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Iterative method calculation of degree of functionalization

j (3.00 — 2.15)pPm x Ny g
j (1.35-1.25)ppm x 4 x N_yyiacr)

. 1(3.00 —2.15)ppm x (Nyypgy — 2% DFy xN_pyory)
2 j (1.35-1.25)ppm x 4 X N_yypa0r)

DF. - 1(3-00 —2.15)ppm > (Nyypgry —2xDFy xN_ppory)

DF. - 1(3-00 —2.15)ppm > (Nyypgry —2xDF3 xN_ppory)

J-(3-00 —2.15)ppm x (Nyypery = 2xDFy N _ppory)

DF =
[(1.35-1.25)ppm x 4 x 157

where: nypegy = total number of protons from the PEI backbone (336 for PElsgq, 976 for
PEl1s00) and n.nmzery = tatal number of primary amine groups (-NH;) in the polymer (31 for
PE|3600, 76 for PE|10500)
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine effiziente dreistufige Synthese zur Herstellung neuer
Kern-Schale-Architekturen mit einem hochverzweigten polymeren Kern, entwickelt. Als
Vorlaufer dieser Architekturen dienten kommerziell erhaltliche Bausteine.

Die sogenannten Multischalennanotransporter kdnnen nicht nur polare (Kongorot, Vitamin
Be, Bengalrosa), unpolare (Nimodipin, B-Carotin, Nilrot) und ionische Gastmolekile
einschlielen, sondern sich auch an verschiedenste Polaritidten der Umgebung anpassen.
Ihre gute Ldslichkeit in einer Vielzahl organischer Lésungsmittel erlaubt den Transport
eingeschlossener Gastmolekille in sehr unterschiedliche Umgebungen, einschlief3lich
unpolaren und polaren organischen Lésungsmitteln, so wie wassrigen Ldosungsmitteln. Im
Unterschied zu bereits existierenden micellaren Systemen kdnnen diese Systeme entweder
unpolare Moleklle in wassrige Umgebung, oder polare Moleklle in eine hydrophobe
Umgebung transportieren. Basierend auf diesen universellen Transporteigenschaften
verhalten sie sich wie ,chemische Chamaleons*.

Um die Rolle jeder einzelnen Domane (Kern, innere Schale, aulere Schale) zu verstehen,
wurden diese im Rahmen dieser Arbeit unabhangig voneinander variiert. Als Kernmolekule
wurden sowohl hochverzweigte Poly(ethylenimine) unterschiedlicher Molekulargewichte (M,=
3600 g mol’, PD = 1.4; M, = 10500 g mol', PD = 2.0), als auch hochverzweigte
Polyglycerole (M,= 10000 g mol’, PD = 1.7) und PAMAM [G5] gewahlt. Diese
hochverzweigten Kerne wurden in unterschiedlichen Funktionalisierungsgraden mit linearen
amphiphilen Bausteinen aus Dicarbonsauren (Cy,, Cs, C4 oder Cyg), verbunden mit
Poly(ethylenglycol)monomethylethern (mPEGs mit durchschnittich 6, 10 oder 14
Glycoleinheiten) miteinander verknlpft. Durch geeignete Experimente wurde gezeigt, dass
die Transportkapazitat der Polymere durch die Anderung einzelner Doméanen beeinflusst
wird. Wahrend die GréRe der inneren und auf’eren Schale nur einen geringen Einfluss auf
die Transportkapazitat haben, haben die GréRe des polaren Kerns und die Kettenlange der
unpolaren inneren Schale einen signifikanten Einfluss auf den Transport hydrophiler und
hydrophober Gastmolekile. Dieser Einfluss wurde eindrucksvoll sowohl flir unpolare, als
auch fir polare Molekiile nachgewiesen. Der Einschluss von Kongorot wird zum Beispiel
durch die Einflihrung einer aliphatischen C4s- Kette um den Faktor 77 erhéht.

Des Weiteren wurde der Einfluss nichtstruktureller Faktoren, wie die Konzentrationen des
Polymers und des Gastmolekiils, die Einschlusszeit und die Transportkapazitat untersucht.
Aullerdem wurde die Abhangigkeit des Transportverhaltens von der Konzentration
untersucht. Experimente konnten bestatigen, dass nur dann ein Transport stattfindet, wenn
eine Konzentrationsschwelle von 0.05 bis 0.20 g I (abhangig von der jeweiligen Masse des

Multischalenpolymers) tberschritten wird. Dann kommt es zunachst zu einem sprunghaften
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Anstieg der Transportkapazitat bis zu einem entsprechenden Maximalwert, der jedoch nach
Uberschreiten der jeweiligen Konzentration wieder sinkt und sich schlieRlich langsam
stabilisiert. Dieses Verhalten konnte fur alle synthetisierten Multischalenarchitekturen
experimentell bestatigt werden und zeigt, dass sie sich wie amphiphile Verbindungen
verhalten.

Um die Prinzipien dieses universellen Transportverhaltens besser zu verstehen, wurden die
Aggregationseigenschaften der Nanotransporter mit drei unabhangigen experimentellen
Methoden untersucht: Messung der Oberflachenspannung, dynamische Lichtstreuung (DLS)
und CryoTEM. Diese Ergebnisse wurden im zweiten Teil der Arbeit genauer beschrieben.
Die Messungen zur Oberflachenspannung verdeutlichen, dass sich die Nanotransporter wie
amphiphile Verbindungen verhalten. Es zeigte sich, dass die Oberflachenspannung linear mit
dem Logarithmus der Polymerkonzentration abfallt und oberhalb einer charakteristischen
Konzentraton von 0.1 g I’ in einen Sattigungsbereich miindet. Neben der
Oberflachenaktivitdt wurde eine kritische Aggregationskonzentration (CAC) aus dem
Schnittpunkt beider Geraden bestimmt. In Analogie zur kritischen
Micellenbildungskonzentration (CMC, critical micelle concentration) von Tensidlésungen
konnen wir schlussfolgern, dass in der LOsung eine Aggregation von individuellen
dendritischen Multischalenarchitekturen (,Unimeren®) stattfindet. Der extrem kleine CAC-
Wert lasst auf eine hohe Stabilitdt der supramolekularen Aggregate schlieRen. Das steht im
Gegensatz zum klassischen Bild von dendritischen Kern-Schale-Architekturen, die als
unimolekulare Transporter wirken.

Diese Hypothese wurde durch DLS-Experimente und durch CryoTEM-Aufnahmen bestatigt.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass in Wasser zwei coexistierende Arten von Objekten
oberhalb der CAC existieren: zum einen kleine Partikel mit einem Durchmesser von 4 bis 6
nm (Unimere), die sehr gut der berechneten Grofle eines normalen unimolekularen
Nanotransporters entsprechen, und zum anderen grélRere spharische Aggregate mit
Durchmessern im Bereich von 30 bis 50 nm. Der Einschluss der Gastmolekile in den
Nanotransporter andert die GroRe des Aggregates drastisch. Bei Einschluss eines linearen
Moleklls verandert sich der Durchmesser des Aggregats um naherungsweise 120 — 150 nm
unabhangig vom verwendeten Losungsmittel. Im Gegensatz dazu andert sich der
Durchmesser bei Einschluss eines kugelformigen Moleklls nur um 20 — 30 nm.
Interessanterweise zeigen die Aufnahmen eine erkennbare kérnige Feinstruktur und einen
hohen Kontrast flr die grofleren Aggregate. Die ultrastrukturellen Merkmale weichen
grundlegend von den CryoTEM-Aufnahmen von Liposomen und Micellen ab, was vermuten
lasst, dass die Aggregate tatsachlich aus einer groflen Zahl (bis zu 20000) von

~elementaren” unimolekularen Spezies bestehen.

199 Michat R. Radowski, Dissertation



Es wird angenommen, dass der Einschluss der Gastmolekdle in den Nanotransporter in zwei
Schritten erfolgt. Im ersten Schritt wird der Farbstoff in die intermolekularen Hohlrdume
aufgenommen, welche durch das monomethylierte PEG-Kettennetzwerk auf der Oberflache
und an der Grenzflache zwischen den Polymeren erzeugt wird. Der intermolekulare
Einschluss erfolgt schon nach wenigen Minuten was durch das Fortschreiten der Reaktion
beobachtet werden kann. Im zweiten Schritt wird die Aufnahme weiter fortgesetzt und bereits
eingeschlossene Molekille wandern langsam von den Zwischenrdumen in die Hohlraume,
die im Inneren des Polymers lokalisiert sind.

Diese Hohlrdume sind zunachst nicht direkt zuganglich, von daher ist die Aufnahme der
Gastmolekile in die Zwischenrdume besonders wichtig.

Im letzten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurden die antibakteriellen und fungiziden
Eigenschaften der Multischalenarchitekturen untersucht, in die zuvor Silber(l)-lonen
eingeschlossen wurden.

Die Versuche wurden an E. coli Zellkulturen durchgefiihrt und fiihrten zu folgendem
Ergebnis: Die antibakterielle Aktivitat der Nanotransporter mit eingeschlossenen die Silber(l)-
lonen ist bis zu 100 Mal grofRer, als die antibakterielle Aktivitat der reinen Silbernitrat-Lésung
mit gleicher Konzentration von Silber(l)-lonen. Die wassrigen Lésungen der Polymere mit
einer Konzentration von 5 x 107 M mit 15 eingeschlossenen Silber(l)-lonen pro Gastmolekdil
zerstoren innerhalb von nur 10 min. samtliche Bakterien auf einer Testplatte. Nach 1 min.
sind bereits 90 % der vorhandenen Bakterien zerstort. Die fungiziden Eigenschaften wurden
mithilfe von A. niger Zellkulturen Uberpruft. Es konnte gezeigt werden, dass das
Pilzwachstum an dem Polymer/Silber(l)-Komplex bei einer Konzentration von 5 x 107 M
erfolgreich verhindert werden konnte. Teilweise wurde das Wachstum schon bei einer
Konzentration von 107 — 10® M verhindert. Die hier vorgestellten supramolekularen
Multischalenarchitekturen  unterscheiden  sich  strukturell und  bezlglich ihres
Transportverhaltens grundlegend von bisher bekannten einfachen Tensidmicellen und
unimolekularen Transportsystemen. Diese neuen universellen Nanotransportsysteme
kdnnen vielseitig fur den Transport von Gastmolekilen wie Wirkstoffen, Farbstoffen,
toxischen Verbindungen, Stabilisatoren, Metallnanopartikeln und Fluoreszenzmarkern
eingesetzt werden und sind deshalb interessant flir eine Vielzahl von biomedizinischen und

technologischen Anwendungen.
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