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Einleitung und Motivation

1. Einleitung und Motivation

Aufgrund der wachsenden Bevolkerung und der zunehmenden Lebenserwartung nimmt die
Zahl an Krebserkrankungen weltweit stetig zu, wobei Lungenkrebs, Brustkrebs und
Darmkrebs die hiufigsten bosartigen (malignen) Tumorerkrankungen darstellen.! Im
fortgeschrittenen Stadium der Krebserkrankung kann es zur Ausbreitung der Tumoren im
gesamten Korper kommen. Dabei werden die malignen Zellen iiber die Blut- und
Lymphbahnen in andere Gewebe transportiert, wo sie sich ansiedeln und vermehren. Dieses
Phinomen bezeichnet man als Metastasierung. Findet eine Metastasierung in den Knochen
statt, so spricht man von sekundiren malignen Knochentumoren. Knochenkrebs? kann jedoch
auch direkt im Knochen bzw. Knochenmark entstehen. Im Vergleich zu anderen Krebsarten
sind solche primir malignen Knochentumoren (Sarkome) sehr selten. Wihrend die am
hiufigsten auftretenden Sarkome, dazu gehoren das Osteosarkom, das Ewing-Sarkom und das
Chondrosarkom, bereits erfolgreich geheilt werden konnen, ist das multiple Myelom bisher in
den meisten Fillen eine todlich verlaufende maligne Knochenerkrankung. Jahrlich erkranken
etwa 6 von 100.000 Personen in der europdischen Union neu am multiplen Myelom, wobei
mehr Minner als Frauen betroffen sind. Etwa die Hilfte der betroffenen Personen ist zum
Zeitpunkt der Diagnose bereits ilter als 65 Jahre und nur etwa 1 % jiinger als 40 Jahre.? Beim
multiplen Myelom vermehren sich im Knochenmark in hohem Mafe unkontrolliert entartete
Plasmazellen. Diese Myelomzellen unterdriicken einerseits die Bildung von normalen
Plasmazellen und beeinflussen andererseits empfindlich das Gleichgewicht zwischen
Knochenaufbau und -abbau. Somit ergeben sich aus der Erkrankung nicht nur die
Bekdampfung der Knochentumoren selbst, sondern auch die Behandlung der dabei
auftretenden Knochenresorption und damit verbundene mogliche Frakturen. Je nach Alter,
Gesundheitszustand und Stadium der Myelomerkrankung ist eine individuelle Therapie fiir
jeden einzelnen Patienten erforderlich. Neben der iiblichen Chemo- und Strahlentherapie
riicken innovative Medikamente, wie Proteasominhibitoren und Bisphosphonate in den Fokus
der Behandlung. Diese reduzieren das Myelomzellwachstum bzw. wirken hemmend auf den
Knochenabbau. Dadurch konnen einerseits die Symptome wihrend des Krankheitsverlaufes
gemindert werden. Andererseits wird durch das Einbeziehen der neuen Medikamente in die
Therapie eine Verlingerung der Lebenszeit erzielt. Die Verabreichung der Medikamente
erfolgt hauptsichlich oral oder intravends. Dadurch werden die Wirkstoffe iiber die Blutbahn
im gesamten Korper transportiert und konnen somit auch auf gesundes Gewebe wirken. Je

nach Dosis und Dauer der Einnahme zeigen Bisphosphonate und Proteasominhibitoren nicht
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zu vernachlidssigende Nebenwirkungen, welche entweder eine Reduktion der niedrigsten
wirksamen Dosis oder die Wahl einer effektiveren Verabreichungsmethode notig machen. Die
beim multiplen Myelom durch Knochenresorption auftretenden Knochendefekte konnen
operativ durch Knochenersatzmaterialien aufgefiillt und stabilisiert werden. Insbesondere die
Anwendung von Knochenzementen, wie Calciumphosphatzemente in Form von mischbaren
Pulvern und injizierbaren Pasten, ermoglichen ein Einmischen der Wirkstoffe direkt in das
Knochenersatzmaterial. Durch das Auffiillen des defekten Knochens mit dem
wirkstoffbeladenen Knochenzement ist eine gezielte Freisetzung des Wirkstoffes direkt am
Wirkort moglich. Diese Art der Verabreichungsmethode ermoglicht zudem eine wesentliche
Reduktion der Wirkstoffdosis und somit eine schonendere Therapie der Myelompatienten mit
bereits ausgeprigter Knochenresorption. Weiterhin konnen durch Modifizierung der
Zusammensetzung des CPCs einerseits die benotigten physikalischen, biologischen und
chemischen Eigenschaften fiir den zu behandelnden Knochen variiert werden. Andererseits
kann dadurch auch die Freisetzungskinetik des Wirkstoffes aus dem Zement angepasst
werden. Trotz dessen wird oftmals nicht das optimale Wirkstofffreisetzungsprofil fiir die
erforderliche Therapie erreicht. Insbesondere fiir Langzeittherapien ist es wichtig, dass der
Wirkstoff zundchst innerhalb kurzer Zeit in einer entsprechend hohen Wirkdosis und
anschlieBend {iiber einen ldngeren Zeitraum in geringeren Dosen freigesetzt wird. Diese
Tatsache macht es erforderlich ein weiteres System in den CPC zu integrieren, ohne die
Eigenschaften des Zementes signifikant zu verdndern und gleichzeitig die Freisetzung des

Wirkstoffes zu verbessern.

In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl an Drug-Delivery-Systemen auf Basis von
Polymeren entwickelt, um Wirkstoffe effizient an den vorgesehenen Wirkort zu transportieren
und dadurch deren Wirksamkeit und Vertrdglichkeit im physiologischen System zu
verbessern. Polymere konnen in den unterschiedlichsten Strukturen hergestellt und passgenau
fir den jeweiligen Wirkstoff modifiziert werden. Dendritische Polymere, wie perfekt
verzweigte Dendrimere und hochverzweigte Polymere, erweisen sich aufgrund ihrer
globularen Struktur und der Vielzahl an funktionellen Gruppen in der Peripherie als besonders
geeignete  Wirkstofftragersysteme. In den letzten Jahren wurden insbesondere
Polypropylenimin-, Polyamidoamin-Dendrimere und hochverzweigtes Polyethylenimin
hinsichtlich ihrer Synthese und ihrer charakteristischen Eigenschaften intensiv untersucht. Ein
entscheidendes Kriterium fiir den Einsatz dieser dendritischen Polymere als Wirkstofftriger
im physiologischen System ist deren Biokompatibilitit. Aufgrund der hohen Anzahl an

Aminogruppen besitzen diese Polyamine iiber einen grolen pH-Bereich eine positive
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Oberflachenladung und sind somit in der Lage mit negativ geladenen biologischen
Membranen in Wechselwirkung zu treten. Solche ionischen Interaktionen fiihren i. d. R. zur
Zerstorung  gesunder Zellen.* Durch Modifizierung der peripheren Gruppen mit
biokompatiblen Einheiten, wie Sacchariden oder Aminosduren, wird die Biokompatibilitit der
dendritischen Strukturen signifikant erhoht. Dabei ermdoglicht die Anbindung von
Saccharideinheiten eine spezifische Bindung dieser dendritischen Glykopolymere an
Rezeptoren auf Membranoberflichen und somit ihre Aufnahme in die Zellen.> Weiterhin wird
nichtkollagenen Proteinen eine entscheidende Rolle bei der Biomineralisation von Knochen
zugesprochen. Dazu gehort das Glykoprotein Bone-Sialoprotein (BSP), welches einen hohen
Anteil an sauren Aminosduren (Glutaminsdure und Asparaginsdure) in der Polypeptidkette
aufweist. Diese Aminosduren konnen die Keimbildung und das Wachstum der
Hydroxylapatitkristalle beeinflussen.® 7 Aus der Literatur sind bisher Drug-Delivery-Systeme
auf der Basis von dendritischen Polyaminen modifiziert mit Saccharideinheiten oder
Peptidketten bekannt. Von erhohtem Interesse im Hinblick auf die Knochenregeneration sind
jedoch innovative Wirkstofftrigersysteme, die alle drei Komponenten und somit die

Eigenschaften dendritischer Polymere mit denen von Sacchariden und Polypeptiden vereinen.
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2. Grundlagen

2.1 Multiples Myelom

Das Multiple Myelom ist eine bosartige Knochenkrebserkrankung, bei der es zu einer
unkontrollierten Vermehrung entarteter, antikorperbildender Plasmazellen im Knochenmark
kommt. Beim gesunden Menschen entwickeln sich aus Knochenmarkstammzellen B-
Lymphozyten (B-Zellen), eine Vorstufe der Plasmazellen.® Nach Reifung und Kontakt mit
Antigenen werden die aktivierten B-Zellen zur Proliferation (Vermehrung) und
Differenzierung angeregt. Dabei entstehen letztendlich ausdifferenzierte Plasmazellen, welche
antigenspezifische Antikorper, sogenannte Immunglobuline, produzieren. Man unterscheidet
fiinf Hauptklassen der Immunglobuline, wobei eine spezifische Plasmazelle nur eine der
Immunglobulinklassen produzieren kann. Beim Multiplen Myelom kommt es hingegen zu
einer starken Verinderung des genetischen Materials des B-Lymphozyten.” Aus dieser B-
Zelle entstehen entartete Plasmazellen, welche sich unkontrolliert vermehren und in hohem
MaBe Bruchstiicke bzw. komplette Antikorper einer Immunglobulinklasse produzieren.
Dieses monoklonale Immunglobulin, auch M- oder Paraprotein genannt, ist jedoch nicht
richtig funktionstiichtig und kann somit seine Aufgabe der Infektionsabwehr nicht mehr
erfiillen. Zudem wird die Produktion normal funktionierender Immunglobuline durch das M-
Protein eingeschrinkt, wodurch zusitzlich das Immunsystem des Myelompatienten
geschwicht wird. Neben der erhohten Neigung zu Infekten sind Anédmie, eine Einschriankung
der Nierenfunktion, ein erhéhter Kalziumgehalt im Blut (Hyperkalzdmie), Knochenschmerzen
und osteolytische Lisionen typische klinische Manifestationen.® Entscheidend fiir das
Multiple Myelom ist nicht nur die Entartung der Plasmazellen, sondern auch die
Mikroumgebung im Knochenmark, in dem sich die Myelomzellen entwickeln und
vermehren.'® Aufgrund von spezifischen Adhisionsmolekiilen sind Myelomzellen in der Lage
im Knochenmark an Stromazellen zu binden.?> Dadurch werden sowohl von den
Myelomzellen als auch von den Stromazellen vermehrt Zytokine (u. a. Interleukine (speziell
Interleukin 6), Tumornekrosefaktoren (TNF), Receptor Activator of Nuclear Factor kB
Ligand (RANKL) und Wachstumsfaktoren, wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
und andere myelomzellen- bzw. osteoklastenstimulierende Faktoren gebildet. Diese fithren
zum einen zu einer erhohten Tumorzellenvermehrung und andererseits zu einer erhohten
Knochenresorption, wobei gleichzeitig die Osteoblastenaktivitit, also der Knochenaufbau,

gehemmt ist.>> > 112 Je nach Typ und Schwere der Erkrankung und dem Alter des Patienten
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gibt es verschiedene Therapieansitze zur Behandlung des Multiplen Myeloms.!*!® Dabei
sollen zum einen die Myelomzellen selbst bekdampft und andererseits die durch das Multiple
Myelom verursachten Knochenleiden verhindert bzw. behandelt werden. Bei Patienten jiinger
als 70 Jahre und einem allgemein guten Gesundheitszustand gilt die Hochdosis-
Chemotherapie mit Zytostatika und anschlieBender autologer Stammzelltransplantation als
Standardtherapie zur Reduktion der Tumorzellmasse. Weiterhin kommen verschiedene
Wirkstoffe einzeln oder in Kombination mit anderen Substanzen in unterschiedlichen
Therapiephasen zum Einsatz. Insbesondere die Verabreichung neuerer Substanzen, wie
Proteasominhibitoren (Bortezomib und Carfilzomib) und immunmodulatorische Wirkstoffe
(Thalidomid, Lenalidomid und Pomalidomid) erhoht die Ansprechrate auf die Chemotherapie
und dessen Wirksamkeit. Aulerdem verldngern sie die Remission, d. h. das temporére oder
dauerhafte Nachlassen der durch das Myelom verursachten Symptome, und die
Uberlebenszeit der Patienten. Bisphosphosphonate werden speziell zur Vermeidung bzw.
Behandlung der Knochenresorption durch das multiple Myelom eingesetzt, wodurch das

Risiko von Frakturen wihrend der Erkrankung wesentlich gesenkt werden kann.

2.2 Potentielle Wirkstoffe zur Behandlung bei Multiplem Myelom

2.2.1 Statine

Cholesterin wird nicht nur tiber die Nahrung aufgenommen, sondern zu einem grof3en Teil
vom Korper selbst gebildet. Ein erhohter Cholesterinspiegel kann u. a. das Risiko von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen steigern. Um den Cholesterinspiegel zu senken werden héaufig Statine
angewendet. Sie gehdren zur Substanzklasse der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A
(HMG-CoA)-Reduktase-Inhibitoren und reduzieren durch die Hemmung des Enzyms HMG-
CoA-Reduktase die Cholesterinbiosynthese. Statine wirken aber nicht nur cholesterinsenkend
sondern beeinflussen auch die Knochenneubildung bei krankheitsbedingten Knochendefekten.
Lipophile Statine (Abbildung 2.1), wie Mevastatin, Fluvastatin, Simvastatin und Lovastin,
erhohen die Expression des Knochen-Morphogenese-Proteins BMP-2. Daraus resultieren eine
verstirkte Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu knochenbildenden Osteoblasten
und eine erhohte Proliferation der Osteoblasten. Dieser Effekt konnte jedoch fiir hydrophile
Statine, wie Pravastatin, nicht bestitigt werden. Weiterhin wurde fiir die Statine Simvastatin,
Mevastatin und Pitavastatin eine Hemmung der Osteoblastenapoptose (programmierter
Zelltod der Osteoblasten) festgestellt. AuBerdem reduzieren Statine die Osteoklastogenese

und somit die Anzahl an knochenabbauenden Osteoklasten. Eine erhohte Dosis von Statinen
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im Vergleich zur klinisch iiblichen Dosis durch orale oder intravindse Verabreichung hat eine
positive Wirkung auf die Knochenregeneration, kann aber auch verstirkt zu Nebenwirkungen
fithren. Deshalb werden lokale Behandlungen von Knochendefekten mit statinbeladenen
Knochenersatzmaterialien in Form von festen Tragergeriisten, Mikrokugeln oder injizierbaren

Hydrogelen mit niedrigerer Wirkstoffdosis untersucht.!”

Simvastatin Mevastatin Lovastatin

Fluvastatin

Abbildung 2.1: Lipophile Statine.
2.2.2 Bisphosphonate

Die Wirkstoffgruppe der Bisphosphonate wird in der Medizin zur Reduzierung eines
krankhaft gesteigerten Knochenabbaus bei Erkrankungen wie Osteoporose, osteolytische
Knochenmetastasen und tumorassoziierter Hyperkalzimie eingesetzt. Bisphosphonate sind
Analoga der Pyrophosphate, wobei die Briicke zwischen den Phosphonatgruppen nicht ein
Sauerstoffatom sondern ein Kohlenstoffatom bildet. Dadurch sind die Bisphosphonate
metabolisch stabil und werden nicht wie die Pyrophosphate enzymatisch abgebaut. Besteht
eine Seitengruppe des Kohlenstoffatoms aus einer Hydroxylgruppe wird die Bindungsaffinitit
des Wirkstoffes zum Knochen erhoht. Je nachdem, ob in der anderen Seitenkette ein
Stickstoffatom vorhanden ist, wirken die Bisphosphonate iiber verschiedene Mechanismen
hemmend auf die Bildung der Osteoklasten bzw. auf die Knochenresorption. Dadurch
tiberwiegt der Knochenaufbau durch die Osteoblasten. Allgemein unterscheidet man die
Bisphosphonate nach drei Generationen (Abbildung 2.2). Zur ersten Generation gehoren
Bisphosphonate mit aliphatischen Seitenketten oder Halogenen, wie Etidronat oder Clodronat.
Diese Wirkstoffe besitzen die geringste Wirkpotenz, d. h. es muss eine hohe Dosis des
Wirkstoffes fiir eine effektive Therapie verabreicht werden. Bisphosphonate der zweiten
Generation (u. a. Pamidronat, Alendronat und Ibandronat) besitzen in der Seitenkette eine

Aminogruppe. Bei der dritten Generation besteht die Seitenkette aus einem stickstofthaltigen
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Heterozyklus, wodurch diese Bisphosphonate die hochste Wirkpotenz besitzen. Dazu gehodren
z. B. Risedronat und Zoledronat. Insbesondere bei fortgeschrittenem Knochenbefall mit
malignen Tumoren (multiples Myelom, Mammakarzinom) kommt es zu einer erhdhten
Osteoklastenaktivitdit und somit zu einer starken Resorption der Knochensubstanz. Der
verstdarkte Knochenabbau fiihrt zu einem erhohten Kalziumspiegel im Blut, der sogenannten
Hyperkalzdmie. Durch die Langzeiteinnahme von Bisphosphonaten in regelmiBigen
Abstinden kann dieser tumorbedingten Hyperkilzamie entgegengewirkt und signifikant das
Risiko von Knochenfrakturen gesenkt werden. Beim multiplen Myelom wird insbesondere
Zoledronat eingesetzt. Es schiitzt nicht nur den Knochen vor Resorption und Frakturen,
sondern zeigt zudem eine effektive Wirkung gegen die Knochentumorzellen. Trotz der
knochenschiitzenden Wirkung koénnen bei der Behandlung mit Bisphosphonaten
schwerwiegende Nebenwirkungen, wie bisphosphonatassoziierte Kieferosteonekrosen oder
einer Beeintriichtigung der Nierenfunktion auftreten. Daher ist eine genaue Uberwachung der

Therapie und bei Bedarf eine Reduzierung der Dosis bzw. ein Abbruch der Therapie mit

Bisphosphonaten notig.> 18 12
1. Generation 2. Generation 3 Generation
H;C OH
Ho_ X_OH N -
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Abbildung 2.2: Bisphosphonate der ersten, zweiten und dritten Generation.
2.2.3 Proteasominhibitoren

Proteasomen sind katalytische Komplexe im Zellkern und Zytoplasma eukaryotischer Zellen,
welche strukturell geschidigte bzw. nicht mehr bendtigte Proteine abbauen. Dieser streng
regulierte Proteinabbau ist ein wichtiger Mechanismus fiir essentielle Zellfunktionen, wie die
Zellzyklusprogression, die Gentranskription und die Apoptose. Wird jedoch die Funktion der
Proteasomen gehemmt, sammeln sich abzubauende Proteine in der Zelle an. Dadurch kann

der Stoffwechsel in der Zelle nicht mehr reguliert werden und es kommt letztlich zum Zelltod.
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Bortezomib (Abbildung 2.3) ist der erste Protesominhibitor, welcher sowohl in vitro als auch
in vivo eine hohe Wirksamkeit gegen Myelomzellen zeigte. Verschiedene Studien belegten
dabei eine signifikante Reduktion von Zytokinen, welche fiir das Myelomzellwachstum, die
Osteoklastenfunktion und die Knochenresorption verantwortlich sind. Zudem wurde durch
Bortezomib eine gesteigerte Osteoblastenaktivitit festgestellt, wodurch der Knochenaufbau
begiinstigt wird. Maligne Zellen reagieren auf die Hemmung der Proteasomen wesentlich
empfindlicher als gesunde Zellen. Wihrend also die malignen Zellen absterben sind die
gesunden Zellen in der Lage sich wieder zu regenerieren. Die Zellregeneration der
nichtmalignen Zellen kann jedoch nur erfolgen, wenn durch das Bortezomib maximal 80 %

der Proteasomen reversibel gehemmt werden.? 2022

Das von Millennium Pharmaceuticals als Velcade® vertriebene Bortezomib ist ein
dipeptidisches Boronsdurederivat. Es besteht strukturell aus einer Pyrazinoyl-, einer
Phenylanalyl- und einer L-Boronoleucin-Einheit, welche iiber Peptidbindungen miteinander
verbunden sind. Die Synthese des Wirkstoffes erfolgt zunéchst liber das stabile trimere
Boronsdureanhydrid, welches mit dem Hilfsstoff Mannitol zu einem Diester umgesetzt wird.
Die fiir die Behandlung des multiplen Myeloms aktive Form des Bortezomibs wird durch

Losen des Diesters in Kochsalzlosung erhalten.?

Neben der potenten Wirkung bei multiplem Myelom weist Bortezomib jedoch auch
schwerwiegende Nebenwirkungen auf. So kommt es hidufig zu einer peripheren Neuropathie,
d. h. einer Nervenschadigung insbesondere in Hinden und Fiilen. Proteasominhibitoren der
zweiten Generation, wie Carfilzomib (Abbildung 2.3), zeigen im Vergleich zu Bortezomib

weniger stark ausgeprigte Nebenwirkungen und zudem eine hohere Wirksamkeit.> !¢

; $ ﬁw“ﬁuﬁ;“om
[N/j/mH 0 -\( \©

o

Bortezomib Carfilzomib

Abbildung 2.3: Proteasominhibitoren der ersten Generation (Bortezomib) und der zweiten
Generation (Carfilzomib).
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2.3 Knochenersatzmaterialien (KEM)

Der Knochen ist ein bemerkenswertes lebendes Gewebe, das verschiedene
Schliisselfunktionen im Korper iibernimmt. Neben der Stiitzfunktion und dem Schutz der
Organe ist es am Stoffwechsel verschiedener Mineralstoffe, wie zum Beispiel Calcium,
beteiligt. Weiterhin findet im Knochenmark primédr die Bildung von Blutzellen statt.
Aufgrund der verschiedenen Funktionen wird eine stitige Versorgung mit Sauerstoff und
Nihrstoffen benotigt.”* Im Gegensatz zu anderen Korpergeweben ist der Knochen in der Lage
kleinere Defekte und Frakturen durch Selbstheilung zu regenerieren. Kommt es hingegen zu
groBeren Knochendefekten oder pathologischen Frakturen kann die Funktion des Knochens
nur durch chirurgische Rekonstruktion wieder hergestellt werden.” Bereits vor iiber 100
Jahren wurden sowohl korpereigene (autogen) als auch korperfremde (allogen — menschlich,
xenogen — tierisch) Knochen transplantiert.?® >’ 1881 berichtete Sir William Macewen von
einer erfolgreichen allogenen Knochentransplantation zur Wiederherstellung eines
menschlichen Oberarmknochens.”® Neben menschlichem bzw. tierischem Spenderknochen
konnen weitere biologische und auch synthetische Materialien als Knochenersatzmaterialien
(KEM) fiir die Auffiillung des Knochendefektes bzw. die Knochenregeneration eingesetzt
werden. Ein ideales KEM sollte sowohl osteogen (Knochenneubildung durch Osteoblasten),
osteokonduktiv ~ (Knochenwachstum  am  Leitgeriist),  osteoinduktiv ~ (Anregung
Knochenneubildung durch Differenzierung knochenbildender Zellen) als auch osteointegrativ
(strukturelle und funktionale Verbindung zwischen KEM und Knochen) sein.?® * Zusiitzlich
sind eine hohe Biokompatibilitit und —resorbierbarkeit sowie eine strukturelle Ahnlichkeit
zum Knochen erforderlich. Das Knochenersatzmaterial sollte einfach handhabbar und
kosteneffektiv sein.’! Im Folgenden werden die KEM nach ihrer Herkunft in drei Gruppen

unterteilt:

2.3.1 Biologische Knochenersatzmaterialien

Autogenes Transplantat

Bei der autogenen Transplantation wird korpereigenes Gewebe fiir die Rekonstruktion des
defekten Knochens verwendet. In der modernen Medizin gelten autogene Transplantate als
,»Goldstandard®. Sie verfiigen iiber eine hohe osteogene Kapazitit und ein osteokonduktives
Geriist mit lebenden Zellen und Proteinen fiir eine optimale Defektheilung ohne eine
AbstoBungsreaktion auszulosen. Nachteilig allerdings sind unter anderem die begrenzte

Verfiigbarkeit an transplantierbarem Knochen und die weitere benotigte Operation fiir die
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Entnahme des Transplantats und die damit verbundenen moglichen Komplikationen (erhohtes

Infektions- und Frakturrisiko, Nervenschidigungen, Himatome).2* 32

Allogenes Transplantat

Allogene Knochentransplantate werden von einem Individuum der gleichen Spezies
gewonnen. Dabei handelt es sich entweder um Lebendspenden oder posthum entnommenes
Knochenmaterial. Die Transplantate von Lebendspendern stammen meist aus klinikeigenen
Knochenbanken. Die posthum entnommenen Knochenmaterialien werden hingegen von
Unternehmen aufbereitet und kommerziell vertrieben. Die allogenen Knochentransplantate
werden in unterschiedlichen Formen aus kortikalem Knochen (kompaktes Knochengewebe),
der Spongiosa (schwammartiges Innenknochengewebe) oder kortikospongidosem Knochen
bereitgestellt. Es werden sowohl vollstindige Knochensegmente als auch Spongiosachips,
Spongiosablocke und Granulate transplantiert. Die Transplantation allogener Knochen birgt
jedoch einige Risiken. Es konnen Autoimmunerkrankungen auftreten, Krankheits-
erregeriibertragungen oder virale Infektionen mit dem humanen Immundefizienz-Virus oder
Hepatitis B/C erfolgen. Um diese Risiken zu vermeiden, werden nur sehr selten
Frischtransplantate verwendet. Durch Einfrieren bzw. Gefriertrocknen der allogenen Knochen
werden Immunreaktionen gegen das Transplantat reduziert und biologische und biochemische
Eigenschaften nur teilweise beeinflusst. Zusétzlich konnen weitere Sterilisationstechniken wie
zum Beispiel gamma-Bestrahlung angewendet werden. Jedoch nehmen mit einer
aggressiveren Konservierungs- und Sterilisationsbehandlung der Transplantate ihre
osteoinduktiven Eigenschaften stark ab, da wichtige Knochenzellen zerstort und Proteine
denaturiert werden. Zusitzlich verschlechtern sich auch die Osteokonduktivitit und die
mechanischen Eigenschaften im Vergleich zu frischen Transplantaten. Trotz der Aufbereitung
des Knochengewebes besteht immer ein Restrisiko Krankheiten an den Empfinger zu

iibertragen.? %

Neben den mineralisierten allogenen Transplantaten konnen auch demineralisierte Materialien
zur Anwendung kommen. Demineralisierte Knochenmatrix (DKM) wird durch
Dekalzifizierung des kortikalen Knochens hergestellt, wobei die trabekuldre Struktur erhalten
bleibt. Aufgrund der Priparationsmethode verbleibt eine hohe Anzahl an Wachstumsfaktoren
in der Matrix. Dadurch besitzt die DKM im Gegensatz zum mineralisierten
Knochentransplantat sowohl osteokonduktive als auch osteoinduktive Eigenschaften.
Allerdings resultiert aus der Demineralisierung eine schwache strukturelle Stabilitit wodurch

die DKM nur im strukturell stabilen Umfeld transplantiert werden kann.*! Aufgrund der
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gravierenden Nachteile sind allogene Knochentransplantate nur bedingt gute

Ersatzmaterialien im Vergleich zum autogenen Knochen.

Xenogene Transplantate

Bei Xenotransplantationen gehoren Spender und Empfianger nicht der gleichen Spezies an.
Der Spender ist ein Tier und der Empfinger ein Mensch. Xenogene Transplantate werden
hauptsichlich von Rindern, Schweinen und Korallen gewonnen. Wie bei den allogenen
Transplantaten besteht das Risiko immunologischer AbstoBungsreaktionen und der
Krankheitsiibertragung durch Bakterien, Viren oder Prionen. Bei bovinen Materialien kann es
insbesondere zur Ubertragung der bovinen spongioformen Enzephalopathie kommen. Deshalb
wird wihrend des Herstellungsverfahrens samtliches organisches Material entfernt, was zu
einem Verlust der osteogenen und osteoinduktiven Eigenschaften fiihrt. Das zuriickbleibende
porose Hydroxylapatit entspricht der mineralischen Struktur des menschlichen spongidsen

Knochens und dient lediglich als Leitstruktur fiir das Knochenwachstum.*’

Eines der wissenschaftlich am besten dokumentierten xenogenen Transplantate ist Bio-Oss®
(Geistlich Pharma AG, Schweiz). Das bovine Hydroxylapapatit zeichnet sich durch seine sehr
guten mechanischen Eigenschaften (Langzeitstabilitit) aus und besitzt eine vergleichbare

PorengroBe zum menschlichen Knochen.?: 3!

Deproteiniertes Knochenmineral kann
zusitzlich auch mit synthetisch hergestellten zellbindenden Peptiden beschichtet werden.
Diese Peptide binden fiir den Knochenaufbau wichtige Zellen, welche analog dem natiirlichen

Mechanismus proliferieren und differenzieren.?! 34

2.3.2 Synthetische Knochenersatzmaterialien

Metalle und Metalllegierungen

Metallische Implantate basierend auf rostfreiem Stahl, Titan bzw. Titanlegierungen und
verschiedene Cobalt-Chrom-Legierungen werden seit Jahrzehnten bevorzugt in der
Orthopidie (z. B. kiinstliche Hiift- und Kniegelenke, Bandscheibenprothese), Unfallchirurgie
(z. B. Platten, Schrauben, Négel), Zahnmedizin und Herz- und Gefdlchirurgie alngewendet.35
Aufgrund der hohen Zug- und Ermiidungsfestigkeit sind Metallimplantate stark mechanisch
belastbar. Im Allgemeinen sind die heutzutage eingesetzten Metalle und Metalllegierungen
korrosionsbestindig und finden Anwendung als Langzeitimplantate. Allerdings kann der
Einsatz durch mogliche Metallionenfreisetzung im Korper limitiert werden. Es konnen

toxische bzw. allergische Reaktionen durch Nickel, Cobalt und Chrom auftreten und diese
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konnen sogar eine Karzinogenese bewirken.’® Beim Einsatz von Metallimplantaten zur
kurzzeitigen Fixierung von Frakturen ist eine zweite Operation zur Entfernung der
stabilisierenden Platten, Schrauben und Nigel notig. Um diese zusétzlichen Operationen und
die damit verbundenen Unannehmlichkeiten fiir den Patienten und die zusitzlichen Kosten zu
vermeiden, wird mittlerweile an biologisch abbaubaren Metallimplantaten geforscht, welche
wihrend der Frakturheilung durch Korrosion im physiologischen Milieu vollstindig abgebaut
werden. Dabei stehen speziell Magnesium und Magnesiumbasierende Legierungen im Fokus
der Biomaterialwissenschaftler, da selbst hohe Mengen dieses Metalls vom Korper toleriert
werden.*> 37 3% Weiterhin spielen verschiedene molekulare und biologische Prozesse an der
Implantat/Gewebe-Grenzfliche eine wichtige Rolle fiir eine erfolgreiche Integration des
metallischen Implantats in das umgebende Gewebe. Fiir eine verbesserte Osseointegration,
insbesondere von Langzeitimplantaten, werden die Oberflachen bioinerter Metallimplantate
mittels mechanischer, chemischer oder physikalischer Methoden modifiziert und somit
bioaktiviert.>> %40 Neben den kompakten und wenig flexiblen Metallimplantaten werden seit
kurzer Zeit intensiv Metallschiaume (Abbildung 2.4) als potentieller Knochenersatz
entwickelt.*! Neben den sehr guten mechanischen Eigenschaften und der hohen Flexibilitit

ermoglicht die porose Struktur ein Einwachsen von Knochenzellen, Blutgefden und Nerven.

Abbildung 2.4: Metallschiume als Knochenersatzimplantate (Quelle: Modell eines metal-
lischen Implantates, Fraunhofer IFAM Dresden).

Zur Herstellung metallischer Schiume eignen sich insbesondere Titan** 43 und Tantal** %
aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitit und Korrosionsbestindigkeit. Auch Eisen und Mag-
nesium werden in Form von Metallschiumen als bioabbaubarer Knochenersatz gepriift.*¢ 47
Dariiber hinaus ist es moglich, Wirkstoffe iiber das metallische Implantat in das zu

regenerierende Gewebe mit einzubringen. Dies kann z. B. iiber polymere oder keramische
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Beschichtungen des Implantates, aber auch direkt iiber das Metall als Schaum bzw. als

biologisch abbaubares Material erfolgen.®

Polymere

Polymere fiir den Knochenersatz werden in natiirliche und synthetische Polymere unterteilt.
Zu den natiirlichen Polymeren gehoren u. a. Kollagen und Alginat, wobei Kollagen das am
hédufigsten verwendete Polymer ist. Von den 19 bekannten Kollagentypen sind jedoch nur Typ
I, I und II fiir die Anwendung als Geriistmaterial geeignet. Die Stabilitit und die
mechanischen Eigenschaften konnen dabei durch Vernetzung erhoht werden.*® Synthetische
Polymere fiir die Knochenregeneration sind hauptsidchlich Polyetherketone, lineare,
aliphatische Polyester (Polymilchsdure, Poly-g-caprolacton), Polyurethane, Polyphosphazene
oder auch Polyether (Polyethylenglykol, Polethylenoxid). Bei diesen Polymeren unterscheidet
man zusitzlich hinsichtlich der Biodegradierbarkeit. Zum Beispiel wird das biostabile
Polymer Polymethylmethacrylat (PMMA) in Form des Knochenzements sowohl in der
orthopiddischen Chirurgie zur Fixierung von Gelenkprothesen als auch in der Zahnmedizin fiir
Teil- bzw. Vollprothesen und Provisorien verwendet. Die toxischen Inhaltsstoffe (Monomer,
Inhibitoren, Initiatoren etc.) konnen jedoch zu allergischen Reaktionen beim Patienten fiihren.
AuBerdem kommt es durch die exotherme Polymerisation zu einer Erhitzung auf iiber 40 °C
an der Grenzschicht zwischen Knochen und Implantat. Diese kann zur Nekrose des
umliegenden Gewebes und damit verbundenen Entziindungsreaktionen fiihren.*> *’ Polyester,
wie Polyglykolid, Polymilchsdure und Copolymere aus diesen Materialien, sind resorbierbar
und werden insbesondere als Schrauben und Stifte zur Fixierung von Knochenfrakturen
eingesetzt. Die Abbaudauer kann dabei durch Variation des Molekulargewichtes, der
Kristallinitdt und der Zusammensetzung der Copolymere eingestellt werden. Dariiber hinaus
konnen diese bioabbaubaren Polymere u. a. auch zur Herstellung von Nahtmaterial, Platten

und Netzen verwendet werden.3!> 480

Calciumphosphate und Calciumphosphatzemente

Calciumphosphate (CaP) sind Mineralien aus Calcium- und Phosphationen und
gegebenenfalls Wasserstoff- bzw. Hydroxidionen. Man unterscheidet strukturell zwischen
Ortho- (PO4+*), Pyro- (P.07*) und Polyphosphaten ((PO3),"), wobei Orthophosphate die
Hauptmineralkomponente der Hartgewebe biologischer Systeme darstellen. Dabei handelt es
sich speziell um kristallinen Apatit, dessen Ionen nicht stochiometrisch in der Gitterstruktur
angeordnet sind. Dieses ,,biologische Apatit* besteht neben Calcium und Phosphat auch aus

Natrium, Magnesium und Carbonat. In Tabelle 2.1 sind die wichtigsten Orthophosphate mit
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stochiometrischer Zusammensetzung zusammengefasst. Sie sind alle in Sdure, jedoch nicht in
Wasser 10slich. Dabei gilt: Je groBler das Ca:P-Verhiltnis, desto wasserunloslicher sind die

Orthophosphate.!

Tabelle 2.1:  Ubersicht biologisch relevanter Calciumorthophosphate’?

Verbindung Abkiirzung Chemische Formel Ca:P
Monocalciumphosphat-

Monohydrat MCPM Ca(H2PO4)2-H20 0,5
Monocalciumphosphat-

Anhydrat MCPA Ca(H2POs)2 0,5
Dicalciumphosphat- - poppy gyt CaHPO4-2 H;0 1,0
Dihydrat

Dicalciumphosphat- - pop s Monetit CaHPO, 1,0
Anhydrat

Octacalciumphosphat OCP Cag(HPO4)2(PO4)s-5 H.O 1,33
a-Tricalciumphosphat a-TCP a-Caz(POa4)> 1,5
B-Tricalciumphosphat B-TCP B-Caz(PO4)2 1,5
Amorphes

Calciumphosphat ACP Ca(POs),-n HO 1,2-22
Calciumdefizitirer Caj0-x(HPO4)x(PO4)6.+(OH)2-x
Hydroxylapatit CDHA 0<x<1) L5-167
Hydroxylapatit HA Caio(PO4)s(OH)2 1,67
Tetracalciumphosphat TTCP Cas(PO4)20 2,0

Aufgrund der Ahnlichkeit mit dem natiirlichen Knochenmaterial besitzen Calciumphosphate
eine hohe Biokompatibilitdt. Sie sind auflerdem bioaktiv, bioabbaubar und osteokonduktiv.
Kommerziell erhiltliche CaP (Abbildung 2.5) unterscheiden sich nach ihrer Herkunft
(natiirlich bzw. synthetisch), der Zusammensetzung, der physikalischen Form und den
physikochemischen Eigenschaften.’® Insbesondere finden CaP in Form von Keramiken als
vorgefertigte Blocke bzw. Granulate mit unterschiedlicher Porositit Anwendung als
Knochenimplantate (ausfiihrliche Betrachtung der Keramiken im anschlieBenden Kapitel).
Keramikblocke weisen eine hohe mechanische Stabilitit auf. Aufgrund ihrer Festigkeit
konnen sie jedoch nicht perfekt an den Knochendefekt angepasst werden, wodurch die

Knochenheilung erschwert werden kann. Granulate hingegen passen sich besser als Blocke an
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den jeweiligen Defekt an. Problematisch sind allerdings die mogliche Migration in das

umliegende Gewebe und die geringe mechanische Stabilitiit.>*

Abbildung 2.5: Verschiedene Formen der Knochenersatzmaterialien auf Calciumphosphat-
Basis.”

Eine weitere Form der CaP sind Knochenzemente. Sie werden seit den 1980er Jahren intensiv
untersucht. Dabei handelt es sich um Zwei- oder Mehrkomponentensysteme, welche aus einer
oder mehreren pulverformigen Calciumorthophosphaten und einer wissrigen Losung
bestehen. Durch Mischen der festen und fliissigen Komponenten entsteht eine formbare Paste,
welche direkt in den Knochendefekt eingearbeitet werden kann. Das Abbinden und die
Aushirtung des Calciumphosphatzements (CPC) findet in vivo im Knochen unter
physiologischen Bedingungen statt. Das ermdglicht, im Gegensatz zu den CaP-Keramiken,
eine sehr gute geometrische Anpassung des Zements und einen effektiven Knochen-Zement-
Kontakt speziell bei komplexen Defekten. Wihrend des Abbindens und Aushirtens entstehen
durch Losungs- und Fillungsprozesse hauptsichlich gering kristalliner HA bzw. CDHA oder
Brushit (DCPD). Welche Art von Calciumphosphatverbindung gebildet wird, hidngt im
Wesentlichen von der Partikelgrole der Ausgangssubstanzen, dem pH-Wert des
Reaktionsgemisches und der Temperatur wihrend dem  Verarbeitungs- und
Aushirtungsprozesses ab.’® Das Abbinden des Zementes erfolgt iiber Siure-Base-Reaktionen
bzw. Hydrolyse.’®* HA bzw. CDHA entstehen durch beide Reaktionstypen. Brushit-Zemente
hingegen entstehen ausschlieBlich durch Reaktion einer relativ sauren und einer relativ
basischen CaP-Komponente. Der kontinuierliche Prozess des Abbindens erfolgt zunichst
durch Freisetzung von Calcium- und Phosphationen aus den CaP-Pulvern. Dabei entsteht eine
tibersittigte Losung, in der die Keim- und Kristallitbildung der sich neu bildenden CaP-Phase

an den CaP-Pulverpartikeln stattfindet. Die dabei entstehenden nadel- bzw. plattchenformigen

15



Grundlagen

Kristalle (Abbildung 2.6) wachsen so lange wie die Ausgangssubstanzen sich in wissriger

Losung auflosen. 68

Abbildung 2.6: SEM: Mikrostrukturierter Calciumphosphatzement — nadel- und pléttchen-
formige Kristalle.’®

Die Abbindezeit kann durch verschiedene Faktoren wie PulverpartikelgroBe,
Pulver/Fliissigkeit-Verhiltnis, Zugabe von Calcium- bzw. Phosphationen, Kristallisations-
keimen oder Kristallwachstumsinhibitoren angepasst werden.”® Letztendlich entstehen die
porose Struktur und die mechanische Stabilitit der Zemente durch das Verzahnen der
wachsenden Kristalle. Gut prédparierte CPC-Probenkorper kénnen zwar annidhernd die des
natiirlichen Knochens entsprechenden Druck- und Zugfestigkeiten erreichen, allerdings ist
nicht klar, inwieweit diese mit in vivo ausgehirteten Zementen vergleichbar sind. Auflerdem
besitzen natiirliche Knochen eine signifikant geringere Sprodigkeit als Zemente auf CaP-
Basis. Dadurch kénnen CPC nur in nicht bzw. wenig lasttragenden Knochendefekten oder in
Kombination mit metallischen Implantaten angewendet werden.®® Neben Grofe, Anzahl,
Morphologie und Verteilung der Kristalle in der sich neubildenden CaP-Phase iibt die
Porositdt entscheidend Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften sowie die
Resorbierbarkeit des CPC aus. Durch Einmischen von Porenbildnern konnen Makroporositit
und Interkonnektivitit in den mikrostrukturierten Zementen realisiert werden, ohne die
Abbindeeigenschaften zu verdndern (Abbildung 2.7). Dadurch nimmt einerseits die
Festigkeit der CPC stark ab. Andererseits ermoglichen die miteinander verbundenen Mikro-
und Makroporen ein Eindiffundieren biologischer Fliissigkeiten, wie Blut, und das
Einwachsen von Knochengewebe, was wiederum den aktiven Abbau des Implantats durch
Knochenzellen (Osteoklasten) begiinstigt. Fiir eine ausreichende Interkonnektivitit ohne
groferen Festigkeitsverlust konnen deshalb zum Beispiel resorbierbare Fasern eingesetzt
werden. Diese verstirken einerseits kurzzeitig die Belastbarkeit des Zementes. Andererseits
wird ein Einwachsen des Knochens durch die entstehenden, miteinander verbunden

Makroporen beim Abbau der Fasern ermoglicht.’® >® Verschiedene Strategien und Methoden
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zur FEinbringung von Makroporen in die Calciumphosphatzemente, wie Auslaugung,

Schaumbildung oder Emulsion, sind ausfiihrlich von Ginebra et al.®! beschrieben worden.

Rl =

Abbildung 2.7: Makroporoser, interkonnektierender CDHA durch Zusatz eines Schaum-
bildners in die fliissige Phase des CPC.°!

Trotz ihrer geringen mechanischen Belastbarkeit finden CPC vielseitig Anwendung in der
Dentalmedizin, Gesichts- und Schidelchirurgie und bei diversen Frakturen (Wirbel,
Handgelenk, Hiiftgelenk, etc.). Dabei konnen sowohl hochviskose Pasten manuell in den
Knochendefekt eingearbeitet oder als Pasten mit geringerer Viskositdt minimal invasiv

injizieriert werden.

Keramiken

Keramiken sind anorganische, nichtmetallische Knochenersatzmaterialien, welche iiber einen
Hochtemperatursinterungsprozess aus pulverformigen biologischen bzw. synthetischen
Ausgangssubstanzen hergestellt werden.>” %> Die dabei entstehenden glasartig-amorphen oder
kristallinen Werkstoffe konnen nach ihrer Biokompatibilitit in bioinerte, bioaktive und

bioresorbierbare Keramiken unterschieden werden.®

Aluminiumoxid (Al203)- und Zirkoniumoxid (ZrO;)-Keramiken sind bioinerte Werkstoffe
mit exzellenten mechanischen Eigenschaften und hoher Korrosionsbestindigkeit. Sie werden
vorwiegend im Dentalbereich® in Form von Zahnkronen und -briicken und in der

65, 66

orthopédischen Chirurgie als Hiiftgelenksendprothesen angewendet.

Bioaktive Hydroxylapatit- (Caio(PO4)s(OH)2, HA) und Tricalciumphosphatkeramiken
(Caz(PO4)2, a- und B-TCP) sind osteokonduktiv und besitzen eine dhnliche chemische
Zusammensetzung wie das im Knochen natiirlich vorkommende Apatit. Durch spezifische
chemische und biologische Prozesse an der bioaktiven Hydroxylapatitoberfldache entsteht ein
Verbund mit dem neugebildeten Knochen ohne die Ausbildung einer Bindegewebsschicht.®’

Diesen Vorgang nennt man Verbundsosteogenese. Synthetisches Hydroxylapatit ist sprode
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und kann zellulir nur in sehr geringem Malle abgebaut werden. Aus biologischen
Ausgangsstoffen (z. B. Boviner Spongiosa) hergestellte HA-Keramiken besitzen ein
interkonnektierendes Porensystem, wodurch eine gute Osteointegration moglich wird. Bei
HA- und TCP-Keramiken aus synthetischen Ausgangsmaterialien muss das Porensystem
durch spezielle Herstellungsverfahren erzeugt werden. Im Gegensatz zu Hydroxylapatit wird
Tricalciumphosphat nicht nur zelluldr, sondern auch durch chemische L&sungsvorginge
schnell abgebaut. Durch Kombination von sprodem Hydroxylapatit mit resorbierbarem TCP
konnen biphasige Keramiken hergestellt werden. Sie vereinen die gewiinschten Eigenschaften
der jeweils einzelnen Keramiken. Durch Variation der Zusammensetzung kann bei einem
hoheren Anteil an HA eine verbesserte mechanische Festigkeit und somit ein stabileres
Implantat erzeugt werden. Bei einem hoheren Anteil an TCP wird durch die schnelle
Resorbierbarkeit hingegen ein besseres An- und Einwachsen des neugebildeten Knochens
ermoglicht. Bioaktive Keramiken werden in unterschiedlichen physikalischen Formen
(Pulver, Granulate, Blocke etc.) sowohl in der Orthopidie als auch in der Dentalmedizin als
Knochenersatzmaterial angewandt. Zusitzlich konnen sie als Tridgersystem fiir Antibiotika

und Krebsmedikamente dienen.3! 433052

Bioaktive Gliser

Glasartige Knochenersatzmaterialien bestehen aus Netzwerkbildnern (SiO2, P2Os und B203)
und Netzwerkwandlern (Alkali- und Erdalkalimetalloxide). Die Herstellung der bioaktiven
Glaser erfolgt klassisch iiber das Schmelzen der Ausgangsstoffe bei 1200 °C bis 1500 °C.
Durch schnelles Abkiihlen der Schmelze wird Kristallisation verhindert und es entsteht die
typische glasartige Struktur. Das erste bioaktive Glas wurde 1969 von Larry L. Hench
entwickelt und ist unter dem Namen Bioglass 45S5 bekannt. Es besteht aus 45 % SiO»,
24.5 % Nax0, 24,5 % CaO und 6 % P>Os und besteht somit nur aus im Korper natiirlich
vorkommenden Mineralien. Ein weiteres Herstellungsverfahren ist der Sol-Gel-Prozess.
Dabei bildet sich ein Netzwerk aus Solpartikeln (Gelbildung) durch Hydrolyse und
Polykondensation von Alkoxiden. Im Gegensatz zu den iiber den Schmelzprozess
hergestellten Bioglidser besitzen die Sol-Gel-Glédser eine bessere Zusammensetzung und
hohere Bioaktivitit. Allerdings konnen iiber beide Herstellungsverfahren nur Mikroporen mit
ungleichmifBiger und unzureichender Verteilung realisiert werden. Werden beim Sol-Gel-
Verfahren strukturlenkende Substanzen zugegeben, konnen mesoporose Glasstrukturen
generiert werden, die eine geordnete Porenstruktur mit Porengréen im Bereich von 2 bis

50 nm besitzen. Bioaktive Glidser zeichnen sich insbesondere durch ihre hohe
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Biokompatibilitidt, Bioresorbierbarkeit und Osteokonduktivitit aus. Beim Kontakt mit
physiologischen Losungen, wie Blut, konnen die Wassermolekiile leicht in die offene
Silicatstruktur eindringen. Dabei werden Ionen freigesetzt und das bioaktive Glas abgebaut.
Zum einen bildet sich aus den freigesetzten Calcium- und Phosphationen eine
Oberflachenschicht aus carbonatsubstituiertem Apatit, welche einen starken Verbund
zwischen Implantat und Knochen ermdoglicht. Dadurch konnen bioaktive Glidser sowohl an
Weich- als auch an Hartgewebe stabil anbinden. Andererseits regen die ionischen
Abbauprodukte die Angiogenese (Wachstum bereits vorhandener Blutgefifle) an,
beeinflussen die Genexpression und begiinstigen die Osteoblastendifferenzierung. Diese
Eigenschaften hingen im Wesentlichen von der Zusammensetzung des Bioglases und der

damit verbundenen Ionenfreisetzung ab.%% %

Bioaktive Gldser werden u. a. als Knochenfiillmaterial in der Zahnheilkunde und als
Knochenplatten in der Gesichtschirurgie angewandt. Aufgrund ihrer mechanischen
Eigenschaften, insbesondere der geringen Bruchzdhigkeit, sind sie jedoch nicht als
lasttragende Implantate geeignet. Allerdings konnen durch Sinterung pordse glasartige
Geriiststrukturen erhalten werden, deren Druckfestigkeit der des kortikalen Knochens
entspricht. Eine weitere Anwendung wire die Beschichtung tragfahiger Metallimplantate mit
Bioglidsern zur Erhohung der Biokompatibilitidt, wodurch eine Fixierung der Prothese am
Knochen moglich ist. 3 Der Einsatz bioaktiver Gliser als Trigersystem fiir Wirkstoffe und

bioaktive Molekiile wird in Kapitel 2.4 ausfiihrlicher diskutiert.

2.3.3 Komposite

Einphasige Materialien, wie Metalle, Polymere oder Keramiken, bieten nur teilweise die
notwendigen Anforderungen fiir eine optimale Knochenneubildung. Sie unterscheiden sich
entweder strukturell oder in der Zusammensetzung von natiirlichem Knochen. Der Knochen
selbst ist ein komplexes System aus etwa einem Drittel organischen und zwei Drittel
anorganischen Bestandteilen. Dabei besteht die anorganische Mineralphase hauptsichlich aus
Apatit. Die organische Matrix setzt sich gro3tenteils aus Kollagen Typ I und einem geringen
Anteil an nichtkollagenen Proteinen zusammen.”” Das flexible Kollagen bildet ein
strukturelles Geriist in dem die HA-Kristalle verankert sind, welche die mechanische
Festigkeit des Knochens erzeugen. Dieses Zusammenspiel von Struktur und
Zusammensetzung macht den Knochen zu einem idealen mehrphasigen Verbundmaterial,
einem Komposit. Die mineralische Phase ist dabei nicht direkt, sondern iiber die

nichtkollagenen Proteine mit dem Kollagen verbunden.”! Aufgrund der starken Ahnlichkeit
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mit dem natiirlichen Knochen sind mehrphasige Materialien auf der Basis von Hydroxylapatit
und Kollagen die naheliegendsten Komposite. Weiterhin werden vor allem Metalle,
Keramiken und natiirliche bzw. synthetische Polymere als Kompositmaterialien eingesetzt.
Durch die Kombination dieser und anderer Materialien zu einem Verbundmaterial konnen
sowohl osteokonduktive, osteoinduktive und osteogene Eigenschaften in einem Implantat
realisiert werden.’! Je nach Zusammensetzung sind die Komposite nicht, teilweise oder
vollstidndig resorbierbar und fiir unterschiedlichste Knochendefekte entsprechend anpass- und

einsetzbar.

2.4 KEM als Drug-Delivery-Systeme (DDS)

Die Verabreichung von Medikamenten stellt in der modernen Medizin eine grof3e
Herausforderung dar. Um dem Patienten eine hohe Wirksamkeit ohne bzw. mit nur geringen
Nebenwirkungen ermoglichen zu konnen, muss der Wirkstoff im erkrankten Gewebe selektiv
angereichert oder kontrolliert iiber einen bestimmten Zeitraum freigesetzt werden. Der Einsatz
vieler Wirkstoffe ist aufgrund ihrer hohen Toxizitdt gegeniiber gesundem Zellgewebe, der
geringen Loslichkeit bzw. der Instabilitidt im physiologischen Milieu oder einer mangelnden
Passierbarkeit biologischer Barrieren in die Organe limitiert.”> Zur Uberwindung dieser
Schwierigkeiten werden seit Jahrzenten sogenannte Drug-Delivery-Systeme (DDS)
entwickelt. Sie werden als Trédgersysteme definiert, welche einen entsprechenden Wirkstoff
aufnehmen, diesen im physiologischen System zum gewiinschten Wirkort transportieren und
dort den Wirkstoff kontrolliert freisetzen, ohne ihn in seiner biologischen Wirksamkeit zu
verdandern. Die Freisetzung hingt dabei im Wesentlichen von der Mikrostruktur des DDS, der
Loslichkeit des WS und der Art der Bindung zwischen WS und der Matrix des DDS ab. Ist
das Trigersystem resorbierbar, beeinflusst zusitzlich der Mechanismus des Abbaus die WS-
Freisetzung.”’” DDS konnen aus den unterschiedlichsten Materialien bestehen. Je nach
Zusammensetzung, Groe und Form ist die Aufnahme verschiedenster Wirkstoffe und somit

eine breite therapeutische Anwendung méoglich.”

Calciumphosphatzemente

Ginebra et al.’” ™ beschreiben ausfiihrlich das hohe Potential der Calciumphosphatzemente
als Drug-Delivery-Systeme. Aufgrund der Ausfillung und Aushirtung des CPC bei
Raumtemperatur bzw. bei 37 °C und der dabei entstehenden intrinsischen Porositit konnen
sowohl Wirkstoffe, biologisch aktive Molekiile als auch Zellen in den CPC ohne eine

thermische Denaturierung oder einen Aktivitdtsverlust eingearbeitet werden. Die Beladung
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des CPC kann durch Behandeln der bereits ausgefillten CPC-Blocke oder -Granulate mit der
Wirkstofflosung erfolgen. Dabei wird entweder die Wirkstofflosung tropfenweise auf die
CPC-Oberfliche aufgetragen oder der CPC in die Wirkstofflosung eingetaucht. Effektiver ist
jedoch das Einmischen des Wirkstoffes in eine der beiden Zementphasen vor der Ausfillung
und Aushirtung des Zementes, da diese Art der WS-Beladung sowohl fiir manuell formbare
als auch injizierbare Zementpasten angewendet werden kann. Die Verteilung des WS im
gesamten Material erfolgt iber das Losen in der fliissigen Phase wesentlich homogener als
iber das Einmischen in die Pulverzementphase. Der Einbau der WS-Molekiile findet dabei
weniger in das Kristallgitter der ausfallenden Apatit- bzw. Brushitkristalle statt. Vielmehr
erfolgt ein Einschluss zwischen den verschrinkten Kristallen. Dabei liegen die WS-Molekiile
entweder gelost in der fliissigen Phase in den Mikroporen, adsorbiert oder chemisch gebunden
auf der Oberfldache der neugeformten Kristalle oder in fester Form als Wirkstoffkristalle oder
—aggregate vor. Die Komplexierung von Wirkstoffen oder anderen biologischen Molekiilen in
den CPC kann jedoch den Mechanismus der Ausféllung und Aushértung, die rheologischen
Eigenschaften und die Mikrostruktur beeinflussen. Wie stark die Anderungen der
Materialeigenschaften durch WS-Molekiile sind, hingt hauptsidchlich von der Chemie der WS
und somit von den resultierenden Wechselwirkungen mit dem CPC, von der WS-
Konzentration und iiber welche Phase (fliissig oder Pulver) der Wirkstoff eingemischt wird

ab.

b)

Abbildung 2.8: Mechanismen der WS-Freisetzung aus CPC nach Ginebra et al.’’:
a) diffussionskontrolliert, b) Beschleunigung durch Resorption,
¢) Verlangsamung durch in vivo gebildete HA-Schicht.

Die Wirkstofffreisetzung aus dem CPC ist generell ein diffusionskontrollierter Prozess, wenn
die Triagermatrix im Freisetzungsmedium nicht quillt oder sich auflost (Abbildung 2.8a)).
Calciumphosphatzemente konnen jedoch aktiv durch Osteoklasten und Makrophagen oder
passiv durch chemische Losungsvorgidnge und Hydrolyse resorbiert werden. Der aktive

Abbau der schwerloslichen Apatitzemente ist wesentlich langsamer als die Freisetzung der
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WS-Molekiile. In diesem Fall bleibt die Freisetzung diffusionskontrolliert. Bei Brushit
hingegen ist die Loslichkeit im physiologischen Medium um ein bis zwei Groflenordnungen
hoher als bei HA. Somit wird dieser Zement aktiv und passiv abgebaut und die Freisetzung
entsprechend beschleunigt. Die Freisetzung des Wirkstoffes ist somit nicht mehr diffusions-
sondern resorptionskontrolliert (Abbildung 2.8b)). Im Gegensatz dazu kann die Ausbildung
einer HA-Schicht in vivo an der Oberfliche bioaktiver CPC genau das Gegenteil bewirken.

Dadurch wird die Diffusion der WS-Molekiile aus dem CPC verlangsamt (Abbildung 2.8c)).

Antibiotika wurden hinsichtlich des Einbaus und der Freisetzung aus CPC bisher am

75-71

intensivsten untersucht. Unter anderem wurden Aminoglykoside, wie Gentamicin’>’/, und

Glykopeptide, wie Vancomycin’®%0

, zur Prophylaxe gegen eventuell entstechende Infektionen
durch die Transplantation oder bei bereits bestehenden Knocheninfektionen mit Bakterien
untersucht. Die verschiedenen Studien zeigen in Abhingigkeit vom verwendeten
Antibiotikum und CPC unterschiedlich hohe Freisetzungsraten iiber Zeitrdume von wenigen
Tagen bis hin zu mehreren Wochen. Allerdings werden Antibiotika insbesondere aus
resorbierbaren Zementen héufig zu schnell freigesetzt. Um die Freisetzung zu verzdgern
wurden Polymere, wie Polyacrylsdure, Polyacrylamid, Chitosan oder Alginat den Zementen

1.81

beigemischt. Schnieders et a konnten z.B. die Freisetzung von Gentamicin aus

Apatitzement durch das Einmischen von antibiotikabeladenen Poly(milchsédure-co-

.32 berichten von

glykolsdure)-Mikrokugeln in den Zement signifikant verzogern. Bohner et al
einer Verzogerung der Gentamicinfreisetzung aus Brushit/Polyacrylsdure-Kompositen. Dabei

wurden in die Mikroporen Polyacrylsdure/Gentamicin-Gele eingebracht.

Rheumatische  Arthritis,  Osteoarthritis  oder  post-operativen  Schmerzen  bei

Knochenimplantationen erfordern eine schmerzstillende und entziindungshemmende

83-87 89, 90

Therapie. Indomethacin®"’, Ibuprofen®® und Acetylsalicylsiure sind nichtsteroide
entziindungshemmende Wirkstoffe, die auf die wirksame Freisetzung aus CPC untersucht
wurden. Aufgrund der moglichen Komplexierung von Calcium durch Salicylsdure werden
jedoch die rheologischen und mechanischen Eigenschaften der CPC stark beeinflusst.®
Ibuprofen hingegen zeigte keinerlei Interaktionen mit HA-Zement. Die Freisetzung des WS
erfolgte zu 100 % innerhalb von 48 Stunden. Um dem entgegenzuwirken wurde Ibuprofen in
geringfiigig methoxyamidierte Pektin-Mikrokugeln verkapselt, wodurch eine kontrollierte

WS-Freisetzung aus dem Kompositmaterial erzielt werden konnte.

Der Einsatz von Krebsmedikamenten bei bosartigen Knochentumoren fiihrt bei der bisherigen

Verabreichung zu starken Nebenwirkungen, obwohl diese durch eine lokale Behandlung
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direkt am Knochen reduziert werden konnten. Nur wenige Studien beschreiben bisher die
Entwicklung geeigneter wirkstoffbeladener CPC.'"7 Diese sollen einerseits Knochendefekte
nach der Tumorentfernung stabilisieren und Knochenneubildung anregen und andererseits
relevante Krebsmedikamente (z. B. Mercaptopurine, Paclitaxel oder Cisplatin) gezielt
freigeben. Cisplatin, ein Chemotherapeutika, zeigte eine hohe Freisetzung aus Apatitzement
zwischen 20 % und 60 % iiber 4 Wochen.”® Diese hohe Freisetzungsrate fiihrt jedoch zu einer
hohen Cisplatinkonzentration in Niere und Leber und beeintrachtigt zudem die Knochenneu-
bildung. Weiterhin konnen hohe, lokale Konzentrationen des Krebsmedikamentes das

umliegende gesunde Gewebe schidigen.”’

Bei Osteoporose ist das Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und- abbau gestért. Um dem
tibermiBigen Knochenabbau entgegenzuwirken wird seit Jahrzehnten die Hormonersatz-
therapie (HET) angewandt. Allerdings birgt insbesondere die Langzeitverabreichung von
Ostrogenen u. a. ein hohes Brustkrebsrisiko. Deshalb wird immer hiufiger die HET durch
antiresorptive, nichthormonelle Therapien mit z. B. Bisphosphonaten ersetzt. Insbesondere
Alendronat und Pamidronat wurden fiir die lokale Behandlung direkt am pordsen Knochen in
CPC untersucht.”® %! Trotz der geringeren Druckfestigkeit der CPC durch den Einbau von

Bisphosphonaten zeigten die Studien vielversprechende Freisetzungsraten.

Dariiber hinaus konnen auch Molekiile mit hoher molarer Masse wie Wachstumsfaktoren und
andere Proteine in CPC eingearbeitet werden. Insbesondere die Superfamilie der
transformierenden =~ Wachstumsfaktoren-beta (TGF-B), wozu auch die Knochen-
Morphogenese-Proteine (engl. bone morphogenic proteins, BMP) gehoren, konnen, neben
anderen Funktionen, die Knochenbildung stimulieren. Durch Injektion verabreichte
Wachstumsfaktoren diffundieren sehr schnell vom Implantat weg und wirken damit nur
gering auf die Knochenregeneration ein. Durch das Einbringen von Wachstumsfaktoren in
CPC kann die Proteinfreisetzung kontrolliert werden, wobei gleichzeitig knochenaufbauende
Zellen in den Zement migrieren konnen. Studien'*!% belegen jedoch, dass die freigesetzte
Menge an Wachstumsfaktoren zundchst hoch ist und nach wenigen Tagen nur noch
gleichbleibend geringe Mengen aus dem CPC abgegeben werden. Dabei werden zunichst
ungebundene Proteinmolekiile von der Oberfliche des CPC in das umliegende Medium
freigesetzt werden. Die Wachstumsfaktoren innerhalb des CPC binden sehr stark mit dem
Zement. Dadurch wird die Freisetzung stark herabgesetzt. Durch die Verwendung von aktiv
resorbierbaren CPC kann die TGF-B-Freisetzungsrate erhoht werden. Einen guten Uberblick

iiber die verschiedenen CPC beladen mit Wachstumsfaktoren geben Ginebra et al.>” 74,
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Neben Wirkstoffen und Proteinen wird zunehmend auch die Aufnahme und Freisetzung von
Ionen in CPC untersucht. Dabei liegt der Schwerpunkt einerseits auf am Knochenumbau
beteiligte Ionen, wie z. B. Calcium-, Phosphat- oder Strontiumionen.’” 19110 Andererseits
sind Tonen mit antimikrobieller Wirkung wie Silberionen von grolem Interesse. Aufgrund der
aktiven Resorbierbarkeit zeigen Brushitzemente eine hohere Silberionenfreisetzung als

Apatitzemente und sind damit eine gute Alternative zu mit Antibiotika beladenen CPC.!!!-!13

Keramiken

Im Gegensatz zu CPC werden bioaktive Keramiken bei sehr hohen Temperaturen hergestellt.
Da die meisten pharmazeutischen Wirkstoffe eine niedrige Zersetzungstemperatur besitzen,
konnen diese nicht vor bzw. wihrend des Sinterungsprozesses in die Ausgangskomponenten
eingearbeitet werden. Die Beladung mit Wirkstoffen findet erst im Anschluss des
Herstellungsprozesses durch Imprignierung der Keramiken mit gesittigten WS-Losungen
statt. Fiir die Aufnahme und Freisetzung von WS ist die Porositit der Keramiken
entscheidend. Strukturparameter, wie Grofle, Anzahl, Verteilung, Form und Konnektivitit der
Poren sowie die mogliche Funktionalisierung der Keramikoberfliche, konnen durch die
Anpassung der Sinterungstemperatur, -zeit und der Materialzusammensetzung beeinflusst
werden. Dadurch ist es moglich sowohl kleinere als auch groflere Wirkstoffe und biologische
Molekiile in die Keramik zu integrieren. Wie bei den CPC ist durch den direkten Kontakt des
bioaktiven Materials mit dem angrenzenden Knochen und Gewebe eine WS-Freisetzung aus
der Keramik besonders effektiv. Keramiken als DDS werden hauptsidchlich fiir die
Knochenregeneration bei kritischen Defekten, zur Infektionsbehandlung, bei osteoporotischen
Frakturen und zur Knochenkrebstherapie angewendet.!'* Dabei kommen Keramiken in Form
von Blocken, Granulaten oder Pulvern zum Einsatz. Zum Beispiel konnte durch das
Einbringen von Wachstumsfaktoren in biphasige Keramiken aus HA und TCP im Vergleich
zu nicht WS-beladenen Keramiken ein verstirktes Knochenwachstum belegt werden.!!>1!7
Weiterhin werden Keramiken aber insbesondere als Beschichtungen auf Metallimplantaten

aufgebracht. Diese werden niher in diesem Kapitel im Abschnitt Metalle erliutert.

Biogliiser

Die bereits benannten Vorteile der bioaktiven Glaser (Kapitel 2.3.2) in Kombination mit der
Wirksamkeit aufgenommener und am Wirkort freigesetzter Wirkstoffe bzw. bioaktiver
Molekiile machen Bioglédser zu hocheffektiven DDS. Sowohl osteoinduktive Wirkstoffe, wie
Peptide, Hormone und Wachstumsfaktoren, als auch Medikamente, wie Antibiotika, kénnen

in diese knochenregenerierenden Materialien integriert werden. Wie bei den Keramiken ist
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das Einmischen der potentiellen Wirkstoffe vor bzw. wihrend dem Schmelzprozess im
klassischen Herstellungsverfahren aufgrund der hohen Temperaturen nicht sinnvoll. Erst nach
dem Abkiihlen der Glédser konnen diese in WS-Losungen getaucht werden. Die WS
interagieren in den Poren iiber Wasserstoffbriicken bzw. iiber physikalische Adsorption auf
der bioaktiven Glasoberfliche (Abbildung 2.9). Im Sol-Gel-Prozess hingegen konnen die
biologischen Molekiile direkt in das Bioglas wihrend dem Herstellungsprozess integriert
werden. Diese Methode wird bei Raumtemperatur durchgefiihrt, wodurch die bioaktive
Funktion der WS erhalten bleibt.®> 18 In verschiedenen Studien wurden u. a. antimikrobielle
Substanzen zur Privention bzw. Heilung bakterieller Infektionen bei Knochenimplantationen

in mikroporosen Biogldsern mit verschiedenen Zusammensetzungen getestet.!!-123
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Abbildung 2.9: schematische Darstellung der Wechselwirkungen von Gentamicinsulfat
(GS) mit mesopordsem Bioglas nach Xia und Wang!**; 1 — GS an der
Porentffnung, 2 — GS eingeschlossen in der Pore, keine H-Briicken mit Si-
OH oder P-OH, 3 — GS eingeschlossen in der Pore, mit H-Briicken mit Si-
OH oder P-OH, 4 — GS an der Bioglasoberfliche adsorbiert.

Aufgrund der ungleichmédBigen PorengroBe und -verteilung konventionell hergestellter
Bioglidser ist die WS-Freisetzung aus diesen Implantatstrukturen nicht optimal. Bei
mesoporosen Biogldsern ist die Porenstruktur hingegen sehr gleichmiflig Je nach
Zusammensetzung, Morphologie, Herstellungsverfahren und Beladungsmethode kann die
PorengroBe angepasst und somit die diffusionskontrollierte WS-Freisetzung beeinflusst
werden.'” Xia und Chang!?* beschreiben die Beladung und Freisetzung des Antibiotika
Gentamicinsulfat in mesopordse Biogldaser im Vergleich zu konventionellen Bioglédsern.
Aufgrund der erhohten spezifischen Oberfliche und dem groen Porenvolumen stehen
wesentlich mehr funktionelle Gruppen (Si-OH, P-OH) fiir die Wechselwirkung mit WS-
Molekiilen (Abbildung 2.9) zur Verfiigung. Dadurch koénnen die mesopordosen Materialien

einerseits dreimal so viel Wirkstoff aufnehmen wie mikropordse Gldser. Andererseits wird
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der Wirkstoff durch die Vielzahl an Wasserstoffbriicken stirker zuriickgehalten als in
konventionellen Bioglidsern. Je nach Wirkstoff und Anwendung kénnen mesopordse Bioglas-
DDS in Form von Pulvern, Fasern, dreidimensionalen Geriisten oder Kompositen hergestellt

werden.'®

Metalle

Im Vergleich zu polymer- und CaP-basierenden Drug-Delivery-Systemen gibt es im
Zusammenhang mit Knochenregeneration nur wenig Literatur®® zur Wirkstofffreisetzung aus
metallischen Implantaten. Um Metallimplantate als Trigersysteme zu nutzen, konnen
verschiedene Strategien angewendet werden. Hiufig werden potentielle metallische
Implantate mit wirkstoffbeladenen Polymeren oder Keramiken beschichtet. Dabei wurden
bioabbaubare Polymere wie Polymilchsdure, Polyglykolsidure, Milchsdure-Glykolsaure-
Copolymere oder Polyethylenglykol als Beschichtungsmaterial fiir die Freisetzung
antibakterieller Wirkstoffe gepriift.'>!3! Die metallischen Implantate werden entweder in
Polymer/WS-Losungen eingetaucht und luftgetrocknet bzw. mit der Polymer/WS-Losung
bespriiht oder mit einer zuvor hergestellten Polymer/WS-Manschette umbhiillt. Je nachdem wie
oft das Eintauchen bzw. Bespriihen wiederholt wird, kann die Polymerschichtdicke und somit
auch die WS-Menge variiert werden. Die Freisetzung der Antibiotika aus den
Polymerbeschichtungen erfolgt dabei iiber Diffusion oder Erosion. Die Beladung von
Keramikbeschichtungen wird hauptsidchlich durch das Eintauchen der metallischen Implantate
in einer gesittigten Calciumphosphatlosung realisiert. Auf der metallischen Oberflache bildet
sich durch Keimbildung und Wachstum von HA-Kristallen eine gleichmifB3ige
Apatitkristallschicht aus. AnschlieBend wird der Beschichtungslosung der Wirkstoff
beigemischt. Durch erneutes Eintauchen des Implantats in die Calciumphosphat/WS-Losung
einsteht eine zweite Apatitschicht mit eingelagertem WS. Stigter et al.!*? untersuchten den
Einschluss und die Freisetzung verschiedener Antibiotika in bzw. aus solchen
keramikbeschichteten  Titanimplantaten. Die Freisetzungsraten waren denen der
polymerbeschichteten Metallimplantate anndhernd gleich. Dariiber hinaus konnen Wirkstoffe
auch direkt auf der Metalloberfliiche kovalent gebunden!*!3> bzw. iiber selbstanordnende

6

Monoschichten'*® oder als Nanopartikel'*” '3 angelagert werden. Weiterhin stellen auch

Metallschiume geeignete DDS dar, in deren Poren die WS eingearbeitet werden konnen.!3-14!
Zur Anwendung von resorbierbaren Metallimplantaten als DDS bei der Knochenregeneration
gibt es jedoch bisher noch keine Untersuchungen. Insbesondere Magnesium ist ein geeignetes

abbaubares Metall, da hohe Konzentrationen des Metalls im Korper toleriert werden und die
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Abbaubarkeit durch die Zusammensetzung der Magnesiumlegierung angepasst werden

kann 38, 142

Polymere

Natiirliche und synthetische Polymere stellen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Zusammensetzung und Struktur potenzielle DDS fiir unterschiedliche therapeutische
Anwendungen dar. Je nach Ausgangsmaterial und Herstellungsprozess'4® konnen polymere
Materialien mit unterschiedlicher GroéBe, Funktionalitit und Form speziell fiir die
Knochenregeneration hergestellt werden. Dadurch ist es moglich, ein prizises
Knochenersatzmaterial entweder aus dem Polymer allein oder in Kombination mit anderen
Materialien, wie z. B CaP-basierenden Materialien'*, zu generieren und mit entsprechenden
Wirkstoffen oder biologischen Molekiilen zu beladen. In Abhéngigkeit von den Eigenschaften
des Polymers (z. B. Bioabbaubarkeit oder Wasserloslichkeit) kann die Freisetzung der
biologisch aktiven Substanzen direkt am Wirkort Knochen gesteuert werden. In den
vergangenen Jahren wurden sowohl natiirliche als auch synthetische Polymere als DDS
vorwiegend mit antibakteriellen und entziindungshemmenden Wirkstoffen, Bisphosphonaten
und Wachstumsfaktoren fiir die Knochenregeneration untersucht.!** %> Aufgrund der Vielzahl
an veroffentlichten Studien und Untersuchungen sollen an dieser Stelle nur ausgewihlte,
aktuelle Beispiele natiirlicher und synthetischer Polymere als potenzielle DDS fiir die

Knochenregeneration kurz dargestellt werden.

Die natiirlichen Polymere Chitosan und Kollagen stellen aufgrund ihrer sehr guten
Biokompatibilitit, Bioabbaubarkeit und geringen Toxizitit geeignete Polymere fiir die
gezielte und kontrollierte Freisetzung von verschiedenen therapeutischen Wirkstoffen dar. Die
Herstellung von Wirkstofftrdgern mit Chitosan erfolgt u. a. iiber Miniemulsion, chemische
oder ionische Gelbildung, Koazervation/Ausfillung, Spriihtrocknungstechniken oder
Selbstassemblierung. Je nach Herstellungsverfahren konnen Membranen, Schwidmme, Fasern,
Mikrokugeln oder Hydrogele generiert werden.!® 46 Doty et al.!*’ beschreiben ein
bioabbaubares Komposit aus in Calciumsulfat integrierten Chitosanmikrokugeln. Der
Calciumsulfatzement enthilt ausschlieBlich das Antibiotikum Vancomycin, wihrend die
Chitosanmikrokugeln in unterschiedlichen Verhéltnissen mit Vancomycin und dem
Wachstumsfaktor rhBMP-2 beladen sind. Die in vitro Untersuchungen zeigten, dass durch die
Kombination dieser beiden Therapeutika in einem KEM iiber einen klinisch relevanten
Zeitraum gleichzeitig sowohl mogliche bakterielle Infektionen verhindert als auch die

Knochenregeneration angeregt werden konnen. Hamilton et al.'*® untersuchten in ihrer Studie
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BMP-2 beladene Kollagenmatrizes. Durch bifunktionelle Peptide, die als Linker zwischen
den Wachstumsfaktoren und der Kollagenmatrix fungieren, war eine kontrollierte Freisetzung

der BMP-2 und somit eine verbesserte Knochenregeneration in vivo moglich.

Neben den natiirlichen Polymeren werden insbesondere die synthetischen, bioresorbierbaren
Polymere Polymilchsdure, Polyglykolsdure und Copolymere aus diesen beiden Polymeren als
DDS fiir die Knochenregeneration untersucht. Zum Beispiel verwendeten Karfeld-Sulzer et
al.'® fiir die effektive Freisetzung von rhBMP-2 ein in situ formendes Implantat auf Basis von
Poly(milchsdure-co-glykolsidure) (PLGA). Der Wachstumsfaktor kann jedoch in hohen Dosen
Nebenwirkungen, wie ektopische Knochenbildung oder ménnliche Sterilitit, hervorrufen. Um
die Menge an thBMP-2 zu reduzieren und gleichzeitig seine Aktivitit zu erhohen, wurde
N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) mit in das Copolymersystem eingebracht. Je nach
Molekulargewicht des Copolymers und dem Verhiltnis an Polymilchsdure zu Polyglykolsdure
konnte die Freisetzung von NMP und des Wachstumsfaktors und somit die
Knochenregeneration in vivo gesteuert werden. Shi et al.!®® berichten von einem
thermosensitiven  Poly(milchsiure-co-glykolsidure)-polyethylenglykol-poly(milchsédure-co-
glykolsdure) (PLGA-PEG-PLGA)-Triblockcopolymer. Das mit dem Wirkstoff Simvastatin
beladene, injizierbare Hydrogel fiihrte in vivo vier Wochen nach der Injektion zu einem
signifikanten Knochenwachstum, wobei die Freisetzung des Wirkstoffes relativ zum

Copolymerabbau erfolgte.

Im Gegensatz zu Metallen oder CaP-basierenden Materialien sind Polymere wesentlich
variabler in ihrer Form, Grofe und Zusammensetzung. Dadurch ist es moglich gezielt
Polymere mit spezifischen Eigenschaften herzustellen und entsprechend den Anforderungen
des Knochendefektes und dem zu transportierenden Wirkstoff passgenau zu modifizieren.
Diese Vielfiltigkeit birgt ein hohes Potential fiir zukiinftige polymere DDS nicht nur im

Bereich der Knochenregeneration.

2.5 Dendritische Polymere

Polymere sind vielseitige und einzigartige Materialien, die aus dem heutigen Alltag nicht
mehr wegzudenken sind. Generell unterscheidet man vier Hauptklassen der Polymere: lineare,
vernetzte, verzweigte und dendritische Strukturen. Seit den Pionierarbeiten von Flory!s!,
Vogtle et al.'2, Tomalia et al."* und Newkome et al.!>* besteht insbesondere ein hohes

wissenschaftliches Interesse an den dendritischen Polymeren. Zu dieser Polymerklasse

155-158 158-160

gehoren u. a. die Dendrimere und die hochverzweigten (hvz) Polymere
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(Abbildung 2.10). Dendrimere besitzen eine dreidimensionale, perfekt verzweigte
Polymerarchitektur, welche aus drei Hauptbestandteilen besteht. An den multifunktionalen,
zentralen Kern sind die Verzweigungseinheiten, sogenannte Generationen, in Form von

Dendren mit peripheren Endgruppen gebunden.

hvz Polymer Dendrimer

L

~_— -

® Verzweigung ~ ® Endgruppen @ Kern - - - Generation - - - Endgruppen

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung eines hochverzweigten (hvz) Polymers im
Vergleich zum Dendrimer.

Generell erfolgt die Herstellung der Dendrimere entweder iiber die divergente oder iiber die
konvergente Synthesestrategie.'® Bei der divergenten Methode werden die Dendren vom
Kernmolekiil aus Generation fiir Generation von innen nach auBlen aufgebaut. Bei der
konvergenten Methode hingegen werden zunichst die einzelnen Dendren synthetisiert und
dann an das multifunktionale Kernmolekiil gebunden. Somit erfolgt hier die Synthese von
auBen von der Peripherie nach innen zum Kern. Uber beide Methoden sind perfekte
Dendrimerarchitekturen meist nur mit wenigen Generationen méglich. Bei der divergenten
Methode wird aufgrund der exponentiell steigenden Anzahl funktionaler Endgruppen mit
jeder zusitzlichen Generation der vollstindige Umsatz des Monomers an den Endgruppen
erschwert. Dies fiihrt zu Fehlstellen in der Dendrimerstruktur. Bei der konvergenten Methode
hingegen werden zwar durch die Synthese der einzelnen Dendren Fehlstellen vermieden,
allerdings ist die Generationenzahl durch die sterische Hinderung der Dendren bei der
Ankniipfung an das Kernmolekiil begrenzt. Aufgrund der Limitierungen bei der Synthese war
es bisher nur moglich Polyamidoamin (PAMAM)-Dendrimere bis zur zehnten Generation
herzustellen.!®> Andere Dendrimere, wie Polypropylenimin (PPI)!®*, weisen bereits bei
geringeren Generationen Fehlstellen auf. Die aufwendige Synthese ermoglicht einerseits eine
kontrollierte, monodisperse Struktur der Dendrimere mit definierter Molmasse, bedeutet

andererseits aber auch einen hohen Zeit- und Kostenfaktor. Eine giinstigere Alternative sind
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hochverzweigte Polymere, welche direkt in einer einstufigen Synthese hergestellt werden
konnen. Dadurch ist allerdings keine Kontrolle der einheitlichen Verzweigung moglich.
Dementsprechend ergibt sich eine hohere Molmassenverteilung und ein kleinerer
Verzweigungsgrad als bei den Dendrimeren. AuBerdem besitzen die hochverzweigten
Polymere neben dendritischen und terminalen zusétzlich lineare Einheiten im Makromolekiil.
Trotz der erheblichen Unterschiede weisen hochverzweigte Polymere, wie die Dendrimere,
eine globulare Struktur mit hohem Verzweigungsgrad und einer hohen Dichte an

funktionellen Endgruppen auf (Abbildung 2.10).

Aufgrund der speziellen Eigenschaften der dendritischen Polymere im Vergleich zu linearen
oder vernetzten Polymeren besteht ein hohes wissenschaftliches Interesse in der
pharmazeutischen und biomedizinischen Anwendung als Drug-Delivery-Systeme. Fiir die
Verkapselung, den Transport und die gezielte Freisetzung am Wirkort konnen dendritische
Polymere auf unterschiedliche Weise mit potentiellen Wirkstoffen wechselwirken
(Abbildung 2.11).!% 1% Einerseits konnen Wirkstoffe entweder kovalent an der Peripherie an
den endstindigen Funktionalititen angebunden werden oder nicht-kovalent {iiber
physikalische Wechselwirkungen (WW) (elektrostatische WW, Wasserstoffbriicken, van der
Waals Krifte) mit den endstindigen Funktionalititen interagieren. Andererseits kann eine
Verkapselung der Wirkstoffe im Inneren der polymeren Trigersysteme ebenfalls iiber
physikalische oder hydrophobe WW erfolgen. Auf diese Weise werden z. B. wasserunlosliche
Wirkstoffe eingeschlossen und konnen so im Trigersystem in wéssriger Umgebung (z. B. im

Blutkreislauf) transportiert werden.
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Abbildung 2.11: WS-Beladung am Beispiel Dendrimer: (a) physikalische WW im Inneren
des Dendrimers, (b) physikalische WW an der Peripherie, (c) kovalente
Bindung an der Peripherie.!%*

Wirkstofftragersysteme sind am effizientesten, wenn sie eine hohe WS-Beladungskapazitit,

eine zielgerichtete WS-Freisetzungskinetik direkt am Wirkort, eine geringe Toxizitit und eine
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hohe Biokompatibilitit aufweisen.'®® Die Toxizitit und somit die Biokompatibilitit in
biologischen Systemen hingen im Wesentlichen von den Endgruppen und der Grée bzw.
Molmasse der dendritischen Polymere ab. Dendritische Polymere mit Aminogruppen in der
Peripherie, wie PAMAM-, PPI-Dendrimere und hvz Polyethylenimin (PEI)
(Abbildung 2.12), sind unter physiologischen Bedingungen kationisch geladen und
wechselwirken mit negativ geladenen biologischen Membranen. Dadurch wirken dendritische
Polymere mit positiv geladener Peripherie nicht nur zytotoxisch, sondern auch hemolytisch
und himatologisch toxisch.* Die Toxizitit nimmt dabei mit zunehmender Generation der
Dendrimere bzw. zunehmender Molmasse der hochverzweigten Polymere und somit mit
steigender Konzentration kationischer Endgruppen zu. Dendritische Polymere hingegen mit
neutraler bzw. negativer Oberflichenladung weisen in vivo keine bzw. nur eine geringe
Toxizitdit auf. Um die Biokompatibilitit kationischer, dendritischer WS-Trigersysteme zu
erhohen, konnen die kationischen Endgruppen mit neutralen oder anionischen Komponenten
modifiziert werden. Insbesondere die Anbindung von Polyethylenglycol (PEG), Aminosiduren
bzw. Peptiden und Kohlenhydraten reduziert signifikant die Toxizitdt dendritischer Polymere
in vivo.* Durch die Generierung solcher Kern-Schale-Strukturen konnen nicht nur die
Biokompatibilitit der dendritischen Polymere verdndert werden. Weiterhin ist eine
Anpassung der Loslichkeit, und der Wechselwirkungen mit speziellen Wirkstoffen und

Oberflichen moglich. !>
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Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Polyamidoamin- und Polypropylenimin-
Dendrimere sowie des hochverzweigten Polyethylenimins.

2.6 Dendritische Glykopolymere

Aufgrund der Tatsache, dass Kohlenhydrate in der Lage sind, an bestimmte Rezeptoren von

Biomembranen zu binden, sind sie in eine Vielzahl von essentiellen biologischen Prozessen
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involviert. Dabei dienen sie nicht nur als Energiespeicher und zur Stabilisierung von
Zellwianden, sondern spielen eine entscheidende Rolle bei Vorgingen wie Zell-Zell-
Interaktionen, Signaliibertragungen oder Entziindungsreaktionen.!> Die Wechselwirkung
eines einzelnen spezifischen Zuckerliganden mit einem Rezeptor ist sehr schwach. Daher
existieren auf Biomembranen viele spezifische Rezeptoren bzw. Rezeptoren mit mehreren
Bindungsstellen an denen gleichzeitig eine Vielzahl an spezifischen Zuckerliganden binden
kann. Durch diesen sogenannten multivalenten Effekt, auch glykosidischer Clustereffekt
genannt, wird die Ligand-Rezeptor-Bindung um ein Vielfaches erhoht.”> Werden
Kohlenhydrate an polymere Strukturen gebunden, so konnen diese Glykopolymersysteme
iber die rezeptorvermittelte Endozythose in die Zellen aufgenommen werden. Diese Tatsache
bildet die Grundlage fiir eine Vielzahl von biomedizinischen Anwendungen der
Glykopolymere als z. B. Biosensoren, Kontrastmittel oder Trigersysteme fiir Wirkstoffe

(DDS).'¢¢

Eine Vielzahl an geschiitzten und ungeschiitzten Glykomonomeren bieten die Mdoglichkeit
unterschiedlichste Glykoarchitekturen iiber verschiedene Synthesemethoden darzustellen.'®”
168 Insbesondere mit kontrolliert radikalischen Polymersynthesemethoden konnen lineare und
verzweigte Homo-, Stern-, Blockco- oder Pfropfcopolymere mit Kohlenhydrateinheiten
hergestellt werden. Dazu gehoren u. a. die Nitroxid-vermittelte radikalische Polymerisation
(NMRP), die radikalische Atomtransferpolymerisation (ATRP) und die Reversible Additions-
Fragmentierungs-Ketteniibertragungspolymerisation (RAFT). Aber auch die Ringoffnungs-
metathese-Polymerisation (ROMP) mit N-Carboxyanhydrid- bzw. ungeschiitzten Norbornen-
Monomeren oder die anionische und kationische Polymerisation von geschiitzten Glyko-
monomeren fithren zu definierten Glykopolymeren mit kontrollierbarer Molmasse. Weiterhin
konnen Glykopolymere durch Anbindung von Kohlenhydrateinheiten an ein bereits
vorhandenes polymeres Geriist erhalten werden. Dafiir werden héufig iiber polymeranaloge
bzw. organische Reaktionen, wie Cycloaddition, reduktive Aminierung, Veresterung,
nukleophile Substitution und andere, aktivierte Saccharideinheiten final mit den funktionellen
Gruppen des Polymers umgesetzt.'® 19 Besonders attraktiv sind dabei dendritische Polymere,
da sie aufgrund ihrer hohen Anzahl an funktionellen peripheren Gruppen die notwendige
Multivalenz fiir eine starke Bindung an Rezeptoren bereitstellen. PAMAM und PPI sind zwei
der wenigen bisher kommerziell erhiltlichen Dendrimere, deren terminalen Aminogruppen im
wissrigen Milieu mit einer Vielzahl an Mono-, Di- und Oligosacchariden umgesetzt wurden.
Die Arbeitsgruppe um Dr. Dietmar Appelhans beschéftigt sich intensiv mit der Synthese von

PPI-Glykodendrimeren und deren medizinischen Anwendung u. a. bei Prionen-
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erkrankungen!'®-172 Alzheimer'® 7> "4 Krebserkrankungen!”>"'7®, HIV-Infektionen'’®-182
oder zur Erhchung des Effektes antibakterieller Wirkstoffe!®13%. Dabei wurden insbesondere
PPI-Dendrimere der zweiten bis fiinften Generation mit Maltose- und Maltotriose-Einheiten

untersucht.

Ein entscheidender Faktor fiir spezifische Wechselwirkungen von dendritischen
Glykopolymeren mit Wirkstoffen und biologischen Molekiilen ist der Grad der
Saccharidfunktionalisierung am polymeren Kernmolekiil. Bei vollstindiger Disubstitution der
peripheren primidren Aminogruppen von PPI-Dendrimeren entstehen sogenannte sugar balls,
welche aufgrund der Abschirmung der kationischen Ladung des PPI-Kerns eine neutrale
Oberflachenladung besitzen. Wird hingegen eine offene Schalenstruktur am PPI-Dendrimer
generiert, nimmt die kationische Oberflichenladung mit abnehmendem Oligosaccharid-
substitutionsgrad zu. %% 8¢ Appelhans et al. untersuchten insbesondere an hvz PEI den
Einfluss der Schalendichte (Abbildung 2.13) auf die charakteristischen Eigenschaften der
dendritischen Glykopolymere.!® 186 187 Wird das Oligosaccharid im Uberschuss eingesetzt,
entsteht eine dichte Schalenstruktur (Struktur A) bei der im Idealfall alle terminalen und
linearen Aminogruppen des PEI-Kernmolekiils mit Saccharideinheiten abgesittigt sind. Durch
die zweifache Substitution an den primidren Aminogruppen und die Monosubstitution an den
sekundédren Aminogruppen besitzt das resultierende PEI-Glykopolymer ausschlieBlich tertidre
Aminogruppen. Beim Einsatz des Oligosaccharides im Unterschuss konnen je nach molarem
Verhiltnis verschiedene offene Schalenstrukturen generiert werden, z. B. Struktur B und C in
Abbildung 2.13. Dabei reagieren hauptsédchlich nur die terminalen Aminogruppen mit einem
Saccharidmolekiil, so dass vorzugsweise lineare Funktionalititen in der Peripherie entstehen.
Im Gegensatz zur Struktur B werden bei der Struktur C nicht alle primdren Aminogruppen
mit Oligosacchariden umgesetzt. Dementsprechend liegen in der dendritischen
Glykopolymerstruktur sowohl primére, sekundére, als auch tertidre Aminoeinheiten vor. In
Abhingigkeit von der Schalendichte und dem pH-Wert besitzen die PEI-Glykopolymere eine
unterschiedliche kationische Oberflichenladung und Ladungsdichte. Aufgrund der dichten
Schalenstruktur besitzt die Struktur A die geringste kationische Ladung. Struktur C mit der
geringsten Anzahl an Oligosaccharideinheiten besitzt hingegen die hochste kationische
Ladung. Alle PEI-Glykopolymere liegen in wissrigem Medium als isolierte Kern-Schale-
Architekturen vor, wobei der pH-Wert keinen Einfluss auf die GroBe dieser dendritischen

Glykopolymere hat.
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Abbildung 2.13: Offene und dichte Schalenstrukturen von Glykopolymeren am Beispiel von
hvz PEI als Kernmolekiil nach Appelhans et al.!8¢,

Die hydrophile Saccharidschale und der kationische, hydrophobe PEI-Kern ermdoglichen
spezifische Interaktionen {iiber elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken-
bindungen und andere nicht-kovalente Wechselwirkungen mit einer Vielzahl an Wirkstoffen
und Biomolekiilen, weshalb sie vorwiegend Anwendung als Drug-Delivery-Systeme

finden 166, 186, 188-193

2.7 Kern-Schale-Architekturen mit Aminosiure-/Peptidschalen

Neben der Darstellung von dendritischen Glykopolymeren bietet die Anbindung von
Aminosduren bzw. Peptiden eine weitere Moglichkeit die Biokompatibilitidt kationischer,
dendritischer Polymere zu erhohen. Aus der Literatur sind insbesondere Kern-Schale-
Architekturen auf der Basis von PPI-'** !5 und PAMAM-Dendrimeren'*®!'*® sowie hvz
PEI?%-2%  bekannt, wobei die Peptidschale aus Polylysin, Polyglutaminsiure oder
benzylgeschiitzter Polyglutaminsidure besteht. Die Synthese der Peptidketten verlduft

iblicherweise {iiber die ringdffnende Polymerisation von reaktiven a-Aminosdure-N-
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Carboxyanhydriden (Abbildung 2.14), auch als NCA-Polymerisation bekannt, wobei die
dendritischen Polyamine als Makroinitiatoren fungieren. Aufgrund der Ringstruktur des N-
Carboxyanhydrids (NCA) ist die Carbonylgruppe am C-5 stark aktiviert. Diese kann leicht

acetyliert werden, wobei gleichzeitig die Aminogruppe geschiitzt ist.?"

o)
., _Nukleophi

N oder Base
TR
(0]

Abbildung 2.14: Ringoffnende Polymerisation von a-Aminosiure-N-Carboxyanhydriden.

In Abhéngigkeit vom eingesetzten Initiator verldauft die NCA-Polymerisation entweder iiber
den Amin- bzw. Carbamat-Mechanismus oder den Mechanismus der aktivierten

Monomere.2

Bei der Initiierung der NCA-Polymerisation durch starke Nukleophile (primidre Amine) wird
das N-Carboxyanhydrid nukleophil am C-5 unter Ring6ffnung angegriffen. Es entsteht eine
Carbaminsdure, welche iiber zwei verschiedene Wege weiter reagieren kann
(Abbildung 2.15). Zum einen kann eine direkte Decarboxylierung erfolgen. Das resultierende
Aminosdurederivat besitzt wiederum eine primidre Aminogruppe an dem ein weiteres NCA-
Monomer angreifen kann. Dieser Amin-Mechanismus wurde zuerst von Wessely et al.2%% 210
und Watson et al.>!! beschrieben. Andererseits ist eine Deprotonierung der Carbaminsiure
moglich. Das resultierende Carbamation ist ebenfalls in der Lage ein weiteres NCA-Monomer
anzugreifen. Durch Decarboxylierung des entstehenden gemischten Carbamincarboxyl-
anhydrids entsteht das Produkt des Amin-Mechanismus. Das Kettenwachstum iiber das
Carbamation wurde von Idelson und Blout als Carbamat-Mechanismus beschrieben.?!?
Sowohl der Amin- als auch der Carbamat-Mechanismus sind reversibel. Der Mechanismus

des Kettenwachstums ist in der Regel von den Reaktionsbedingungen und dem Initiator selbst

abhingig.
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Abbildung 2.15: Inititerung und  Kettenwachstum der NCA-Polymerisation  mit
Nukleophilen.

Bei dem von Bamford et al.*!® entwickelten Mechanismus der aktivierten Monomere
(Abbildung 2.16) erfolgt die Initiierung der NCA-Polymerisation durch starke Basen (tertidre
Amine). Die Initiatorbase deprotoniert im ersten Schritt die unsubstituierte NH-Gruppe des N-
Carboxyanhydrids. Das entstehende NCA-Anion greift am C-5 eines weiteren NCA-
Monomers an. Es entsteht ein Carbamation, welches durch Decarboxylierung und einem
Protonentransfer zu einem N-Aminoacyl-NCA reagiert. An diesem Dimer kann nun erneut ein
NCA-Anion angreifen. Im Gegensatz zum Amin- bzw. Carbamat-Mechanismus wird beim
Mechanismus der aktivierten Monomere der Initiator nicht in die Peptidkette eingebaut und
dient deshalb vielmehr als Katalysator in einem Protonierungs/Deprotonierungs-

Gleichgewicht.
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Abbildung 2.16: NCA-Polymerisation iiber Aktiviertes Monomer-Mechanismus.

Der NCA-Polymerisation kann bei Ausschluss von Neben- und Abbruchreaktionen ein
,lebender Charakter zugesprochen werden. Allerdings konnen Nebenreaktionen u. a. durch
Monomerverunreinigungen oder Spuren von Wasser bei der traditionellen NCA-
Polymerisation kaum vermieden werden. Weiterhin stehen der Amin- bzw. Carbamat-
Mechanismus und der Mechanismus der aktivierten Monomere zueinander in Konkurrenz,
wobei wihrend der Polymerisation ein Wechsel zwischen den Mechanismen erfolgen kann.
Somit stellt der eine Mechanismus eine Nebenreaktion des anderen Mechanismus dar,

wodurch die Kontrolle iiber das Kettenwachstum nicht mehr gegeben ist.2?7- 214

Dendritische Polyamine besitzen im Gegensatz zu den iiblichen Initiatoren, wie n-Hexylamin,
eine Vielzahl an reaktiven Aminogruppen. Bei den Dendrimeren PAMAM und PPI erfolgt die
Initiierung der NCA-Polymerisation durch die primédren Aminogruppen in der Peripherie,
wodurch eine Generierung einer dichten Schalenstruktur mit definierter Peptidkettenlinge
moglich ist. In der Literatur wird vorwiegend postuliert, dass eine vollstindige Polymerisation
an allen primdren Endfunktionalititen stattfindet. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass auch die im Strukturinneren der Dendrimere vorliegenden tertidren
Aminogruppen eine NCA-Polymerisation initiieren. In diesem Fall werden Peptidketten iiber
den Mechanismus der aktivierten Monomere generiert, welche nicht an den Makroinitiator
angebunden und durch Aufreinigung im Produkt nicht mehr nachweisbar sind. Hadjichristidis
et al. bestitigten diese Annahme durch den Nachweis von geringen Mengen an linearem Poly-
y-benzyl-L-glutaminsdureester bei der NCA-Polymerisation mit den Makroinitiatoren
PAMAM und PPL?"® Hvz PEI besitzt neben primiren und tertiiiren zusitzlich sekund:ire

Aminogruppen. Dadurch konnen sowohl an den terminalen, als auch an den linearen
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Funktionalititen des Makroinitiators Peptidketten aufgebaut werden. Aufgrund der
unterschiedlichen Nukleophilie bzw. Basizitit der verschiedenen Aminofunktionalititen und
der uneinheitlichen Struktur des Makroinitiators ist eine kontrollierte Polymerisation von
Aminosduren mit definierter Kettenlidnge iiber die traditionelle NCA-Polymerisation kaum
moglich. Insbesondere bei der Umsetzung von Poly-y-benzyl-L-glutaminsdureester mit hvz
PEI zeigen die Ergebnisse verschiedener Charakterisierungsmethoden die Komplexitit der

NCA-Polymerisation und der entstehenden, offenen Kern-Schale-Architektur.?%% 20

Trotz der geringen Kontrolle iiber die Anbindung der Peptidketten an dendritische Polymere
weisen diese Kern-Schale-Architekturen ein hohes Potential als Drug-Delivery-Systeme auf.
In Abhéngigkeit von der Ladung und Sekundirstruktur der Peptidketten und dem Vorliegen
als isolierte Makromolekiile oder als selbstassemblierte Strukturen konnen verschiedene
Wirkstoffe und biologische Molekiile iiber einfache physikalische Wechselwirkungen

integriert werden.
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3. Zielstellung

Wie in Kapitel 2.4 beschrieben, wurden bereits Komposite aus CPC und natiirlichen
Polymeren als geeignete DDS insbesondere fiir die gezielte, verzogerte Freisetzung von
Antibiotika untersucht. In Bezug auf Knochenkrebstherapeutika gibt es nur sehr wenige
Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung allein aus dem CPC. Eine Kombination von CPC
mit Polymeren als Wirkstofftriger fiir die kontrollierte, lokale Behandlung von
Knochentumoren und zur Regeneration des geschidigten Knochens sind hingegen noch nicht

bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese eines neuartigen polymeren Wirkstofftragersystems fiir
die Verbesserung der verzogerten Wirkstofffreisetzung potenzieller Arzneistoffe aus
Knochenersatzmaterialien zur Behandlung von Myelomzellen infiltrierten und geschéadigten
Knochen. Um im physiologischen System eingesetzt werden zu konnen, muss der
Wirkstofftrager verschiedene Anforderungen erfiillen. Zum einen ist eine hohe
Wasserloslichkeit und Biokompatibilitit erforderlich, wobei das Tréagersystem und
resultierende Zersetzungsprodukte keine toxische Wirkung auf das umliegende gesunde
Zellgewebe aufweisen diirfen. Der entsprechende Wirkstoff muss in ausreichendem Mafe in
die Polymerstruktur komplexierbar sein und {iber einen ldngeren Zeitraum durch
physikalische Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen oder ionische attraktive
Krifte, im Wirkstofftriger verweilen. Zum anderen darf das Trigersystem das
Knochenersatzmaterial nicht negativ in seinen mechanischen Eigenschaften (z. B. Porositit
und Festigkeit) beeinflussen, damit der Knochenersatz leicht in den geschéddigten Knochen

eingearbeitet und die strukturelle Stabilitidt gewihrleistet werden kann.

Die potenziellen Wirkstofftrigersysteme sollen als sogenannte Kern-Schale-Architekturen
dargestellt werden (Abbildung 3.1). Dabei bildet hochverzweigtes Polyethylenimin das
Kernmakromolekiil, an dessen endstindige Aminogruppen die Anbindung benzylgeschiitzter
Polyglutaminsdure- oder Polyasparaginsidureketten iiber die NCA-Polymerisation realisiert
werden kann. Uber die eingesetzte Aminosiuremenge soll die Kettenlinge und somit die
Dicke der Schale variiert werden. Um die Anforderung der Wasserloslichkeit zu erfiillen,
muss die Abspaltung der Schutzgruppen in den Aminosdureseitenketten durch Hydrolyse der
Benzylesterbindungen erfolgen. Weiterhin soll die Biokompatibilitit durch zusitzliche
Oligosaccharideinheiten (Maltose, Laktose) an den endstindigen Aminogruppen der

Polyaminosdureketten erhoht werden, wodurch eine zweite Schalenstruktur generiert wird.
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Mit Hilfe verschiedener analytischer Methoden (u. a. Kernresonanz-, Infrarotspektroskopie
und dynamischer Lichtstreuung) sollen die Kern-Schale-Architekturen hinsichtlich ihrer
Struktur, der Konformation der Polyaminosdureketten und dem Aggregationsverhalten in

Abhingigkeit vom Ladungszustand charakterisiert und untersucht werden.
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Abbildung 3.1: Syntheseschema der wasserloslichen Kern-(Doppel-)Schale-Architekturen.

Kern-Schale-Architekturen auf Basis von dendritischen Polymeren fiir die effektive
Komplexierung und gezielte Freisetzung verschiedenster Wirkstoffe sind aus der Literatur in
hohem MaBe bekannt. Insbesondere Haag et al.!’> 2!® haben unter anderem an hvz

223, 224 ynterschiedlichste

Polyethylenimin®'” 218, hvz Polyglycerol?!*?*? und hvz Polyestern
Schalenstrukturen  generiert. Die Ermittlung der Komplexierungskapazitit und
Freisetzungsrate der dendritischen Kern-Schale-Architekturen mit verschiedenen Wirkstoffen
und Biomolekiilen beschrinkte sich dabei bisher nur auf Losungen. Zur Integration dieser
speziellen heterogenen Systeme in feste Materialien und zur Wirkstofffreisetzung aus den
resultierenden Kompositen sind noch keine Untersuchungen bekannt. Dementsprechend
beinhaltet ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit den Einbau wirkstoffbeladener polymerer
Triagersysteme in die Calciumphosphatphase und die Untersuchung der Wirkstofffreisetzung
aus dem generierten Hybridmaterial. Dafiir wird der von InnoTERE GmbH (Radebeul)
bereitgestellte Calciumphosphatzement Biocement 1.0 verwendet, in den sowohl die
synthetisierten Kern-(Doppel-)Schale-Architekturen als auch das von der Arbeitsgruppe um
Dr. Appelhans etablierte maltosemodifizierte Polyethylenimin (PEI(25)-Mal B) integriert
werden soll. Weiterhin sollen Polyelektrolytkomplexe, welche aus den genannten

Polymerstrukturen mit entsprechenden linearen Polykationen bzw. Polyanionen hergestellt

werden, als potenzielle Trigersysteme getestet und in die Calciumphosphatphase iiberfiihrt
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werden. Fir die Evaluierung der reduzierten Wirkstofffreisetzung aus der
Calciumphosphatphase sind verschiedene Vorversuche mit dynamischer Lichtstreuung und
Ultrafiltration notig. Dabei soll u. a. das Wechselwirkungsverhalten der Polymerstrukturen
mit dem Wirkstoff und der Komplexierungs- und Freisetzungsgrad des Wirkstoffs im

geeigneten Medium ermittelt werden.

Zusitzlich soll sowohl die Biokompatibilitit der generierten Kern-Schale-Architekturen als
auch dessen Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften des Calciumphosphatzementes in
Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Michael Gelinsky (Zentrum fiir
Translationale Knochen, Gelenk- und Weichgewebeforschung, TU Dresden) und von Prof.

Dr. Katrin Susanne Lips (Justus-Liebig-Universitit Gielen) untersucht werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Entsprechend der Zielstellung gliedern sich die Ergebnisse und die damit verbundene
Diskussion in folgende Themenbereiche: Zunéchst wird die Synthese und die dazugehorige
analytische Charakterisierung der Monomere und Kern-Schale-Architekturen vorgestellt. Des
Weiteren wird detailliert auf das Verhalten der wasserloslichen Polymerstrukturen im
wissrigen Medium eingegangen. AnschlieBend erfolgt die Diskussion iiber die Beladung der
Wirkstofftragersysteme mit Arzneistoffen und deren Freisetzung sowohl in bzw. aus der
wissrigen Losung als auch aus der Calciumphosphatphase. AbschlieBend werden die
Ergebnisse der Kooperationsarbeiten zur Untersuchung der Biokompatibilitit der Kern-
Schale-Architekturen und deren Einfluss auf die mechanischen FEigenschaften des

Calciumphosphatzementes néher erldutert.

4.1 Synthese und Charakterisierung der wasserloslichen Kern-Schale-

Architekturen

4.1.1 Hochverzweigtes Polyethylenimin

Fiir die Darstellung der wasserloslichen Polymerstrukturen wurde ein nieder- und ein
hochmolekulares hochverzweigtes Polyethylenimin (PEI, Abbildung 4.1) als Kernmolekiil
verwendet. Beide Polyethylenimine wurden von der BASF SE (Ludwigshafen, Deutschland)

zur Verfligung gestellt.

PEI(5)/PEI(25)

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung von hochverzweigtem Polyethylenimin.
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Das hochverzweigte, niedermolekulare PEI mit dem Markennamen Lupasol G100 besitzt
nach Herstellerangaben eine gewichtsmittlere Molmasse von 5.000 g/mol und wird im
Folgenden mit PEI(S) abgekiirzt. Das hochverzweigte Derivat Lupasol WF wird mit einer
gewichtsmittleren Molmasse von 25.000 g/mol angegeben. Dieses Polyethylenimin wird als
PEI(25) bezeichnet. Mit '*C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden die Struktur-
parameter hochverzweigter Polyethylenimine bereits ausfiihrlich von Appelhans et al.!8¢
ermittelt. Die entsprechenden Parameter fiir PEI(S) und PEI(25) sind in Tabelle 4.1
aufgelistet. Das Verhiltnis zwischen tertidren (T), linearen (L) und dendritischen (D) Gruppen

betrégt fiir PEI(S) 1:1,15:0,94 und fiir PEI(25) 1:1,38:1,03.

Tabelle 4.1:  Strukturparameter von PEI(5) und PEI(25).

Mo  Ma* MW o, o T L D DB
[g/mol] [g/mol] [g/mol] " Yo%l (%] (%] (%]

32,4 37,3 30,3

PEI(S) 43 3.600  5.000 84 116 272 (314 (254)

62,8

29,3 40,4 30,3

653° (89.9° (67.6)°

PEI(25) 43 9.600 25.000 223 581

amit SEC und Lichtstreuung von der BASF SE charakterisiert??> 226
® Anzahl der jeweiligen Aminogruppeneinheit = prozentualer Anteil / 100-DP,

4.1.2 Synthese der N-Carboxyanhydride

Die Aktivierung der Saurefunktion von L-Glutaminsidure-y-benzylester (y-BLG) und L-
Asparaginsiure-p-benzylester (B-BLA) erfolgte nach der Fuchs-Farthing-Methode.??” 228,
Dabei werden freie Aminosduren und deren Derivate direkt mit gasformigem Phosgen,

flissigem Diphosgen oder kristallinem Triphosgen zu N-Carboxyanhydriden (NCA)

umgesetzt.
0 o) Q 0
0 50 °C, 4h OW
o oH + cie. J__ccl, =25 0 + HCl
NH; (99 %)
o)
v-BLG 1 y-BLG-NCA
@) 50 °C, 4h 9]
WJ\OH + C|30\O)J\O/CCI3 —ThE No + HCl
O NH, (98 %) O HN
B-BLA 1 p-BLA-NCA ©O

Abbildung 4.2: Syntheseschema zur Herstellung der N-Carboxyanhydrid-Monomere.
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In dieser Arbeit wurde das am einfachsten handhabbare Triphosgen 1 (Abbildung 4.2)
verwendet. Wihrend der Reaktion greift die a-Aminosdure das Phosgenierungsreagenz
nucleophil an, wodurch in Summe drei Molekiile Phosgen entstehen.?” Um eine aufwendige
Aufarbeitung des Reaktionsproduktes zu vermeiden, wird Triphosgen im molaren Verhéltnis
1:3 zum a-Aminosdurebenzylester eingesetzt. Die Synthese der NCA-Monomere wurde nach
einer abgewandelten Vorschrift von Daly und Poché*® durchgefiihrt. Als Nebenprodukt
entsteht Chlorwasserstoff, welches den entstandenen NCA-Ring zu Aminosdurechlorid-
Hydrochlorid spalten kann. Durch Phosgenierung des Hydrochlorids entstehen a-Isocyanato-
S#urechloride.??! Dieser Nebenreaktion wurde entgegengewirkt, in dem bereits wihrend der
Reaktion Argon iiber das Reaktionsgemisch geleitet und somit der entstandene
Chlorwasserstoff sofort ausgespiilt wurde. Weiterhin wurde nach Beendigung der Reaktion
das Reaktionsgemisch mehrmals mit Tetrahydrofuran gespiilt bis die Losung einen pH-Wert
von etwa 7 besa}. Die in n-Hexan auskristallisierten NCA-Monomere L-Glutaminsidure-y-
benzylester-N-carboxyanhydrid (y-BLG-NCA) und L-Asparaginsidure-f-benzylester-N-
carboxyanhydrid (B-BLA-NCA) wurden in hohen Ausbeuten erhalten und mit 'H-NMR-
Spektroskopie (Abbildung 4.3 und 4.4) charakterisiert. Die Signale der Aryl-protonen (H-1)
sind deutlich zu erkennen. Die chemische Verschiebung des Stickstoffprotons von y-BLG-
NCA  betrigt 9.1 ppm und die von B-BLA-NCA 9.0 ppm. Das charakteristische
Protonensignal der Methingruppe liegt bei 4.5 ppm (5-H, y-BLG-NCA) bzw. 4.7 ppm (4-H,
B-BLA-NCA). Nur das Signal der Methylengruppe (3-H) von y-BLG-NCA {iberlagert mit
dem Losungsmittelsignal. In beiden "H-NMR-Spektren sind keine Verunreinigungen, welche

die nachfolgende NCA-Polymerisation storen konnten, zu erkennen.

2 4
5 DMSO
@owo 1
1 HN
6 \<
1 2 )
6 3

S [ppm]

Abbildung 4.3: 'H-NMR-Spektrum von L-Glutaminsiure-y-benzylester-N-carboxyanhydrid
(y-BLG-NCA), aufgenommen in deuteriertem DMSO.
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Abbildung 4.4: 'H-NMR-Spektrum von L-Asparaginsiure-B-benzylester-N-carboxyanhy-
drid (B-BLA-NCA), aufgenommen in deuteriertem DMSO.

4.1.3 NCA-Polymerisation

Die ringdffnende Polymerisation von a-Aminosdure-N-carboxyanhydriden ist die heute am
hiufigsten verwendete Methode zur Herstellung synthetischer Polypeptide. Die Synthese von
Polyethylenimin-poly-y-benzyl-L-glutaminsdureester (PEI(5)-PBLG) und Polyethylenimin-
poly-B-benzyl-L-asparaginsidureester (PEI(5)-PBLA) erfolgte nach einer Vorschrift von Tian
et al.>® (Abbildung 4.5).

PEI(5) dient dabei als multifunktioneller Makroinitiator, wobei die priméren, sekundiren und
tertidzren Aminogruppen die NCA-Polymerisation gleichermaBlen initiieren konnen.
Verunreinigungen der Edukte beeinflussen die Polymerisation der o-Aminosdure-N-
carboxyanhydride in hohem MaBle. Wasser kann die NCA-Monomere nukleophil angreifen
und somit ebenfalls eine NCA-Polymerisation initiieren. Um diese Nebenreaktion zu
vermeiden, wurde das stark hygroskopische PEI(5) unter Vakuum iiber zwei Tage getrocknet.
Die NCA-Monomere wurden iiber eine Fritte abgesaugt, mehrmals mit n-Hexan gespiilt und
anschliefend ebenfalls unter Vakuum getrocknet. Das bei der NCA-Polymerisation unter
Schutzgasatmosphire entstehende Kohlenstoffdioxid wurde mit Argon ausgespiilt. Die
Aufreinigung von PEI(5)-PBLG und PEI(5)-PBLA erfolgte iiber eine zweitdgige Dialyse
gegen Methanol.

45



Ergebnisse und Diskussion

H2N_\_ H2N NH2
NH 2 —

©\/ )
O% - R N~ 2 2
HN
o H,N NH, \NH
m=1.2 —
NH,
B-BLA-NCA/y-BLG-NCA PEI(S)
DMF
50 °C
72 h
R
H,N HIN NH NH,
8 N~ o NH}H
R N_\_N N R M
H[” NH 2 H
N
0O N5 N_\_ /_/ _\_NH2 + Nges CO,
— N
N _
N 2 O NHrH ”ges—zn
— O H| HN
oN HN Nin S\ R ™
Ny \_\
R NH,

PEI(5)-PBLA/PEI(5)-PBLG

Abbildung 4.5: Syntheseschema der dendritischen Copolymere PEI(5)-PBLA (m=1;

Es wurden dendritische Copolymere mit unterschiedlichen molaren Verhiltnissen zwischen

den Ethylenimineinheiten (EI-Einheiten) des PEI und dem NCA-Monomer hergestellt (siehe
Tabelle 4.2 und 6.3). Die Werte 43, 173, 259 und 346 in den Strukturbezeichnungen

entsprechen der in der NCA-Polymerisation eingesetzten Anzahl an BLG- bzw. BLA-

Einheiten.

46



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.2: Verhiltnisse der Monomere und theoretische zahlenmittlere Molmasse der
dendritischen Copolymere.

Monomereinheiten Monomereinheiten-

.. . Mn,tha
(Anzahl) verhiiltnis [/mol]
El BLG BLA EI:BLG EL:BLA

PEI(5)-PBLG-43 84 43 - 1:05 - 13.0002
PEI(5)-PBLG-173 84 173 - 1:2,0 - 41.500?
PEI(5)-PBLG-259 84 259 - 1:3,1 - 60.400?
PEI(5)-PBLG-346 84 346 - 1:4,1 - 79.500?
PEI(5)-PBLA-346 84 - 346 - 1:4,1 74.600°

& fiir PEI(5)-PBLG: My = Ma(PEI(S5)) + ngess M(BLG) mit My(PEI(5)) = 3.600 g/mol, M(BLG) = 219,25 g/mol
und nges = Anzahl der BLG-Einheiten;

® fiir PEI(5)-PBLA: My = Mo(PEI(5)) + ngess M(BLA) mit My(PEI(5)) = 3.600 g/mol, M(BLA) = 205,23 g/mol
und nges = Anzahl der BLA-Einheiten

Im Gegensatz zu der in der Literatur’®>2% beschriebenen Loslichkeit der dendritischen
Strukturen mit PBLG-Ketten waren PEI(5)-PBLG-43, PEI(5)-PBLG-173 und PEI(5)-
PBLG-259 nicht bzw. nur wenig in Chloroform 16slich. Dimethylsulfoxid (DMSO) erwies
sich als etwas besseres Losungsmittel. Allerdings waren die dendritischen Copolymere zum
Teil auch gequollen. Die hochmolekularen PEI(5)-PBLG-346 und PEI(5)-PBLA-346 16sten
sich hingegen teilweise in Chloroform und nach kurzem Erwédrmen gut in DMSO. Mogliche

Ursachen der unterschiedlichen Loslichkeit werden in Kapitel 4.2.5 ausfiihrlicher diskutiert.

NMR-Spektroskopie

Die 'H-NMR-Spektren von PEI(5)-PBLG-346 (Abbildung 4.6) und PEI(5)-PBLA-346
(Abbildung 4.7) belegen die erfolgte ringdffnende Polymerisation der NCA-Monomere in
oligomere bzw. polymere Aminosdureketten am hochverzweigten Polyethylenimin. Diese
konnen jedoch nur zur Charakterisierung der PBLG- bzw. PBLA-Ketten herangezogen
werden. Die Protonensignale des PEI(5) im Bereich von 2.5 ppm bis 3.5 ppm sind zum einen
durch das Wasser- und DMSO-Signal und zum anderen durch die Signale der
Methylengruppen (H-2 und H-3 von PEI(5)-PBLG-346, H-2 von PEI(5)-PBLA-346)
iberlagert. Dadurch ist es nicht moglich, das molare Verhiltnis zwischen den EI-Einheiten
des PEI und den BLG- bzw. BLA-Einheiten zu ermitteln. Weiterhin kann auch nicht
festgestellt werden, an wie vielen terminalen und linearen Aminogruppen
Polyaminosidureketten aufgebaut wurden. Die NMR-Spektren geben zudem keine Information

iiber die Kettenldangen oder nicht am PEI gebundene Ketten, welche durch dendritische
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Aminogruppen oder etwaige Verunreinigungen, wie Spuren von Wasser, initiiert wurden. '*C-
NMR-Spektren standen aufgrund der méBigen Loslichkeit in DMSO fiir die weitere

Strukturaufkldrung nicht zur Verfiigung.

H,0 |, DMSO

S [ppm]

Abbildung 4.6: 'H-NMR-Spektrum von Polyethylenimin-poly-y-benzyl-L-glutaminsiure-
ester (PEI(5)-PBLG-346), aufgenommen in deuteriertem DMSO.
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Abbildung 4.7: 'H-NMR-Spektrum von Polyethylenimin-poly-B-benzyl-L-asparaginsiure-
ester (PEI(5)-PBLA-346), aufgenommen in deuteriertem DMSO.

ATR-FT-IR-Spektroskopie

Die ATR-FT-IR-Spektroskopie ist eine hilfreiche analytische Methode zur Aufkldarung der
Sekundérstruktur von Polypeptiden. In Abhédngigkeit von einer geordneten (a-Helix,

B-Faltblatt) oder einer ungeordneten (random coil) Struktur erscheinen die Amid I- (C=0O-
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Valenzschwingung) und Amid II-Banden (C-N-Valenz- und N-H-Biegeschwingung) bei
eindeutigen Wellenzahlen im Infrarotspektrum (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Allgemeine Infrarot-Frequenzen [cm™'] der Amid I- und Amid II-Banden von

Polypeptiden nach Miyazawa und Blout.?*?
Konformation Amid I Amid IT
a-Helix 1650 1546
B-Faltblatt 1630 1530
Random coil 1656 1535

Poly-y-benzyl-L-glutaminsidureester =~ (PBLG) gehort zu den  a-Helix-bildenden
Homopolypeptiden und ist hinsichtlich seiner Konformation das am hdufigsten untersuchte
synthetische Polypeptid. Es handelt sich dabei um eine rechtsdrehende Helix, die als 18/5-
Helix bezeichnet wird. Diese helikale Struktur besteht aus 3,6 Monomereinheiten pro
Windung bzw. 18 Monomereinheiten pro 5 Windungen. Neben der stabilen a-Helix existiert
PBLG auch in der Konformation des B-Faltblattes.?>*2*7 Untersuchungen von Papadopoulos
et al.?” mit FT-IR-Spektroskopie, '3C-Festkorper-NMR und Weitwinkel-Rontgenstreuung
ergaben, dass bei einem Polymerisationsgrad kleiner 18 Poly-y-benzyl-L-glutaminsidureester
sowohl in der Konformation einer a-Helix- als auch einer B-Faltblatt-Struktur vorliegt. Bei
mehr als 18 Monomereinheiten stabilisieren die intramolekularen Wasserstoffbriicken-

bindungen ausschlieBlich die helikale Struktur.

1,4

1,2+

1,0
C=0

0,8

0,6 \
| \

Absorption [a. u.]
pd
I

014_ C.-H C -H

0,2

0,0
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [cm]
Abbildung 4.8: FT-IR-Spektrum von PEI(S)-PBLG-346, KBr-Pressling.
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In Abbildung 4.8 ist das FT-IR-Spektrum von PEI(5)-PBLG-346 zu sehen. Wichtige
strukturaufkldrende Banden sind die N-H-Valenzschwingungen bei einer Wellenlédnge von
~ 3300 cm™! und die Doppelbande der aromatischen C—H-Valenzschwingungen bei 3064 cm™!
und 3035 cm™. Die Banden der aliphatischen C-H-Valenzschwingungen befinden sich
unterhalb von 3000 cm™'. Die Esterbindung wird durch die C=O-Streckschwingung bei
1727 cm! und die C-O-Streckschwingung bei 1160 cm™ charakterisiert. Die Banden bei
1498 cm™!  (C—C-Phenyl-Streckschwingung) und bei 736 cm™ und 695 cm? (C-H-
Deformationsschwingungen = monosubstituierter ~ Benzolring)  stammen von  den
Benzylschutzgruppen. Die Amid-Banden befinden sich bei 1650 cm™ (Amid I) und 1539 cm™
(Amid II). Daraus ldsst sich nicht auf eine konkrete Konformation schliefen. Die Lage der
Amid I-Bande weist auf eine a-Helix-Struktur hin. Jedoch sollte bei einer helikalen
Konformation die Amid II-Bande bei einer Wellenzahl von ca. 1550 cm™ zu sehen sein.
PEI(5)-PBLG-346 fiel wihrend der Aufarbeitung in Methanol aus, wurde in reinem Wasser
dispergiert und gefriergetrocknet. Fiir die Aufnahme des ATR-FT-IR-Spektrums wurde mit
der Probe ein KBr-Pressling hergestellt und gemessen. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit mit
den in der Literatur®*” 23 bereits ausfiihrlich beschriebenen Konformationsanalysen zum
PBLG wurde sowohl reiner Poly-y-benzyl-L-glutaminsdureester (PBLG, My =150 -
300 kDa) als auch PEI(S)-PBLG-346 in Dimethylformamid (DMF) gelost und aus der

konzentrierten Losung ein Film prépariert.

0,08
— PEI(5)-PBLG-346
—— PBLG rein
Amid |
0,06 -
=
5,
S 0,04
I
5 Cc=0
[72]
2 .
0,02 Amid Il
0,00 -

y — R L T T — T T I
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300
Wellenzahl [cm™]

Abbildung 4.9: Ausschnitt aus dem FT-IR-Spektrum von reinem PBLG (schwarz) und
PEI(5)-PBLG-346 (rot), Film aus DMF.
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Die FT-IR-Spektren von reinem PBLG und von PEI(5)-PBLG-346 (Abbildung 4.9) zeigen
jeweils die Amid I-Bande bei = 1650 cm™ und die Amid II-Bande bei ~ 1550 cm™!, welche
diagnostisch fiir die a-Helix sind.>* Der Nachweis der Ausbildung einer a-helikalen
Konformation belegt somit die Annahme langkettiger PBLG-Ketten am PEI-Kern mit
mindestens 18 Monomereinheiten. Weiterhin wird bestétigt, dass der positiv geladene PEI-

Kern keinen Einfluss auf die Sekundérstruktur der ungeladenen PBLG-Ketten ausiibt.
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Abbildung 4.10: FT-IR-Spektrum von PEI(S)-PBLA-346, KBr-Pressling.

Das FT-IR-Spektrum von PEI(5)-PBLA-346 (Abbildung 4.10) zeigt dhnliche Banden wie
PEI(5)-PBLG-346. Jedoch gibt es Unterschiede in der Position und Form der Amid-Banden.
Aus der Literatur>*%-2*? ist bekannt, dass Poly-B-benzyl-L-asparaginsiureester in Abhingigkeit
vom Polymerisationsgrad, der Temperatur und dem Losungsmittel in mehreren
Konformationen vorliegen kann. Dazu gehoren die rechtsdrehende und linksdrehende
a-Helix, die o-Helix, das B-Faltblatt und die random coil Struktur. In Tabelle 4.4 sind die
Konformationen mit den zugehorigen Infrarot-Frequenzen aufgelistet. Die Amid I-Bande von
PEI(5)-PBLA-346 erscheint als Doppelbande bei = 1658 cm™ und = 1634 cm™'. Bei einer
Wellenzahl von = 1525 cm’! ist eine verbreiterte Amid II-Bande zu sehen. Es ist anzunehmen,
dass die benzylgeschiitzten Poly-L-Asparaginsdureketten zum Teil eine geordnete Struktur als
auch eine ungeordnete Struktur bilden. Da in dieser Arbeit der Fokus auf den
glutaminsduremodifizierten = Kern-Schale-Architekturen lag, wurde hier auf eine

zeitaufwendige und intensive infrarotspektroskopische Analyse von PEI(S)-PBLA-346

verzichtet.
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Tabelle 4.4: Infrarot-Frequenzen [cm™!] von Poly-B-benzyl-L-asparaginsiureester.>*?

Konformation Amid I Amid IT
rechtsdrehende a-Helix 1658 1553
linksdrehende a-Helix 1665 1558
o-Helix 1672 1536
B-Faltblatt 1636 1535
random coil 1655 1535

Grofenausschlusschromatographie

Fiir eine bessere quantitative Charakterisierung der benzylgeschiitzten Aminosdureeinheiten
am hochverzweigten Polyethylenimin wurde versucht, die Molmassen der dendritischen
Polymere mit der Groenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatography,
SEC) in Kombination mit Brechungsindex- (RI-) und Lichtstreu- (LS-)detektion zu
bestimmen. Aufgrund der Loslichkeit in Dimethylacetamid (DMAc) erfolgte die Aufnahme
der Chromatogramme nur fiir PEI(S), PEI(5)-PBLG-173, PEI(5)-PBLG-259 und PEI-
PBLG-346. Zur Unterdriickung eventueller Wechselwirkungen mit dem S&dulenmaterial

wurde Lithiumchlorid (3 g/l) dem Eluenten und den Polymerlosungen zugegeben.

Tabelle 4.5: Ubersicht der mit SEC-RI-LS bestimmten Molmassen von PEI(5) und der
verschiedenen PEI(5)-PBLG, .

LS +RI Kalibrierung
M Mn Mw P Ma My b
[g/mol]  [g/mol] [g/mol] [g/mol]  [g/mol]

PEI(S) 3.600° 2.000 2.600 1,3 - - -
PEI(5)-
PBLG-173 41.500 21.800  29.600 1,36 16.300  27.000 1,66
PEI(5)-
PBLG-259 60.400 16.400  22.500 1,37 11.900  20.700 1,74
PEI(5)-
PBLG-346 79.500 20.000  27.300 1,37 12.700  26.500 2,09

2 mit SEC und Lichtstreuung von der BASF SE charakterisiert*?> 226

Die ersten Messungen zeigten einen hohen Anteil an Aggregaten. Deshalb wurden die

Polymerlosungen itiber Nacht auf 60 °C erwdrmt, um Wasserstoffbriickenbindungen
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aufzubrechen. Die Auswertung der Verteilungskurven der Lichtstreu- und Brechungsindex-
Signale ergeben sehr kleine Molmassen im Vergleich zu den theoretisch berechneten
Molmassen (Tabelle 4.5). Weiterhin zeigte die probenspezifische Kalibrierung der Molmasse
in Abhingigkeit vom Elutionsvolumen noch vorhandene Aggregate und Wechselwirkungen
mit dem Sidulenmaterial. Hochmolekulare Makromolekiile eluierten zum Zeitpunkt
niedermolekularer Makromolekiile. In Abbildung 4.11 ist das Chromatogramm fiir PEI(S)-
PBLG-346 dargestellt.

] - Molmasse 03
1 : ——RI-Signal |
__ 100000 — '*."i ——LS-Signal I B
E ] Lo2 =
° ] I
7 (@]
b P B 2
@ 10000 [ 2
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2 ] — 0,1
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o1 -
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Abbildung 4.11: Molmassen, RI- und LS-Signal von PEI(5)-PBLG-346 in Abhingigkeit
vom Elutionsvolumen mittels SEC-RI-LS in DMACc/LiCI (3 g/l) bestimmt,
vorherige Erwdrmung der Polymerlosung auf 60°C.

Aus den niedrigen Molmassen kann auf eine unkontrollierte NCA-Polymerisation am
Polyethylenimin geschlossen werden. Aufgrund der mit FT- IR nachgewiesenen a-Helix-
Struktur ist anzunehmen, dass sich wenige lange PBLG-Ketten bilden. Die signifikant kleine
Molmasse deutet dabei auf eine Initiierung der NCA-Polymerisation an nur wenigen reaktiven
Aminogruppen des Polyethylenimins. Die priméren, sekundidren und tertidren Aminogruppen
des Makroinitiators konkurrieren miteinander, so dass sowohl der Amin-Mechanismus als
auch der ,,activated monomer*“-Mechanismus ablaufen kann (siche Kapitel 2.7). Weiterhin
besitzen hochverzweigte Polymere im Gegensatz zu Dendrimeren keine perfekte globulare
Struktur. Dadurch sind die reaktiven Aminogruppen in Abhédngigkeit von der Verzweigung
nicht alle gleich gut zuginglich. Erfolgt jedoch eine Initiierung der NCA-Polymerisation trotz
der  schlechteren = Zuginglichkeit  durch  tertiire =~ Aminogruppen  entstehen
Polyaminosédureketten, die nicht am PEI-Kern gebunden sind. Zusitzlich konnen Spuren von
Wasser und geringe Verunreinigungen der Monomere zu einer Limitierung der NCA-
Polymerisation fiihren. Trotz der intensiven Reinigung der Polymerisationsprodukte durch
Dialyse ist es dennoch moglich, dass oligomere und polymere PBLG-Ketten, gebildet durch
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den ,,activated monomer‘‘-Mechanismus bzw. durch Nebenreaktionen, im Produkt verbleiben.

Diese fithren ebenfalls zu einer kleineren Molmasse.

4.1.4 Hydrolyse der Benzylester

Aufgrund der schlechten Loslichkeit der Kern-Schale-Architekturen mit weniger als 346
Aminosdureeinheiten und der damit verbundenen unzureichenden Charakterisierung wurden
fir die Darstellung der wasserloslichen Copolymere nur PEI(5)-PBLG-346 und PEI(S)-
PBLA-346 verwendet.

O H O H
L NTH L N
o MeOH/H,0 (1:1) o
) )
o m=12 O Na*
n =346

PEI(5)-PGlu-346/
PEI(5)-PAsp-346

PEI(5)-PBLG-346/
PEI(5)-PBLA-346

Abbildung 4.12: Syntheseschema zur Abspaltung der Benzylschutzgruppen durch Hydrolyse.

Die Abspaltung der Benzylschutzgruppen erfolgte iiber eine Hydrolyse mit Natriumhydroxid
in einem 1:1 Gemisch aus reinem Wasser und Methanol (Abbildung 4.12). Fiir eine
vollstindige Entschiitzung waren mindestens drei Aquivalente pro Benzylgruppe notig. Die
Charakterisierung der Hydrolyseprodukte Polyethylenimin-poly-L-glutaminsdure (PEI(S)-
PGlu-346) und Polyethylenimin-poly-L-asparaginsdaure (PEI(5)-PAsp-346) erfolgte {iiber
NMR- und ATR-FT-IR-Spektroskopie und asymmetrische Flussfeldflussfraktionierung
(AF4).

NMR-Spektroskopie

Die '"H-NMR-Spektren der Hydrolyseprodukte in Abbildung 4.13 zeigen keine Signale bei
einer chemischen Verschiebung von ca. 7.5 ppm und somit eine vollstindige Abspaltung der
Benzylschutzgruppen. Es treten lediglich die Protonensignale der Methingruppe (H-2) und der
Methylengruppen (H-3, H-4) auf, welche teilweise die Protonensignale des PEI-Kerns
iiberlagern. Die vollstindige Hydrolyse wird auch durch die '*C-NMR-Spektren von PEI(5)-
PGlu-346 (Abbildung 4.14) und PEI(5)-PAsp-346 (Abbildung 7.1) bestitigt. Aufgrund der

stark elektronenziehenden Umgebung sind die Kohlenstoffatome der Peptidgruppe und der
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Carboxylatgruppe stark entschirmt. Diese '*C-Signale sind daher zu hoheren Frequenzen

verschoben und erscheinen bei einer chemischen Verschiebung von > 170 ppm.

S [ppm]

Abbildung 4.13: "H-NMR-Spektren von PEI(5)-PAsp-346 (oben) und PEI(5)-PGlu-346
(unten), aufgenommen in D;0.

Beim Vergleich des C-NMR-Spektrums von PEI(5)-PGlu-346 mit dem des reinen
Polyethylenimins PEI(5) im Bereich von 35 bis 55ppm sind weitere wichtige
strukturaufkldarende Kohlenstoffsignale erkennbar. Neben dem Signal der dendritischen (D)
Aminogruppen treten auch die Kohlenstoffsignale linearer (L) und terminaler (T) Einheiten
auf. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass nicht an allen primdren und sekundéren

Aminogruppen des PEI-Kerns die NCA-Polymerisation initiiert wurde.
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Abbildung 4.14: '*C-NMR-Spektren aufgenommen in D,O: oben PEI(5), unten PEI(5)-
PGlu-346.

ATR-FT-IR-Spektroskopie

Die FT-IR-Spektren von PEI(5)-PGlu-346 (Abbildung 4.15) und PEI(5)-PAsp-346
(Abbildung 4.16), gemessen im KBr-Pressling, zeigen breite, sich {iberlagernde Banden. Im
Bereich von 3000 cm™ befinden sich die N-H-, CO-NH- (N-monosubstituiert) und C—H-

Valenzschwingungsbanden. Die vollstindige Entschiitzung der Carboxylgruppen wird durch

56



Ergebnisse und Diskussion

das Fehlen der Esterschwingungsbanden um 1700 cm™ bestitigt. Die Bande der
symmetrischen Valenzschwingung der Carboxylatgruppen ist deutlich bei = 1400 cm™ zu
sehen. Im Spektrum von PEI(5)-PGlu-346 iiberlagert die entsprechende antisymmetrische

COO-Valenzschwingungsbande mit der Amid II-Bande, weshalb diese intensiver als die

Amid I-Bande ist.

1,0

08 Amid I,
i COoO

Absorption [a. u.]

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [cm]

Abbildung 4.15: FT-IR-Spektrum von PEI(S5)-PGlu-346, KBr-Pressling.
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Abbildung 4.16: FT-IR-Spektrum von PEI(S)-PAsp-346, KBr-Pressling.

Im FT-IR-Spektrum von PEI(5)-PAsp-346 iiberlagern die antisymmetrische COO™-

Valenzschwingungsbande und beide Amid-Banden. Aufgrund der Bandeniiberlagerungen
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konnen aus diesen FT-IR-Spektren keine Aussagen zur jeweils vorliegenden Konformation

gemacht werden. Aus der Literatur?#3-2%

ist bekannt, dass bei Polyglutaminsédure in wéssriger
Losung ein Helix-Coil-Ubergang stattfindet. Bei pH 8 sind die Seitenketten negativ geladen.
Dadurch sind die elektrostatischen AbstoBungskréfte innerhalb der Polyglutaminsidureketten
am grofiten und es entsteht eine aufgeweitete random coil Struktur. Mit abnehmendem pH
Wert werden die Carboxylatgruppen zunehmend protoniert. Durch intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen kann sich somit eine rechtsdrehende o-Helix Struktur
ausbilden. Darauthin wurden in weiteren Experimenten Filme aus einer wéssrigen
Polyglutaminsdurelosung (PGlu, My =61 kDa, 1 mM) und einer wissrigen PEI(5)-PGlu-
346-Losung (1 mg/ml) auf einem ATR-Kristall pripariert. Die aufgenommenen FT-IR-

Spektren bei pH 3 und pH 7 bzw. 8 sind in Abbildung 4.17 dargestellt.

0,18
1 s PGlu rein pH 3

o164 PGlu rein pH 8

0 14_' —— PEI(5)-PGlu-346 pH 3

Amid | —— PEI(5)-PGIu-346 pH 7
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60 ~ Amid i

0,10
0,08

Absorption [a. u.]

0,06
0,04
0,02

0,00 =
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Abbildung 4.17: FT-IR-Spektren (Ausschnitt) im Vergleich: reine Polyglutaminsiure (PGlu)
bei pH3 und pH 8 (gestrichelt), PEI(5)-PGlu-346 bei pH 3 und pH 7;
Filme aus wéssriger Losung.

Die reine PGlu bei pH 3 weist eindeutig eine a-helikale Konformation auf. Die Amid-Banden
sind schmal, wobei sich die Amid I-Bande bei einer Wellenzahl von 1652 cm™ und die
Amid II-Bande bei 1548 cm™! befindet. Die Lage der Amid-Banden verindert sich signifikant
bei einer pH Wert-Anderung von pH 3 nach pH 8. Es zeigt sich eine breite Amid I-Bande bei
1647 cm! und eine breite Doppelbande im Bereich von Amid II. Dabei tritt die
antisymmetrische Valenzschwingung der Carboxylatgruppe bei 1567 cm™ auf und iiberlagert
die Amid II-Bande bei 1532 cm™. Die Lage der Amid-Banden belegt eine random coil
Konformation. Das IR-Spektrum von PEI(5)-PGlu-346 zeigt bei pH 7 ebenfalls eine
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ungeordnete Sekundirstruktur. Bei den Wellenzahlen 1567 cm™ und 1530 cm™! tritt die
Doppelbande von COO™ und Amid II auf. Die Amid I-Bande befindet sich bei 1653 cm™. Im
Gegensatz zu reinem PGlu konnen die an den PEI-Kern gebundenen Polyglutaminsdureketten
bei pH 3 jedoch keine helikale Konformation ausbilden. Die Amid-Banden sind breit, wobei
die Amid I-Bande bei = 1650 cm™ und die Amid II-Bande bei 1532 cm™! zu sehen ist. Diese

Banden sind charakteristisch fiir die random coil Konformation.

Aus den infrarotspektroskopischen Untersuchungen im Film lassen sich folgende
Schlussfolgerungen ziehen. Zum einen ist es moglich, dass die PGlu-Ketten am
Polyethylenimin nicht ausreichend lang genug sind, um eine helikale Konformation
auszubilden. Dem widersprechen jedoch die FT-IR-spektroskopischen Untersuchungen von
PEI(5)-PBLG-346 (Abbildung 4.8), bei denen eindeutig das Vorliegen einer o-Helix
nachgewiesen werden konnte. Wahrscheinlicher sind zum einen geringe elektrostatische
Attraktionen zwischen den kationischen Aminogruppen des PEI-Kerns und noch wenigen
Carboxylatgruppen an den Polyglutaminsidureketten. Zum anderen konnen ungehindert
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Carboxyl-, C=0O- bzw. N-H-Gruppen der PGlu-
Ketten mit den Aminogruppen des Polyethylenimins entstehen. Diese starken
Wechselwirkungen mit dem PEI-Kern konnen die Ausbildung einer geordneten
Sekundérstruktur  verhindern. Da PEI(5)-PGlu-346 neben den positiv geladenen
Aminogruppen am PEI-Kern auch kationische, endstindige Aminogruppen an den
Polyglutaminsdureketten besitzt, konnen diese Wechselwirkungen sowohl intra- als auch
intermolekular auftreten.

PEI(5)-PAsp-346 wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter IR-spektroskopisch

untersucht. Aus der Literatur?*®

ist bekannt, dass reine Polyasparaginsdure, genau wie
Polyglutaminsdure, bei niedrigem pH Wert (geringer Ionisationsgrad) die helikale
Konformation ausbildet. Allerdings sind bei PAsp aufgrund der kiirzeren Seitenketten die
repulsiven Wechselwirkungskrifte stirker als bei PGlu. Dadurch fillt PAsp unmittelbar nach
Ausbildung der a-Helix in wassriger Losung aus. Die priparierten Filme werden bei geringem
Ionisationsgrad triib und mindern die Auflésung der FT-IR-Spektren. Eine genaue
Konformationsanalyse in Abhéngigkeit vom Ionisationsgrad ist nur in Kombination mit
Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie moglich. Versuche zur CD-spektroskopischen
Untersuchung von PEI(5)-PGlu-346 waren allerdings erfolglos, da der PEI-Kern die
Absorption stark beeinflusst. Dieser Effekt kann auch bei PEI(5)-PAsp-346 angenommen

werden. Aufgrund der erschwerten und dementsprechend zeitintensiven spektroskopischen

Untersuchungen wurde auf eine genaue Analyse der pH-abhédngigen Sekundarstruktur im Fall
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der wasserloslichen asparaginsduremodifizierten Kern-Schale-Architekturen verzichtet.
Weiterhin liegt der Schwerpunkt der Arbeit bei den dendritischen Copolymerstrukturen mit

Polyglutaminséureketten.

Grofenausschlusschromatographie

Zur Bestimmung der Molmasse der wasserloslichen dendritischen Polymere wurde zunichst
die SEC-RI-LS gewihlt. Obwohl eine fiir polare Substanzen sehr gut geeignete
Ultrahydrogel™-S:ule eingesetzt wurde, traten starke adsorptive Wechselwirkungen mit dem

Saulenmaterial auf. Die SEC-Messungen von PEI(5)-PGlu-346 waren nicht reproduzierbar.

Asymmetrische Flussfeldflussfraktionierung

Wesentliche Nachteile der SEC stellen die unerwiinschte Interaktion der Probensubstanz mit
dem Sidulenmaterial und der durch hohe Scherkrifte mogliche Polymerabbau dar. Deshalb
wurde die asymmetrische Flussfeldflussfraktionierung in Kombination mit LS-Detektion als
eine weitere Separationsmethode zur Bestimmung der Molmasse der wasserloslichen
dendritischen Copolymere herangezogen. Dabei erfolgt die Separation der unterschiedlich
groen Makromolekiile in einem flachen Trennkanal ohne stationdre Phase durch ein
senkrechtes Stromungskraftfeld, welches mit der laminaren Lingsstromung des Eluenten
iberlagert. Die unterschiedlichen Spezies werden dann in Abhéngigkeit ihres Diffusions-

koeffizienten aufgetrennt.

Tabelle 4.6: Ergebnisse der AF4-LS-Messungen von PEI(5)-PGlu-346.
M [g/mol] M [g/mol] Myw [g/mol] b dn/dc [ml/g] Rn [nm]

48.400° 6.700 13.300 1,99 0,15 1,7+ 0,13

# Annahme einer vollstindigen Entschiitzung der 346 Glutaminsédureeinheiten

Die mit AF4 ermittelten Molmassen (Tabelle 4.6) von PEI(5)-PGlu-346 sind im Vergleich
zur theoretisch erwarteten Molmasse, wie bereits bei PEI(5)-PBLG-346, wesentlich kleiner.
Trotz der unterschiedlichen Methodik stehen diese jedoch in einem guten Verhiltnis zu den
mit SEC bestimmten Molmassen von PEI(5)-PBLG-346 (M,(LS+RI) =20.000 g/mol und
M, (Kalibrierung) = 12.700 g/mol). Durch die Entschiitzung der Carboxylgruppen nimmt die
Molmasse der einzelnen Glutaminsidureeinheiten um je 91 g/mol ab. Dementsprechend
verringert sich auch in Abhingigkeit von der Anzahl an gebundenen Glutaminsdureeinheiten
die Molmasse der PEI(5)-PGlu-346-Makromolekiile signifikant. Weiterhin ist die Dispersitit

mit einem Wert von 2 sehr hoch. Das bedeutet, dass eine breite statistische Verteilung der
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Molmassen der einzelnen Makromolekiile vorliegt. Dies wird in der Auftragung der
differentiellen Massenfraktionen iiber der Molmasse deutlich (Abbildung 4.18). Es liegen
dendritische Makromolekiile sowohl mit einem geringeren Anteil (M < 10.000 g/mol) als

auch mit einem hoheren Anteil (M = 20.000 — 50.000 g/mol) an Glutaminsdureeinheiten vor.
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0,5
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[1/log(g/mol)]
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Abbildung 4.18: Verteilung der Massenfraktionen von PEI(5)-PGlu-346 in Abhingigkeit
von der Molmasse bestimmt mittels AF4-LS.

4.1.5 Reduktive Aminierung

Die Modifizierung der wasserloslichen Kern-Schale-Architekturen mit Oligosacchariden
erfolgte iiber eine reduktive Aminierung in basischer Umgebung (Abbildung 4.19). In
wissriger Losung liegen Oligosaccharide im Gleichgewicht als zyklisches Halbacetal und
offenkettiges Aldehyd vor. Das Gleichgewicht liegt dabei weit auf der Seite des Halbacetals.
Durch den nukleophilen Angriff primdrer bzw. sekunddrer Aminoeinheiten an der
offenkettigen Oligosaccharidstruktur mit freier Aldehydfunktion wird ein Imin bzw. ein
Enamin gebildet. AnschlieBend findet eine Reduktion mit Boran-Pyridin-Komplex zum
sekundédren bzw. tertidren Amin statt. Fiir eine moglichst hohe Oligosaccharidanbindung
wurden Maltose bzw. Laktose im 10-fachen Uberschuss, bezogen auf die Anzahl der
terminalen Aminogruppen, eingesetzt. Die Strukturaufklarung der Reaktionsprodukte
Polyethylenimin-Poly-L-glutaminsidure-maltose (PEI(5)-PGlu-346-Mal), Polyethylenimin-
Poly-L-glutaminsédurelaktose (PEI(S)-PGlu-346-Lak), Polyethylenimin-Poly-L-asparagin-
sduremaltose (PEI(5)-PAsp-346-Mal) und Polyethylenimin-Poly-L-asparaginsidurelaktose
(PEI(5)-PAsp-346-Lak) erfolgte mit NMR- und ATR-FT-IR-Spektroskopie und

asymmetrischer Flussfeldflussfraktionierung.
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Abbildung 4.19: Syntheseschema der Anbindung von Oligosaccharideinheiten an die
wasserloslichen Kern-Schale-Architekturen PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-
PAsp-346 durch reduktive Aminierung.

NMR-Spektroskopie

Das 'H-NMR-Spektrum von PEI(5)-PGlu-346-Mal (Abbildung 4.20) bestitigt die
Anbindung der Maltoseeinheiten an PEI(5)-PGlu-346. Es zeigt neben den charakteristischen
Protonensignalen der Methingruppe (H-2) und der Methylengruppen (H-3, H-4) der
Glutaminsdureeinheiten das anomere Protonensignal H-1" der o-1,4 glykosidischen Bindung.
Das H-1'-Signal der Methylengruppe (Bindung an terminale Aminogruppe der
Glutaminséurekette) wird durch die Protonensignale des PEI-Kerns im Bereich von 2.5 ppm
bis 3.5 ppm iiberlagert. Weitere charakteristische Protonensignale der Maltoseeinheiten
erscheinen im Bereich von 3.4 ppm bis 4.1 ppm als Multiplett. Aufgrund der Uberlagerung
der Protonensignale konnen keine quantitativen Aussagen zur genauen Anzahl der
gebundenen Maltosemolekiile gemacht werden. Die 'H-NMR-Spektren von PEI(5)-PGlu-
346-Lak, PEI(5)-PAsp-346-Mal und PEI(5)-PAsp-346-Lak befinden sich im Anhang
(Abbildung 7.2 — 7.4).
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S [ppm]
Abbildung 4.20: 'H-NMR-Spektrum von PEI(5)-PGlu-346-Mal, aufgenommen in DO.

Die Modifizierung von PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PAsp-346 mit Maltose bzw. Laktose
kann theoretisch an allen noch freien terminalen und linearen Aminogruppen am PEI-Kern
und an den endstindigen Aminogruppen der Polyaminosdureketten erfolgen. Aufgrund der
starkeren Nukleophilie ist die Substitutionsreaktion an primdren Aminogruppen
wahrscheinlicher als an sekundédren. Weiterhin werden die Aminogruppen am
hochverzweigten PEI-Kern durch die Polyaminosadureketten sterisch abgeschirmt. Somit ist
anzunehmen, dass die Anbindung der Oligosaccharideinheiten hauptsidchlich an den
endstindigen Aminogruppen der Polyaminosdureketten stattfindet. Dabei kann sowohl eine
Mono- als auch Disubstitution stattfinden. Bei niherer Betrachtung des '*C-NMR-Spektrums
von PEI(5)-PGlu-346-Mal (Abbildung 4.21) fillt auf, dass im Bereich von 35 bis 55 ppm
die Kohlenstoffsignale der dendritischen und linearen Aminogruppen des PEI erscheinen.
Allerdings ist im Vergleich zum '3C-NMR-Spektrum von PEI(5)-PGlu-346
(Abbildung 4.14) kein erkennbares Signal der terminalen Aminogruppen zu sehen. Dies
deutet darauf hin, dass neben der Modifizierung der endstindigen Aminogruppen der
Polyglutaminsdureketten mit Maltose moglicherweise auch eine Substitution an einigen
terminalen Aminogruppen des PEI-Kerns stattgefunden hat. Im '>C-NMR-Spektrum von
PEI(5)-PGlu-346-Lak (Abbildung 7.5) sind die Signale des PEI(S) nicht deutlich zu
identifizieren. Dadurch lassen sich keine Riickschliisse auf eine mogliche Substitution des

PEI-Kerns mit Laktose ziehen.
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Abbildung 4.21: '*C-NMR-Spektrum von PEI(5)-PGlu-346-Mal, aufgenommen in D>O.

ATR-FT-IR-Spektroskopie

Die  FT-IR-Spektren der  oligosaccharidmodifizierten  dendritischen  Strukturen
(Abbildung 4.22, 7.6 — 7.8), gemessen als KBr-Pressling, unterscheiden sich nur wenig von
denen von PEI(5)-PGlu-346 bzw. PEI(5)-PAsp-346 (Abbildung 4.15, 4.16). Im Fall von
PEI(5)-PGlu-346-Mal und PEI(5)-PGlu-346-Lak iiberlagert wie bei PEI(5)-PGlu-346 die
antisymmetrische Valenzschwingungsbande der Carboxylatgruppe mit der Amid II-Bande bei
einer Wellenzahl von = 1548 cm™. Dadurch ist die Bande wesentlich grofer als die Amid I-
Bande bei ~ 1644 cm™. Im Bereich von 1000 bis 1200 cm™! sind in beiden Spektren breite

Banden der CO-Valenzschwingungen der Maltose- bzw. Laktoseeinheiten zu sehen.
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Abbildung 4.22: FT-IR-Spektrum von PEI(5)-PGlu-346-Mal, KBr-Pressling.

Zur Aufklirung der Sekundérstruktur wurde je ein Film aus wissriger PEI(5)-PGlu-346-
Mal-Losung (1 mg/ml) mit pH3 und pH6 auf einem ATR-Kristall hergestellt. Die
aufgenommen Spektren in Abbildung 4.23 zeigen bei beiden pH-Werten in Form und
Verlauf die gleichen Banden wie PEI(5)-PGlu-346 (Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.23: FT-IR-Spektren (Ausschnitte) im Vergleich: PEI(5)-PGlu-346 bei pH 3
und pH 7 (gestrichelt), PEI(5)-PGlu-346-Mal bei pH 3 und pH 6; Filme aus
wassriger Losung.

Bei pH-Wert 6 erscheint die Amid I-Bande bei 1655 cm™ und die charakteristische
Doppelbande von Amid II bei = 1530 cm™ und COO" bei 1565 cm™. Das IR-Spektrum von
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PEI(5)-PGlu-346-Mal bei pH 3 zeigt die Amid I-Bande bei einer Wellenzahl von 1650 cm’!
und die Amid II-Bande bei 1533 cm™'. Die PGlu-Ketten in der PEI(5)-PGlu-346-Mal-
Struktur bilden unabhingig vom pH-Wert und dem Grad der Oligosaccharidmodifizierung
eine random coil Konformation aus. Somit werden die in Kapitel 4.1.4 beschriebenen
Wechselwirkungen in PEI(5)-PGlu-346 zwischen den Polyglutaminsiureketten und dem
PEI-Kern durch zusitzliche Oligosaccharideinheiten nicht beeinflusst. Diese werden wohl

eher durch zusitzliche H-Briicken mit den OH-Gruppen der Maltose verstirkt.

Grofenausschlusschromatographie

Wie bei PEI(5)-PGlu-346 wurde zur Bestimmung der Molmasse von PEI(5)-PGlu-346-Mal
mit SEC eine Ultrahydrogelsiule eingesetzt und dem Eluenten (Wasser) 0,02 % Natriumazid
zugegeben. Trotz dessen traten Aggregate und Wechselwirkungen mit dem Sdulenmaterial

auf, wodurch die Messungen nicht reproduzierbar waren.

Asymmetrische Flussfeldflussfraktionierung

Die Analyse von PEI(5)-PGlu-346-Mal mit AF4 zeigt dhnliche Ergebnisse wie PEI(S)-
PGlu-346. Die ermittelten Molmassen (Tabelle 4.7) sind im Vergleich zum theoretischen

Wert sehr klein und statistisch breit verteilt.

Tabelle 4.7: Analytische Daten der AF4-Messungen von PEI(5)-PGlu-346-Mal.
Min [g/mol]  Mn [g/mol] Mvw [g/mol] b dn/dc [ml/g] Rh [nm]

57.300* 20.600 41.200 2,00 0,145 2,54+0,13

* M = Mu(PEI(5)-PGlu-346) + 27-M(Maltoseeinheit) = 48.400 g/mol + 27-327,3 g/mol mit der Annahme, dass
alle 27 terminalen NH-Gruppen monosubstituiert werden.

In Abbildung 4.24 sind die gewichtsabhingigen Molmassenverteilungen von PEI(5)-PGlu-
346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal vergleichend aufgetragen. Ergénzend zu den Ergebnissen der
NMR-Spektroskopie wird deutlich, dass die Anbindung von Maltose stattgefunden hat. Die
Molmassen der einzelnen Fraktionen sind signifikant grofler als die von PEI-PGlu-346. Es
liegen Makromolekiile sowohl mit einem geringen Anteil als auch einem hohen Anteil an
Glutaminsdure- und Maltoseeinheiten vor. Genauere Aussagen zur Anzahl an angebunden

Aminosdureeinheiten und Oligosaccharidmolekiilen konnen jedoch nicht gemacht werden.
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Abbildung 4.24: Verteilung der Massenfraktionen von PEI(5)-PGlu-346-Mal (schwarz) in
Abhingigkeit von der Molmasse im Vergleich zu PEI(5)-PGlu-346 (grau)
bestimmt mit AF4-LS.

4.2 Untersuchungen zum Verhalten in wéssriger Losung

4.2.1 pH-Wert-abhingiger Ladungszustand

Polyethylenimin ist ein kationischer Polyelektrolyt, dessen Aminogruppen in wissriger
Losung in Abhidngigkeit vom pH-Wert protoniert bzw. deprotoniert vorliegen.
Polyglutaminsdure und Polyasparaginsidure hingegen sind negativ geladene Polyelektrolyte.
Bei einem pH-Wert ca. kleiner gleich 4 liegen die Carboxylgruppen der Polyglutaminsiure
(pKa=4,1) und die der Polyasparaginsdure (pKa.=3,9) in den Seitenketten vollstindig
protoniert vor.?*” Die Anbindung von Polyaminosiureketten an den PEI-Kern macht es somit
zundchst notwendig, den Ladungszustand der jeweiligen Kern-Schale-Architekturen in

Abhingigkeit vom pH-Wert zu untersuchen.

Die Charakterisierung der Oberflichenladung erfolgte mit pH-abhidngigen Stromungs-
potentialtitrationen und Zetapotentialmessungen. Abbildung 4.25A zeigt die Messwerte der
Stromungspotentialmessungen von PEI(S), PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal.
Hochverzweigtes Polyethylenimin ist ein schwacher Polyelektrolyt, der eine positive
Oberflichenladung im pH-Bereich von 3 bis 9 besitzt. Im pH-Wert-Bereich kleiner 8 sind die
primiren, sekundédren und tertidren Aminogruppen vollstindig protoniert. Im Gegensatz dazu
kommt es aufgrund der negativ geladenen Carboxylgruppen der Polyglutaminsidureketten zu
einem stark verdnderten Kurvenverlauf bei PEI(5)-PGlu-346. Die hochverzweigte
Copolymerstruktur besitzt nur noch im stark sauren Bereich eine positive Oberflichenladung.

Am isoelektronischen Punkt (pH =3,9) besitzt PEI(5)-PGlu-346 die gleiche Anzahl an
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protonierten Aminogruppen und deprotonierten Carboxylgruppen. Bereits bei einem pH-Wert
von grofer 3,9 dominieren die Carboxylatgruppen, wobei der Wert der anionischen
Oberfldchenladung ab einem pH-Wert von ca. 6 am groten ist. Der gleiche Kurvenverlauf
der Stromungspotentialmessung wurde fiir PEI(5)-PGlu-346-Mal ermittelt. Demnach wird
die Protonierung bzw. Deprotonierung der Amino- und Carboxylgruppen durch die

Modifikation mit Oligosacchariden nicht beeinflusst.
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Abbildung 4.25: A — PH-abhingige Stromungspotentialtitration von PEI(5), PEI(5)-PGlu-
346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal. B — pH-abhingige Zetapotentialmessung
von PEI(5)-PGlu-346, PEI(5)-PGlu-346-Mal und PEI(5)-PGlu-346-Lak.
C — pH-abhingige Zetapotentialmessung von PEI(5)-PAsp-346, PEI(S)-
PAsp-346-Mal und PEI(5)-PAsp-346-Lak.

Auch die Ergebnisse der Zetapotentialmessungen von PEI(5)-PGlu-346, PEI(5)-PGlu-346-
Mal und PEI(5)-PGlu-346-Lak (Abbildung 4.25B) belegen eine negative
Oberflachenladung iiber einen grolen pH-Wert-Bereich. Erst bei einem pH-Wert kleiner
gleich 3 konnte ein positives Zetapotential fiir die glutaminsdauremodifizierten Kern-Schale-
Architekturen gemessen werden. PEI(5)-PAsp-346 und deren oligosaccharidmodifizierten

Derivate weisen hingegen iiber den gesamten gemessenen pH-Wert-Bereich eine negative
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Oberflachenladung auf (Abbildung 4.25C). Dabei scheinen die Oligosaccharideinheiten die
negative Ladungen der Polyasparaginsdureketten etwas abzuschirmen. Dieser Effekt ist bei

den glutaminsduremodifizierten Copolymeren nur bei pH = 5 deutlich zu erkennen.

4.2.2 Dynamische Lichtstreuexperimente

Die GroBenbestimmung der wasserloslichen Kern-Schale-Architekturen und die
Untersuchung moglicher auftretender Aggregationseffekte erfolgten mit der dynamischen
Lichtstreuung. Zunidchst wurden die hydrodynamischen Durchmesser der dendritischen
Polymere PEI(25)-Mal B, PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal gel6st in reinem
Wasser und PBS-Losung (pH 7,4) bestimmt. Entsprechend der Ultrafiltrationsexperimente
(Kapitel 4.3.3) wurde die Polymerkonzentration von 0,119 g/l gewihlt und DLS-Messungen
direkt nach der Probenpréparation (0 h), nach 3 h und nach 20 h durchgefiihrt. Die angegeben
hydrodynamischen = Durchmesser (Tabelle 4.8) sind Mittelwerte der jeweiligen
Fiinffachbestimmungen. Mit der gewihlten Konzentration konnten jedoch nur fiir PEI(25)-
Mal B reproduzierbare GroB3en bestimmt werden. Die DLS-Messungen fiir PEI(5)-PGlu-346
und PEI(5)-PGlu-346-Mal wurden mit der zehnfachen Konzentration von 1,19 g/l

wiederholt.

Tabelle 4.8: Hydrodynamische Durchmesser von PEI(25)-Mal B, PEI(5)-PGlu-346 und
PEI(5)-PGlu-346-Mal in reinem Wasser und PBS-L6sung nach 0, 3 und 20 h.

Reines Wasser pH 7.4
Oh 3h 20 h Oh 3h 20 h
PEI(25)-Mal B® 17 nm 16 nm 17 nm 14 nm 14 nm 15 nm
PEI(5)-PGlu-346" 9 nm 9 nm 8 nm 7 nm 7 nm 6 nm
PEI(5)-PGlu-346-Mal® 9 nm 9 nm 9 nm 8 nm 8 nm 8 nm
ac=0,119 g/l
b¢c=1,190 g/l

In Abbildung 4.26 und 7.9-13 sind die GroBenverteilungen der untersuchten dendritischen
Polymere gezeigt. Innerhalb des Zeitraumes kommt es zu keiner signifikanten Anderung der
Verteilungskurven. Somit existieren alle drei Polymerstrukturen sowohl in reinem Wasser als
auch in PBS-Puffer iiber mindestens 20 h als stabile Makromolekiile. PEI(25)-Mal B weist in
reinem Wasser einen hydrodynamischen Durchmesser von =~ 17 nm und in PBS-Puffer von

~ 15 nm auf. PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal sind mit einem Dy < 10 nm nur
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halb so grof}. Interessanterweise ist PEI(5)-PGlu-346-Mal nicht signifikant grofer als
PEI(5)-PGlu-346. Aus den IR-Untersuchungen ist bekannt, dass beide Polymere bei pH > 6
eine random coil Struktur ausbilden. Dabei kénnen die anionischen Polyglutaminsidureketten
mit dem kationischen PEI-Kern in Wechselwirkung treten, was zu einer kompakten Struktur
fiihrt. Weiterhin besteht aus den '*C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen von PEI(5)-
PGlu-346-Mal die Annahme, dass Maltoseeinheiten nicht nur an den Endfunktionalititen der
PGlu-Ketten, sondern auch am PEI-Kern angebunden werden. Somit fiihrt die Anbindung der

Maltose mehr zu einer Verdichtung als einer VergroBerung der Polymerstruktur.
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Abbildung 4.26: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PGlu-346 (c=1,19 g/l) in reinem
Wasser nach 0, 3, 20 h.

Aus den Intensitdtskurven der DLS-Messungen von PEI(5)-PGlu-346 in reinem Wasser sind
neben den eindeutigen Peaks der einzelnen Makromolekiile im Bereich von 10 nm auch
Anteile von vermeintlichen Aggregaten bei einem Dp>100nm zu sehen. In den
entsprechenden Volumenkurven fehlen jedoch diese Peaks. Das ldsst sich damit begriinden,
dass groflere Molekiile eine wesentlich hohere Streuintensitiit besitzen und somit auch bei
geringen Konzentrationen eine gewisse Intensitit aufweisen. Daraus ist zu schlieen, dass die
Anzahl der groflen Partikel gegeniiber den einzelnen Makromolekiilen sehr gering ist.
Aufgrund der negativen Oberflichenladung kann eine Aggregation der einzelnen
Makromolekiile ausgeschlossen werden. Wahrscheinlicher sind kleine Schmutzpartikel, die
bei der Reinigung der Losungen mit einem 450 pm-Filter nicht entfernt wurden. Weiterhin ist
in den Verteilungskurven nach 3 h ein kleiner Peak bei Dn <3 nm zu sehen. Das Auftreten
solcher Peaks im sehr kleinen GroBenbereich kann auf die rdaumliche Struktur der Polymere
zuriickgefithrt werden. Aufgrund der Verzweigung des Polyethylenimins und dessen
unregelmiBige Modifizierung sind die hier beschriebenen Polymere nicht perfekt
kugelformig. Etwas in den Raum ragende Polyaminosiureketten bzw. Oligosaccharid-

einheiten streuen das eingestrahlte Licht in dem Malle, dass in der Auswertung des
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Streulichtes Peaks vermeintlich kleinerer Partikel ermittelt werden. Dieser Effekt wurde mehr

oder weniger bei allen untersuchten Polymeren beobachtet.

Die wasserloslichen Kern-Schale-Architekturen PEI(5)-PGlu-346 bzw. PEI(5)-PAsp-346
und deren oligosaccharidmodifizierten Derivate zeigen in Abhéngigkeit vom pH-Wert eine
unterschiedliche Oberflachenladung. Daraufhin wurden diese Strukturen auf ein pH-

abhingiges Aggregationsverhalten in Phosphatpufferlosungen untersucht.
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Abbildung 4.27: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PGlu-346 (c=1,19 g/l) in reinem
Wasser und PBS-Losungen pH 3, 5, 7,4 und 9.

In Abbildung 4.27 sind die Verteilungskurven der DLS-Messungen von PEI(S)-PGlu-346
bei pH 3, 5 und 9 im Vergleich mit denen bei pH 7,4 und in reinem Wasser abgebildet. Im
stark aziden pH-Bereich (kationische Oberflichenladung) und neutralen bzw. alkalischen pH-
Bereich (hohe anionische Oberfldchenladung) sind die repulsiven Wechselwirkungskrifte so
stark, dass die PEI(5)-PGlu-346-Makromolekiile isoliert in Losung existieren. Bei pH =3
sollten keine bzw. nur wenige anionische Ladungen existieren. Dadurch kénnen die neutralen
Polyglutaminsdureketten in hohem MaBe mit dem PEI-Kern iiber Wasserstoffbriicken-
bindungen wechselwirken und bilden eine dichte Polyglutaminsdureschale. Dieser Effekt
fithrt zu dem geringen hydrodynamischen Durchmesser von nur 4 nm. Im Gegensatz dazu
sind die Carboxylgruppen bei pH > 6 vollstindig deprotoniert. Die starken AbstoBungskréfte
innerhalb und zwischen den PGlu-Ketten fiihren zu einer aufgeweiteten Schalenstruktur. Es
ergibt sich im Vergleich zu pH 3 eine fast doppelt so groe Kern-Schale-Architektur mit
Dn~=7nm. Bei pHS5 hingegen bilden sich groe Aggregate mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von etwa 500 nm. In diesem pH-Wert-Bereich liegen die Carboxylgruppen nur
teilweise deprotoniert vor (siehe Stromungspotentialmessung Abbildung 4.25A). Dadurch
scheint eine Anndherung der einzelnen Makromolekiile durch ionische Wechselwirkungen
zwischen den Carboxylatgruppen und den endstidndigen kationischen Aminogruppen der

Polyglutaminsdureketten moglich zu sein. Die entstandenen Aggregate konnen zusitzlich
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durch intermolekulare Wasserstoffbriicken stabilisiert werden. Im Gegensatz dazu bildet
PEI(5)-PAsp-346 sowohl bei pH 3 als auch bei pH 9 kleinere und groBBere Aggregate, obwohl
die Oberflichenladung iiber den gesamten pH-Bereich von 3 bis 9 negativ ist
(Abbildung 7.16). Ursachen konnten in der vorliegenden Sekundirstruktur liegen, die in
dieser Arbeit jedoch nicht ndher analysiert wurde. Die oligosaccharidmodifizierten PEI(S)-
PGlu-346-Strukturen hingegen zeigen bei allen untersuchten pH-Werten keine Aggregation
(Abbildung 7.14, 7.15). Aus den Zetapotentialmessungen (Abbildung 4.25B und C)
insbesondere bei pH S wird deutlich, dass die Oligosaccharideinheiten die Ladungen der
Kern-Schale-Strukturen abschirmen. Dadurch werden ionische Wechselwirkungen zwischen
den Makromolekiilen verhindert. Allerdings konnen sich Wasserstoffbriicken intermolekular
zwischen den Oligosaccharideinheiten ausbilden. Diese sind jedoch wesentlich schwicher als
ionische Wechselwirkungen, weshalb keine stabilen Aggregate in wissriger LoOsung
beobachtet werden konnen. Die oligosaccharidmodifizierten Derivate von PEI(5)-PAsp-346
existieren nur bei pH < 7.4 als isolierte Makromolekiile (Abbildung 7.17, 7.18). In wissriger
Losung mit pH 9 fallen PEI(5)-PAsp-346-Mal und PEI(5)-PAsp-346-Lak aus. Nach dem
Filtern mit einem 0,45 um Spritzenfilter ist die Konzentration der Kern-Schale-Architekturen
wahrscheinlich so gering, dass nur wenige Makromolekiile mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von ca. 10 nm gemessen werden. Die mit DLS ermittelten hydrodynamischen
Durchmesser der wasserloslichen Polymere in Abhédngigkeit vom pH-Wert sind in

Tabelle 4.9 zusammengefasst.

Tabelle 4.9: Mit DLS bestimmte hydrodynamische Durchmesser [nm] der wasserloslichen
Kern-Schale-Architekturen in reinem Wasser und Pufferlosungen bei
verschiedenen pH-Werten nach 20 h.

pH3 pH S5 H20 pH 7,4 pHI
PEI(25)-Mal B® - - 16 14 -
PEI(5)-PGlu-346° 4 500 8 6 7
PEI(5)-PGlu-346-Mal® 7 8 9 8 8
PEI(5)-PGlu-346-Lak" 8 12 12 9 13
PEI(5)-PAsp-346° 200 9 14 11 500
PEI(5)-PAsp-346-Mal® 9 9 8 11 9
PEI(5)-PAsp-346-LakP 9 9 4 10 10
ic=0,119 g/
bc=1,190 g/l
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4.2.3 Rasterkraftmikroskopie

Zur weiteren Aufkldarung des Aggregationsverhaltens wurden PEI(S)-PGlu-346 und PEI(5)-
PGlu-346-Mal mit (in situ) AFM im trockenen Zustand und im wéssrigen Tropfen (Wasser,
PBS-Puffer pH 7,4) untersucht. In beiden Versuchsreihen wurde eine Polymerkonzentration

von 0,1 g/l verwendet.
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Abbildung 4.28: A - 2D- und 3D-Hohenbilder PEI-PGlu-346 (links) und PEI-PGlu-346-
Mal (rechts) im trockenen Zustand auf einem Siliziumwafer. B - Cross
section der luftgetrockneten PEI-PGlu-346-Probe.

Abbildung 4.28A zeigt die 2D und 3D Hohenbilder von PEI(5)-PGlu-346 und PEI(S)-
PGlu-346-Mal der luftgetrockneten Proben auf einem Siliziumwafer. Es sind sphirische
Teilchen zu sehen, welche als Aggregate interpretiert werden konnen. Die Aggregate von
PEI(5)-PGlu-346 sind im Durchmesser etwa 40 — 50 nm gro3. Die Hohe der kleineren
Teilchen betrdgt 2,2 bis 4,5 nm, die der groBeren 5,5 bis 10 nm. PEI(S)-PGlu-346-Mal weist
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sehr flache Aggregate mit einer Ausdehnung von 10 bis 65 nm und einer Hohe von 0,8 bis
1,5 nm auf. Der pH-Wert der verwendeten wissrigen Polymerlosungen betrédgt etwa 5 bis 6.
In diesem pH-Wert-Bereich besitzen sowohl PEI(5)-PGlu-346 als auch PEI(5)-PGlu-346-
Mal eine negative Oberfldchenladung, welche zu einer elektrostatischen AbstoBung zwischen
den Makromolekiilen fiihren sollte. Somit ist anzunehmen, dass es wihrend des langsamen
Eintrocknens der Polymerlosung zu einer Anreicherung der Makromolekiile im Zentrum des
immer kleiner werdenden Tropfens kommt. Die in den Hohenbildern abgebildeten Aggregate

sind lediglich Akkumulationen isolierter Polymere.

Fiir einen besseren Uberblick iiber die Dimensionen der Kern-Schale-Architekturen wurde
versucht, AFM-Bilder der gequollenen Polymere in Losung aufzunehmen. Dafiir wurde
zunichst die Siliziumwaferoberfliche plasmagereinigt und mit Aminopropyldimethylmono-
ethoxysilan (APS) in der Gasphase beschichtet. Auf diesem diinnen, positiv geladenen Film
wurden je ein Tropfen der entsprechenden wissrigen Polymerlosung platziert. Durch die
Wechselwirkung der anionischen Polymere mit der modifizierten Kkationischen
Siliziumwaferoberfliche konnten in situ AFM-Messungen in Losung durchgefiihrt werden.
Fiir die Auswertung der mittleren Durchmesser der potentiell angebundenen Makromolekiile
bzw. Aggregate erfolgte die Aufnahme der Hohenbilder von aminosilanisierten
Siliziumwafern mit reinem Wasser und PBS-Pufferlosung, mit wissriger PEI(S)-PGlu-346-
und PEI(5)-PGlu-346-Mal-Losung und mit PEI(5)-PGlu-346- und PEI(S5)-PGlu-346-Mal-
Puffer-Losung pH 7.4.

100.0 nm 100.0 nm

Abbildung 4.29: In situ AFM-Hohenbilder von PEI(5)-PGlu-346 in reinem Wasser (links)
und in PBS-Puffer-Losung pH 7,4 (rechts) auf APS-beschichteten
Siliziumwafern.

Abbildung 4.29 zeigt die Hohenbilder von PEI(5)-PGlu-346 in Wasser und in PBS-Puffer-

Losung. In beiden Losungsmitteln betrigt der Durchmesser der einzelnen Makromolekiile im
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Mittel 6,3 nm mit einer Standardabweichung von 0,5 nm. Die Hohenbilder von PEI(5)-PGlu-
346-Mal sowohl in Wasser als auch in PBS-Puffer-Losung zeigen keine signifikanten
Unterschiede in der Belegung der Waferoberfldche im Vergleich zu denen mit reinem Wasser
bzw. PBS-Losung (Abbildung 7.19, Tabelle 7.1) Wie bereits in Kapitel 4.2.2 beschrieben,
schirmen die Maltoseeinheiten die ionischen Ladungen der Kern-Schale-Architekturen ab.
Dadurch wird die Wechselwirkung der anionischen Polyglutaminsidureketten mit dem
kationischen Aminosilanfilm erschwert. Aufgrund der geringen Adsorption der
Makromolekiile auf der modifizierten Waferoberflache ist keine quantitative Auswertung

moglich.

4.2.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Das hohe Auflosungsvermogen macht die Transmissionselektronenmikroskopie zu einer
leistungsfiahigen Methode zur Untersuchung der atomaren Struktur, Morphologie und
Zusammensetzung von anorganischen und organischen Materialien. Zusitzlich zur
Elektronenmikroskopie von getrockneten Proben erlaubt die Prédparation im Cryo-TEM-
Prozess die Abbildung von Strukturen in verglasten (schnell gefrorenen) Losungen und
Suspensionen. In dieser Arbeit wurde versucht, die nanometergroBen Kern-Schale-
Architekturen PEI(S5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal sowohl mit TEM als auch mit
Cryo-TEM hochauflésend abzubilden. Dafiir wurden entsprechend der AFM-Untersuchungen

wissrige Polymerlosungen der Konzentration 0,1 g/l verwendet.

Die in Abbildung 4.30A abgebildete TEM-Aufnahme von PEI(5)-PGlu-346 zeigt ein im
Durchmesser etwa 400 nm grofles Aggregat. Bei der Probenpriparation wurde auf einem
TEM-Grid ein Tropfen der Polymerlosung platziert, welcher anschlieBend an der Luft
trocknete. Es ist anzunehmen, dass es dabei genau wie bei den AFM-Untersuchungen zu einer
Akkumulation der einzelnen Makromolekiile kommt. Eine Visualisierung der PEI(5)-PGlu-
346-Strukturen mit der Cryo-TEM-Methode war jedoch nicht moglich. Aus den DLS- und in
situ AFM-Untersuchungen wurde fiir dieses Polymer ein mittlerer Durchmesser von =7 nm
bestimmt. Vermutlich ist die Auflésung bei den Cryo-TEM-Messungen im low-dose mode zu
gering, um diese kleinen Makromolekiile abzubilden. Im Gegensatz dazu zeigen die Cryo-
TEM-Aufnahmen (Abbildung 4.30B und C) der etwas groeren PEI(5)-PGlu-346-Mal-
Polymere ,,Wolken“-Strukturen, in denen die Makromolekiile deutlich separiert vorliegen.
Eine Erkldarung fiir die Wolkenbildung findet sich in der Probenpriparation. Wahrend des
Blottings, dem Entfernen von iiberschiissigem Wasser mit Filterpapier, kommt es in dem

entstehenden Probenfilm zu einer starken Konzentrationsdnderung und somit zu einer
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Akkumulation der PEI(5)-PGlu-346-Mal-Polymere. Bei der anschlieBenden Equilibrierung
entfernen sich die anionischen Makromolekiile aufgrund repulsiver Wechselwirkung
innerhalb weniger Sekunden wieder voneinander und bilden die unregelmifBig geformten
»Wolken* im Wasserfilm. Dieser Separationseffekt war bereits nach 5 s zu beobachten. Eine
gleichmifige Verteilung der einzelnen Makromolekiile nach lingeren Equilibrierungszeiten
konnte allerdings nicht beobachtet werden. Der gleiche Akkumulations- und
Separationseffekt der PEI(5)-PGlu-346-Mal-Polymere wurde auch in PBS-Losung
beobachtet. Die Pufferlosung beeinflusst lediglich die Equilibrierungszeit, jedoch nicht die

Anordnung der einzelnen Makromolekiile im wissrigen Film.

Abbildung 4.30: A — TEM-Aufnahme von PEI(5)-PGlu-346. B — Cryo-TEM-Aufnahme
akkumulierter PEI(5)-PGlu-346-Mal-Makromolekiile (,,Wolkenbildung*).
C - Cryo-TEM-Aufnahme einzelner Makromolekiile in der ,,Wolke*

Die Auswertung der GrofBenverteilung (Abbildung 4.31) der einzelnen PEI(5)-PGlu-346-
Mal-Makromolekiile im Wasserfilm ergab einen mittleren Durchmesser von 11 nm und

entspricht der mit DLS bestimmten Grof3e von = 9 nm.
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Abbildung 4.31: Aus den cryo-TEM-Aufnahmen ermittelte Groenverteilung der einzelnen
Makromolekiile von PEI(5)-PGlu-346-Mal in reinem  Wasser,
KlassengroBe 1,25 nm.

4.2.5 Strukturbeschreibung der Kern-Schale-Architekturen

Aus der Vielzahl der analytischen Untersuchungen ergeben sich fiir PEI(5)-PBLG-346,
PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal in Abhingigkeit vom Losungsmittel und dem
pH-Wert unterschiedlich strukturierte Architekturen.

Abbildung 4.32: Schematische Darstellung von PEI(5)-PBLG-346, Ausbildung von PBLG-
Helices in aprotischen polaren Losungsmitteln.

Die 'H- und 13C—NMR—spektroskopischen Analysen von PEI(S5)-PBLG-346, PEI(S)-PGlu-
346 belegten eine erfolgreiche Polymerisation der Glutaminsdureeinheiten am PEI-Kern.
Dabei fand die Initiierung jedoch nicht an allen zur Verfiigung stehenden priméren und
sekunddren Aminogruppen statt. Weiterhin konnen auch die tertiiren Aminogruppen eine
NCA-Polymerisation initiieren, wobei die entstehenden Polyglutaminsdureketten aber nicht
am PEI-Kern angepfropft werden. Aus den analytischen Untersuchungen ist nicht bekannt,

wie viele NCA-Monomere tatsdchlich am PEI-Kern umgesetzt worden. Allerdings sind die
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angebundenen PBLG-Ketten lang genug, so dass mit FT-IR-Spektroskopie eine helikale

Sekundirstruktur nachgewiesen werden konnte (Abbildung 4.32).

In Abhingigkeit von der Anzahl an eingesetzten NCA-Monomeren wurde eine
unterschiedliche Loslichkeit von PEI(S)-PBLG-43, PEI(5)-PBLG-173, PEI(5)-PBLG-259
und PEI(5)-PBLG-346 in organischen Losungsmitteln bei Raumtemperatur festgestellt. Die
Loslichkeit der Copolymere in Chloroform nahm mit hoherem Anteil an BLG-Einheiten zu.
Die miBige Loslichkeit in DMSO hingegen war fiir alle PEI-PBLG-Strukturen gleich. Erst
nach kurzem Erwirmen losten sich die Copolymer vollstindig in DMSO. PBLG 16st sich
aufgrund der Benzylschutzgruppe in unpolareren Losungsmitteln, wie Toluol und
Chloroform. Polyethylenimin hingegen ist sehr gut in polaren Losungsmitteln, wie Wasser
und Methanol, I6slich. In Dimethylsulfoxid (DMSO) ist PEI noch teilweise 16slich, in
Chloroform hingegen nicht. Durch die offene Schalenstruktur iiben somit sowohl der PEI-
Kern als auch die PBLG-Schale Einfluss auf das Loslichkeitsverhalten der Copolymere. Bei
einem geringen Anteil an BLG-Einheiten wird die Loslichkeit hauptsidchlich durch den PEI-
Kern bestimmt. Dementsprechend sind PEI(5)-PBLG-43 und PEI(5)-PBLG-173 nicht in
Chloroform 16slich. Erst bei hoheren Anteilen an BLG-Einheiten in der Schale 16sen sich die
Copolymere teilweise in CHCl3. Aufgrund der offenen Schalenstruktur ergibt sich auch die
hinreichende Loslichkeit der Copolymere in DMSO. Dabei wird das Losungsverhalten,
unabhiingig von der Kettenldnge der PBLG-Ketten, durch den PEI-Kern bestimmt. Die in der
Literatur’®-2% beschriebenen PEI-PBLG-Copolymere mit kleineren und groBeren PEI-Kernen
My =1.800, 10.000 und 25.000 Da) besitzen im Gegensatz dazu eine hohe Loslichkeit in
Chloroform. Wahrscheinlich konnte bei diesen PEI-PBLG-Strukturen ein hoherer
Pfropfungsgrad der PBLG-Ketten und somit ein dichtere Schale erreicht werden. Dadurch
beeinflusst der PEI-Kern die Loslichkeit weniger als bei den in dieser Arbeit beschriebenen
Copolymerstrukturen. Aus den vorangegangenen Ausfiihrungen lésst sich schlussfolgern, dass
sowohl der PEI-Kern als auch die Dichte der PBLG-Schale und die Linge der PBLG-Ketten
in Abhiéngigkeit vom organischen LoOsungsmittel einen entscheidenden Einfluss auf das

Losungsverhalten der Copolymere ausiiben.
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J 4 nm @ 500 nm @7 nm

O PEI = PGlu

Abbildung 4.33: Schematische Darstellung der moglichen Strukturen von PEI(5)-PGlu-346
in Abhéngigkeit vom pH-Wert.

Durch die Entschiitzung der Carboxylgruppen besitzt PEI(5)-PGlu-346 in Abhingigkeit vom
pH-Wert unterschiedliche Oberflichenladungen und auch innerhalb der Makromolekiile
unterschiedliche Ladungsdichten. Die dadurch unterschiedlich méglichen Polymerstrukturen
sind schematisch in Abbildung 4.33 dargestellt. Im Vergleich zu reiner Polyglutaminsédure
und Polyglutaminsédureketten aufgepfropft auf Polyamidoamin (PAMAM)-Dendrimere der 3.
Generation'®® konnte bei PEI(5)-PGlu-346 nicht der typische Helix-Coil-Ubergang in
wassriger Losung bei Variation des pH-Wertes beobachtet werden. Bei den PAMAM-
Dendrimeren initiierten alle terminalen Aminogruppen die NCA-Polymerisation, wobei die
resultierenden PGlu-Ketten mit 34 Monomereinheiten gleich lang sind. Die dichte Schale
erlaubt aufgrund sterischer Hinderungen keine Wechselwirkungen mit dem positiv geladenen
PAMAM-Kern. Dadurch bildet sich bei pH <5 zu 100 % die helikale Konformation aus. Die
unterschiedlich langen PGlu-Ketten in der PEI(5)-PGlu-346-Struktur an dem nur teilweise
modifizierten PEI-Kern stellen eine offene Schalenstruktur dar. Bei pH 3 konnen die
ungeladenen Glutaminsdureeinheiten ungehindert iber Wasserstoffbriickenbindungen mit den
Aminogruppen des PEI in Wechselwirkung treten (Abbildung 4.33). Dadurch wird die
Ausbildung einer geordneten Sekundérstruktur gestort. Durch Erhéhung des pH-Wertes
werden die Carboxylgruppen zunehmend deprotoniert. Die dicht am PEI-Kern angeordneten
Polyglutaminsédureketten strecken sich aufgrund der innerhalb und zwischen den Ketten
wirkenden repulsiven Krifte in den umgebenden Raum. Bei pH 5 kénnen die endstidndigen

Aminogruppen mit den teilweise deprotonierten Carboxylgruppen ionisch wechselwirken,
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wobei es zu einer Durchdringung der Schalen der einzelnen Makromolekiile kommen kann.
Dadurch bilden sich grofere Aggregate, die durch intermolekulare Wasserstoffbriicken-
bindungen stabilisiert werden. Wird der pH-Wert weiter erhoht, liegen die PEI(5)-PGlu-346-
Polymere wieder als isolierte Makromolekiile vor. Die hohe Anzahl an negativen Ladungen
fiihrt nicht nur zu starken repulsiven Wechselwirkungen zwischen den Kern-Schale-
Architekturen, sondern auch innerhalb der PGlu-Ketten. Dadurch bildet sich eine
sternformige Polymerstruktur aus. Durch die verstirkte Kettenstreckung in den Raum

vergroBlert sich die polymere Struktur von 4 nm (pH 3) auf 7 nm (pH > 6) im Durchmesser.

pH 3 pH 5 pH > 6
@7 nm @ 8 nm @ 9 nm

O PEI =N PGlu Maltose

Abbildung 4.34: Schematische Darstellung der moglichen Strukturen von PEI(5)-PGlu-346-
Mal in Abhédngigkeit vom pH-Wert.

In der Literatur'®’

wird fiir PEI(5) ein Durchmesser von ca. 3 nm angegeben. Durch eine
teilweise bzw. vollstindige Modifizierung der terminalen und linearen Aminogruppen mit
Maltose nimmt die GroB3e der Glykodendrimere nur um 2 bis 3 nm zu. Durch die Anbindung
von Maltoseeinheiten an PEI(5)-PGlu-346 im basischen Milieu nimmt der Durchmesser von
PEI(5)-PGlu-346-Mal bei pH > 6 ebenfalls nur um 2 nm zu (Abbildung 4.34). Die stark
gestreckten Polyglutaminsidureketten bilden eine weit gedffnete Schalenstruktur, welche eine
zusitzliche Umsetzung noch freier Aminogruppen am PEI-Kern mit Maltose erlaubt. Dadurch
bildet sich nicht nur eine Doppelschalen-Struktur, sondern zusitzlich auch eine binére
Struktur am PEI-Kern aus. Mit sinkendem pH-Wert wird die Anzahl der negativen Ladungen
durch die Protonierung der Carboxylatgruppen kleiner. Die repulsiven Krifte innerhalb der
Kern-Schale-Struktur werden schwicher, wodurch sich verstirkt

Wasserstoffbriickenbindungen  zwischen den  Polyglutaminsidureketten und  den

Maltoseeinheiten ausbilden konnen. Die PEI(5)-PGlu-346-Mal-Struktur wird dichter und der
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Durchmesser verkleinert sich von 9 nm (pH > 6) auf 7 nm (pH 3). Im Gegensatz zu PEI(5)-
PGlu-346 findet bei den oligosaccharidmodifizierten Copolymeren keine Aggregation bei
pHS5 statt. Die endstindigen Maltoseeinheiten schirmen die ionischen Ladungen der
Makromolekiille in dem MaBe ab, dass es zu keinen attraktiven, intermolekularen
Wechselwirkungen kommen kann. Wasserstoffbriicken und andere nichtkovalente
Wechselwirkungskrifte sind zu schwach, um eine stabile Aggregation zu bewirken. Es ist
anzunehmen, dass bei pH 3 eine Wechselwirkung der ungeladenen PGlu-Ketten mit dem PEI-
Kern durch die volumindsen Maltoseeinheiten nicht in dem MaBle wie bei PEI(5)-PGlu-346
stattfinden kann. Jedoch wird auch hier die Ausbildung einer helikalen Sekundirstruktur

durch die H-Briicken mit Maltose verhindert.

4.3 Komplexierungs- und Freisetzungsverhalten von Bortezomib in

wassriger Losung

Die Untersuchung der Komplexierung von relevanten Wirkstoffen zur Knochenregeneration
bzw. zur Behandlung des multiplen Myeloms und deren Freisetzung erfolgte an den
wasserloslichen Kern-Schale-Architekturen PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal so
wie an dem von der Arbeitsgruppe um Dr. Appelhans (IPF, Abteilung Bioaktive und
responsive Polymere) etablierten PEI(25)-Mal B. Weiterhin wurden Polyelektrolytkomplexe
(PEK) aus den genannten Polymerstrukturen in der Arbeitsgruppe von Dr. Martin Miiller
(IPF, Abteilung Polyektrolyte und Dispersionen) hergestellt (Abbildung 4.35). Das PEK 0.9
aus PEI(25)-Mal B und vollsubstituiertem (DS = 3), linearen Zellulosesulfat (CS) weist dabei
einen geringen kationischen Uberschuss auf. Die Polyelektrolytkomplexe PEK 1.1-A und
PEK 1.1-B hingegen besitzen im geringen Uberschuss aus den anionischen PEI(5)-PGlu-
346- bzw. PEI(5)-PGlu-346-Mal-Strukturen und kationischem, linearen Ethylendiamin-
Zellulose. Als potentielle Wirkstoffe (WS) wurden das Statin Cerivastatin, das Bisphosphonat
Risedronat und der Proteasominhibitor Bortezomib (BZM) eingesetzt. Zur Bestimmung der
Menge an komplexierten bzw. freigesetzten Wirkstoff wurden die Polymer/WS-Losungen mit

der Ultrafiltrationsmethode aufgetrennt und UV/Vis-spektroskopisch untersucht.
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@ PEI(25)-Mal B (+)
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‘ Zellulosesulfat (CS) (-) R' = NH-CH,-CH,-NH,
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(PEK 0.9) PEI(5)-PGIu-346/EDA-Cell  PEI(5)-PGlu-346-Mal/EDA-Cell
(PEK 1.1-A) (PEK 1.1-B)

Abbildung 4.35: Schematische Darstellung der verwendeten wasserloslichen Kern-Schale-
Architekturen und der entsprechenden Polyelektrolytkomplexe.

4.3.1 Ultrafiltration

Die Komplexierung der Wirkstoffe in die wasserloslichen Kern-Schale-Architekturen sowie
in die entsprechenden Polyelektrolytkomplexe und dessen Freisetzung in wissrige Losung
erfolgten mit der Ultrafiltration nach dem Dead-End-Prinzip. Dabei werden die freien
Wirkstoffmolekiile durch Filtration der Feed-Losung (Polymer/WS-Losung) iiber eine
semipermeable Membran unter senkrecht wirkendem Druck (1 -10bar) von den
wirkstoffbeladenen Polymerpartikeln abgetrennt. Die Ausschlussgrenze bei der Ultrafiltration
betrigt 1—-100nm und wird durch die Porengrofe der Filtermembran bestimmt.
Ublicherweise wird sie als Molecular Weight Cut-Off (MWCO) angegeben und definiert die

geringste Molmasse sphérischer Molekiile, die zu 90 % von der Membran zuriickgehalten
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werden. Wihrend des Filtrationsprozesses bildet sich auf der Membran ein Filterkuchen durch
Anreicherung der beladenen Polymerpartikel. Um ein Verstopfen der Poren zu vermeiden
wird die Feed-Losung langsam geriihrt. In Abbildung 4.36 ist der Prozess der Ultrafiltration

schematisch dargestellt.

Feed-Losung

Membran

Permeat

Abbildung 4.36: Schematische Darstellung der Ultrafiltration nach der Dead-End-Methode.
4.3.2 Voruntersuchungen

Die UV/Vis-Spektroskopie ist eine analytische Methode, bei der Materie durch Absorption
eingestrahlter elektromagnetischer Strahlung des ultravioletten und sichtbaren Bereiches in
einen elektronisch angeregten Zustand iiberfiihrt wird. Die auftretende Abschwichung der
Intensitdt des eingestrahlten Lichtes durch die absorbierende Substanz wird durch das
Lambert-Beersche Gesetz (Gleichung 1) beschrieben. Dabei ist die Absorption der Anzahl

absorbierender Molekiile proportional.

Abs(2) =log=£(3)-c-d Gleichung 1

Abs(L) — Absorption bei Wellenldnge A

Ip — Intensitit eingestrahltes Licht

I — Intensitit austretendes Licht

€(A) — molarer Absorptionskoeffizient bei
Wellenldnge A (L/(mol-cm))

¢ — Konzentration (mol/L)

d — Schichtdicke der Kiivette (cm)
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Das Lambert-Beersche Gesetz gilt nur fiir monochromatisches Licht und verdiinnte Losungen
(c > 0,01 mol/l). Die Uberpriifung der Giiltigkeit erfolgt iiber einen Kalibrierprozess. Fiir die
Wirkstoffe Cerivastatin, Risedronat und Bortezomib wurden Kalibrierungen in reinem Wasser
und in PBS-Losung durchgefiihrt. Dabei wurden die Stammlosungen iiber 20 Stufen verdiinnt

und zu jeder Konzentration die Absorption bei der entsprechenden Wellenldnge gemessen.

Tabelle 4.10: Kalibriergeraden der Wirkstoffe Cerivastatin, Risedronat und Bortezomib in
reinem Wasser und PBS-Losung.

WS LM A [nm] CStamm Kalibriergerade Bestimmtheitsmaf}
Cerivastatin .0 270 0,135 Abs = 8.894 - R2=0,9978
erivastatin 2 (2.9-10% mol/l) s =8, c =0,

0,145 B 5

PBS 270 (3.2-10* mol/l) Abs=13,01-¢c R“=0,9986

Rised t H,O 263 0,079 Abs =15,918 - R%=0,9999
0,062 _ 5

PBS 263 (2,0-10"* mol/l) Abs =10,934 - ¢ R“=0,9988
. 0,062 g/1 _ 5

Bortezomib H>O 271 (1.6 10% mol/l) Abs =29,792 - ¢ R~ =0,9999

PBS 271 0,076 Abs = 33,738 - ¢ R2 = 0,9998

(2,0-10™* mol/l)

Die Kalibrierkurven (Tabelle 4.10) von Cerivastatin und Risedronat zeigten bei einer
Absorption kleiner eins eine lineare Abhingigkeit. Bei Bortezomib war die Linearitidt sogar
bis zu einer Absorption von zwei gegeben. In Abbildung 7.20 sind die Kalibrierkurven fiir
Bortezomib dargestellt. Da das Lambert-Beersche Gesetz nur im linearen Bereich giiltig ist,
wurden fiir die weiteren UV/Vis-spektroskopischen Untersuchungen Wirkstoffkonzen-

trationen mit einer Absorption < 1 gewdhlt.

Weiterhin wurden die potentiellen Wirkstoffe Cerivastatin, Risedronat und Bortezomib auf
mogliche Wechselwirkungen mit dem Membranmaterial getestet. Dafiir wurden wissrige
Stammlosungen der Wirkstoffe durch eine Zellulose- und eine Polyethersulfonmembran mit
einem MWCO von 1000 Da ultrafiltriert. Die Konzentration der Wirkstoffe im Permeat muss
dabei konstant sein und der Ausgangskonzentration entsprechen. Nur dann kann bei der
Untersuchung des komplexierten Wirkstoffes sichergestellt werden, dass die Abnahme der

Wirkstoffkonzentration im Permeat im Vergleich zur Feed-Losung durch Wechselwirkungen
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mit dem Polymer zustande kommen. Im Fall von Cerivastatin und Risedronat ergaben sich
aus den UV/Vis-Spektren starke Wechselwirkungen der Wirkstoffmolekiille mit den
Membranen. Am Beispiel von Risedronat und Bortezomib sind die Absorptionsspektren der
Membranstabilititstests in reinem Wasser in Abbildung 4.37 dargestellt. Im Gegensatz zu
Risedronat zeigt sich bei Bortezomib iiber den gesamten Ultrafiltrationsprozess eine konstante
Wirkstoffkonzentration im Permeat. Die Absorptionskurven der verschiedenen Permeate sind
dabei annizhernd der der Ausgangslosung gleich. Die Wechselwirkung von BZM mit der
Membran ist somit vernachlédssigbar klein. Eine anndhernd gleiche Membranstabilitit ergibt
sich auch fiir BZM in PBS-Losung (Abbildung 7.21). Aufgrund der Wechselwirkungen des
Statins und des Bisphosphonates mit der Zellulose- und Polyethersulfonmembran wurde in
den folgenden Komplexierungs- und Freisetzungsexperimenten nur das Bortezomib

verwendet.

Risedronat Bortezomib
Stammisg. ] Stammisg.
—38ml 1.2 i —8ml

— — 11 ml — 1,0 — 11 ml
S —— 14 ml S 1 ——14ml
5, —17ml S, 0,8 —17ml
c —20ml c 1 —20ml
-%_ —23ml %_ 0,6 —23ml
= —26ml = 1 —26 ml
? ——29ml g 041 ——29ml
2 ——32m < ool ——32ml
—— 35 ml ] —— 35 ml

0,0 T T T T T T N T T 1 0,0 T T T T T T T T T T T T M

220 240 260 280 300 320 220 240 260 280 300 320 340

Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 4.37: Membranstabilititstests von Risedronat (40 mg/l) und Bortezomib (30 mg/I)
auf PES-Membranen (MWCO 1000 Da) in reinem Wasser.

4.3.3 Wirkstoffkomplexierung in die Kern-Schale-Architekturen

Wechselwirkungen Bortezomib

Bevor die Ergebnisse der Wirkstoffkomplexierung und —freisetzung néher diskutiert werden,
sollen an dieser Stelle zundchst mogliche Wechselwirkungen des BZM mit den Copolymeren
erortert werden. BZM liegt im festen Zustand als trimeres Boroxin vor. In wéssriger Losung
entsteht aus dem Trimer die freie Boronsédure (Abbildung 4.38). Die in der Masterarbeit von
Markus Franke?*® beschriebenen 'H-NMR- spektroskopischen Untersuchungen belegen einen
Umsetzungsgrad von 15 % des trimeren Bortezomibs zur freien Boronsdure innerhalb von 20

Stunden in reinem Wasser.
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Abbildung 4.38:Umsetzung des trimeren Bortezomib zur freien Boronsdure in wissriger
Losung.

Die Herstellung der BZM-Losungen fiir die Ultrafiltrationen erfolgte durch Losen des
Wirkstoffes unter Riihren iiber Nacht. Somit ist davon auszugehen, dass eine Komplexierung
des BZM in Form des Trimers und der freien Boronsiure stattgefunden hat. Dabei konnen

folgende Wechselwirkungen auftreten:

*  Wasserstoffbriickenbindungen
* Esterbildung
* Amin-Boran-Komplexbildung

* Jonische Wechselwirkungen

Das trimere Boroxin besitzt Pyrazin- und Amidgruppen, welche Wasserstoffbriicken-
bindungen mit den Amino-, Carboxyl- und Hydroxylgruppen der Copolymere ausbilden
konnen. Die freie Boronsdure kann zusitzlich iiber die Hydroxylgruppen am Boratom

249-252

wechselwirken. Aus der Literatur ist bekannt, dass Bor- und Boronsduren mit Diolen in

basisch wissriger Losung reversibel kovalente Ester bilden. Van den Berg et al.>?
untersuchten speziell die Bildung von Boratestern aus Borsdure mit Mono- und

Disacchariden, wobei die Borsidure folgende Reaktivititsabstufung zeigt:

cis-1,2-Diol > cis-1,3-Diol > trans-1,3-Diol >> trans-1,2-Diol.

Die an die Aminogruppen des PEI-Kerns (PEI(25)-Mal B) und der Polyglutaminsidureketten
(PEI(5)-PGlu-346-Mal) gebundenen Maltoseeinheiten besitzen an C-2' und C-3', C-2" und
C-3" bzw. C-3" und C-4" je eine dquatoriale Hydroxylgruppe und somit eine trans-1,2-Diol-
Struktur. Mit dieser kann die freie Boronsidure des BZM nicht komplexieren. Weiterhin wire
eine Esterbildung mit C-5' und C-6' moglich. Diese ist jedoch aufgrund der schlechten
Zuganglichkeit fiir die Boronsdure unwahrscheinlich. Méglich ist hingegen eine Esterbildung
an C-4" und C-6". Dabei kann sich ein reversibler 1,3-Diol-Boronatester bilden

(Abbildung 4.39).
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Abbildung 4.39: Mogliche reversible Esterbildung der freien Boronsidure mit den Maltose-
einheiten von PEI(25)-Mal B und PEI(5)-PGlu-346-Mal.

Dabei ist jedoch zu beachten, dass in wissriger Losung Bor- bzw. Boronsduren im
Gleichgewicht in der neutralen, trigonal planaren Form und der anionischen, tetraedrischen
Form vorliegen (Abbildung 4.38). Es wird allgemein angenommen, dass aufgrund der
scheinbar hoheren Affinitit der Boronsduren gegeniiber Diolen im basischen Medium das
Boronation die aktive Spezies ist. Kinetische Studien widerlegen jedoch diese Annahme.?*
Weiterhin ist die stabile Bildung von Estern aus Bor- bzw.- Boronsduren und Diolen von
zahlreichen anderen Faktoren, wie u. a. dem pH-Wert, der Aciditit des Diols und der Art des
Substituenten am Boratom, abhiingig.?> 2°° Eine weitere Moglichkeit der Interaktionen
zwischen  Bortezomib und den Kern-Schale-Strukturen sind  Donor-Akzeptor-
Wechselwirkungen zwischen dem Stickstoffatom (Donor) der Aminogruppen und dem
Boratom (Akzeptor) des trimeren Boroxins bzw. der Boronsdure. Allerdings liegen die
Aminogruppen der Kern-Schale-Architekturen in reinem Wasser bzw. bei pH 7,4 groBtenteils
protoniert vor. Somit kann eine Komplexbildung des BZM an den protonierten
Aminogruppen ausgeschlossen werden. Allerdings sind ionische Wechselwirkungen der
kationischen Aminogruppen des PEI und der endstindigen Aminogruppen der
Polyglutaminsdureketten mit den teilweise deprotonierten Boronsduregruppen moglich. Die
Boronsiure ist jedoch eine sehr schwache Sédure, so dass nur ein sehr geringer Anteil an

Boronationen in Losung vorliegt (Abbildung 4.38).

Da BZM in wissriger Losung hauptsichlich in Form des trimeren Boroxins vorliegt kann
angenommen werden, dass Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Copolymeren und
BZM fiir die Aufnahme des Wirkstoffes in die polymeren Trigersysteme vorwiegend
verantwortlich sind. Aus sterischen Griinden werden diese Interaktionen bevorzugt an der

Schalenstruktur der Copolymere stattfinden.

Wirkstoffkomplexierung

Zur Ermittlung der Komplexierungskapazitit von BZM wurden Copolymer/BZM-Losungen

mit den molaren Verhéltnissen 1:10, 1:25 und 1:50 sowohl in reinem Wasser als auch in PBS-
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Losung hergestellt und nach Oh, 3h und 20h ultrafiltriert. Aufgrund der geringen
Wasserloslichkeit von BZM wurde bei gleichbleibender Wirkstoffkonzentration die
Konzentration der Copolymere entsprechend der molaren Verhiltnisse eingestellt. Die
Berechnung der Menge an komplexiertem Wirkstoff erfolgte mit den UV/Vis-Spektren der

jeweiligen Copolymer/BZM-Lésung und des Permeats.

100 —
90 I 3 1
80—- [ ]20h
70
60
501
401
301
201
101
0.

PBS H.O

PBS

Komplexierungsgrad BZM [%]

1:10 1:25 1:50
molares Verhéltnis PEI(25)-Mal B:BZM

Abbildung 4.40: Komplexierte Menge BZM in PEI(25)-Mal B in reinem H>O und PBS-
Losung nach Oh, 3h und 20 h bei den molaren PEI(25)-Mal B:BZM-
Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50.

Die Aufnahme von BZM in alle drei Kern-Schale-Strukturen ist zeitunabhingig
(Abbildung 4.40, 4.41 und 7.22). Die Komplexierung erfolgt innerhalb weniger Minuten und
bleibt iiber 20 Stunden weitestgehend stabil. Von den drei wasserloslichen Kern-Schale-
Architekturen komplexiert PEI(25)-Mal B die grofite Menge an BZM, sowohl in reinem
Wasser als auch in PBS-Losung (Abbildung 4.40, Tabelle 7.2). Dabei fillt auf, dass
PEI(25)-Mal B in reinem Wasser mehr Wirkstoff aufnehmen kann als in PBS-Losung. Durch
die hohe Anzahl an Ionen in der PBS-Losung kommt es wahrscheinlich zu einem Salzeffekt,
der die Komplexierung mit BZM beeintrachtigt. Dieser Unterschied wird jedoch mit groBer
werdendem Copolymer/BZM-Verhiltnis geringer, da man sich der maximal moglichen
BZM-Beladung immer mehr annéhert. In reinem Wasser betrdgt der Komplexierungsgrad bei
einem PEI(25)-Mal B/BZM-Verhiltnis von 1:10 annidhernd 70 %. Demnach kann ein
PEI(25)-Mal B-Makromolekiil siecben Wirkstoffmolekiile aufnehmen. Mit groer werdendem
PEI(25)-Mal B/BZM-Verhiltnis nimmt jedoch der Komplexierungsgrad ab. Somit werden
nur noch = 60 % (1:25) bzw. =50 % (1:50) des in Losung befindlichen BZM in die Kern-
Schale-Struktur aufgenommen. Dadurch erhoht sich die Anzahl komplexierter BZM-
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Molekiile lediglich auf 14 (1:25) bzw. 23 (1:50). Dieses nichtlineare Komplexierungs-
verhalten von PEI(25)-Mal B ist bereits aus der Literatur'®® bekannt. Hier wurde die
Aufnahme des Nukleotids Adenosintriphosphat (ATP) mit verschiedenen dendritischen
Glykopolymeren untersucht. Dabei stellte man fest, dass mit hoherem PEI(25)-Mal B:ATP-
Verhiltnis der Komplexierungsgrad an ATP kleiner wird. Durch die Erhohung des
Wirkstoffgehaltes bzw. der Erniedrigung des Copolymergehaltes in der Losung miissen sich
die vorherrschenden Gleichgewichte entsprechend einstellen. Dabei konkurrieren die
Auflosung des trimeren Boroxins zur freien Borsdure und das Gleichgewicht zwischen
Borsdure und Boronation mit dem dynamischen Gleichgewicht zwischen komplexiertem und
freien BZM in Form des Boroxins, der Boronsiure und dem Boronation. Zusitzlich kommt es
zunehmend zu sterischen Hinderungen zwischen den Wirkstoffmolekiilen am PEI(25)-Mal B
mit steigendem Copolymer/BZM-Verhiltnis, welche ebenfalls den linearen Anstieg des

Komplexierungsgrades beeinflussen.
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Abbildung 4.41: Komplexierte Menge BZM in PEI(5)-PGlu-346-Mal in reinem H>O und
PBS-Losung nach Oh, 3h und 20 h bei den molaren PEI(5)-PGlu-346-
Mal:BZM-Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50.

Im Gegensatz zu PEI(25)-MalB werden unabhidngig vom Medium von den
glutaminsiduremodifizierten = Copolymeren  weniger BZM-Molekiile aufgenommen
(Abbildung 7.22, 4.41 und Tabelle 7.3, 7.4). In reinem Wasser werden von PEI(5)-PGlu-
346 maximal 21 % und von PEI(5)-PGlu-346-Mal maximal 25 % der Wirkstoffmolekiile
aufgenommen. Der Komplexierungsgrad nimmt dabei nur geringfiigig mit groBer werdendem
Copolymer/BZM-Verhiltnis ab. In PBS-Losung hingegen ist die Wirkstoffaufnahme fiir

beide glutaminsduremodifizierten Polymerstrukturen gro3er als in reinem Wasser. Allerdings

89



Ergebnisse und Diskussion

tritt wiederum das nichtlineare Komplexierungsverhalten wie bei PEI(25)-Mal B auf. PEI(5)-
PGlu-346 zeigt bei einem Copolymer/BZM-Verhiltnis von 1:10 einen Komplexierungsgrad
von = 35 %. Diese sinkt um = 15 % bei Erhohung des PEI(5)-PGlu-346/BZM-V erhiltnisses
auf 1:50. PEI(5)-PGlu-346-Mal nimmt etwa 5 % mehr Bortezomib auf als PEI(5)-PGlu-346
ohne Maltose, wobei der hochste Komplexierungsgrad nach 3 h fiir alle Copolymer/BZM-

Verhiltnisse erreicht wird.

Der hohere Komplexierungsgrad des PEI(25)-Mal B im Vergleich zu den glutaminséure-
modifizierten Copolymeren ldsst sich zum einen in der Grofe des PEI-Kerns und zum
anderen durch die Polyglutaminsiureketten begriinden. PEI(25) besitzt im Mittel 223
Aminogruppen. Davon sind 65 terminal und 90 linear (siche Tabelle 4.1). Die offene
Maltosestruktur wird iiber die reduktive Aminierung der terminalen und teilweise der linearen
Einheiten regeneriert. An PEI(25)-Mal B sind nach Auswertung der Ergebnisse der
Elementaranalyse’*® 87 Maltosemolekiile am PEI(25) gebunden. Die Disaccharideeinheiten
besitzen eine Vielzahl an OH-Gruppen, welche u. a. iiber Wasserstoffbriicken mit dem BZM
wechselwirken konnen. Das fiir PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal verwendete
PEI(5) hingegen besitzt nur 27 terminale und 31 lineare Aminogruppen. Dabei sind die
terminalen Aminogruppen nur teilweise mit PGlu-Ketten modifiziert. Aufgrund von
sterischen Hinderungen wird der Wirkstoff nur mit den Glutaminsédureeinheiten in der
dulleren Schale der PEI(5)-PGlu-346-Struktur iiber Wasserstoffbriicken bzw. ionisch
wechselwirken. Dadurch ist die Aufnahme von BZM in PEI(5)-PGlu-346 wesentlich kleiner
als in die PEI(25)-Mal B-Struktur. Durch das Anbinden von Maltoseeinheiten an PEI(5)-
PGlu-346 erhoht sich der Komplexierungsgrad nur wenig. Trotz des eingesetzten
Uberschusses an Maltose werden die Disaccharideinheiten hauptsichlich nur an den
endstindigen Aminogruppen der Polyglutaminsdureketten und teilweise an den noch freien
terminalen Aminogruppen des PEI(5) gebunden. Dementsprechend stehen neben den
Glutaminsédureeinheiten  auch  die  Hydroxylgruppen der  Maltoseeinheiten  fiir
Wasserstoffbriickenbindungen zur Verfiigung. Aufgrund der schlechteren Zugénglichkeit der
Maltoseeinheiten am PEI(5)-Kern werden jedoch auch bei PEI(5)-PGlu-346-Mal die BZM-

Molekiile hauptsichlich in der duleren Schale komplexiert.

Da sich die Wechselwirkungen der Wirkstoffmolekiile mit den Kern-Schale-Architekturen
nicht nur intra- sondern auch intermolekular ausbilden kénnen wurde mit der dynamischen

Lichtstreuung eine mogliche Aggregation der beladenen Makromolekiile untersucht.
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Dynamische Lichtstreuexperimente

Entsprechend der Wirkstoffkomplexierung wurden Copolymer/BZM-Losungen mit den
Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50 in reinem Wasser und PBS-Losung (pH 7,4) hergestellt und
der hydrodynamische Durchmesser der Komplexe mit dynamischer Lichtstreuung ermittelt
(Tabelle 7.5-7.7). In Abbildung 4.42 sind beispielhaft die Intensititsverteilungskurven des
PEI(25)-Mal B/BZM-Komplexes (1:50) dargestellt. Aufgrund der bimodalen Verteilung
scheinen sowohl kleinere isolierte Komplexe als auch grolere Aggregate in reinem Wasser
vorzuliegen. Aus der Volumenverteilung wird jedoch ersichtlich, dass keine stabile
Aggregation der PEI(25)-Mal B/BZM-Komplexe stattfindet. Alle Copolymer/BZM-
Komplexe zeigen unabhingig von der Zeit, dem Losungsmittel und dem Copolymer/BZM-
Verhiltnis sowohl kleinere als auch grofere Partikel in der Intensitdtsverteilung. Die
Auftragung des Volumens iiber dem hydrodynamischen Durchmesser bestitigt allerdings,
dass alle Copolymer/BZM-Komplexe als isolierte wirkstoffbeladene Makromolekiile
vorliegen. Die hydrodynamischen Durchmesser entsprechen dabei denen der reinen

Copolymere ohne BZM in reinem Wasser bzw. PBS-Losung (Tabelle 4.8).
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Abbildung 4.42: DLS-Verteilungskurven von PEI(25)-Mal B/BZM 1:50 in reinem Wasser
nach O h, 3 h und 20 h.

Lediglich der PEI(5)-PGlu-346-Mal/BZM-Komplex zeigt kurzweilige Aggregation in
reinem Wasser bei dem groBten Copolymer/BZM-Verhiltnis von 1:50 (Abbildung 4.43).
Direkt nach dem Mischen der Copolymer- mit der BZM-Losung bilden sich kleinere
Aggregate mit einem hydrodynamischen Durchmesser von = 70 nm und groflere Aggregate
mit Dy = 400 nm. Nach drei Stunden 16sen sich die losen Zusammenlagerungen jedoch bereits
auf und ein Teil der PEI(5)-PGlu-346-Mal/BZM-Komplexe liegt als isolierte BZM-beladene

Makromolekiile vor. Nach 20 Stunden sind nur noch wenige Aggregate vorhanden.
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Abbildung 4.43: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PGlu-346-Mal/BZM 1:50 in reinem
Wasser nach O h, 3 h und 20 h.

4.3.4 Wirkstoffkomplexierung in Polyelektrolytkomplexe

Die verwendeten Polyelektrolytkomplexe PEK 0.9 (PEI(25)-Mal B/CS), PEK 1.1-A (PEI(5)-
PGlu-346/EDA-Cell) und PEK 1.1-B (PEI(5)-PGlu-346-Mal/EDA-Cell) wurden von der
Arbeitsgruppe von Dr. Martin Miiller bereitgestellt. Die Herstellung der PEKs erfolgte in
reinem Wasser, wobei sich fiir den kationischen PEK 0.9 eine klare Losung und fiir die
anionischen PEK 1.1-A und PEK 1.1-B triibe Losungen ergaben. Die Konzentration des
Copolymers im jeweiligen PEK betrug 1 g/1.

Zur Ermittlung der Komplexierungskapazitit von BZM in die PEK 0.9, PEK 1.1-A und
PEK 1.1-B wurden PEK/BZM-L6sungen mit den molaren Verhéltnissen 1:10, 1:25 und 1:50
entsprechend den Wirkstoffkomplexierungen mit den Copolymeren hergestellt. Auch hier
wurde die Wirkstoffkonzentration konstant gehalten und die PEK-Konzentration
entsprechend den molaren Verhiltnissen angeglichen. Da zusitzliche Ionen die gebildeten
Komplexe beeinflussen und sogar zur Ausfillung fithren konnen, wurden die
Komplexierungsversuche nur in reinem Wasser durchgefiihrt. Die Ultrafiltrationen erfolgten
nach Oh, 3h und 20 h. Die Menge an komplexiertem Wirkstoff wurde wiederum mit den

UV/Vis-Spektren der jeweiligen PEK/BZM-L6sung und des Permeats berechnet.

Wie bei den reinen Copolymeren erfolgt die BZM-Komplexierung mit den PEKs innerhalb
weniger Minuten und ist iiber 20 Stunden relativ stabil (Abbildung 4.44, 4.45 und 7.23).
Auch hier ist die Wirkstoffaufnahme in den kationischen PEK mit dem Copolymer PEI(25)-
Mal B im Vergleich zu den anionischen PEKSs signifikant grofer. Im linken Graphen der
Abbildung 4.44 ist die prozentual aufgenommene Menge an BZM in PEK 0.9 in
Abhingigkeit vom molaren Verhiltnis und der Zeit dargestellt. Wie bereits bei der BZM-
Komplexierung in das reine Copolymer ist eine Abnahme des Komplexierungsgrades mit

zunechmendem molarem Verhiltnis von 56 % (1:10, 20 h) auf 39 % (1:50, 20 h) ersichtlich.
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Somit erfolgt beim PEK 0.9 wie beim reinen PEI(25)-Mal B eine nichtlineare
Komplexierung und es werden bei der groBten BZM-Konzentration maximal 20
Wirkstoffmolekiile an PEK 0.9 komplexiert (Tabelle 7.8). Im Vergleich zum reinen
Copolymer (rechter Graph Abbildung 4.44) wird durch den Polyelektrolytkomplex jedoch
etwas weniger Wirkstoff aufgenommen. Aufgrund der dichten Struktur der
Polyelektrolytkomplexe ist anzunehmen, dass die BZM-Molekiile nur an der Oberfldche der
aggregierten Komplexe iiber die bereits benannten Wechselwirkungen (Kapitel 4.3.3) mit den
PEI(25)-Mal B-Strukturen interagieren. Nur wenige BZM-Molekiile werden auch in die
PEKs diffundieren und mit innenliegenden Copolymeren wechselwirken. Dementsprechend
nehmen im Vergleich zu den reinen Copolymeren in Summe weniger PEI(25)-Mal B-
Copolymere im Polyelektrolytkomplex den Wirkstoff auf. Jedoch konnen auch
Zellulosesulfatmolekiile im &duBeren Bereich der PEKs iiber Wasserstoffbriicken mit dem
BZM in Wechselwirkung treten. Dadurch ist die Wirkstoffaufnahme des PEK 0.9 im
Vergleich zum reinen PEI(25)-Mal B nur geringfiigig kleiner.
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Abbildung 4.44: links: Komplexierte Menge BZM in PEK 0.9 in reinem H>O nach O h, 3 h
und 20 h bei den molaren Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50; rechts:

Vergleich der BZM-Komplexierung zwischen PEI(25)-Mal B und PEK 0.9
nach 20 h.

Wie bereits bei den reinen Copolymeren komplexieren PEK 1.1-A (Abbildung 7.29,
Tabelle 7.9) und PEK 1.1-B (Abbildung 4.45, Tabelle 7.10) mit den glutaminsiure-
modifizierten Copolymeren im Vergleich zum PEK 0.9 wesentlich weniger Bortezomib.
Beide anionische Polyelektrolytkomplexe nehmen unabhingig von der BZM-Konzentration
maximal 20 % der BZM-Molekiile auf. Das entspricht etwa 10 Wirkstoffmolekiilen bei einem
molaren Verhiltnis von 1:50. Der grole Unterschied in der Komplexierungskapazitit im
Vergleich zum PEK 0.9 ist, wie bei den reinen Copolymeren auch, in der Struktur der

Copolymere selbst begriindet. Durch den kleineren PEI-Kern und die damit geringere Anzahl
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an funktionalen Aminogruppen konnen entsprechend weniger BZM-Molekiile mit diesen
Copolymerstrukturen in Wechselwirkung treten. Beim Vergleich von PEKI1.1-A bzw.
PEK 1.1-B mit dem entsprechenden reinen Copolymer (Abbildung 4.45) zeigt sich auch hier
ein etwas geringerer Komplexierungsgrad. Dabei treten die Wirkstoffmolekiile vorwiegend
mit den Copolymeren und der Ethylendiamin-Zellulose im &uBleren Bereich der PEKs
hauptsédchlich tiber Wasserstoffbriicken in Wechselwirkung. Wie bei PEK 0.9 werden die
BZM-Molekiille nur zu einem geringen Anteil auch mit den innenliegenden

Polymerstrukturen interagieren konnen.

X 60 X 60
= Eloh = Il PE|(5)-PGlu-346-Mal
N 50 Bl sh N 50 I PEK 1.1-B
g 1 [ R % 1
® 40 - © 40
& >
(e)) ()} 30_
5 5
8 3 207
® 3 1n ]
5 5 107
€ e 1
g g o - -
1:10 1:25 1:50 1:10 1:25 1:50
molares Verhélinis PEK 1.1-B:BZM molares Verhéltnis

Abbildung 4.45: links: Komplexierte Menge BZM in PEK 1.1-B in reinem H>O nach O h,
3h und 20 h bei den molaren Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50; rechts:
Vergleich der BZM-Komplexierung zwischen PEI(5)-PGlu-346-Mal und
PEK 1.1-B nach 20 h.

Beim Vergleich der Polyelektrolytenkomplexe mit den entsprechenden reinen Copolymeren
sind die hohen Standardabweichungen der jeweiligen Komplexierungsgrade besonders
auffillig. Um die Menge an aufgenommenen BZM in die Copolymere und PEKs zu
bestimmen, wurden wéhrend der Ultrafiltrationen nach 18 ml, 23 ml und 28 ml (entspricht
den Probenbezeichnungen 20 ml, 25 ml und 30 ml) je 2 ml des Permeats in Kiivetten
aufgefangen und UV/Vis-spektroskopisch untersucht. Die Absorptionskurven geben die
Menge an nicht komplexiertem BZM wieder. Das heift, je groler das Absorptionsmaximum
bei der Wellenldnge von 271 nm ist, desto mehr freies BZM befindet sich im Permeat und
desto weniger BZM wurde von den Copolymeren bzw. PEKs aufgenommen. Am Beispiel der
Absorptionskurven der Permeate von PEI(5)-PGlu-346-Mal/BZM im Verhiltnis 1:50
(Abbildung 4.46 links) ist kein signifikanter Unterschied im Absorptionsmaximum des
Permeats nach 18 ml, 23 ml und 28 ml zu erkennen. Im Vergleich dazu zeigen die
Absorptionskurven der Permeate der PEK 1.1-B/BZM-L6sung eine Erhohung der Absorption

im Maximum mit zunehmendem Permeatvolumen (Abbildung 4.46 rechts). Wihrend der
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Ultrafiltration der PEK-Losungen bildete sich sichtbar ein Filterkuchen auf der Membran. Es
ist anzunehmen, dass wihrend der Filterkuchenbildung nicht komplexiertes BZM im
Filterkuchen mit eingeschlossen wird und somit im Permeat zunéchst eine scheinbar geringere
Menge an freiem Bortezomib nachgewiesen wird. Mit andauernder Ultrafiltration wird die
PEK/BZM-Losung in der Riihrzelle aufkonzentriert und der Filterkuchen grofler. Durch die
wirkenden Scherkrifte des Riihrers direkt iiber der Membran wird der Filterkuchen
wahrscheinlich immer wieder aufgebrochen, wodurch das im Filterkuchen eingeschlossene
freie Bortezomib nun verstirkt ausgespiilt wird. Dadurch ist kurz vor Beendigung der
Ultrafiltration die BZM-Konzentration im Permeat am hochsten. Dieser Effekt wurde bei
allen Ultrafiltrationen der PEK/BZM-L6sungen mehr oder weniger ausgeprigt beobachtet,

welcher zu den unterschiedlich hohen Standardabweichungen fiihrt.
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Abbildung 4.46: UV/Vis-Absorptionskurven der Permeate der PEI(5)-PGlu-346-Mal/BZM-
und PEK 1.1-B/BZM-Losung im Verhiltnis 1:50 nach 20 h.

Dynamische Lichtstreuversuche

Polyelektrolytkomplexe sind in reinem Wasser sehr stabil. Durch die Zugabe von weiteren
Substanzen, insbesondere Salze, kann die Stabilitit der PEKs jedoch stark beeinflusst
werden.”>” Um einen moglichen Einfluss des Wirkstoffes auf die Polyelektrolytkomplexe
nachweisen zu konnen, wurden zunichst die PEK-Stammldsungen mit 1 g/l Copolymer im
PEK ohne Zugabe von BZM mit DLS untersucht. In Abbildung 4.47 sind die DLS-
Verteilungskurven der kationischen PEK 0.9- und der anionischen PEK 1.1-A- und PEK 1.1-
B-Stammlosungen dargestellt. Sowohl die Intensitéts- als auch die Volumenverteilungskurven
von PEK1.1-A und PEK1.1-B zeigen Komplexe mit einem hydrodynamischen
Durchmesser > 100 nm. Fir PEK 1.1-A ergibt sich ein Dn von etwa 190 nm und fiir
PEK 1.1-B von ca. 250 nm. Im Gegensatz zu den monomodalen Verteilungskurven der

anionischen PEKs weist PEK 0.9 eine bimodale Verteilung auf. Dabei liegen in der Losung
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hauptsidchlich kleinere Partikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von etwa 30 nm
vor. Weiterhin befinden sich in einem geringen Anteil auch groBere Partikel mit einem Dy um
150 nm in der PEK 0.9-Losung. Dementsprechend liegt in reinem Wasser kein stabiler
PEK 0.9-Komplex bei einer PEI(25)-Mal B-Konzentration von 1 g/l vor. Eine mogliche
Ursache dafiir ist in der Ladung der PEI(25)-Mal B-Struktur zu finden. Die wissrigen
Ausgangslosungen von PEI(25)-Mal B und Zellulosesulfat besitzen einen pH-Wert um 8.
Werden diese Losungen fiir die Bildung des Komplexes vereint, steigt der pH-Wert auf etwa
9,5 an. Aus der Literatur'®® ist bekannt, dass generell die Anbindung von Oligosacchariden an
hochverzweigtes PEI zu einer deutlichen Abnahme der kationischen Oberflichenladung fiihrt.
Dabei gilt: Je mehr Oligosaccharideinheiten am PEI gebunden werden, desto geringer ist die
Oberflichenladung. Auflerdem wird der isoelektrische Punkt der glykodendritischen
Strukturen mit steigender Anzahl an Oligosaccharideinheiten herabgesetzt. Dementsprechend
scheint der schwache Polyelektrolyt PEI(25)-Mal B bei einem pH-Wert von 9,5 eine zu

geringe positive Oberflachenladung fiir eine stabile Komplexbildung mit Zellulosesulfat zu

besitzen.
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Abbildung 4.47: DLS-Verteilungskurven der Polyelektrolytkomplexe (1 g/l Copolymer im
PEK) in reinem Wasser.

Fiir die Wirkstoffkomplexierung mit BZM werden jedoch geringere Konzentrationen der
Polyelektrolytkomplexe verwendet. Deshalb wurden die hochkonzentrierten PEK-
Stammlosungen (1 g/l Copolymer im PEK) entsprechend den in Kapitel 6.8.3 beschriebenen
Probenpriparationen mit reinem Wasser verdiinnt. Die verdiinnten PEK-Losungen besitzen
entsprechend den Komplexierungsversuchen eine Copolymerkonzentration von 0,297 g/l
(1:10), 0,119 g/1 (1:25) und 0,0595 g/1 (1:50). Die Bestimmung des hydrodynamischen
Durchmessers der verdiinnten PEKs mit DLS erfolgte kurz nach der Verdiinnung (0 h) nach
3 h und 20 h. In Abbildung 4.48 sind die Verteilungskurven der verdiinnten PEK 0.9-L6sung

mit der Konzentration 0,297 g/l nach 0, 3 und 20 h zu sehen. Die Intensititskurven zeigen im
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Vergleich zur unverdiinnten PEK 0.9-Stamml6sung keinen deutlichen Unterschied im Anteil
kleiner Partikel. Die Bimodalitit ist zwar nicht so ausgeprigt, dennoch zeigen die
Intensitdtskurven eine breite Verteilung der Partikelgroe im Bereich von etwa 10 nm bis
500 nm. Aufschlussreicher sind hingegen die Volumenverteilungskurven. Es scheint eine
Aggregation der kleineren Partikel zu groBeren Komplexen innerhalb der 20 Stunden

stattzufinden, wobei der Volumenanteil kleiner Partikel um 10 nm stark abnimmt.
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Abbildung 4.48: DLS-Verteilungskurven von PEK 0.9 (0,297 g/1) nach O h, 3 h und 20 h.
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Abbildung 4.49: DLS-Verteilungskurven von PEK 0.9 (0,0595 g/1) nach O h, 3 h und 20 h.

Diese zeitabhingige Komplexbildung wird bei den verdiinnteren PEK 0.9-Losungen mit den
PEI(25)-Mal B-Konzentrationen 0,119 g/1 und 0,0595 g/l noch deutlicher (Abbildung 7.30
und 4.49). Die Intensititskurven werden schmaler und aus der bimodalen
PartikelgroBenverteilung wird eine monomodale Verteilung. In der PEK 0.9-Losung mit der
PEI(25)-Mal B-Konzentrationen 0,119 g/l (Abbildung 7.30) liegen nach 20 Stunden nur
noch Polyelektrolytkomplexe mit einem hydrodynamischen Durchmesser von etwa 100 nm
vor. In der etwa 20fach verdiinnten PEK 0.9-Losung ist die Aggregation der kleineren
Partikel zu Polyelektrolytkomplexen bereits nach drei Stunden vollstindig (Abbildung 4.49).
Aus den zeitabhingigen DLS-Untersuchungen mit PEK 0.9 ldsst sich schlussfolgern, dass

zum einen mit stirkerer Verdiinnung ein hoherer Anteil an PEKs bereits direkt nach der
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Verdiinnung gebildet wird. Zum anderen ist die PEK-Bildung nicht nur konzentrations-,
sondern auch zeitabhingig. Je geringer die PEK 0.9-Konzentration ist, desto schneller bilden
sich die Polyelektrolytkomplexe in der wissrigen Losung. Die Ursache dieses
Verdiinnungseffektes liegt wiederum in der Oberflichenladung der PEI(25)-Mal B-
Copolymere begriindet. Der pH-Wert sinkt allein durch die Zugabe von reinem Wasser zur
PEK 0.9-Stamml6sung von 9,5 auf 8,8 bei einer PEI(25)-Mal B-Konzentrationen von
0,297 g/l im PEK 0.9. Die PEK 0.9-Losungen mit den Copolymerkonzentrationen 0,119 g/
bzw. 0,0595 g/l weisen sogar nur einen pH-Wert von 8,4 bzw. 8,2 auf. Somit scheint mit
niedrigerem pH-Wert die kationische Oberflichenladung der PEI(25)-Mal B-Copolymere
zuzunehmen, wodurch sich stabilere Polyelektrolytkomplexe mit dem anionischen

Zellulosesulfat bilden konnen.

Die DLS-Untersuchungen der verdiinnten PEK 1.1-A- und PEK 1.1-B-Losungen wiesen, wie
bereits bei den unverdiinnten PEK-Stammlésungen (Abbildung 4.47), eine stabile Bildung
der gewiinschten Polyelektrolytkomplexe unabhingig von der Zeit und der PEK-
Konzentration nach (Abbildung 7.25 und 7.26).

Entsprechend den DLS-Untersuchungen der mit BZM beladenen Copolymere wurden auch
die beladenen PEKs auf einen moglichen Einfluss der Wirkstoffmolekiile auf die PEK-
Strukturen hin untersucht. Dafiir wurden, wie in Kapitel 6.8.3 beschrieben, PEK/BZM-
Losungen mit den Verhiltnissen 1:10 (mit 0,297 g/l Copolymer im PEK), 1:25 (mit 0,119 g/1
Copolymer im PEK) und 1:50 (mit 0,0595 g/l Copolymer im PEK) in reinem Wasser
hergestellt. Die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers erfolgte wiederum direkt

nach der Herstellung (0 h) der PEK/BZM-L6sungen, nach 3 h und 20 h.
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Abbildung 4.50: DLS-Verteilungskurven von PEK 0.9/BZM 1:10 in reinem Wasser nach
0 h, 3 hund 20 h.

In Abbildung 4.50 sind die Verteilungskurven von PEK 0.9/BZM im Verhiltnis 1:10
dargestellt. Im Vergleich zu PEK 0.9 (0,297 g/) ohne BZM (Abbildung 4.48) sind die
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Intensitidtskurven gleichmifBiger und schmaler. Der Anteil an kleinen Partikeln ist nach wie
vor vorhanden, wobei die Volumenverteilungskurven nun auch einen groferen Anteil an
Komplexen zeigen. In den DLS-Verteilungskurven der PEK 0.9/BZM-Losung mit dem
Verhiltnis 1:25 ist nur direkt nach der Herstellung der PEK/BZM-L6sung ein geringer Anteil
an kleinen Partikeln vorhanden. Nach 3 h liegen bereits ausschlieBlich gro3ere Komplexe mit
einem hydrodynamischen Durchmesser von etwa 50 nm in der Losung vor. Nach 20 h
besitzen diese Komplexe eine PartikelgroBe von etwa 70 nm im Durchmesser. In der
PEK 0.9/BZM-Losung mit der geringsten Konzentration an PEK 0.9 (Abbildung 4.51)
liegen zu jeder Messzeit ausschlieBlich grofe Komplexe vor. Dabei nimmt der

hydrodynamische Durchmesser innerhalb der 20 h von etwa 80 nm auf 100 nm zu.

Die Zugabe von BZM scheint die Komplexbildung im Vergleich zu den PEK 0.9-Losungen
ohne BZM zu stabilisieren. Ob sich dabei ausschlie3lich Polyelektrolytkomplexe bilden, die
den Wirkstoff iiber die beschriebenen Wechselwirkungen (Kapitel 4.3.2) aufnehmen, oder ob
das BZM direkt an der Bildung groBBerer Komplexe iiber intermolekulare Wasserstoffbriicken

beteiligt ist, kann aus den DLS-Untersuchungen nicht geschlussfolgert werden.
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Abbildung 4.51: DLS-Verteilungskurven von PEK 0.9/BZM 1:50 in reinem Wasser nach
0 h,3 hund 20 h.

Die DLS-Verteilungskurven der PEK 1.1-A/BZM- und PEK 1.1-B/BZM-L6sungen
(Abbildung 7.28 und 7.29) zeigen im Vergleich zu den PEK-Losungen ohne BZM
(Abbildung 7.25 und 7.26) keinen signifikanten Unterschied. Im Gegensatz zum PEK 0.9 hat
der Wirkstoff somit keinen Einfluss auf die bereits stabil vorliegenden

Polyelektrolytkomplexe.
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4.3.5 Wirkstofffreisetzung

Bevor die Dbeladenen Copolymer/BZM- und PEK/BZM-Komplexe in den
Calciumphosphatzement eingearbeitet wurden, erfolgte zunidchst der Nachweis der
Freisetzung des Wirkstoffes aus den polymeren Triagersystemen in PBS-Losung. Dafiir
wurden die Copolymere bzw. Polyelektrolytkomplexe zunidchst mit BZM in reinem Wasser
im molaren Verhidltnis 1:10 und 1:50 komplexiert und ultrafiltriert. Der verbleibende
Filterkuchen mit den Copolymer/BZM- bzw. PEK/BZM-Komplexen auf der
Ultrafiltrationsmembran wurde anschlieend gefriergetrocknet, in 300 ml PBS-Losung gelost
und zunidchst 30 Minuten geriihrt. Aus dieser Copolymer/BZM- bzw. PEK/BZM-
Stammloésung wurden 30 ml Losung entnommen und sofort das gleiche Volumen an PBS-
Losung wieder zugegeben. AnschlieBend erfolgte die Ultrafiltration der entnommenen
Copolymer/BZM- bzw. PEK/BZM-Losung. Mit der UV/Vis-Spektroskopie wurde die BZM-
Konzentration im Permeat ermittelt. Die Freisetzung des Wirkstoffes aus den polymeren

Trigersystemen wurde auf diese Weise iiber 14 Tage verfolgt.
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Abbildung 4.52: Additive BZM-Freisetzung aus dem PEI(25)-Mal B/BZM-Komplex nach
Beladung von PEI(25)-Mal B mit BZM im Verhiltnis 1:10 und 1:50.

In Abbildung 4.52 ist die Freisetzung des BZM aus PEI(25)-Mal B dargestellt. Unabhingig
vom verwendeten BZM-Uberschuss bei der Komplexierung wird das BZM aus beiden
PEI(25)-Mal B/BZM-Komplexen schnell freigesetzt. Nach 30 Minuten befinden sich bereits
ca. 35 % des komplexierten Wirkstoffes in der PBS-Losung. Bei dem PEI(25)-Mal B/BZM
(1:10)-Komplex steigt die Freisetzungsrate innerhalb der 14 Tage auf 51 % an. Durch die
Verdiinnung der PEI(25)-Mal B/BZM-Stammlosung mit PBS-Losung nach jeder Entnahme
der Komplexlosung stellt sich ein neues Gleichgewicht in der PBS-Losung ein. Dabei wird
das Gleichgewicht mit jeder Verdiinnung mehr auf die Seite der freigesetzten BZM-Molekiile
verschoben. Bei insgesamt sieben komplexierten BZM-Molekiilen pro PEI(25)-Mal B/BZM-
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Komplex werden demnach bereits nach 30 Minuten drei BZM-Molekiile aus diesem
Komplex freigesetzt. Nach 14 Tagen erhoht sich die Freisetzungsrate lediglich auf vier BZM-
Molekiile. Dieser schwache Verdiinnungseffekt ist bei dem PEI(25)-Mal B/BZM-Komplex
(1:50) aufgrund der hohen Standardabweichungen nicht zu erkennen. Trotz des hohen
Komplexierungsgrades werden hier nur acht bis neun der 23 komplexierten BZM-Molekiile

innerhalb der 14 Tage freigesetzt.

Im Gegensatz zu den PEI(25)-Mal B/BZM-Komplexen konnte aus den PEI(S5)-PGlu-
346/BZM- und PEI(5)-PGlu-346-Mal/BZM-Komplexen keine Freisetzung des Wirkstoffes
beobachtet werden. Die glutaminsduremodifizierten Copolymere komplexieren im Vergleich
zu PEI(25)-Mal B wesentlich weniger BZM in reinem Wasser. Bei dem molaren Verhiltnis
von 1:10 werden nur zwei bis drei BZM-Molekiile und bei dem molaren Verhiltnis von 1:50
nur 10 BZM-Molekiile in den glutaminsduremodifizierten Copolymeren komplexiert. Trotz
der Verdiinnung der Copolymer/BZM-Stammlosungen mit PBS-Losung nach jeder Entnahme
der Komplexldsung ist die freigesetzte Menge an BZM in PBS-Losung wahrscheinlich so

gering, dass diese mit der UV/Vis-Spektroskopie nicht nachweisbar ist.

Der Nachweis der Wirkstofffreisetzung aus den Polyelektrolytkomplexen war mit dieser
Methode nicht durchfiihrbar. Die Auswertung der Absorptionsspektren der Permeate ergab
eine signifikante Abnahme der freigesetzten BZM-Molekiile iiber 14 Tage. Es ist
anzunehmen, dass die Polyelektrolytkomplexe durch das Gefriertrocknen zerstort worden.
Dadurch liegen die vermeintlichen PEK/BZM-Komplexe beim anschlieBenden Losen in PBS-
Losung nicht mehr in der gleichen nanopartikuldren Form vor, wie vor dem Gefriertrocknen

in reinem Wasser.

4.4 Komplexierungs- und Freisetzungsverhalten von Bortezomib im

Calciumphosphatzement

Die Komplexierungen von Bortezomib mit den Copolymeren und Polyelektrolytkomplexen in
wissriger Losung ergaben eine hinreichend hohe Wirkstoffaufnahme in die Kern-Schale-
Architekturen. Dadurch konnten die beladenen Tréigersysteme schlieBlich fiir die eigentlich
vorgesehene Anwendung in den von der Firma InnoTERE GmbH (Radebeul, Deutschland)

bereitgestellten Calciumphosphatzement Biocement 1.0 eingemischt werden.
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Abbildung 4.53: Schematische Darstellung der Herstellung der mit BZM und Tréagersystem
beladenen Calciumphosphatzemente, Bestimmung der Menge an
freigesetztem BZM mit UV/Vis-Spektroskopie.

Fiir die Herstellung der CPC-Plittchen (Abbildung 4.53) wurden die entsprechenden Mengen
an Copolymer bzw. PEK und BZM in einer Dinatriumhydrogenphosphatlosung (4 Gew.-%
Na;HPOys, im Weiteren als Abbindelosung bezeichnet) geldst und mit dem CPC vermischt. Im
Gegensatz zu den Freisetzungsversuchen in wissriger Losung (Kapitel 4.3.5) werden die
beladenen Copolymer/BZM- bzw. PEK/BZM-Komplexe nach der Wirkstoffkomplexierung
nicht von den freien BZM-Molekiilen abgetrennt. Somit befindet sich in dem CPC auch nicht
komplexierter Wirkstoff. AnschlieBend erfolgte das Ausstreichen der homogenen Paste in die
Locher einer vorgefertigten Silikonmatrize. Die getrockneten Zementplittchen wurden in UV-
Kiivetten mit PBS-Losung gegeben und UV/Vis-spektroskopisch untersucht. Die Ermittlung

der BZM-Freisetzungsrate erfolgte dann im abgeschlossenen System iiber 14 Tage.

Freisetzungsmechanismen

Wie in Kapitel 2.4 beschrieben ist die Freisetzung des Wirkstoffes ohne zusitzliches
Tragersystem ein hauptsidchlich diffusionskontrollierter Prozess. Durch die zusitzliche
Beladung der CPC mit Copolymer/BZM- bzw. PEK/BZM-Komplexen kann die Diffusion
des Wirkstoffes aus dem CPC iiber folgende Wege stattfinden (Abbildung 4.54):

Die freien, vom polymeren Trigersystem nicht komplexierten Wirkstoffmolekiile
diffundieren durch die mit PBS-Losung durchdrungenen Poren aus dem CPC-Zement (1). Da

die Diffusion nur durch die CPC-Poren behindert wird, ist dies der schnellste
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Freisetzungsweg. Diese Freisetzung hat zur Folge, dass sich im CPC ein neues Gleichgewicht
zwischen den freien und den in den polymeren Trigern komplexierten Wirkstoffmolekiilen
einstellt und somit Wirkstoff aus den Trigersystemen freigesetzt wird (2). Diese nun freien
Wirkstoffmolekiile diffundieren ebenfalls durch die Poren aus dem CPC. Neben den freien
BZM-Molekiilen konnen zudem auch die noch teilweise beladenen polymeren Trigersysteme
aus dem Zement freigesetzt werden (3). Einerseits kann bei ausreichender PorengroBe eine
Diffusion durch die Poren wie bei den BZM-Molekiilen erfolgen. Andererseits kann eine
Freisetzung der Copolymer/BZM- bzw. PEK/BZM-Komplexe durch passiven Abbau der
CPC-Matrix stattfinden. Bei dem verwendeten Biocement 1.0 handelt sich jedoch um einen
schwerloslichen Apatitzement. Somit ist die Freisetzung durch Auflésen des Zementes in

PBS-Losung in den hier beschriebenen Freisetzungsversuchen nicht relevant.

Komplexierung Freisetzung

e  Wirkstoff

Abbildung 4.54: Schematische Darstellung der Komplexierung/Freisetzung des Wirkstoffes
und der Copolymer/Wirkstoff- bzw. PEK/Wirkstoff-Komplexe in/aus CPC
am Beispiel von PEI(5)-PGlu-346-Mal und PEK 1.1-B.

4.4.1 Freisetzung BZM, Copolymer und PEK aus CPC

Freisetzung BZM

Die diffusionskontrollierte Freisetzung des reinen Wirkstoffes aus der CaP-Phase wurde mit
den BZM-Konzentrationen 50 pg/g CPC und 100 pg/g CPC iiberpriift. Abbildung 4.55 zeigt
ein verzogertes Freisetzungsprofil fiir beide BZM-Konzentrationen. Dabei diffundieren nach
1 h weniger als 20 % des Wirkstoffes aus dem Zement in die PBS-Losung. Allerdings steigt
die Freisetzungsrate innerhalb eines Tages stark an, so dass nach 24 Stunden bereits mehr als

60 % BZM aus dem CPC freigesetzt wurden. Danach édndert sich die Freisetzungsrate bis
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nach 14 Tagen nur noch wenig. Fiir die geringe Konzentration (50 ug BZM/g CPC) scheint
die Wirkstofffreisetzung im Vergleich zur hoheren Konzentration mit 100 ug BZM/g CPC
etwas hoher zu sein. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass das Einmischen des CPC in die
Abbindelosung mit dem gelosten Wirkstoff manuell erfolgt. Somit kann keine optimale
homogene Vermischung des Wirkstoffes im Zement garantiert werden. Besonders bei der
Konzentration von 50 ng BZM/g CPC spiegelt sich dieser Effekt in der Standardabweichung
tiber alle 8 Zementplittchen wieder. Deshalb kann man bei beiden verwendeten

Konzentrationen von einer gleichen Freisetzungsrate des BZM iiber 14 Tage ausgehen.
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Abbildung 4.55: Freisetzung von Bortezomib (50 ug/g CPC und 100 pg/g CPC) aus dem

CPC.

Freisetzung Copolymere und PEKs

Aufgrund der schnellen Freisetzung groer Mengen BZM aus dem CPC ist der BZM/CPC-
Komposit kein geeignetes Hybridmaterial fiir eine dosierte Langzeittherapie bei Multiplem
Myelom. Bestreben dieser Arbeit ist die Erzeugung einer effektiven verzogerten Freisetzung
des Wirkstoffes aus dem Calciumphosphatzement durch die Integration eines zusitzlichen
polymeren Tréagersystems im Vergleich zum reinen CPC-Trigersystem. Damit dieses Ziel
erfiillt werden kann, ist eine stark verzogerte Freisetzung der Copolymere bzw. der
Polyelektrolytkomplexe selbst aus dem CPC notwendig, um den Wirkstoff dosierter und iiber
einen ldngeren Zeitraum freisetzen zu konnen. Um diese Anforderung zu iiberpriifen wurden
zunichst die Rhodamin B-markierten Copolymere und PEKs in den CPC eingearbeitet und
auf ihre Freisetzung hin untersucht. Dabei wurden die Rh-Copolymere und Rh-PEK 0.9 in
den Konzentrationen 100 ug/g CPC, 200 ug/g CPC und 400 pg/g CPC verwendet. Die Rh-
PEK 1.1-A und Rh-PEK 1.1-B wurden in den Konzentrationen 100 ug/g CPC und
200 ug/g CPC in den Zement eingearbeitet. Bei den Konzentrationen der PEKs ist wiederum

die Konzentration des Rh-Copolymer im PEK gemeint.
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Abbildung 4.56: Verzogerte Freisetzung von Rhodamin B-markiertem PEI(25)-Mal B aus
PEI(25)-Mal B/CPC- und PEK 0.9/CPC-Kompositen.

In Abbildung 4.56 ist die Freisetzung von Rh-PEI(25)-Mal B und PEK 0.9 graphisch
dargestellt. Aufgrund der Ubersichtlichkeit werden die Standardabweichungen im Graphen
nicht gezeigt, sondern nur in Tabelle 7.11 aufgelistet. Allgemein geht aus dem Graphen
hervor, dass das PEI(25)-Mal B sowohl aus dem PEI(25)-Mal B/CPC- als auch aus dem
PEK 0.9/CPC-Komposit stark verzogert freigesetzt wird. Dabei zeigt sich jedoch bei
PEI(25)-Mal B/CPC ein anderes Freisetzungsprofil fiir das Copolymer als bei PEK 0.9/CPC.
Innerhalb der ersten 7 Tage wird aus dem Hybridmaterial mit nur 100 ug bzw.
200 pug Copolymer/g CPC mehr PEI(25)-Mal B freigesetzt als aus dem PEI(25)-Mal B/CPC-
Komposit mit 400 ug Copolymer/g CPC. Danach scheint fiir die PEI(25)-Mal B/CPC-
Komposite mit 100 ug bzw. 200 pug Copolymer/g CPC das Gleichgewicht zwischen
freigesetztem und im CPC eingeschlossenen Copolymer erreicht zu sein. Nach 14 Tagen
ergibt sich fiir das Hybridmaterial eine Freisetzungsrate von 26 % bei 100 pg PEI(25)-
Mal B/g CPC bzw. 31 % bei 200 ug PEI(25)-Mal B/g CPC. Das Freisetzungsprofil des
PEI(25)-Mal B/CPC-Komposits mit 400 ug Copolymer/g CPC hingegen zeigt innerhalb von
14 Tagen eine stetige Zunahme der freigesetzten Copolymermenge im abgeschlossenen
System. Innerhalb der ersten 24 Stunden werden lediglich 10 % des Copolymers aus der CaP-
Phase freigesetzt, nach 14 Tagen sind es jedoch insgesamt 34 %. Im Gegensatz zu den
Copolymer/CPC-Kompositen zeigen die PEK 0.9/CPC-Komposite einheitliche Freisetzungs-
profile. Dabei wird im Vergleich zum reinen Copolymer aus dem Hybridmaterial mit

100 pg PEK 0.9/g CPC bzw. 200 pg PEK 0.9/ CPC nur etwa halb so viel PEI(25)-Mal B
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freigesetzt. Die Freisetzungsrate von PEI(25)-Mal B aus dem PEK 0.9/CPC-Komposit mit
400 pg Copolymer im PEK 0.9 gleicht etwa der der reinen Copolymere. Trotz dessen, dass
PEI(25)-Mal B mit Zellulosesulfat keine stabilen und einheitlichen Polyelektrolytkomplexe
in reinem Wasser bildet, sind die kleineren und gréeren Aggregate im CPC besser integriert,
als die einzelnen Copolymer-Makromolekiile. Eine Diffusion durch die Poren aus dem CPC
ist durch die GroBe der Aggregate eingeschrinkt, wodurch eine geringere Freisetzung von

PEK 0.9 im Vergleich zu PEI(25)-Mal B beobachtet wird.

Bei den Copolymeren Rh-PEI(5)-PGlu-346 und Rh-PEI(5)-PGlu-346-Mal und den
zugehorigen Rh-PEK 1.1-A und Rh-PEK 1.1-B konnte keine Freisetzung der Rhodamin-B-
markierten Copolymere aus dem CPC nachgewiesen werden. An den negativ geladenen
Carboxylgruppen der Glutaminsdureeinheiten konnen Calciumionen komplexieren und bilden
somit den Kristallisationskeim fiir die Ausfillung von Hydroxylapatit.?>® 2> Dadurch werden
die glutaminsduremodifizierten Copolymere im Gegensatz zu den PEI(25)-Mal B-Strukturen

in die HA-Struktur integriert und konnen durch Diffusion allein nicht freigesetzt werden.

Salzeinfluss auf die Polyelektrolytkomplexe

Die Zugabe von Salzen zu Polyelektrolytkomplexlosungen kann in Abhéngigkeit von der
Stiarke der Polyelektrolyte einerseits zu einer erhohten Aggregation und letztendlich zur
Ausfillung der PEKs fithren. Andererseits quellen PEKs, welche aus Polyanionen mit
Carboxylgruppen bestehen, durch die zusitzlichen Ionen und Idsen sich bei der
Uberschreitung einer kritischen Salzkonzentration auf.>>’ Da das Abbinden des Zements mit
einer 4 Gew.-%igen NaHPO4-Losung erfolgte, wurde der Einfluss des Salzes auf die in
reinem Wasser stabilen PEK 1.1-A und PEK 1.1-B mit DLS untersucht. Dafiir wurden
sowohl die PEK-Stammldsungen (1 g/l Copolymer im PEK) mit festem Na;HPOy versetzt, als
auch salzhaltige PEK-Losungen mit den Copolymerkonzentrationen 0,297 g/1, 0,119 g/l und
0,0595 g/l entsprechend der Komplexierungsversuche hergestellt. Durch die Zugabe von
festem Na,HPOs wurden die triben PEK 1.1-A- und PEK 1.1-B-Losungen klar. Bei den
unverdiinnten PEK 1.1-A- und PEK 1.1-B-Stammldsungen wurde sogar eine Ausfillung der
PEKs beobachtet. Diese Aggregation bis hin zur Ausfillung bestitigen auch die DLS-
Messungen. Innerhalb von 3 h bilden sich in den salzhaltigen PEK-Stammlésungen
Komplexe mit einem hydrodynamischen Durchmesser groer 1000 nm (Abbildung 7.30 und
4.57).
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Abbildung 4.57: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-B (1 g/1) mit Na,HPO4 (4 Gew.-%)
nach O h, 3 h und 20 h.

Im Vergleich zu den PEK 1.1-A-Ldsungen ohne Salz (Abbildung 7.25) bilden sich in den
verdiinnten PEK 1.1-A-Losungen durch die Salzzugabe doppelt so groe Komplexe mit
einem hydrodynamischen Durchmesser von etwa 400 nm (Abbildung 7.31 bis 7.33). Die
Intensitidtskurven sind breiter und mit zunehmender Verdiinnung wird der Anteil an groflen
Komplexen mit einem Dn > 1000 nm groBer. Die breiten Intensititsverteilungskurven der
verdiinnten PEK 1.1-B-Losungen zeigen hingegen sowohl eine Aggregation der PEKs zu
groBBeren Komplexen, als auch eine Auflosung der PEKs zu kleineren Komplexen mit einem

Dn < 100 nm (Abbildung 4.58, 7.34 und 7.35).
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Abbildung 4.58: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-B (0,119 g/l) mit Na,HPO4 (4 Gew.
-%)nach O h, 3 h und 20 h.

4.4.2 Freisetzung BZM aus BZM/Copolymer/CPC und BZM/PEK/CPC

Die dynamischen Lichtstreuversuche haben gezeigt, dass sich zum einen mit PEI(25)-Mal B
und Zellulosesulfat kein stabiler PEK 0.9 in reinem Wasser bildet und zum anderen die
stabilen PEK 1.1-A und PEK 1.1-B direkt nach der Zugabe von Na;HPOs (4 Gew.-%)

hauptsichlich zu groeren Komplexen aggregieren. Trotz dessen wurden neben den reinen
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Copolymeren auch die PEKs mit BZM beladen, in den CPC eingearbeitet und die freigesetzte
Menge BZM aus den BZM/PEK/CPC-Kompositen bestimmt.

Fir die Untersuchung der BZM-Freisetzung aus den BZM/Copolymer/CPC- und
BZM/PEK/CPC-Tréigersystemen wurden zunichst unterschiedlich konzentrierte BZM- und
Copolymer- bzw. PEK-Stammlésungen hergestellt und miteinander vermischt. Nach einer
Komplexierungszeit von einer Stunde wurde mit den BZM/Copolymer- bzw. BZM/PEK-
Losungen der Zement angemischt, in die Silikonmatrix ausgestrichen und ausgehirtet. Die
mit  UV/Vis-Spektroskopie  bestimmten Freisetzungsraten von BZM aus den
BZM/Copolymer/CPC- und BZM/PEK/CPC-Kompositen wurden mit dem Kontrollsystem
BZM/CPC verglichen.

PEI(25)-Mal B und PEK 0.9

Fiir die Freisetzungsuntersuchungen von BZM aus den BZM/PEI(25)-Mal B/CPC- und
BZM/PEK 0.9/CPC-Kompositen wurden folgende Kombinationen an BZM- zu PEI(25)-
Mal B- bzw. PEK 0.9-Konzentrationen getestet: 50 ug/100 pg, 50 ug/200 pg, 100 ug/100 pg
und 100 png/200 pg. Fiir das PEK 0.9 gilt wiederum, dass die angegebene Konzentration der
PEI(25)-Mal B-Konzentration im PEK 0.9 entspricht.
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Abbildung 4.59: Freisetzungsrate von BZM aus BZM/PEI(25)-Mal B/CPC  und
BZM/PEK 0.9/CPC innerhalb von 14 Tagen, links — Konzentrationspaar
50 pg/100 pg, rechts — Konzentrationspaar 100 ug/100 pg.

Bei allen BZM/PEI(25)-Mal B/CPC- und BZM/PEK 0.9/CPC-Kompositen wurde bei allen
Konzentrationspaaren ein verzogertes Freisetzungsprofil ermittelt (Abbildung 4.59 und 7.36).
Dabei ist die Menge an freigesetztem BZM aus den BZM/PEI(25)-Mal B/CPC bei allen
Konzentrationspaaren etwas geringer im Vergleich zum reinen BZM in CPC. Trotzdem
werden innerhalb der ersten 24 h mehr als 50 % des Wirkstoffes aus den BZM/PEI(25)-

Mal B/CPC-Kompositen freigesetzt. Zundchst konnen die nicht vom Copolymer
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komplexierten freien BZM-Molekiile aus dem CPC diffundieren. Dadurch stellt sich im CPC
ein neues Gleichgewicht zwischen den im Copolymer komplexierten BZM und freiem
Wirkstoff ein, wodurch das aus dem Copolymer freigesetzte BZM wiederum aus dem CPC
diffundieren kann. Weiterhin diffundiert das wirkstoffbeladene Copolymer ebenfalls durch
die Poren aus dem CPC. Dabei gilt, dass freies BZM und BZM-beladenes Copolymer nahe
am Rand der CPC-Tablette zuerst freigesetzt werden. Freies BZM und wirkstoffbeladenes
Copolymer im Inneren der CPC-Tablette werden aufgrund des ldngeren Diffusionsweges erst
zu einem spiteren Zeitpunkt freigesetzt. Aufgrund dieser Freisetzungsmechanismen wird im
Vergleich zum reinen BZM/CPC-Komposit nur geringfiigig weniger Wirkstoff aus den
BZM/PEI(25)-Mal B/CPC-Kompositen freigesetzt. Beim Vergleich der BZM/PEI(25)-
Mal B/CPC-Komposite der Konzentrationspaare 50 ug/100 pg und 50 pg/200 pug
(Abbildung 4.60) fillt auf, dass innerhalb der ersten 48 h aus dem Komposit mit 200 pug
PEI(25)-Mal B mehr BZM aus dem CPC freigesetzt wird, als aus dem Komposit mit 100 ug
Copolymer. Einerseits sollte die doppelte Menge an PEI(25)-Mal B bei gleicher Menge BZM
(50 pg) insgesamt mehr Wirkstoff komplexieren. Somit liegt weniger freies BZM im CPC
vor, das schnell aus der CaP-Phase diffundieren kann. Andererseits befindet sich nahe am
Rand der CPC-Tablette, im Gegensatz zu dem Komposit mit nur 100 ug Copolymer, auch die
doppelte Menge an wirkstoffbeladenem PEI(25)-Mal B, die zusammen mit dem freien BZM
schnell aus dem CPC freigesetzt wird. Dadurch ergibt sich fiir BZM/PEI(25)-Mal B/CPC-
Komposit mit dem Konzentrationspaar 50 pg/200 ug eine etwas hohere Freisetzungsrate, als

bei dem Komposit mit dem Konzentrationspaar 50 ug BZM/100 ug PEI(25)-Mal B.
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Abbildung 4.60: Freisetzungsrate von BZM aus BZM/PEI(25)-Mal B/CPC innerhalb von
48 h, links — Konzentrationspaar 50 ug/100 pg, rechts — Konzentrationspaar
50 pug/200 pg.

Dieser Unterschied konnte bei den BZM/PEI(25)-Mal B/CPC-Kompositen der
Konzentrationspaare 100 ug/100 ug und 100 png/200 pug nicht festgestellt werden. Hier ist die
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Konzentration an freiem BZM gegeniiber dem im Copolymer komplexierten BZM so hoch,
dass die Freisetzungsrate innerhalb der ersten 48 h hauptsichlich durch die Diffusion des

freien BZM aus dem CPC bestimmt wird.

Bei den BZM/PEK 0.9/CPC-Kompositen mit den Konzentrationspaaren 50 ug/100 ug und
100 ug/100 ug (Abbildung 4.59) wird innerhalb der ersten 24 h etwas weniger BZM (46 %)
im Vergleich zu den BZM/PEI(25)-Mal B/CPC-Kompositen freigesetzt. Diese geringere
Freisetzung liegt darin begriindet, dass die mit wirkstoffbeladenen kleineren und groferen
Aggregate des PEK 0.9 nicht so leicht durch die Poren diffundieren konnen, wie die
einzelnen Copolymer-Makromolekiile. Bei den BZM/PEK 0.9/CPC-Kompositen mit den
Konzentrationspaaren 50 pg/200 ug und 100 pg/200 ug (Abbildung 4.61) wird hingegen
innerhalb der ersten 8 h mehr Wirkstoff freigesetzt, als aus dem BZM/CPC-Kontrollsystem.
Bei diesen Kompositen wurde die doppelte Menge PEK 0.9 im CPC eingemischt. Dadurch
befinden sich am CPC-Tablettenrand mehr beladene PEKSs, als in den BZM/PEK 0.9/CPC-
Kompositen mit nur 100 pg Copolymer im PEK. Diese wirkstoffbeladenen PEK 0.9
diffundieren zunéchst zusammen mit dem freien BZM schnell aus der CaP-Phase. Erst nach
8 h verringert sich die Freisetzung von BZM aus dem BZM/PEK 0.9/CPC-Komposit mit
50 ug BZM und 200 pug Copolymer im PEK 0.9. Bei dem BZM/PEK 0.9/CPC-Komposit mit
dem Konzentrationspaar 100 pg/200 ug gleicht sich die Freisetzungsrate aufgrund der
doppelten Menge Wirkstoff nach 8 h der des BZM/CPC-Komposites an.
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Abbildung 4.61: Freisetzungsrate von BZM aus BZM/PEK 0.9/CPC innerhalb von 48 h,
links — Konzentrationspaar 50 pg/200 ug, rechts — Konzentrationspaar
100 pug/200 pg.

PEI(5)-PGlu-346(-Mal) und PEK 1.1-A(B)

Die Bestimmung der Freisetzungsrate von BZM aus den BZM/PEI(5)-PGlu-346/CPC- bzw.
BZM/PEI(5)-PGlu-346-Mal/CPC- und BZM/PEK 1.1-A/CPC- bzw. BZM/PEK 1.1-
B/CPC-Kompositen erfolgte mit den Kombinationen an BZM- zu Copolymer- bzw. PEK-
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Konzentrationen 50 ug/100 ug, 50 ug/200 ug und 100 pg/100 ug, wobei die PEK-

Konzentration der Konzentration des Copolymers im PEK entspricht.

Bei den BZM/PEI(5)-PGlu-346/CPC-Kompositen mit den Konzentrationspaaren
50 ug/100 pg  und 50 ug/200 ug  (Abbildung 4.62) sind  deutlich  verzogerte
Freisetzungsprofile im Vergleich zum BZM/CPC-Kontrollsystem erkennbar. Jedoch werden
innerhalb der ersten 24 h, wie bei den BZM/PEI(25)-Mal-B/CPC-Hybridmaterialien, bereits
etwa 55 % des Wirkstoffes freigesetzt. Zwar wird das wirkstoffbeladene PEI(S)-PGlu-346
selbst nicht aus dem Zement freigesetzt, allerdings komplexiert es im Vergleich zu PEI(25)-
Mal B weniger BZM in der Copolymerstruktur. Dadurch befindet sich im Zement mehr freier
Wirkstoff, der schnell aus der CaP-Phase diffundieren kann. Im Gegensatz zu den
BZM/PEI(25)-Mal-B/CPC-Kompositen wird innerhalb des Messzeitraumes jedoch nicht das
Freisetzungsniveau des BZM/CPC-Komposites (75 %) erreicht. Nach 14 Tagen betrigt die
BZM-Freisetzung aus den Hybridmaterialien mit den Konzentrationspaaren 50 pug/100 pg
und 50 ug/200 pg maximal 66 %. Der BZM/PEK 1.1-A/CPC zeigt gegeniiber dem
BZM/PEI(5)-PGlu-346/CPC  keine bessere verzogerte Wirkstofffreisetzung beim
Konzentrationspaar 50 ug/100 ug. Bei Verwendung der doppelten Menge PEK 1.1-A
hingegen wird innerhalb der ersten 24 h weniger Wirkstoff aus dem Hybridmaterial
freigesetzt, als bei dem Komposit mit dem reinen Copolymer. Die groBere Menge
aggregierter PEKs scheint zunichst die Diffusion der freien BZM-Molekiile durch die
Porenstruktur zu behindern. Danach steigt die Freisetzungsrate jedoch weiter an und erreicht
das Freisetzungsniveau des BZM/CPC-Komposites. Wahrscheinlich beeinflusst die in die
Poren eindiffundierende PBS-Losung weiter die PEK-Struktur (sieche Kapitel 4.4.1
Salzeinfluss auf die Polyelektrolytkomplexe), so dass der Wirkstoff nach einer gewissen Zeit

leichter aus dem Komposit herausdiffundieren kann.
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Abbildung 4.62: Freisetzungsrate von BZM aus BZM/PEI(5)-PGlu-346/CPC und
BZM/PEK 1.1-A/CPC innerhalb von 14 Tagen, links — Konzentrationspaar
50 pg/100 pg, rechts — Konzentrationspaar 50 pg/200 ug.
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Bei den Kompositen mit 100 ug BZM und 100 ug PEI(5)-PGlu-346 bzw. PEK 1.1-A
wurden keine signifikanten verzogerten Freisetzungsprofile fir BZM ermittelt
(Abbildung 7.37). Aufgrund der geringen BZM-Komplexierung in das Copolymer bzw. in
den PEK diffundiert die grole Menge an freiem Wirkstoff schnell aus dem CPC. Die PEK-
Aggregate behindern die Diffusion des BZM dabei nur wenig.
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Abbildung 4.63: Freisetzungsrate von BZM aus BZM/PEI(5)-PGlu-346-Mal/CPC und
BZM/PEK 1.1-B/CPC innerhalb von 14 Tagen, links — Konzentrationspaar
50 pg/100 pg, rechts — Konzentrationspaar 50 ug/200 ug.

Die BZM-Freisetzungsprofile der BZM/PEI(5)-PGlu-346-Mal/CPC- und BZM/PEK 1.1-
B/CPC-Komposite mit den Konzentrationspaaren 50 ng/200 ug (Abbildung 4.63 rechts) und
100 png/100 ug (Abbildung 7.36) zeigen gegeniiber denen der BZM/PEI(S)-PGlu-346/CPC-
und BZM/PEK 1.1-A/CPC-Hybridmaterialien keine deutlich verbesserte, verzogerte
Wirkstofffreisetzung. Zwar wird aus dem Komposit mit 50 ug BZM und 200 ug PEI(5)-
PGlu-346-Mal innerhalb der ersten 24 h weniger BZM (45 %) als in dem vergleichbaren
Komposit mit PEI(5)-PGlu-346 (54 %) freigesetzt. Nach 48 h ist die Freisetzungsrate jedoch
mit 56 % annihernd der des BZM/PEI(5)-PGlu-346/CPC-Hybridmaterials (58 %) gleich. Ein
deutlicher Unterschied ist jedoch bei dem Konzentrationspaar 50 ug/100 ug erkennbar
(Abbildung 4.63 links). Innerhalb des ersten Tages werden aus dem Komposit mit PEI(S)-
PGlu-346-Mal nur 39 % des BZM freigesetzt. Erst nach einer Woche betrigt die BZM-
Freisetzungsrate 58 %, wihrend bei allen anderen Kompositen unabhédngig von der
Konzentration an BZM und Copolymer bereits nach 48 h etwa 60 % des Wirkstoffes aus dem
CPC freigesetzt werden. Nach 14 Tagen betrigt die BZM-Gesamtfreisetzung aus dem
BZM/PEI(5)-PGlu-346-Mal/CPC-Komposit (50 ug/100 ug) 61 %. Im Vergleich zum
BZM/CPC-Kontrollsystem werden somit innerhalb des Messzeitraumes von zwei Wochen
insgesamt 14 % mehr BZM im Hybridmaterial zuriickgehalten. PEI(5)-PGlu-346-Mal wird,
wie PEI(5)-PGlu-346, nicht nachweisbar aus dem Zement freigesetzt. Durch die Maltose
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kann das Copolymer etwas mehr Wirkstoff in seine Struktur aufnehmen, als das
glutaminsiduremodifizierte PEI(S) ohne Maltose. Bei 50 pg BZM und 100 ug PEI(5)-PGlu-
346-Mal wird geniigend Wirkstoff vom Copolymer komplexiert, so dass im Vergleich zum
Konzentrationspaar 100 ug/100 ug weniger freies BZM zundchst aus dem CPC
rausdiffundiert. Dabei wird die BZM-Diffusion durch stindige Komplexierungs- und
Freisetzungsvorgidnge mit den in der Kristallstruktur verankerten Copolymeren behindert. Im
Vergleich zu PEI(5)-PGlu-346 scheinen diese Wechselwirkungen durch die angebundene
Maltose stidrker zu sein. Da nur halb so viel Copolymer wie bei dem Komposit mit 50 ug
BZM und 200 pg PEI(5)-PGlu-346-Mal im Zement eingemischt wurde, befindet sich auch
wesentlich  weniger Copolymer am Tablettenrand. Dadurch wird durch die
Gleichgewichtseinstellung zwischen komplexiertem und freiem BZM ebenfalls weniger
Wirkstoff freigesetzt. Die BZM/PEK 1.1-B/CPC-Hybridmaterialien zeigen gegeniiber den
Kompositen mit dem Copolymer kein verbessertes Freisetzungsprofil. Wie bei den
BZM/PEK 1.1-A/CPC-Kompositen scheint die hohe Salzkonzentration im Zement Einfluss

auf die PEK-Struktur zu nehmen, wodurch die BZM-Freisetzung erleichtert wird.

4.5 Kooperationsarbeiten

Im Rahmen des DFG-Projektes des Sonderforschungsbereiches Transregio 79 wurden die hier
dargestellten Copolymere in verschiedenen Arbeitsgruppen u. a. hinsichtlich ihrer
Anwendung im Calciumphosphatzement und ihrer Toxizitdt gegeniiber verschiedenen
mesenchymalen Stammezelllinien untersucht. In diesem Kapitel sollen einige relevante

Ergebnisse der Kooperationsarbeiten kurz dargestellt werden.

Einfluss auf mechanische Eigenschaften des CPC

Die Verarbeitbarkeit und die resultierende Stabilitit nach dem Aushirten im Knochendefekt
sind essentiell fiir die klinische Anwendung eines potentiellen Calciumphosphatzementes. Der
Zusatz von weiteren Substanzen in den Zement kann den Abbindeprozess und die daraus
resultierenden mechanischen Eigenschaften des resultierenden CPC stark beeinflussen. In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Michael Gelinsky wurden am
Zentrum fiir Translationale Knochen, Gelenk- und Weichgewebeforschung (TU Dresden) der
Einfluss der Copolymere PEI(25)-Mal B, PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal auf

verschiedene mechanische Eigenschaften des Biocement 1.0 hin untersucht.

Das Einmischen von PEI(25)-Mal B in den Zement fiihrte zu einer geringen Abnahme der

Abbindezeit und der Offenporigkeit des Zementes mit zunehmender Copolymerkonzentration
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(0,65 mg und 3,25 mg pro 1 g Zement). SEM-Untersuchungen zeigten jedoch, dass sowohl
der reine Zement als auch der Zement mit einer PEI(25)-Mal B-Konzentration von
0,65 mg/g CPC eine in hohem Mal3e strukturierte mikropordse Oberfldche aufweisen. Erst das
Einmischen von sehr hohen Copolymerkonzentrationen (3,25 mg/g CPC) fiihrt zu einer
weniger ausgepridgten Apatitkristallstruktur. Der Einfluss der glutaminsduremodifizierten
Copolymere auf die Porositit des CPC wurde bisher noch nicht getestet. Da fiir die
Wirkstofffreisetzungen jedoch nur geringe Mengen (>400 ug/g CPC) eingesetzt wurden,
kann man davon ausgehen, dass auch durch diese Copolymere keine signifikante Anderung
der porosen Struktur stattfindet. Weiterhin wurde der Einfluss der Copolymere auf die
Widerstandsfihigkeit des Zementes bei einwirkenden Druckkriften hin untersucht
(Abbildung 4.64). Dabei wurde jedoch nur eine geringe Reduktion der Druckfestigkeit
ermittelt. Die Untersuchungen ergaben somit keine signifikanten Anderungen der

mechanischen Eigenschaften des Biocement 1.0 durch das Einmischen der Copolymere.
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Abbildung 4.64: Copolymerkonzentrationsabhéngige Druckfestigkeit des Biocement 1.0 im
Vergleich zum reinen Zement.

Einfluss auf Zellen

Ein wesentlicher Faktor fiir den Einsatz der Copolymere im Knochenzement ist die Toxizitét
gegeniiber knochenspezifischen Zellen. Polyethylenimine wirken aufgrund der kationischen
Ladung toxisch auf Zellen, wobei die Toxizitdt allgemein mit kleiner werdender Molmasse
abnimmt. Neben den hdmatopoetischen Stammzellen enthilt das menschliche Knochenmark
mesenchymale Stammzellen (MSC). Diese MSC sind multipotent, d. h. sie konnen sich zu
spezialisierten Zellen, wie zum Beispiel zu Knorpel-, Knochen- oder Fettzellen, entwickeln.

Die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Katrin Susanne Lips hat an der Justus-Liebig-
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Universitdt GieBen den Einfluss der maltosemodifizierten Polyethylenimine PEI(5)-Mal B
und PEI(25)-Mal B auf MSC untersucht. Dabei wurden mesenchymale Stammzellen aus dem
Knochen-Bohrmehl (reaming debris, rdMSC) vier verschiedener Spender verwendet.
Wihrend PEI(5)-Mal B in den Konzentrationen 0,05 mg/ml und 1 mg/ml nach einer
Inkubationszeit von 24 h und 72 h keinen signifikanten toxischen Effekt auf die rdMSC
zeigte, stieg bei PEI(25)-Mal B die Toxizitidt insbesondere nach 72 h bei der hoheren
Konzentration von 1 mg/ml stark an. Diese Toxizitdt wurde durch Lichtmikroskopiebilder
bestitigt, die bereits nach 72 h deutliche Anzeichen von Zellschidden durch PEI(25)-Mal B
und eine verringerte Zellzahl gegeniiber der Referenz zeigen. TEM-Aufnahmen zeigen zudem
das Anhaften der PEI(25)-Mal B-Partikel an der Zellwand nach einer Stunde und die
signifikante Schidigung der Mitochondrien nach nur einem Tag (Abbildung 4.65).

Abbildung 4.65: TEM-Aufnahmen von rdMSC mit PEI(25)-Mal B. A — Akkumulation von
PEI(25)-Mal B-Nanopartikeln an der Zellwand nach 60 min. B -
Schidigung der Mitochondrien nach 1 d.

Da die potentiellen Wirkstofftriger jedoch fiir eine Langzeittherapie angewendet werden
sollen, wurde der Einfluss auf die Proliferation der rdMSC {iiber 28 Tage untersucht. Dabei
wurde fiir beide Copolymere speziell bei der Konzentration von 1 mg/ml nach einer
Inkubationszeit von 21 und 28 Tagen eine signifikante Hemmung der Zellvermehrung
festgestellt. Lichtmikroskopiebilder nach 21 Tagen Inkubtionszeit belegen insbesondere durch
PEI(25)-Mal B verursachte Zellschdaden und freie Zellfragmente, wihrend die rdMSC durch
PEI(5)-Mal B nur geringfiigig geschidigt wurden. Eine Hemmung der Proliferation wurde
auch bei der osteogenen Differenzierung der rdMSC zu Osteoblasten ermittelt. Aufgrund der
toxischen Wirkung des PEI(25)-MalB speziell bei 1mg/ml wurden fiir die
Differenzierungsversuche die Copolymere in den Konzentrationen 1 pg/ml, 20 pg/ml und

50 ug/ml verwendet. Zwar konnte fiir alle Copolymerkonzentrationen eine osteogene
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Differenzierung der rdMSC festgestellt werden, allerdings ist auch hier die Proliferation der
differenzierten Zellen im Vergleich zur Referenz ohne Copolymer gehemmt. Die genaue
Durchfiihrung der in vitro Zellexperimente und die ausfiihrliche Diskussion der resultierenden
Ergebnisse wurden im Journal of Nanobiotechnology verdffentlicht.?®? Parallel zu den in vitro
Untersuchungen an der Justus-Liebig-Universitit GieBen wurde der Einfluss von PEI(25)-
Mal B auf humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Michael Gelinsky iiberpriift. Die Auswertung der Zellzahl osteogen stimulierter hMSC
(Abbildung 4.66) zeigt nach einer Woche Inkubationszeit keinen Unterschied in der
Proliferation gegeniiber der Kontrolle ohne Copolymer. Nach 14 Tagen ist jedoch eine
deutliche = Hemmung der Osteoblasten-Proliferation bei einer PEI(25)-Mal B-
Konzentration > 66 pg/ml ersichtlich. Lediglich bei der geringsten Copolymerkonzentration

wurde die Zellvermehrung durch PEI(25)-Mal B nicht negativ beeinflusst.
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Abbildung 4.66: Proliferation von osteogen stimulierten hMSC nach 7d und 14 d bei
unterschiedlichen PEI(25)-Mal B-Konzentrationen.

Aus den Zellversuchen mit den beiden maltosemodifizierten Copolymeren geht eindeutig
hervor, dass das PEI(25)-Mal B mit dem gro3eren PEI-Kern einen erheblichen toxischen und
proliferationshemmenden Einfluss auf MSC besitzt. Bei PEI(5)-Mal B sind diese Einfliisse
aufgrund des kleineren PEI-Kerns wesentlich reduzierter. Die Ergebnisse bestirken somit die
Auswahl des kleinen PEI-Kerns fiir die Generierung der glutaminsduremodifizierten

Copolymere PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal.

Weiterhin  wurde am  Zentrum  fiur Translationale Knochen, Gelenk- und
Weichgewebeforschung der Einfluss der glutaminsduremodifizierten Copolymere auf
osteogen stimulierte hMSC untersucht. Als Marker wurde die Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase (ALP), eines fiir Osteoblasten spezifisches Enzym, herangezogen. Sowohl mit
PEI(5)-PGlu-346 als auch mit PEI(5)-PGlu-346-Mal proliferieren die Zellen in gleichem
Male wie die Kontrolle ohne Copolymer (Abbildung 4.67). Lediglich bei PEI(5)-PGlu-346-
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Mal wurde ein leichter Riickgang der Zellzahl bei hohen Konzentrationen (> 120 ug/ml)

festgestellt.
20
?g;-oug/mL 1 I O po/mL
16_--30 pg/mL 16_--30 pg/mL
< { I 60 pg/mL < 1 60 ug/mL
2 14907 120 pg/mL S 143000 120 pg/mL
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%’3 1g'_ 1300 pg/mL § 12'_ 1300 pg/mL
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Abbildung 4.67: Proliferation von osteogen stimulierten hMSC nach 7d und 14d bei
unterschiedlichen Copolymer-Konzentrationen, links - PEI(5)-PGlu-346,
rechts - PEI(5)-PGlu-346-Mal.

Zudem war bei beiden Copolymeren eine osteogene Differenzierung der hMSC zu
Osteoblasten nachweisbar (Abbildung 4.68). Hohe Konzentrationen von PEI(S5)-PGlu-346
wirken jedoch insbesondere bei lingerer Inkubationszeit (14 Tage) hemmend auf die Bildung
der Osteoblasten. Ein interessantes Ergebnis zeigte hingegen die osteogene Differenzierung
der hMSC in Anwesenheit von PEI(S)-PGlu-346-Mal. Unabhingig von der PEI(S5)-PGlu-
346-Mal-Konzentration differenzierten die Stammzellen in gleichem Mafe wie die Kontrolle
ohne Copolymer. Copolymerkonzentrationen von 60 pg/ml und 120 ug/ml scheinen die
Entwicklung der Stammzellen zu knochenbildenden Osteoblasten sogar zu fordern. Fiir die
Verifizierung dieser vielversprechenden Ergebnisse sind weitere Untersuchungen in der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Gelinsky geplant.
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Abbildung 4.68: Osteogene Differenzierung der hMSC zu Osteoblasten in Anwesenheit von
PEI(5)-PGlu-346 (links) und PEI(5)-PGlu-346-Mal (rechts) nach 7 d und
14 d.

117



Zusammenfassung und Ausblick

5. Zusammenfassung und Ausblick

Fir die Behandlung poroser Knochen gibt es eine Vielzahl an zugelassener
Knochenersatzmaterialien, wobei stets an der Verbesserung bereits vorhandener KEM und der
Erforschung und Entwicklung neuer Materialien gearbeitet wird. Ein erfolgversprechendes
Konzept ist die Optimierung von KEM durch Kombination verschiedener Materialien, um die
Eigenschaften der einzelnen Materialien miteinander zu vereinen. Diese Arbeit beschreibt
eine Moglichkeit der Kombination von Calciumphosphatzementen mit neuartigen polymeren
Drug-Delivery-Systemen fiir eine kontrollierte, verzdgerte Wirkstofffreisetzung aus dem
Komposit in den erkrankten Knochen. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Synthese
eines biokompatiblen Drug-Delivery-Systems als Tridger fiir relevante Wirkstoffe zur
Knochenregeneration bei multiplem Myelom. Als Basispolymer diente dafiir das kommerziell
erhiltliche hochverzweigte Polyethylenimin. Aufgrund der zunehmenden Toxizitdt mit
steigender Anzahl an positiv geladenen Aminogruppen in der Peripherie des globularen
Makromolekiils wurde ein hochverzweigtes Polyethylenimin mit geringer Molmasse
My = 5000 g/mol, PEI(5)) gewihlt. An den linearen und terminalen Aminogruppen des
PEI(5) erfolgte eine Modifizierung mit biokompatiblen = Aminosdure- und

Oligosaccharideinheiten.

Synthese der Drug-Delivery-Systeme

1.204206 wwyurden im ersten Schritt die N-

Auf der Grundlage der Arbeiten von Tian et a
Carboxyanhydride aus benzylgeschiitzter Glutaminsidure (y-BLG-NCA) bzw. Asparaginsdure
(B-BLA-NCA) und Triphosgen nach der Fuchs-Farthing-Methode??” 2?8 synthetisiert. Die
Umsetzung der NCA-Monomere mit dem PEI(5)-Makroinitiator erfolgte im zweiten Schritt
mit den molaren Monomereinheitenverhéltnissen EI:BLG von 1:0,5, 1:2, 1:3 und 1:4 und
E:LBLA von 1:4. Fir die Generierung wasserloslicher Drug-Delivery-Systeme wurden
anschlieBend die Benzylschutzgruppen an PEI(5)-PBLG-346 und PEI(5)-PBLA-346
hydrolytisch abgespalten. Die NMR-spektroskopische Analyse von PEI(5)-PBLG-346,
PEI(5)-PBLA-346, PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PAsp-346 bestitigte die Annahme, dass
die NCA-Polymerisation nicht an allen primédren und sekunddren Aminogruppen des PEI(S)
initiiert wurde. Weiterhin wurden fiir die Copolymere signifikant kleinere Molmassen im
Vergleich zu den theoretisch erwarteten Molmassen ermittelt. Daraus folgt die Annahme, dass
die NCA-Polymerisation nicht nur durch primére und sekundére, sondern auch durch tertidre
Aminogruppen initiiert wurde. Die dabei generierten Peptidketten sind jedoch nicht am

PEI(5) gebunden. Uber die reduktive Aminierung erfolgte danach die Anbindung der
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Oligosaccharideinheiten. Sowohl Maltose als auch Laktose wurden im zehnfachen
Uberschuss eingesetzt, um eine moglichst dichte zweite Schale am Copolymer zu erzeugen.
Die '*C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen an PEI(5)-PGlu-346-Mal belegten sowohl
eine Modifizierung der endstidndigen primdren Aminogruppen der Peptidketten als auch der
noch freien primdren Aminogruppen des PEI-Kerns mit Maltose. Daraus ldsst sich schluss-

folgern, dass die Kern-Schale-Architekturen eine bindre Doppelschalenstruktur besitzen.

Strukturelle Eigenschaften der glutaminsduremodifizierten Drug-Delivery-Systeme

Mit FT-IR-spektroskopischen Untersuchungen wurde die Ausbildung einer helikalen
Sekundirstruktur  der benzylgeschiitzten Peptidketten an den PEI(5)-PBLG-346-
Copolymeren nachgewiesen (Abbildung 5.1 A). Entsprechend der Literatur?®’ bestehen die
PBLG-Ketten somit mindestens aus 18 Glutaminsdureeinheiten. In Abhéngigkeit vom pH-
Wert und dem daraus resultierenden Ladungszustand nach der Hydrolyse wurde die typische
Konformationsumwandlung (Helix-Coil-Ubergang) der Polyglutaminsiureketten erwartet.
Fir die Polyglutaminsdureketten von PEI(S5)-PGlu-346 wurde jedoch eine ungeordnete
Sekundérstruktur sowohl bei niedrigem als auch bei hohem pH-Wert festgestellt
(Abbildung 5.1 B). Weiterhin liegen die Makromolekiile unterhalb des isoelektrischen
Punktes von 3,9 bei pH = 3 in wissriger Losung mit einem hydrodynamischen Durchmesser
von 4nm isoliert vor. Im Gegensatz dazu bildet PEI(5)-PGlu-346 oberhalb des
isoelektrischen Punktes bei pH = 5 groflere Aggregate mit einem Dy um 500 nm. Bei weiterer
Erhohung des pH-Wertes auf > 6 sind wiederum nur isolierte Makromolekiile nachweisbar.
Diese sind mit einem hydrodynamischen Durchmesser um 7 nm allerdings doppelt so grof3
wie bei pH = 3. Die Ausbildung der ungeordneten Sekundérstruktur der Peptidketten sowohl
im protonierten (pH=3) als auch im teilweise (pH=15) und vollstindig (pH > 6)
deprotonierten Zustand sowie das Vorliegen als isolierte Makromolekiile bzw. Aggregate
hingt im Wesentlichen von den Wechselwirkungen der Peptidschale und des PEI-Kerns ab.
Aufgrund der offenen Schalenstruktur konnen die vorwiegend protonierten Carboxylgruppen
bei pH =3 iiber H-Briicken mit den Aminogruppen des PEI interagieren. Es entsteht eine
dichte Schalenstruktur am Kern, wodurch die Ausbildung der a-helikalen Konformation der
PGlu-Ketten unterdriickt wird. Mit zunehmendem pH-Wert nimmt auch die Zahl der
deprotonierten Carboxylgruppen in den Peptidketten zu. Aufgrund der repulsiven Krifte
zwischen den negativ geladenen Glutaminsdureeinheiten strecken sich die Peptidketten in die
Peripherie. Diese ungeordnete Kettenstreckung ist bei vollstandiger Deprotonierung am

grofften. Bei einem pH-Wert um 5 konnen die teilweise deprotonierten Carboxylgruppen
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eines PEI(5)-PGlu-346-Makromolekiils mit den protonierten, endstindigen Aminogruppen
der Peptidketten eines weiteren Copolymeren ionisch wechselwirken. Die resultierenden

Aggregate werden dabei zusitzlich durch intermolekulare H-Briicken stabilisiert.

A - PEI(5)-PBLG-346

Maltose

B - PEI(5)-PGlu-346

@4 nm

C - PEI(5)-PGlu-346-Mal

pH 3 pH 5 pH>6
@7 nm @8 nm @9nm

Abbildung 5.1: schematische Darstellung der DDS in Abhingigkeit vom Ladungszustand.
A - offene Schalenstruktur des PEI(5)-PBLG-346 mit a-helikalen PBLG-
Ketten, B — pH-abhéngiges Verhalten von PEI(5)-PGlu-346 in wissriger
Losung, C - pH-abhédngiges Verhalten von PEI(S5)-PGlu-346-Mal in
wissriger Losung mit bindrer Doppelschale.
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Im Vergleich zu der PEI(5)-PGlu-346-Struktur iibt der positiv geladene PEI-Kern selbst
keinen signifikanten Einfluss auf die Sekundirstruktur der Polyglutaminsdureketten im
PEI(5)-PGlu-346-Mal-Copolymer aus (Abbildung 5.1 C). Die Ausbildung der a-Helices bei
pH = 3 wird hauptsédchlich durch intramolekulare H-Briicken zwischen den PGlu-Ketten und
den am PEI-Kern gebundenen Maltoseeinheiten verhindert. Aufgrund der zunehmenden
Deprotonierung der Carboxylgruppen mit zunehmendem pH-Wert wirken repulsive ionische
Krifte innerhalb der Ketten. Folglich strecken sich die Ketten in die Peripherie, wodurch sich
der hydrodynamische Radius der PEI(5)-PGlu-346-Mal-Struktur von 7 nm (pH =3) auf
9nm (pH>6) vergroBert. Weiterhin schirmen die Maltoseeinheiten die Ladungen der
Makromolekiile in dem MaBe ab, dass eine Aggregation um pH =5, wie bei PEI(S)-PGlu-
346, nicht festgestellt werden konnte. Somit liegt PEI(5)-PGlu-346-Mal unabhingig vom
pH-Wert als isoliertes Makromolekiill vor, wobei die PGlu-Ketten eine ungeordnete
Sekundérstruktur aufweisen.

Im Gegensatz zu den bisher bekannten glutaminsduremodifizierten Kern-Schale-
Architekturen!%4-196 198, 203-206, 244,261 \yrde ein derartiges pH-abhingiges Verhalten der Kern-
Schale-Architekturen in Losung in der Literatur noch nicht beschrieben. Dabei wird die
Copolymerstruktur durch ionische Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken sowohl inter-

als auch intramolekular entscheidend beeinflusst.

Wirkstoffkomplexierung in die Drug-Delivery-Systeme und die entsprechenden

Polyelektrolytkomplexe

Zur Einschitzung der Kern-Schale-Architekturen als geeignete Drug-Delivery-Systeme wurde
die Aufnahme des Proteasominhibitors Bortezomib in die reinen Copolymere PEI(25)-Mal B,
PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal sowie die entsprechenden Polyelektrolyt-
komplexe untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Komplexierung des Wirkstoffes in
die Copolymere sowohl in reinem Wasser als auch in PBS-Losung zeitunabhingig erfolgte.
Jedoch nimmt die Anzahl komplexierter BZM-Molekiile mit gréBerem Copolymer/BZM-
Verhiltnis von 1:10 tiber 1:25 hin zu 1:50 nicht linear zu. Ursache dafiir sind hauptsédchlich
die zunehmenden sterischen Hinderungen zwischen den Wirkstoffmolekiilen am Copolymer
mit abnehmendem Copolymergehalt. Aufgrund der strukturellen GroBenunterschiede und der
Anzahl an  Maltoseeinheiten ist PEI(25)-MalB im  Vergleich zu den
glutaminsiduremodifizierten Copolymeren in der Lage wesentlich mehr Wirkstoff
aufzunehmen. Bei einem molaren Verhiltnis von 1:50 werden in PBS-Losung in die PEI(25)-

Mal B-Struktur etwa 20 BZM-Molekiile aufgenommen. Die glutaminsduremodifizierten
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Copolymere konnen hingegen im Mittel nur zehn (PEI(5)-PGlu-346) bzw. 15 BZM-
Molekiile (PEI(5)-PGlu-346-Mal) komplexieren. Die Komplexierungskapazitit der
Polyelektrolytkomplexe PEK 0.9 (PEI(25)-Mal B/Zellulosesulfat), PEK 1.1-A (PEI(S)-
PGlu-346/Ethylendiamin-Zellulose) und PEK 1.1-B (PEI(5)-PGlu-346-Mal/Ethylendiamin-
Zellulose) in reinem Wasser ist gleich der der Copolymere. Dabei nimmt PEK 0.9 bei einem
molaren Copolymer/BZM-Verhiltnis von 1:50 maximal 20 Wirkstoffmolekiile auf. PEK 1.1-
A und PEK 1.1-B komplexieren maximal die Hélfte an BZM. Trotz der grolen Unterschiede
in der Wirkstoffaufnahme waren alle Copolymere und Polyelektrolytkomplexe geeignet, um

diese Triagersysteme auf das Freisetzungsverhalten hin zu untersuchen.

Wirkstofffreisetzung aus dem Calciumphosphatzement

Um die Freisetzung des Wirkstoffes aus der Calciumphosphatphase beurteilen zu konnen,
wurden zundchst die Freisetzungsprofile des reinen Wirkstoffes, der reinen Copolymere und
der entsprechenden Polyelektrolytkomplexe iiberpriift. Aufgrund der geringen Grofle (< 1 nm)
konnen die BZM-Molekiile schnell durch die Poren aus dem CPC diffundieren.
Dementsprechend werden bei einer Wirkstoffkonzentration von 50 ug/g bereits nach
24 Stunden mehr als 60 % des BZM diffusionskontrolliert freigesetzt. Die Freisetzungsraten
von PEI(25)-Mal B und PEK 0.9 sind im Vergleich zum BZM wesentlich geringer.
Innerhalb des ersten Tages werden in Abhdngigkeit von der PEI(25)-Mal B-Konzentration
weniger als 20 % des Copolymers aus dem CPC freigesetzt. Ursache dafiir ist die nanoskalige
Dimension der Makromolekiile und Polyelektrolytkomplexe, welche die Diffusion durch die
offenporige CaP-Phase erschwert. Fiir PEI(5)-PGlu-346, PEI(5)-PGlu-346-Mal und die
zugehorigen PEK 1.1-A und PEK 1.1-B wurde keine Freisetzung aus dem CPC ermittelt.
Wie aus der Literatur® 7 bekannt, komplexieren die Glutaminsiureeinheiten Calciumionen
und beeinflussen dadurch die Keimbildung und das Wachstum der CaP-Phase. Die
Copolymerstrukturen werden somit in den CPC integriert und konnen nur durch Abbau des

schwerloslichen Zementes freigesetzt werden.

Ein wichtiger Aspekt bei der Betrachtung der Polyelektrolytkomplexe ist deren Stabilitét in
wissriger Losung. Die dynamischen Lichtstreuversuche zeigten, dass PEI(25)-Mal B mit
Zellulosesulfat bereits in reinem Wasser keinen stabilen Komplex bildet. Erst innerhalb von
20 Stunden aggregieren kleinere Partikel in Abhingigkeit von der Verdiinnung der PEK 0.9-
Losung zu groeren Komplexen. Weiterhin wurde bei der Zugabe von Na;HPO4 (4 Gew.-%),
entsprechend der Abbindelosung des CPC, eine konzentrationsabhingige Aggregation der in

reinem Wasser stabilen PEK 1.1-A und PEK 1.1-B bis hin zur Ausfillung beobachtet. Trotz
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der Instabilitit wiesen Polyelektrolytkomplexe in wissriger Losung im Vergleich zu den
isolierten Copolymeren grofere Aggregate auf. Aus diesem Grund wurden sowohl
BZM/Copolymer/CPC- als auch BZM/PEK/CPC-Komposite hergestellt und die

Wirkstofffreisetzung untersucht.

Die Freisetzung des Wirkstoffes aus den Hybridmaterialien wurde iiber 14 Tage verfolgt.
Dabei wurden unterschiedliche Konzentrationen an BZM und Copolymer im Verhiltnis 1:1,
1:2 und 1:4 eingesetzt. Im Vergleich zum reinen BZM wird der Wirkstoff aus dem Komposit
mit 50ug BZM und 100pg PEI(25)-MalB in geringerer Menge freigesetzt
(Abbildung 5.2). Nach 24 Stunden betrdgt die Freisetzungrate fiir das BZM/PEI(25)-
Mal B/CPC-Komposit etwa 55 % und fiir das BZM/PEK 0.9/CPC-Komposit etwa 45 %. Bei
den Hybridmaterialien mit den Konzentrationspaaren 50 pg/200 pg, 100 ug/100 ug und
100 ug/200 ug waren jedoch kaum Unterschiede zum Freisetzungsprofil des reinen BZM
ersichtlich. Uber den betrachteten Zeitraum von 14 Tagen ist die Freisetzung fiir eine
effektive Anwendung im Knochen zur Behandlung des Multiplen Myeloms aus den
Hybridmaterialien mit PEI(25)-Mal B bzw. PEK 0.9 somit zu hoch und zu schnell. Auch die
BZM/PEI(5)-PGlu-346/CPC- und BZM/PEK 1.1-A/CPC-Komposite zeigten im Vergleich
zu denen mit PEI(25)-Mal B und PEK 0.9 keine deutliche Verbesserung der verzogerten
BZM-Freisetzung (Abbildung 5.2). Lediglich die Freisetzungsprofile der Hybridmaterialien
mit BZM/PEI(5)-PGlu-346 im Verhiltnis 1:2 und 1:4 verlaufen flacher und gleichen sich

nicht bereits innerhalb von 14 Tagen dem des Bortezomibs an.

100

80—- % i % % %
601,
1 50 ug BZM
100 pg PEI(5)-PGlu-346
100 pg PEK 1.1-A
| 100 pg PEI(25)-Mal B
ol ' 100 g F?EKO:Q '
0 48 96 144 192 240 288 336
Zeit [n]
Abbildung 5.2: Vergleich der BZM-Freisetzungsraten aus BZM/PEI(5)-PGlu-346/CPC
und BZM/PEK 1.1-A/CPC  mit BZM/PEI(25)-Mal B/CPC  und
BZM/PEK 0.9/CPC, Konzentrationspaare 50 ug/100 pg.
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Erst die Verwendung des PEI(5)-PGlu-346-Mal bewirkt eine signifikante Verbesserung der
Wirkstofffreisetzung aus den Hybridmaterialien mit BZM/PEI(5)-PGlu-346-Mal im
Verhiltnis 1:2 und 1:4 (Abbildung 5.3). Insbesondere bei dem Konzentrationspaar 50 ug
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BZM/100 pg PEI(5)-PGlu-346-Mal im Verhiltnis 1:2 werden nach 24 Stunden weniger als
40 % BZM aus dem Komposit freigesetzt. Im Vergleich zu dem reinen BZM in CPC
verringert sich somit die Freisetzungsrate um etwa die Hélfte innerhalb des ersten Tages.
Weiterhin steigt die Freisetzungsrate innerhalb der 14 Tage nur auf etwa 60 %. Somit liegt die
Gesamtfreisetzungsrate des BZM aus dem BZM/PEI(5)-PGlu-346-Mal/CPC-Komposit ca.
15 % unterhalb der des BZM/CPC-Komposits. Die Hybridmaterialien mit PEK 1.1-B

hingegen zeigen nicht dieses deutlich verbesserte Freisetzungsprofil.

£ 100

s ]

B 80 {. i %

g 111 i

2 40l i = 50 ug BZM

sy 12 e 100 pg PEI(5)-PGlu-346-Mal
2 20_!@; 4 100 pug PEK1.1-B

® ] 100 pg PEI(25)-Mal B

g olf _ + 100ugPEKO09

= 0 48 96 144 192 240 288 336

Zeit [h]

Abbildung 5.3: Vergleich der BZM-Freisetzungsraten aus BZM/PEI(5)-PGlu-346-
Mal/CPC und BZM/PEK 1.1-B/CPC mit BZM/PEI(25)-Mal B/CPC und
BZM/PEK 0.9/CPC, Konzentrationspaare 50 ug/100 pg.

Fazit und Ausblick

Durch die Kombination von hochverzweigtem Polyethylenimin mit Polyglutaminsdure und
Maltose wurde in dieser Arbeit ein innovatives Drug-Delivery-System fiir die kontrollierte
und verzogerte Freisetzung von Bortezomib aus Calciumphosphatzementen erzeugt. Diese
bindre Kern-Doppelschale-Struktur iibt trotz der Integration in HA-Kristallstruktur keinen
Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften des Knochenersatzmaterials aus. Weiterhin
weist sie eine hohe Biokompatibilitit auf und ist sogar in der Lage die osteogene
Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen zu knochenbildenden Osteoblasten

positiv zu beeinflussen.

In zukiinftigen Arbeiten sollte u. a. gepriift werden, inwieweit eine einheitlichere Kern-
Schale-Architektur auf Basis von hvz PEI und Polyaminosidureketten zu realisieren ist. Eine
Moglichkeit bietet die Anbindung von alkinmodifizierten Carbonsduren iiber die
Carboxylgruppe an die primédren und sekundiren Aminogruppen des PEI-Kerns. An die
angebundenen Alkylketten mit endstidndiger Alkingruppe konnen anschlieBend definiert lange

Polyaminosdureketten mit einer Azidgruppe iiber eine 1,3-dipolare Cycloaddition (,,Click-
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Reaktion*) angebunden werden. Durch die Kontrolle der Bindungsstelle am hvz PEI und der
Linge der Peptidketten so wie die zusitzlichen hydrophoben Alkylketten kann die Aufnahme
in und auch die Freisetzung aus dem DDS insbesondere fiir hydrophobe Wirkstoffe besser
optimiert werden. Dabei sollten auch andere Aminoséuren, als Glutamin- und Asparaginséure,
oder sogar die Kombination von verschiedenen Aminosduren in Betracht gezogen werden.
Weiterhin ist ein erfolgsversprechender Einsatz von Polyelektrolytkomplexen integriert in
Calciumphosphatzementen aufgrund der Instabilitit in salzhaltigen Losungen kritisch zu
beurteilen. Diese und weitere Fragestellungen werden im Teilprojekt M7 ,,Biokompatible
Polyelektrolytkomplexe fiir die kontrollierte Freisetzung von Wirkstoffen zur
Hartgeweberegeneration® des Sonderforschungsbereich/Transregio 79 ,,Werkstoffe fiir die

Geweberegeneration im systemisch erkrankten Knochen* weiter verfolgt.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Geriate und Verfahren

Asymmetrische Flussfeldflussfraktionierung (AF4)

Zur Bestimmung der Molmassen der wasserloslichen Copolymere PEI(5)-PGlu-346 und
PEI(5)-PGlu-346-Mal wurde das AF4-System Eclipse DUALTEC von Wyatt Technology
Europe mit dem Agilent Pumpensystem der 1260er Serie eingesetzt. Die Membran bestand
aus Polyethersulfon mit einem MWCO von 3000 Da. Die Detektion erfolgte mit dem
Lichtstreudetektor DAWN HELEOS II (Wyatt Technologies Corp., USA) und dem
Brechungsindexdetektor Optilab T-rEX (Wyatt Technologies Corp., USA). Als Eluent und
Losungsmittel wurde ein 50 mM Nitratpuffer mit 0,02 % (w/V) Natriumazid bei einer
Kanalflussrate von 0,8 ml/min verwendet. Zur Auftrennung von PEI(5)-PGlu-346 wurde ein
isokratischer Querfluss von 4 ml/min fiir 20 min angelegt. Bei PEI(5)-PGlu-346-Mal wurde

die Trennung durch einen linearen Querflussgradienten von 3 zu 0 ml/min erreicht.

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die  hydrodynamischen = Durchmesser  der  wasserloslichen  Copolymere,  der
Copolymer/Wirkstoff-Komplexe und der Polyelektrolytkomplexe wurden mit der
dynamischen Lichtstreuung ermittelt. Die DLS-Messungen erfolgten bei Raumtemperatur
(25 °C) mit einem Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) mit einem Helium-Neon-

Laser (633 nm) bei einem Streuwinkel von 173°.

Gefriertrocknung

Mit Hilfe der Gefriertrocknungsanlage von Christ (Alpha 1-2 LD plus, Osterode,
Deutschland) wurde Wasser nach dem Einfrieren mit fliissigem Stickstoff bei einem Druck

von 0,03 mbar und einer Temperatur von — 52 °C aus den Proben entfernt.
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GroBenausschlusschromatographie (SEC)

Die Bestimmung der absoluten Molmassen von PEI(S), PEI(5)-PBLG-173, PEI(5)-PBLG-
259 und PEI(5)-PBLG-346 erfolgte in DMACc/LiCl (3 g/1) mit folgendem SEC-System:

Saule: PolarGel-M (Polymer Labs, UK)

Pumpe: Gradient HPLC Series 1200 (AgilentTechnologies Inc., USA)
Brechungsindex-Detektor:  DRI-Detektor K2301 (Knauer GmbH, Deutschland)
Lichtstreudetektor: miniDAWN TriStar (Wyatt Technologies Corp., USA)

Stromungsgeschwindigkeit: 1 ml/min

Die absolute Molmassenbestimmung der wasserloslichen dendritischen Copolymer PEI(5)-
PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal erfolgte in Wasser mit 0,02 % NaN3 mit folgendem
SEC-System:

Siule: drei Ultrahydrogel™ von Waters (250, 1000, 2000)

Pumpe: Gradient HPLC Series 1200 (AgilentTechnologies Inc., USA)

Brechungsindex-Detektor:  DRI-Viscosity-detector ETA 2020 (WGE BURES GmbH &
Co. KG, Deutschland)

Lichtstreudetektor: miniDAWN TriStar (Wyatt Technologies Corp., USA)

Stromungsgeschwindigkeit: 1 ml/min

Infrarotspektroskopie (ATR-FT-IR)

Die Aufnahme der FT-IR-Spektren im KBr-Pressling erfolgte mit einem Vertex 80v
Spektrometer der Firma Bruker mit einer Golden Gate Diamant Einheit (SPECAC) in einem
Wellenzahlenbereich von 4000 bis 600 cm™. Die Anzahl der Scans betrug 100 pro Messung

bei einer Auflésung von 4 cm™.

Fir die Aufnahme der FT-IR-Spektren an Filmen wurde ein Bruker IFS28 Spektrometer
ausgestattet mit einem Globar als Strahlungsquelle und einem MTC-Detektor verwendet. Die
Messungen erfolgten jeweils in einem Wellenzahlenbereich von 4000 bis 400 cm™ mit 100
Scans bei einer Auflosung von 2 cm’l. Die Polymerfilme auf dem trapezoiden, internen
Reflexionselement aus Germanium (KOMLAS GmbH, Berlin) wurden aus Losungen der

Konzentrationen 0,1 — 1 mg/ml pripariert.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden mit einem Bruker DRX 500 NMR-Spektrometer aufgenommen.
Die Messungen der 'H-NMR-Spektren erfolgten bei 500,13 MHz und die der '*C-NMR-
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Spektren bei 125,75 MHz. Die '"H-NMR-Spektren von y-BLG-NCA, B-BLA-NCA, PEI(5)-
PBLG-346 und PEI(5)-PBLA-346 wurden in DMSO-ds gemessen. Zur internen Kalibrierung
wurde das Losungsmittelsignal (§('H) = 7.26 ppm) herangezogen. Die Messung der 'H- und
13C-NMR-Spektren der wasserloslichen Copolymere erfolgte in D>O. Hierfiir wurde ein
Kapillarrohrchen gefiillt mit einer 2,2,3,3-d4-3-(Trimethylsilyl)propionsdure Natriumsalz

Losung (8(*H) = 0 ppm, 8(**C) = 0 ppm) in D,O fiir die externe Kalibrierung verwendet.

Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die AFM-Messungen im Trockenen wurden mit einem Dimension 3100 NanoScope Illa
(Veeco, USA) im Tapping Mode durchgefiihrt. Es wurden Silicon-SPM-Sensoren der Firma
BudgetSensors (Bulgarien) mit einer Federkonstante von 40 N/m und einer Resonanzfrequenz
von 300 kHz verwendet. Der Radius der Cantilever-Messspitze war kleiner 10 nm. Fiir die
Messungen wurde ein Tropfen der wissrigen Copolymerlosung auf dem Siliziumwafer

platziert, der iiber Nacht eintrocknete.

Fir die in situ AFM-Messungen in Losung wurden plasmaaktivierte Silizium-Wafer mit
Aminopropyldimethylmonoethoxysilan (APS) in der Gasphase beschichtet, anschlieend mit
Isopropanol gespiilt und 1 h bei 120 °C getrocknet. Die Bestimmung der Morphologie der
adsorbierten Polymerpartikel erfolgte im Peak Force Tapping Mode mit einem Dimension
ICON (Bruker-Nano, USA). Es wurden Silicon-Nitrid-Sensoren SCANASYST-FLUID+
(Bruker, USA) mit einer Federkonstante von 0,7 N/m und einem Radius der Cantilever-
Messspitze von 5 nm verwendet. Die Partikelgrolenverteilung wurde mit Hilfe der Software

NanoScope Analysis (Bruker-Nano, USA) bestimmt.

Die Konzentration der Copolymerlosungen betrug fiir beide Messmethoden 0,1 g/l.

Titration

Die pH-abhidngigen Titrationen wurden mit einem Particle Charge Detector (PCD-03) der
Firma Miitek im pH-Bereich 3-10 durchgefiihrt.

(Cryo-)Transmissionselektronenmikroskopie ((Cryo-)TEM)

Die TEM-Untersuchungen wurden an einem Libra 200 (Zeiss, Deutschland)
Transmissionselektronenmikroskop mit einer Beschleunigungsspannung von 200 kV
durchgefiihrt. Alle Aufnahmen erfolgten mit Hilfe einer 2048x2048 CCD Kamera (Troendle
Deutschland) und wurden mittels iTEM Software (Olympus Corp., Japan) bearbeitet. Fiir die

Morphologie-Untersuchungen wurde ein Tropfen der jeweiligen Copolymerldsung auf ein mit
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Kohlenstoff beschichtetes TEM-Grid (200 mesh; Plano GmbH, Deutschland) aufgetragen und
luftgetrocknet. Die Cryo-TEM-Aufnahmen wurden mit einem Libra 120 TEM (Zeiss,
Deutschland), betrieben im low-dose mode, mit einer Beschleunigungsspannung von 120 kV
aufgenommen. Das Gerit war mit einer 2k CCD Kamera (Troendle, Deutschland) und einem
Elektronenenergieverlustfilter ausgestattet, der im zero-loss mode betrieben wurde. Die
Reduktion des Bildrauschens und die Kontrastoptimierung erfolgte mittels iTEM Software

(Olympus Corp., Japan).

Fiir die Cryo-TEM-Untersuchungen wurden die Copolymerlosungen mit Hilfe eines EM-GP1
(Leica, Deutschland), ausgestattet mit einer Klimakammer (100 % Luftfeuchte, 21 °C),
verglast. Ein Tropfen (3,5 ul) der entsprechenden Probe wurde auf einem Lacey TEM-Grid
(Plano GmbH, Deutschland) platziert. Nach dem Entfernen von iiberschiissigem Wasser mit
Filterpapier (0,6 s), dem sogenannten Blotting, erfolgte eine Equilibrierung von 10 s bevor

das Grid zur Verglasung in fliissiges Ethan (92 K, -181 °C) getaucht wurde.

Ultrafiltration

Die Ultrafiltrationen wurden mit 16sungsmittelbestdndigen Riihrzellen der Firma Merck
Millipore bei einem Druck von 5 bar und 200 rpm durchgefiihrt. Die verwendeten Omega™
Membranscheibenfilter (Pall Life Science, USA) mit einer Ausschlussgrenze von 1000 Da

bestanden aus Polyethersulfon.

UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektren wurden mit Hilfe des Specord 210plus UV/Vis-Spektralphotometer von
Analytik Jena aufgenommen. Fiir die UV/Vis-Messungen wurden 3 ml Plastibrand

Plastikmakrokiivetten (Einmalkiivetten), 220 — 900 nm, von Carl Roth verwendet.
Zeta-Potential

Die entsprechenden Oberflichenladungen wurden als Zetapotenial mit einem Zetasizer Nano
7S der Firma Malvern Instruments bei 25 °C aufgenommen.

Wasseraufbereitung

Das verwendete reine Wasser wurde durch Aufreinigung von entionisiertem Wasser mit dem
Milli-Q Gradient A10 (TOC =3 ppm, Leitfdhigkeit = 18,2 MQcm, 0,2 um Membranfilter)
der Firma Millipore Corp. (USA) erhalten.
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6.2 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

6.2.1 Ubersicht

Verbindung

L-Asparaginsiure-p-benzylester
Bis-(trichlormethyl)-carbonat
Boran-Pyridin-Komplex 8M BHj3
Bortezomib
N,N-Dimethylformamid
Dinatriumhydrogenphosphat
Dinatriumtetraborat Decahydrat
L-Glutaminsdure-y-benzylester
n-Hexan

Kaliumhydroxid
D(+)-Laktose-Monohydrat
Lupasol G100

Lupasol WF
D(+)-Maltose-Monohydrat
Methanol

Natriumhydroxid

PBS Puffer-Tabletten

PEI-Mal B

Poly-y-benzyl-L-glutaminsiureester

Poly-L-glutaminsidure (PGlu 61K)
Salzsdure, rauchend

Tetrahydrofuran

Reinheit

>99 %

>99 %
>99,5 %
> 98,5 %
>99,5 %
>99 %
>99 %
>85 %
> 98 %

>99 %
99,99 %
> 98 %

37-38%
>99,5 %

# wurde von Arbeitsgruppe Dr. Appelhans bereitgestellt

Lieferant

Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Absource Diagnostics
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Riedel-de-Haén
Sigma-Aldrich
BASF

BASF
Sigma-Aldrich
Acros Organics
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Polyscience Inc.
Sigma-Aldrich
Merck

Fluka
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6.2.2 Hochverzweigtes Polyethylenimin

Das hochverzweigte Polyethylenimin wurde von der BASF SE (Ludwigshafen, Deutschland)
bereitgestellt. Es wurden das Lupasol G100 (My =5.000 g/mol) und das Lupasol WF
My =25.000 g/mol) verwendet. Diese beiden Polyethylenimine wurden NMR-

spektroskopisch charakterisiert.

Lupasol G100 (PEI(S))

'"H-NMR (D0, 500.13 MHz):
0 =2.42 —2.95 ppm (m; alle H-Signale iiberlagert)

BC-NMR (D-0, 125.75 MHz):

o0 = 40.3 (C-1), 42.4 (C-2), 48.1 (C-3), 50.2 (C-4), 52.6 — 54.9 (C-5, C-6), 55.6 (C-7),
58.6 ppm (C-8)

Lupasol WF (PEI(25))

"H-NMR (D-0, 500.13 MHz):
0 =2.42 —2.95 ppm (m; alle H-Signale iiberlagert)

BC-NMR (D0, 125.75 MHz):

o = 40.3 (C-1), 42.4 (C-2), 48.1 (C-3), 50.2 (C-4), 52.6 — 55.0 (C-5, C-6), 55.6 (C-7),
58.7 ppm (C-8)
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6.3 Synthesen

6.3.1 Synthese der N-Carboxyanhydride

Das N-Carboxyanhydrid-Monomer des L-Glutaminsdure-y-benzylesters wurde entsprechend
einer modifizierten Methode von Daly und Poché* hergestellt. In einem ausgeheizten
Dreihalskolben mit Riickflusskiihler und Blasenzéhler wurden 70 ml iiber Molsieb
getrocknetes Tetrahydrofuran und 5,93 g (25 mmol) L-Glutaminsidure-y-benzylester unter
Argonatmosphére vorgelegt. Die weille Dispersion wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt
bevor die Zugabe von 296 g (10 mmol) Bis-(trichlormethyl)carbonat erfolgte. Das
Reaktionsgemisch wurde auf 50 °C erhitzt und unter Riickfluss geriihrt, bis sich nach etwa 1 h
eine klare Losung bildete. AnschlieBend liel man fiir weitere 4 h rithren. In dieser Zeit wurde
jede Stunde Argon iiber die Losung in 20 %ige KOH-Losung aller 30 Minuten geleitet. Im
Anschluss wurde die Reaktionslosung am Rotationsverdampfer auf 20 ml eingeengt. Es
erfolgte eine Zugabe von 50 ml trockenem Tetrahydrofuran und eine erneute Einengung auf
20 ml. Dieser Vorgang wurde acht Mal wiederholt bis der pH-Wert der Losung von 3 auf
etwa 7 gestiegen war. Die Auskristallisierung des L-Glutaminsdure-y-benzylester-N-
carboxyanhydrids (y-BLG-NCA) erfolgte in n-Hexan iiber Nacht im Gefrierschrank. Die
Kristalle wurden fiir die NCA-Polymerisation iiber eine G4-Fritte abgesaugt, mehrmals mit n-

Hexan gespiilt und bei 30 °C unter Vakuum getrocknet.

Die Synthese des L-Asparaginsidure-B-benzylester-N-carboxyanhydrids (B-BLA-NCA)
erfolgte analog der oben beschriebenen Vorschrift. Die dafiir verwendeten Einwaagen der
Edukte sind in Tabelle 6.1 aufgefiihrt. Die Produkte y-BLG-NCA und B-BLA-NCA wurden

in Form weiller Kristalle erhalten. Die Lagerung erfolgte in n-Hexan bei -20 °C.

Tabelle 6.1: Eingesetzte Eduktmengen fiir die Synthese von f-BLA-NCA.

L-Asparaginsiure-B-benzylester 5,35 g (23,9 mmol)
Bis-(trichlormethyl)carbonat 2,84 g (9,6 mmol)
Tetrahydrofuran 50 ml
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L-Glutaminsdure-y-benzylester-N-carboxyanhydrid

0 o Benzyl-3-(2,5-dioxooxazolidin-4-yl)propanoat

©}Ow Ausbeute: 6,50 g (24,7 mmol, 99 %)
3
1

5
@]
HN« Summenformel: C;3H13NOs
6
O Molare Masse: 263,25 g/mol

"H-NMR (DMSO-ds, 500.13 MHz):
0=1.9-2.2 (m; H-3, H-4), 4.5 (m; H-5), 5.1 (s; H-2), 7.3 = 7.5 (m; H-1), 9.1 ppm (s; H-6)

L-Asparaginsdure-fi-benzylester-N-carboxyanhydrid

1 o Benzyl 2-(2,5-dioxooxazolidin-4-yl)acetat
©\/O 3 4 Ausbeute: 5,85 g (23,5 mmol, 98 %)
O
2 ) HN« Summenformel: C12H11NOs
> 0

Molare Masse: 249,22 g/mol

"H-NMR (DMSO-ds, 500.13 MHz):
0 =2.85-3.15 (m; H-3), 4.7 (m; H-4), 5.15 (s; H-2), 7.25 — 7.5 (m; H-1), 9.0 ppm (s; H-5)

6.3.2 NCA-Polymerisation

Das hochverzweigte Polyethylenimin ist stark hygroskopisch und enthdlt 50 % Wasser. In
einem ausgeheizten Stickstoffrundkolben wurde die doppelte Ansatzmenge PEI(5) vorgelegt
und iiber 48 h unter Vakuum getrocknet. Entsprechend der zuriickgebliebenen Menge
wasserfreien Makroinitiators wurden trockenes N,N-Dimethylformamid (8 ml) und das
entsprechende N-Carboxyanhydrid unter Argonatmosphidre zugegeben (Tabelle 6.2). Das
Reaktionsgemisch riihrte mindestens 72 h bei Raumtemperatur und wurde dann iiber 48 h
gegen Methanol dialysiert (Dialysemembran: regenerierte Zellulose, MWCO 3500 Da).
Anschlieend wurde das Dialysat eingeengt, in wenig reinem Wasser suspendiert und bei
30°C 2h getrocknet. Man erhielt die Produkte Polyethylenimin-poly-y-benzyl-L-
glutaminsdureester (PEI(5)-PBLG) und Polyethylenimin-poly-B-benzyl-L-asparaginsidure-
ester (PEI(5)-PBLA) als weillen Feststoff.
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Tabelle 6.2: Syntheseparameter der NCA-Polymerisationen.
Monomer  Monomer-
[mol%] verhiltnis m(PEI) [g] m(BLG) [g] A“St' Umsatz
eute
EI BLG/ EI:BLG/ (n(PEI)[mol]) (n(BLG)[mol]) [g] [%]
BLA BLA
PEI(5)- 659 34,1 ) 0,086 0,272
PBLG-43 (84)* (43)° 1:05 (2,39-107) (1,03-107%) 0312 74
PEI(5)- 32,6 674 ) 0,100 1,264
PBLG-173 (84" (173)° 1:20 (2,78-107) (4,80-107%) L1528
PEI(5)- 244 75,6 ) 0,050 0,948
PBLG-259 (84)" (259)° 1:3.1 (1,39-107) (3,60-107%) 0,839 95
PEI(5)- 19,5 80,5 ) 0,087 2,200
PBLG-346 (84)" (346)° 141 (2,42-107) (8,36-107%) 1920 92
PEI(5)- 19,5 80,5 ) 0,122 2,922
PBLA-346 (84)" (346)° 141 (3,39-10°) (1,17-102) 2,25 89

% Anzahl der Ethylenimineinheiten
® Anzahl der BLG- bzw. BLA-Einheiten

Polyethylenimin-poly-y-benzyl-L-glutaminsdureester

"H NMR (DMSO-ds, 500,13 MHz):

0 =16 - 28 (m; H-2, H-3), 3.6 — 44 (m; H-1), 4.8 — 5.2 (m; H-4), 7.1 — 7.4 (m; H-5),
7.7 -8.50 ppm (m; H-6)

Die Signale des hochverzweigten PEI, welche normalerweise im Bereich von 2,5 bis 3,5 ppm
erscheinen, konnen nicht bestimmt werden. Sie sind sehr breit und werden durch das

Losungsmittel- und Wassersignal stark iiberlagert.
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ATR-FT-IR, KBr-Pressling:
v = 3288.5 (N-H), 3063.7, 3034.5 (Ca—H), 2939.0 (Ca—H), 1726.9 (C=0), 1649.6 (Amid ),
1538.7 (Amid II), 1498.0 (Ca—Car), 1159.5 (C=0), 735.6, 695.3 cm™! (Ca—H monosubstituiert)

SEC:
Ermittelte Molmassen mittels SEC siehe Kapitel 4.1.3, Tabelle 4.5.

Polyethylenimin-poly-f-benzyl-L-asparaginsdureester

n
)

5
(Pei-NE T
2

O3

"H NMR (DMSO-dg, 500,13 MHz):

8 =2.55-3.0 (m; H-2), 43 - 4.8 (m; H-1), 49 — 5.3 (m; H-3), 7.0 — 7.6 (m; H-4), 7.95 -
8.6 ppm (m; H-5)

Die Signale des hochverzweigten PEI, welche normalerweise im Bereich von 2,5 bis 3,5 ppm
erscheinen, konnen nicht bestimmt werden. Sie sind sehr breit und werden durch das

Losungsmittel- und Wassersignal stark iiberlagert.

ATR-FT-IR, KBr-Pressling:
v =3281.5 (N-H), 3064.8, 3035.6 (Ca—H), 2946.3 (Ca—H), 1715.4 (C=0), 1657.8 und 1634.4
(Amid I), 1524.5 (Amid II), 1498.7 (Ca—Ca), 1163.6 (C-0), 735.7, 695.6 cm (Cua—H

monosubstituiert)

6.3.3 Hydrolyse

Fiir die Synthese der Polyethylenimin-poly-L-glutaminsdure (PEI(S)-PGlu-346) wurden in
einem Rundkolben 106 mg (8,2%10°° mol) PEI(5)-PBLG-346, 112 mg (2,8%107 mol, 7 eq
pro Benzylestergruppe) Natriumhydroxid und 20 ml eines 1:1 Losungsmittelgemisches aus
entionisiertem Wasser und Methanol vorgelegt. Man liel3 das Reaktionsgemisch bei 50 °C
tiber 48 h rithren. Das Losungsmittelgemisch wurde eingeengt und den Feststoff 16ste man in
entionisiertem Wasser. Die stark basische Losung wurde mit 0,1 M HCI-Losung auf pH 5
angesduert und anschliefend gegen reines Wasser iiber vier Tage dialysiert (Dialysemembran:

regenerierte Cellulose, MWCO 2000 Da).
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Die Abspaltung der Benzylschutzgruppen von PEI(5)-PBLA-346 wurde analog der oben
beschriebenen Vorschrift durchgefiihrt. Die dafiir eingesetzten Mengen an Edukten sind in
Tabelle 6.3 aufgefiihrt. PEI(5)-PGlu-346 und Polyethylenimin-poly-L-asparaginsdure
(PEI(5)-PAsp-346) wurden als weille Feststoffe erhalten.

Tabelle 6.3: Eingesetzte Eduktmengen fiir die Synthese von PEI(5)-PAsp-346.

PEI(5)-PBLA-346 500 mg (6,7-10° mol)
NaOH 355 mg (8,88 mmol)
H,O/MeOH (1:1) 30 ml

Polyethylenimin-poly-L-glutaminsdure

: I H;l
. o
(PEI}N 2 N :l Ausbeute: 57 mg (82 %)

34

0”5 0 Na*

'"H NMR (D:0, 500,13 MHz):
0=1.7-2.2(m; H-3), 2.2 - 2.5 (m; H-4), 3.9 — 4.5 ppm (m; H-2)
Die Signale des hochverzweigten PEI liegen im Bereich von 2,5 — 3,8 ppm und sind durch

andere Signale iiberlagert.

13C NMR (D0, 125.75 MHz):
& =27 — 31.5 (C-3), 33.5 — 37 (C-4), 38 — 40 (PEIL-T), 46 — 49 (PEI-L), 51 — 54 (PEI-D),
55 -59 (C-2), 174 — 179 (C-1), 181 — 184 ppm (C-5)

ATR-FT-IR, KBr-Pressling:
v = 3264.5 (N-H), 3056.4 (CO-NH) 2940.9 (Ca—H), 1642.9 (Amid I), 1533.2 (Amid II,
COO0), 1398.4 cm™ (COO)

AF4:
Ermittelte Molmassen mittels AF4 siehe Kapitel 4.1.4, Tabelle 4.6.
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Polyethylenimin-poly-L-asparaginsdure

0 H;l
H ! . o
(PEI*}N ~2-N :I Ausbeute: 287 mg (99 %)
3 0]
4
O Na*

'"H NMR (D;0, 500,13 MHz):
0=2.5-3.1 (m; H-3), 4.0 — 4.65 ppm (m; H-2)
Die Signale des hochverzweigten PEI liegen im Bereich von 2,5 — 3,8 ppm und sind durch

andere Signale iiberlagert.

13C NMR (D0, 125.75 MHz):
& =39 — 43 (C-3), 43 — 53 (PEIL-T, L, D), 53 =57 (C-2), 174 — 177 (C-1), 180 ppm (C-4)

ATR-FT-IR, KBr-Pressling:
v = 3265.3 (N-H), 3065.3, 2930.0 (Ca—H), 1579.8 (Amid I, Amid II, COO"), 1393.8 cm’!
(COO)

6.3.4 Reduktive Aminierung

a) PEI(5)-Mal B, PEI(25)-Mal B

Die dendritischen Glykopolymere PEI(5)-Mal B und PEI(25)-Mal B wurden von der
Arbeitsgruppe um Dr. Appelhans bereitgestellt. Die Synthese und Charakterisierung dieser

186, 187 yund der Masterarbeit von Markus

Polymerstrukturen ist ausfiihrlich in der Literatur
Franke®*® beschrieben. Fiir diese Arbeit verwendete relevante Daten der Elementaranalysen

von Markus Franke sind in Tabelle 6.4 aufgelistet.

Tabelle 6.4: Berechnete Anzahl der Maltoseeinheiten und Molmassen der Glykodendrimere
mit Elementaranalyse, Masterarbeit Markus Franke.

Struktur Anzahl Maltoseeinheiten M [g/mol]
PEI(5)-Mal B 46 18600
PEI(25)-Mal B 87 38100

b) PEI(5)-PGlu-346-Mal, PEI(5)-PGlu-346-Lak

Fiir die reduktive Aminierung der glutaminsiure-modifizierten Kern-Schale-Struktur mit
Disacchariden wurden 42 mg (0.98 mmol NH-Gruppen) PEI(5)-PGlu-346 und 3,6 ¢
(10 mmol) D(+)-Maltose-Monohydrat in 30 ml 0,1 M Natriumborat-Losung gelost. Nachdem
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sich die Feststoffe vollstindig gelost hatten wurde 1,25 ml (10 mmol) eines 8 M Boran-
Pyridin-Komplexes zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf 50 °C erwédrmt und fiir
siecben Tage geriihrt. Die Reinigung des Produktes erfolgte iiber eine Dialyse
(Dialysemembran: regenerierte Cellulose, MWCO 2000 Da) gegen reines Wasser iiber vier

Tage. Man erhielt nach der Gefriertrocknung einen weiflen Feststoff.

Die Modifizierung mit Laktose-Einheiten erfolgte analog der oben beschriebenen Vorschrift

mit folgenden Einwaagen der Edukte:

Tabelle 6.5: Eingesetzte Eduktmengen fiir die Synthese von PEI(5)-PGlu-346-Lak.

PEI(5)-PGlu-346 130 mg (3,0 mmol NH-Gruppen)
D(+)-Laktose-Monohydrat 10,8 g (30 mmol)
Boran-Pyridin-Komplexes (8 M) 3,8 ml (30 mmol)
Natriumborat-Losung (0,1 M) 30 ml

Polyethylenimin-poly-L-glutaminsdure-maltose

O~ O Na*

Ausbeute: 52 mg

'"H NMR (D:0, 500,13 MHz):

0=1.7-2.2 (m; H-3), 2.2 - 2.4 (m; H-4), 3.3 (m; H-1"), 3.4 — 4.1 (m; H-2', H-3', H-4', H-5/,
H-6', H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"), 4.1 — 4.5 (m; H-2), 5.05 — 5.2 ppm (m; H-1")

Die Signale des hochverzweigten PEI liegen im Bereich von 2,5 — 3,5 ppm und sind durch

andere Signale iiberlagert.

C NMR (D20, 125,75 MHz):

o =30 (C-3), 35.5 (C-4), 37 — 43 (PEI-T), 43 — 50 (PEI-L), 50 — 55 (PEI-D), 55 — 59 (C-2),
59 - 61 (C-1"), 63 (C-6"), 65 (C-6"), 69 — 71 (C-2"), 72 (C-4"), 73.5 — 74.5 (C-2"), 74.5 = 77
(C-3, C-5',C-3",C-5"), 83 —86 (C-4"), 103.5 (C-1"), 174 - 178 (C-1), 182 — 186 ppm (C-5)
ATR-FT-IR, KBr-Pressling:

v = 3258.1 (NH), 2932.6 (Ca-H), 1643.8 (Amid I), 1547.1 (Amid II, COO"), 1399.9 (COO"),
1020.2 cm™ (C-OH)
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AF4:
Ermittelte Molmassen mittels AF4 siehe Kapitel 4.1.5, Tabelle 4.7.

Polyethylenimin-poly-L-glutaminsdure-laktose

Os_O Na*
(0] H HO
H 5 N HO-%, Ausbeute: 161 mg
(PEFNEY = Nt
3 H HO
4
075 0 Na*

'"H NMR (D:0, 500,13 MHz):

0=18-2.2 (m; H-3), 2.2 — 2.45 (m; H-4), 3.5 - 4.1 (m; H-1', H-2', H-3', H-4', H-5', H-6', H-
2", H-3", H-4", H-5", H-6"), 4.1 — 4.5 (m; H-2), 4.55 — 4.65 ppm (m; H-1")

Die Signale des hochverzweigten PEI liegen im Bereich von 2,5 — 3,5 ppm und sind durch

andere Signale iiberlagert.

3C NMR (D20, 125,75 MHz):

0 =29 -32(C-3),35.5-38 (C-4),55-57 (C-2), 57 -85 (C-1', C-2', C-3', C-4, C-5', C-6/,
Cc-2", C-3", C-4", C-5", C-6"), 103 — 108 (Laktose, C-1"), 176 — 177.5 (C-1), 183 — 187 ppm
(C-5)

Die Signale des hochverzweigten PEI liegen im Bereich von 38 — 55 ppm. Sie sind im

Gegensatz zu den anderen Signalen der Laktose und der Glutaminsiure sehr schwach.

ATR-FT-IR, KBr-Pressling:
v =3260.4 (NH), 2937.1 (Ca-H), 1644.4 (Amid I), 1548.5 (Amid II, COO"), 1404.3 (COO"),
1070.9 cm™ (C-OH)

¢) PEI(5)-PAsp-346-Mal, PEI(5)-PAsp-346-Lak

Die reduktive Aminierung der asparaginsdure-modifizierten Kern-Schale-Strukturen mit
Maltose- bzw. Laktose-Einheiten erfolgte analog der oben beschriebenen Vorschrift
b) PEI(5)-PGlu-346-Mal, PEI(5)-PGlu-346-Lak. Die Produkte wurden ebenfalls als weil3e
Feststoffe erhalten. Die entsprechenden Angaben zu den eingesetzten Eduktmengen sind in

der nachfolgenden Tabelle 6.6 aufgelistet.
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Tabelle 6.6: Eingesetzte Eduktmengen fiir die Synthese von PEI(5)-PAsp-346-Mal und
PEI(5)-PAsp-346-Lak.

PEI(5)-PAsp-346 90 mg (2,1 mmol NH-Gruppen)
D(+)-Maltose-Monohydrat 7,54 g (21 mmol)
D(+)-Laktose-Monohydrat 7,54 g (21 mmol)
Boran-Pyridin-Komplexes (8 M) 2,63 ml (21 mmol)
Natriumborat-Losung (0,1 M) 30 ml

Polyethylenimin-poly-L-asparaginsdure-maltose

O H

H |
(PEI}I{I 2N ]
owuts "o

Ausbeute: 132 mg

O Na*
'"H NMR (D:0, 500,13 MHz):
0=2.3-3.0 (m; H-3), 3.35 - 4.05 (m; H-1', H-2', H-3', H-4', H-5', H-6', H-2", H-3", H-4", H-
5", H-6"), 4.05 — 4.6 (m; H-2), 5.0 — 5.3 ppm (m; H-1")
Die Signale des hochverzweigten PEI liegen im Bereich von 2,5 — 3,5 ppm und sind durch
andere Signale iiberlagert.
ATR-FT-IR, KBr-Pressling:
v = 32723 (NH), 2930.0 (Ca-H), 1583.4 (Amid I, Amid II, COO"), 1399.8 (COO),
1022.5 cm™! (C-OH)

Polyethylenimin-poly-L-asparaginsdure-laktose

O H

H |
(PEH-NTT2N

n-1

043 O H HO

Ausbeute: 132 mg

O Na*
'HNMR (D:0, 500,13 MHz):
8 =2.4-3.0 (m; H-3), 3.45 - 4.1 (m; H-1', H-2', H-3', H-4', H-5', H-6', H-2", H-3", H-4", H-
5", H-6"), 4.1 — 4.9 ppm (m; H-2, H-1")
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Die Signale des hochverzweigten PEI liegen im Bereich von 2,5 — 3,5 ppm und sind durch

andere Signale iiberlagert.

ATR-FT-IR, KBr-Pressling:
= 3268.9 (NH), 2930.0 (Ca-H), 1580.7 (Amid I, Amid II, COO"), 1397.7 (COO),
1046.2 cm™! (C-OH)

6.3.5 Markierung mit Rhodamin B-Isothiocyanat

Je 50 mg PEI(25)-Mal B (38.100 g/mol?, 1,3-10% mol), PEI(5)-PGlu-346 (48.400 g/molb,
1,0-10° mol) und PEI(5)-PGlu-346-Mal (58.100 g/mol®, 0,7-10° mol) wurden in 5 ml
reinem Wasser gelost. In einem weiteren Schnappdeckelglas wurden je 1,5 mg (2,8-10° mol)
Rhodamin B-Isothiocyanat (Rh B-SCN) in DMSO gelost. Die Farbstofflosungen wurden
anschlieBend unter Lichtausschluss in die  Copolymerldsungen getropft. Die
Farbstoff/Copolymer-Gemische rithrten iiber Nacht wunter Lichtausschluss bei
Raumtemperatur. Die Aufreinigung erfolgte iiber eine Chromatographiesdule mit Sephadex
und reinem Wasser als Eluent. Nach anschlieBender Gefriertrocknung erhielt man Rh-
PEI(25)-Mal B, Rh-PEI(5)-PGlu-346 und Rh-PEI(5)-PGlu-346-Mal als rosafarbene

Feststoffe. Die Bestimmung der angebundenen Menge Rhodamin B erfolgte mit der UV/Vis-

PEl)» HO }
o PEl}N
o

O
R = HO
_p2 = Na*

Spektroskopie.

Rh-PEI(25)-Mal B Rh-PEI(5)-PGIu-346

el
S

O HO
Na

Rh-PEI(5)-PGIu-346-MaI

UV/Vis (PBS, pH 7,4): Amax = 552 nm

 mittels Elementaranalyse berechnete Molmasse

® theoretisch berechnete Molmasse bei vollstindiger Polymerisation aller 346 Glutaminsiureeinheiten am
PEI-Kern

¢ theoretisch berechnete Molmasse bei Monosubstitution aller 27 terminalen Aminogruppen
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6.4 Stromungspotentialtitration und Zetapotentialmessung

Fir die Stromungspotentialtitration von Polyethylenimin wurden zundchst 0,1 ml einer
0,01 M wissrigen PEI-Losung mit 14,9 ml reinem Wasser vereint. Der pH-Wert dieser PEI-
Ausgangslosung betrug 6,8. Mit einer 0,1 M NaOH-Losung wurde ein pH-Wert grofler 9
eingestellt und mit einer 0,1 M HCI-Losung in 0,001 ml Schritten auf pH 3 titriert. Fiir die
Messungen der Stromungspotentiale der glutaminsduremodifizierten Strukturen wurden
wissrige Losungen der Konzentration 0,5 mg/ml hergestellt. Je 1 ml dieser Losungen wurden
mit 14 ml reinem Wasser vereint. Es folgte die Einstellung des pH-Wertes der
Ausgangslosungen mit 0,1 M HCI-Losung auf pH 3. Die Titration wurde in 0,001 ml
Schritten mit 0,1 M NaOH-L6sung auf pH 10 durchgefiihrt.

Fir die pH-abhidngige Zetapotentialmessungen wurden je 10 ml Ausgangslosung der
Konzentration 1 mg/ml der jeweiligen Kern-Schale-Strukturen in 10° M KCIl-Losung
hergestellt. Zunidchst wurde das Zetapotential beim Ausgangs-pH-Wert gemessen.
AnschlieBend wurden die Probenlosungen geteilt und mit 0,1 M HCI- bzw. KOH-Losung
entsprechende pH-Werte eingestellt (Tabelle 6.7).

Tabelle 6.7: pH-Werte der Zetapotentialmessungen.

Struktur Ausgangs-pH-Wert Eingestellte pH-Werte
PEI(5)-PGlu-346 9,09 2,9;49;7,0
PEI(5)-PGlu-346-Mal 6,04 2,6; 5,0; 7,0; 9,6
PEI(5)-PGlu-346-Lak 6,98 3,0; 5,0; 9,6
PEI(5)-PAsp-346 6,47 3,0;4,9; 6,9; 9,0
PEI(5)-PAsp-346-Mal 8,56 3,1;5,0; 7,0; 9,0
PEI(5)-PAsp-346-Lak 8,49 3,1;5,1; 7,0; 9,6

6.5 Herstellung Polyelektrolytkomplexe

Die hier in der Arbeit verwendeten Polyelektrolytkomplexe wurden von der Arbeitsgruppe
von Dr. Martin Miiller (IPF, Abteilung Polyektrolyte und Dispersionen) bereitgestellt. Zur
Herstellung der Polyelektrolytkomplexe mit dem positiv geladenen PEI(25)-Mal B wurde
lineares, vollsubstituiertes (DS =3) Cellulosesulfat (CS) als entgegengesetzt geladener
Polyelektrolyt verwendet. Definierte Volumen der wissrigen 0,002 M Cellulosesulfat-Losung

wurden langsam mit der wissrigen PEI(25)-Mal B-Losung (1 g/l in reinem Wasser) bzw.
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Rh-PEI(25)-Mal B-Losung (1 g/l in reinem Wasser) gemischt. Das stochiometrische
Verhiltnis n-/n+ zwischen Polyanion und Polykation betrdagt 0,9. Somit besitzt der

Polyelektrolytkomplex eine kationische Nettoladung.

Die Polyelektrolytkomplexe der negativ geladenen glutaminsduremodifizierten Copolymere
wurden mit der linearen, positiv geladenen Ethylendiamin-Cellulose (EDA-Cell) hergestellt.
Definierte Volumina der wissrigen 0,002 M EDA-Cell-Losung wurden langsam mit der
wissrigen PEI(S5)-PGlu-346-, PEI(5)-PGlu-346-Mal-, Rh-PEI(5)-PGlu-346- bzw. Rh-
PEI(5)-PGlu-346-Mal-Losung der Konzentration 1 g/l gemischt. Die resultierenden
Polyelektrolytkomplexe besitzen eine anionische Nettoladung mit einem stéchiometrischen

Verhiltnis n-/n+=1.1.

6.6 Ultrafiltrationsexperimente

6.6.1 Voruntersuchungen

Kalibrierung

Fiir die Untersuchung der Wirkstoffaufnahme in die Kern-Schale-Strukturen wurden zunéchst
Kalibrierungen  durch  Probenverdiinnung  durchgefithrt. Man stellte je eine
Wirkstoffstammlosung in reinem Wasser und PBS-Losung her. AnschlieBend wurden 2 ml
der jeweiligen Stammlosung in eine Kiivette iberfiihrt und die Absorption bei der
entsprechenden Wellenlinge gemessen. Fiir die erste Verdiinnung entnahm man 200 pl
Stammlosung und fiigte 200 pl reines Wasser bzw. PBS-Losung hinzu. Die Verdiinnung
wurde insgesamt zwanzig Mal wiederholt. Aus den jeweiligen Absorptionen konnten die

entsprechenden Kalibriergeraden ermittelt werden.

Membranstabilitditstests

Die  Uberpriifung  moglicher ~ Wechselwirkungen  der  Wirkstoffe ~ mit  den
Ultrafiltrationsmembranen erfolgte mit Stammldsungen, deren Konzentrationen der
vorangegangenen Kalibrierungen mit einer Absorption < 1 entsprachen. Die Konzentration
der Cerivastatin- und Risedronatlosungen betrug 40 mg/l und die der Bortezomiblosung
30 mg/l. Fiir die Membranstabilititstests wurden je 40 ml Stammldsung mit reinem Wasser
und PBS-Losung hergestellt. Je 2 ml der Stammlosungen wurden jeweils in UV-Kiivetten
tiberfithrt. Die restlichen 38 ml der Stammldsungen wurden durch Polyethersulfon- bzw.

Zellulosemembranen mit MWCO 1000Da bei Sbar Stickstoffdruck und einer
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Riihrgeschwindigkeit von 200 rpm ultrafiltriert. Dabei lieB man zundchst 5 ml Losung
durchlaufen und nahm dann je 3 ml Proben. Die Auswertung der Membranstabilitit erfolgte

mit Hilfe der UV/Vis-Spektren.

6.6.2 Wirkstoffkomplexierung

Copolymere/BZM

Fir die Bestimmung der Menge an komplexiertem Bortezomib wurden das entsprechende
Copolymer und Bortezomib in je 200 ml reinem Wasser bzw. PBS-Losung gelost. Das
Copolymer und Bortezomib wurden in den molaren Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50
eingesetzt. PEI(25)-Mal B besitzt eine Molmasse von 38.100 g/mol.?*® Entsprechend der
molaren Verhiltnisse ergeben sich die PEI(25)-Mal B-Konzentrationen mit 0,297 g/l
(7,8-10° mol, 1:10), 0,119 g/ (3,1-10% mol, 1:25) und 0,0595 g/1 (1,6-10° mol, 1:50) bei
einer BZM-Konzentration von 30 mg/l (7,8-10° mol). Da fiir die Copolymere PEI(5)-PGlu-
346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal keine auswertbaren Molmassen bestimmt werden konnten
wurden die gleichen Mengen an Copolymer wie bei PEI(25)-Mal B eingesetzt. Sofort nach
Vermischen der entsprechenden Copolymer- und Wirkstoffstammlosung wurden dreimal
40 ml der Copolymer/BZM-Lo6sung (insgesamt 400 ml) entnommen. Davon wurden je 2 ml
als Referenz in Kiivetten und die restlichen je 38 ml in drei Riihrzellen gefiillt. Die
Ultrafiltration wurde unmittelbar nach der Befiillung (0 h) bei 5 bar und 200 rpm gestartet.
Die Probennahme von je 2ml erfolgte nach 18, 23 und 28 ml (entspricht den
Probenbezeichnungen 20, 25 und 30 ml). Die Ultrafiltrationen wurden nach 3 und 20 h
wiederholt. Die Berechnung der komplexierten Menge Bortezomib erfolgte mit Hilfe der

UV/Vis-Spektren.

PEKs/BZM

Fiir die Komplexierung des Bortezomibs mit den Polyelektrolytkomplexen wurden je 120 ml
PEK/BZM-Lo6sungen entsprechend der molaren Verhéltnisse 1:10, 1:25 und 1:50 hergestellt.
Das molare Verhiltnis bezieht sich auf die Konzentration des jeweiligen Copolymers im PEK.
Daraus ergeben sich die gleichen Konzentrationen wie bei den Komplexierungen des BZM
mit den reinen Copolymeren (siehe oben Copolymere/BZM). Die von der Arbeitsgruppe um
Dr. Martin Miiller bereitgestellten PEK-Stammlosungen (1 g/l Copolymer im PEK) wurden
entsprechend der molaren Verhéltnisse mit reinem Wasser verdiinnt. Die dafiir benotigten
Volumina der PEK-Stammldsung sind in Tabelle 6.8 aufgelistet. In den fiir die Verdiinnung

notigen Volumina an reinem Wasser wurde das BZM mit der Konzentration 30 mg/l
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(3,6 mg/120 ml, 7,8-10° mol) gelést und mit den jeweiligen Volumina der PEK-
Stammlosungen gemischt. Somit wurden z. B. fiir das molare Verhiltnis 1:10 in 84 ml reinem
Wasser 3,6 mg BZM gelost und mit 36 ml PEK-Stamml6ésung vereint. Sofort nach
Vermischen der entsprechenden Volumina an PEK-Stammlésung und Wirkstofflosung
wurden 40 ml der PEK/BZM-L6sung entnommen. Davon wurden 2 ml als Referenz in eine
Kiivette und die restlichen 38 ml in eine Riihrzelle iiberfiihrt. Die Ultrafiltration wurde
unmittelbar nach der Befiillung (0 h) bei 5 bar und 200 rpm gestartet. Die Probennahme von
je 2ml erfolgte nach 18, 23 und 28 ml (entspricht den Probenbezeichnungen 20, 25 und
30 ml). Die Ultrafiltration wurde mit den verbleibenden 80 ml PEK/BZM-L6sung nach 3 und
20 h wiederholt. Die Berechnung der komplexierten Menge Bortezomib erfolgte mit Hilfe der
UV/Vis-Spektren.

Tabelle 6.8: PEK- und BZM-Konzentrationen fiir die molaren Verhiltnisse 1:10, 1:25 und
1:50 und entsprechende Volumina der PEK-Stammlosung (1 g/l Copolymer im
PEK) und von reinem Wasser fiir die Herstellung der 120 ml PEK/BZM-

Losungen.
CPEK CPEK VPEK-Stamm CBZM VH,0
[gN] [g/120 ml] [ml] [mg/120 ml] [ml]
1:10 0,297 0,036 36 3,6 84
1:25 0,119 0,014 14 3,6 106
1:50 0,0595 0,0072 7,2 3,6 112,8

6.6.3 Wirkstofffreisetzung

Fiir die Untersuchung der Wirkstofffreisetzung mit den Copolymer/Wirkstoff-Verhéltnissen
1:10 und 1:50 wurden zunidchst je 100 ml einer doppelt konzentrierten BZM-Losung
(60 mg/l) und einer doppelt konzentrierten Copolymerlésung (0,594 g/l bei 1:10, 0,119 g/1 bei
1:50) in reinem Wasser hergestellt. Nach Vereinigung der BZM-Losung und der jeweiligen
Copolymer-Losung lieS man entsprechend der héchsten Aufnahme aus den Untersuchungen
der Wirkstoffaufnahme 3 h bzw. 20 h rithren. AnschlieBend wurde die gesamte Losung bei
5 bar und 200 rpm ultrafiltriert. Man lieB am Ende der Ultrafiltration lediglich 8 ml Uberstand
in der Ultrafiltrationszelle. Es erfolgte eine Probennahme von 2 ml nach 50 ml, 100 ml und
150 ml sowie des gesamten Permeates. Mit Hilfe der UV/Vis-Absorptionen dieser Proben
(Abbildung 6.1) wurde die Menge an komplexiertem Wirkstoff berechnet. AnschlieBend
wurden dem Uberstand 10 ml reines Wasser hinzugefiigt und man lieB wieder 10 ml

durchlaufen. Dieser Spiilvorgang wurde ein zweites Mal wiederholt. Der Uberstand nach dem
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Spiilen und das auf der Membran adsorbierte wirkstoffbeladene Copolymer wurden in einen
Kolben iiberfiihrt und gefriergetrocknet. Der Komplex wurde dann in 300 ml PBS-Puffer
gelost und 30 Minuten geriihrt. Danach erfolgten die Entnahme von 30 ml Losung aus dieser
Stammlosung und die sofortige Zugabe von 30 ml PBS-Losung zu der Stammlosung. Von der
entnommenen Losung wurden 2 ml als Referenz in eine UV-Kiivette iiberfiihrt. Die restlichen
28 ml ultrafiltrierte man unter den bekannten Bedingungen (5 bar, 200 rpm). Man lie3 14 ml
durchlaufen und nahm dann fiinfmal je 2 ml Proben (16, 18, 20, 22 und 24 ml). Die
Ultrafiltration wurde nach 1h, 2h, 4h, 6h, 1d, 2d, 4d, 7d und 14 d wiederholt. Die
Berechnung an freigesetztem Wirkstoff erfolgte mit Hilfe der Absorptionsspektren der
Permeate, des Komplexierungsgrades und der Menge an wirkstoffbeladenem Copolymer nach

der Gefriertrocknung.

PEI(5)-PGlu-346-Mal/BZM 1:10

1’0_ —50 ml
—— 100 ml
0,8+ — 150 ml
S | — t
S 0.6 gesam
o ]
2
3 0,4+
< ]
0,24
0,0

220 240 260 280 300 320 340 360
Wellenlange [nm]

Abbildung 6.1: UV/Vis-Spektren als Grundlage zur Berechnung der Menge an
komplexierten BZM am Beispiel PEI(S)-PGlu-346-Mal/BZM 1:10.

Die Komplexierung fiir die Wirkstofffreisetzung aus den PEK/BZM-Komplexen erfolgte
ebenfalls mit den molaren PEK/BZM-Verhiltnissen 1:10 und 1:50. Fiir die doppelt
konzentrierten PEK-Losungen wurden entsprechende Volumina der PEK-Stammlosung (1 g/l
Copolymer im PEK) entnommen und mit reinem Wasser auf 100 ml aufgefiillt (Tabelle 6.9).
Die anschlieBende Ultrafiltration und die BZM-Freisetzung wurden analog der

Wirkstofffreisetzung aus den Copolymer/BZM-Komplexen durchgefiihrt.
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Tabelle 6.9: PEK-Konzentrationen fiir die molaren Verhéltnisse 1:10 und 1:50 und
entsprechende Volumina der PEK-Stammlosung (1 g/l Copolymer im PEK)
und von reinem Wasser fiir die Herstellung der 100 ml PEK/BZM-Ldsungen.

CPEK 2:CPEK VPEK-Stamm VH;0
[g/] [g/100 ml] [ml] [ml]
1:10 0,297 0,0595 59,5 40,5
1:50 0,0595 0,0119 11,9 88,1

6.7 Calciumphosphatzementexperimente

In dieser Arbeit wurde fiir die Untersuchungen zur Freisetzung aus der Calciumphosphatphase
der Calciumphosphatzement Biocement 1.0 der Firma InnoTERE GmbH (Radebeul,
Deutschland) verwendet. Dieses Mehrkomponentensystem auf der Basis von o-Tricalcium-
phosphat (a-TCP) besitzt folgende Zusammensetzung: 58 % a-Tricalciumphosphat, 24 %
Calciumhydrogenphosphat-Anhydrid (DCPA), 8,5 % Calciumcarbonat (CaCOs3) und 8,5 %
Hydroxylapatit (HA). Zum Abbinden des Calciumphosphatzementes wurde eine NaHPO4-

Losung (4 Gew.-%) verwendet.

6.7.1 Herstellung der Calciumphosphatzementpliittchen

Fiir die Herstellung der Zementplittchen wurde zunichst eine Silikonfolie mit ausgestanzten
Lochern (Hohe 1 mm, @ 10 mm) auf einer befeuchteten Glasplatte platziert. Pro Charge
wurden 1 g des Zements mit 400 pl Abbindeldsung homogen vermischt. Die entstandene
Paste wurde gleichmiBig in die Locher der Silikonmatrize gestrichen, so dass insgesamt acht
Zementplittchen erhalten worden. AnschlieBend wurde die Silikonform mit einer zweiten
Glasplatte abgedeckt. Die Aushértung der Zementplittchen erfolgte in einer abgeschlossenen,

mit etwas Wasser gefiillten Kammer iiber vier Tage bei 37 °C im Trockenschrank.

6.7.2 Beladung der Zementplittchen

Fiir die Freisetzungsuntersuchungen aus dem Calciumphosphatzement wurden der reine
Wirkstoff, die Copolymere bzw. PEKs und die mit Wirkstoff beladenen polymeren
Triagersysteme in die Abbindeldsung eingemischt. Um die Freisetzung der reinen Copolymere
und PEKs mit UV/Vis-Spektroskopie bestimmen zu konnen wurden diese polymeren
Tragersysteme zunidchst mit Rhodamin B-Isothiocyanat markiert. Die Konzentration der

verwendeten Wirkstoff- und Copolymerstammlosungen in der 4 Gew.-%igen NacHPOy-
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Losung und der PEK-Stammlosung in reinem Wasser betrug 1 g/l. Das Ausstreichen und
Abbinden der Zementplittchen erfolgte nach dem in Kapitel 6.7.1 beschriebenen Verfahren.
Bei den wirkstoffhaltigen CPC-Plittchen wurde die Aushirtung unter Lichtausschluss
durchgefiihrt.

BZM/CPC, Rh-Copolymer/CPC, Rh-PEK/CPC

Fiir die Untersuchung der Freisetzung des reinen Wirkstoffes wurden die Konzentrationen
50 ug BZM/g CPC und 100 ug BZM/g CPC gewihlt. Es wurde das entsprechende Volumen
der Wirkstoffstammlosung (1 g/l in 4 Gew.-%-iger Na,HPO4-Losung) in ein Eppendorfgefal3
tiberfiihrt, auf 400 ul mit der reinen Abbindelosung aufgefiillt und mit dem Zementpulver
vermischt. Analog erfolgte die Zufiihrung der Rhodamin B-markierten Copolymere
(100 pg/g CPC, 200 png/g CPC und 400 pg/g CPC) in die Zementplittchen. In Tabelle 6.10
sind die verwendeten Volumina der Wirkstoff- bzw. Copolymerstammlosungen und der

reinen Abbindeldsung entsprechend der verwendeten Konzentration in 1 g CPC angegeben.

Tabelle 6.10: Eingesetzte Volumina der jeweiligen Stammldsungen und der reinen
Abbindelésung in 1 g CPC.

CStammlésung Vstammlosung VNaHPO,
[ng/g CPC] [ml] [ml]
50 0,05 0,35
100 0,1 0,3
200 0,2 0,2
400 0,4 -

Im Fall der Polyelektrolytkomplexe wurden Rh-PEK-Stammlosungen (1 g/l Rh-Copolymer
im Rh-PEK) mit den Rhodamin B-markierten Copolymeren in reinem Wasser hergestellt. Erst
unmittelbar vor dem Anmischen der CPC-Paste erfolgte die Zugabe von Na,HPOs als
Feststoff (5 ml Rh-PEK-Stammlosung + 0,2083 g Na,HPO4 £ 4 Gew.-%-iger Losung) zur
Rh-PEK-Stammlosung. Anschlieend wurde das entsprechende Volumen an salzhaltiger Rh-
PEK-Stammlésung entnommen und mit reiner Abbindelosung auf 400 ul aufgefiillt. Die Rh-
Copolymerkonzentrationen im Rh-PEK 0.9 betrugen 100 pg/g CPC, 200 pug/g CPC und
400 ug/g CPC, die in den Rh-PEK1.1-A und Rh-PEK1.1-B 100 ug/g CPC und
200 ug/g CPC. Analog der Tabelle 6.10 wurden die gleichen Volumina der Rh-PEK-
Stammlosung mit NaoHPOs-Salz und der reinen Abbindelosung vereint und mit 1 g CPC

gemischt.
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BZM/Copolymer/CPC, BZM/PEK/CPC

Bei der Herstellung der Abbindelosung fiir die Zementplittchen mit Wirkstoff und Copolymer
wurden die entsprechenden Volumen der Wirkstoff- und Copolymerstammldsungen (je 1 g/l
in 4 Gew.-%-iger NapHPOs-Losung) in einem Eppendorfgefil vereint und mit reiner
4 Gew.-%-igen Na,HPO4-Losung auf 400 pul aufgefiillt (Tabelle 6.11). Nach einer
Komplexierungszeit von einer Stunde wurde der Zement mit der BZM/Copolymer-Losung
homogen gemischt. Die Untersuchung der BZM-Freisetzung erfolgte mit den
Konzentrationspaaren 50 ug BZM/100 ug Copolymer, 100 ug BZM/100 ug Copolymer,
50 ug BZM/200 pug Copolymer und 100 ug BZM/200 ug Copolymer in 1 g CPC.

Tabelle 6.11: Eingesetzte Volumina der jeweiligen Stammldsungen und der reinen
Abbindeldsung in 1 g CPC zur Herstellung der beladenen BZM/Copolymer-

Zemente.
X;ﬁ?gg;solymer VBZ[I;/IIj:tIamm Vstamm (COE):Il:flliler bzw. PEK) VI\E::E)O“
[mg/ng]
50/100 0,05 0,1 0,25
100/100 0,1 0,1 0,2
50/200 0,05 0,2 0,15
100/200 0,1 0,2 0,1

Im Falle der CPC-Plittchen mit Wirkstoff und Polyelektrolytkomplex wurde zunichst der
PEK-Stammlosung (hergestellt in reinem Wasser) Na,HPO4 als Feststoff (5 ml PEK-
Stammloésung + 0,2083 ¢ NaoHPOs 2 4 Gew.-%-iger Losung) zugegeben. Fiir die
Konzentrationspaare 50 ug BZM/100 pg PEK, 100 ug BZM/100 ug PEK und
50 ug BZM/200 ug PEK wurden analog der Tabelle 6.11 die entsprechenden Volumina der
PEK-Stamml6sung (mit Na2HPO4) und BZM-Stammldsung in einem Eppendorfgefidl vereint
und mit reiner 4 Gew.-%iger Na,HPO4-Losung auf 400 ul aufgefiillt. Nach einer
Komplexierungszeit von einer Stunde wurde der Zement mit der BZM/PEK-Losung

homogen gemischt.

6.7.3 Wirkstoff- und Copolymerfreisetzung

In UV-durchlissigen Halbmikro-Kiivetten wurden die hergestellten Zementplittchen oberhalb

des Strahlengangs platziert und mit 2 ml PBS-Puffer befiillt. Die Kiivetten wurden mit einem
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Deckel verschlossen und mit Parafilm abgedichtet. Die Freisetzung des Wirkstoffes bzw. der
Copolymere erfolgte bei 37 °C und unter Lichtschutz im Trockenschrank. Die freigesetzte
Wirkstoft- bzw. Copolymermenge in die PBS-Losung wurde mit UV-Spektroskopie ermittelt.
Dafiir wurden die Absorptionen 1 h, 3h,8h, 1d,2d,4d,7d und 14 d nach der Auslagerung

gemessen.

6.8 Dynamische Lichtstreuexperimente

6.8.1 Kern-Schale-Architekturen

Entsprechend der  Komplexierungsversuche (siche  Kapitel 6.6.2) wurde die
Copolymerkonzentration 0,119 g/l (1:25) zur GroBenbestimmung der Makromolekiile
gewdhlt. Fiir die Untersuchungen in reinem Wasser und PBS-Puffer wurden zunichst 0,95 mg
PEI(25)-Mal B, PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal eingewogen, mit 2 ml reinem
Wasser bzw. PBS-Losung aufgefiillt und filtriert (0,45 ul Nylon-Filter). Je 0,5 ml der vierfach
konzentrierten Copolymerlosungen wurden anschlieend in UV-Kiivetten gegeben und mit
1,5 ml reinem Wasser bzw. PBS-Losung aufgefiillt. Die DLS-Messungen erfolgten sofort
nach der Probenpriparation (0 h), nach 3 h und 20 h. Weiterhin wurden DLS-Messungen von
PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PAsp-346 und den jeweiligen Oligosaccharidderivaten mit der
Konzentration 1,19 g/l in reinem Wasser, PBS-Puffer und in Pufferlosungen der pH-Werte 3,
5 und 9 durchgefiihrt. Dafiir wurden 2,38 mg des jeweiligen Copolymers in 2 ml reinem
Wasser bzw. Pufferlosung gelost und gefiltert. 1 ml der jeweiligen zweifach konzentrierten
Copolymerlosung wurde in einer UV-Kiivette vorgelegt und mit reinem Wasser bzw. der
entsprechenden Pufferlosung aufgefiillt. Die DLS-Messungen erfolgten 20h nach der

Probenpriparation.

6.8.2 Copolymer/BZM-Komplexe

Entsprechend der Komplexierungsversuche (siehe Kapitel 6.6.2) wurden
Copolymerkonzentrationen mit 0,297 g/l (1:10), 0,119 g/1 (1:25) und 0,0595 g/1 (1:50) und die
Bortezomibkonzentration 30 mg/l verwendet. Zundchst wurden die in Tabelle 6.12
aufgefithrten Mengen an PEI(25)-Mal B, PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-346-Mal in
2 ml reinem Wasser bzw. PBS-Puffer gelost und filtriert (0,45 ul Nylon-Filter). Weiterhin
wurde die vierfache Menge Bortezomib (0,6 mg) in 5 ml reinem Wasser bzw. PBS-Puffer

gelost. In UV-Kiivetten wurden je 0,5 ml Copolymerlosung mit 0,5 ml Bortezomiblosung

150



Experimenteller Teil

vereinigt und entsprechend mit 1 ml reinem Wasser bzw. PBS-Losung aufgefiillt. Die DLS-
Messungen der Copolymer/BZM-Losungen erfolgte sofort nach der Priparation (0 h), nach
3 hund 20 h.

Tabelle 6.12: Eingesetzte Mengen an PEI(25)-Mal B, PEI(5)-PGlu-346 und PEI(5)-PGlu-
346-Mal zur Herstellung vierfach konzentrierter wéssriger Losungen.

c [g/] 4-c [g/] m [mg/2 mi]
1:10 0,297 1,188 2,38
1:25 0,119 0,476 0,95
1:50 0,0595 0,238 0,48

6.8.3 Polyelektrolytkomplexe, PEK/BZM-Komplexe

Je 2 ml der in Kapitel 6.5 beschriebenen PEK-Stammldsungen (1 g/l Copolymer im PEK)
wurden in UV-Kiivetten gegeben und mit DLS gemessen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
von 83 mg NaHPOs; entsprechend der Préaparation der Calciumphosphatzemente
(Kapitel 6.7) zur Herstellung der 4 w%-igen NaHPO4-Losung. Die PartikelgroBen wurden
sofort nach Zugabe des Salzes, nach 1 h, 3 h, 24 h, 48 h, 7 d und 14 d bestimmt.

Fir die DLS-Untersuchungen der verdinnten PEKs ohne BZM wurden zundchst
entsprechend den molaren Verhiltnissen 2 ml dreifach konzentrierte PEK-Losungen aus den
PEK-Stamml6sungen hergestellt. Die dafiir benétigten Volumina an PEK-Stamml6sung und
reinem Wasser sind in Tabelle 6.13 aufgefiihrt. In der UV/Vis-Kiivette wurden anschlieend
0,5 ml der dreifach konzentrierten PEK-Losung mit 1 ml reinem Wasser verdiinnt. Die
Ermittlung der hydrodynamischen Durchmesser erfolgt direkt nach der Verdiinnung (0 h)
nach 3 h und 20 h. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von je 83 mg NaoHPO4 zu den PEK-
Losungen in der UV/Vis-Kiivette entsprechend der Priparation der Calciumphosphatzemente
(Kapitel 6.7) zur Herstellung der 4 Gew.%-igen Na;HPOs-Losung. Die PartikelgroBen
wurden sofort nach Zugabe des Salzes (0h), nach 1h und 3h bestimmt. Fiir die
PartikelgroBenbestimmung der PEK/BZM-Komplexe erfolgte zunichst die Herstellung einer
dreifach konzentrierten BZM-Losung (90 mg/l). Dafiir wurden 0,45 mg BZM in 5 ml reinem
Wasser gelost. Fiir die DLS-Untersuchungen wurden in der UV/Vis-Kiivette 0,5 ml der
jeweiligen dreifach konzentrierten PEK-Losung mit 0,5 ml reinem Wasser und 0,5 ml BZM-
Losung gemischt und der hydrodynamische Durchmesser nach O h, 3 h und 20 h bestimmt.
Anschlielend erfolgten wiederum die Zugabe von 83 mg Na;HPO4 und die Bestimmung der

PartikelgroBen direkt nach Zugabe des Salzes (0 h), nach 1 h und 3 h.
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Tabelle 6.13: Volumina an PEK-Stammlosung und reinem Wasser zur Herstellung von je

2 ml verdiinnter PEK-L6sung entsprechend den molaren Verhiltnissen.

c[g/] 3-c[g/] VPEK-Stamm [ml] V0 [ml]
1:10 0,297 0,891 1,79 0,21
1:25 0,119 0,357 0,71 1,29
1:50 0,0595 0,179 0,36 1,64
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7. Anhang

NMR-Spektroskopie

S [ppm]
Abbildung 7.1: '3C-NMR-Spektrum von PEI(5)-PAsp-346, aufgenommen in D20

Os_O Na* HO oH

S [ppm]
Abbildung 7.2: 'H-NMR-Spektrum von PEI(5)-PGlu-346-Lak, aufgenommen in DO.
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S [ppm]
Abbildung 7.3: 'H-NMR-Spektrum von PEI(5)-PAsp-346-Mal, aufgenommen in D-0.

N
PE|}N1 ¢
043
O Na*
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S [ppm]
Abbildung 7.4: 'H-NMR-Spektrum von PEI(5)-PAsp-346-Lak, aufgenommen in D,0.
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| | |
184 180 176
0 [ppm]

S [ppm]
Abbildung 7.5: '’C-NMR-Spektrum von PEI(5)-PGlu-346-Lak, aufgenommen in D>O.

FTIR-Spektroskopie
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Abbildung 7.6: FT-IR-Spektrum von PEI(S)-PGlu-346-Lak, KBr-Pressling.
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Abbildung 7.7: FT-IR-Spektrum von PEI(5)-PAsp-346-Mal, KBr-Pressling.
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Abbildung 7.8: FT-IR-Spektrum von PEI(5)-PAsp-346-Lak, KBr-Pressling.
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Dynamische Lichtstreuung
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Abbildung 7.10: DLS-Verteilungskurven von PEI(25)-Mal B (c = 0,119 g/1) in PBS-L&sung
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Abbildung 7.11: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PGlu-346

Losung nach 0, 3, 20 h.
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Abbildung 7.12: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PGlu-346-Mal (c = 1,19 g/l) in reinem
Wasser nach 0, 3, 20 h.
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Abbildung 7.13: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PGlu-346-Mal (c = 1,19 g/1) in PBS-
Losung nach 0, 3, 20 h.
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Abbildung 7.14: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PGlu-346-Mal (c = 1,19 g/l) in reinem
Wasser und PBS-Losungen pH 3, 5, 7,4 und 9.
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Abbildung 7.15: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PGlu-346-Lak (c = 1,19 g/l) in reinem
Wasser und PBS-Losungen pH 3, 5, 7,4 und 9.
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Abbildung 7.16: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PAsp-346 (c=1,19 g/l) in reinem
Wasser und PBS-Losungen pH 3, 5, 7,4 und 9.
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Abbildung 7.17: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PAsp-346-Mal (c = 1,19 g/I) in reinem
Wasser und PBS-Losungen pH 3, 5, 7,4 und 9.
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Abbildung 7.18: DLS-Verteilungskurven von PEI(5)-PAsp-346-Lak (c = 1,19 g/I) in reinem

Wasser und PBS-Losungen pH 3, 5, 7,4 und 9.

Rasterkraftmikroskopie

Tabelle 7.1: Rauigkeit und relative Oberflichendifferenz von PEI(5)-PGlu-346 und
PEI(5)-PGlu-346-Mal auf aminosilanisierten Wafern in reinem Wasser und
PBS-Puffer pH 7,4 im Vergleich zu reinen aminosilanisierten Siliziumwafern.
C Relative Oberflichen-
Rauigkeit Sa [nm] differenz [ %]
H:0 PBS H:0 PBS
APS 0,247 0,262 1,35 1,88
PEI(5)-PGlu-346 0,286 0,406 2,20 3,86
PEI(5)-PGlu-346-Mal 0,254 0,307 1,68 2,97
H,O
Wiy 1,0 nm
-1,0 nm

fum O

1;'1m

Abbildung 7.19: aminosilanisierte Siliziumwafer in reinem Wasser und PBS-Puffer pH 7.4.
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Wirkstoffkomplexierung
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Abbildung 7.20: Kalibriergeraden fiir den Wirkstoff BZM in reinem Wasser (links) und
PBS-Losung (rechts).
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Abbildung 7.21: Membranstabilitdtstest von BZM (30 mg/l) auf einer PES-Membran
(MWCO 1000 Da) in PBS-Lésung pH 7.,4.

Tabelle 7.2: prozentualer Anteil bzw. Anzahl (in Klammern) an komplexiertem BZM in

PEI(25)-Mal B.

H:0 PBS
Oh 3h 20h Oh 3h 20h
1:10 68,4+0,1 67,7+0,03 67,5+0,3 51,9+0,7 528%0,1 54,1£07
' (7) ) ) o) ®) ®)
1:35 519+0,8 61,6+03 57,9+0,1 445+03 468%09 450%1.2
' (13) (15) (14) (11) (12) (12)
1:50 430+1,1 472+05 46,8+0,2 395+1,0 387+08 412+14
' (22) (24) (23) (20) (20) (21)
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Abbildung 7.22: Komplexierte Menge BZM in PEI(5)-PGlu-346 in reinem H>O und PBS-
Losung nach O h, 3h und 20 h bei den molaren PEI(5)-PGlu-346:BZM-
Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50.

Tabelle 7.3: prozentualer Anteil bzw. Anzahl (in Klammern) an komplexiertem BZM in
PEI(5)-PGlu-346.

H:0 PBS
Oh 3h 20h Oh 3h 20h
1:10 199+17 209+15 198+13 368+2,0 344+44 34562
) 2) 2 2 “) 3) 3)
1:35 184+15 207+15 192+17 26,712 270+12 260%14
' ) ®) ®) (7 (7 (7
1:50 202+42 195+1,1 188%1,5 198+19 206+1,1 18,1%1,1
' (10) (10) ©) (10) (1) ©)
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Tabelle 7.4: prozentualer Anteil bzw. Anzahl (in Klammern) an komplexiertem BZM in

PEI(5)-PGlu-346-Mal.

H20 PBS
Oh 3h 20h Oh 3h 20h
1:10 255+1,7 254+32 246+1,7 396+1,2 41,813 348+1,3
| (3) 3) () “4) “4) 3)
1:25 233+1,2 233+14 23,1+1,1 30,6 £1,3 369+1,3 292 +1,5
| (6) (6) (6) (3) ) (7N
1:50 203+1,4 21,113 195+1,2 25,7+1,2 31,5+09 26,9+ 1,6
’ (10) (10) (10) (14) (16) (13)
Tabelle 7.5: Hydrodynamische Durchmesser von PEI(25)-Mal B/BZM-Komplexen mit
den molaren Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50 in reinem Wasser und PBS-
Losung nach O h, 3 h und 20 h.
Reines Wasser pH 7.4
Oh 3h 20h Oh 3h 20h
1:10 14 nm 16 nm 16 nm 14 nm 14 nm 14 nm
1:25 13 nm 16 nm 15 nm 12 nm 12 nm 14 nm
1:50 14 nm 14 nm 14 nm 12 nm 12 nm 10 nm
Tabelle 7.6: Hydrodynamische Durchmesser von PEI(5)-PGlu-346/BZM-Komplexen mit
den molaren Verhéltnissen 1:10, 1:25 und 1:50 in reinem Wasser und PBS-
Losung nach O h, 3 h und 20 h.
Reines Wasser pH 74
Oh 3h 20h Oh 3h 20h
1:10 9 nm 8 nm 7 nm 8 nm 6 nm 6 nm
1:25 10 nm 8 nm 9 nm 6 nm 7 nm 7 nm
1:50 10 nm 9 nm 14 nm 7 nm 7 nm 10 nm
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Tabelle 7.7: Hydrodynamische Durchmesser von PEI(5)-PGlu-346-Mal/BZM-Komplexen
mit den molaren Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50 in reinem Wasser und PBS-
Losung nach O h, 3 h und 20 h.

Reines Wasser pH 7.4
Oh 3h 20h Oh 3h 20h
1:10 9 nm 9 nm 9 nm 8 nm 8 nm 8 nm
1:25 8 nm 9 nm 9 nm 8 nm 9 nm 8 nm
9 nm,
70 nm, 9 nm,
1:50 90 nm, 9 nm 9 nm 12 nm
400 nm 120 nm
350 nm

% 60 T g 60 I PEI(5)-PGlu-346

N 50 KL N 50 I PEK 1.1-A

@ I 20 h @

3 40- S 40-

> >

&, 30+ 2 30

: S

ko 20 o 204

3 10 X

% 0 i

€ 1 e 1

g o g o - -

1:10 1:25 1:50 1:10 1:25 1:50

molares Verhéltnis PEK 1.1-A:BZM

molares Verhéltnis

Abbildung 7.23: links: Komplexierte Menge BZM in PEK 1.1-A in reinem H>O nach O h,
3h und 20 h bei den molaren Verhiltnissen 1:10, 1:25 und 1:50; rechts:

Vergleich der BZM-Komplexierung zwischen PEI(5)-PGlu-346 und
PEK 1.1-A nach 20 h.

Tabelle 7.8: prozentualer Anteil bzw. Anzahl (in Klammern) an komplexiertem BZM in

PEK 0.9.
H20

Oh 3h 20h
1110 564+85 668+65 556%99
) (6) (7 (6)
125 414+10,6 393+49 456+63
| (10) (10) (11)
1:50 30,7+3,5 33,6%3,7 392+74
. (15) (17) (20)
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Tabelle 7.9: prozentualer Anteil bzw. Anzahl (in Klammern) an komplexiertem BZM in

PEK 1.1-A.
H20

Oh 3h 20h
1:10 14,7 + 10 16,2+8,7 18,6+9,6

) (D () ()
125 172+49 147+51 16,152

) “4) “4) “4)
19,7 £4,2 19,1 £5,0

1:50 (10) - (10)

Tabelle 7.10: prozentualer Anteil bzw. Anzahl (in Klammern) an komplexiertem BZM in

PEK 1.1-B.
H20
Oh 3h 20h
1:10 19,4 £ 6,1 19,2+6,2 19,8£5,0
| (2) () (2)
125 17,0+3,0 183+3,7 188+£6,9
| “4) ) )
1:50 19,624 19,113 16,2*8,2
| (10) (10) ®)
25 o 257 —oh
i ——3h i —3h
0\7,20_ ——20h 0\720_ ——20h
g 151 g 15
£ 10- S 10
£ ] s ]
54 5
0' 0 LA LI B R R B LA L] B R
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
D, [nm] D, [nm]

Abbildung 7.24: DLS-Verteilungskurven von PEK 0.9 (0,119 g/I) nach O h, 3 h und 20 h.
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Abbildung 7.25: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-A Oh, 3h und 20h nach dem
Verdiinnen der PEK 1.1-A-Stamml6sung (1 g/1 PEI(5)-PGlu-346 im PEK)
entsprechend der Wirkstoffkomplexierung in reinem Wasser.
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Abbildung 7.26: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-B Oh, 3h und 20h nach dem
Verdiinnen der PEK 1.1-B-Stammlosung (1 g/l PEI(5)-PGlu-346-Mal im
PEK) entsprechend der Wirkstoffkomplexierung in reinem Wasser.
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Abbildung 7.27: DLS-Verteilungskurven von PEK 0.9/BZM 1:25 in reinem Wasser nach
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Abbildung 7.28: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-A/BZM 1:10, 1:25 und 1:50 in
reinem Wasser nach O h, 3 h und 20 h.
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Abbildung 7.29: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-B/BZM 1:10, 1:25 und 1:50 in
reinem Wasser nach O h, 3 h und 20 h.

Tabelle 7.11: Freigesetzte Menge Rh-PEI(25)-Mal B aus Rh-PEI(25)-Mal B/CPC bzw.
Rh-PEK 0.9/CPC innerhalb von 14 Tagen.

Zeit PEI(25)-Mal B PEK 0.9

100 pg/ 200 pg/ 400 pg/ 100 pg/ 200 pg/ 400 pg/

g CPC g CPC g CPC g CPC g CPC g CPC
1h 79+30 9,3+338 53+£1,0 1,0£29 0,8+6,6 24+£22
3h 89+40 9,1+34 5,0£1,0 5,7+3,4 1,4+5,7 32+19
8h 141+£79 12,8+4,1 79+20 - 4,1+39 39+30
1d 163+6,9 17,2+3,1 10,0+1,8 8,8+16,3 8,8+428 144+39
2d 18046 192+28 13914 9,3+10,0 12,656 20,029
4d 248+7,6 252+45 206+4.2 13,6129 17,1£54 239+39
7d 282+52 279+45 236+2,6 142+10,7 188+48 30,1 +43
14d 260+119 30,6+43 339+24 132+93 224+£50 322+28
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Abbildung 7.30: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-A (1 g/l) mit NaxHPO4 (4 Gew.-%)
nach O h, 3 h und 20 h.
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(4 Gew.-%) nach O h, 3 h und 20 h.
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Abbildung 7.33: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-A
(4 Gew.-%) nach O h, 3 h und 20 h.
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Abbildung 7.35: DLS-Verteilungskurven von PEK 1.1-B
(4 Gew.-%) nach O h, 3 h und 20 h.
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