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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Krankheiten stellen seit Menschengedenken Probleme fiir die Menschheit dar, die zu heilen,
die Ursachen zu verstehen und sie zu vermeiden von jeher das Anliegen der Medizin und der
angrenzenden Wissenschaften war und ist.

Das seit Jahrhunderten angesammelte vielfiltige Wissen dariiber, kombiniert mit den
existierenden neusten physikalischen und chemischen Technologien, erdéffnet ein
umfassendes Verstidndnis flir deren Ursachen und damit fiir deren Behandlungsmoglichkeiten,
wie man es sich noch vor Jahren nicht vorstellen konnte. Einer der epochalen Erfolge in der
Behandlung von Krankheiten war in den letzten Jahrzehnten die Entwicklung und der Einsatz
synthetisch hergestellter chemisch-pharmazeutischer Arzneimittel, wie zum Beispiel
Omeprazol (Siureblocker) oder Risperidon (Antipsyphotikum)!'. All diese Arzneimittel
haben gemein, dass sie iiblicherweise oral oder mittels Spritze (i.m. oder i.v.) verabreicht
werden, mit dem Nachteil, dass ein hoher Prozentsatz des aktiven Wirkstoffes mehr oder
weniger durch Metabolisierung deaktiviert und anschlieBend ausgeschieden wird. Er steht
damit fiir die Therapie der Krankheit nicht mehr zur Verfiigung. Speziell bei der Behandlung
mit onkologischen Medikamenten ist es wiinschenswert, Moglichkeiten der gezielten
Verabreichung zu besitzen.

Daher ist es Ziel der heute forschenden Pharmainstitute und der Pharmaindustrie, den
entwickelten aktiven Wirkstoff in Form des Arzneimittels so zu synthetisieren oder galenisch
zu gestalten, dass die Metabolisierung weitestgehend unterbleibt, damit der Wirkstoff am ,,Ort
des Geschehens® in hoher Konzentration zur Verfiigung steht und seine gewiinschteWirkung
entfalten kann.

Neuste Forschungsergebnisse im Bereich der Onkologie befassen sich mit dem gezielten
Verabreichen von Medikamenten in die Zielzellen, um das umgebende Zellgewebe nicht der
Wirkung des Medikament auszusetzen. Diese neuartigen Verabreichungsmethoden werden
durch den Begriff ,,drug targeting® beschrieben. Zwei Beispiele neuerer Methoden des drug
targeting zur Behandlung von Tumoren sind zum Einen das Einbinden von Zytostatika in
Liposomen und zum Anderen das Anbinden von Zytostatika an magnetische
Nanopartikel™ .

Neben diesen neueren Methoden besteht auch die Moglichkeit den Wirkstoff an ein nicht
aktives Polymer zu binden, und diesen dann am Zielort durch physikalische Methoden wieder
freizusetzen. Das hat den Vorteil, dass das Wirkstoffmolekiil nicht angegriffen wird und als

solches in aktiver Form erst am ,,Zielort” freigesetzt wird.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Versuch, pharmazeutische Wirkstoffe an ein
Polymer / Copolymer zu binden und durch Laser-Triggering bzw. den Einfluss von Photonen
wieder abzuspalten, ohne dass das aktive Wirkstoffmolekiil geschiadigt wird.

Die dafiir notwendigen chemischen Synthesen von z.B. mit Cumarinderivaten
copolymerisierten Polymeren werden in der Arbeit ebenfalls beschrieben.

Weiterhin werden aus den so genannten Wirkstoff-Copolymeren Model-Intraokularlinsen

hergestellt und an Hand derer das postulierte Ziel der Arbeit

»Laser-getriggerte Freisetzung polymergebundener pharmazeutischer Wirkstoffe zur

Behandlung des Nachstars*

gepriift. Darauf aufbauend wurde der eingeschlagene Syntheseweg zur Herstellung des
photochemisch aktivierbaren Copolymers optimiert und damit die Moglichkeit erdffnet
verschiedene Wirkstoffe synthetisch anzukniipfen. Aus den daraus resultierenden
Copolymeren werden die Wirkstoffe photochemisch induziert freigesetzt und ihre Aktivitét an

in vitro Zellversuchen vergleichend getestet.
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2 GRUNDLAGEN
2.1 Der Graue Star

Fiir den Menschen als Individuum sind funktionierende Sinnesorgane enorm wichtig und fiir
das Leben notwendig. Das Auge, als eines dieser Sinnesorgane ist fiir die visuelle
Wahrnehmung der Umwelt verantwortlich, da etwa zwei Drittel aller Informationen iiber
unsere Umwelt durch das Auge zur Weiterleitung im Gehirn bereitgestellt und verarbeitet
wird. Summiert man die dabei T{liber ein Menschenleben im Gehirn verarbeitete
Photonenanzahl auf, so verarbeitet der Mensch die Datenmenge von unvorstellbaren
150.000.000 Gigabyte!*!.

Der Verlust des Auges ist deshalb fiir den Menschen sehr schmerzhaft und mit enormen
Einschrankungen in der Lebensqualitdt verbunden. Zum Verlust des Augenlichtes konnen
verschiedenste mechanische, erbliche oder krankheitsbedingte Ursachen beitragen. Dabei
sind, was die Héiufigkeit und die Schwere der Folgen betrifft, verschiedenste
Augenkrankheiten als Hauptursache der Erblindung auf einem oder auf beiden Augen
anzufiihren. Eine dieser Krankheiten ist der so genannte ,,Graue Star, welcher weltweit der
Hauptgrund fiir eine Erblindung ist”). In den Industrielindern kann solch eine Erblindung
durch eine Operation behoben werden, wihrend in den Entwicklungslandern, aufgrund
fehlender finanzieller Mittel, diese Moglichkeit weitestgehend nicht besteht!.

Geschichtlich gesehen ist der Graue Star schon sehr lange bekannt; bereits 1750 v. Chr. wurde
die Augenkrankheit ,,Grauer Star* in der Schrift von Hammurabi das erste Mal schriftlich
erwahnt”). Seinen Namen Katarakt (griechisch: Wasserfall) verdankt der Graue Star der
Annahme, dass die Triibung der Linse auf Grund ihres Erscheinungsbildes wie geronnenes
Wasser, das aus dem Gehirn stamme sollte, aussah!®. Die ilteste bekannte medizinische
Behandlung des Grauen Stars ist das so genannte Starstechen, erstmals in der griechisch-
lateinischen Handschrift der Medizin “De re Medicina* erwéhnt. Bei dieser Methode wurde
mit einer kleinen Lanze die getriibte Linse des Auges in den unteren Teil des Auges gedriickt,
um somit den Weg fiir das Licht in den Augapfel wieder freizugeben. Eben solche Lanzen
fand man bei Ausgrabungen in Griechenland, die auf 2000 v. Chr. datiert wurden.

1705 erkannte und beschrieb der Franzose Pierre Brisseau als Erster die Ursache des Grauen
Stars als eine Triibung der Linse. Die Geschichte der Behandlung hat durch den an der
Philipps-Universitdt Marburg arbeitenden Augenarzt, Theologen, Schriftsteller und Professor
Johann Heinrich Jung-Stilling schon friih einen Bezug zur Universitdt Marburg erhalten. In
dem Werk ,Dichtung und Wahrheit“ von Goethe dokumentiert dieser 1775 die

Operationstechnik des Starstechens”.
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In 90 % der Fille ist die Ursache der Triibung der Linse die so genannte ,,Alterskatarakt®.
Ursache der Triibung sind altersbedingte Risikofaktoren, die letztendlich wenn sie nicht
rechtzeitig erkannt und behandelt werden zu Grauem Star fiihren. In diversen Studien wurden
allerdings verschiedenste Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Katarakt aufgezeigt. Zu
diesen Risikofaktoren zdhlen zum Beispiel Strahlenbelastung des Auges, vorausgegangene
Augenverletzungen, UV-Strahlung oder auch die dauerhafte Einnahmen von Medikamenten
wie Cortison. Eine Katarakt kann auch angeboren sein und ihre Ursache in einer
vorgeburtlichen Infektion der Mutter, z.B. mit Roételn, oder auch in einer genetischen
Disposition haben. Weiterhin gelten auch Rauchen, falsche Erndhrung und Alkoholkonsum
als Risikofaktoren!'”. Im Allgemeinen ist die Folge von z. B. Wassermangel eine vermehrte
Ansammlung von Kristallinen (Proteine, welche geometrische Komplexe bilden, die entfernt
an chemische Kristalle erinnern) im Wasser der Linsenzellen. Diese Erhohung der
Konzentration von Kristallinen ist mit ein Hauptgrund fiir die Katarakt!'".

Die Behandlung des Grauen Stars verdnderte sich den in letzten Jahrhunderten zunichst durch
den Vorschlag von Jacques Daviel 1753, die Linse génzlich zu entfernen, wodurch
gleichzeitig die Starbrille zum Ausgleich der entfernten Linse zum Einsatz kam. Ein weiterer
groBBer Schritt wurde mit der Entdeckung des Kokains im 19. Jh. und dessen Einsatz als
Lokalandsthetikum bei der Implantierung von Intraokularlinsen (IOL) aus
Polymethylmethacrylat (PMMA) ab dem Jahr 1948 gemacht!” '\ Harold Ridley fand heraus,
dass Plexiglassplitter (PMMA) im Auge, eingedrungen durch Beschuss der Flugzeugkapseln
im zweiten Weltkrieg, von den Augen der Piloten toleriert wurden. Heute werden diese
Linsen fast ausschlieBlich aus Silikon oder faltbaren Acrylaten angefertigt, da sie flexibler
sind und damit gleichzeitig der operative Eingriff am Auge fiir den Patienten schonender ist.
Operationen dieser Art werden aktuell weltweit etwa 14 Millionen Mal pro Jahr durchgefiihrt,
davon drei Millionen Mal in den USA und allein 600.000 Mal in Deutschland!?.
Schitzungsweise 25 Millionen Menschen sind weltweit an einer Katarakt erblindet und
110 Millionen Menschen leiden unter starker Beeintrdchtigung ihres Sehvermogens. 2020
wird sich diese Anzahl nach aktuellen Schitzungen aufgrund der Uberalterung der
Gesellschaft verdoppelt haben, da es in den meisten Féllen dltere Menschen trifft. Doch auch
Kinder leiden bereits unter dieser Krankheit''".

Bei der derzeitigen Standardoperation des Grauen Stars wird die natiirliche Augenlinse mit
Hilfe einer Ultraschallsonde zerstdrt und abgesaugt (Phakoemulsifikation). Uber den
operativen Schnitt wird anschlieBend die IOL eingefiihrt und im Auge platziert.
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Da bei der Operation nicht 100 %ig gewdhrleistet werden kann, dass alle Linsenepithelzellen
entfernt wurden, kommt es in bis zu 50 % der Fille zu einer Proliferation der Zellen und
einhergehend damit zur erneuten Eintriibung des Sichtfeldes. Diese postoperative
Komplikation wird als Nachstar bezeichnet und kann derzeit nur durch die physikalische
Zerstorung der Zellschicht unter Verwendung von Lasern behandelt werden
(Kapsulotomie)!"". Dabei wird im Zentrum des Sichtfeldes die sehr diinne Epithelzellschicht
mit Hilfe eines Lasers oOrtlich so stark erhitzt, dass die Zellen abgetdtet und von der
Linsenoberfliche abgesprengt werden. Die Zellfragmente schwimmen anschlieBend im
Augenkapselwasser und werden bei Jugendlichen iiber das Blut zum korpereigenen Abbau
wegtransportiert. Bei dlteren Personen versagt dieser Mechanismus und die Zellfragmente
werden nicht abtransportiert, wodurch sich mit jeder zusétzlichen Laserbehandlung im
Sichtfeld mehr Zellfragmente im Augenkapselwasser ansammeln. Zellen, die in den
Randbezirken der Linse wachsen, konnen aufgrund der nur ungenauen Positionierung des
Laserfokus auf die Zellschicht, nicht abgetdtet werden und sich somit wieder vermehren. Die
Genauigkeit der Positionierung héngt allein vom behandelnden Arzt ab und, da es in vielen
Féllen zu einer Beschddigung der IOL kommen kann, birgt diese Behandlung einen sehr
hohen Risikofaktor'7). Die Nachstarhdufigkeit auf den kommerziell erhltlichen
IOL-Materialien zeigt, dass Hydrogellinsen diesbeziiglich die schlechteste Wahl sind, aber
auch bei allen anderen Materialien kommt es, abhidngig von vielen Bedingungen, zu
Nachstar'™®. Die Forschung hat in den letzten Jahren verschiedenste Ansitze zur

Nachstarbehandlung entwickelt und publiziert, wobei die Strategien liber das Design der

[19-21] [22-25]

Linsen , Uber IOL-Materialverdanderung zur Beeinflussung der Zelladhésion zu
Bearbeitung der IOL-Oberfliche®**” gehen. Ein neuer Ansatz soll hier noch kurz
hervorgehoben werden, bei dem die chemische Oberflichenverinderung von Silikonlinsen
mit Hilfe photochemischer Anbindung von Biopolymeren iiber Zimtsidurederivate beschrieben
wird®. Es wire wiinschenswert das Zellwachstum durch Laser getriggerte Freisetzung von

aktiven Wirkstoffen zu beeinflussen, im besten Fall zu verhindern.
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2.2 Cumarin und seine Eigenschaften

Cumarin und viele seiner Derivate sind in der Literatur dafiir bekannt, dass sie aufgrund ihrer
strukturellen Eigenschaften durch Licht dimerisiert und wieder gespalten werden kdnnen.

Die erste Photodimerisierung durch eine photochemische [2+2]-Cycloaddition von Cumarin
wurde 1902 von Silber et al.*”! durchgefiihrt. Eine genauere Untersuchung der Isomere,
welche bei solch einer Dimerisierung auftreten konnen, wurde von Krauch et al.
durchgefiihrt™. In neueren Arbeiten befasst man sich mit dem Einfluss von
Photosensibilisatoren und Losungsmitteln auf das Isomerenverhiltnis®®!, wobei die
Charakterisierung der Isomere mittels NMR von Yu et al.’¥ zuerst simuliert und
anschlieend experimentell bewiesen wurde. Die Dimerisierung von Cumarin findet bei
Wellenldngen oberhalb von 300 nm statt, wihrend die Spaltung des Cyclobutanringes

unterhalb von 300 nm induziert werden kann[**3*

. Abbildung 1 zeigt die Struktur von
Cumarin und die durch UV-Licht induzierte Verdnderung im Molekiil. Durch die Ausbildung
eines Cyclobutanringes wird das konjugierte m-System unterbrochen und die resultierende
Bande im UV/Vis-Spektrum verschwindet. Diese durch das Verschwinden der Bande im
Spektrum bei ca. 310 nm eindeutig zu identifizierende Verdnderung ist ein wichtiger
analytischer Bestandteil der Forschungsergebnisse auf dem Gebiet der Cycloaddition und

Cycloreversion.

-~ R R R
30 > 300 nm ‘ ‘
07 —_—
25 — B
o <300 nm o O

Absorption

2;)0 2I50 3I00 3I50 4I00 4|50
Wellenlange [nm]
Abb. 1 Photochemische Bildung und Spaltung von Cumarindimeren

und die resultierenden UV/Vis-Spektren.

Es konnte gezeigt werden, dass diese Spaltung des Cyclobutanringes auch mittels Zwei-
Photonen-Absorption moglich ist?*. Um Cumarin in ein Polymer einzubauen, gehért in der

heutigen Forschung die Derivatisierung von Cumarin, im speziellen von 7-Hydroxycumarin

35, 36]

zum Standard Repertoire! . Zum Beispiel die Verldngerung von Polyethylen-Ketten
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mittels Cumarin und die anschlieBende Dimerisierung der Endgruppen konnte von Trenor
et al.’”) gezeigt werden. Um photochemisch eine Offnung bzw. SchlieBung einer Silicapore
mittels UV-Licht zu induzieren, macht man sich die Mdglichkeit der Schaltbarkeit von
Cumarin-Molekiilen zu Nutze®. Die Anwendungsbereiche und Forschungsméoglichkeiten
auf dem Gebiet der Cumarin-Derivate, -Dimerisierung und deren Anbindung sind vielseitig
und gewinnen durch die Moglichkeit der photochemisch induzierten Reaktion mittels Zwei-
Photon-Absorption (TPA) an zusitzlichem Interesse. Speziell in der vorliegenden Arbeit

spielen Cumarinderivate und deren photochemische Eigenschaften eine entscheidende Rolle.

2.3 Zwei-Photonen Absorption
2.3.1 Grundlagen

Wird im Allgemeinen von lichtinduzierten Prozessen in Molekiilen gesprochen, bezieht man
sich automatisch auf die Anregung des Molekiils {iber eine Ein-Photon-Absorption (SPA). In
den letzten Jahren wurden solche lichtinduzierten Prozesse auch vermehrt iiber Zwei- oder
Multi-Photonen-Absorption durchgefiihrt. 1931 beschrieb Maria Goeppert-Mayer in ihrer
Arbeit , Uber Elementarakte mit zwei Quantenspriingen* als erste die Moglichkeit der TPA

1391 Thre Theorie wurde zu diesem Zeitpunkt allerdings aufgrund der

induzierten Photochemie
fehlenden Lichtquellen als intellektuelle Kuriositit betrachtet. Erst 30 Jahre spidter konnte
durch die Erfindung des Pulslasers diese Theorie experimentell bestitigt werden™*”, wobei der
Vergleich der Ubergangswahrscheinlichkeiten ~der Ein- bzw. Zwei-Photonen-
Absorption zeigte, dass der Zwei-Photonen-Querschnitt (Goeppert-Mayer-Koeffizient
1GM=1"-10"" cm*sec Photon™) um ca. 30 GroBenordnungen kleiner ist als der der
Ein-Photon-Reaktion (110 cm®sec Photon™) generell gilt, dass der
Absorptionsquerschnitt (cm®/ Molekiil) sich immer auf die Ubergangswahrscheinlichkeit
eines Molekiils bezieht und kann durch Umrechnung in den Extinktionskoeffizienten
(L/mol cm™) iiberfihrt werden, der dann die Ubergangswahrscheinlichkeit eines Mols
definiert.

In beiden Féllen der photochemischen Anregung iiber SPA und TPA wird ein Molekiil vom
Grundzustand in den angeregten Zustand iiberfiihrt. Diese Anregung findet bei einem TPA-
Prozess mittels zweier gleichzeitig eintreffenden Photonen statt, welche die doppelte
Wellenlidnge, mit der halben Energie, besitzen. Um den angeregten Zustand erreichen zu
konnen verlduft der Anregungsprozess bei der TPA {iber einen virtuellen Zwischenzustand.

Der daraus resultierende Vorteil der Verschiebung der Wellenlédnge durch Verdopplung in den
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sichtbaren Bereich gegeniiber SPA wird in der Zielsetzung dieser Arbeit verwendet, dass z. B.

die UV-Licht-Barriere des Auges, ndmlich die Hornhaut, jetzt iiberwunden wird.

angeregter Zustand

+
Thv
hv _ Lvirtueller
Zwischenzustand
+hv
Grundzustand
SPA TPA

Abb. 2 Schematische Darstellung induzierten Ubergiinge via SPA und TPA.

Dessen steht als Nachteil gegeniiber die Hohe der benétigten Lichtintensitit, da die
Ubergangswahrscheinlichkeit bei TPA induzierten Prozessen vergleichsweise gering ist.

Gleichung 1 zeigt, dass die Ubergangswahrscheinlichkeit des Zwei-Photonen-Prozesses von

der Lichtintensitit abhingig ist*"".

dw, 87w
Gleichung 1~ — P4 _ im(y®
& dt n’c? (;( )

Ubergangswahrscheinlichkeit = dWp, / dt; optische Frequenz = w,; Brechungsindex = n;

Lichtgeschwindigkeit = ¢, Lichtintensitdit = I; Suszeptibilitit = y

Die Vereinfachung von Gleichung 1 zeigt, dass die Ubergangswahrscheinlichkeit der TPA

quadratisch von der eingestrahlten Lichtintensitit abhdngt.
Gleichung 2 W, ~1 :

Diese quadratische Abhéngigkeit begriindet sich im Zusammenhang zwischen Photonendichte
und Ubergangswahrscheinlichkeit, da sowohl die zeitliche, als auch die riumliche
Komponente zweier Photonen iiberlappen muss um einen Ubergang zu induzieren. Nur im
Laserfokus ist die Photonendichte ausreichend groB, so dass diese Uberlappung stattfindet
und Ubergiinge induziert werden. Auf dieser Rahmenbedingung beruht der Vorteil von durch

TPA induzierten Prozessen: nur an gezielten Punkten wird eine Photoreaktion eingeleitet.
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Fiir die TPA-Experimente in dieser Arbeit ist es ausschlaggebend, dass der beobachtete
photochemische Prozess tatsdchlich nur durch TPA induziert wird. Zur Beweisfiihrung wird

Gleichung 3 logarithmiert.

T I
eichung 3 T_VO_G'CO'I O, =k-1

Gleichung 4 Inv,=In(k-1,)=Ink+2-In1,

Zwei-Photonen-Querschnitt = o; Anfangskonzentration = c; Intensitdit = I;

Quantenausbeute fiir die Zwei-Photonen-Reaktion = @ppy

Bestimmt man nun bei verschiedenen Pulsintensitidten die Anfangsgeschwindigkeiten und
tragt diese doppelt logarithmisch auf, so muss die Steigung der Ausgleichsgeraden zwei

betragen"

, siche Gleichung 4.
Um eine genaue Aussage iiber die Fihigkeit eines Molekiils eine TPA einzugehen machen zu
konnen, werden in dieser Arbeit die Zwei-Photonen-Querschnitte ¢ bestimmt (Gleichung 5).

Die detaillierte Erkldrung dieser Berechnung wird in Kapitel 2.3.4 besprochen.

dn
Gleichung 5 720‘-N-F2
t

Anzahl der absorbierten Photonen pro Zeit = dn / dt; Anzahl der absorbierenden Molekiile pro

Volumeneinheit = N; Photonendichte = F

2.3.2 Anwendung

Durch die erwdhnten Vorteile der TPA, wie die gezielte ortsaufgeloste Induzierung von
Prozessen, konnten neue mannigfaltige Anwendungsmoglichkeiten entwickelt werden.

In der Polymerchemie zum Beispiel macht man sich diese Auflosung fiir die Mikrofabrikation
von 3D-Strukturen aus Polymermaterial zu Nutze. In einer Polymerlosung aus Monomer,
Photoinitiator und Inhibitoren (notwendig, da sonst die Polymerlosung unkontrolliert weiter
polymerisieren wiirde - als Beispiel sei hier der ,,world smalest bull“ erwihnt*)) kann durch
Laserinduzierung die Polymerisation ortsaufgelost initiiert und anschlieBend nach Entfernen
der nicht polymerisierten Losung das gewiinschte auspolymerisierte Teil erhalten werden.
Abhidngig von der GroBe des Laserfokus und der Losungszusammensetzung kann die

Auflosung bis in den pm MalBstab optimiert werden.
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Eine weitere Anwendungsmoglichkeit fiir die TPA ist der so genannte ,,WORM“-Speicher
(write-once read-many)*). Hierbei wird durch TPA induzierte Verdnderung das
Fluoreszenzverhalten von Fluorophoren in einer Polymermatrix verdndert, wodurch eine

dreidimensionale Speicherung von Daten ermdglicht wird.

Eine Hauptanwendung der TPA induzierten Fluoreszenz ist in der Mikroskopie zu finden. Als
Bestandteil der biologischen Zelluntersuchungen hat sich die Methode der Laser Scanning
Fluorescence Microscopy iiber TPA in den letzten Jahren etabliert. Diese Methode ermdglicht
eine extrem hohe raumliche Auflosung, z. B. konnen Zellen dabei in einzelnen Schichten

analysiert werden!*"" *4.

Auch in der Medizin wird die Mdglichkeit der Anregung von Molekiilen mittels TPA
verwendet, was als ,,Photodynamische Therapie® bezeichnet wird®, Hierbei wird ein
Wirkstoff injiziert, welcher sich bevorzugt in Tumorgewebe ansammelt. Dieser Wirkstoff
wird nun durch Photoinduzierung angeregt und bildet Singulett-Sauerstoff, der wiederum
aufgrund seiner hohen Reaktivitit die Tumorzellen schiadigt. Um diesen Wirkstoff zu
aktivieren wiirde normalerweise Licht im visuellen Spektrum ausreichen, die Haut ist
allerdings in diesem Wellenldngenbereich nicht durchldssig. Unter zu Hilfenahme von
IR-Licht, welches in die Haut eindringen kann, kann mittels TPA der Wirkstoff aktiviert

werden.

2.3.3 Berechnung der Ein-Photon-Quantenausbeute

Zur Bestimmung der SPA Quantenausbeute muss zunichst der Extinktionskoeffizient der
entstehenden Spezies bestimmt werden, um Informationen iiber die Anzahl gespaltener
Cyclobutanringe zu erhalten. Durch die Spaltung wird das konjugierte n-System des
Cumarins zuriickgebildet, welches eine typische Absorptionsbande bei ca. 310 nm (abhingig
von Cumarinderivaten) hat, die in ihrer Zunahme als Grundlage fiir die Berechnung der
Anzahl an gespaltenen Cyclobutanringen dient.

Unter zu Hilfenahme des Lambert-Beerschen Gesetzes ldsst sich aus den resultierenden
Extinktionen der Versuchsreihen auf die Stoffmenge bzw. Konzentration von Cumarin
schlieen. Zur Bestimmung der Stoffmengenénderung pro Sekunde wird die Anfangssteigung
errechnet, welche aus der Auftragung der Stoffmengenidnderung gegen die
Belichtungszeit/energie resultiert. Die emittierte Anzahl an Photonen wird iiber eine

kalibrierte Photodiode (1337-1010BQ, Fa. Hamamatsu) bestimmt, die eine spektrale
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Sensitivitdt von 0,105 A /W pro cm® bei 266 nm aufweist. Die interne Kalibrierung der
Photodiode wurde von Herrn Kreiling iiber das chemische Azobenzol-Aktinometer
durchgefiihrt!®. Zur Bestimmung der Quantenausbeute wird zu Grunde gelegt, dass alle
Photonen, welche emittiert werden von den, in der Losung befindlichen, einen
Cyclobutanring beinhaltenden Molekiilen absorbiert werden (OD > 2). Des Weitern gilt, dass
die Anzahl der Molekiile groBer als die der emittierten Photonen ist. Die folgenden
Gleichungen zeigen die mathematische Durchfilhrung der Berechnung der SPA
Quantenausbeute in Losung.

Konstanten (werden in den folgenden Experimenten spezifisch erwéhnt):

Gemessene Stromstirke der Photodiode bei 266 nm: o [puA]

Anzahl entstandener Molekiile pro Sekunde: naonomer

Berechnung der Energie fiir einen Belichtungszeitraum von einer Sekunde:

. 4.
Gleichung 6 1, = a—t{& =uWs=uJ - cmz}

abs ﬂ ILIA / ﬂW
h-
Gleichung7  E . = TC
1, -cm’

GlelChung 8 N ppotonen =

gesamt

1yps = Intensitdit ; Eqgegqm = Photonenenergie bei 266 nm; Npposonen = Anzahl emittierter Photonen

Die Quantenausbeute wird wie folgt berechnet:

nMonomer

Gleichung 9  Quantenausbeute =
nPhotanen

Da bei der Berechnung die Anzahl der entstandenen Monomere verwendet wird, muss die
erhaltene Quantenausbeute noch durch zwei dividiert werden.

Die Berechnung der Quantenausbeute in einer Polymermatrix (PMMA Film) bendtigt zu den
bisherigen Annahmen der aus Losungen heraus berechneten Quantenausbeuten zusétzlich die
Annahmen, dass der Extinktionskoeffizient in einer Polymermatrix gleich dem
Extinktionskoeffizienten in Losung ist. Fiir die Berechnung wird die so genannte
Flichenkonzentration eingefiihrt Fp [mol / cm?], welche durch Dividieren der OD durch den
Flichenextinktionskoeffizienten [cm” / mol] erhalten wird. Der Flichenextinktionskoeffizient
ist eine reine Umrechnung der Einheiten des Extinktionskoeffizienten [L/mol cm™] fiir

Losungen. Die dadurch erhaltenen Werte werden, wie fiir die Berechnung der
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Quantenausbeute einer Cyclobutanringspaltung in Lésung, in Gleichung 13 eingesetzt und
man erhélt die Quantenausbeute fiir die Cycloreversion in der Polymermatrix. In den
folgenden Kapiteln werden die benétigten Variablen wie hier bereits beschrieben erwdhnt.
Absorptionsédnderung: AOD

Flichenextinktionskoeffizient: € [cm? / mol]

Bestrahlungsdauer: t [s]

Intensitit: Io [J / cm” sec™']

AOD
Gleichung 10  AF), =

&
AF,
2-t

Gleichung 11 F}, o\, =

AFp = Anderung der Flichenkonzentration (Monomer) [mol / en’];

AFp cyeio = Anderung der Flichenkonzentration (Cyclobutanring) pro sek [mol / em’ sec’]

Die Photonendichte, welche aufgrund der vorherigen Annahmen gleich der von den
Cyclobutanring-Molekiilen absorbierten Photonenanzahl ist, wird &hnlich der Anzahl der

emittierten Photonen nppotonen berechnet:

I

Gleichung 12 d,, ... = E—O

gesamt Y

dphotonen = Photonendichte [mol / cm’ sec’]

Berechnung der Quantenausbeute:

. _ FD,Cyclo
Gleichung 13 Quantenausbeute = ————

Photonen

Fir alle folgenden Berechnungen in der vorliegenden Arbeit werden die beiden
vorangegangenen Losungsansdtze verwendet um die Quantenausbeuten in Lésung und in

Polymermatrix zu bestimmen.
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2.3.4 Berechnung des Zwei-Photonen-Querschnittes

Wie schon bei der SPA induzierten Cycloreversion erwdhnt, werden in dieser Arbeit die TPA-
Querschnitte sowohl in Losung als auch in Polymermatrix bestimmt. In diesem Kapitel wird
nun im Allgemeinen erklart wie die Berechnung der Werte durchgefiihrt wird.

Die TPA induzierte Spaltung wird mit einem Q-switched Nd:YAG-Pulslaser der Firma
Coherent (Infinity 40-100) durchgefiihrt. Die Wellenldnge (532 nm), die Frequenz (20 Hz)
und die Pulslinge (3 ns) werden fiir alle Experimente beibehalten. Die Losungen werden
wiahrend der Bestrahlung stetig gerithrt und die Weglidnge betrdgt unverdndert 1cm
(Quarzglaskiivette).

Fiir die Berechnung des TPA-Querschnittes muss generell die folgende Annahme gemacht
werden: SPA Quantenausbeute ist gleich TPA Quantenausbeutel™.

Um die Anfangsgeschwindigkeit der Cycloreversion zu erhalten, wird die Anderung der
Monomerkonzentration gegen die tatsdchliche Belichtungszeit aufgetragen. Die tatsdchliche
Belichtungszeit resultiert damit aus der Pulsanzahl und der Pulsldnge. Die Berechnung des
TPA-Querschnittes bezieht sich immer auf das tatsdchlich belichtete Volumen der Ldsung,
d.h. der Laserstrahldurchmesser ist von entscheidender Bedeutung. Die Belichtungen werden
immer in 1 cm Quarzglaskiivetten durchgefiihrt. Da alle Experimente, welche TPA Prozesse
beinhalten nur mit einer Wellenlénge durchgefiihrt werden, kann die Energie fiir ein Photon
bei 532 nm vorab zu Eppoton = hv=23,7 - 10" J / Photon berechnet werden. In den folgenden
Kapiteln werden zur Berechnung die wichtigen Parameter angegeben, welche wie hier fiir die

mathematische Betrachtung aufgelistet sind.

Laserstrahldurchmesser: d [cm]
Ansatzvolumen: V [mL]
Anfangskonzentration der Losung: Co [mmol / L]
Anfangsgeschwindigkeit der Cycloreversion: vo [AOD / sek]
Extinktionskoeffizient: g [mol /L cm™]
Pulsintensitat: Pp [mJ]

Ein-Photon-Quantenausbeute: Dspa, Losung
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Berechnung der Photonendichte F:

Gleichung 14 [ = L{ﬂ =10°J/ s}
Pulsldnge| ns
Gleichung 15 P = ! { /s = Photon/s}
E, ..LJ ! Photon
. P| Photon/s Photonen
Gleichung16 ' =— —= >
A cm cm’s

1 = Laserintensitdt;, P = Photonenanzahl pro Sekunde; A = Laserstrahlfliche

Anfangsanzahl Cyclobutanringe pro cm’:
Gleichung 17 7,4, 4une = Co 10°- N,

Der im Folgenden verwendete Begriff der ,,effektiven Sekunde beschreibt die tatsdchliche
Belichtungsdauer der Probe. Bei der Dauer von einer Sekunde bei einem Pulslaser resultiert
aus 20 Pulsen a 3 ns eine effektive Belichtungsdauer von 60 ns. Eine effektive Belichtung der
Probe fiir die Dauer von einer Sekunde entspricht demnach 192,9 Tagen.

Anzahl gespaltener Cyclobutanringe pro effektiver Sekunde:

. Vo'V'1073'NA
Gleichung 18 7., ., ff = 7
) Rl g .

Anzahl gespaltener Cyclobutanringe pro effektiver Sekunde und Reaktionsvolumen:

ncyclo,eﬂ
2
ro-m-l

Gleichung19  n.,,, =

Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt:

nCyclo, Anfang

Gleichung20 o= 3
(DTPA ' F ’ nCyclo

Der Wert des Zwei-Photonen-Querschnittes ¢ wird in der Einheit ,,Goeppert-Mayer*
angegeben (1 GM = 10" cm* s / Photon).
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Die Bestimmung des TPA-Querschnittes in Polymermatrix basiert auf der vorangegangenen
Berechnung in Losung und der schon vorgestellten Berechnung der SPA Quantenausbeute in
Polymermatrix. Die Lasereinstellungen bleiben unverindert, alle variablen Parameter werden
dem jeweiligen Experiment zugeordnet und aufgefiihrt. Die Berechnung basiert auf der
Verwendung von Fliachenkonzentrationen, dem entsprechend werden die Daten iiber die
Filme auch detailliert bestimmt und erwéhnt. Fiir die mathematische Betrachtung gelten

folgende Parameter:

Verhéltnis PMMA / Dimer: Verpp [mg / mg]
Filmgewicht: gr [mg]
Filmflache: Fr [mmz]
Molmasse Molekiil: M [g/ mol]
Laserstrahldurchmesser: d [cm]

Anfangsflachenkonzentration Cyclobutanringe: Feyelo [mol / sz]

Anfangsgeschwindigkeit der Cycloreversion: vo [AOD / sek]
Flachenextinktionskoeftizient: & [em? / mol]
Pulsintensitat: Pp [mJ]
Ein-Photon-Quantenausbeute: Dspa, Film

Die Photonendichte F wird wie in Gleichung 16 gezeigt berechnet. Aus einem definierten
Filmstiick (mm?), dem Gewicht und der Mischungszusammensetzung des Filmstiickes, sowie
dem Molekulargewicht des Dimers erhdlt man die Anfangsflichenkonzentration Fcycio.

Anfangsflichenkonzentration Cyclobutanringe pro cm®:

Gleichung 21 cho, Anfang =

FCyclo : NA

Anzahl gespaltener Cyclobutanringe pro effektive Sekunde:

Gleichung22 7 Yo Ny
eichung Creloeff =
s€J) g . 2

Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt:

nCyclo,eff
2
CDTPA FT-F

Cyclo,Anfang

Gleichung23 o=

Da fiir den Nachweis der TPA induzierten Spaltung mehrere Experimente bei verschiedenen
Pulsintensititen notig sind, ist es moglich die TPA-Querschnitte bei verschiedenen
Pulsintensititen zu berechnen. Die Ergebnisse werden zeigen, dass, wie in der Theorie

beschrieben, keine Abhingigkeit des TPA-Querschnittes von der Pulsintensitét besteht.
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2.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer wirkstoftbasierten Behandlung des Nachstars
und die Weiterentwicklung eines photochemisch aktivierbaren wirkstoffbeladenen Polymers.
Wie schon erwéhnt hat die aktuelle Forschung auf dem Gebiet der Nachstarpravention noch
keine entscheidende Entwicklung in der getriggerten Wirkstofffreisetzung gezeigt, die
bisherigen Wirkstofffreisetzungen basieren grundsitzlich nur auf dem Prinzip des ,,sustained
drug release*!* 47,

An der Philipps Universitdt Marburg wurden bereits mehrere Arbeiten auf dem neuen Gebiet
erfolgreich beendet. Die hier vorgestellte Arbeit soll nahtlos an die vorangegangenen Arbeiten
anschlieBen und die Forschung dem Ziel der getriggerten wirkstoffbasierten
Nachstarbehandlung nédher bringen.

Die im Folgenden vorgestellten Systeme machen sich die, in den vorangegangenen Kapiteln
erklarten Eigenschaften der Dimerisierung des Cumarins und dessen TPA induzierter
Spaltung zu Nutze. Nach der Implantation der IOL in das Auge ist es primir wichtig, dass
sich das Auge wieder regenerieren kann. Wird zu diesem friihen Zeitpunkt schon ein
Zellwachstum hemmender Wirkstoff verabreicht, kann die Heilung nur erschwert stattfinden.
In Konsequenz dazu muss der Wirkstoff erst Wochen nach der Operation, oder eben erst
wenn notig, freigesetzt werden konnen. Um keinen weitern operativen Eingriff vornehmen zu
miissen, sollte der Wirkstoff also mit dem Implantieren der IOL in das Auge eingebracht
werden. Es bietet sich an, das Material der IOL chemisch so zu modifizieren, das ein
Wirkstoffdepot in der IOL entsteht, das mit in das Auge eingesetzt wird. Die gezielte
Freisetzung des Wirkstoffes kann nun, aufgrund der Lichtdurchlissigkeit des Auges, mittels
Photochemie ausgeldst werden. Photochemisch aktive Systeme sind z. B. Cyclobutanringe,
die schon wihrend der Synthese photochemisch aufgebaut werden, z.B. mit
Cumarinderivaten. Die Spaltung solcher Cyclobutanringe findet normalerweise im UV-Licht
statt, es besteht allerdings die Moglichkeit die Spaltung auch {iber einen TPA-Prozess zu
induzieren. Im speziellen Fall ist das fiir die Anwendung im Auge daher geeignet, da man
sich mit der Behandlung im sichtbaren Spektrum bewegt. Abbildung 2 zeigt die Problematik
der Absorption der Hornhaut im UV/Vis-Bereich und die experimentelle Losung der
Freisetzung des Wirkstoffes in der implantierten IOL. Die Verwendung zweier Laserstrahlen
mit einer kurzen Brennweite ermoglicht es, die notwendige hohe Laserintensitit auf der

Retina zu minimieren.
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TPA 532 nm

SPA 266 nm

TPA532 nm
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Abb. 2 Schematische Darstellung der photochemischen
Wirkstofffreisetzung im Auge. UV/Vis-Spektrum der Hornhaut.

Die vorgelegte Arbeit unterteilt sich in vier Teilgebiete

Die Weiterfiihrung der Experimente und Analyse des mit Heptanoyl-5-
fluoruracil (H5FU) beladenen Copoly-(n-butylmethacryl-co-
methacryloylcumarin)(HSFUPBMAOC)*® zur Verwendung als IOL-Material
mit der Moglichkeit gezielt photochemisch den Wirkstoff zur Behandlung des
Nachstars freizusetzen.

Die Synthese wund die Charakterisierung von cumarinbasierten
photochemischen Linkersystemen fiir die Anbindung von Wirkstoffen an
verschiedene Tragermaterialien und ihre photochemisch induzierte Abspaltung.
Die Entwicklung eines photochemisch aktivierbaren Copolymers, welches mit
verschiedenen Wirkstoffen beladen werden kann zur Verwendung in der
Ophthalmologie.

Der Nachweis der prinzipiellen Wirksamkeit der photochemisch freigesetzten

aktiven Wirkstoffe an in vitro Zellversuchen.



Grundlagen 18

2.4.1 Monofunktionales Copolymer (HSFUPBMAOC)

Copolymer

O o)
Q Linker Cumarin
o
c spaltbare Verbindung
o~ ~_~_N o
[ )—NH

Prodrug H5FU
o yg

Abb. 3 Struktur von HSFUPBMAOC.

Das Polymer soll in diversen Experimenten auf seine Anwendbarkeit als IOL-Material hin
untersucht werden. Wichtig hierfiir ist z. B. die Mdglichkeit der wiederholten Freisetzung aus
der Polymermatrix um eine Mehrfachbehandlung gewéhrleisten zu konnen. Die Freisetzung
tiber TPA in Polymermatrix und der anschlieBende Nachweis der Diffusion des Wirkstoffes
soll ein weiterer Schritt zum Ziel der Anwendbarkeit hin sein. Die Synthese des beladenen
Polymers erfolgt analog der von Herrn Dr. Kreiling erarbeiteten Synthese, unter Abinderung

der Parameter, so dass eine moglichst hohe Beladung mit HSFU erreicht wird*®!.

2.4.2 Photochemische Linkersysteme

Drei auf Cumarin basierende Linkersysteme werden vorgestellt und deren photochemische
Eigenschaften bestimmt. Diese Linkersysteme eignen sich zum Anbinden von verschiedenen
Wirkstoffen an Funktionspolymere. Die Freisetzung dieser Wirkstoffe kann zu gegebenen
Zeitpunkt durch einen SPA oder TPA Prozess induziert werden. Fiir spitere Anwendungen
soll es moglich sein die vorgestellten Linkersysteme nicht nur an Polymere zu binden,
sondern auch an andere Trigermaterialien wie magnetische Nanopartikel. Im Speziellen wird
die Weiterentwicklung beziehungsweise Verbesserung der vorgestellten Behandlungsstrategie

des Nachstars durch die neuen Linkersysteme vorangetrieben.
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Abb. 4 Strukturen der drei synthetisierten Cumarinderivate.

Wichtig fiir die spiatere Anwendung, ist die SPA Quantenausbeute und der TPA-Querschnitt
in Losung und Polymermatrix, da diese Auskunft iiber die Freisetzung des Wirkstoffes geben.

Die Bestimmung dieser photochemischen Parameter wird in diesem Teil durchgefiihrt.

2.4.3 Multifunktionales Copolymer

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich iiber das bereits Gesagte hinaus auch mit dem Einsatz
der vorgestellten Linkersysteme in einem Polymer. Die neuartige Synthese des Polymers und
die anschlieBende Beladung mit Wirkstoff ist Teil dieser Arbeit. Der wichtige Nachweis der
induzierten Freisetzung der Wirkstoffkonjugate durch SPA und TPA stellt den Abschluss der
Arbeit dar, und ist Grundlage fiir weitere erfolgreiche Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der
gezielten medikamentdsen Nachstarbehandlung. Des Weiteren erdffnen die vorgestellten
Funktionspolymere eine neuartige medizinische Behandlung durch gezielte photochemische

Wirkstofffreisetzung.

Abb. 5 Visiondre Darstellung der multifunktionalen IOL mit anhdngenden
photochemischen Linkersystemen (W, = Wirkstoffe)
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2.4.4 In vitro Zellversuche

Zum Abschluss der Experimente mit dem monofunktionalen Copolymer HSFUPBMAOC soll
der Nachweis der Wirksamkeit des Polymers in vitro gezeigt werden. Einhergehend mit dem
Nachweis der Wirksamkeit kann die Biokompatibilitidt nachgewiesen werden. Die Zelltests
sind im Arbeitskreis Behr eine etablierte Methode und werden an unproblematisch
kultivierbaren Tumorzellen eines Bauchspeicheldriisenkrebs durchgefiihrt.

An in vitro Zellversuchen wird ebenfalls die Wirksamkeit der photochemisch freigesetzten
Wirkstoffe aus dem multifunktionalen Copolymer nachgewiesen und durch eine chemisch

etablierte Nachweismethode verifiziert.
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3 MONOFUNKTIONALES COPOLYMER (HSFUPBMAOC)

Wie in der Zielsetzung fiir diese Arbeit bereits erwéhnt wird sich der erste Teil dieser Arbeit
mit der Weiterfiihrung der Forschungsarbeit von Herrn Dr. Kreiling**! befassen. Das
untersuchte wirkstoftbeladene Copolymer wird in Abbildung 3 (Kapitel 2.4.1) vorgestellt und
im Folgenden erkliart. Der Hauptanteil des durch die Copolymerisation entstehenden
Polymers ist n-Butylmethacrylat, welches durch seine Eigenschaften den Glaspunkt des
Copolymers absenkt, was fiir die spdtere Verarbeitung von entscheidendem Vorteil ist. Das
Linkersystem besteht aus einer polymerisierbaren Gruppe, welche tiber eine Esterbindung an
den photochemischen Linker (Cumarin) gebunden ist. Durch eine polymeranaloge
photochemische Beladung wird der Wirkstoff (5FU) {iiber einen Cyclobutanring, der
photochemisch gespalten werden kann, an das Polymer angebunden. Um eine Verbesserung
der Diffusionseigenschaften des Wirkstoffes SFU im Polymer zu erhalten, wird SFU zu HSFU
derivatisiert. Einhergehend mit der Erhohung der Diffusion erhoht sich auch drastisch die
Loslichkeit, was fiir die Beladung von groBer Wichtigkeit ist, da ein sehr groBer Uberschuss
von HSFU (Prodrug) nétig ist. Da 5FU in der Augenbehandlung bereits als anerkanntes
Medikament verwendet wird, ist dies bei der spédteren Zulassung fiir die Anwendung des zu
entwickelnden Polymers ein entscheidender Vorteil.

Auch die Derivatisierung von S5FU zu so genannten Prodrugs ist in verschiedenen
Veroffentlichungen beschrieben und analysiert worden*~". Als Prodrug bezeichnet man
chemisch modifizierte nicht mehr wirksame Wirkstoffe, die, eingebracht in den Koérper, an
entsprechender Stelle wieder zum Wirkstoff metabolisiert werden. Es werden bereits erste
Versuche unternommen SFU iiber ein ,sustained release”-System im Korper
freizusetzen> >,

In der folgenden Zusammenfassung werden die entscheidenden Experimente dieser Arbeit
vorgestellt und erldutert.

Die wichtigste Aussage nach der Wirkstoftbeladung des Copolymers ist der Beladungsgrad
des Copolymers. Diese wird beispielhaft anhand einer Synthesereihe bestimmt und gibt
Auskunft iiber die Effektivitit der Beladung. Das dargestellte beladene Copolymer wird
dartiber hinaus auf die Féhigkeit hin, Wirkstoff photochemisch mittels SPA und TPA
freisetzen zu konnen, untersucht. Die erfolgte photochemische Freisetzung des Wirkstoffes in
Losung wird auf der HPLC bestdtigt. Der Nachweis, dass eine TPA induzierten
Cycloreversion stattgefunden hat, kann iiber die doppelt logarithmische Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeit gegen die Pulsintensitdt gefiihrt werden. Da die Behandlung des

Nachstars mittels photochemischer Freisetzung des Wirkstoffes wiederholbar sein sollte, ist
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es notwendig die Mehrfach-Freisetzung zu nachweisen (Multistep). Da das Polymer als IOL
verarbeitet ~wird, muss gewdhrleistet sein, dass die Wirkstoffbindung die
Verarbeitungsparameter iibersteht und anschlieBend noch aktiv bleibt. Hierzu wird eine
Modell-IOL aus einem Polymerblend im ,,compression molding“-Verfahren hergestellt und
anschlieend der Wirkstoff daraus freigesetzt. Da die Hornhaut nicht UV durchléssig ist,
muss bewiesen werden, dass auch die Freisetzung mittels TPA in Polymermatrix mdglich ist
und auch hier der Wirkstoff anschlieBend ausdiffundiert. Ein Langzeittest des Polymers und
ein Aktivitdtsnachweis nach dieser langen Zeit runden die Ergebnisse ab.

Es soll gleich am Anfang darauf hingewiesen werden, dass der wichtigste Syntheseschritt, der
der Beladung ist, da in diesem Schritt die Ursache flir die Probleme bei den folgenden
Experimenten liegt.

Wihrend der Beladung mit UV-Licht laufen parallel zu der Cycloaddition von H5FU und
Cumarin mehrere Nebenreaktionen ab, welche zu verschiedensten Problemen fithren. Diese
Nebenreaktionen seien hier kurz erwdhnt, wobei deren Auswirkungen spéter an
entsprechender Stelle erldutert werden. Ein Grof3teil der Nebenreaktionen der Polymerkette
unterliegt den Photoabbaureaktionen vom Norrish Typ I und II. Des Weiteren wird durch
Photolyse die Esterbindung im Copolymer gebrochen und ein GroBteil der Cumarinlinker

dimerisiert miteinander, wodurch es zur Vernetzung des Polymers kommt.

3.1 UV/Vis und HPLC Kalibrierung von SFU und HSFU

3.1.1 Erstellung einer Kalibriergeraden von SFU

Zur quantitativen Analyse von SFU, welches bei photoinitiierten Cycloreversionsreaktionen
aus dem wirkstoffbeladenen Polymer freigesetzt wird, erstellt man eine Kalibriergerade fiir
SFU mittels HPLC und UV/Vis-Spektroskopie.

Es werden sechs verschiedene Standardlosungen hergestellt und mittels HPLC (Methode:
SH6Bfrei, sieche Kapitel 9.1) untersucht, wobei jeweils ein Volumen von 5 pL injiziert wird.
Die Retentionszeit fiir SFU liegt bei 2 min. Die Peakfliche (DAD bei 260 nm) wird in
Abhidngigkeit der Injektionsmenge an SFU aufgetragen und man erhélt eine
Proportionalitdtskonstante von kspy = 341,24 mAU s nmol .

Die Kalibriergerade fiir SFU im UV/Vis-Spektrometer ergibt einen Extinktionskoeffizienten
bei 265 nm von &5 = 7368 L mol™” cm™. Die Folgende Abbildung zeigt das Spektrum von
5FU in ACN.



Monofunktionales Copolymer (HSFUPBMAOC) 23

0,4 4
— 5FU

< 0,3
il
=
3
80,21
<

0,14

0,0 . T T T

200 250 300 350

Wellenlange [nm]
Abb. 6 UV/Vis-Spektrum von 5FU in ACN.

Da fiir die folgenden Messungen H5FU nur in hydrolisierter Form im UV/Vis-Spektrometer

gemessen wird, ist der Extinktionskoeffizient von SFU eine wichtige Kenngrof3e.

3.1.2 Erstellung einer HPLC-Kalibriergeraden fiir HSFU

Die durch Belichtung freigesetzten Wirkstoffmolekiile liegen zundchst noch als
Derivate / Prodrugs vor (HSFU). Fiir die Bestimmung der freigesetzten Wirkstoffmenge ist es
also von grofler Bedeutung, auch fiir dieses Molekiil, eine Kalibriergeraden zu erstellen.

Da davon auszugehen ist, dass sich in dem aus 5FU synthetisierten HSFU noch Riickstinde
von S5FU befinden, und dass das in der Standardldsung befindliche in Acetonitril geloste
HSFU aufgrund von Wasserspuren im Losungsmittel bis zum Zeitpunkt der HPLC-Messung
teilweise zu S5FU hydrolysiert, kann eine Kalibriergerade fiir H5FU nicht durch eine
einmalige HPLC-Messung jeder Standardldsung erstellt werden. Ein zweiter wichtiger Faktor
ist die Losungsmittelzusammensetzung bei der HPLC Messung, denn auch hier wird Wasser
verwendet und es kommt wihrend der Messung zur Hydrolyse von HSFU.

Die sechs Standardlosungen werden daher nach der ersten HPLC-Messung mit Wasser im
Verhiéltnis 1 : 1 verdiinnt und nach ca. 96 h, nach vollstindiger Hydrolyse des HSFU, erneut
mittels HPLC (Methoden: SH6Bfrei, Kapitel 9.1) gemessen.

Die Retentionszeit des HS5FU betrdgt bei der verwendeten HPLC-Methode (Methoden:
SH6Bfrei, Kapitel 9.1) 20,5 min. Bei den vollstindig hydrolysierten Proben wird ein
Injektionsvolumen von 10 pL eingesetzt, da die Konzentrationen der Proben durch die
Verdiinnung halbiert werden.

Die Berechnung einer Kalibriergeraden fiir den HPLC-Standard von HSFU ist unter der
Annahme moglich, dass die Hydrolyse von HSFU zu 5FU vollstindig verlduft (Nachweis: In
der HPLC-Analyse ist kein HSFU mehr zu sehen).
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Daraus ldsst sich schlielen, dass die Mengendnderung von SFU im Zeitraum zwischen der
l.und der 2. HPLC-Messung der negativen Mengenidnderung von HSFU im gleichen

Zeitraum equivalent ist und durch folgende Gleichung beschrieben werden kann:
Gleichung24  An(5FU), ,, =—-An(H5FU),,

t1: Zeitpunkt der 1. HPLC-Messung

Fiir die Proportionalititskonstante kyspy ergibt sich somit folgende Beziehung:
. HSFU
Gleichung25  An(HSFU),, , =k, sz - AF;

AF3PY - Peakfldchendifferenz von HSFU zwischen 1. und 2. HPLC-Messung

1211

Durch Einsetzen von (25) in (24) erhilt man:

AFHSFU
Gleichung 26 k5., = _An(sg—i}l)tm
AFY /mAU's | An(SFU),, , (nmol/5uL) | kyseo/ mAU -s-(nmol )"
-424,7 0,83 511,69
-443.9 0,81 548,02
-933,2 1,7 548,94
-2405,1 4,27 563,26
-4989,0 8,9 560,56

Tab. 1 H5FU Proportionalitiatskonstanten bei unterschiedlichen Konzentrationen.

Diese Untersuchungen werden an fiinf verschiedenen Stammldsungen unterschiedlicher
Konzentrationen vorgenommen. Aus den fiinf Ergebnissen fiir die Proportionalititskonstante

erhilt man einen Mittelwert von kyspy = 546,49 mAU s nmol .

3.2 Hydrolyseeigenschaften von HSFU

Um bessere Diffusionseigenschaften von S5FU im Polymer zu erhalten, wird eine
Derivatisierung von 5FU zu H5FU durchgefiihrt. Diese ,,Prodrug® muss nach der Diffusion
aus dem Polymer in das Kammerwasser wieder zu SFU hydrolysieren. In diesem Abschnitt

soll die Hydrolyse von H5FU bei verschiedenen Temperaturen untersucht werden.
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Tab. 2 Hydrolysekinetik von HSFU in Wasser bei drei Temperaturen (0 °C, 25 °C, 35 °C).

Hierzu werden fiir jeden Versuch 72,6 mg HSFU in 3 mL ACN gelost, davon 100 pL

abgenommen und 1:10 mit ACN fiir die Analyse mittels HPLC verdiinnt. Die restlichen

2,9 mL werden mit 27 mL Wasser verdiinnt, 30 sec geriihrt, filtriert und in temperierte

Eppendorf-Caps aufgeteilt. Die Losungen aus den Eppendorf-Caps werden dann in

bestimmten Zeitabstinden an der HPLC vermessen. Dieser experimentelle Ablauf wird fiir

drei Temperaturen (0 °C, 25 °C, 35 °C) durchgefiihrt.
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In Tabelle 2 sind die Verhiltnisse von HSFU und 5FU in Fldcheneinheiten gegen die
Hydrolysezeit aufgetragen. Wie erwartet nimmt die Hydrolysegeschwindigkeit mit der
Erhohung der Temperatur zu, was sich in der Zunahme der Halbwertszeit von H5FU
widerspiegelt.

An den Ergebnissen ist eindeutig zu erkennen, dass die Hydrolyse von H5FU zu 5FU
hinreichend schnell ablduft, damit bei einer Korpertemperatur von 37 °C sofort nach der
Freisetzung aus dem Polymer und der anschlieenden Diffusion in das Kammerwasser, das

SFU zur Therapie des Zellwachstums zur Verfiigung steht.

3.3 Bestimmung des Beladungsgrades von HSFUPBMAOC

Da die Masse einer IOL begrenzt ist und eine bestimmte Anzahl an Behandlungen moglich
sein muss, ist die Bestimmung des Beladungsgrades des Polymers mit Wirkstoff fiir die
spitere Anwendung essentiell. Die Berechnung der moglichen Behandlungen pro IOL wird
am Ende dieses Kapitels einen Aufschluss dariiber geben, ob die erhaltenen Beladungen

ausreichend sein werden.

3.3.1 UV/Vis-Standard von PBMAOC

Fiir die folgende Berechnung des Beladunggrades von HSFUPBMAOC muss zunéchst eine
Kalibrierung des PBMAOC, gelost in Chloroform, vorgenommen werden, wozu sechs in
Chloroform geloste PBMAOC Proben unterschiedlicher Konzentration im UV/Vis-

Spektrometer gemessen werden.

3,5
3,0

2,5+ — PBMAOC

2,0

Absorption

1,54

0,54

0,0

T T
200 250 300 350
Wellenlange [nm]

Abb. 7 UV/Vis-Spektrum von PBMAOC in Chloroform.
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Die charakteristische Doppelbande im Bereich von A =250-350 nm begriindet sich in dem
konjugierten n-System des am Polymer gebundenen Cumarins. Die charakteristische Bande
bei 314nm wird in den folgenden Auswertungen herangezogen um die Cumarin-
Konzentration im Polymer zu bestimmen. Die starke Absorption unterhalb von A =250 nm
wird durch das Polymergeriist verursacht.

Sechs verschiedene Standardldsungen von PBMAOC in Chloroform, mit definiertem
Gewichtsanteil, werden vermessen und die Absorption bei 314 nm aufgetragen.

Fir die Absorption bei A=314nm ergibt sich ein Proportionalititskonstante von

kPBMAOC = 0,0049 L mg'l.

3.3.2 SPA in Losung
Die SPA induzierte Wirkstofffreisetzung geht einher mit der Bestimmung des Beladungrades
des verwendeten HSFUPBMAOC.

3,5

—— H5FUPBMAOC belichtet
—— H5FUPBMAOQOC unbelichtet

\

VL

200 250 300 350
Wellenlange [nm]

3,0

2,5

2,0

Absorption

1,54
1,04

0,54

0,0

Abb. 8 UV/Vis-Spektren von belichtetem und
unbelichtetem HSFUPBMAOC.
Fiir diese Untersuchung wird eine Ldosung des beladenen Polymers von 2,8 mg in 5 mL
Chloroform bzw. 1,68 mg/3 mL hergestellt. Von dieser Losung werden 3 mL in eine
Quarzkiivette tiberfiihrt und mit einem Riihrfisch versehen. Die Kiivette wird inklusive Riihrer
in das Fluoreszenzspektrometer gestellt und dort jeweils fiir bestimmte Zeitrdume bei einer
Wellenldnge von 266 nm belichtet. Nach jedem Belichtungszeitraum wird ein UV/Vis-
Spektrum der Polymerlosung aufgenommen und somit die Konzentration der freigesetzten
Cumarinbanden aufgezeichnet. Durch die Cycloreversion entsteht wieder das konjugierte

n-System im Cumarin und einhergehend damit die Bande bei 314 nm (Abbildung 8).
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Die tber die Belichtungszeit zunehmende Absorptionsbande bei 314 nm wird in der
folgenden Abbildung 9 dargestellt. Man kann deutlich das Abflachen der Kurve erkennen,
was auf ein Maximum der Freisetzung hindeutet. Anhand dieser Messungen kann im

Folgenden der Beladungsgrad des Polymers bestimmt werden.

Absorption
o o o
()] [e0]
" 1 1 1
[ ]
| ]

"

o
N
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Abb. 9 SPA induzierte Freisetzung in Chloroform,

Absorptionszunahme bei 314 nm.

3.3.3 Berechnung des Beladungsgrades

Bei der Synthese des wirkstoffbeladenen Copolymers, kommt es wihrend der Photoreaktion
nicht ausschlieflich zu Cycloadditionen zwischen dem Cumarin-Linker und H5FU, sondern
auch zur Bildung von Cumarin-Cumarin-Dimeren. Des Weitern kann nicht sichergestellt
werden, dass wéhrend der Photoreaktion an allen Cumarin-Linkern eine Cycloaddition
ablauft.

Im Produkt befinden sich folglich neben wirkstoffbeladenen Cumarin-Seitenketten,
unbeladene und dimerisierte Cumarin-Seitenketten in einem unbekannten Verhiltnis.

Fiir die Summe der Anzahl der Cumarin-Seitenketten gilt:

Gleichung27  n(MAOC).,.. =2-n(MAOdiCum) +n(MAOC — HSFU) +n(MAOC),

gesamt

nr: nicht reagiert

Die fiir die Wirkstofffreisetzung durch SPA hergestellte HSFUPBMAOC Ldsung mit einer
Massenkonzentration von 1,68 mg/3 mL wird vor der Bestrahlung mit einem UV/Vis-
Spektrometer vermessen. Zur Berechnung der Konzentration von den im Polymer

eingebauten MAOC-Monomeren, die nicht reagiert haben, wird der charakteristische
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Absorptionswert bei 314 nm in das Lambert-Beersche Gesetz eingesetzt. Da der molare
Absorptionskoeffizient bei 314 nm fiir das polymergebundene Cumarin experimentell nicht

zuginglich  ist, wird ndherungsweise der molare  Absorptionskoeffizient der

Modellverbindung 7-Heptanoyloxycumarin €314nm = 8600 L mol! em™ verwendet*?,

EPolymer,NB O, 1 1
Gleichung 28 ¢(MAOC), =1 _

= mol-L"' =1,28-10" mol - L'
Expapm -lem 8600

E;JI(ZZZW’NB : Absorption der Losung bei 314 nm nach der Belichtung

Bei den angegebenen Konzentrationen handelt es sich um die Anzahl von im Polymer
eingebauten nicht reagierten MAOC-Gruppen pro Losungsmittelvolumen.

Aufgrund des nicht exakt bekannten Einbauverhiltnisses von MAOC zu BMA kann die
Gesamtkonzentration an Cumarinseitenketten im Copolymer nicht aus der eingewogenen
Menge bestimmt werden.

Die Konzentration von MAOC vor der Beladung berechnet sich somit unter zu Hilfenahme
des Standards fiir PBMAOC. Es wird hierbei ndherungsweise vorausgesetzt, dass der
effektive Massenanteil von HSFU im beladenen Polymer so gering ist, dass bei gleicher
Masseneinwaage einer unbeladenen und einer beladenen Polymerprobe Gleichung 27 erfiillt

ist.

EPolymer,VB 2, 76
Gleichung 29 c(MAOC)gmmt _ “314mm _
g314nm ’ lcm 8600

mol-L' =3,20-10"mol - L™

Eﬁ(ﬁzer’w : Absorption der Losung bei 314 nm vor der Belichtung

Die Konzentrationen von HSFU und 5FU nach vollstindiger Freisetzung werden mittels
HPLC (Methoden: SH6Bfrei, Kapitel 9.1) bestimmt. Das Injektionsvolumen betrdgt
Vi, = 50 pL.

Unter der Annahme einer vollstindigen Wirkstoftfreisetzung nach der SPA ergibt sich
folgende Beziehung:

Gleichung30 c¢(MAOC -HS5FU) =c(HS5FU) +c(5FU)

HSFU HS5FU SFU SFU
k By AT Fyp

v

Injekt

Gleichung31 ¢(MAOC-HSFU) =

F AS,IfU : Fliiche des SFU Peaks im HPLC Chromatogramm nach der Freisetzung; F, AZSFU : Fldche des HSFU

Peaks im HPLC Chromatogramm nach der Freisetzung
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Gleichung 32

521,28 / 393,42

umol
nmol +
546,5 341,236

¢«(MAOC — H5FU) = ( nmolj (50uL) " = 42,14

Der effektive Beladungsgrad von H5FU(aj, ") bezogen auf die Anzahl der MAOC-

Gruppen vor der Beladung berechnet sich wie folgt:

wseu_ n(MAOC —HSFU)  42,14-10°mol - L' -3-107 L

Gleichung 33 o, = = —~ — =
' n(MAOC) 3,20-10"mol - L™ -3-107 L

=0,132

gesamt

Es konnten folglich an 13,2 % der im Polymer eingebauten MAOC-Gruppen wahrend der
photochemischen Cycloaddition HSFU-Molekiile angekoppelt werden.
Bezogen auf die Anzahl der MAOC-Gruppen, an denen wihrend der Photoreaktion eine

Cycloaddition abgelaufen ist, erhilt man einen Beladungsgrad von:

Gleichung 34

wsev . n(MAOC — H5FU) B 42,14-10°mol-L""-3-107° L 0137
& n(MAOC),,,,, —m(MAOC),,  (3,20-10"mol- L ~1,28-10"mol - L™ )-3-10°L

Folglich laufen an 86,3 % der reagierenden Cumarin-Linkern unerwiinschte Nebenreaktionen,
wie zum Beispiel die Dimerisierung von Cumarin, ab.
Zur Uberpriifung der oben verwendeten Niherung, dass der effektive Massenanteil von HSFU

bezogen auf die eingesetzte Polymermasse nur sehr klein ist, wird dieser wie folgt berechnet:

m(H5FU) _(42,14:10°-3-107)mol - 242,25g - mol ™'
m(PBMAOC — H5FU) 1,68-107 g

Gleichung 35 =0,0182

Der effektive Massenanteil betrdgt 1,85 % und die Ndherung ist daher akzeptabel.
Die maximale Cycloreversionsausbeute (@, ) bei Bestrahlung mit Licht der Wellenlénge

266 nm ergibt sich zu:

Polymer ,NF
Gleichung 36 of = n(MAOC) _ AE
eichung 266nm MAOC MAOC - EPolymer,VB EPolymer,NB
n( )VB - n( )NB 314nm T E31amm

AE;JI‘;%’,”’NF : Differenz zwischen Absorptionswerten am Anfang der SPA und nach Erreichen des

Sdttigungsniveaus
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Durch Einsetzen der ermittelten Absorptionswerte in (Gleichung 36) erhélt man fiir a5, :

Gleichung 37 a5, = 5 755;’5%91 1026 0,601

Die maximale Cycloreversionsausbeute liegt bei 60,1 %.

Unter der Annahme, dass die Reaktionskinetik der Cumarin-Cumarin-Dimere und der
Cumarin-H5FU Gruppen bei der Cycloreversion identisch ist, kann eine 60,1 %ige
Freisetzung des im beladenen Polymer gebundenen HSFU angenommen werden. Nach
Untersuchungen von Chen et al.’% zeigt sich, dass bei einer Wellenlinge von 254 nm die
Spaltung der Dimere ca. 50-60 % erreicht und sich dann ein Gleichgewicht zwischen
Cycloaddition und Reversion einstellt. Dieses Ergebnis bestitigt die in dieser Arbeit
experimentell erhaltene maximale Freisetzung.

Mit einem relativen Massenanteil von 1,82 % von H5FU im beladenen Polymer ergibt sich
eine maximale Freisetzung von H5FU von 11,1 mg pro 1,0 g des Polymers. Das entspricht
nach vollstindiger Hydrolyse des freigesetzten HSFU zu 5FU einer maximalen Freisetzung
von 5,96 mg 5FU pro 1,0 g Polymer.

Es ist zu analysieren, ob die maximal freigesetzte Menge an SFU in Bezug auf die Masse des
Polymers fiir eine spitere Anwendung als Wirkstoffdepot in Intraokularlinsen fiir eine
Behandlung des Nachstars ausreichend ist.

Bei einer Masse der Intraokularlinse von ungefdhr m = 50,0 mg lassen sich durch eine Ein-
Photon-Reaktion mit monochromatischem Licht der Wellenléinge A =266 nm maximal ca.
300 pg SFU freisetzen.

Betrachtet man den Literaturwert fiir den LD50 von SFU fiir Linsenepithelzellen beim
Hasen (RECL), welcher  0.58 ug/mLP!  betréigt, konnten bei ca. 100 pL

Augenkapselsackwasser ausreichend viele wiederholbare Wirkstofffreisetzungen stattfinden.

3.4 SPA induzierte Freisetzung von HSFU

In diesem Abschnitt wird nochmals die Freisetzung von H5FU induziert durch SPA mittels
HPLC und UV/Vis-Spektroskopie untersucht. Ziel ist es, eine Aussage iiber die
unterschiedlichen Abspaltungseigenschaften von Cumarin-Cumarin und Cumarin-H5FU zu
erhalten. Hierzu wird eine Losung von 32,8 mg HSFUPBMAOC in 4,5 mL Chloroform
hergestellt und filtriert (PTFE 0,45 um). 3 mL dieser Losung werden in eine Kiivette

iiberfiihrt und unter Rithren im Fluoreszensspektrometer bei 266 nm belichtet.
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Von dieser Losung werden dann in bestimmten Zeitabstinden Proben mit einem Volumen
von 70 uL genommen, mit 70 pL ACN verdiinnt und in der HPLC (Methode: SH6BFrei,
50 uL Injektionsvolumen, siehe Kapitel 9.1) vermessen. Aus den HPLC Proben werden
wiederum 50 pL entnommen und fiir die UV/Vis-Messung mit 330 uL. Chloroform verdiinnt.

Die erhaltenen Peakflachen fiir HSFU und SFU aus den HPLC Chromatogrammen werden
mit den Proportionalititskonstanten umgerechnet um eine Mengenangabe zu erhalten. Die
UV/Vis-Daten konnen ebenfalls, wie schon beschriecben, mit Hilfe des
Extinktionskoeffizienten in Konzentrationen umgerechnet werden.

Abbildung 10 zeigt, dass wahrend einer SPA induzierten Wirkstofffreisetzung mehr Cumarin
freigesetzt wird als Wirkstoff. Der Grund dieser unterschiedlichen Freisetzung liegt in der
polymeranalogen photochemischen Beladung des Polymers. Durch die induzierende
Strahlung  wird ein  Grofiteil der  Cumarinlinkersysteme  miteinander  iiber

Cycloadditionsreaktionen verbunden.

%% ®» 5FU + H5FU .
0,5+ * Cumarin
0,4

0,3 °
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Abb. 10 SPA induzierte Konzentrationsdnderung von
Cumarinlinker und H5FU.

Da bei der SPA induzierten Freisetzung die Wellenldnge nicht spezifisch nur HSFU freisetzt
sondern auch die Cumarindimere spaltet, kommt es zu einer statistischen Verteilung der
Spaltung von allen vorhandenen Cyclobutanringen im Polymer. Das resultierende Ergebnis
gibt Aufschluss liber das Verhéltnis zwischen Cumarindimeren und Kreuzdimeren.

Setzt man die Konzentrationsénderungen ins Verhéltnis zueinander, wie in Abbildung 11 zu
sehen ist, zeigt sich, dass die Spaltung der Cumarindimere bevorzugt ist und sich erst nach
einiger Zeit das Verhidltnis angleicht. Das Verhiltnis zwischen Cumarindimeren und
Kreuzdimeren liegt bei ca. 7:1, ersichtlich in dem gleich bleibenden Verhiltnis der

Cycloreversion der Cumarindimere und Kreuzdimere nach 200 min Belichtung.
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Abb. 11 Verhiéltnis von freigesetztem Cumarinlinker zu HSFU.

Wie schon eingangs erwihnt, zeigt sich hier deutlich der Nachteil dieser Synthese. Fiir die
spitere Anwendung ist es schwer zu beurteilen, wie viel Energie ndtig ist, um eine bestimmte
Wirkstoffmenge freizusetzen, da das Verhiltnis von Cumarindimer und Kreuzdimer nicht
genau bekannt ist, sowie auch deren Spaltungsverhéltnis. Fiir jede Beladung miissten diese
Parameter immer wieder genau bestimmt werden.

Die HPLC-Daten zur Freisetzung mittels SPA werden im folgenden Teil der TPA induzierten

Wirkstofffreisetzung behandelt, um einen direkten Vergleich zu erhalten.

3.5 TPA induzierte Freisetzung von HSFU in Losung

3.5.1 Durchfithrung und Nachweis

Wie schon Kapitel 2.4.1 beschrieben, ist es wichtig den Nachweis zu erbringen, gebundenes
Wirkstoffmolekiil durch einen TPA Prozess in der Polymermatrix freisetzen zu kénnen.

Fir die TPA induzierte Wirkstofffreisetzung werden 24,26 mg HSFUPBMAOC in 3 mL
Chloroform geldst und in einer Quarzglaskiivette autbewahrt. Die Losung wird wéhrend der
Belichtung mit dem Puls-Laser geriihrt. Die Laserleistungen werden variiert (34,5 mJ, 44 mJ,
55,5 mJ, 70,0 mJ, 80,0 mJ), wobei die Wellenldnge bei 532 nm liegt, die Frequenz 20 Hz und
der Strahldurchmesser 5,5 mm betrdgt. Zur Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit wird
bei jeder Pulsintensitit die Losung fiir verschiedene Zeitriume belichtet. Die Anderung der
induzierten Cumarinkonzentration wird im UV/Vis-Spektrometer gemessen. Als Beispiel
werden im folgenden Graphen die Differenzspektren bei 55,5 mJ Pulsintensitit aufgetragen.
Hierbei ist deutlich eine Zunahme der Cumarinbande mit zunehmender
Bestrahlungszeit / -energie zu erkennen. Da die beobachtete Zunahme der Cumarinbande im

UV/Vis-Spektrum nicht einher geht mit der Freisetzung des Wirkstoffes, wie es im voran
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gegangenen Kapitel der SPA Freisetzung gezeigt wird, wird in diesem Kapitel der Nachweis

der Freisetzung des Wirkstoffes mittels HPLC bewiesen.

— 1,33 kJ
— 2,66 kJ
— 4,00 kJ
— 5,33 kJ

300 350 400 450
Wellenlange [nm]

Abb. 12 Differenzspektren einer TPA induzierten Freisetzung

in Chloroform mit einer Pulsintensitidt von 55,5 mJ.

-6,0
6,2
6,4

-6,6 -

In viv,
n
n

-6,8
-7,04
-7,24
-7,44

-7,64 n

36 38 40 42 4,4
In P/P,

Abb. 13 Doppellogarithmische Auftragung der

Anfangsgeschwindigkeit gegen die Laserleistung
Um den Nachweis flihren zu konnen, dass die Wirkstofffreisetzung tatsdchlich liber einen
Zwei-Photonen-Prozess abgelaufen ist, werden zu jeder Pulsintensitidt die Anfangssteigungen
der Freisetzung ermittelt. Die Logarithmierung der Werte von Anfangssteigung und
Pulsintensitit und deren anschlieBende Auftragung sollte nach der im Kapitel 2.3.1
veranschaulichten Herleitung ungefahr eine Steigung von zwei ergeben.
Abbildung 13 weist eine Steigung von 1,71 auf, was grundsitzlich auf einen TPA induzierten
Prozess hinweist. Da zu dem Zeitpunkt des Experimentes leider nicht geniigend
H5FUPBMAOC vorhanden war, wird nur eine Losung verwendet, was ein Grund fiir das
abweichende Ergebnis der Steigung sein konnte, welche nach der Theorie einen Wert von

zwei erreichen sollte.
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3.5.2 HPLC-Nachweis
Da der Nachweis der Freisetzung bis jetzt nur anhand der Zunahme der Cumarinbande im
UV/Vis durchgefiihrt wurde, soll in diesem Kapitel auch der tatsdchliche Nachweis der

Freisetzung beschrieben und diskutiert werden.

A
v SPA
)
g
o | | ety S 0.59 kJ
< v
g /UM
2 A : 0.23 kJ
E L v M
7 r—— ‘AJ , S 0kJ
5 10 15 20 25 30 35 min A SFU
v H5FU
65.12 kJ
!
é 26.53 kJ
< 0kJ

50 15 20 25 30 35 min
Abb. 14 HPLC-Chromatogramme der SPA und TPA induzierten Wirkstofffreisetzung
in Losung abhingig von der induzierten Gesamtenergie.
Hierzu werden 51,7 mg HSFUPBMAOC in 4 mL Chloroform geldst und filtriert (PTFE
0,45 um, Fa. Roth). 3 mL dieser Losung werden in einer Quarzglaskiivette geriihrt und
verschieden lang mit 67,0 mJ Pulsintensitét, 20 Hz, 5,5 mm Strahldurchmesser und 532 nm
Wellenlénge belichtet. Fiir die HPLC-Messungen werden je 50 uL. Probe abgenommen und
mit 50 uL. ACN verdiinnt. Von dieser Losung werden dann 50 pL injiziert (Methode:
SH6Bfrei, siche Kapitel 9.1). In den drei Chromatogrammen, welche unterschiedlichen
Energieeintrigen entsprechen, sicht man bei der TPA und der SPA induzierten Freisetzung
(Abbildung 14) die zwei charakteristischen Peaks fiir SFU (2 min) und H5FU (20,5 min). Der
Peak bei 21,5 min resultiert aus dem Losungsmittel Chloroform. Referenzsubstanzen von

SFU und HSFU zeigen die gleiche Retentionszeit, der eindeutige Nachweis wird durch die
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identischen  UV/Vis-Spektren des DAD  geliefert. Mit der Erhohung der
Gesamtenergieeintridge in beiden Fillen der Freisetzung ist deutlich zu erkennen, dass die
freigesetzte Wirkstoffmenge sich auch erhoht. Eine genaue Korrelation zwischen
Wirkstofffreisetzung und Energiemenge ist aus den bisher genannten Griinden nicht sinnvoll,
da eine wiederholte Beladung zu anderen Ergebnissen flihren wiirde.

Die zusitzlich auftretenden Peaks sind Artefakte aus dem Polymer, welche bei der Belichtung
freigesetzt werden. Dies ldsst sich auf die Synthese der polymeranalogen Beladung
zuriickfiihren. Die Cumarinseitenketten dimerisieren und die Polymerkette wird durch die
UV-Strahlung gebrochen. Durch die Belichtung wird dann dieses Teilstiick freigesetzt und
auf der HPLC detektiert. Diese ungewollte Freisetzung lésst sich bei dieser Art der Synthese
nicht vermeiden und ist ein Grund fiir den bereits in der Zielsetzung erwdhnten neuen

Syntheseansatz.

3.6 SPA induzierter Multistep

3.6.1 In Polymermatrix

Fiir die spitere Anwendung ist es wichtig zu wissen, ob es auch mdglich ist, die Freisetzung
in Polymermatrix auszuldsen und dann eine anschlieBende Diffusion des Wirkstoffes
beobachten zu kénnen. Aus HSFUPBMAOC und PMMA (1:3 w/w) wird ein Film im
solvent casting Verfahren hergestellt und in einer Fluoreszenzquarzglaskiivette plaziert. Die
Kiivette wird mit 3 mL Wasser aufgefiillt. Der Film wird nun mit Licht der Wellenlénge
254 nm und einer Energiedosis von 112 mJ belichtet (MinUVIS DESAGA, 187 uW / cm?),
anschlieBend im UV/Vis-Spektrometer vermessen, durch Drehen der Kiivette wird
anschlieBend auch die Losung vermessen. Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, wird mit jeder
Belichtung die Cumarinbande im Film groBer, damit einhergehend wird H5FU freigesetzt.
Abbildung 16 zeigt die Diffusion von H5FU in das Wasser anhand der Absorptionszunahme
bei 265nm. Der in Kapitel 3.1.1 errechnete Extinktionskoeffizient ermoglicht die
Umrechnung in eine Mengenangabe, da das HSFU in Wasser hydrolysiert und dann als SFU
vorliegt. Wie aus Abbildung 16 ersichtlich, werden bei jeder Freisetzung ca. 2 ug SFU aus
30 mg Polymer (Gesamtgewicht des Films) frei. Auch dieses Ergebnis erfiillt die Erwartung
fiir den spéteren Einsatz des Polymers als Intraokularlinsenmaterial, wenn man den schon

erwihnten LD50 Wert fiir 5FU (0.58 pg / ml, RECL) betrachtet!”.
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Abb. 15 Absorptionsédnderung im Film nach jeweils einer Freisetzung.
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Abb. 16 Stufenweise SPA induzierte Freisetzung von
SFU pro 30 mg Polymer.
Es war notwendig einen Blend aus HSFUPBMAOC und PMMA herzustellen, da der reine
Film aus beladenem Polymer nicht stabil ist. Der Grund fiir diese Instabilitdt liegt im
induzierten Kettenabbruch bei der Beladung. Auch in diesem Experiment ist wieder eindeutig
zu erkennen, dass die induzierte Cumarinzunahme nicht mit der freigesetzten Menge an SFU

korreliert.

3.6.2 In Modell-IOL

Um die Freisetzung des Wirkstoffes aus IOLs zu simulieren, wird aus dem beladenen
Polymer und PMMA ein Pressling hergestellt. Ein Blend aus HSFUPBMAOC und PMMA
1 : 1 wird unter folgenden Parametern in dem Gerit Polystat 200T der Fa. Schwabenthan zu

einer Modell-IOL verarbeitet:
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1. 10 min heizen ohne Druck bei 190 °C

2. 5 min pressen bei 25 bar

3. alles langsam abkiihlen
Als Presswerkzeug wird eine Edelstahlplatte mit 8 mm Durchmesser und 2 mm Stirke
verwendet.
Der Pressling wird anschlieend fiir drei Tage in Wasser gelegt um evtl. freien Wirkstoff
herauszuwaschen, wobei die HPLC-Analyse des Waschwassers keinen freien Wirkstoff zeigt.
Fiir die erste Belichtung wird der Pressling von jeder Seite 1 min lang mit einer UV-C-Lampe
(9W Philips) bestrahlt. Anschlieend wird eine Quarzglaskiivette mit 2,5 mL Wasser befiillt
und der Pressling hinein gegeben. Die Diffusion des Wirkstoffes wird im UV/Vis-
Spektrometer — aufgezeichnet und diese Prozedur nochmals wiederholt. Die
Absorptionsidnderung bei 265 nm, welche durch den diffundierenden Wirkstoff hervorgerufen

wird, ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abb. 17 Menge an freigesetztem 5SFU, welches nach SPA
induzierter Freisetzung aus dem Pressling in das Wasser diffundiert ist.
Dieses Ergebnis zeigt, dass es auch mdglich ist, den Wirkstoff aus heill gepresstem Bulk-
Polymer iiber SPA freizusetzen. Deutlich ist zu erkennen, dass nach der induzierten
Freisetzung eine rasche Diffusion einsetzt und erst liber einen lidngeren Zeitraum sein
Maximum erreicht. Ob es sich bei der Freisetzung um reine oberflicheninduzierte Prozesse
handelt, kann nicht geklidrt werden. Die wichtige Aussage ist, dass der Cyclobutanring

wihrend des Heillpressens stabil und aktiv bleibt.
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3.7 TPA induzierte Freisetzung von HSFU aus einer Polymermatrix

3.7.1 Durchfithrung und Nachweis

Der Nachweis, dass Wirkstoff aus einer Polymermatrix photochemisch freigesetzt werden
kann, konnte im vorherigen Abschnitt mittels SPA gezeigt werden. Im folgenden Abschnitt
soll nun der Nachweis der TPA induzierten Freisetzung erbracht werden. Wie in Kapitel 2.4.1
erwidhnt wird, ist es fiir die angestrebte Anwendung wichtig, den Wirkstoff {iber einen TPA
Prozess freisetzen zu konnen, da die Hornhaut eine UV-Licht Barriere darstellt.

Auch fiir dieses Experiment wird ein Film aus HSFUPBMAOC und PMMA (1:1 w/w)
erzeugt. Vor dem Ausbringen der Polymerlosung mit einem 0,4 mm Rakel wird die Losung
filtriert (PTFE 0,45 um, Fa Roth). Der entstandene Film wird in eine Halterung eingespannt,
in die sich Blenden einschieben lassen, damit nur die belichtete Fliche im UV/Vis gemessen
wird. Der Film wird an fiinf verschiedenen Stellen mit unterschiedlichen Pulsintensitéten
(33,0 mJ, 22,5 mJ, 19,5 mJ, 14,0 mJ) belichtet. Die Lasereinstellungen waren: 532 nm, 20 Hz
und 5,5 mm Strahldurchmesser. Bei jeder Pulsintensitit wird mit unterschiedlichen

Zeitintervallen belichtet.
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Abb. 18 TPA induzierte Freisetzung aus einer Polymermatrix
mit 33 mJ / Puls.

Die resultierenden Differenzspektren bei einer Belichtung mit einer Pulsintensitit von
33 mJ / Puls zeigt Abbildung 18.

Der lineare Zusammenhang zwischen der Absorptionszunahme und der Energie ist deutlich in
den gleich bleibenden Abstinden der Spektren in Abbildung 18 zu erkennen. Aus den TPA
induzierten Spaltungen mit vier unterschiedlichen Pulsintensitdten erhélt man die zugehorigen
Anfangsgeschwindigkeiten der Cycloreversion. Fiir den Nachweis der TPA induzierten

Spaltung wird, wie in Abbildung 19 zu sehen, die Anfangsgeschwindigkeit und die
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Pulsintensitdt logarithmiert und gegeneinander aufgetragen. Die resultierende Steigung von

1,93 zeigt, dass bei der Freisetzung ein TPA-Prozess vorliegt.
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Abb. 19 Doppelt logarithmische Auftragung der

Anfangssteigung gegen die Pulsintensitét.

3.7.2 TPA induzierter Multistep

Nachdem es gelungen ist die TPA induzierte Wirkstofffreisetzung in Polymermatrix
nachzuweisen, soll nun noch der Nachweis erbracht werden, dass das mittels TPA freigesetzte
HS5FU auch aus dem Polymer diffundiert.

Fiir dieses Experiment wird ein Polymerfilm als Blend aus HSFUPBMAOC : PMMA
(1:3w/w in Chloroform) nach dem Solvent Casting Verfahren hergestellt. Die
Polymerlosung wird vor dem Rakeln (0,8 mm) iiber einen Spritzenfilter (PTFE, 0,45 um, Fa.
Roth) filtriert. Der Film (30 mg) wird in eine 4-Fenster-Quarzglaskiivette eingespannt und die
Kiivette mit 2,5 mL Wasser befiillt. Nach drei Tagen wird das Wasser getauscht und die
Belichtung des Films begonnen. Der Film wird an fiinf Punkten je 20 min mit dem Puls-Laser
bestrahlt (532 nm, 20 Hz, 46 mJ / Puls, 5,5 mm Durchmesser). Vor und nach der Bestrahlung
wird der Film im UV/Vis vermessen.

Um die Diffusion des Wirkstoffes zu beobachten wird die Losung liber mehrere Tage im
UV/Vis gemessen. Nach Beendigung der Freisetzung wird diese Prozedur mit dem gleichen
Film nochmals durchgefiihrt, wobei die Bestrahlungsdauer verindert wird (30 min). Die
Losungen werden nach Beendigung der Diffusion anschlieBend in der HPLC (Methode:
SH6Bfrei, sieche Kapitel 9.1) gemessen. Um eine messbare Konzentration fiir die HPLC zu
erhalten, wird die Losung zur Trockne eingeengt und der Riickstand in 120 pL. Wasser

aufgenommen.
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Abb. 20 TPA induzierte Absorptionsénderung im Film.

Abbildung 20 zeigt die beiden Differenzspektren der zwei Belichtungen. Die erwartete
grofere Anderung der Absorption bei ldngerer Bestrahlungsdauer tritt nicht ein, da
hochstwahrscheinlich die maximale Freisetzung erreicht ist. Der Film wird nach Beendigung
des Experimentes in Chloroform gelost und in der HPLC vermessen. Erwartungsgemail} zeigt
sich in dem Chromatogramm kein H5FU und kein 5FU Peak, aufgrund der vorher
stattgefundenen Diffusion in das Wasser. Damit ausgeschlossen werden kann, ob vor der
Belichtung schon freier Wirkstoff im Film vorhanden war, wird ein Teil des unbelichteten
Films in der HPLC (Methode: SH6BFrei, siche Kapitel 9.1) untersucht und kein freier
Wirkstoff gefunden. Die beiden Chromatogramme der Losungen weisen nur einen Peak fiir
SFU auf, da H5FU in Wasser, wie bereits erwédhnt, hydrolysiert.

Die folgende Tabelle fiihrt die Ergebnisse dieses Experimentes noch einmal genau auf.

Freisetzung PEnergie Diffusionszeit | Peakfldche c(5-FU) n(5-FU)
[J-cm™] [mAUs] [nmol/L] [nmol]
Freisetzung 1 4646 190 h 50 min 341.930 116.7 14.0
Freisetzung 2 6970 282 h 25 min 154.176 52.6 6.3

Tab. 3 Ergebnisse der ersten und zweiten TPA induzierten Freisetzung.

An den Ergebnissen der zweiten Belichtung ist zu erkennen, dass trotz lédngerer
Belichtungsdauer weniger Wirkstoff freigesetzt werden konnte. Auch bei diesem Experiment
ist nicht klar, woher die die schlechte Ausbeute bei der zweiten Freisetzung kommt. Ein

Grund dafiir konnte allerdings wieder in der angewendeten Synthesestrategie liegen.
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3.8 Langzeitstabilititstest von HSFUPBMAOC

Fiir die spitere Anwendung ist die Langzeitstabilitit von entscheidender Bedeutung. Der
Cyclobutanring muss iiber eine lange Zeit stabil und trotzdem bei gewiinschter
photochemischer Induzierung nach langer Zeit spaltbar sein.

Das beladene Polymer wird zum Test der Langzeitstabilitit als Blend
1:2,5 PMMA : HSFUPBMAOC zu einem Film verarbeitet (0,8 mm Rakel) und in eine
Kiivette eingespannt. Die Kiivette wird mit 3 mL Wasser aufgefiillt und verschlossen. In
bestimmten Zeitabstdnden werden iiber ein Jahr der Film und die Losung mittels UV/Vis-
Spektroskopie untersucht und die Ergebnisse aufgezeichnet. Nach einem Jahr wird der Film
mit einer UV-C-Lampe (9W Philips) einmal 30 sec und einmal 1 min belichtet. Die Anderung
im Film und die anschlieende Diffusion des Wirkstoffes in das Wasser wird dokumentiert,

und ist in den folgenden Abbildungen 21 und 22 dargestellt.
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Abb. 21 Freigesetztes und in Wasser diffundiertes SFU.
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Abb. 22 Absorptionsédnderung bei 314 nm im Film.
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Die freigesetzte Menge an SFU verdndert sich liber den beobachteten Zeitraum nur leicht und
erst nach der induzierten Freisetzung kommt es zu einem starken Anstieg der Konzentration.
Die Wiederholung der Induzierung zeigt, dass auch nach einem Jahr eine stufenweise
Freisetzung moglich ist. Die Absorptionsédnderung im Film korreliert mit der freigesetzten

Menge an SFU.
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Abb. 23 5FU freigesetzt nach 1. und 2. Freisetzung (vergrofBert).

In Abbildung 21 ist zu sehen, dass in dem Zeitraum der Beobachtung ohne Induzierung eine
kleine Menge an SFU aus dem Film heraus diffundiert. Die Zunahme der SFU Konzentration
wihrend des einen Jahres ist nur damit zu erklédren, dass wahrend der Messungen eine kleine
Menge SFU freigesetzt wird. Diese Erkenntnis untermauert auch Abbildung 22 mit der
Zunahme der Absorption der Cumarinbande im Film. Setzt man die Zunahme von SFU und

Cumarin ins Verhéltnis zueinander, sieht man einen stetigen Zusammenhang (Abbildung 24).
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Abb. 24 Verhiltnis S5FU in Losung zu Cumarin im Film.
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Aufgrund des Zeitmangels konnte die genaue Ursache dieses Phdnomens nicht analysiert
werden. Eine Vermutung legt nahe, dass es durch den zwar sehr schwachen aber vorhandenen
Messstrahl des UV/Vis-Spektrometer zu einer Abspaltung kommt. Das Experiment bestatigt
allerdings, dass die Wirkstoffanbindung stabil ist und jederzeit aktiviert werden kann, auch

nach einer langern Zeitperiode.

3.9 Bestimmung der Brechungsindexinderung nach Freisetzung

Ublicherweise hingt der Brechungsindex einer Substanz von ihrer entsprechenden
Polarisation ab"®. Dieser Zusammenhang miisste auch bei der Wirkstofffreisetzung aus
H5FUPBMAOC zu beobachten sein und konnte auf der Anderung der Polarisation bei der
Spaltung des Cyclobutanringes der Cumarindimere und des Cumarin-H5FU-Kreuzdimers
beruhen. Zur Messung dieser Hypothese wird ein Polymerblend aus PMMA und
HS5FUPBMAOC (1:1) hergestellt und mittels Spin coaten auf einen Siliciumwafer
aufgebracht. Der Film wird dann unbelichtet mit einem Phasenmodulationsellipsometer
vermessen und nach Belichtung (1 min) mit UV-Licht (9W Philipps) nochmals vermessen. Es
kann keine Brechungsindexénderung festgestellt werden. Abbildung 25, in der Psi gegen den
Einfallswinkel aufgetragen ist, zeigt keine Anderung. Genauere Untersuchungen zur
Bestimmung des Brechungsindex waren nicht moglich, da die Filmeigenschaften zu schlecht
waren. Das Polymer ist durch die Belichtung teilweise vernetzt und auch zerstort worden, was
die Loslichkeit des Polymers und damit auch die Filmbildungseigenschaften beeinflusst. Es
war nicht mdglich Filme zur Bestimmung des Brechnungsindex mit dem Ellipsometer zu

generieren, welche einheitlich glatt waren.
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Abb. 25 Verdnderung von Psi zum Einfallswinkel fiir

belichtetes und unbelichtetes HSFUPBMAOC.
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3.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Synthese des wirkstoffbeladenen Polymers konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Die
Hydrolyse der Wirkstoffvorstufe HSFU zu 5FU ist bei Korpertemperatur hinreichend schnell,
um eine effektive Behandlung durchfiihren zu kdnnen; die Halbwertszeit belduft sich auf
T112,35 °c = 10 min. Da die Beladung des Polymers mit HSFU als Wirkstoff schwankt, wird fiir
eine Beladung beispielhaft der Grad berechnet. Wéahrend der Reaktion gehen ca. 13 % der
Cumarinlinker eine Kreuzdimerisierung mit HSFU ein, wobei die maximale Freisetzung {iber
SPA induzierte Cycloreversion bei ca. 60 % liegt. Die Freisetzung des Wirkstoffes in Losung
tiber SPA und TPA konnte bewiesen werden. HSFU und sein Hydrolyseprodukt SFU werden
nach der Freisetzung in der HPLC eindeutig identifiziert. Aus 30 mg Polymer konnte die
wiederholbare Freisetzung von je 2 ug 5FU, dessen Diffusion und die Entstehung des
entsprechenden Hydrolyseproduktes gezeigt werden. Einer der entscheidenden Schritte zur
Anwendung war der Nachweis der Freisetzung von SFU aus Polymermaterial mittels TPA,
und die anschlieBende Diffusion des Wirkstoffes. Ein Langzeittest erbrachte die gewlinschten
Ergebnisse, der Wirkstoff wird nur durch Induzierung freigesetzt. Der endgiiltige Durchbruch
der photoinduzierten Wirkstofffreisetzung in einer implantierten IOL zur Behandlung des
Nachstars konnte durch die positiven Ergebnisse der Zelltests erzielt werden (siche
Kapitel 6.1).

Wihrend der Experimente stellte sich allerdings heraus, dass der angewandte Syntheseweg
Nachteile mit sich bringt. Aufgrund der unterschiedlichen Dimerisierungseigenschaften von
Cumarin zu Cumarin und Cumarin zu HSFU kommt es zu einem schwankenden Verhéltnis
dieser Dimere (ca. 7:1), einhergehend damit ist der Beladungsgrad nie 100 %ig
vorhersagbar. Um dieses Verhiltnis positiv zu beeinflussen, muss mit 40 fachem Uberschuss
des Wirkstoffes gearbeitet werden, was einen sehr groen Verlust bedeutet, da der Wirkstoff
nicht zuriickgewonnen werden kann. Aufgrund der ungewollten Dimersierung kommt es bei
der anschlieBenden Freisetzung zur Spaltung von beiden vorliegenden Dimersystemen, was
wiederum zu einer unspezifischen Freisetzung des Wirkstoffes fiihrt, der Energieeintrag
korreliert nicht wiederholbar mit der freigesetzten Wirkstoffmenge. Des Weiteren hat
UV-Licht Einfluss auf das Polymergeriist, da es bei der Belichtung des PBMAOC mit
kurzwelliger UV-Strahlung zu einem Photoabbau bzw. photooxidativen Abbau durch
Reaktionen vom Norrish-Typ-I und -II und Decarboxylierungsreaktionen kommen kann'*®.
Bei allen Photoabbaureaktionen entstehen Radikale, die wiederum weitere Reaktionen, wie
zum Beispiel inter- und intramolekulare C-H-Abstraktion, Disproportionierungs-,

Umlagerungs- und Rekombinationsreaktionen, hervorrufen. Da das Polymer bei der
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Verwendung als Intraokularlinse sowohl spezielle optische, als auch mechanische
Eigenschaften erfiillen muss, sind Verdnderungen des Polymergeriistes wahrend der Beladung
zu vermeiden.

Die vorgestellten Ergebnisse in diesem ersten Teil der Arbeit zeigen, dass es grundsétzlich
moglich ist iiber einen TPA Prozess Wirkstoff aus IOL-Material freizusetzen und damit eine
gezielte medikamentdse Behandlung des Nachstars zu ermdglichen. Die erwdhnten Probleme,
welche durch die polymeranaloge Beladung hervorgerufen werden, sollten durch eine
geeignete Synthesestrategie behoben werden konnen. Diese neuen Strategien werden in den

folgenden zwei Teilen der Arbeit genauer beschrieben und verfolgt.
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4 PHOTOCHEMISCHE LINKERSYSTEME ZUM AUFBAU

VON MULTIFUNKTIONALEN COPOLYMEREN
Um die im vorangegangenen Kapitel erwidhnten Nachteile der Synthese von HSFUPBMAOC

zu umgehen, wird eine neue Synthesestrategie entwickelt. Diese beinhaltet die Trennung der
photochemischen Synthese von der Polymerisation, was im Detail bedeutet, dass zuerst der
photochemische Aufbau des Linkersystems stattfindet und anschlieend die Polymerisation
durchgefithrt wird, wobei die Eigenschaften des Polymers durch UV-Belichtung nicht
beeinflusst werden. Fiir diese neue Strategie miissen zunidchst geeignete photochemische
Linker gefunden, synthetisiert und charakterisiert werden. Als viel versprechender
photochemischer Linker erwies sich das schon ndher auf seine photochemischen

331 Da dieses Dimer keine reaktiven

Eigenschaften hin untersuchte Cumarin-Dimer
Seitengruppen aufweist, wird auf das nichstliegende Derivat, 7-Hydroxycumarin (da kauflich
erwerbbar), zuriickgegriffen. Da hierbei die Dimerisierung mittels UV-Licht durchgefiihrt
wird, muss zunichst die phenolische OH-Gruppe geschiitzt werden, da diese sonst Radikale
ausbildet, welche wiederum zu unerwiinschten Nebenreaktionen fithren”).  Als
Schutzgruppen werden Silylchlorid-Derivate gewéhlt, da es in der Literatur mannigfaltige
Moglichkeiten beschrieben sind diese Schutzguppen unter milden Bedingungen wieder zu
entfernen’®®. Wihrend der Synthese stellte sich heraus, dass die #i-Methylsilyl-Schutzgruppe
nicht stabil genug war, fiir die spiteren Syntheseschritte. Tert-Butyldiphenylsilylchlorid
erwies sich bei der Dimerisierung als schlechte Schutzgruppe, da die sterische Hinderung zu
grof3 war und damit die Ausbeute gravierend nachlie3. Als optimale Losung kristallisierte sich
die tert-Butyldimethylsilyl Schutzgruppe heraus, welche dann in der Linkersynthese Einsatz
fand. Die Synthese dieser Linker (TBS-Cum, TBS-p-Cum, TBS-4M-Cum) wird in Kapitel 9.2
ausfiihrlich  beschrieben. In den folgenden Kapiteln soll die photochemische
Charakterisierung der Linker vorgestellt werden. Das Derivat 4-Methyl-7-hydroxycumarin
wird zusitzlich gewihlt, da nach Literaturangabe die Spaltung im Vergleich zu

7-Hydroxycumarin effektiver ablaufen sollte?”).

Da die Dimere als photochemische
Linkersysteme flir die Wirkstofffreisetzung fungieren sollen, ist es von enormer Wichtigkeit,
deren Charakteristika beziiglich der Freisetzung via SPA und TPA zu bestimmen. Der
Einfachheit halber werden die Freisetzungen via SPA und TPA zundchst in Losung
durchgefiihrt und die SPA-Quantenausbeute / TPA-Querschnitt bestimmt. Da aber die spétere
Anwendung die Freisetzung in einer Polymermatrix voraussetzt, werden weitere Experimente
zur Freisetzung mittels SPA und TPA durchgefiihrt, diesmal in PMMA-Matrix. Auch hier

konnen die Quantenausbeute und die TPA-Querschnitte berechnet werden. Zum besseren
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Vergleich werden die Ergebnisse der Dimere in den einzelnen Abschnitten zusammengefasst.
Wie schon in der allgemeinen Berechnung zur Bestimmung der Quantenausbeute und des
TPA-Querschnittes erwéhnt, wird die Anzahl der gespaltenen Dimere mit der Zunahme der
Absorption bei ca. 310 nm berechnet, abhéngig vom betrachteten Dimer. Diese Zunahme
resultiert aus dem, durch die Cycloreversion entstandenen, konjugierten n-System zwischen

Carbonyl-Gruppe und Doppelbindung.

Anforderungsparameter fiir Linkersysteme basierend auf Cumarin:
Chemisch: - Reaktive Seitengruppen zur chemischen Anbindung an ein Polymer und zur
Wirkstoffanbindung
- Leicht entfernbare photostabile Schutzgruppe fiir die Seitengruppen
- Hohe Ausbeute bei der Photodimerisierung

- Eignung fiir die Anbindung von sterisch anspruchsvollen Wirkstoffen

Physikalisch: - hohe Loslichkeit in organischen Losungsmitteln
- Mischbarkeit mit Polymeren
- Spaltbarkeit via SPA und TPA

- Hohe Quantenausbeute

4.1 Isomere des Cumarindimers

Wihrend der photochemischen Dimerisierung der Cumarinderivate sind vier verschiedene
Isomere zu erwarten (Abbildung 26). Die Analyse der belichteten Reaktionslosung mittels
HPLC wies in allen Féllen nur zwei Isomere auf, wobei das Verhiltnis der Isomere
zueinander bei 95 : 5 liegt. Die genaue Bestimmung der Isomere kann nur mit Hilfe von
NMR-Spektrometrie und unter zu Hilfenahme einer Publikation vorgenommen werden. Die
vier entstehenden Isomere unterscheiden sich in ihren unterschiedlichen "H-NMR Strukturen
im Bereich von 3,8 ppm bis 4,2 ppm!®”’. Je nach Anordnung der H-Atome im Cyclobutanring
resultieren die vier typischen Kopplungsmuster. Xiuling Yu et al.*?! hat die zu erwartenden
Spektren der vier Isomere simuliert und anschlieBend die vier Isomere mittels NMR den
simulierten Spektren zugeordnet. Diese Zuordnung kann mit allen entstehenden
Cumarinderivaten durchgefiihrt werden, welche keine Substitution an der dimerisierbaren
Doppelbindungen aufweisen (Dimere basierend auf 4M-Cum konnten nicht analysiert

werden).
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Der Grund fiir die Entstehung nur eines Hauptisomers, ist das verwendete Losungsmittel und
der Sensibilisator'®). Ein Experiment mit TBS-Cum zeigte, dass unter Verwendung von
Cyclohexan statt Chloroform, und unter Verzicht auf den Sensibilisator, sich das
Isomerenverhiltnis umdreht. Dieses Phdnomen wurde auch von Xiuling Yu et al.l’?
untersucht und anhand verschiedenster Lésungsmittel und Sensibilisatoren bestétigt. Fiir
unsere Anwendung sollte es allerdings primér unerheblich sein, welche Isomere entstehen, da

kein groBer Unterschied zwischen den Spaltungseigenschaften der einzelnen Dimere erwartet

wird.

syn-head-to-head -] [Zh anti-head-to-head

syn-head-to-tail anti-head-to-tail

Abb. 26 Strukturen der vier mdglichen Isomere von Cumarin und seinen Derivaten.

4.2 Bestimmung der Extinktionskoeffizienten

Zur genauen Bestimmung der Anzahl gespaltener Dimermolekiile werden zunéchst die
Extinktionskoeffizienten der Monomere bestimmt. Wie schon in vorangegangenen Kapiteln
erwihnt, wird durch die Spaltung der Dimere ein konjugiertes n-System generiert, welches
eine typische Absorptionsbande bei ca. 310 nm, abhingig vom Cumarinderivat, hervorruft. In
Tabelle 4 sind die Extinktionskoeffizienten der Monomere mit ihrer charakteristischen
Absorption angegeben. Des Weiteren sind die UV/Vis-Spektren der Monomere und der
entsprechenden Dimere aufgefiihrt. Wie in den UV/Vis-Spektren zu sehen ist, zeigen die
Dimersysteme keine Absorption oberhalb von 300 nm. Die durch die Cycloreversion wieder
entstehende Bande des Monomersystems kann somit als Indikator und damit zur Auswertung
der photochemisch induzierten Spaltung via SPA und TPA verwendet werden. Die
Extinktionskoeffizienten der Monomere werden an den jeweils typischen Absorptionsmaxima

bestimmt. Fiir die Bestimmung des SPA-Querschnittes (sieche Kapitel 2.3.3) der Dimere
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werden deren Extinktionskoeffizienten bei 532 nm und 266 nm bestimmt und in der Tabelle 4

mit aufgefiihrt.
TBS-Cum
L 3,54
&6 =11347,6 — em™!
mol 3,04
c 254 —— Dimer
= —— Monomer
TBS-Cum Dimer g 2,04
&, =4729.1 —.cm™
266 mol 1,04
0,54
L f
&5, =10,2 —.cm™ 00
mol L

T T T T T
200 250 300 350 400 450
Wellenléange [nm]

TBS-p-Cum
2,54
L
&5 =163752 ——-cm’™!
mol 2,04
,5 1,5 — Dimer
TBS-p-Cum Dimer = —— Monomer
(%]
S 1,01
L < ”
£y =3524,8——-cm™!
mol
0,5-
L _
£y =42,9——-cm™ 00,
mol . . ; : . ;
200 250 300 350 400 450
Wellenlange [nm]
TBS-4M-Cum
L
&£yy4 =14663,5 ——-cm™ 2,5-
mol
2,04 o
c — Dimer
9
TBS-4M-Cum Dimer 2 15 — Monomer
[%2)
o
L < 1,04
£y =5958,7——-cm™! 1o
mol
0,51
L
Es3p = 5,8— . cmfl 0,0

mol . . : , . :
200 250 300 350 400 450

Wellenlange [nm]

Tab. 4 UV/Vis-Spektren der Monomere und Dimere. Ubersicht iiber bestimmte Extinktionskoeffizienten.
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4.3 SPA induzierte Cycloreversion in Losung

Fir die SPA induzierte Cycloreversion in den Dimersystemen werden Stammldsungen
hergestellt und in einer Quarzglaskiivette im Fluoreszenzspektrometer unter Riihren belichtet.
Die Losungen werden nach bestimmten Zeitintervallen im UV/Vis-Spektrometer vermessen.
Durch die Cycloreversion entstehen wieder die Cumarinderivate mit der charakteristischen
Absorptionsbande bei ca. 310 nm, verursacht durch das entstehende delokalisierte n-System.
Anhand der entstehenden Bande kann mit den charakteristischen Maxima und den
entsprechenden Extinktionskoeffizienten die Konzentrationsdnderung pro Zeit aufgetragen
werden. Die Monomerkonzentration ist in der Anfangsphase der Spaltung so gering, dass sie
fiir die Auswertung vernachlissigbar ist. Wie in Kapitel 2.3.3 erklirt, kann anschlieend die
SPA Quantenausbeute berechnet werden. Die Ergebnisse und Auftragungen sind in den

folgenden Abbildungen zusammengestellt.

4.3.1 TBS-Cum-D

Stammldsung: ¢o = 0,36 mM in ACN

Volumen: V=2,5 mL

Gemessene Stromstérke der Photodiode bei 266 nm: a. = 20,5 pA

Anzahl entstandener Molekiile pro Sekunde: nyvonomer = 1,878 - 10" ¢!

65

0,74
60+
jary
— 0,059J S )
—— 0,076J E
&) = 50
3 0,088 J E
< — 0,100J 3 sl
0,117 J ‘,{.3
= 404

354

304

T T T T T T
T T T T T T T
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Abb. 27 Resultierende Differenzspektren der SPA induzierten TBS-Cum-D Spaltung (Links).

Lineare Konzentrationsédnderung pro Energiedosis (Rechts).

Die Belichtung der TBS-Cum Dimerldsung mit unterschiedlichen Zeitintervallen bei 266 nm
fiihrt zu einer energieabhdngigen Zunahme der Absorptionsbanden, was in den

Differenzspektren (Abbildung 27 rechts) deutlich zu sehen ist. Die Absorptionszunahme bei
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314 nm, welche dem Maximum der Bande entspricht, wird mit Hilfe des
Extinktionskoeffizienten in die entstandene Monomerkonzentration umgerechnet und dann
gegen die eingestrahlte Energie aufgetragen. Die Ausgleichsgerade durch die generierten
Punkte zeigt die erwartete lineare Zunahme der Absorption einhergehend mit der
eingestrahlten Energie. Die Quantenausbeute fiir dieses Linkersystem wird zu
Dspa, Losung = 0,36 bestimmt.
Im Zuge der spiter folgenden Verwendung diese Linkersystems, der Anbindung an ein
Polymer, werden Loslichkeitstests durchgefiihrt um die gewollte Erhdhung der Loslichkeit
gegeniiber 7-Hydroxycumarin zu zeigen. Es stellt sich heraus, dass die Loslichkeit des neuen
TBS-Cum Dimers in Chloroform ca. 100 mal groBer ist als die des 7-Hydroxycumarin.
Anhand der Extinktionskoeffizienten fiir TBS-Cum-D werden die SPA-Querschnitte fiir die
relevanten Wellenldngen von 266 nm (SPA) und 532 nm (TPA) bestimmt'®"l. Die Werte
zeigen deutlich, wie unwahrscheinlich eine SPA induzierte Spaltung des Dimers mittels Licht
der Wellenldnge 532 nm ist.

10°cm’

mol

Gleichung 38 0, = &, - N, = 4729,1 -em™-6,023:10% mol =7,85-10" cm’

10°cm’®

cem™-6,023-10% mol =1,69-10 % cm?
mol

Gleichung39 oy, =&, N, =10,2

4.3.2 TBS-p-Cum-D

Stammlosung. ¢p = 0,30 mM in ACN

Volumen: V=2,5mL

Gemessene Stromstérke der Photodiode bei 266 nm: a. = 153 pA

Anzahl entstandener Molekiile pro Sekunde: nyjonomer = 6,095 - 10'* 5™

2,5mL der Dimerstammlosung werden im Fluoreszenzspektrometer belichtet und
anschlieend im UV/Vis-Spektrometer vermessen. Von den gemessenen Spektren wird
jeweils das Spektrum der unbelichteten Losung subtrahiert, was zu den in Abbildung 28
(rechts) gezeigten Differenzspektren fithrt. Die Zunahme geht einher mit der in die Losung
eingetragenen Energie. Diese stetige Zunahme ldsst sich auch in Abbildung 28 (links)
erkennen, in der die Konzentration gegen die Energie aufgetragen ist. Wie auch schon fiir das
TBS-Cum Dimer, konnen fiir das TBS-p-Cum Dimer die SPA Quantenausbeute
Dspa, Losung = 0,16 und die SPA Querschnitte bei 266 nm und 532 nm anhand der

Extinktionskoeffizienten bestimmt werden.
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Abb. 28 Resultierende Differenzspektren der SPA induzierten TBS-p-Cum-D Spaltung (Links).

Lineare Konzentrationsédnderung pro Energiedosis (Rechts).

3 3
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mo
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mo

4.3.3 TBS-4M-Cum-D

Stammlosung: ¢p = 0,35 mM in ACN

Volumen: V=2,5 mL

Gemessene Stromstirke der Photodiode bei 266 nm: o = 140 pA

Anzahl entstandener Molekiile pro Sekunde: naonomer = 1,135 - 104!
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Abb. 29 Resultierende Differenzspektren der SPA induzierten TBS-4M-Cum-D Spaltung (Links).

Lineare Konzentrationsédnderung pro Energiedosis (Rechts).
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TBS-4M-Cum-D zeigt bei Belichtung mit Licht der Wellenldnge 266 nm, ebenso wie die
vorherigen Dimere, eine charakteristische Spaltungskinetik. Die Linearitdt der
Cycloreversion, induziert durch SPA, zeigt sich deutlich in Abbildung 29 (links), in der die
Konzentrationszunahme des Monomers in der Losung gegen die eingestrahlte Energie
aufgetragen ist. Auch in den Differenzspektren ist deutlich zu erkennen, dass durch das
eingestrahlte Licht nur die Spaltung des Dimers induziert wird. Die SPA Quantensaubeute

belduft sich auf @gpa, Lssung = 0,32.

3 3
Gleichung 42 &, = &, - N, = 5958, 710 "”7 cem™6,023-10% mol =9,89-10" cnm?
mo
. 10301’1’13 -1 23 -21 2
Gleichung43 o, =&, N, =5,8 ; -em” -6,023-107mol =9,63-10 cm
mo
4.3.4 Zusammenfassung
Linkersystem Dspa, Losung 0266 [sz] 0532 [sz]
TBS-Cum-D 0,36 7,85-107% | 1,69 107
TBS-p-Cum-D 0,16 585-10" | 7,12+ 10
TBS-4M-Cum-D 0,32 9.89-10™" | 9,63 - 10

Tab. 5 Ubersicht iiber die experimentell bestimmten SPA Quantenausbeuten in Losung.

Die Untersuchungen der SPA induzierten Spaltungen zeigen, dass die Quantenausbeute von
TBS-p-Cum-D in Losung nur halb so groB ist, wie die der beiden anderen Dimere (Tabelle 5).
Ein Grund fiir diesen gravierenden Unterschied konnte nicht gefunden werden. Auch die
Differenz im SPA Querschnitt zwischen 266 nm und 532 nm ist bei dem TBS-p-Cum Dimer
nicht so hoch und kdnnte daher spéter einen Einfluss auf die TPA induzierte Spaltung haben.
Es sei noch erwihnt, dass alle bestrahlten Losungen mittels HPLC untersucht werden und

durch die Belichtung nur das jeweilige Monomer entsteht.
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4.4 TPA induzierte Cycloreversion in Losung

Da die Wirkstofffreisetzung hinter der Hornhaut, welche als UV-Barriere im Auge fungiert,
durch Photochemie induziert werden soll, miissen zundchst Experimente zur TPA induzierten
Freisetzung durchgefiihrt werden. Wie in Kapitel 2.4 erwéhnt, ist die TPA die Methode der
Wahl um eine Cycloreversion, welche mittels SPA mit UV-Licht induziert wird, im
sichtbaren Wellenlédngenbereich auszulosen. Eine wichtige Grof3e fiir ein Molekiil in einem
Zwei-Photonen-Prozess ist der TPA-Querschnitt. In diesen Abschnitt werden die drei
Dimersysteme iiber TPA gespalten, der Nachweis der TPA gefiihrt und der TPA—Querschnitt
bestimmt. Es werden wieder Stammlosungen verwendet, wobei fiir jede Bestrahlungsreihe
mit einer Pulsintensitédt eine Kiivettenfiillung verwendet wird. Die Losung wird wahrend der
Bestrahlung geriihrt und anschlieBend UV/Vis-spektroskopisch analysiert. Wie im vorherigen
Abschnitt bereits beschrieben, werden die Parameter und Ergebnisse fiir die entsprechenden
Linkersysteme in einer Tabelle zusammengestellt. Fiir die verschiedenen Pulsintensititen

werden die TPA-Querschnitte berechnet.

4.4.1 TBS-Cum-D
Laserstrahldurchmesser: d=0,55cm
Ansatzvolumen: V=25ml

Anfangskonzentration der Losung: co= 0,36 mmol /L

Extinktionskoeffizient: €316 = 11347,6 mol /L cm’!
Ein-Photon-Quantenausbeute: Dspa, Losung = 0,36
4,0
3,5
j § 3,01
° o
g g 2,5
€ £ 2,04
>
3 o = 40,5 mJ/Puls
% @ o 50,5 mJ/Puls
= F 104 e 58,5 mJ/Puls
05 o 68,0 mJ/Puls
o a 78,0 mJ/Puls
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Abb. 30 Aus der TPA induzierten Spaltung (68 mJ / Puls) von TBS-Cum-D resultierende Differenzspektren
(Links). Konzentrationsdnderung des durch Spaltung entstehenden TBS-Cum in Abhéngigkeit von Pulsanzahl
und Pulsintensitét (Rechts).
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Fir den anschlieBenden Nachweis der tatsdchlich stattfindenden TPA induzierten Dimer-
Spaltung werden fiinf Messreihen mit jeweils unterschiedlichen Pulsintensitidten (40,5 mJ,
50,5mJ, 58,5mJ, 68,0mJ, 78,0mJ) durchgefiihrt. Zu der Messreihe mit 68,0 mJ
Pulsintensitdt zeigt Abbildung 30 (rechts) die resultierenden Differenzspektren, welche, wie
in der SPA induzierten Spaltung, eine Zunahme in der Absorption aufweisen. Die
Differenzspektren in Abbildung 30 (rechts) zeigen wie erwartet die gleiche Bandenstruktur im
Vergleich zu dessen der durch SPA induzierten Spaltung. Die induzierten Anderungen fallen
nicht so grofl aus da, wie schon in Kapitel 2.3.1 erklért, die TPA induzierte Spaltung um
GroBenordnungen unwahrscheinlicher ist als die durch einen SPA induzierten Prozess.
Abhingig von der Pulsintensitit soll ein Anstieg der Absorptionsdnderung pro Pulsanzahl zu
beobachten sein. In Abbildung 30 (links) sind die jeweiligen Konzentrationsdnderungen pro
Pulsanzahl in Abhdngigkeit zu der Pulsintensitdt aufgetragen und es zeigt sich die erwartete
Linearitét. Die folgende Abbildung dient als Nachweis des TPA induzierten Prozesses bei der
Spaltung des Dimers.

T
3,6 3,7 3,8 3,9 4,0 4,1 4,2 4,3 4,4

In P/P,

Abb. 31 Doppelt logarithmische Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung gegen die Pulsintensitt.

Die doppelt logarithmische Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit gegen die Pulsintensitét
zeigt eine Steigung von 1,81, was als Nachweis fiir eine TPA induzierte Cycloreversion
angesehen werden kann.

Die Bestimmung des TPA-Querschnittes wird zu jeder Pulsintensitit einzeln durchgefiihrt
und ergibt fiinf Werte, welche in Tabelle 6 zusammengestellt sind. Da es keine Abhdngigkeit
des TPA-Querschnittes von der Pulsintensitdt geben soll, und dieser auch nicht zu erkennen

ist, kann im Mittel ein Wert zu 0,87 GM fiir den Querschnitt bestimmt werden.
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Laserleistung Anfangsgeschwindigkeit: Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
Pp [mJ / Puls] vo [AOD / sek] Querschnitt Querschnitt
o [em*s Photon™] c [GM]
40,5 58,77 9,08 - 107" 0,908
50,5 94,98 9,44 - 107! 0,944
58,5 111,86 8,28 - 10™" 0,828
68,0 147,72 8,10 - 10" 0,810
78,0 201,04 8,37 107" 0,837

Tabelle 6 Ubersicht iiber bestimmte TPA-Querschnitte bei unterschiedlichen Pulsintensitéten.

4.4.2 TBS-p-Cum-D

Laserstrahldurchmesser: d=0,55cm
Ansatzvolumen: V=2,5ml
Anfangskonzentration der Losung: c¢o= 0,30 mmol / L
Extinktionskoeffizient: €318 = 16375,2 mol /L cm’!

Ein-Photon-Quantenausbeute: Dgpa, Losung = 0,16
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= — 1,68kJ T 25
g 204 —3,36kJ g
= —— 5,04 kJ = 2,04
E 159 —6,72KJ E
@) O 1,54
& 10l 8,40 kJ e = 52,0 mJ/Puls
%) 9 ol = 60,5 mJ/Puls
m m 1
= 05 = e 70,0 mJ/Puls
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Abb. 32 Aus der TPA induzierten Spaltung (70 mJ / Puls) von TBS-p-Cum-D resultierende Differenzspektren
(Links). Konzentrationsdnderung des durch Spaltung entstehenden TBS-p-Cum in Abhingigkeit von Pulsanzahl
und Pulsintensitét (Rechts).

Die in Abbildung 33 (rechts) gezeigten Differenzspektren resultieren aus der photochemisch
induzierten Spaltung des TBS-p-Cum Dimers mittels 70 mJ / Puls iiber einen TPA Prozess.
Abbildung 32 (links) zeigt deutlich die lineare Zunahme der Absorption in Abhingigkeit von

der Pulsanzahl.
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In viv,
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Abb. 33 Doppelt logarithmische Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung gegen die Pulsintensitit.

Die unterschiedlichen Pulsintensititen (52,0 mJ, 60,5mJ, 70,0 mJ, 77,5 mJ, 85,0 mJ)
ermoglichen im Anschluss den Nachweis der TPA induzierten Spaltung des
Cyclobutanringes.

Die doppelt logarithmische Auftragung in Abbildung 33 zeigt mit einer Steigung von 1,64 die
Tendenz zur TPA induzierten Spaltung. Als weiterer Nachweis, dass es sich hierbei nur um
einen TPA Prozess handeln kann, wird ein Experiment mit 2,5 mL der Stammldsung
durchgefiihrt, bei dem die Losung mit einem CW Laser mit Licht der Wellenldnge 532 nm
bestrahlt wird. Der totale Energieeintrag in die Losung entspricht in etwa dem der TPA
induzierten Spaltung bei 85 mJ/Puls. Die folgende Abbildung zeigt eindeutig, dass keine

Spaltung mittels SPA induziertem Prozess bei 532 nm zu erwarten ist.
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Abb. 34 Vergleich von SPA und TPA induzierter Spaltung
mit Licht der Wellenldnge 532 nm.
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Die folgende Tabelle zeigt die TPA-Querschnitte, zugeordnet zu der jeweiligen Pulsintensitit,
wobei auch hier wieder keine Abhéngigkeit von der Pulsintensitdt zu beobachten ist und

somit im Mittel ein TPA-Querschnitt von 1,36 GM bestimmt werden kann.

Laserleistung Anfangsgeschwindigkeit: Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
Pp [mJ / Puls] vo [AOD / sek] Querschnitt Querschnitt
o [em*s Photon™] c [GM]

52,0 87,10 1,51-10™ 1,51

60,5 106,47 1,38 - 107 1,38

70,0 134,86 1,31-10™ 1,31

77,5 164,27 1,30 - 10°° 1,30

85,0 193,92 1,27 -10™ 1,27

Tab. 7 Ubersicht iiber bestimmte TPA-Querschnitte bei unterschiedlichen Pulsintensititen.

4.4.3 TBS-4M-Cum-D
Laserstrahldurchmesser: d=0,55cm
Ansatzvolumen: V=2,5ml

Anfangskonzentration der Losung: c¢o= 0,35 mmol /L

Extinktionskoeffizient: €314 = 14663,5 mol / L cm’!
Ein-Photon-Quantenausbeute: Dgpa, Losung = 0,32
35 45-
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Abb. 35 Aus der TPA induzierten Spaltung (88 mJ / Puls) von TBS-4M-Cum-D resultierende Differenzspektren
(Links). Konzentrationsdnderung des durch Spaltung entstehenden TBS-4M-Cum in Abhéngigkeit von

Pulsanzahl und Pulsintensitit (Rechts).



Photochemische Linkersysteme zum Aufbau von multifunktionalen Copolymeren 60

Die kontinuierliche Zunahme der Absorption in den Differenzspektren geht einher mit der
kontinuierlichen ErhShung der eingetragenen Gesamtenergie. Diese beobachtete Linearitét
findet sich auch, wie aus Abbildung 35 (links) ersichtlich, bei der Auftragung der
Konzentrationsdnderung gegen die Pulsanzahl. Fiir je flinf verschiedene Pulsintensititen
(48,0 mJ, 57,5mJ, 67,0 mJ, 77,5 mJ, 88,0 mJ) werden Messreihen durchgefiihrt und deren
Ergebnisse in Abbildung 35 (links) dargestellt. Aus den Steigungen der erhaltenen
Ausgleichsgeraden und der verwendeten Pulsintensitit kann durch die doppelt logarithmische
Auftragung der Nachweis fiir eine TPA induzierte Spaltung vollzogen werden

(Abbildung 36).
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Abb. 36 Doppelt logarithmische Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung gegen die Pulsintensitét.

Die Steigung von 1,93 bestitigt, dass die hier vorliegende photochemisch induzierte
Absorptionsidnderung iiber einen TPA Prozess abgelaufen ist. Der Mittelwert der bestimmten

TPA-Querschnitte liegt fiir dieses Dimer bei einer Wellenldnge von 532 nm bei 0,88 GM.

Laserleistung Anfangsgeschwindigkeit: Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
Pp [mJ / Puls] vo [AOD / sek] Querschnitt Querschnitt
o [em®s Photon™] o [GM]

48,0 94,69 9,33-107" 0,933

57,5 123,98 8,51-107" 0,851

67,0 164,54 8,32 107" 0,832

77,5 240,26 9,08 - 107! 0,908

88,0 293,03 8,59 - 10" 0,859

Tab. 8 Ubersicht iiber bestimmte TPA-Querschnitte bei unterschiedlichen Pulsintensitéiten.
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4.4.4 Zusammenfassung

Alle drei untersuchten Linkersysteme lassen sich in Ldsung mittels TPA spalten. Die
Absorptionsidnderungen steigen linear an und verdndern, abhédngig von der Pulsintensitit, ihre
Steigung in Equivalenz zur Linkerspaltung. Die TPA-Querschnitte sind, wie erwartet, nicht
abhéngig von der verwendeten Pulsintensitdt und liegen fiir alle drei Linkersysteme in einer

GroBenordnung (Tabelle 9).

Linkersystem TPA Querschnitt 6 [GM]
TBS-Cum-D 0,87
TBS-p-Cum-D 1,36
TBS-4M-Cum-D 0,88

Tab. 9 Zusammenfassung der Mittelwerte fiir die bestimmten

TPA-Querschnitte von TBS-Cum-D, TBS-p-Cum-D und TBS-4M-Cum-D.

4.5 SPA induzierte Cycloreversion in Polymermatrix

Da die hier vorgestellten Linker-Systeme fiir die spdteren Anwendungen in einer
Polymermatrix eingebunden werden, ist es wichtig, die photochemischen Eigenschaften der
Dimere in der Polymermatrix zu untersuchen. PMMA bietet sich als einfaches Acrylat-
Polymer an, da es leicht zu verarbeiten ist.

Die benétigten Filme fiir die SPA- und TPA-Messungen werden nach folgender Vorschrift
pripariert. PMMA wird in einem bestimmten Verhéltnis mit dem zu untersuchenden Dimer in
einem geeigneten Losungsmittel gelost. Die Losung wird mit einem Rakel definierter Dicke
auf einer Glasplatte verteilt und iiber Nacht unter Lichtausschluss getrocknet (solvent
casting). Die getrockneten Filme werden in einem Wasserbad von der Glasplatte abgelost und
im Dunkeln aufbewahrt. Fiir die anschlieBenden Belichtungen werden Stiicke der abgeldsten
Filme in spezielle Halterungen eingesetzt, belichtet und anschlieBend im UV/Vis-
Spektrometer vermessen.

Bei der Belichtung der Filme wird wie bei den Losungen die induzierte Cycloreversion
mittels UV/Vis-Spektroskopie bestimmt. Die Zunahme der charakteristischen Bande kann
dann in Abhingigkeit der verwendeten Energie betrachtet werden.

Die Ergebnisse der Untersuchung der einzelnen Linkersysteme werden im Folgenden

beschrieben.
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4.5.1 TBS-Cum-D

Verhéltnis PMMA/Dimer: 800 mg / 40 mg
Losungsmittel: 2 mL Chloroform
Rakel: 6 mm
Absorptionsidnderung: AOD = 0,008
Flachenextinktionskoeffizient: g16=1,1"- 107 cm?/ mol
Bestrahlungsdauer: t=10s
Intensitét: Ip=4,35"- 10° )/ cm? sec™!
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\ — 044mJ
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Abb. 37 SPA induzierte Absorptionsédnderung in Polymermatrix. Links: Energiecabhéngige resultierende
Differenzspektren; Rechts: Absorptionsianderung bei 316 nm in Abhingigkeit des Energieeintrages.
Die Belichtung des Polymerfilmes mit 5 % Gewichtsanteil TBS-Cum-D in bestimmten
Bestrahlungsintervallen, fiihrt bei der anschlieBenden Messung des Films im UV/Vis-
Spektrometer zu den oben aufgefiihrten Differenzspektren. Im Vergleich zu der SPA
induzierten Spaltung in Losung ist der Gesamtenergieeintrag hier um drei Gréenordnungen
geringer. Die Berechnung der SPA Quantenausbeute zeigt aber, dass die Spaltung in der

Polymermatrix nicht effektiver ablduft (Ospa, Lssung = 0,36; Dspa, Fitm = 0,37).

4.5.2 TBS-p-Cum-D

Verhéltnis PMMA/Dimer: 800 mg / 40 mg
Losungsmittel: 2 mL Tetrahydrofuran
Rakel: 6 mm
Absorptionsidnderung: AOD =0,019
Flachenextinktionskoeffizient: g18= 1,6 - 107 cm?/ mol
Bestrahlungsdauer: t=2s

Intensitét: Ip,=1,05"- 102 )/ cm? sec™
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Abb. 38 SPA induzierte Absorptionsédnderung in Polymermatrix. Links: Energicabhéngige resultierende
Differenzspektren; Rechts: Absorptionsianderung bei 318 nm in Abhingigkeit des Energieeintrages.
Abbildung 38  zeigt die Differenzspektren des belichteten Polymerfilmes bei
unterschiedlichen Energien. Die Stufe um 340 nm ist bedingt durch das Umschalten der
Spiegel im UV/Vis-Spektrometer. Vergleicht man nun die verwendeten Energien der SPA
induzierten Spaltung in der Polymermatrix von TBS-Cum-D und TBS-p-Cum-D fillt auf,
dass bei der Spaltung von TBS-p-Cum-D eine hohere Energie nétig ist. Fiir dieses Phinomen
sind zwei Griinde zu nennen: Die SPA Quantenausbeute (Pspa, Losung = 0,16; Pspa, Film = 0,13)
ist, wie in Losung, um den Faktor 2 kleiner als die des TBS-Cum Dimer. Des Weiteren spielt
die Filmdicke eine entscheidende Rolle. Durch das Solvent Casting Verfahren kann nicht
gewdhrleistet werden, dass eine identische Filmdicke reproduzierbar ist. Ldsst man diese
Schwankungen aufler Betracht so kann die Linearitit der Zunahme der Absorption fiir beide

Dimere (TBS-Cum-D, TBS-p-Cum-D) in Abhingigkeit von der Energie gezeigt werden.

4.5.3 TBS-4M-Cum-D

Verhéltnis PMMA/Dimer: 800 mg / 40 mg
Losungsmittel: 2 mL Chloroform
Rakel: 6 mm
Absorptionsidnderung: AOD = 0,007
Flachenextinktionskoeffizient: &314= 1,5 10" cm*/ mol
Bestrahlungsdauer: t=10s

Intensitét: Io=4,35" 10° J/ cm? sec™
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Abb. 39 SPA induzierte Absorptionsdnderung in Polymermatrix. Links: Energieabhéngige resultierende
Differenzspektren; Rechts: Absorptionsdnderung bei 314 nm in Abhéngigkeit des Energieeintrages.
Wie zu erwarten ist, ist der Gesamtenergieeintrag fiir die SPA induzierte Spaltung von
TBS-4M-Cum Dimer in der Polymermatrix dhnlich dem der Spaltung von TBS-Cum-D, da
sich die Quantenausbeuten in Lésung dhneln. Die Differenzspektren zeigen deutlich eine
lineare Zunahme der Absorption, welche mit der eingestrahlten Energie einhergeht. Die
experimentell bestimmte SPA Quantenausbeute fiir die Spaltung in der Polymermatrix belduft

sich auf (DSPA, Film — 0,25.

4.5.4 Zusammenfassung

Linkersystem Dspa, Film
TBS-Cum-D 0,37
TBS-p-Cum-D 0,13
TBS-4M-Cum-D 0,25

Tab. 10 Ubersicht iiber SPA Quantenausbeuten in Polymermatrix.

Die bestimmten Quantenausbeuten fiir die SPA induzierte Cycloreversion der drei
vorgestellten Linkersysteme in PMMA Matrix weichen nur geringfiigig von denen in Lésung
ab. Diese geringfligigen Abweichungen resultieren aus den schwankenden Filmdicken und
den weiteren experimentellen Unwégbarkeiten. Lésst man diese Gegebenheiten auller
Betracht, kann durch das Einbinden der Linkersysteme in eine Polymermatrix, kein Effekt auf
die Quantenausbeute beobachtet werden. Fiir die folgenden Bestimmungen der TPA-
Querschnitte der Linker in der Polymermatrix, werden die SPA Quantenausbeuten mit den

TPA Quantenausbeuten, wie in Kapitel 2.3.3 erwihnt, gleichgesetzt.
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4.6 TPA induzierte Cycloreversion in der Polymermatrix

Aus den vorherigen Abschnitten resultiert als letzter wichtiger Schritt die Dimerspaltung in
der Polymermatrix mit Hilfe der TPA. Fir die folgenden Experimente werden
Polymerfilmstiicke aus der Filmherstellung fiir die SPA Freisetzung verwendet. Je ein
Filmstiick wird in eine Halterung eingespannt und an fiinf unterschiedlichen Stellen belichtet.
Mit Hilfe von Blenden kann der unbelichtete Bereich abgedeckt und nur der belichtete
Bereich, entsprechend dem Laserstrahlquerschnitt, UV/Vis-spektroskopisch vermessen
werden. Fiir die spitere TPA-Querschnitt Bestimmung wird aus jedem Film ein definiertes
Stiick herausgeschnitten, vermessen und gewogen. Aufgrund der Problematik, immer die
gleiche Stelle zum Belichten bzw. Messen treffen zu miissen, was aufgrund experimenteller
Gegebenheiten nicht immer moglich ist, kann es zu grofleren Messfehlern und Abweichungen
kommen. Trotzdem sollen die gefundenen Ergebnisse prasentiert und verglichen werden, da
sie fir eine Gesamtbetrachtung am Ende des Kapitels nicht auBler Acht gelassen werden

konnen.

Wichtige Parameter, welche fiir alle Experimente gelten:

Laserstrahldurchmesser: d=0,55cm=>r=0,28 cm
Laserstrahlfléche: A=r"pi=0,24 cm’
Wellenldnge des Laserlichtes: v =1532 nm

Pulslange: 3ns

Frequenz: 20 Hz

Energie eines Photons bei 532nm:  E,,  =hv=237-10""J/ Photon

4.6.1 TBS-Cum-D

Verhéltnis PMMA/Dimer: 800 mg / 40 mg
Filmgewicht: 1,6 mg

Filmflache: 3,5mm -3 mm=10,5 mm?
Molmasse Molekiil: 552,81 g/ mol
Laserstrahldurchmesser: d=0,55cm

Anfangsflichenkonzentration Cyclobutanringe: Feyelo =791 10" mol / cm?
Flachenextinktionskoeffizient: g16=1,1"- 107 cm?/ mol

Ein-Photon-Quantenausbeute: Dspa, Film = 0,37
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Abb. 40 TPA induzierte Cycloreversion von TBS-Cum-D in Polymermatrix. Links: Differenzspektren induziert
mit 10,5 mJ / Puls; Rechts: Absorptionszunahme bei 316 nm in Abhingigkeit von der Pulsanzahl und
Pulsintensitat.

Beim Vergleich der verwendeten Pulsintensititen (5,0 mJ, 7,5 mJ, 10,5 mJ, 13,5 mJ) mit
denen bei der TPA induzierten Spaltung in Losung zeigt sich, wie bei der SPA induzierten
Cycloreversion, dass die Spaltung des Dimers, unbeachtet des experimentellen Aufbaus,
effektiver ablduft. Abbildung 40 (rechts) zeigt die Differenzspektren (10,5 mJ/Puls) und
deren Absorptionszunahmen, welche mit der im Vergleich geringen Energie von unter 1,0 kJ
induziert werden konnen. Fiir die vier verschiedenen Pulsintensititen zeigt sich auch in der

Filmphase eine lineare Absorptionsdnderung der Pulsanzahl.
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Abb. 41 Doppelt logarithmische Auftragung der
Anfangssteigung gegen die Pulsintensitét.
Der Nachweis fiir die TPA induzierte Spaltung im Film wird, wie bereits erwéhnt, {iber die
doppelt logarithmische Auftragung der Anfanggeschwindigkeiten gegen die Pulsintensitit
gefilihrt. Abbildung 41 zeigt die resultierende Ausgleichsgerade mit einer Steigung von 1,93,

was als Nachweis fiir einen TPA induzierten Prozess angesehen werden kann. Wie auch
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schon fiir die Experimente in Losung, werden zu den jeweiligen Pulsintensititen die TPA-
Querschnitte berechnet. Tabelle 11 fiihrt die berechneten Werte auf und es zeigt sich, dass die

Querschnitte im Mittel fiinffach grofBer sind als die in Losung.

Laserleistung Anfangsgeschwindigkeit: Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
Pp [mJ / Puls] vo [AOD / sek] Querschnitt Querschnitt
o [em*s Photon™] c [GM]
5,0 211,14 5,60 - 10™° 5,60
7,5 440,10 51910 5,19
10,5 815,00 4,90 - 10 4,90
13,5 1470,24 53510 5,35

Tab. 11 TPA-Querschnitte (Polymermatrix) in Abhéngigkeit von der Pulsintensitét.

Aufgrund der experimentellen Ergebnisse werden fiir dieses Dimer die Querschnitte mit
neuen Experimenten nochmals bestimmt, um einen evtl. Einfluss der PMMA-Matrix auf die
Cycloreversion ausschlieBen zu konnen.

Die TPA induzierte Cycloreversion in Losung wird unter den beschriebenen Bedingungen

durchgefiihrt, wobei die Abweichungen im Folgenden aufgefiihrt sind:

Losung 1: ¢o = 0,58 mM TBS-Cum-D in Chloroform
Losung 2: co = 0,7 mg (0,51 mM) TBS-Cum-D und 13,5 mg PMMA in 2,5 mL Chlorform

Laserleistung: Pp =70 mJ / Puls
Die berechneten Querschnitte fiir Losung 1 und 2 sind anndhernd gleich (L1 1,06 GM; L2
1,06 GM).

Fiir die photochemische Spaltung in PMMA-Matrix werden die gleichen Einstellungen, mit

Ausnahme der aufgefiihrten Variablen, wie in dem vorangegangenen Abschnitt verwendet.

Film 1: 20 : 1 PMMA : Dimer; 308,1 mg PMMA : 15,3 mg Dimer; 2,9 mm - 4,2 mm 2,2 mg
Film 2: 15 : 1 PMMA : Dimer; 305,7 mg PMMA : 20,4 mg Dimer; 3,15 mm - 5,1 mm 3,3 mg

Laserleistung: Pp = 10,5 mJ / Puls
Auch bei diesem Experiment weisen die unterschiedlichen Filme wieder anndhernd identische

Querschnitte auf (F1 1,90 GM; F2 1,83 GM).
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Auftallig bei diesem Experiment ist, dass die zuvor bestimmten Querschnitte in Lésung keine
grofle Abweichung zu den neuen Experimenten zeigen. Das zusitzlich geloste PMMA hat in
diesem Experiment keinen Einfluss auf den TPA Prozess. Vergleicht man aber die
berechneten Querschnitte fiir die TPA induzierte Cycloreversion in Polymerfilmen, so zeigt
sich eine Abweichung um das 2,5 fache von der ersten Messreihe. Diese Schwankung und
auch der Unterschied zu den Werten in Losung zeigen deutlich, dass es bei der Spaltung in
einem Polymerfilm noch zu viele Unwégbarkeiten gibt, so dass eine genaue Untersuchung der
TPA Prozesse zum aktuellen Zeitpunkt nicht moglich ist. Die Ergebnisse dienen als erste
Grundlage flir die photoinduzierte Wirkstofffreisetzung via Cumarin-Linkersystemen, und
zeigen, dass durch die Einbindung des Linkersystems in eine Polymermatrix kein Einfluss auf

die photochemische Spaltung zu erwarten ist.

4.6.2 TBS-p-Cum-D

Verhéltnis PMMA/Dimer: 800 mg / 40 mg

Filmgewicht: 4,6 mg

Filmflache: 5,85 mm - 5,45 mm = 49,4 mm’
Molmasse Molekiil: 668,96 g / mol
Laserstrahldurchmesser: d=0,55cm

Anfangsflichenkonzentration Cyclobutanringe: Feyelo = 6,19 - 10" mol / cm?
Flachenextinktionskoeffizient: €318=1,6" 107 cm?/ mol

Ein-Photon-Quantenausbeute: Dspa, Film = 0,13

0,11

0,10
0,08 0,09
0,26 kJ 0,08
0061 0,53 kJ £ o0,07]
o 1,06 kJ % 0,06
< 0,04+ 1,32 kJ 8 0,054
1,58 kJ O 0.04] 8,5 mJ/Puls
0,02 < o0l > 11,0 mJ/Puls
’ * 13,0 mJ/Puls
0,00 . 0.02] o 16,5 mJ/Puls
' 0,01
300 350 400 450 0,00 T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Wellenlange [nm] Pulse [¥107]

Abb. 42 TPA induzierte Cycloreversion von TBS-p-Cum-D in Polymermatrix. Links: Differenzspektren
induziert mit 11,0 mJ / Puls; Rechts: Absorptionszunahme bei 318 nm in Abhéngigkeit von der Pulsanzahl und

Pulsintensitét.
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Die oben aufgefiihrte Abbildung zeigt wieder eindeutig die TPA induzierte Spaltung des
TBS-p-Cum Dimers in der Polymermatrix. Die Linearitit der Absorptionszunahmen ist bei
allen vier verwendeten Pulsintensitdten (8,5 mJ, 11,0 mJ, 13,0 mJ, 16,5 mJ) zu erkennen. Die
doppelt logarithmische Auftragung zeigt eine Steigung von 1,67 und ist somit identisch mit

der, welche fiir den TPA Prozess in Losung bestimmt wurde.

6,4

-6,6 -

-6,8

-7,0

In viv,

-7,2

7,44

7,6

21 22 23 24 25 26 27 28
In P/P,

Abb. 43 Doppelt logarithmische Auftragung der
Anfangssteigung gegen die Pulsintensitét.
Bei der Bestimmung der TPA-Querschnitte stellt sich heraus, dass diese in der Polymermatrix
im Mittel um das Doppelte gréBBer sind, als die fiir die Spaltung in Losung. Zieht man wieder
die experimentellen Unwégbarkeiten in Betracht, kann niherungsweise auch der Einfluss der

Matrix auf die Spaltung vernachléssigt werden.

Laserleistung Anfangsgeschwindigkeit: Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
Pp [mJ / Puls] vo [AOD / sek] Querschnitt Querschnitt
o [em*s Photon™] c [GM]
8,5 151,61 3,48 -10° 3,48
11,0 168,75 2,31-10° 2,31
13,0 229,67 2,25-10™ 2,25
16,5 461,13 2,81-10™ 2,81

Tab. 12 TPA-Querschnitte (Polymermatrix) in Abhéngigkeit von der Pulsintensitét.
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4.6.3 TBS-4M-Cum-D

Verhéltnis PMMA/Dimer: 800 mg / 40 mg

Filmgewicht: 3,0 mg

Filmflache: 3,1 mm - 5,15 mm = 16,0 mm’
Molmasse Molekiil: 580,86 g/ mol
Laserstrahldurchmesser: d=0,55cm

Anfangsflichenkonzentration Cyclobutanringe: Feyelo = 9,28 - 10" mol / cm?

Flachenextinktionskoeffizient: gu=15" 107 cm?/ mol
Ein-Photon-Quantenausbeute: Dspa, Film = 0,25
0,08 = 50 mJ/Puls
0,074 o 7,5 mJ/Puls
0,064 0.06] e 10,5 mJ/Puls
— 0,08 kJ c ' g © 13,5 mJ/Puls
—— 0,16 kJ £ 0.054 4 16,5 mJ/Puls
Q 0041 —— 0,24 kJ o 0,044
o)
b —— 0,32 kJ 2 003
0024 0,41 kJ < 0,024
0,014
0,00
0,00
-0,01
300 350 400 450 0 20 40 60 8 100 120 140
Wellenlange [nm] Pulse [*10%

Abb. 44 TPA induzierte Cycloreversion von TBS-4M-Cum-D in Polymermatrix. Links: Differenzspektren
induziert mit 13,5 mJ / Puls; Rechts: Absorptionszunahme bei 314 nm in Abhéngigkeit von der Pulsanzahl und
Pulsintensitat.

Die TPA induzierte Spaltung des TBS-4M-Cum Dimers in einer Polymermatrix kann, wie am
Beispiel der Differenzspektren gezeigt, durchgefithrt werden und zeigt auch eine
kontinuierliche Zunahme der Absorption, einhergehend mit der Erhohung der eingestrahlten
Gesamtenergie. Der Vergleich der resultierenden linearen Absorptionszunahmen bei
unterschiedlichen  Pulsintensititen allerdings zeigt die groe Problematik der
Filmdickenvariation und experimentelle Unwégbarkeiten bei diesen Untersuchungen
(Abbildung 40 links). Die doppelt logarithmische Auftragung, welche in einer Steigung von
2,45 resultiert, verdeutlicht die Problematik bei der experimentellen TPA induzierten
Dimerspaltung in einer Polymermatrix. Der erhaltenen Werte sollen nur als Demonstration
angesehen werden. Der tatsdchliche Nachweis der TPA kann mit diesem Experiment nicht

eindeutig erbracht werden.
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Abb. 45 Doppelt logarithmische Auftragung der

Anfangssteigung gegen die Pulsintensitét.

Laserleistung Anfangsgeschwindigkeit: Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
Pp [mJ / Puls] vo [AOD / sek] Querschnitt Querschnitt
o [cm®s Photon™] o [GM]

5,0 51,73 1,27 -10™° 1,27

7,5 195,33 2,13-10™ 2,13

10,5 364,03 2,02-107 2,02

13,5 764,61 2,57 107 2,57

16,5 754,81 1,70 - 10 1,70

Tab. 13 TPA-Querschnitte (Polymermatrix) in Abhéngigkeit von der Pulsintensitét.

Die Werte fiir die TPA-Querschnitte in Tabelle 13 liegen im erwarteten Bereich fiir die
Spaltung in der Polymermatrix, sollten aber erneut vermessen werden, da wie gezeigt die
Messung zum Nachweis der TPA induzierten Spaltung eine unrealistische Steigung aufweist.

Fasst man die Ergebnisse dieses Experimentes zusammen, ist eine Tendenz der TPA
induzierten Spaltung in PMMA Filmen ersichtlich, aber nicht bewiesen. Die Griinde fiir die
schlechten Ergebnisse fiir die TPA Cycloreversion von TBS-4M-Cum-D in der
Polymermatrix sind auf mehrere Faktoren zurlickzufiihren. Die Filmprdparation fiihrt zu
Schwankungen in der Filmdicke und damit zu unterschiedlichen Dimerkonzentrationen im
Laser und im Lichtweg des UV/Vis-Spektrometers. Bei der Belichtung und der
anschlieBenden Messung der induzierten Absorptionsinderung kann es aufgrund von
Positionierungsfehlern schnell zu gravierenden Abweichungen kommen. Da die Berechnung
der TPA-Querschnitte auf den ermittelten Anfangssteigungen basiert, gelten diese Ergebnisse

nur als vorlaufig.
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4.6.4 Zusammenfassung

Linkersysteme TPA Querschnitt 6 [GM]
TBS-Cum-D 5,26 (1,87)
TBS-p-Cum-D 2,71
TBS-4M-Cum-D 1,94

Tab. 14 Mittelwerte der bestimmten TPA-Querschnitte in

Polymermatrix der drei Linkersysteme.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse aus diesem Kapitel zeigt, dass die bestimmten
Querschnitte nur geringfiigig von den Werten fiir die Querschnitte in Losung abweichen.
Zieht man die experimentellen Unwégbarkeiten in Betracht, ist durch EinschlieBen der

Linkersysteme in eine Polymermatrix ein Einfluss auf die Querschnitte nicht zu erkennen.

4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

TBS-Cum-D TBS-p- TBS-4M- Cumarin-
Cum-D Cum-D Dimer™’!
& [L /mol cm™| 11347,6 16375,2 14663,5 5170,0
(316 nm) (318 nm) (314 nm) (310 nm)
Dspa, Losung 0,36 0,16 0,32 0,21
o1pA, Lisung [GM] | 0,87 (1,06) 1,36 0,88 0,016
Dspa, Film 0,37 0,13 0,25 -
o1pA, Film [GM] 5,26 (1,87) 2,71 1,94 -

Tab. 15 Zusammenfassung der photochemischen Eigenschaften der drei vorgestellten Linkersysteme.

Die oben aufgefiihrte Tabelle stellt nochmals eine Zusammenfassung der Ergebnisse der
photochemischen Eigenschaften der Linkersysteme dar. Fiir das TBS-4M-Cum-D stellt sich
in diesen Experimenten heraus, dass es nicht wie aufgrund von Informationen aus der
Literatur erwartet, effektiver als TBS-Cum-D spaltet™,

Die folgende Tabelle =zeigt die einzelnen Tendenzen beziiglich der aufgestellten

Anforderungsparameter der hergestellten Dimere, im Vergleich zu Cumarin Dimer:
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Chemisch: I. Reaktive Seitengruppen zur chemischen Anbindung an ein Polymer
und Wirkstoffanbindung

IL. Leicht entfernbare photostabile Schutzgruppe fiir die Seitengruppen

III.  Hohe Ausbeute bei der Photodimerisierung

IV.  Eignung fiir die Anbindung von sterisch anspruchsvollen Wirkstoffen
Physikalisch: V. hohe Loslichkeit in organischen Losungsmitteln

VI.  Mischbarkeit mit Polymer

VII. Spaltbarkeit via SPA und TPA

VIII. Hohe Quantenausbeute

Parameter Cumarin-D?*! TBS-Cum-D | TBS-p-Cum-D | TBS-4M-Cum-D

I - + + +

1T - + + +

I + + - +

v - - + -

\4 - + + +

V1 + + + +
VII + + + +
VIII - + - +

Tab. 16 Ubersicht iiber die Erfiillung der Anforderungsparameter.

Alle drei untersuchten Dimere zeigen eine gute Eignung um als Linkersystem verwendet
werden zu konnen. TBS-p-Cum-D bietet, mit dem gebundenen Spacer, die Moglichkeit,
sterisch anspruchsvolle Wirkstoffe zu binden. Allerdings ist die Ausbeute der Dimerisierung
ist nur halb so groB, wie die von TBS-Cum-D oder TBS-4M-Cum-D. Die schlechte SPA
Quantenausbeute ist zwar nicht befriedigend, aber der TPA Querschnitt ist vergleichbar mit
den beiden anderen Dimeren. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wird das TBS-Cum-D
gewdhlt um es als neues Linkersystem in ein Polymer einzubauen. Die Ergebnisse werden im

folgenden dritten Teil dieser Arbeit vorgestellt.
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4.8 Theoretische Berechnung der unerwiinschten Freisetzung durch
Sonnenlicht

Fiir die spitere Anwendung ist es von groBter Wichtigkeit, dass es nach der Implantation der
wirkstoffbeladenen IOL nicht zu einer unerwiinschten Freisetzung durch Sonnenlicht kommt.
Da es nicht moglich ist einen iiberschaubaren Zeitraum 10 Jahre Exposition im Sonnenlicht
mittels Experimente zu simulieren wird in diesem Kapitel eine theoretische Betrachtung
anhand der experimentell ermittelbaren Daten, am Beispiel von TBS-p-Cum, durchgefiihrt.
Im Wellenldngenbereich fiir die SPA induzierte Spaltung mittels Sonnenlicht ist die in den
Experimenten betrachtetet Wellenldnge von 266 nm unerheblich, da nach dem Bundesamt fiir
Strahlenschutz UV-Strahlung erst ab der Wellenlinge 290 nm auf der Erdoberfliche
detektierbar ist'®?. Aufgrund dieses Sachverhalts wird ein Szenario fiir den schlimmsten Fall
angenommen. Da das UV/Vis-Spektrum des Dimers nur eine Absorption bis 300 nm aufweist
kann davon ausgegangen werden, dass auch nur in diesem Wellenldngenbereich eine Spaltung
mittels SPA induzierte werden kann. Fiir die durch SPA unerwiinscht induzierte Freisetzung
mittels Sonnenlicht wird das Spektrum der Globalstrahlung (1250 W m™?um™) iiber den
Bereich 290 + 10 nm integriert um eine Intensititsangabe zu erhalten (1 W m™)’). Da die
Moglichkeit besteht iiber einen TPA Prozess auch eine Spaltung zu erhalten wird auch hier
das Spektrum im bereich 500 + 100 nm integriert, da mittels SPA eine Spaltung im Bereich
von 200 - 300 nm (250 W m™) erwartete wird.

Fiir die Berechnung der unerwiinschten SPA induzierten Spaltung werden zwei weiter
Parameter aufgefiihrt: Erstens die Hornhaut absorbiert in diesem Wellenlédngenbereich bis zu
98 % der Strahlung, zweitens das IOL-Material wird mit einem UV-Absorber versehen und
absorbiert somit zusitzlich 99,9 % der UV-Strahlung'® ®), Nimmt man nun an, dass die
belichtete Flache einen Durchmesser von 0,55 cm hat, eine IOL 50,0 mg wiegt, diese zu 5 %
beladen ist und die Quantenausbeute ®gpa pim = 0,13 ist, dann wiirde das komplette
Wirkstoffdepot nach ca. 788 Jahren kontinuierlicher Sonneneinstrahlung abgebaut sein. Es
kann nicht verhindert werden, dass dauerhaft eine kleine Menge an Wirkstoff freigesetzt wird,
diese ist aber vernachldssigbar klein und nicht wirksam.

Fir den TPA induzierten Prozess mittels Sonnenstrahlung greift man auch auf die
experimentell bestimmten Daten zuriick, wie den TPA-Querschnitt und SPA-
Quantenausbeute. Die Sonnenstrahlungsintensitdt fiir den erwédhnten Bereich wird
umgerechnet in eine Pulsintensitit pro 3 ns und dann eingesetzt in die nach der Anzahl der

gespaltenen Dimere umgestellte Gleichung 23. In der folgenden Tabelle sind die theoretisch
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berechneten Werte fiir die ungewollte SPA und TPA induzierte Spaltung mittels Sonnenlicht
fiir eine 100 %ige Freisetzung aufgefiihrt.

Unerwiinscht Freisetzung

SPA TPA
290 = 10 nm 500 £+ 100 nm
= 800 Jahre =~ 2,44*10" Jahre

Tab. 17 Ubersicht iiber Zeitriume zur Spaltung von 100 % der Linkersysteme in einer IOL.

Als Konsequenz dieser Berechnung ist zu erwdhnen, dass in der spateren Anwendung nicht
auf einen UV-Absorber verzichtet werden kann, es aber iiber einen Zeitraum von 10— 20

Jahren keine merkenswerte Freisetzung geben wird.

4.9 Exkurs
4.9.1 Hept-Cum-D

Wie in Kapitel 9.2 beschrieben wird, konnen noch weitere Cumarinderivate dimerisiert
werden. Heptanoylcumarin kann auch in hoher Isomerenreinheit hergestellt werden und wird
anschlieBend auf seine photochemischen Eigenschaften in Losung hin untersucht. Die
Ergebnisse sind wichtig, da dieses Derivat als Vergleichsubstanz zum Polymer gebundenen
Cumarin angesehen wird**]. Im folgenden Abschnitt wird nun die SPA und die TPA
induzierte Spaltung des Dimers in Losung untersucht und charakterisiert. Zur genauen
Berechnung der gespaltenen Dimermolekiile wird zundchst, wie bereits beschrieben, der

Extinktionskoeffizient von hept-Cum bestimmt zu €303 = 7989,68 L / mol cm,

4.9.1.1 SPA

Fir die Untersuchung der SPA induzierten Cycloreversion von Hept-Cum-D wird eine
Stammldsung aus 18 mg Dimer in 100 mL ACN (0,33 mM) hergestellt. Aus dieser Losung
werden 2,5 mL entnommen und in einer Quarzglaskiivette im Fluoreszenzspektrometer mit
266 nm belichtet. Im 5 Sekunden Takt wird die Belichtung unterbrochen und ein UV/Vis-

Spektrum aufgenommen.
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Abb. 46 Differenzspektren der Spaltung des Hept-Cum Dimers,
induziert durch einen SPA Prozess.
Zieht man nun den vorher bestimmten Extinktionskoeffizienten fiir Hept-Cum heran, kann die
Absorptionsédnderung bei 308 nm als eine Konzentrationséinderung pro Zeit aufgetragen
werden. Die resultierende Anfangsgeschwindigkeit (7,07 - 10'* s™) wird dann wie beschrieben

in die Formel zur Berechnung der Quantenausbeute eingesetzt.

16

14
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104

Hept-Cum [umol/L]]

2 T T T T T T T

5 10 15 20 25 30 35
Energie [J]

Abb. 47 Lineare Abhingigkeit der SPA induzierten
Cycloreversion von der Intensitét.
Die Messung der emittierten Strahlung des Fluoreszenzspektrometers mit der kalibrierten
Photodiode ergab eine gemessene Stromstirke der Photodiode bei 266 nm von 123 pA.
Dividiert man die Anzahl der gespaltenen Dimere durch die emittierte Photonenanzahl, erhalt

man eine Quantenausbeute von 23 % fiir das Hept-Cum-D.
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4.9.1.2 TPA

Die TPA induzierte Spaltung des Hept-Cum Dimers in Losung wird bei folgenden Parametern
durchgefiihrt:

Laserstrahldurchmesser: 0,55 cm

Ansatzvolumen: 2,5 ml

Anfangskonzentration der Losung: 0,33 mmol / L

Extinktionskoeffizient: €308 = 7989,68 mol / L cm’!

Ein-Photon-Quantenausbeute: 0,23

Es werden vier Belichtungsreihen bei unterschiedlichen Pulsintensititen durchgefiihrt
(52,0 mJ, 63,0 mJ, 73,0 mJ, 83,0 mJ), wobei die Belichtungszeiten variiert werden. Abbildung
48 zeigt beispielhaft die erhaltenen Differenzspektren fiir die Belichtungsreihe mit 73,0 mJ.

Die Ergebnisse der Belichtungsreihen, welche die Konzentrationsénderung an Hept-cum in
Bezug auf die Pulsanzahl und Pulsintensitdt darstellen, sind nochmals in Abbildung 49

aufgefiihrt.

Hept-Cum [umol/L]]

T T T T
300 350 400 450
Wellenlange [nm]

Abb. 48 Resultierende Differenzspektren bei der TPA induzierten

Spaltung des Hept-Cum Dimers in Losung mit einer Pulsintensitit von 73 mJ.
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Abb. 49 Konzentrationsdnderung des durch TPA gebildeten Monomers

in Abhéngigkeit von der Pulsanzahl und der Pulsintensitat.

Der Nachweis fiir die TPA induzierte Cycloreversion mittel doppelt logarithmischer

Auftragung ist in Abbildung 50 zu sehen. Die Steigung mit 1,98 dient als Nachweis fiir den

Zwei-Photonen-Prozess.

.3’8_
-4,0 "
o 4,24
2
>
£ 44
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Abb. 50 Doppelt logarithmische Auftragung der

Anfangsgeschwindigkeit gegen die Pulsintensitét.
Wie bereits in Kapitel 2.3.4 beschrieben, kann der TPA-Querschnitt fiir die vier
Pulsintensititen (53,0 mJ, 63,0 mJ, 73,0 mJ, 83,0 mJ) berechnet werden (Tabelle 17). Der
Zwei-Photonen-Querschnitt variiert nur leicht bei den unterschiedlichen Pulsintensitéten,

entsprechend der Theorie, dass der Querschnitt unabhiingig von der Pulsintensitét ist.
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Laserleistung Anfangsgeschwindigkeit: Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
[mJ / Puls] vo [AOD/sek] Querschnitt Querschnitt
o [em*s Photon™] c [GM]
53 22,56 513-10”" 0,513
63 31,06 4,81- 10 0,481
73 49,04 5,66 - 10°" 0,566
83 60,39 5,39 - 10° 0,539

Tab. 18 Ubersicht iiber bestimmte TPA-Querschnitte von Hept-Cum-D in Losung,

in Abhéngigkeit von der Pulsintensitét.

4.9.2 Val-4M-Cum-D

Fiir die weitere Forschung konnte es von starkem Interesse sein, direkt Wirkstoff an Cumarin
anzubinden und diese Molekiile anschlieBend zu dimerisieren bzw. Kreuzdimere mit
polymerisierbaren Cumarinderivaten zu bilden. Die ersten Versuche in diese Richtung
konnten mit Valproinsdure und 4M-Cum durchgefiihrt werden. Wie im Ex-Teil bereits
beschrieben, kann die Wirkstoffankopplung durchgefiihrt werden und auch die anschlieBende
Dimerisierung im Photoreaktor war erfolgreich. Diese Wirkstoff-Cumarin-Dimere konnten,
wie in meiner Diplomarbeit bereits beschrieben, auf ihre unterschiedlichen
Diffusionseigenschaften vor und nach photochemischer Spaltung (Dimer /Monomer) hin
untersucht werden!®. Sollte ein gravierender Unterschied zwischen Monomer und Dimer
existieren, wire eine sehr einfache photochemisch steuerbare Wirkstofffreisetzung aus der
Polymermatrix zuginglich. Durch die groBe Auswahl an Wirkstoffen, welche an Cumarin

koppelbar sind, wére somit eine breite Anwendung in der Medizin denkbar.
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5 COPOLYMER ALS MULTIFUNKTIONALER TRAGER

FUR PHARMAZEUTISCHE WIRKSTOFFE
Die Problematik der photochemischen Beladung von PBMAOC mit H5FU, einhergehend mit

der Verschlechterung der Polymereigenschaften, war der Anlass, neue Strategien der
Herstellung zu entwickeln. Der wichtigste Ansatzpunkt an der bekannten Synthese ist, die
photochemische Beladung nicht polymeranalog durchzufiihren. Als Konsequenz ist die
Synthese eines photochemisch aktiven Monomers und die anschlieBende Copolymerisation
notwendig. Der dafiir nahe liegende Ansatz wire die Kreuzdimerisierung von Cumarin und

48] verfolgt und als

HS5FU. Dieser Ansatz wurde schon im Arbeitskreis von Prof. Greiner
wenig praktikabel festgestellt, da die Ausbeute nur verschwindend gering war. Um zu hohen
Ausbeuten fiir die photochemische Synthese zu gelangen, muss die Dimerisierung von
Cumarinderivaten optimiert werden. Dafiir wéren zwei Strategien wiren denkbar:

1.) Die Verwendung von Cumarindimeren als Linkersystem, an welche verschiedenste
zugelassene Wirkstoffe gekoppelt werden konnten.

2) Die Verwendung von Kreuzdimeren aus Cumarin (gebunden an Polymer) und
Wirkstoffen auf Cumarinbasis.

Beide Systeme haben Vorteile und Nachteile. Strategie eins ermoglicht die Verwendung von
verschiedensten zugelassenen Wirkstoffen, wihrend Strategie 2 nur Wirkstoffe zulésst, die
eine Cumarinstruktur enthalten und soweit bekannt, existieren davon noch keine zugelassenen
Wirkstoffe. Ein Nachteil von 1 ist die anschlieBende Hydrolyse des Cumarin-Wirkstoft-
Konjugates, wihrend bei 2 der Wirkstoff direkt freigesetzt wird. Bei der Synthese liber
Strategie 1 wird zuerst das Dimer photochemisch hergestellt und dann der Wirkstoff
angebunden, somit muss der Wirkstoff bei der Beladung nicht photostabil sein. Fiir beide
Synthesewege gilt, dass der Wirkstoff wihrend der Polymerisation stabil sein muss und nicht
einpolymerisiert wird. Sollte es zu Problemen bei beiden Synthesen kommen, besteht die
Ausweichmoglichkeit zuerst nach dem entscheidenden Schritt den Wirkstoff anzubinden oder
zu synthetisieren.

Da beide Synthesestrategien ihre Vor- und Nachteile haben, entschieden wir uns flir Strategie
Nummer 1, da zu Beginn dieser Arbeit keine passenden Wirkstoffe basierend auf Cumarin,
zur Verfiigung standen, welche fiir die Synthesestrategie 2 hitten Verwendung finden
mussen.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Synthese geht von einem multifunktionalen photochemischen

Linkersystem aus, welches mit verschiedenen Wirkstoffen beladen werden kann.
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In dem vorhergehenden Kapitel wurden die Entwicklungen und Charakterisierungen der dafiir
notwendigen Linkersysteme beschrieben. Der nun folgende Schritt ist, die Linkersysteme mit
einem Polymer und einem Wirkstoff zu verbinden.

Der Syntheseablauf wird wie folgt beschritten. Als Linkersystem wird das TBS-Cum Dimer
verwendet, dieses wird einseitig entschiitzt und anschlieBend mit Methacrylsdure derivatisiert.
Dieses Monomer kann nun mit MMA copolymerisiert werden. Die im erhaltenen Copolymer
geschiitzten Linkersysteme werden entschiitzt und mit verschiedenen Wirkstoffen beladen.
Die einzelnen Syntheseschritte sind in Kapitel 9.2 detailliert beschrieben. Die photochemische

Charakterisierung, speziell die photoinduzierte Wirkstofffreisetzung soll in diesem Teil der
Promotionsschrift beschrieben werden.

5.1 Photochemische Charakterisierung von TBS-Copo

Die photochemische Charakterisierung des im Polymer eingebauten Linkersystems ist die
Grundlage fiir die weiteren Synthese- und Charakterisierungsschritte. Die Freisetzung des
TBS-Cum aus dem Copolymer mittels SPA und TPA soll den Nachweis liefern, das die
Synthesestrategie Erfolg hat. Die Versuche sollen aulerdem noch zeigen, ob beziiglich der

photochemischen Eigenschaften Effekte durch die Polymerkette auftreten.

5.1.1 SPA induzierte Freisetzung von TBS-Cum

Fiir das folgende Experiment werden 50 mg Copolymer in 2,5 mL Chloroform geldst. Die
Losung wird unter Rithren in einer Quarzglaskiivette (d = 1 cm) mit Licht der Wellenldnge
266 nm (Fluoreszenzspektrometer) bestrahlt. Die resultierenden Differenzspektren mit der

typischen Bandenstruktur des TBS-Cum / MAOC sind in der folgenden Abbildung zu sehen.

0,25

~ 10,48 mJ
N — 15,72 mJ
20,96 mJ
26,20 mJ
31,44 mJ
36,68 mJ
41,92 mJ

0,20

300 350 400 450
Wellenlange [nm]

Abb. 51 Resultierende Differenzspektren aus SPA
induzierter TBS-Cum Abspaltung.
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Der lineare Zusammenhang zwischen der Absorptionsinderung und der eingetragenen

Energie wird aus Abbildung 52 ersichtlich.

0,254

0,204

0,15

A OD 314 nm

0,104

0,05

T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45
Energie [mJ]

Abb. 52 Lineare Absorptionszunahme bei 314 nm.

5.1.2 Bestimmung der SPA-Quantenausbeute in Losung

Mit Hilfe der Extinktionskoeffizienten konnen die Absorptionswerte bei 314 nm in
Konzentrationen umgerechnet und gegen die Bestrahlungsdauer aufgetragen werden. Fiir das
TBS-Cum ist der Extinktionskoeffizient bekannt mit €314 = 11303 L/ mol cm™'. Fiir das bei
der Spaltung entstehende Cumarinmonomer am Polymer wurde zur Bestimmung des
Extinktionskoeffizienten eine Ersatzsubstanz synthetisiert, basierend auf einer C;-Kette, einer
Esterbindung und 7-Hydroxycumarin. Diese Substanz sollte annihernd den gleichen
Extinktionskoeffizienten haben wie polymergebundenes Cumarin
(314 = 8600 L / mol cm™)*®). Die Umrechnung der Absorptionsinderung bei 314 nm in eine

Konzentrationsdnderung wurde, wie nachfolgend beschrieben, berechnet.
Gleichung4d E=¢'-c-d+&°-c-d

E: Extinktion

Gleichung45s E=(¢'+¢&°)-c-d

Gleichung46 OD=(s'+&%)-c
OD
Gleichung 47 ¢=—7——F—
(6 +¢&7)
Die Anfangsgeschwindigkeit kann aus der Steigung der Ausgleichsgeraden entnommen

werden. Um die Anzahl der gespaltenen Linker pro Sekunde bestimmen zu konnen, wird die

Anfangsgeschwindigkeit in nachfolgende Formel eingesetzt:
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Gleichung 48 n,,0 . = vy N A
Ve - Anfangsgeschwindigkeit der Linkerspaltung; V: Volumen

Gleichung 49 n . =3,13-10"1.2.5.10°1-6,023-10% mol ™ = 4,71.10 5"

L-s

Die Anzahl der an der Reaktion beteiligten Photonen ldsst sich aus der Intensitit der
absorbierten Strahlung berechnen, wie es bei den SPA Experimenten der Linkersysteme
durchgefiihrt wurde. Die gemessene Stromstirke der Photodiode bei 266 nm betrug
a = 110,04 pA, daraus resultiert eine Intensitit von Iaps, 266nm = 1,05 - 10°1 107 W/ cm2.

Die Photonenanzahl wird wie schon erwéhnt wie folgt berechnet:

. 6.63:107%7:2,30-10°™
Gleichung50 E,, - = P = > 66.107 S —747-10"°J
,00- m
1,05-10° =1 cm?
. ’ § cm 15 -1
Gleichung 51  n,,, =—% = — =1,40-10"s
" Photon,A 7’47 ’ 10 19‘]

A: belichtete Fliche

Aus den Werten fiir die Anzahl der reagierten Linker und der Anzahl der an der Reaktion

beteiligten Photonen wird die SPA Quantenausbeute ®gpp bestimmt:

N
Gleichung 52 @ = —2mer
nPhuton

14
Gleichung 53 @, = % =0,34

Das Ergebnis bestitigt fiir den Fall der SPA induzierten Freisetzung, dass die Polymerkette
keinen Einfluss auf die Quantenausbeute des Linkersystems hat, wenn man davon ausgeht,
dass das Kreuzdimer im Polymer ungefdhr die gleiche Quantenausbeute haben sollte wie

TBS-Cum-D (CDSPA, Losung — 0936)
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5.1.3 TPA induzierte Freisetzung von TBS-Cum

Wie schon oft in dieser Arbeit erwéhnt, ist es von groBem Interesse die Freisetzung auch
mittels TPA induzieren zu konnen. Fiir den spdteren Nachweis der TPA induzierten
Cycloreversion in Losung miissen mehrere Experimente mit unterschiedlichen
Pulsintensitdten durchgefiihrt werden, dazu werden vier Losungen mit je 50 mg Copolymer in
2,5mL Chloroform belichtet (48,0mJ, 57,5mJ, 67,0mlJ, 77,5m]). Folgende
Lasereinstellungen werden verwendet: Strahldurchmesser 5,5 mm, Frequenz 20 Hz, Pulsldnge
3 ns und Wellenldnge 532 nm. Die Abbildungen 53-55 zeigen wieder die typische Zunahme
der Absorptionsbande, hervorgerufen durch die Cycloreversion; die Linearitit der
Absorptionszunahmen bei verschiedenen Pulsintensititen und den Nachweis der TPA

induzierten Spaltung mittels doppelt logarithmischer Auftragung.

0,084
0,06 — 1,40 kJ
— 2,80 kJ
D [
8 oou] s 4,19kJ
< - —— 5,58 kJ
6,98 kJ
0,024
0,004
300 350 400 450

Wellenldnge [nm]

Abb. 53 Differenzspektren der Polymerlosung nach
TPA induzierter Freisetzung mit 77,5 mJ / Puls.
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Abb. 54 Absorptionszunahme bei 314 nm induziert mittels

TPA bei unterschiedlichen Pulsintensitéten.
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Die Steigung von 1,99 ist ein eindeutiger Nachweis der TPA induzierten Abspaltung von

TBS-Cum aus dem Copolymer.

In viv,

T
38 3,9 4,0 41 4.2 43 4,4
In P/P,

Abb. 55 Doppelt logarithmische Auftragung der

Anfangsgeschwindigkeit gegen die Pulsintensitit.

5.1.4 Bestimmung des TPA-Querschnittes

Der Nachweis, dass die Polymerkette keinen Einfluss auf die SPA Quantenausbeute des
Linkersystems hat konnte schon gefiihrt werden. Fiir die TPA induzierte Freisetzung wird die
Berechnung wie beschrieben durchgefiihrt. Bei der Berechnung fiir die Anzahl der
gespaltenen Cyclobutanringe pro effektive Sekunde ncyclo, off muss beachtet werden, dass nicht
durch zwei, wie in Kapitel 2.3.3, geteilt wird, da der hier verwendete Extinktionskoeffizient
sich aus den zwei Extinktionskoeffizienten der beiden Monomere zusammensetzt. Des
Weitern muss die Anmerkung gemacht werden, dass das hier verwendete Copolymer eine
andere Zusammensetzung aufweist, als im Kapitel 9.2.18 beschrieben (zwei
Syntheseansitze). Die resultierenden Anfangskonzentrationen sind wie folgt:

Co.a = 0,53 mmol / L (bei Einbauverhéltnis CumD : MMA 1 : 375 wie theoret. berechnet)

¢o,b = 0,30 mmol / L (bei Einbauverhéltnis CumD : MMA 1 : 648 wie aus NMR ermittelt)

Fiir beide Konzentrationen werden die Querschnitte berechnet.

Laserstrahldurchmesser: d=0,55cm
Ansatzvolumen: V=25ml
Extinktionskoeffizient: €314 = 19903 mol/L cm™

Ein-Photon-Quantenausbeute: Dgpa, Losung = 0,34
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Die nachfolgenden Tabellen fiihren die Ergebnisse fiir die TPA cross section orpa bei vier
unterschiedlichen Laserleistungen sowie zwei unterschiedlichen Konzentrationen auf.

Einerseits wurde der Zwei-Photonen-Querschnitt mit der theoretischen Konzentration und

anderseits mit der per NMR ermittelten Konzentration berechnet.

Laserleistung Anfangs- Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
Pp [mJ] geschwindigkeit Querschnitt Querschnitt
vo [AOD / sek] o [em*s Photon™] c [GM]
48,0 103,01 9,51- 10" 0,951
57,5 170,80 1,10-10™ 1,10
67,0 197,23 9,34-107! 0,934
77,5 281,83 9,98 - 10” 0,998

Tab. 19 Auflistung des Zwei-Photonen-Querschnittes in Abhéngigkeit von der Pulsintensitét fiir das theoretische

Einbauverhéltnis CumD : MMA 1 : 375 (cy,,= 0,53 mmol / L).

Laserleistung Anfangs- Zwei-Photonen- Zwei-Photonen-
Pp [mJ] geschwindigkeit Querschnitt Querschnitt
vo [AOD / sek] o [cm®s Photon™] o [GM]
48,0 103,01 1,65-10™" 1,65
57,5 170,80 1,90 - 10 1,90
67,0 197,23 1,62 107 1,62
77,5 281,83 1,73 - 10 1,73

Tab. 20 Auflistung des Zwei-Photonen-Querschnittes in Abhangigkeit von der Pulsintensitt fiir das per NMR
ermittelte Einbauverhéltnis CumD : MMA 1 : 648 (¢, ,= 0,30 mmol / L).
Die Ergebnisse zeigen auch bei der TPA induzierten Freisetzung keinen Einfluss der

Polymerkette. Da die Bestimmung des Monomer-Einbauverhiltnisses sehr stark
fehlerbehaftet ist, sollte nur die GroBenordnung der Querschnitte interessant sein, diese liegen
im Bereich des TBS-Cum-D (671pa, Losung = 1,1 GM).

Zusammengefasst ist zu sagen, dass die Freisetzungen von TBS-Cum aus dem Copolymer
mittels SPA und TPA durchfiihrbar sind und kein Effekt der Polymerkette auf die SPA-
Quantenausbeute / TPA-Querschnitt zu erkennen ist. Mittels HPLC konnte zusitzlich
bewiesen werden, dass nur TBS-Cum aus dem Copolymer freigesetzt wird. Diese viel
versprechenden Ergebnisse waren der Anlass verschiedene Wirkstoffe an dieses Copolymer

anzubinden.



Copolymer als multifunktionaler Trager fiir pharmazeutische Wirkstoffe 87

5.2 SPA und TPA induzierte Freisetzung verschiedener Wirkstoff-
Cumarin-Konjugate

Der Nachweis, das es mdglich ist photochemische Linkersysteme zu copolymerisieren und
dann mittels SPA und TPA eine Wirkstofffreisetzung zu induzieren, eréffnet den Weg zur
Anbindung von verschiedenen Wirkstoffen an dieses Copolymer. Um die Ankopplung der
Wirkstoffe zu ermoglich musste zuerst der TBS geschiitzte Linker im Copolymer entschiitzt
werden. Das entschiitzte Copolymer wird mit drei Wirkstoffen beladen, der Valproinsdure,
dem Ibuprofen und dem Chlorambucil. Diese Reihenfolge wird so gewéhlt, da die molekulare
Komplexitit von Valproinsdure iiber Ibuprofen zu Chlorambucil stetig zunimmt.
Chlorambucil zdhlt durch seine alkylierende Wirkungsweise zu den Zytostatika und steht
somit als Beispiel, wenn an das Linkersystem angebunden, fiir die spitere Anwendung als
multifunktionales Copolymer zur wirkstoffbasierten Nachstarbehandlung dar. In den

folgenden Abschnitten werden die Wirkstoffe im Einzelnen vorgestellt.

Valproinsdure

Valproinsdure ist auch heute noch eines der am héufigsten verschriebenen Mittel gegen
diverse Formen der Epilepsie. Nach sorgfiltiger Einstellung des Patienten durch den Arzt
fiihrt Valproinsdure empirisch in liber 60 % zu dauerhafter Anfallsfreiheit. Im normalen
Gehirnstoffwechsel hemmt die Gamma-Aminobuttersiure (GABA) eine iibermiBige
Erregbarkeit der Nervenzellen. GABA wird normalerweise im Gehirnstoffwechsel je nach
Bedarf auf- oder abgebaut. Valproinsdure greift in den Ionentransport der lonenkanéle ein und
hemmt ferner den Abbau von GABA. Dadurch erhoht sich die Konzentration von GABA im
Gehirn und die Nervenzellenerregung wird gehemmt. Valproinsdure reguliert durch
Beeinflussung der Nukleosomen ebenfalls die Aktivitit bestimmter Gene. Hierbei hemmt
Valproinsdure die Histondeacetylasen, wodurch die -elektrostatische Wechselwirkung
zwischen der negativen Ladung der DNS und der Histone reduziert wird. Deshalb findet

Valproinsdure auch in der Krebsforschung Beachtung!®” %!,

HO
0

Abb. 56 Struktur von Valproinsiure (Val).
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Ibuprofen

Ibuprofen zihlt mit Aspirin® und Paracetamol zu den meist bekannten Schmerzmitteln. Bei
der Schmerzentstehung im Korper werden Botenstoffe, die Prostaglandine, freigesetzt, die die
Nervenenden reizen und somit Schmerzsignale an das Gehirn senden. Eine weitere Funktion
der Prostaglandine ist die Aktivierung von Immunzellen um Krankheitserreger oder
Fremdstoffe zu bekdmpfen. Dabei kommt es zu einer Roétung und Schwellung des

entzindeten Gewebes.

HO.

o

Abb. 57 Struktur von Ibuprofen (Ibu).

Sollte die Ursache solcher Reaktionen chronischer Natur sein, so sollten diese mit
Medikamenten behandelt werden. Ibuprofen ist ein nichtsteriodales Antiphlogistikum
(NSAID), diese Arzneistoffgruppe hemmt die Produktion von Prostaglandinen. Ibuprofen ist

somit schmerzstillend, abschwellend und entziindungshemmend!®”).

Chlorambucil

Chlorambucil (Handelsname: Leukeran) ist ein Stickstoff-Lost-Derivat, das sehr lange als
Medikament der Wahl gegen chronisch lymphatische Leukdmie eingesetzt wurde, bevor es
durch Fludarabine in der Langzeittherapie ersetzt wurde. Chlorambucil ist ein aromatisches
Stickstofflost-Derivat, das 2 alkylierende Zentren im Molekiil aufweist. Durch eine chemische
Verkniipfung innerhalb des DNA-Stranges oder zwischen den einzelnen DNA-Strangen wird
eine Replikation der DNA und damit das Uberleben der Zelle und die Bildung neuer maligner
Zellen gechemmt. Wie andere zytotoxisch wirkende Arzneimittel ist Chlorambucil mutagen in
genotoxischen in-vitro- und in-vivo-Tests und kanzerogen bei Tieren und Menschen.
Leukeran kann somit beim Menschen Chromosomenveridnderungen hervorrufen. Bei der
Anwendung von Chlorambucil muss das vorhandene Krebs-Risiko gegen den zu erwartenden

therapeutischen Nutzen abgewogen werden (geringe Dosierung / kurze Behandlungszyklen).

HO\H/\/\Q\
(@) HN/\/CI

Cl
Abb. 58 Struktur von Chlorambucil (Cl-Amb).
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Der Metabolismus von Chlorambucil beim Mensch erfolgt {iber eine S-Oxidation in der

Bis-2-chlorethyl-2-(4-

aminophenyl)-essigsiure (Phenylessigsdurelost), das vorwiegend alkylierend wirkt!’" ',

Buttersdureseitenkette. Hauptmetabolit des Chlorambucils ist

Chlorambucil wird auch in der Rheumatologie durch Hemmung des Zellwachstums sehr

teilungsfreudiger Zellen kurzzeitig eingesetzt!> ™.

5.2.1 Polymeranalyse

Wie in Kapitel 9 beschrieben, werden diese drei erwidhnten Wirkstoffe chemisch an den
Linker im Copolymer angebunden. Da der Anteil des Linkers im Copolymer sehr gering ist,
konnten in den NMR-Spektren keine genauen Signalzuordnungen gemacht werden. Der
endgiiltige Nachweis der Anbindung der Wirkstoffe wird tiber die SPA und TPA induzierte
Freisetzung mit anschlieBender HPLC Analyse, was im Anschluss vorgestellt werden soll,
gefiihrt.

Wie in der Einleitung dieses Teils der Promotionsschrift erldutert, soll diese neue Strategie zu
besseren Polymereigenschaften fithren. Somit liegt es nahe, dass vor der photochemischen
Charakterisierung die Polymereigenschaften der einzelnen Copolymerstufen verglichen

werden sollten. Tabelle 20 zeigt die drei Merkmale der synthetisierten Copolymere.

TBS-Copo | OH-Copo | Val-Copo | Ibu-Copo | Cl-Amb-Copo
GPC: My / 10° 1,68 1,34 1,92 1,82 1,94
TGA: Tso, [°C] 249,47 292,23 287,03 287,97 303,92
DSC: T, [°C] 128,21 127,62 129,31 129,12 127,09

Tab. 21 Ubersicht iiber Copolymereigenschaften.

Es fdllt auf, dass die Eigenschaften der Polymere sich nicht gravierend verdndert haben. Die
Verarbeitung von TBS-Copo zu einem Polymerfilm war einfach zu bewerkstelligen. Die
Eigenschaften dieses Films aus TBS-Copo sind hervorragend (stabil, transparent). Im
Vergleich mit dem HSFUPBMAOC, welches immer leicht gelblich war, nur als Blend
verarbeitbar war und nach dem Heiflpressen inhomogen wurde, vereint der TBS-Copo Film
alle gewiinschten Eigenschaften. Die zwei Bilder (Abbildung 59 und 60) zeigen den
gravierenden Unterschied der beiden Materialien. Abbildung 59 zeigt eine Polymerplatte aus
HSFUPBMAOC, bei der man die Inhomogenitit, die Gelbfarbung und einhergehend damit
die schlechte Transparenz/ Lesbarkeit sieht. Abbildung 60 zeigt einen Film aus reinem

TBS-Copo, welcher absolut transparent, stabil, farblos und eine klare Lesbarkeit aufweist.
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Abb. 59 HSFUPBMAOC Polymerplatte Abb. 60 TBS-Copo Polymerfilm

5.2.2 SPA induzierte Freisetzung von Val-Cum, Ibu-Cum, Cl-Amb-Cum aus
Copolymer in Losung

Die SPA induzierte Freisetzung in Losung wird fiir alle drei Copolymere unter identischen
Bedingungen durchgefiihrt. In je einer Quarzglaskiivette (d = 1 cm) wird in 3 mL Chloroform
eine bestimmte Menge beladenes Copolymer (Val-Copo 12,0 mg; Ibu-Copo 12,1 mg;
Cl-Amb-Copo 12,4 mg) gelost. Von diesen Losungen werden jeweils 700 uL Probeldsung
abgenommen und in der HPLC (Methode: SHO3, sieche Kapitel 9.1) gemessen. Diese
unbelichteten Proben zeigen alle keine freigesetzten Wirkstoffe. Die iibrigen 2,3 mL von jeder
Losung werden unter Rithren im Fluoreszenzspektrometer in bestimmten Zeitabsténden
belichtet und im UV/Vis gemessen. Nach Beendigung der Belichtung werden die Losungen
iiber eine solid-phase-extraction (SPE) Saule (Supelco, LC18, 1 mL) filtriert und nachgespiilt
mit 10 mL ACN, um die freigesetzten Wirkstoffe vom Polymer zu trennen. Die filtrierten
Losungen werden einzeln im Vakuum eingeengt und dann in der HPLC gemessen. Um Peaks
in den Chromatogrammen zu identifizieren, welche von der Filtration kommen konnten, wird
auch eine SPE Séule ohne Copolymer gespiilt und die Spiillosung in der HPLC gemessen.

Die drei folgenden Abbildungen 61-63 zeigen jeweils die Differenzspektren der einzelnen
Belichtungsenergien und die Auftragung der Zunahme der Absorption bei 314 nm zu der
induzierten Energiemenge. Bei allen Copolymeren sieht man, dass mit zunehmender
Gesamtenergiedosis die Absorptionszunahme abflacht, was darauf hindeutet, dass man sich

der maximalen Freisetzung anndhert.
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Die Ergebnisse der HPLC Messungen der filtrierten Losungen werden im Kapitel zur TPA
induzierten Freisetzung erwdhnt und ausgewertet, damit ein direkter Vergleich der

freigesetzten Substanzen mit der Referenzsubstanz gefiihrt werden kann.
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5.2.3 TPA induzierte Freisetzung von Val-Cum, Ibu-Cum, Cl-Amb-Cum aus
Copolymer in Losung
Als letzten und entscheidenden Schritt ist der Nachweis der Wirkstofffreisetzung mittels TPA
vorzustellen. Hierzu werden wie im Experiment zur SPA Freisetzung die experimentellen
Einstellungen bei allen drei Copolymeren beibehalten. Von jedem Copolymer wird eine
bestimmte Menge (Val-Copo 40,2 mg; Ibu-Copo 39,0 mg; Cl-Amb-Copo 39,1 mg) in 2,5 mL
Chloroform gelost. Die Losung wird in einer Quarzglaskiivette unter Riithren belichtet. Die
Lasereinstellungen sind wie folgt: Strahldurchmesser 5,5 mm, Frequenz 20 Hz, Wellenlénge
532 nm, Pulsintensitdt 70 mJ, eingebrachte Gesamtenergie 8,91 kJ. Die Losungen werden
nach der Belichtung iiber SPE Sidulen (Supelco, LC18, 1 mL) filtriert und mit ACN
gewaschen. Vor der eigentlichen Verwendung der Sdulen werden diese vorher mit
Chloroform und ACN gespiilt um das ,,Bluten” der Sdulen zu minimieren. Die filtrierten

Losungen werden im Vakuum eingeengt und in der HPLC gemessen.

5.2.3.1 Val-Copo

Fiir die definitive Zuordnung des freigesetzten Val-Cum wird, wie in Kapitel 9 beschrieben,
Val-Cum synthetisiert und charakterisiert. Diese Substanz wird als Referenzsubstanz mit der
gleichen HPLC Methode gemessen und hat eine Retentionszeit von 4,1 min. Das Zweite
Chromatogramm (Losung nach SPA Freisetzung) weist zwei Peaks auf, einen bei 4,1 min,
dieser entspricht Val-Cum, und einen bei 4,9 min, welcher TBS-Cum entspricht. Auch im
dritten Chromatogramm (Ldsung nach TPA Freisetzung) finden sich zwei Peaks bei 4,1 min
und 4,9 min, deren Zuordnung identisch wie im zweiten Chromatogramm ist. Die
abgebildeten UV/Vis-Spektren des DAD nachweisen, dass es sich tatsichlich bei dem
freigesetzten Molekiil mit Retentionszeit 4,1 min um Val-Cum handelt. Die zusétzliche
Freisetzung von TBS-Cum verwundert nicht, da eine vollstindige Entschiitzung im Polymer
nicht moglich ist. Wie man bei den zwei weiteren Copolymeren sehen wird, findet auch hier

einen Freisetzung von TBS-Cum statt.



Copolymer als multifunktionaler Trager fiir pharmazeutische Wirkstoffe

93

v
)
<
g
2 I Referenz
N
Norm. A
1500 — TPA
v —— SPA
v Val-Cum —— Referenz
1000
v TBS-Cum
5 500
E
S v SPA Freisetzung 0
T T T T
200 250 300 350 400
Wellenldnge [nm]
v
o)
< /\\ v TPA Freisetzung
E / f"“\
o / \"'vw/
M VAo VAN st oA M A A A
[ T I T | T I T T T 1
3 4 5 6 7 8 min

Abb. 64 Val-Copo HPLC Chromatogramme (links); DAD Signale der Produktpeaks (rechts).

5.2.3.2 Ibu-Copo
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Abb. 65 Ibu-Copo HPLC Chromatogramme (links); DAD Signale der Produktpeaks (rechts).

Der Nachweis der Freisetzung von Ibu-Cum wird auch wieder iiber eine synthetisierte

Referenzsubstanz gefiihrt, welche im ersten Chromatogramm eine Retentionszeit von 4,6 min

aufweist. In den Chromatogrammen der filtrierten Losungen von SPA und TPA induzierter
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Freisetzung findet man wieder das TBS-Cum bei 4,9 min und einen zweiten Peak bei 4,6 min,

welcher durch das DAD UV/Vis-Spektrum als Ibu-Cum identifiziert werden kann.

5.2.3.3 Cl-Amb-Copo

Identisch wie in vorangegangenen Nachweisen wird auch bei dieser Freisetzung eine
Referenzsubstanz synthetisiert und in der HPLC gemessen. Cl-Amb-Cum weist eine
Retentionszeit von 3,9 min auf. Die Chromatogramme von SPA und TPA induzierter
Wirkstofffreisetzung zeigen wieder den Peak bei 4,9 min (TBS-Cum) und einen Peak bei
3,9 min, welcher durch sein UV/Vis-Spektrum und die Referenz als CI-Amb-Cum

identifiziert werden kann.
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Abb. 66 Cl-Amb-Copo HPLC Chromatogramme (links); DAD Signale der Produktpeaks (rechts).

Einen Unterschied in der Freisetzung mittels SPA und TPA erkennt man durch das Auftreten
eines weiteren Peaks im Chromatogramm der SPA Freisetzung. Dieser Peak ist begriindet in
dem photochemischen Abbau von Cl-Amb-Cum durch UV-Licht. Dieser Photochemische

Abbau wird mit reinem CI-Amb-Cum nochmals reproduziert, wie in Abbildung 67 zu sehen.
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Abb. 67 HPLC Nachweis des UV-Licht induzierten CL-Amb-Cum Abbau.

In der Diplomarbeit von A. Brodwolfl”*! wird erwihnt, das Chlorambucil selbst im UV-Licht
nicht stabil ist und ein Photoabbauprodukt entsteht. Dieser photoinduzierte Abbau von
Chlorambucil wurde genauer betrachtet und anlaysiert!””). Da ein photoinduzierter Abbau von
Cumarin nicht erwartet wird, aufgrund der Dimerisierung im UV-Licht, wird nur das
Chlorambucil der Einfachheit halber analysiert. Es wird eine 10 mM Standardlésung von
Chlorambucil in ACN angesetzt und jeweils 3 mL dieser Losung im Rayonet-Typ UV-
Reaktor und im Pulslaser (79 mJ / Puls, Gesamtenergie 8,5 kJ) bei 532 nm belichtet. Die drei
Chromatogramme in Abbildung 68 wurden bei 220nm detektiert. Das mittlere
Chromatogramm (UV-Licht) weist deutlich das Abbauprodukt auf, welches bei der
Belichtung im UV-Licht entsteht. Die Charakterisierung des Photoabbauprodukts mittels
GCMS und 'H-NMR zeigt, das es sich hierbei um ein Chlorambucilderivat handelt, welches
eine Chlorethyl-Gruppe weniger besitzt (EI-MS m/e: 241 (M, 79,41 %), 192 (100 %),
168 (97,05 %), 132 (18,82 %), 119 (27,65 %), 60 (17,65 %); 'H-NMR, 300 MHz, CD;CN:
O [ppm] = 7.36 (d, 2H, J=8.5Hz), 7.20 (d, 2H, J=8.5Hz), 3.74 (t, 2H, J=6.2 Hz),
363 (t, 2H, J=6.4Hz), 245 (t, 2H, J=74Hz), 2.11 (t, 2H, J=7.5Hz),
1.70 (q, 2H, J = 7.5 Hz).
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Abb. 68 HPLC Chromatogramme zum Photostabilitdtstest von Chlorambucil.

Die Ergebnisse diese Kapitels zeigen, dass es durchaus von Vorteil ist, eine photoinduzierte
Freisetzung von Wirkstoff mittels TPA durchzufiihren, obwohl hohe Lichtintensititen
benotigt werden, da es bei dieser Wellenldnge zu keiner Schiddigung der angebunden
Wirkmolekiile kommen kann. Vorrausetzung ist, dass die Wirkstoffe keine Absorption in der
verwendeten Wellenldnge aufweisen. Es ist somit mdglich UV-photolabile Wirkstoffe,
gebunden an ein photosensitives Linkersystem wie einen Cyclobutanring, mittels TPA, mit

Wellenlidngen im sichtbaren Bereich des Spektrums, freizusetzen.

5.2.4 Hydrolyseuntersuchungen

Fiir die Behauptung ein ,,drug release system* entwickelt zu haben, muss die Hydrolyse des
freigesetzten Wirkstoff-Cumarin Konjugates nachgewiesen werden. Hierzu werden von jeder
Referenzsubstanz Stammlosungen hergestellt (Val-Cum 10,1 mg/ 1,5 mL ACN; Ibu-Cum
8,7mg/ 1,5 mL ACN; Cl-Amb-Cum 10,6 mg/ 1,5 mL ACN). Von diesen Stammldsungen
werden je 100 pL Probevolumen abgenommen und mit je 1 mL Wasser, Phosphatpuffer
pH 5,5, Phosphatpuffer pH 6,0 und Phosphatpuffer pH 7,4 gemischt. Diese Losungen werden
iiber Nacht bei 37 °C aufbewahrt und anschlieBend in der HPLC gemessen. Vergleicht man
die einzelnen Ansdtze mit den Referenzsubstanzen, féllt auf dass keine Hydrolyse zu

Wirkstoff und Cumarin stattfindet. Bei Cl-Amb-Cum ist zusédtzlich zu erwidhnen, dass die
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Chloratome selbst hydrolysieren. Ein endgiiltiger Nachweis ein ,,drug release system‘

entwickelt zu haben wird in Kapitel 6 beschrieben.

5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass ein neues Copolymer, folgend der vorgegebenen Strategie,
synthetisierbar ist. Das TBS-Copo wurde auf seine photochemischen Eigenschaften hin
untersucht, die SPA Quantenausbeute ist ®spa, Lssung = 0,34, der TPA-Querschnitt liegt um
1 GM abhidngig von dem Einbauverhédltnis. Die Entschiitzung und die anschlieende
Beladung des Copolymers konnte gezeigt werden. SPA und TPA induzierte Freisetzung der
drei verschiedenen Wirkstoff-Cumarin Konjugate wurde mittels HPLC vorgenommen und
mit Hilfe von Referenzsubstanzen bewiesen. Die anschlieBende Hydrolyse der Konjugate
fand leider nicht statt, aber durch geeignete Modifizierungen an diesem System kann auch
dieses Problem behoben werden, wie es z.B. bei der Derivatisierung von 5FU zu HS5FU
gelingt. Die abschlieBenden Zelltests am Beispiel von Chlorambucil und Cl-Amb-Cum
werden in Kapitel 6.2 beschrieben. Bei der Betrachtung dieser Ergebnisse kommt man zu dem
Schluss, dass die Synthesestrategie erfolgreich war. Zur Synthese der Linkersysteme sei
erwédhnt, dass eine Kreuzdimerisierung zweier unterschiedlich geschiitzter Cumarine die

anschliefende Entschiitzung und weitere Umsetzung vereinfachen wiirden.

Wie in der Einleitung zu diesem Kapitel schon erwéhnt wurde gab es in der Literatur bis vor
kurzem keine auf dem Cuamringeriist basierende aktive Wirkstoffmolekiile. Neuste
Forschungsergebnisse zeigen jedoch, dass 7-Hydroxycumarin, 4-Methyl-7-hydroxycumarin
und deren verschiedene Derivate eine weitldufige Wirksamkeit in der medizinischen
Anwendung haben kénnen!’®”!. Eine aktuelle Verdffentlichung auf diesem Gebiet ermdglicht
nun die Verfolgung der zweiten Strategie. Hierbei wird 7-Hydroxycumarin mit
2-Bromessigsduremethylester derivatisiert und mit verschiedenen Aminosauren gekoppelt. Es
zeigt sich in den Untersuchungen, dass mit Tryptophan ein hoch potenter Wirkstoff
entwickelt wurde, welcher gegen verschiedene Tumorzelllinien wirkt und auch HIV
hemmt!"”), Leider sind diese Wirkstoffe noch nicht zugelassen, aber diese Kombination von

Wirkstoff und photoaktivierbaren Polymer ist viel versprechend.
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6 ERGEBNISSE DER IN VITRO ZELLVERSUCHE

Um erste Aussagen treffen zu konnen ob Wirkstoffmolekiile tatsdchlich eine Wirksamkeit
gegeniiber Zellen zeigen haben sich der Einfachheit halber die in vitro Zellversuche als eine
einfache Alternative zu den in vivo Zelltest erweisen. In solchen in vitro Zelltests werden in
Wellplatten eine Anzahl an Zellen einer Zellreihe ausgesidt und dann in Kontakt mit den zu
untersuchenden Substanzen gebracht. Zu diesen Messungen werden immer begleitende
Vergleichstests durchgefiihrt. Der Vergleich des Referenztests mit den zu testenden
Substanzen und deren Zelltest zeigt die Ergebnisse auf. Viele dieser Vergleichstest werden in
der Literatur aufgefithrt als Beispiel sei hier die folgende Literaturstelle erwdhnt™. Die

folgenden Zelltests sind an diese Methode der Versuche angelehnt.

6.1 Versuche mit monofunktionalen Copolymer

Den Abschluss der Experimente mit HSFUPBMAOC bildet der in vitro Test des Polymers™'!.
In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werde, das es moglich sein wird,
Wirkstoff photochemisch aus Polymermaterial freizusetzen. All diese Ergebnisse sind von
entscheidender Bedeutung, doch der endgiiltige Nachweis der Wirksamkeit kann nur durch
einen Zelltest gezeigt werden. Fiir diesen Test wird vorab die Hydrolyse von HSFU zu 5FU in
dem verwendeten Nahrmedium verfolgt. Die anschlieBenden Zelltests konnten nur mit
Polymerblends durchgefiihrt werden, da auch hier wieder die Stabilitit der Filme von enormer
Wichtigkeit war und reines HSFUPBMAOC diese Stabilitét leider nicht bietet. Die Zelltests
werden mit Tumorzellen des Bauchspeicheldriisenkrebs durchgefiihrt, da diese im Vergleich
zu Linsenepithelzellen viel leichter zu kultivieren sind. Das schnelle Zellwachstum der
Tumorzellen ermoglicht zusidtzlich eine Beobachtung der Wirksamkeit in einem

angemessenen zeitlichen Rahmen.

6.1.1 Hydrolyse von HSFU im Nihrmedium

Fiir die spatere Freisetzung von H5FU aus einem Polymer und die anschieende Diffusion in
das Néhrmedium der Zellkulturen, werden zundchst Tests zur Hydrolyse von HS5SFU in
Néhrmedien durchgefiihrt. Von einer Stammldsung aus 1,9 mg H5FU in 10 mL werden 2 mL
abgenommen und mit 18 mL N&hrmedium (DEME/MAM’'S + FCS+N/S) bei 37 °C
temperiert. Aus der Lésung wird alle 15 min eine Probe entnommen und in der HPLC
vermessen. Die Chromatogramme weisen schon nach 30 min kein H5FU mehr auf. Die
Hydrolyse von H5FU zu 5FU lduft demnach bei den Bedingungen der Zelltests hinreichend
schnell ab.
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6.1.2 Filmvorbereitung (solvent casting)

Fiir die Zelltests werden verschiedenartige Polymerfilme hergestellt. Die Losungen werden
iiber einen 0,45 um PTFE Filter filtriert, bevor sie zu den Filmen verarbeitet werden. Es
werden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt. Fiir Versuchsreihe eins wird ein PBMAOC Film
(0,8 mm Rakel) und ein HSFUPBMAOC : PMMA Blend 2,7 : 1 (0,8 mm Rakel) hergestellt.
Fiir die zweite Versuchsreihe wird nur ein HSFUPBMAOC : PMMA Blend 2,9 : 1 (0,8 mm
Rakel) hergestellt.

6.1.3 Versuchsaufbau und Durchfithrung

Aus den Polymerfilmen werden runde Pldttchen mit 16 mm Durchmesser ausgestanzt. Die
Pléttchen haben ca. 0,4 mm Dicke und sind mit ca. 800 ug SFU beladen. Die Filme, welche
aktiviert werden sollen, werden mit Licht der Wellenldnge 254 nm und einer totalen Energie
von 0,504 J / cm? belichtet. Fiir die Zelltests werden 2000 Bon 1 (Bauchspeicheldriisenkrebs)
Zellen in 1,2 mL DMEM / HAM's F-12 mit 10 % fotalem Kélberserum (PAA, Co6lbe) und
1 % Penicillin/Streptomycin in 24 Wellplatten (Greiner Bio-One, Frickenhausen) ausgesit.
Die Polymerplatten werden nach 4 h, ohne die Zellkulturen zu beriihren, in Kontakt mit dem
Néhrmedium gebracht und iiber den Zeitraum der Tests dort belassen. Die Kontrollmessungen
werden nicht mit Polymerplatten versehen. Fiir 7 Tage werden die Zellen bei 37 °C,
gesittigter Wasseratmosphiare und 5 % CO, Gehalt in einer HS Inkubationskabine von
Heraeus beobachtet. AnschlieBend werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Zur
Homogenisierung der Zellen wird dann 1 mL 20 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsidure
mit 0,1 % Triton-X-100 in die Wellplatten gegeben. 50 uL dieser Suspension wird auf einem
RC-DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, California) auf den Proteingehalt nach der
modifizierten Lowry Methode untersucht™®™. Der Proteingehalt korreliert mit der totalen
Zellzdhlung, wobei die statistische Korrelation mit dem Turkey Test durchgefiihrt wird. Die
angegebenen Werte in den Diagrammen sind die bestimmten Proteingehalte (angegeben als
Absorptionswerte der photochemischen Bestimmung) fiir die einzelnen Zellkulturen in je

einem Well.
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6.1.4 Ergebnisse

6.1.4.1 Versuchsreihe 1

@ belichtet

B unbelichtet Kontrolle

OPBMAOC PBMAOC

O Kontrolle R

unbelichtet
belichtet
4
1 2 3 4

@ belichtet 0,277 0,322 0,397 0,32
M unbelichtet 0,49 0,551 0,497 0,447
OPBMAOC 0,453 0,406 0,452 0,501
O Kontrolle 0,52 0,485 0,45 0,529

Abb. 69 Grafische und tabellarische Darstellung der ersten Zelltestergebnisse.

Das Diagramm der ersten Versuchsreihe zeigt den eindeutigen Effekt von belichtetem
Polymer auf das Zellwachstum. Der bestimmte Proteingehalt (in Absorption angegeben) ist in
den vier Wells, welche mit belichtetem Polymer bestiickt waren, im Vergleich zum
Kontrollexperiment (Mittel 100 %), im Mittel um 66 % niedriger. Die unbelichteten
Polymerpléttchen zeigen keine Wirksamkeit und kénnen somit als biocompatibel bezeichnet
werden, was auch fiir das PBMAOC gilt. Die in dieser ersten Versuchsreihe aufgefiihrten
Zahlen werden in der zweiten Versuchsreihe bestitigt und zusdtzlich mit Fotos der

Zellkulturen belegt.

6.1.4.2 Versuchsreihe 2

Auch in dieser Versuchsreihe werden mehrere Proben einer Reihe betrachtet und gemittelt.
Das Balkendiagramm zeigt den eindeutigen Trend, dass belichtetes wirkstoftbeladenes
Polymer wirksam ist und der prozentuale Mittelwert von 73 %, bezogen auf 100 % der

Kontrollversuche, bestitigt die Wirksamkeit des aktivierten Polymers.
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Abb. 70 Grafische und tabellarische Darstellung der zweiten Zelltestergebnisse.

Beide Versuchsreihen zeigen, dass die aktivierten Polymerplatten das Zellwachstum hemmen.

Die experimentellen Ergebnisse in Versuchreihe 2 werden durch die in Abbildung 71

gezeigten Aufnahmen bildlich unterstiitzt. Es ist deutlich zu erkennen, dass nicht aktivierte

Polymerpléttchen das Zellwachstum nicht hemmen und somit als unbedenklich bzw.

biocompatibel einzustufen sind.

belichtet

unbelichtet

Abb. 71 Fotos der Zellkulturen mit belichtetem und unbelichtetem Polymer.
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6.2 Versuche mit multifunktionalen Copolymer

Wie fiir das monofunktionale Copolymer (HSFUPBMAOC) gilt auch fiir das multifunktionale
Copolymer, dass ein erfolgreicher Abschluss der Experimente der Zelltest ist. Von den drei
verschiedenen Wirkstoffen die angebunden wurden ist das Chlorambucil ein viel
versprechender Wirkstoff fiir Zelltests, da es mit seinen alkylierenden Seitengruppen zu den
Zytostatika zéhlt. Wie in Kapitel 5.2.4 gezeigt wurde kommt es zu keiner Hydrolyse des
Cumarin-Wirkstoff-Konjugates nach der Freisetzung, es bleibt somit nachzuweisen, dass auch
diese Substanz eine Wirksamkeit hat. Hierzu wird ein Vergleichstest mit Chlorambucil

angestrebt und im folgenden Kapitel beschrieben.

6.2.1 Versuchsdurchfithrung

Zuerst werden zwei Stammldsung (0,1 M) von Chlorambucil und Cl-Amb-Cum in DMSO
angesetzt. Die Zellen der Zelllinie Bon (Bauchspeicheldriisenkrebs) werden in 2 mL
DMEM /HAM'sF-12 mit 10% fotalem Kaélberserum (PAA, Colbe) und 1%
Penicillin/Streptomycin in 24 Wellplatten (Greiner Bio-One, Frickenhausen) ausgesit. Beide
Substanzen werden in drei verschiedenen Konzentrationen (0,5 mM, 1,0 mM, 5,0 mM)
untersucht, wobei fiir jede Konzentration 6 Wells untersucht werden. Um einen Vergleich zu
erhalten werden zusitzlich in 6 Wells Zellen ausgesdt und unbehandelt kultiviert. Nach
Zugabe der Losung (0 uL, 10 pL, 20 pL, 100 uL) zu den Zellkulturen in 2 mL Ndhrmedium
werden diese fiir 24 h bei 37 °C, gesittigter Wasseratmosphire und 5 % CO; Gehalt in einer
HS Inkubationskabine von Heraeus kultiviert. AnschlieBend werden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen. Zur abschlieBenden Bestimmung des Proteingehaltes homogenisiert man die
Zellen mit 1 mL 20 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure mit 0,1 % Triton-X-100 und
gibt 50 puL dieser Suspension auf einen RC-DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, California)
anhand dem der Proteingehalt nach der modifizierten Lowry Methode untersucht wird®™”. Die
erhaltenen Werte fiir den Proteingehalt (angegeben in pg/mL) in jedem einzelnen Well

werden in den Tabellen angegeben.
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6.2.2 Ergebnisse

6.2.2.1 Chlorambucil

Proteingehalt pg/mL
1000

@ Reihel R6

B Reihe2 RS

O Reihe3 Well

O Reihe4 ells

B ReiheS

- 0 mM
@ Reihe6 0,5 mM
1 mM 5 mM
Konzentration
0 mM 0,5 mM 1 mM 5 mM

@ Reihel 2055 640 330 70
B Reihe2 1505 1020 260 80
O Reihe3 1055 900 320 280
O Reihe4 1055 730 300 250
B Reihe5 2455 1030 340 370
O Reihe6 1205 830 440 250

Abb. 72 Grafische und tabellarische Darstellung der Zelltests mit Chlorambucil.

Wie deutlich in dem Balkendiagramm in Abbildung 72 zu erkennen ist, nimmt der

Proteingehalt in den einzelnen Wells mit Zunahme der Chlorambucilkonzentration ab. Die

Wirksamkeit des Chlorambucils auf die Zellteilung der Bon Zellen wurde mit diesem

Experiment bestétigt und kann fiir das Zellkulturexperiment mit ClI-Amb-Cum als Referenz

verwendet werden.
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6.2.2.2 Cl-Amb-Cum

Prteingehalt pg/mL 1000
800

@ Reihel 600
B Reihe2 400

R6
RS

O Reihe3 200 R4

O Reihe4 R2R3 Wells

| | Re?heS 0 mM 05 Rl

@ Reihe6 s 1 mM S M

Konzentration
0 mM 0,5 mM 1 mM 5 mM

O Reihel 1440 1540 1910 870
M Reihe2 1780 1360 1900 570
O Reihe3 1290 1360 1780 420
O Reihe4 1740 1780 1740 1270
B Reihe5 1580 1630 1640 330
@ Reihe6 1480 1530 1780 500

Abb. 73 Grafische und tabellarische Darstellung der Zelltests mit Cl-Amb-Cum

Die Bestimmung des Proteingehaltes in den Zellkulturtests mit Cl-Amb-Cum ergab die in
Abbildung 73 aufgefiihrten Ergebnisse. Fiir die Konzentrationen von 0 mM, 0,5 mM und
1 mM ist keine Abnahme des Proteingehaltes zu erkennen. Bei einer 5 mM Konzentration
von CI-Amb-Cum kommt es zu einer Erniedrigung des Proteingehaltes, wobei dieses
Ergebnis mit Vorsicht zu genieen ist. Die Aufarbeitung der Zellen nach der Behandlung mit
der 5 mM Losung zeigte, dass sich die Zellen weil3 farbten und nur noch mit mechanischer
Gewalt von den Wells abzutrennen waren. Man kann sagen, dass es zu einem Effekt durch
CI-Amb-Cum beim Zellwachstum kommt, dieser aber nicht so eindeutig bewiesen ist.

Die Ergebnisse der Zelltests zeigen, dass Chlorambucil das Wachstum von Bon Zellen
hemmt, im Vergleich dazu aber Cl-Amb-Cum keine nennenswerten Effekte zeigt. Ein
tatsdchlicher Beweis der Ineffektivitit von Cl-Amb-Cum als Wirkstoff ist damit noch nicht
gegeben, da diese Zelllinie evtl. nicht sensitiv genug ist.

Aus der Literatur ist bekannt, dass ein reiner Effektivitdtsnachweis fiir Chlorambucilderivate
mit der Methode nach Epstein et al.™ und Boger et al.®! durchgefiihrt werden kann um
zumindest eine Wirksamkeit des Chlorambucil nachweisen zu konnen™!. Greig et al.[*
postuliert ~ anhand  dieses  Versuches  die  potentielle = Wirksamkeit  von
tert-Butyl-chlorambucilester. Aufgrund dieser Vorkenntnisse wurde anschlieBend an die

Zelltests dieser Aktivitétstest durchgefiihrt.
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6.2.3 Aktivitatstest von Cl-Amb-Cum

6.2.3.1 Durchfiithrung

Zuerst wird eine 10mM Stammlosung von Chlorambucil und Cl-Amb-Cum in
Aceton / Ethanol 1 : 1 hergestellt. Zu jeweils 1 mL 0,2 M Acetatpuffer (pH 5,6) werden flinf
unterschiedliche Mengen Stammldsung (0,2 mL, 0,1 mL, 50,0 uL, 25,0 uL, 12,5 uL) und die
jeweils fehlende Menge an Loésungsmittelmischung (zu 0,2 mL) zugegeben. Zu dieser
Mischung gibt man anschlieBend 0,5 mL einer 5 %igen 4(4-Nitrobenzyl)pyridin in Aceton zu
und inkubiert die Reaktionslosung bei 37 °C fiir 3 h. Nach Beendigung der Inkubationszeit
mischt man die Reaktionslosungen mit 2 mL Triethylamin / Aceton 1 :1 und vermisst die
blau gefarbten Losungen im UV/Vis-Spektrometer. Die Extinktionswerte bei 560 nm der flinf
Konzentrationen fiir Chlorambucil und Cl-Amb-Cum werden gegen die jeweiligen

Konzentrationswerte aufgetragen und die Steigung der Geraden miteinander verglichen.

6.2.3.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Setzt man die Steigung der Geraden fiir Chlorambucil auf 100 % und bezieht die Steigung der
Geraden von Cl-Amb-Cum auf diesen Wert so erhédlt man eine prozentuale Aktivitdt von
CIl-Amb-Cum zu Chlorambucil von 10 % (Abbildung 74). Im Vergleich zu Chlorambucil ist
die Aktivitdt nicht so hoch wie erwartet, vergleicht man diesen Wert mit dem des Melphalan
(20,6 % zu Chlorambucil), welches ein zugelassenes alkylierendes Zytostatikum ist, so ist die

Aktivitit des Cl-Amb-Cum nicht allzu gering!®®.
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Abb. 74 Graphische Darstellung der Alkylierungs Aktivitit von Cl-Amb-Cum im Vergleich zu Chlorambucil.
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6.3 Zusammenfassung der Zellkulturtests

Die beiden vorgestellten Zelltests bilden den erfolgreichen Abschluss dieser Arbeit und sollen
in diesem kurzen Absatz nochmals kurz zusammengefasst werden.

Die photochemische Freisetzung von HS5FU aus dem Copolymer konnte eine sichtbare
Anderung des Zellwachstums hervorrufen. Des Weiteren ist konnte gezeigt werden, dass
nicht aktiviertes Copolymer biocompatibel ist. Die Photos der Zellkulturen zeigen noch mal
deutlich die experimentell erhaltenen Werte.

Fiir das aus dem multifunktionalen Copolymer freisetzbare Cl-Amb-Cum zeigen die Zelltests
im Vergleich zu reinem Chlorambucil keine nennenswerten Ergebnisse. Da es evtl. auch an
der verwendeten Zelllinie liegen kann, dass keine Wirksamkeit nachweisbar war, wurde ein
Aktivititsnachweis anhand von einer Literatur bekannten Methode durchgefiihrt. Das
Ergebnis zeigt, dass Cl-Amb-Cum alkylierend wirkt und somit als aktiver Wirkstoff

einsetzbar ist.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Das angestrebte Ziel der vorliegenden Arbeit:

,Laser-getriggerte Freisetzung polymergebundener pharmazeutischer Wirkstoffe zur
Behandlung des Nachstars*

konnte anhand vieler erwartungsgemif verlaufender Experimente erreicht werden. Die vier
Teilgebiete der Arbeit zeigen Ergebnisse, welche viel versprechend sind und die Grundlagen
dafiir legen, das Gesamtprojekt ,lasergetriggerte Wirkstofffreisetzung* in unterschiedlicher
Art und Weise weiterzufiihren.

Teil eins, die weiterfithrende Untersuchung des Copolymermaterials HSFUPBMAOC zum
Nachweis der Theorie der photochemisch getriggerten wirkstoffbasierenden Nachstar-
Behandlung, kann als erfolgreich beendet bezeichnet werden. Herausstechende Ergebnisse
sind die SPA induzierte wiederholbare Freisetzung des Wirkstoffes aus HSFUPBMAOC, die
TPA induzierte wiederholbare Freisetzung und anschliefende Diffusion von HS5FU aus
HSFUPBMAOC, der Langzeitstabilitdtstest des HSFUPBMAOC und der Nachweis, dass
keine messbare Brechungsindexidnderung durch photochemisch induzierte Freisetzung zu
beobachten sind.

Die Synthesen der drei unterschiedlichen cumarinbasierenden Linkersysteme konnte
erfolgreich durchgefiihrt werden. Die TBS Schutzgruppe erwies sich als hervorragend
geeignet, da sie wihrend der photochemischen Dimersierung stabil bleibt und sich unter sehr
milden Bedingungen wieder abspalten ldsst. Alle drei Linkersysteme zeigen eine erhdhte
Loslichkeit in organischen Losungsmitteln und eine Mischbarkeit mit PMMA. Diese
Eigenschaft wurde genutzt, um Dimer beladene Polymerfilme herzustellen, welche fiir erste
TPA Versuche in einer Polymermatrix dienten. Die photochemische Charakterisierung der
Linkersysteme wurde in Losung und anschlieBend in einer Polymermatrix durchgefiihrt.
Auffallend ist, dass alle drei Dimere einen TPA-Querschnitt aufweisen, welcher in der
gleichen Groflenordnung liegt wie der des Cumarins. Des Weiteren wurde eindeutig gezeigt,
dass die Einbettung der Dimere in eine Polymermatrix keinen Einfluss auf den TPA-
Querschnitt hat. Als Resultat kann behauptet werden, dass die Derivatisierung von Cumarin
zur besseren Verwendung als Linkersytem keinen groBen Einfluss auf den TPA-Querschnitt
haben sollte. Die positiven Ergebnisse beziiglich der Verwendung der Dimere als
Linkersystem finden deshalb im dritten Teil Anwendung als Copolymerbaustein.

Auf Basis des TBS-P-Cum Dimer konnte anhand einer theoretischen Berechnung gezeigt
werden, dass eine Exposition der implantierten Linse im Sonnenlicht zu keiner mefB3baren

Wirkstofffreisetzung fiihrt.



Zusammenfassung und Ausblick 108

Die Untersuchung der Linkersysteme hinsichtlich ihrer TPA induzierten Spaltung bei
unterschiedlichen Wellenldngen konnte anhand des TBS-Cum Dimers im Arbeitskreis
Prof. M. Motzkus erfolgreich beendet werden.

Aus den im zweiten Teil dieser Arbeit vorgestellten Linkersystemen wurde das TBS-Cum
Dimer gewéhlt, um es erfolgreich zu derivatisieren und anschlieBend mit MMA zu
copolymerisieren. Dieses photochemisch aktive Copolymer konnte dann polymeranalog mit
drei verschiedenen pharmazeutischen Wirkstoffen beladen werden. Die Synthese dieses
multifunktionalen Copolymers ist die Grundlage fiir die ophthalmologische Anwendung von
photochemischen Linkersystemen auf Basis von Cyclobutanringen.

Die photochemische Charakterisierung des Grundpolymers TBS-Copo konnte erfolgreich
durchgefiihrt werden und fiihrte zu einer SPA-Quantenausbeute von 34 % und einem TPA-
Querschnitt von ca. 1 GM, abhéngig vom angenommenen Monomerverhéltnis. Aufgrund der
positiven photochemischen Freisetzung von TBS-Cum aus dem Copolymer, wurde
anschlieend die Freisetzung der einzelnen Wirkstoffe mittels SPA und TPA durchgefiihrt.
Die Analyse der iiber SPA- und TPA-Photochemie freigesetzten Wirkstoffe erfolgte mittels
HPLC mit positivem Erfolg.

Der vierte und letzte Teil dieser Arbeit befasste sich mit dem Nachweis der Aktivitit der
photochemisch freigesetzten Wirkstoffe anhand von in vitro Zelltests. Fiir das
monofunktionale Copolymer (HSFUPBMAOC) konnte gezeigt werden, dass nicht aktiviertes
Polymer biocompatibel ist und durch die Aktivierung das Zellwachstum deutlich gehemmt
werden kann. Aufgrund des nicht eindeutig positiv verlaufenen Zelltests mit Cl-Amb-Cum,
wurde ein Aktivititstest durchgefithrt und fiir positiv befunden. Als Resultat kann die
Behauptung aufrechterhalten werden, ein multifunktionales photochemisch aktives

Copolymer zur Wirkstofffreisetzung entwickelt zu haben.
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8 EXPERIMENTELLER TEIL
8.1 Materialien und Methoden

8.1.1 Chemikalien
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurde, sofern nicht anders angemerkt, {iber die

folgenden Firmen bezogen:

Acros Gell, Belgien
Alfa Aesar Karlsruhe, Deutschland
Degussa Diisseldorf, Deutschland

Fisher Scientific Schwerte, Deutschland
Fluorochem Derbys, Gro3-Britannien
Merck Darmstadt, Deutschland
Sigma / Aldrich Taufkirchen, Deutschland

8.1.2 Diinnschichtchromatographie (DC)

Es werden Aluminiumstreifen mit SiO,-Beschichtung (Merck Silicagel 60) auf die bendtigte
GroBe zugeschnitten. Die Substanzen werden durch UV-Licht bei 254 bzw. 366 nm
detektiert.

8.1.3 Flash-Saulenchromatographie
Fiir die Saulenchromatographie wird Silicagel 60 (230-400 Mesh, 0.040-0.063 mm) der Firma

Merck mit den angegebenen Losungsmitteln verwendet.

8.1.4 NMR-Spektroskopie

'H- und “C-NMR Spektren werden bei Raumtemperatur durch die Service-Abteilung des
Fachbereiches Chemie der Universitit Marburg auf Gerdten der Firma Bruker (Modell:
AC 300, DRX 500, Avance 600) aufgenommen. Die chemische Verschiebung ist relativ zu
CHCI; (7.26 ppm bzw. 77.00 ppm) angegeben.

8.1.5 CHN-Analyse

CHN-Analysen werden auf dem Gerdt CHN-Rapid der Firma Hereaus durch die Service-
Abteilung des Fachbereiches Chemie der Universitidt Marburg durchgefiihrt.
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8.1.6 Massenspektrometrie (MS)

EI-MS wird durch die Massenspektroskopieabteilung des Fachbereiches Chemie der
Universitdt Marburg bei 70 eV (Varian CH7A, Finnigan) durchgefiihrt. ESI-Massenspektren
werden an einem Massenspektrometer LCQ-duo der Firma Thermo Electron aufgenommen.
Die ESI-Messung findet bei folgenden Einstellungen statt: positive mode, spray voltage
4.50 kV, capillary temperature 200 °C und capillary voltage 10.00 V.

8.1.7 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GCMS)

Die gaschromatogaphischen Messungen werden an einem Gerit der Firma Shimadzu (Modell
GC 17A) bestiickt mit einer 30 m FS-SE-54-CB-0.25 Séule (Chromatographie Service,
Langerwehe) durchgefiihrt. Helium 5.0 wird als Trdgergas mit einer Flussrate von
0,6 mL / min verwendet. Die Detektion erfolgt mit Hilfe eines Massenspektrometers der
Firma Shimadzu (Modell: QP5050A, EI: 70 eV).

Die untersuchten Proben werden mit folgenden Parametern analysiert: Injektionstemperatur
300 °C, Anfangstemperatur der Sdule 50 °C, Endtemperatur der Sdule 280 °C, Aufheizphase
10 °C / min, Interfacetemperatur 230 °C (Methode: Ligninmodell).

8.1.8 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die dargestellten Polymere werden auf der Sdule SDV 10 um (PSS) getrennt und mit dem
Detektormodell 300 TDA — THF M (Viscotek) detektiert. Die Sdulen haben eine Temperatur
von 25,0 °C, der Detektor wird auf 35,0 °C geheizt.

8.1.9 UV/VIS-Spektroskopie
Alle Spektren werden auf dem UVIKON 922 Spektrophotometer der Firma Kontron
Instruments gemessen, wobei die Schichtdicke bei den Messungen von Losungen immer 1 cm

betragt.

8.1.10 Compression Moulding (CPM)

Fiir die Herstellung von Prototypen fiir Intraokular-Linsen aus Polymermaterial wird das

HeiBpressgerit der Fa. Schwabenthan Polystat 200T verwendet.
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8.1.11 High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)

Im Rahmen dieser Arbeit wird eine HPLC der Fa. Agilent Technologies Modell 1050

eingesetzt. Fiir die durchgefiihrten Untersuchungen werden polare Ldsungsmittelgemische

aus Wasser (mit 300 uL. H3PO,4 / L angeséduert) und Acetonitril verwendet. Als Fiillmaterial

fiir die Sédule (250 mm x 4 mm) wird RP18 Material Nucleosil 100-3-C18 Fa. Bischoff mit

einer Korngroe von 3um verwendet, dieser Sdule ist noch eine Vorsdule (Nucleosil

100-3-C18, 3 pm, 20 x 4mm, Firma Bischoff) vorgeschaltet. Mittels eines DAD werden die

getrennten Substanzen anschlieend identifiziert.

Neben der analytischen HPLC wird auch eine priaparative HPLC (Sdule: 250 mm x 32 mm,

RP18 10 um, EnCaPharm; Pumpe: HPLC Pump 64, Knauer; Software: WinGPC 6.20, PSS)

zur Reinigung von Produkten verwendet. Die Detektion findet bei 280 nm im UV/Vis-

Detektor statt. Das Aufgabevolumen ist immer 5 mL.

Methoden:

SH6Bfrei Gradient Acetonitril / H,O: Start 37/ 63, 16 min 37 / 63, 23 min 95/ 5, 28 min
95/5, 35min 37/63, Ende 37/63, 40 °C Saulentemperatur, 1 mL / min
Flussrate.

SHO3 isokratisch Acetonitril / H;O: 80/20, 40 °C Sdulentemperatur, 1 mL / min

Flussrate.

8.1.12 Thermogravimetrische Analyse (TGA) / Differential Scanning Calorimetry
(DSO)

Die Zersetzungstemperatur fiir den 5 %igen Abbau der Polymere wird auf dem Gerit
TGA / SDTA 851° der Firma Mettler Toledo gemessen. Die Messung wird im Stickstoffstrom
von Zimmertemperatur bis 800 °C mit einer Aufheizrate von 10 °C / min durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Glastemperatur wird ein Wérmestrom-DSC verwendet (DSC 821°,
Mettler Toledo) mit einer Heiz- und Abkiihlrate von 10 °C/min. Die Auswertung der
Messdaten erfolgt mit der STAR® Software von Mettler Toledo jeweils anhand der zweiten

Heizkurve.
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8.1.13 Photoreaktoren

8.1.13.1 Cycloaddition

Die Cycloaddition wird in einem Rayonet Photoreaktor durchgefiihrt, in dem 12 UV-
Leuchtrohren (40 W /79 K, Osram) konzentrisch angeordnet sind. Die zu belichtenden

Losungen werden wihrend der Reaktion stetig geriihrt.

8.1.13.2 Cycloreversion

Fiir die SPA induzierte Freisetzung werden die Proben in einem Fluoreszenzspektrometer der
Firma Shimadzu (Typ RF-1502) mit Licht der Wellenlénge 266 nm bestrahlt. Die Dauer der
Bestrahlung variiert fiir die verschiedenen Proben, wobei die fliissigen Proben fiir die
Messung in eine 1 cm dicke Quarzglaskiivette gefiillt und mittels eines Magnetriihrers geriihrt
werden. Um die wellenldngenabhéngige Lichtintensitit des Spektrometers, die zur
Berechnung der Quantenausbeute elementar ist, zu erhalten, wird mit einer Photodiode
(1337-1010BQ, Hamamatsu) kalibriert. Diese Art der Kalibrierung ist von Herr Dr. Kreiling
mittels der bekannten Azobenzol-Aktinometrie iiberpriift worden'**.

Die Freisetzung des Wirkstoffes aus den Polymerfilmen fiir die Zelltests wird mit einer
DC-Lampe MinUVIS DESAGA, 187 pW / cm® bei 254 nm durchgefiihrt. Auch hier wird die
Intensitit mit der Photodiode 1337-1010BQ von Hamamatsu bestimmt.

Die Spaltung der Cyclobutanringe mittels Zwei-Photonen-Absorption wird mit Hilfe eines
Q-switched Nd:YAG-Pulslasers der Firma Coherent (Infinity 40-100) durchgefiihrt. Die
verwendete Wellenldnge betrdgt dabei 532 nm, mit einer Frequenz von 20 Hz, einer
Pulsdauer von 3 ns und einem Strahldurchmesser von 5,5 mm. Die tatsdchliche Energie der
emittierten Strahlung wird mit dem Gerit Fieldmaster GS (Firma Coherent) und einem
Messkopf (Power Meter Head, Model 80) bei 532 nm gemessen. Bei TPA induzierten
Reaktionen in Losung wird wihrend der Belichtung die Reaktionsldsung mit einem

Magnetriihrer stetig durchmischt.

8.1.14 Ellipsometer

Fir den Nachweis, dass durch die Freisetzung von S5FU aus dem Polymer keine
Brechnugsindexidnderung des Polymers auftritt, werden Filmblends aus
PMMA /HS5FUPBMAOC 1:1 (3% in CHCl;) auf Silicium in  einem
Phasenmodulationsellipsometer vermessen. Die Phasenmodulation wird mit einem
photoelastischen Modulator (Modulationsfrequenz 50 kHz, HINDS) durchgefiihrt, als

Lichtquelle wird dabei ein He/Ne Laser verwendet.
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8.2 Synthesen der Vorstufen, der Linkersysteme und der Copolymer

8.2.1 Heptanoyl-5-fluoruracil (HSFU)"**!

H o H o)
o N\(O n CI\"/\/\/\ KOH I/\(
S NH o MeOH/ACN AN
F

T

0
5-Fluoruracil [130,08 g/ mol] 1,0eq 40,0 mmol 5,20¢g
Kaliumhydroxid [56,11 g/ mol] 1,0eq 40,0 mmol 2,24¢g
Heptansdurechlorid [148,63 g / mol] l,Lleq 44,0mmol 6,51¢g
Methanol 200 mL

5,2 g (40,0 mmol) 5-FU und 2,24 g (40,0 mmol) KOH werden in 200 mL MeOH bei RT 1 h

geriihrt bis eine triilbe Losung entsteht. AnschlieBend wird das MeOH abdestilliert und das

Produkt im HV getrocknet. Unter Argon gibt man 500 mL ACN zu, ldsst die Losung 1 h

rihren, kiihlt auf 0 °C und gibt langsam 6,51 g (44,0 mmol) Heptanoylsdurechlorid zu. Die
Losung riihrt anschlieBend 20 h bei RT. Nach Beendigung der Reaktion wird das ACN

abdestilliert und das Rohprodukt im HV getrocknet. Das Rohprodukt, suspendiert in 200 mL

Ethylacetat (getrocknet iiber Molekularsieb), wird filtriert, das Losungsmittel anschlieend

abdestilliert und das Produkt im HV getrocknet. Die Ausbeute betrigt 8,65 g (89 %).

Element % berechnet % enthalten

N 11,56 11,75
C 54,54 51,32
H 6,24 5,20

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

& [ppm] = 9.67 (s broad, 1H), 826 (d, 1H, J=7.0Hz), 3.11 (t, 2H, J=20.2 Hz),

1.68 (quin, 2H, J = 7.3 Hz), 1.2-1.41 (m, 6H), 0.85 (t, 3H, J = 6.3 Hz).
BC-NMR (75MHz, CDCl):

& [ppm] = 172.1, 157.1 (d, Jer=28.1Hz), 148.0, 1412 (d, 1Jcp=242
121.7 (d, J=36.5 Hz), 39.0, 31.4, 28.5, 24.3, 22.4, 13.9.

PF-NMR (188 MHz, CDCl5): & [ppm] = -162.25

Hz),
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8.2.2 7-Methacryloxycumarin (MAOC)"“*!

o) o) OH \’(K
NE, o o) o)
n !
1SS o 199
o] AN 0

7-Hydroxycumarin ~ [162,14 g/ mol] 1,0eq 0,10mol 16,2¢g
Triethylamin [101,19 g/ mol] 50eq 0,50mol 50,6¢g
Methacrylsdurechlorid [104,53 g / mol] 1,5eq 0,05mol 15,7¢g
Tetrahydrofuran 500 mL

In 500 mL THF werden 16,2 g (0,10 mol) 7-Hydroxycumarin suspendiert, anschlieBend mit
50,6 g (0,50 mol) Triethylamin versetzt und fiir 30 min bei RT geriihrt. Zu dieser Lésung
werden 15,7 g (0,15 mol) Methacrylsdurechlorid gegeben und die Reaktion fiir 2 h bei 55 °C
geriihrt. Nach Abkiihlen der Reaktion ldsst man die Losung fiir weiter 20 h bei RT riihren. Die
entstandenen Ammoniumsalze werden abfiltriert und mit THF gewaschen. Das durch
Abdestillieren des THF und Trocknen im HV erhaltene Rohprodukt, wird in zwei Laufen
flashchromatographisch an 600 g Kieselgel und einem Ldsungsmittelgemisch von

CHCIl; : MeOH 40 : 1 (R¢= 0,6) gereinigt. Die Ausbeute betriagt 18,2 g (79 %).

Element | % berechnet % enthalten

C 67,82 66,90
H 4,38 4,96

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

& [ppm] = 7.71 (d, 1H, J=14.4Hz), 7.50 (d, 1H, J=12.6 Hz), 7.10-7.16 (m, 1H),
7.00 - 7.09 (m, 1H), 6.38-6.44 (m, 2H), 5.83 (d, 1H, J = 6.6 Hz), 2.08 (t, 3H, ] = 2.1 Hz).
BC-NMR (75 MHz, CDCl):

8 [ppm] = 165.4, 165.2, 154.7, 153.6, 142.7, 135.4, 128.5, 128.3, 118.5, 117.2, 116.2, 110.3,
18.4.

EI-MS m/e: 230 (M", 29.6 %), 134 (7.6 %), 105 (4.4 %), 69 (100 %), 41 (48.9 %).
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8.2.3 Poly(methylmethacrylat-co-7-methacryloxycumarin) (PBMAOC)™*!

©) o) o) AIBN o)
+ N S 0
THF
~ Q
¢}

7-Methacryloyloxycumarin [230,22 g / mol] 0,leq 0,03mol 69¢g
Methacrylsdurebutylester  [142,2 g/ mol] 1,0eq 030mol 42,6¢
Azoisobuttersdurenitril [164,21 g/ mol] 0,2 mmol 32,8 mg
Tetrahydrofuran 50 mL

42,6 g (0,3 mol) n-BMA, 6,9 g (0,03 mol) MAOC und 32,8 mg (0,2 mmol) AIBN werden in
50 mL THF gelost und die Losung dreimal entgast. Die radikalische Copolymerisation findet
bei 60 °C statt. Die Losung wird nach 21 h mit 75 mL THF verdiinnt und in 1,5 L MeOH
langsam eingetropft. Das ausgefallene Copolymer wird abfiltriert, getrocknet, in 200 mL
Chloroform geldst um nochmals in 2 L MeOH ausgefillt zu werden. Anschlieend wird das
abfiltrierte Copolymer bei 60 °C im Vakuum iiber 3 d getrocknet. Die Ausbeute betragt 34,8 g
(70 %). Um das Einbauverhiltnis von MAOC : n-BMA im vorliegenden Copolymer zu
bestimmen bedient man sich des '"H-NMR. Das Integral eines H-Atoms der Doppelbindung
im Cumarin wird zum Integral der CH,-Gruppe des n-Butyl-Restes, welches direkt am Ester-
Sauerstoff hédngt, ins Verhéltnis gesetzt. Das so erhaltene Verhéltnis fiir dieses Copolymer

belduft sich auf 1 : 10 MAOC : n-BMA.

Element | % berechnet % enthalten
C | 67,64 67,27
H | 9,09 9,31

GPC (THF): My, = 3,54 - 10>, M, = 1,67 - 10°, My / M, = 2,12
DSC: T, = 54,16 °C
TGA: Ts% =259 °C
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8.2.4 Mit H5FU beladenes PBMAOC (HSFUPBMAOC)!“!

H
\’j‘\’j\‘\ ®) N O
I/\( Benzophenon
i + X N\ﬂ/\/\/\ Aceton/CHCl

o
Poly(BMA-co-MAOC) 1 eq 0,20 g
1-Heptanoyl-5-fluoruracil [242,25 g / mol] 50eq 4,79 mmol 1,16¢g
Benzophenon [182,22 g/ mol] 1 eq 0,10 mmol 18,0 mg
Chloroform 3 mL
Aceton 6 mL

In 5 Reagenzglisern werden jeweils 0,2 g (1 eq.) PBMAOC in 3 mL CHCI; gelost. Des
Weiteren werden 18,0 mg (0,10 mmol) Benzophenon und 1,16 g (4,79 mmol, ca. 50 eq.)
H5FU in 6 mL Aceton geldst. Diese Losung wird sechsmal angesetzt und in je ein
Reagenzglas zugegeben. Die Losungen werden je 20 min mit Argon entgast und anschlie8end
fiir 20 h im Rayonet-Reaktor belichtet. Nach der Belichtung vereint man die sechs Losungen,
engt sie ein und fdllt das Polymer in 750 mL MeOH aus. Das Polymer wird getrocknet und
nochmals durch Umfillen gereinigt. Das erhaltene beladene Polymer wird im HV getrocknet.

Die Ausbeute betrdgt 0,86 g (86 %).

FElement % berechnet % enthalten

N 1,48 0,67
C 65,96 65,47
H 8,72 7,87

GPC (THF): My = 6,36 - 10°, M, = 1,55 - 10°, My / M, = 4,10
DSC: T, = kein Glasiibergang zu erkennen
TGA: Tsy, =245 °C
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8.2.5 7-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-cumarin (TBS-Cum)

(@) O OH TBSCI (@) O OTBS
E——
A Imidazol e

THF
7-Hydroxycumarin [162,14 g / mol] 1,0eq 21 mmol 336¢g
Imidazol [68,08 g/ mol] 25eq S53mmol 3,53g
tert-Butyldimethylsilylchlorid [150,72 g / mol] I,2eq 25mmol 3,75¢g
Tetrahydrofuran 75 mL

In 75 mL wasserfreien THF 16st man 3,36 g (21 mmol) 7-Hydroxycumarin und 3,53 g
(53 mmol) Imidazol und gibt wunter Argon-Atmosphire 3,75g (25 mmol)
tert-Butyldimethylsilylchlorid zu. Die Reaktionslosung wird fiir 3,5 h auf 50 °C erhitzt und
weiter 22 h bei RT geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion filtriert man die Ammoniumsalze
ab und wischt die Losung mit 5 %iger wiéssriger Natriumhydrogencarbonat-Losung. Durch
dreimaliges  Extrahieren mit Chloroform und anschlieBendem Trocknen {iber
Magnesiumsulfat erhdlt man das Rohprodukt. Mittels Flashchromatographie auf 300 g
Kieselgel mit einem Losungsmittelgemisch von 1 : 4 Ethylacetat : n-Pentan wird 4,7 g (81 %)
Produkt erhalten.

Element | % berechnet % enthalten
C 65,22 64,65
H 7,25 7,55

'H-NMR (300 MHz, CDCls):

O [ppm] = 7.63 (d, 1H, J = 9.5 Hz), 733 (d, 1H, J=9.0Hz), 6.77 (s, 1H),
6.75 (d, 1H, ] = 8.7 Hz), 6.24 (d, 1H, J = 9.4 Hz), 0.98 (s, 9H), 0.24 (s, 6H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

S [ppm] = 161.2, 159.5, 155.7, 143.4, 128.8, 117.5, 113.5, 113.3, 107.8, 25.6, 18.4, -4.3.
EI-MS m/e: 276 (M', 14.65 %), 219 (100 %), 163 (30.19 %), 89 (11,00 %), 73 (7.54 %),
29 (9.27 %).
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8.2.6 7,7’-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-dicumarin (TBS-Cum-D)

TBSO OTBS
oo e
Benzophenon
> |
N CHCI, o) 0

o} @)

7-O-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-cumarin [276,40 g / mol]1,0 eq 3,60 mmol 1,00 g
Benzophenon [182,22 g/ mol]0,2eq 0,70 mmol 0,13 g
Chloroform 25 mL

Fiir die Dimerisierung von TBS-Cum werden fiinf Reagenzglidser mit je 0,2 g (0,72 mmol)
TBS-Cum, 25 mg (0,14 mmol) Benzophenon und 5 mL Chloroform befiillt. Die Losungen
werden entgast und anschlieBend fiir 20 h im Rayonet-Reaktor belichtet. Die Ldsungen
werden nach der Belichtung vereint und eingeengt. Fiir die Aufreinigung auf der priparativen
HPLC wird das Rohprodukt in 5mL THF gelost und auf die Sdule aufgegeben
(Acetonitril / Wasser 80:20 > 100:0). Die Ausbeute betragt 0,75g (75 %)

anti-head-to-head Isomer.

Element | % berechnet % enthalten

C 65,22 64,40
H 7,25 7,63

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5 [ppm] = 6.98 (s, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.65 (d, 1H, J =2.4 Hz), 6.62 (d, 1H, J =2.3 Hz),
6.58 (d, 2H, J = 2.5 Hz), 3.88 (d, 2H, ] = 7.7 Hz), 3.74 (d, 2H, J = 7.9 Hz), 0.99 (s, 18H),
0.23 (s, 12H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

5 [ppm] = 166.3, 156.8, 151.9, 128.5, 117.5, 113.2, 109.2, 43.7, 40.1, 25.7, 18.3, - 4.3.
ESI-MS m/e: 570.6 [M™ + H,0].
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8.2.7 7-(3-Hydroxypropoxy)-cumarin (p-Cum)

Os__O OoH O HO\_/—O
7-Hydroxycumarin [162,15 g/ mol] 1,0eq 25,0mmol 4,05¢g
3-Brom-1-propanol [139,00 g / mol] 1,0eq 25,0mmol 3,48 ¢
K,COs [138,21 g/ mol] I,1eq 27,5mmol 3,80¢g
Aceton 65 mL

Eine Suspension von 4,05 g (25,0 mmol) 7-Hydroxycumarin und 3,80 g (27,5 mmol) K,CO;
in 65 mL Aceton wird auf 70 °C erwédrmt. Nachdem sich der gesamte Niederschlag gelost hat,
wird langsam 3,48 g (25,0 mmol) 3-Brom-1-propanol zugegeben und die Losung fiir 22 h bei
dieser Temperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der erhaltene
hellbraune Feststoff mit 70 mL 10 %iger Salzsdure versetzt. Die Losung wird dreimal mit
jeweils 20 mL Chloroform extrahiert. Das Losungsmittel der vereinigten organischen Phasen
wird im Vakuum entfernt und nach flashsdulenchromatographischer Reinigung (600 g
Kieselgel, EtOAc /Pentan 2: 1 — 10: 1) erhdlt man 4,98 g (90 %) des Propanol-cumarin-
ethers (R = 0,11: EtOAc / Hexan 1 : 1) als farblosen Feststoff.

FElement % berechnet % enthalten

C 65,45 64,65
H 5,45 5,71

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

& [ppm] = 7.60 (d, 1H, J=9.6Hz), 732 (d, 1H, J=129Hz),
6.81 (dd, 1H, J=8.7Hz, J=2.4Hz), 6.76 (d, 1H, J=2.4Hz), 6.20 (d, 1H, ] =9.6 Hz),
4.14 (t, 2H, T = 6 Hz), 3.84 (t, 2H, J = 6 Hz), 2.05 (q, 2H, ] = 6 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 162.2, 161.4, 155.8, 143.6, 128.8, 113.0, 112.9, 112.6, 101.5, 65.8, 59.4, 31.9.
EI-MS m/e: 220 (M", 62.01 %), 162 (84.54 %), 143 (100 %), 105 (8.31 %), 78 (8.76 %),
51 (15.61 %).
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8.2.8 7-[3-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-propoxy|-cumarin (TBS-p-Cum)

HO 0 TBSO 0
g TBSCI g
. Imidazol R
o DMF /0
7-(3-Hydroxypropoxy)-cumarin [220,22 g / mol] 1,0eq 22,60 mmol 498 ¢
Imidazol [68,08 g/ mol] 2,5eq 56,50mmol 3,85¢g
tert-Butyldimethylsilylchlorid [150,72 g/ mol] 1,2eq 27,12mmol 4,09¢g
Dimetyhlformamid 23 mL

Zu einer Losung von 4,09 g (27,12 mmol) TBSCI in 13 mL DMF wird eine Losung von
498 ¢ (22,60 mmol) 7-(3-Hydroxypropoxy)-cumarin in 10mL DMF wund 3.85¢g
(56,50 mmol) Imidazol gegeben. Die Losung wird fiir 19h bei 35°C geriihrt, die
Ammoniumsalze abfiltriert und anschlieBend mit 150 mL gesittigter NaHCOs-Losung
versetzt. Nach dreimaligem Extrahieren der Suspension mit Chloroform und Vereinigen der
organischen Phasen trocknet man die Ldsung iiber MgSO4. Das Losungsmittel wird im
Vakuum wieder entfernt, und man erhélt nach flashsdulenchromatographischer Reinigung
(650 g Kieselgel, EtOAc / Pentan 1 : 4) 5,940 g (79 %) das TBS geschiitzte Propoxycumarin
(R¢= 0,48 EtOAc / Hexan 1 : 2) als farblosen Feststoff.

FElement % berechnet % enthalten

C 65,67 64,16
H 7,78 8,01

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

8 [ppm] = 7.63 (d, 1H, I=9.6Hz), 7.36 (d, 1H, J=8.7Hz), 6.82-6.86 (m, 2H),
6.25 (d, 1H, J=9.6Hz), 4.12 (t, 2H, J=63Hz), 3.81 (t, 2H, J=6Hz),
2.01 (g, 2H, T = 6 Hz), 0.88 (s, 9H), 0.04 (s, 6H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 162.5, 161.4, 156.1, 143.5, 128.8, 113.1, 112.6, 113.0, 101.6, 63.3, 59.3, 32.2, 26.0,
18.4,-53.

EI-MS m/e: 334 (M", 1.12 %), 277 (44.48 %), 249 (40.92 %), 219 (56.63 %), 96 (63.36 %),
59 (100 %).
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8.2.9 7,7°-|3-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-propoxy]-dicumarin (TBS-p-Cum-D)

TBSO\_/—O
()
TBSO\_/—O o
Benzophenon
Q" ||
CHCI,
N -
O
TBSO/_\—O

7-[3-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-propoxy]-cumarin [334,48 g / mol]

1,0eq 3,10mmol 1,04 ¢
Benzophenon [182,22 g/ mol] 0,2eq 0,66 mmol 0,12 ¢
Chloroform 25 mL

Finf Reagenzgliser werden gleichmdfig mit insgesamt 1,04g (3,1 mmol)
7-[3-(tert-Butyldimethyl-silanyloxy)-propoxy]cumarin, 0,12 g (0,66 mmol) Benzophenon und
25 ml entgasten Chloroform befiillt. Die Losungen werden anschlieend in einem Rayonet-
Reaktor fiir 20 h belichtet. AnschlieBend vereinigt man die Losungen und entfernt das
Losungsmittel im HV. Das Rohprodukt wird in 5 mL THF aufgenommen und mit Hilfe einer
praparativen HPLC gereinigt (Acetonitril / Wasser 85:15 = 100 : 0). Die Ausbeute von
7,7'-[3-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-propoxy]dicumarin belduft sich auf 0,444 g (43 %)
anti-head-to-head Isomer.

Element | % berechnet % enthalten

C 65,67 59,31

H 7,78 7,51

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8§ [ppm] = 7.01 (d, 1H, J=84Hz), 671 (dd, 1H, J=84Hz, J=2.4Hz),
6.63 (d, 1H, J=24Hz), 406 (t, 2H, J=63Hz), 3.88 (d, 1H, J=7.8Hz),
3.80 (t, 2H, J=6Hz), 3.73 (d, 1H, J=7.8 Hz), 1.99 (q, 2H, J=6Hz), 0.89 (s, 9H),
0.05 (s, 6H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

8 [ppm] = -5.4, 18.3, 25.9, 32.2, 40.0, 43.6, 59.3, 65.0, 103.4, 112.1, 112.3, 128.4, 152.0,
160.0, 166.1.

ESI-MS m/e: 686.4 [M" + H,0].
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8.2.10 7-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methyl-cumarin (TBS-4M-Cum)

HO TBSO

TBSCI

0 Imidazol 0
THF
0 o)

4-Methyl-7-hydroxycumarin [176,17 g/ mol] 1,0eq 39,96 mmol 7,04 ¢
Imidazol [68,08 g/ mol] 2,5eq 99,88 mmol 6,80 g
tert-Butyldimethylsilylchlorid [150,72 g / mol] 1,2eq 51,75mmol 7,80 g
Tetrahydrofuran 170 mL

4-Methyl-7-hydroxycumarin (7,04 g, 39,96 mmol) wird mit Imidazol (6,80 g, 99,88 mmol) in
150 mL THF gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Eine Lésung von TBSCI (7,80 g, 51,75 mmol) in
20 mL THF wird hinzugegeben, fiir 4 h auf 50 °C erwirmt und bei RT 2,5 Tage geriihrt. Nach
Abfiltrieren des Niederschlages wird das Filtrat mit 200 mL gesattigter NaHCO3-Lsung
gewaschen, das Produkt mit Chloroform extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
eingedampft. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (600 g Kieselgel;
Pentan/ EtOAc 5:1) gereinigt und man erhdlt 9,74g (83 %) 4-Methyl-7-(tert-
butyldimethylsilyloxy)-cumarin (R¢= 0,73: Pentan / Ethylacetat 70 : 30) als weilles Pulver.

Element | % berechnet % enthalten
C 66,17 66,13
H 7,64 7,99

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 7.46 (d, 1H, I=93Hz), 6.77-6.81 (m, 2H), 6.14 (d, 1H, J=12Hz),
2.39 (d, 3H, J = 1.2 Hz), 0.99 (s, 9H), 0.24 (s, 6H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL):

8 [ppm] = 161.2, 159.2, 155.0, 152.4, 125.4, 117.1, 114.2, 112.2, 107.8, 25.6, 18.6, 18.2, -4.4.
EI-MS m/e: 290 (M, 31.38 %), 233 (100 %), 177 (11.69 %), 102 (10.13 %), 75 (8.94 %).
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8.2.11 7,7 -(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methyl-dicumarin (TBS-4M-Cum-D)

TBSO TBSO. OTBS
Benzophenon ‘ ‘

o “cnon,

7-(tert-Butyldimethylsilyloxy)- 4-methyl-cumarin [290,43 g / mol]

1,0eq 3,62mmol 1,05g
Benzophenon [182,22 g / mol] 0,2eq 0,69 mmol 0,13 g
Chloroform 30 mL

30 mL Chloroform werden 30 Minuten entgast, in einen Schlenkkolben iiberfithrt und mit
TBS-4M-Cum (1,05 g, 3,62 mmol) und Benzophenon (0,13 g, 0,69 mmol) versetzt. Die
Losung wird 22 h im UV-Reaktor belichtet und anschlieend am Rotationsverdampfer bis zur
Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wird in 5 mL THF aufgenommen und {iber eine
paparative HPLC (Acetonitril / Wasser 85 : 15 = 100 : 0) gereinigt. Man erhalt 0,82 g (78 %)
7,7 -(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methyl-dicumarin als weillen Feststoff.

Element | % berechnet % enthalten

C 66,17 65,67
H 7,64 7,58

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 699 (d, 2H, J=84Hz), 670 (d, 2H, J=24Hz, J=8.7Hz),
6.67 (d, 2H, J = 2.4 Hz), 3.37 (s, 2H), 1.23 (s, 6H), 0.99 (s, 18H), 0.23 (s, 12H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

& [ppm] = 166.1, 156.5, 151.5, 128.0, 117.2, 115.8, 108.9, 46.6, 45.0, 26.3, 25.6, 18.2,-4 4.
ESI-MS m/e: 598 [M™ + H,0].
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8.2.12 7-(Heptanoyloxy)-cumarin (hept-Cum)

H
CJWO
5
O, O OH
Cl\"/\/\/\ NEt3 le}
+ —
g o) THF

o
o
7-Hydroxycumarin [162,15 g / mol] 1,0eq 62,0 mmol 10,0g
Triethylamin [101,19 g/ mol] 5,0eq 0,31 mol 312¢g
Heptansdurechlorid [148,63 g / mol] 1,5eq 93,0mmol 13,7g
Tetrahydrofuran 300mL

10,0 g (62,0 mmol) 7-Hydroxycumarin, suspendiert in 300 mL THF, werden mit 31,2 g
(0,31 mol, 5eq) Triethylamin versetzt und die Suspension 30 min bei Raumtemperatur
gerlihrt. Unter Argon werden 13,7 g (93,0 mmol) Heptanoylchlorid langsam hinzugegeben,
weitere 2 Stunden bei 60 °C geriihrt, abgekiihlt auf RT und weitere 20 Stunden geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktion werden die Ammoniumsalze abfiltriert und mit THF gewaschen.
Das THF wird abdestilliert und das Produkt im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt
wird aus Methanol (< 300 mL) umkristallisiert und man erhilt weile Kristalle. Die Ausbeute
betriagt 10,59 g (62 %).

FElement | % berechnet % enthalten

C 70,06 69,51
H 6,61 7,17

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

8 [ppm] = 7.69 (d, 1H, I=9.6 Hz), 7.47 (d, 1H, J=11.4Hz), 7.11 (d, 1H, J=2.1 Hz),
7.04 (dd, 1H, J=8.4Hz, J=2.1 Hz), 6.39 (d, 1H, J=9.6 Hz), 2.59 (t, 2H, J=9.6 Hz),
1.76 (quin, 2H, J = 7.5 Hz), 1.31 — 1.46 (m, 6H), 0.91 (t, 3 H, ] = 6.6 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

8 [ppm] = 171.6, 160.3, 154.7, 153.3, 142.8, 128.5, 118.4, 116.6, 116.0, 110.4, 34.3, 31.4,
28.7,24.7,22.4,13.9 .

EI-MS m/e: 274 (M*, 1.9%), 162 (48.4 %), 134 (12.1%), 113 (27.2%), 85 (10.4 %),
43 (100 %).
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8.2.13 7,7 -(Heptanoyloxy)-dicumarin (Hept-Cum-D)

Ho

cir(o
(0] Bcnzophcnon O ‘
CHCl
o}
o} o}

7-(Heptanoyloxy)-cumarin [274,31 g / mol] 1,0eq 3,72mmol 1,02 g
Benzophenon [182,22 g/ mol] 0,2eq 0,69 mmol 0,13 g
Chloroform 25 mL

In 25 mL entgastem Chloroform werden 1,02 g (3,72 mmol) Hept-Cum und 0,13 g
(0,69 mmol) Benzophenon geldst. Die Reaktionslosung wird 20 h im Rayonet-Photoreaktor
belichtet und anschlieBend eingeengt. Mit 5 mL THF wird das Rohprodukt aufgenommen und
auf der préaparativen HPLC (Acetonitril/ Wasser 75:25 - 100:0) aufgereinigt. Die
Ausbeute betrigt 0,65 g (64 %) anti-head-to-head Isomer.

FElement | % berechnet % enthalten

C 70,06 68,62
H 6,61 6,83

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

8§ [ppm] = 7.12 (d, 1H, J=84Hz), 693 (dd, 1H, J=84Hz J=2.1Hz),
687 (d, 1H, J=21Hz), 7.2 (d, 1H, J=84Hz), 3.85-394 (m, 2H),
257 (t, 2H, J=75Hz), 175 (quin, 2H, J=7.2Hz), 1.31-146 (m, 6H),
0.91 (t, 3H, ] = 6.3 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

8 [ppm] = 171.9, 165.5, 151.7, 151.4, 128.3, 118.8, 117.5, 111.6, 43.5, 40.1, 34.3, 31.4, 28.7,
24.8,22.4,14.0 .

MS-ESI m/e 566: [M" + H,0].
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8.2.14 7-(Valproyloxy)-4-methyl-cumarin (Val-4M-Cum)

HO o}
o)
DCC, DMAP
+ =
o HO CHCI,
1 5 I
o)

4-Methyl-7-hydroxycumarin [176,17 g / mol] 1,0eq 11,46 mmol 2,02 g
Dimethylaminopyridin [122,17 g/ mol] 0,1 eq 1,33 mmol 0,16 g
Dicyclohexylcarbodiimid  [206,34 g / mol] 2,5eq 27,77mmol 5,73 g
Valproinsdure [144,21 g/ mol] 2,2eq 25,52mmol 3,68¢g
Chloroform 80 mL

DCC (5,73 g, 27,77 mmol), DMAP (0,16 g, 1,334 mmol) und Valproinsdure (3,68 g,
25,52 mmol) werden in 80 mL CHCI; gelost und 30 Minuten bei RT geriihrt. 4-Methyl-
7-hydroxycumarin (2,02 g, 11,46 mmol) wird hinzugegeben und fiir 2,5 h bei RT geriihrt. Die
Losung wird filtriert, die organische Phase je zweimal mit 0,5 M HCI und geséttigter
NaHCOs-Losung gewaschen, mit MgSO4 getrocknet und zur Trockne eingedampft.
AnschlieBend nimmt man das Rohprodukt in 5 mL THF auf und reinigt es iiber eine
paparative HPLC (Acetonitril / Wasser 85:15 = 100:0). Man erhédlt 2,97 g (86 %)
Val-4M-Cum als weillen Feststoff.

FElement | % berechnet % enthalten

C 71,50 70,80
H 7,33 7,28

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

8§ [ppm] = 7.59 (d, 1H, J=84Hz), 7.08 (dd, 1H, J=24Hz, J=84Hoz),
7.03 (d, 1H, J=24Hz), 626 (d, 1H, J=12Hz), 243 (d, 3H, J=12Hz),
0,97 (t, 6H, J = 7.2 Hz), 1.43 (m, 4H), 1.75 (m, 2H), 1.58 (m, 2H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

8 [ppm] = 174.4, 160.4, 154.2, 153.3, 151.8, 125.3, 118.1, 117.7, 114.5, 110.5, , 45.4, 34.5,
20.7, 18.7, 14.0.

EI-MS m/e: 302 (M", 0.3 %), 176 (4.83 %), 127 (11.57 %), 99 (14.45 %), 57 (100 %).
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8.2.15 7,7°-(Valproyloxy)-4-methyl-dicumarin (Val-4M-Cum-D)

(0] ) o)
Benzophenon
—
CHCI, /@/
(0] o) WO

(0] O O

7-(Valproyloxy)-4-methyl-cumarin [302,36 g / mol] 1,0eq 3,32mmol 1,00g
Benzophenon [182,22 g/ mol] 0,2eq 0,70 mmol 0,13 g
Chloroform 25 mL

25 mL Chloroform werden 30 Minuten entgast, in einen Schlenkkolben {iberfiihrt und mit
Val-4M-Cum (1,00 g, 3,32 mmol) und Benzophenon (0,13 g, 0,70 mmol) versetzt. Die
Losung wird 22 Stunden im UV-Reaktor belichtet und anschlieend am Rotationsverdampfer
zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wird in 5 mL THF aufgenommen und mittels einer
paparativen HPLC (Acetonitril / Wasser 85:15 - 100 :0) gereinigt. Man erhélt 0,94 g
(94 %) Val-4M-Cum-D.

Element | % berechnet % enthalten

C 71,50 70,96
H 7,33 7,21

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

O [ppm] = 7.13 (d, 2H, J=8.7Hz), 698 (dd, 2H, J=2.1Hz, J=8.4Hz),
6.87 (d, 2H, J=2,1Hz), 3.44 (s, 2H), 2.58-2.67 (m, 2H), 1.69—1.81 (m, 2H),
1.51 — 1.63 (m, 2H), 1.37 — 1.49 (m, 4H), 1.30 (s, 6H), 0.97 (t, 12H, J = 7.2 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCL):

8 [ppm] = 174.5, 165.3, 151.3, 151.3, 127.7, 120.2, 118.7, 111.4, 46.9, 45.3, 45.0, 34.6, 26.2,
20.7, 14.0.

ESI-MS m/e 622: [M" + H,0].
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8.2.16 7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-7’-hydroxy-dicumarin (TBS-Cum-D-OH)

TBSO OTBS HO OTBS
‘ ‘ LiOH O O
CT1T T e [ I1 1

@) @) @) O

7,7’ (tert-Butyldimethylsiloxy)-dicumarin [552,81 g /mol] 1,0eq 0,45 mmol 0,25 g
Lithiumhydroxid [23,95g/mol] 0,3eq 0,13 mmol 3,14 mg
Dimethylformamid SmL

Zur Synthese von 7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-7’-hydroxy-dicumarin werden 0,25 g
(0,45 mmol)  7,7’(tert-Butyldimethylsiloxy)-dicumarin in 5mL LiOH-DMF-Losung
(62,86 mg auf 100 mL DMF) 40 Minuten bei RT geriihrt. AnschlieBend wird die
Reaktionslosung auf eine praparative HPLC (Acetonitril / Wasser 75 : 25 = 100 : 0) gegeben
um TBS-Cum-D-OH von TBS-Cum-D zu trennen. TBS-Cum-D kann anschlieBend aus der
reinen ACN-Phase zuriickgewonnen werden. Die TBS-Cum-D-OH enthaltenden Fraktionen
werden vereint und im Vakuum eingeengt. Die iibrig gebliebene wéssrige Losung wird
dreimal mit Chloroform extrahiert, die organischen Phasen vereint, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, eingeengt und anschlieend im HV getrocknet.

Die Ausbeute betrdgt 63,5 mg (32 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

8 [ppm] = 6.96 — 7.00 (m, 2H), 6.66 — 6.70 (m, 2H), 6.58 — 6.64 (m, 2H), 3.72 — 3.90 (m, 4H),
0.877 (s, 9H), 0.11 (s, 6H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 166.4, 166.2, 162.8, 157.5, 156.7, 151.9, 128.6, 128.4, 117.4, 113.1, 113.0, 111.9,
109.1, 104.7, 43.6, 40.0, 36.7, 31.7, 25.6, 18.2, -4.5.

ESI-MS m/e: 456 [M" + H,0].
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8.2.17 7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-7’-(methacryloyl)-dicumarin
(TBS-Cum-D-MA)

HO OTBS
C O )H‘/o oTBS
e TOL
] ' oo
o o o CHCI, .
HO ¢ o)
0 0

O @)

7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-7’-hydroxy-dicumarin [438,55 g / mol]
1,0eq 1,14 mmol 0,50 ¢g

Dimethylaminopyridin =~ [122,17 g/ mol] 0,1eq 0,11 mmol 13,9 mg
Dicyclohexylcarbodiimid [206,34 g / mol] 2,0eq 2,28mmol 047¢g
Methacrylsdure [86,09 g / mol] I,5eq 1,71 mmol 0,15¢g
Chloroform 45 mL

0,15 mg (1,71 mmol) Methacrylsdure, 0,47 g (2,28 mmol) DCC und 13,9 mg (0,11 mmol)
DMAP werden in 18 mL Chloroform geldst und bei RT 30 min geriihrt. AnschlieBend werden
0,50 g (1,14 mmol) 7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-7’-hydroxy-dicumarin in 27 mL Chloroform
zugegeben und die Losung bei RT weiter geriihrt. Nach 2 h wird die Losung filtriert, das
Filtrat eingeengt und auf der priparativen HPLC (Acetonitril / Wasser 75 :25 = 100 : 0)
gereinigt. Das Losungsmittel der Fraktion wird abdestilliert und die iiberbleibende wissrige
Phase mit Chloroform dreimal extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im HV getrocknet.

Die Ausbeute betrigt 0,12 g (21 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 7.14 (d, 1H, J=8.1Hz), 6.94—-6.98 (m, 2H), 6.91 (d, 1H, J=2.1Hz),
6.65 (dd, 1H, J=8.1Hz, J=24Hz), 6.60 (d, 1H, J=2.4Hz), 6.35-6.38 (m, 1H),
5.80-5.81 (m, 1H), 3.80 — 3.92 (m, 4H), 2.07 (s, 3H), 0.99 (s, 9H), 0.23 (s, 6H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

8 [ppm] = 166.3, 165.9, 165.7, 157.1, 152.1, 152.0, 151.7, 135.7, 128.6, 128.6, 128.2, 119.1,
118.2,117.7,113.1, 111.8, 109.4, 43.9, 43.8, 43.8, 40.2, 25.9, 18.6, -4,2.

ESI-MS m/e: 507 [M* + H].
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8.2.18 Poly(MMA-co-MA-TBS-Cum-D) (TBS-Copo)

*,

*
0
o oTBS OO
/ 6]
S AIBN oTBS
i o )
- T
(@) (0] \

O O o}

7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-7’-(methacryloyl)-dicumarin [506,62 g/mol]
leq 0224mmol 0,12 g

Methylmethacrylsdure [438,55 g/ mol] 236 eq 56,65 mmol 5,66¢g
Azoisobuttersdurenitril [164,21 g / mol] 0,06 mmol 10 mg
Tetrahydrofuran 20 mL

Zur Copolymerisation werden 0,12 g (0,24 mmol) TBS-Cum-D-MA, 5,66 g (56,64 mmol)
MMA und 10 mg (0,06 mmol) AIBN in 20 mL trockenem THF geldst und die Losung 4 mal
entgast. Bei 60 °C copolymerisieren die Monomere {iber einen Zeitraum von 3 d. Das fertige
Copolymer wird in 1 L MeOH ausgefillt, getrocknet und nochmals ausgefillt. Nach 3 d
Trocknen bei RT im HV erhélt man 4,73 g (82 %) Copolymer.

Eine genaue Auswertung des Spektrums ist aufgrund der geringen Menge an
TBS-Cum-D-MA im Vergleich zu MMA nicht moglich. Die aber deutlich zu erkennenden
Signale im Aromatenbereich, die nicht vom PMMA stammen konnen, zeigen, dass
7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-7’-(methacrylester)dicumarin in das Polymer eingebaut ist.

Um ein ungefdhres Verhiltnis von MMA : 7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-
7’-(methacrylester)dicumarin zu ermitteln, wird ein Signal im Aromatenbereich auf eins
genormt und das Signal fiir die COOCH;-Gruppe integriert. Aus den Werten berechnet sich
ein  Verhdltnis von 1:848 von 7-(tert-Butyldimethylsiloxy)-7’-(methacrylester)-
dicumarin : MMA. Fiir die folgenden Reaktionen an diesem Copolymer wird daher bei der
NMR-Auswertung nur Wert auf die Signale im Aromatenbereich gelegt. NMR-Signale des
Polymergrundgeriistes werden der Vollstindigkeit halber erwéhnt, wobei auch zusétzlich

auftretende eindeutige Signale erwéhnt werden.
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GPC (THF): My, = 1,68 - 10>, M, = 0,86 - 10°, My / M, = 1,96

DSC: T, = 128,21 °C

TGA: Tsy, =249 °C

'H-NMR (500 MHz, CDCl5):

§ [ppm] = 7.09-7.13 (m, 1H), 6.94-6. 96 (m, 2H), 6.87-690 (m, 1H),
6.62—6.64 (m, 1H), 6.56—6.57 (m, 1H), 3.78—-3.89 (m, 4H), 3.57 (s, 2544H),
1.78 — 1.93 (m, 1577H), 0.98 (s, 864H), 0.80 — 0.82 (m, 1645H), 0.20 (s, 6H).

8.2.19 Poly(MMA-co-MA-OH-Cum-D) (OH-Copo)

*, *,
* *
o o o o
o o

/ P / P
oTBS  LiOH OH
-
J_ [
0 . o) ) . o)

o) o) o) o)
Poly(MMA-co-MA-TBS-Cum-D) 382¢
Lithiumhydroxid [23,95 g / mol] 0,44 mmol 10,56 mg
Dimethylformamid 31 mL

Zur Entschiitzung der Hydroxyl-Gruppe im Polymer werden 3,82 g Copolymer in 15 mL
DMF gelost und anschlieBend 16 mL (33 mg LiOH in 50 mL DMF) zugeben. Es wird
angenommen, dass ein vollstdndiger Einbau des Dicumarinmonomers stattgefunden hat. Nach
4 h Riihren bei RT wird das entschiitzte Copolymer in 1,5 L MeOH ausgefillt und 1 d im HV
getrocknet. Wiederholtes Ausfillen in MeOH und anschlieBendes Trocknen ergibt 2,84 g
(74 %) Copolymer.

GPC (THF): My = 1,34 - 10°, M, = 0,70 - 10°, My / M, = 1,91

DSC: T, = 127,62 °C

TGA: Tsy, =292 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCl;):

8 [ppm] = 7.32 —7.42 (m, 1H), 6.96 —7.07 (m, 2H), 6.62 —6.73 (m, 3H), 3.59 (s, 2521H),
1.80 — 1.95 (m, 1552H), 1.01 (s, 847H), 0.82 — 0.84 (m, 1608H).
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8.2.20 Wirkstoffbeladung von OH-Copo mit Valproinsiure (Val-Copo),
Ibuprofen (Ibu-Copo) und Chlorambucil (C1-Amb-Copo)

*, *,

* *

o o

0 o
Soop Sop
OH oW DMAP, DCC o—WwW
THF
I I
(0] (e} (0] (e}

HO\H/\/\O\
o Cl
Wirkstoff (W): Hoﬁb\/\ HO%@\)\ NN
(@] ’)
0

Cl
Valproinsaure Ibuprofen Chlorambucil

Die folgenden Beladungen mit Wirkstoff werden wunter identischen Bedingungen
durchgefiihrt. Das Copolymer wird mit dem Wirkstoff, DCC, DMAP in THF gelost und fiir
4 d bei RT geriihrt. Anschlieend wird das Copolymer in 1 L MeOH ausgefillt, getrocknet
und nochmals in MeOH ausgefillt. Nach Trocknen des Polymers iiber einen Zeitraum von 2 d

im HV erhélt man die unten aufgefiihrten Ausbeuten an Ibu-Copo und Cl-Amb-Copo.

8.2.20.1 Val-Copo

Poly(MMA-co-MA-OH-Cum-D) 0,44 g
Dimethylaminopyridin = [122,17 g/ mol] 0,041 mmol 5,0 mg
Dicyclohexylcarbodiimid [206,34 g / mol] 1,000 mmol 0,21 g
Valproinsdure [144,21 g/ mol] 0,950 mmol 0,14 g
Tetrahydrofuran 10 mL

Die Ausbeute betrdgt 0,39 mg (89 %).

GPC (THF): My = 1,92 - 10>, My = 0,93 - 10°, My / M, = 2,06
DSC: T, = 129,31 °C
TGA: Ts% =287 °C
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'H-NMR (600 MHz, CDCl;):
§ [ppm] = 7.11 — 7.13 (m, 1H), 6.90 — 6.91 (m, 2H), 6.78 — 6.82 (m, 3H), 3.87 — 3.94 (m, 4H),
3.59 (s, 2481H), 1.81 — 1.96 (m, 1507H), 1.02 (s, 839H), 0.83 — 0.85 (m, 1607H).

8.2.20.2 Ibu-Copo

Poly(MMA-co-MA-OH-Cum-D) 0,25¢g
Dimethylaminopyridin = [122,17 g/ mol] 0,024 mmol 2,89 mg
Dicyclohexylcarbodiimid [206,34 g / mol] 0,500 mmol 0,10 g
Ibuprofen [206,28 g/ mol] 0,470 mmol 97,71 mg
Tetrahydrofuran SmL

Die Ausbeute betrdgt 0,23 g (91 %).

GPC (THF): My = 1,82 - 10>, M, = 0,91 - 10°, My / M, = 2,00

DSC: T, = 129,12 °C

TGA: Tsy, =288 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 7.25 - 7.29 (m, 2H), 7.12 — 7.18 (m, 2H), 7.11 — 7.13 (m, 1H), 6.90 — 6.91 (m, 2H),
6.78 —6.82 (m, 3H), 3.85-3.95 (m, 4H), 3.60 (s, 2504H), 2.47-2.48 (m, 2H),
1.81 —1.96 (m, 1527H), 1.02 (s, 829H), 0.84 — 0.85 (m, 1589H).

8.2.20.3 Cl-Amb-Copo

Poly(MMA-co-MA-OH-Cum-D) 0,25¢g
Dimethylaminopyridin ~ [122,17 g/ mol] 0,024 mmol 2,89 mg
Dicyclohexylcarbodiimid [206,34 g / mol] 0,500 mmol 0,10 g
Chlorambucil [304,21 g/ mol] 0,470 mmol 0,14 g
Tetrahydrofuran SmL

Die Ausbeute betrdgt 0,22 g (86 %).

GPC (THF): My = 1,94 - 10°, M, = 0,92 - 10°, My / M, = 2,12
DSC: T, = 127,09 °C
TGA: Ts% =304 °C
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'H-NMR (600 MHz, CDCl;):

8 [ppm] = 7.12 — 7.14 (m, 3H), 6.89 — 6.91 (m, 2H), 6.76 — 6.84 (m, 5H), 3.88 — 3.94 (m, 4H),
3.60 (s, 2496H), 2.64—2.69 (m, 2H), 2.54—2.61 (m, 2H), 1.81—-1.96 (m, 1514H),
1.02 (s, 827H), 0.83 — 0.85 (m, 1613H).

8.2.21 Referenzsubstanzen

Um die photochemisch freigesetzten Wirkstoffe auf der HPLC eindeutig identifizieren zu
konnen, werden Referenzsubstanzen hergestellt. Die Umsetzung fiir Valproinsdure und
Ibuprofen wird wie folgt durchgefiihrt. Wirkstoff, DMAP, DCC und 7-Hydroxycumarin
werden in 8 mL Chlorform gelost und 24 h bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung wird
anschlieBend filtriert und zweimal mit 0,5 M HCIl gewaschen. Es wird erneut mit ges.
Natriumhydrogencarbonat Losung gewaschen und die organische Phase iiber Natriumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wird eingeengt und das Rohprodukt im HV getrocknet. Die
beiden Rohprodukte werden iiber jeweils 200 g Kieselgel mit n-Pentan / Ethylacetat 80 : 20

als Laufmittelgemisch aufgereinigt.

8.2.21.1 7-(Valproyloxy)-cumarin (Val-Cum)

DMAP, DCC
CHCl o o o
N (0]

7-Hydroxycumarin [162,14 g / mol] 1,0eq 1,15mmol 0,19¢g
Dimethylaminopyridin ~ [122,17 g/ mol] 0,1eq 0,13 mmol 16,3 mg
Dicyclohexylcarbodiimid [206,34 g / mol] 24eq 2,78mmol 0,57 g
Valproinsdure [144,21 g/ mol] 22eq 2,55mmol 037g
Chloroform 8 mL

Die Ausbeute betrigt 0,26 g (79 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 7.68 (d, 1H, J=9.6 Hz), 7.47 (d, 1H, J=8.4 Hz), 7.08 (d, 1H, J=2.4 Hz),
7.02 (dd, 1H, J = 8.4 Hz, ] = 2.4 Hz), 6.39 (d, 1H, ] = 9.6 Hz), 2.59 - 2.68 (m, 1H), 1.56-1.65
(m, 4H), 1.37 - 1.47 (m, 4H), 0.97 (t, 6H, J = 7.5 Hz).
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BC-NMR (75 MHz, CDCl):

§ [ppm] = 174.3, 153.5, 151.1, 142.8, 128.5, 125.8, 118.5, 116.6, 116.0, 110.4, 45.4, 34.5,
20.7, 14.0.

GCMS: bei 26,81 min 288 M*

8.2.21.2 7-[a-Methyl-4-(isobutyl)phenylacetoyloxy]-cumarin (Ibu-Cum)

O ° M o DMAP, DCC  Og_ O o
* CHCI
x o) ’ & o)

7-Hydroxycumarin [162,14 g/ mol] 1,0eq 1,15mmol 0,19g
Dimethylaminopyridin = [122,17 g/ mol] 0,leq 0,13 mmol 16,3 mg
Dicyclohexylcarbodiimid [206,34 g / mol] 24eq 2,78mmol 0,57 g
Ibuprofen [206,28 g / mol] 2,2eq 2,55mmol 0,53 mg
Chloroform 8 mL

Die Ausbeute betragt 0,31 g (73 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8 [ppm] = 7.66 (d, 1H, I1=9.6 Hz), 7.44 (d, 1H, J=8.4Hz), 7.29 (d, 2H, J=8.1 Hz),
7.16 (d, 2H, J=8.1Hz), 7.02 (d, 1H, J=2.1 Hz), 6.94 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=2.1 Hz),
638 (d, 1H, J= 9.6Hz), 3.96 (q, 1H, J=72Hz), 248 (d, 2H, J=7.2Hz),
1.87 (hept, 1H, J = 6.6 Hz), 1.62 (d, 3H, J = 7.2 Hz), 0.91 (d, 6H, I = 6.6 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

8 [ppm] = 172.6, 160.3, 154.7, 153.5, 142.8, 141.1, 136.7, 129.6 (zwei C-atome), 128.4,
127.2 (zwei C-atome), 118.3, 116.6, 116.0, 110.3, 45.3, 45.0, 30.2, 22.4, 18.4.

GCMS: bei 32,86 min 350 M"
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8.2.21.3 7-[4-[p-|bis(2-Chlorethyl)amino|phenyl]|butanoyloxy]-cumarin (Cl-Amb-Cum)

HO
] ] N + \!)(\/\Q\N/\/CI DMAP, DCC
N H CHCI,

Cl

Cl
7-Hydroxycumarin [162,14 g / mol] 1,0eq 1,0l mmol 0,16 ¢
Dimethylaminopyridin =~ [122,17 g/ mol] 0,1eq 75,6 umol 9,2 mg
Dicyclohexylcarbodiimid [206,34 g / mol] 1,beq 1,66 mmol 0,34¢g
Chlorambucil [304,21 g/ mol] 1,5eq 1,51 mmol 0,46¢g
Tetrahydrofuran 40 mL

Chlorambucil (0,46 g, 1,51 mmol), DMAP (9,2 mg, 75,6 umol), 7-Hydroxycumarin (0,16 g,
1,01 mmol) und DCC (0,34 g, 1,66 mmol) werden in 40 mL trockenen THF geldst und 24 h
bei RT geriihrt. Das THF wird anschlieBend am Rotationsverdampfer abdestilliert und die
Losung mit Chloroform aufgenommen und filtriert. Die organische Phase wird je einmal mit
1 M HAc und Wasser gewaschen, mit Na,SO,4 getrocknet und am Rotationsverdampfer zur
Trockne eingedampft. Das Rohprodukt wurde iiber 200 g Kieselgel mit n-Pentan / Ethylacetat
80 : 20 als Laufmittelgemisch aufgereinigt. Die Ausbeute betrdgt 0,26 g (56 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCl;):

8 [ppm] = 7.69 (d, 1H, J=93Hz), 7.47 (d, 1H, J=84Hz), 7.12-6.99 (m, 4 H),
6.63 (t, 2H, J=9.0 Hz), 6.39 (d, 1H, ] = 9.6 Hz), 3.77 - 3.66 (m, 8H), 2.41 (t, 2H, ] = 7.2 Hz),
2.06 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 1.73 - 1.67 (m, 2H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL):

8 [ppm] = 171.3, 160.3, 156.9, 154.7, 154.1, 153.2, 144.4, 142.8, 130.7, 129.8, 129.7, 128.5,
118.3,116.0, 112.3, 110.4, 40.5 (zwei C-atome), 33.9 (zwei C-atome), 32.7, 30.9, 24.9.
ESI-MS m/e 512 [M" + H,0, 2 Nal].
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