von Diminazen betrug 0.05 mM. Zuséatzlich wurden fir
Kurven anhand Gleichung 5.9 unter der Annahme nur einer Bindungsstelle des Diminazens
berechnet (durchgezogene Linien,).

Danach fallt der Wert fir K auf 1.16 x 10* M™ (PEO-b-Glu,s). Die Komplex-
bildungskonstanten fiir PEO-b-Glu liegen in derselben GroRenordnung wie die
bereits fur den Komplex Diminazen-Poly-(asparaginsaure) veroffentlichten

(K~ 1x10* M. 1

Molekular- Anteil an gebundenem
gewicht Anzahl der K Diminazen® [%6]
Peptid-Block?® Glutaminséaure- 10° M
Mn Einheiten [ ] NGlu:Npiminazen NGlu:NDpiminazen

[g m0|-1] 1:1 8:1
PEO-b-Glug 770 6 0.08+0.1 7 43
PEO-b-Glujo 1290 10 1.98+1.3 50 95
PEO-b-Glus 2060 16 238+1.6 53 96
PEO-b-Gluy 2580 20 19+1.2 49 95
PEO-b-Gluzs 3230 25 1.16 £ 0.7 41 91

2 Molekulargewichte M, aus
®Werte berechnet fiir Coiminazen = 0.05 MM

Tabelle 5.1 Charakterisierung der zur Komplexierung mit Diminazen verwendeten Blockcopoly-
mere und der entstehenden Komplexe.
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Ahnliche Komplexbildungskonstanten im Bereich von 1-2 x 10* M™* werden
auch bei anderen Wirt-Gast-Komplexen gefunden.'®!"*® Eine Ausnahme bildet
nur die Bindungskonstante des klrzesten hier verwendeten Blockcopolymers
PEO-b-Glug mit einem Wert von 0.08 x 10* M™.

Der Umsatz von Diminazen (Up), d.h. der Anteil an Diminazen-Molekulen, der
mit PEO-b-Glu komplexiert, wird definiert als

Up =1-(Cp /Cp0) Gleichung 5.20

und wurde Uber folgende Gleichung berechnet

KCD,t:O - KCM,t:O -1+ \/(KCD,t=O - KCM,t:O - 1)2 + 4KCD,t=0

U, =1-
2KCp o
Gleichung 5.21
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Abbildung 5.5 Anteil an komplexiertem Diminazen als Funktion der Anzahl der Glutaminsaure-
Einheiten im Polymer. Das Verhdltnis von Glutaminsdure zu Diminazen (Ngjutaminsaure:Nbiminazen)
war 1:1 (o) und 8:1 (o).

Der Anteil an gebundenem Diminazen wurde fur zwei unterschiedliche Ver-
haltnisse PEO-b-Glu zu Diminazen bestimmt. Die Diminazen-Konzentration
betrug dabei 0.05 mM und das Verhéltnis von Glutaminsaure zu Diminazen
(NGlutaminsaure:Nbiminazen) War 1:1 und 8:1 (siehe Tabelle 5.1 und Abbildung 5.5).

Der Anteil an gebundenem Diminazen liegt fur die Glutaminsdure-Blocklangen
10 bis 25 bei einem Verhéltnis der Glutaminsaure zu Diminazen von 1:1 bei 40 -
50 % und bei einem Verhaltnis von 8:1 bei Uber 90 %. Nur der Anteil an gebun-
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denem Diminazen bei PEO-b-Glug weicht davon ab, er betragt 7 % (1:1) und
43 % (8:1).

2,5x10*

2,0x10" A/\

PAN

—1,5x10" \
=

= A
X 1 0x10*

5,0x10°

0,0

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Anzahl Glutaminsaure

Abbildung 5.6 Die Komplexbildungskonstanten K (A) als Funktion der Anzahl der Glutamin-
saure-Einheiten im Polymer PEO-b-Glu.

Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass der Glutaminsaure-Block
von PEO-b-Glu mindestens 10 Glutaminsaure-Einheiten besitzen muss, um
Diminazen effektiv komplexieren zu kénnen und dass der Anteil des kom-
plexierten Diminazen bei einem Uberschuss an Glutaminsidure nahe 100 %
liegt.

5.2.4. Stabilisierung der Sekundarstruktur

Es ist bekannt, dass eine Anderung der Konformation der Poly-(glutaminsaure)
von einer Knauel-Struktur zu einer a-Helix durch bestimmte Tenside induziert
wird.**% Dieses Verhalten wurde bis jetzt aber noch nicht bei gut wasser-
l6slichen, nicht oberflachenaktiven Substanzen wie Diminazen beobachtet. Fur
die Ausbildung einer a-Helix muss eine Mindestanzahl von 20 Aminosauren
vorhanden sein.?>* Aus diesem Grund wurde der Einfluss von Diminazen auf
die Sekundarstruktur von PEO-b-Gluys (25 Glutaminsaure-Einheiten) unter-
sucht. Dabei wurde die Sekundarstruktur des Polymers und des Diminazen-
Polymer-Komplexes in Abhéangigkeit vom pH-Wert mit Hilfe des Circular-
dichroismus (CD) bestimmt.

Abbildung 5.7 zeigt die Elliptizitat 8 von unkomplexiertem PEO-b-Glu,s in einem
Wellenlangenbereich von 190 bis 260 nm in Abhangigkeit vom pH-Wert. Das
typische Spektrum einer a-Helix zeigt sich bei pH 3.4 mit zwei Minima bei
208 nm und 222 nm und einem Maximum bei etwa 192 nm.
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Abbildung 5.7 CD-Spektren von PEO-b-Glu,s bei unterschiedlichen pH-Werten. Die pH-Werte
betrugen 3.4; 5.1; 5.6 und 7.4. Beim pH-Wert 3.4 zeigt das CD-Spektrum den Verlauf fir eine
a-Helix und am pH-Wert 7.4 den Verlauf fur eine Knduel-Konformation.

Das CD-Spektrum beim pH-Wert 7.4 mit einem Minimum bei 197 nm und einem
Maximum bei 218 nm hat die typische Form einer Knauel-Konformation, bei
222 nm hat 6 einen positiven Wert angenommen. Bei Anhebung des pH-Wertes
von 3.4 auf 7.4 zeigen die CD-Spektren eine schrittweise Umwandlung der
a-Helix des Glutaminséure-Blocks in eine Knauel-Konformation an.

Abbildung 5.8 zeigt die CD-Spektren des Diminazen-PEO-b-Glu,s-Komplexes in
Abhangigkeit vom pH-Wert. Bei Wellenlangen tber 200 nm hat das Signal eine
gute Qualitat, unterhalb von 200 nm ist es nicht mehr auswertbar. Ein Grund
dafir kann die starke Farbung des Diminazens sein, die eine Verminderung der
Signalqualitat unterhalb 200 nm verursacht. Aus diesem Grund wurden bei den
CD-Spektren des Diminazen-PEO-b-Gluzs-Komplexes nur Wellenlangen grol3er
als 200 nm zur Interpretation herangezogen.

Bei den CD-Spektren des Komplexes lasst sich die a-Helix-Konformation
deutlich bis zu einem pH-Wert von 11.5 erkennen. Es finden sich zwei Minima
bei 206 nm und 224 nm, die charakteristisch fur eine a-Helix sind. Das Mini-
mum bei 206 nm ist, verglichen mit dem Minimum bei 224 nm, deutlich
verstarkt. Ein ahnlicher Effekt konnte bei Dodecylammonium-Poly-(glutamin-
saure)-Komplexen beobachtet werden.'® Die Verstarkung des Minimums bei
206 nm des Diminazen-PEO-b-Glu-Komplexes kann daher ebenfalls als ein
Effekt der Komplexbildung interpretiert werden. Beim pH-Wert 12.4 zeigt das
CD-Spektrum eine Knauel-Konformation an, die Elliptizitat 6 hat bei 222 nm
einen positiven Wert angenommen.
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Abbildung 5.8 CD-Spektren des Komplexes von Diminazen mit PEO-b-Gluys bei unterschied-
lichen pH-Werten. Die pH-Werte betrugen 12.4; 11.5; 9.3 und 7.3.

Abbildung 5.9 zeigt die Elliptizitadt 6,,, als Funktion des pH-Wertes, um den
Ubergang der a-Helix in eine Knauel-Konformation fiir PEO-b-Glu,s und den
Diminazen-PEO-b-Gluzs-Komplex genau zu bestimmen. Fir die a-Helix des
PEO-b-Gluys betragt die Elliptizitat 6,2, = -2 bei einem pH-Wert von 3.6, flir eine
Knauel-Konformation ist 82, = 0.4 bei einem pH-Wert von 8. Der Ubergang
findet deutlich bei einem pH-Wert zwischen 5 und 6 statt, der Kurvenverlauf
besitzt einen Wendepunkt bei pH 5.3.
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Abbildung 5.9 Molare Elliptizitdt 6,,, von PEO-b-Gluys (o) und des Diminazen-PEO-b-Gluys-
Komplexes (o) als Funktion des pH-Wertes bei einer Wellenlange von 222 nm. 6,,, ist
angegeben als die molare Elliptizitat einer Glutaminsaure-Einheit.
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Die Elliptizitat 6,,, des Diminazen-PEO-b-Glu,s-Komplexes zeigt eine deutliche
Verschiebung der Kurve zu héheren pH-Werten. Die Werte flrr 8,2, variieren nur
leicht zwischen -1.9 x 10* und -2.1 x 10* (iber einen pH-Bereich von 3.4 bis
11.0. Damit liegt der Diminazen-PEO-b-Gluzs-Komplex in diesem pH-Bereich
stabil mit einem gleich bleibenden Anteil an a-Helix vor. Der Ubergang von
a-Helix zur Knauel-Konformation findet bei einem pH-Wert zwischen 11.5 und
12.5 statt, der Kurvenverlauf besitzt einen Wendepunkt bei pH 12.

Der Anteil an a-Helix (f4) kann berechnet werden mit

Oc =0

— 2
" 9. -0,

Gleichung 5.22

wobei 6,,, die Elliptizitat bei 222 nm, 64 die Elliptizitat bei 222 nm fur die -
Helix des Glutaminsaure-Blocks bei pH 3.4 und 6¢ die Elliptizitat bei 222 nm flur
die Knauel-Konformation des Glutaminsaure-Blocks bei pH 12 darstellt.?° In
Abbildung 5.10 ist der Anteil an a-Helix (fy) in Abhangigkeit vom pH-Wert ange-
geben. Es wurde dabei die Konformation des unkomplexierten PEO-b-Gluzs mit
der des Diminazen-PEO-b-Gluzs-Komplexes verglichen.
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Abbildung 5.10 Anderung der Konformation des Blockcopolymers PEO-b-Glu,s (o) und des
Komplexes Diminazen-PEO-b-Glu,s (e) in Abhangigkeit vom pH-Wert. Der Anteil an a-Helix (f,)
ist als Funktion des pH-Wertes angegeben.

5.2.5. Grof3e und Struktur der Nanopartikel

Messungen des hydrodynamischen Durchmessers (Dy) der Diminazen-PEO-b-
Gluzs-Komplexe beim pH-Wert 7.4 zeigten, dass diese als diskrete Nanopartikel
mit einem Dy von 32 nm und einem niedrigen Polydispersitatsindex®*%* (PDI)
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von 0.1 vorliegen. In Abbildung 5.11 sind der Dy und der PDI fir den Komplex
aus Diminazen mit PEO-b-Gluys als Funktion des pH-Wertes aufgetragen. Bis
zu einem pH-Wert von 11.5 liegen die Komplexe konstant als Nanopartikel mit
einem Dy von 32 nm und einem PDI von 0.1 vor. Bei einer weiteren Erh6hung
des pH-Wertes steigt die GroRe der Partikel stark an, beim pH-Wert 12.4
betragt der Durchmesser der Komplexe 210 nm und der PDI 0.53. Der Anstieg
des PDI von 0.1 auf 0.53 beruht auf einer Veréanderung der Partikelgrof3en-
verteilung der gemessenen Komplexe. Der PDI = 0.1 zeigt eine enge GroRRen-
verteilung der vermessenen Partikel, wahrend der PDI von 0.53 bei einem pH-
Wert von 12.4 auf eine sehr breite Partikelgrol3enverteilung hinweist. Die
Komplexe der anderen Blockcopolymere mit Diminazen zeigen das gleiche Ver-
halten bei einer Anderung des pH-Wertes. Im Gegensatz dazu zeigt nicht kom-
plexiertes PEO-b-Gluys in Tris-HCI bei Messung der dynamischen Lichtstreuung
nur Signale im Bereich von 5 nm, die einzelnen Polymer-Ketten entsprechen
konnten.
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Abbildung 5.11 Hydrodynamischer Durchmesser Dy (o) und Polydispersitatsindex (PDI, A) des
Diminazen-PEO-b-Glu,s-Komplexes als Funktion des pH-Wertes.

Es ist bekannt, dass die Aminoséurereste einer Poly-(aminosaure) in einer
a-Helix sich tiber 0.15 nm erstrecken.”® Fir PEO-b-Gluys berechnet sich die
Grol3e der a-Helix auf 3.75 nm. In verschiedenen Vero6ffentlichungen wurde der
end-to-end-Abstand von PEO in vdllig gestreckter Form, Maander- und Knauel-
Konformation berechnet.?® Fiur PEO mit einem Molekulargewicht von
5000 g mol™ betréagt die geschéatzte Lange des Molekills als gestreckte Kette
40 nm, in der Maanderkonformation 20 nm und als Knduel 2.5 nm. Kombiniert
man diese geometrischen Charakteristika mit den gemessenen Daten der Dimi-
nazen-PEO-b-Glu-Komplexe, so kann man als Modell des gebildeten Kom-
plexes eine spharische Kern-Schale-Struktur, &hnlich einer Mizelle, annehmen.
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Dabei komplexiert Diminazen den Glutaminsdure-Block in seiner a-helikalen
Form und die PEO-Blécke bilden eine abschlieRende &aul3ere Hille. Diese
Nanopartikel mit einer Kern-Schale-Struktur sind stabil bis zu einem pH-Wert
von 11.5 und werden bei héheren pH-Werten instabil. Die Instabilitdt der Kom-
plexe bei hoheren pH-Werten als 11.5 ist eine Folge der Deprotonierung des
Diminazens. Die Deprotonierung fuhrt zu einer Aufhebung der ionischen
Bindung des Diminazens an die Glutaminséure-Einheiten. Die bei einem
pH-Wert Gber 11.5 mit der dynamischen Lichtstreuung gemessenen grof3eren
schlecht definierten Aggregate (PDI = 0.53 entspricht einer breiten Partikel-
groRenverteilung) kdnnten aufgrund einer Bindung des Diminazens durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen und van-der-Waals-Krafte an das PEO-b-Glugs
entstehen. In einer friheren Untersuchung mit PEO-poly-(L-lysin) konnte ge-
zeigt werden, dass die a-helikale Struktur von Kern-Schale-Teilchen (Dy = 100
bis 120 nm) aus all-trans-Retinsaure und PEO-poly-(L-lysin) solange stabil
bleibt, wie eine intakte Bindung zwischen der all-trans-Retinsdure und dem
PEO-poly-(L-lysin) besteht.®

Die Aufnahmen der CD-Spektren haben deutlich gezeigt, dass die Diminazen-
Blockcopolymer-Komplexe Uber einen breiten pH-Bereich als a-Helix stabil vor-
liegen. Da die Komplexierung des Diminazens mit den Blockcopolymeren bei
einem pH-Wert durchgefihrt wurde, bei dem sich der Glutaminsdure-Block des
unkomplexierten Polymers in einer Knduel-Konformation befindet und nicht als
a-Helix vorliegt (pH 7.4 Tris HCI Puffer), kann daraus gefolgert werden, dass
die Komplexierung mit Diminazen die Konformationsanderung des Glutamin-
saure-Blocks in eine a-Helix induziert.

Um die Induzierung der Konformationsanderung zu untersuchen, wurde
PEO-b-Gluys in 25 mM Tris HCI Puffer, pH 7.4, mit unterschiedlichen Mengen
Diminazen komplexiert und von diesen Proben CD-Spektren aufgenommen.
Zum Vergleich wurde ein Homopolymer aus Glutaminsdure mit 26 Einheiten
Glutaminsaure (Gluys) ebenfalls in 25 mM Tris HCI Puffer, pH 7.4, mit unter-
schiedlichen Mengen Diminazen komplexiert, um einen mdglichen Einfluss des
PEO-Blockes auf die Konformationsanderung des Glutaminsaure-Blockes zu
untersuchen. Abbildung 5.12 zeigt die CD-Spektren des Homopolymers Glugs
und seiner Komplexe mit Diminazen, Abbildung 5.13 die CD-Spektren von
PEO-b-Gluzs und seiner Komplexe mit Diminazen. Die CD-Spektren der
unkomplexierten Polymere (Kurve 1 in Abbildung 5.12 und Abbildung 5.13)
zeigen bei pH 7.4 den fur beide Polymere typischen Verlauf einer Knauel-
Konformation. Durch die Komplexierung mit Diminazen verandern sich die CD-
Spektren und zeigen bei beiden Polymeren den Kurvenverlauf einer a-Helix. Bis
zu einer Diminazen-Konzentration von 0.29 mM zeigt das CD-Spektrum fur
Glugs den Verlauf einer a-Helix (Abbildung 5.12, Kurve 3), bei einer weiteren
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Zugabe von Diminazen verandert sich das CD-Signal stark und zeigt weder den
Kurvenverlauf fir eine a-Helix noch fir die Knauel-Konformation (Abbildung
5.12, Kurve 4).
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Abbildung 5.12 CD-Spektren von Glu,s bei pH 7.4 in 25 mM Tris HCI Puffer und als Komplex
mit Diminazen. Diminazenkonzentrationen: (1) ohne Diminazen; (2) 0.19 mM; (3) 0.29 mM;
(4) 0.49 mM. Die Konzentration der Glutaminsédure-Monomere betrug 1.34 mM.
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Abbildung 5.13 CD-Spektren von PEO-b-Gluys bei pH 7.4 in 25 mM Tris HCI Puffer und als
Komplex mit Diminazen. Diminazenkonzentrationen: (1) ohne Diminazen; (2) 0.19 mM,;
(3) 0.29 mM; (4) 0.49 mM; (5) 0.97 mM. Die Konzentration der Glutaminsaure-Monomere
betrug 1.34 mM.

Dagegen zeigt das CD-Spektrum von PEO-b-Gluys Uber den vermessenen
Konzentrationsbereich bis 0.97 mM Diminazen den Kurvenverlauf fir eine
a-Helix (Abbildung 5.13, Kurven 4 und 5).
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Der PEO-Block hat keinen Einfluss auf eine Ausbildung der a-Helix, bei beiden
Polymeren filhrt die Zugabe von Diminazen jedoch zu einer Anderung des
Knauels zur a-Helix. Nur der Kurvenverlauf der Komplexe unterscheidet sich
bei beiden Polymeren deutlich in der Ausbildung des Minimums bei A = 200 nm.
Die Elliptizitat 6 erreicht bei Komplexen mit dem Homopolymer Gluys deutlich
geringere Werte als beim Blockcopolymer PEO-b-Gluys. Dies kdnnte durch eine
sterische Hinderung der Komplexierung durch den PEO-Block verursacht sein.

Der PEO-Block fuhrt zu einer sterischen Stabilisierung der Komplexe von
Diminazen mit dem Blockcopolymer PEO-b-Gluys. Der Diminazen-Glugs-
Komplex beginnt dagegen ab einem molaren Verhéltnis von Diminazen zu
Glutaminsaure-Einheiten von 0.22 auszufallen.

Abbildung 5.14 zeigt die molare Elliptizitat 6,,, der Komplexe von PEO-b-Gluas
und Gluze mit Diminazen als Funktion der Diminazen-Konzentration. Deutlich ist
bei beiden Polymeren die Anderung der Konformation durch eine Zugabe des
Diminazens zu erkennen.
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Abbildung 5.14 Molare Elliptizitat 6,,, der Komplexe von PEO-b-Gluy (A) und Gluys (e) mit
Diminazen als Funktion der Diminazen-Konzentration. Die Konzentration der Glutaminséaure-

Monomere betrug 1.34 mM. 6,,, ist angegeben als die molare Elliptizitat einer Glutaminsaure-
Einheit.

Die molare Elliptizitat 6,,, sinkt bei beiden Diminazen-Polymer-Komplexen von
positiven Werten auf stark negative Werte und zeigt damit die Ausbildung einer
a-Helix an. Der Diminazen-Gluzs-Komplex préazipitierte bei einem molaren Ver-
haltnis von Diminazen zu Glutaminsaure-Einheiten von 0.22, die molare Ellip-
tizitat 6,,, stieg dabei gleichzeitig wieder an. Dieses Verhalten konnte beim
Diminazen-PEO-b-Gluzs-Komplex innerhalb des untersuchten Konzentrations-
bereichs nicht beobachtet werden. Die unterschiedliche Stabilitat der Komplexe
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kann durch den Einfluss der sterischen Stabilisierung der PEO-Ketten erklart
werden.

5.3. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde das Komplexierungsverhalten des gut wasserloslichen
Arzneistoffs Diminazen mit Blockcopolymeren aus PEO und der Aminoséaure
Glutaminsaure untersucht. Dabei blieb der PEO-Block konstant und die Lange
der Glutaminséure-Blocke variierte. Die Anzahl der Glutaminsdure-Monomere
im Poly-(glutaminsaure)-Block der Polymere betrug 6, 10, 16, 20 und 25. Durch
die Komplexierung und Selbstorganisation von Diminazen mit PEO-b-Glu bilden
sich Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 32 nm und
einem PDI von 0.1.

Diminazen bindet nur mit einer seiner beiden mdglichen Bindungsstellen an
PEO-b-Glu mit einer Bindungskonstante K in der GréRenordnung von 10* M™.
Der Anteil an gebundenem Diminazen liegt bei einem molaren Verhéaltnis von
Glutaminsaure zu Diminazen von 8:1 nahe 100 %. Durch die Komplexbildung
mit Diminazen wird die pH-abh&ngige Umwandlung der a-Helix des Poly-
(glutaminsaure)-Blocks in die Knauel-Konformation deutlich von pH 5 auf pH 12
verschoben. Diminazen stabilisiert damit effektiv die Sekundarstruktur der Poly-
(glutaminsdure). Diminazen induziert durch Komplexierung die Bildung der
a-Helix des Poly-(glutaminsdure)-Blocks bei pH-Werten, an denen der
Glutaminsaure-Block ohne Diminazen in der Knauel-Konformation vorliegt.
Dieser stabilisierende Effekt des Diminazens kénnte durch Ausbildung einer
schitzenden Schicht aus Diminazen und den PEO-Ketten als auf3ere Hille bei
Formierung der Nanopartikel entstehen.

Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass der PEO-Block des Blockcopoly-
mers bei der Komplexierung mit Diminazen keinen Einflu3 auf die Konforma-
tionsanderung der Poly-(glutaminsaure) hat.

Es ist daher zu vermuten, dass Diminazen ebenfalls die Sekundarstruktur von
Peptiden mit einem grofRen Anteil an a-Helices bei Veranderung des pH-Wertes
stabilisieren kann.
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